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บทคัดย่อ 
 

 คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และ บีต้ากลูโคซิเดส เป็นเอนไซม์ที่สามารถย่อยเซลลูโลสไปเป็นน ้าตาล
กลูโคส  จึงได้มีการพัฒนาน้ามาใช้ประโยชน์ทางด้านอุตสาหกรรมและด้านการผลิตพลังงานเชื อเพลิง งานวิจัย
ครั งนี ได้คัดเลือกยีสต์มาท้าการศึกษา 16 สายพันธุ์ คือ ยีสต์ที่สร้าง คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 8 ชนิด และ 
บีต้ากลูโคซิเดส 8 ชนิด โดยท้าการศึกษาแหล่งคาร์บอน, พีเอช และอุณหภูมิเริ่มต้นของอาหารเลี ยงเชื อ ที่
เหมาะสมต่อการสร้าง คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และ บีต้ากลูโคซิเดส โดยเลี ยงเชื อยีสต์ในอาหารเหลว YP (1% 
yeast extract, 2% peptone, pH 5.0 ) ที่มีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกันคือ 1% กลูโคส, 1% CMC, 1% ฟาง
ข้าว และ 1% ชานอ้อย , มี pH ที่แตกต่างกันในช่วง 4-7 , อุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์แตกต่างกัน
คือ 25 , 30, 35 ºC  เมื่อศึกษาการเจริญและสร้าง คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ผลจากการศึกษาพบว่าเชื อส่วน
ใหญ่ เจริญและสร้างเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้กลูโคสและ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน  ที่ pH 4.0 อุณหภูมิ 25 ºC 
โดยเชื อ Candida  sp. (New sp.) สามารถสร้าง คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ได้มากที่สุดคือ 73.52 U/ml  เมื่อ
ศึกษาการเจริญและสร้าง บีต้ากลูโคซิเดส พบว่าเชื อส่วนใหญ่ เจริญและสร้างเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้กลูโคส 
เป็นแหล่งคาร์บอน  ที่ pH 5.0 อุณหภูมิ 25 ºC  โดยเชื อ Wickerhamomyces sp. (sister sp.) สามารถสร้าง 
บีต้ากลูโคซิเดส ได้มากที่สุดคือ 52.78 U/ml ซึ่งจะน้าเชื อที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ทั งสองชนิดนี ไป
ใช้ในการพัฒนาการผลิตไบโอเอทานอลต่อไป 

 
ค้าส้าคัญ: บีต้ากลูโคซิเดส   ยีสต์ 
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Abstract 
 

Cellulosic material is hydrolyzed to glucose by synergistically of carboxymethyl 
cellulase and beta –glucosidase.  Cellulolytic enzymes are industrially important hydrolytic 
enzyme and production economic of bioethanol.  The sixteen yeast isolates which eight 
species could produce carboxymethyl cellulase and eight species could produce beta –
glucosidase were used in this study.  The determination of optimal culture conditions for 
enzyme production from various carbon sources, optimal pH and optimal temperatures in 
medium were investigated.  Yeast isolates were cultured on the YP broth (1% yeast extract, 
2% peptone, pH 5.0) various carbon sources (1% glucose. 1% CMC, 1% rice straw, 1% sugar 
cane bagasse), pH (4-7) and temperatures (25, 30, 35oC).  The results showed that, high 
cellular growth and carboxymethyl cellulase production from isolates yeast were grown in 
1% glucose and 1% CMC, pH 4.0 at 25ºC.  In addition Candida  sp. PM47 (New sp.) showed 
the highest activity of carboxymethyl cellulase, 73.52 U/ml.  In case of beta -glucosidase 
production, the optimum of enzyme was 1% glucose, pH 5.0, at 25ºC.  In addition 
Wickerhamomyces sp.HT4-37 (sister sp.) was shown the highest activity, 52.78 U/ml.  
Therefore, high efficacy yeast will be developing to enzyme production for bioethanol in the 
future. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มา 
 พลังงานเป็นปริมาณพื นฐานอย่างหนึ่งของกระบวนการในระบบทางกายภาพชนิด   พลังงานในระบบ
เหล่านี  ที่สภาวะหนึ่งๆจะท้าให้ได้งาน  ที่ต้องใช้ในการเปลี่ยนจากสภาวะแรกเริ่ม ไปยังสภาวะต่าง ๆ  และ
ปัจจุบันพลังงานหลักที่มนุษย์น้ามาใช้ ได้มาจากฟอสซิล (น ้ามันปิโตรเลียม แก๊สธรรมชาติ และถ่านหิน) เป็น
สาเหตุหลักที่ท้าให้เกิดมลพิษในสิ่งแวดล้อม การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศของโลก  ส่งผลกระทบต่อ
สิ่งมีชีวิต อีกทั งยังมีราคาแพงและก้าลังจะหมดสิ นไป  ดังนั นการพัฒนาพลังงานทดแทนที่เราสามารถผลิตได้เอง
มาใช้ทดแทนพลังงานที่ก้าลังจะหมดไป จึงเป็นแนวทางหนึ่งในการบรรเทาปัญหาและแก้ปัญหาต่างๆ ที่เป็นผล
มาจากการใช้พลังงานฟอสซิล รวมทั งช่วยรักษาสิ่งแวดล้อมต่างๆ ที่ส่งผลกระทบต่อภาวะโลกร้อน และ
ยกระดับคุณภาพชีวิตของประชาชน  พลังงานสะอาดเป็นทางเลือกหนึ่งของการใช้พลังงานที่ไม่ก่อให้ปัญหา
มลพิษต่อสิ่งแวดล้อม ซึ่งส่วนใหญ่พลังงานสะอาดได้มาจากพลังงานหมุนเวียน (renewable energy) เช่น 
พลังงานชีวมวล พลังงานแสงอาทิตย์ พลังงานลม พลังงานน ้า และพลังงานความร้อนใต้พิภพ เป็นต้น หนึ่งใน
ยุทธ์ศาสตร์การพัฒนาพลังงานทดแทน คือการใช้เชื อเพลิงชีวภาพ (biofuels)     ซึ่งหลายหน่วยงานให้
ความส้าคัญ ทั งยังมีความพยายามในการพัฒนาการผลิตและการใช้ประโยชน์พลังงานทดแทนในเชิงพาณิชย์ 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งการใช้ไบโอดีเซล (biodiesel) และไบโอเอทานอล (bio-ethanol) ผสมในน ้ามันส้าเร็จรูป 
ทั งนี เนื่องจากประเทศไทยมีศักยภาพในด้านวัตถุดิบที่ได้จากผลผลิตทางการเกษตรส้าหรับใช้ในการผลิต 
ไบโอดีเซลและไบโอเอทานอล   สามารถน้ามาใช้เป็นพลังงานทดแทนพลังงานจากฟอสซิลได้เป็นอย่างดี เช่น 
เอทานอล ที่ผลิตได้จากมันส้าปะหลัง อ้อย และกากน ้าตาล ไบโอดีเซลจากปาล์มน ้ามัน และสบู่ด้า เป็นต้น 

พลังงานทดแทน หมายถึง พลังงานที่มีอยู่ทั่วไปตามธรรมชาติและสามารถมีทดแทนได้อย่างไม่จ้ากัด 
(เมื่อเทียบกับพลังงานหลักในปัจจุบัน เช่น น ้ามันหรือถ่านหิน) ได้แก่ พลังงานไบโอดีเซล  ไบโอเอทานอล  
เอทานอล  แก๊สโซฮอล์ ก๊าซเอ็นจีวี เป็นต้น พลังงานเหล่านี ได้รับความสนใจ และมีการศึกษาคว้าคว้ามากมาย 
ทั งการผลิตจากวัสดุเหลือใช้ จากผลผลิตทางการเกษตร และจากจุลินทรีย์   พลังงานที่ได้เป็นพลังงานที่ไม่ก่อ
มลพิษหรือมีน้อย  ซึ่งจะถูกน้ามาใช้ในอนาคต  เพ่ือลดการใช้พลังงานจากน ้ามัน และลดการน้าเข้าพลังงาน
เชื อเพลิงจากต่างประเทศ ท้าให้ประเทศลดค่าใช้จ่ายในส่วนนี ลงได้อย่างมหาศาล  เพราะประเทศไทยมีการ
น้าเข้าน ้ามันถึงร้อยละ 60 ของปริมาณการใช้พลังงานทั งหมด  

พลังงานทดแทนที่เหมาะสมควรมีคุณสมบัต ิ  ดังต่อไปนี  
1. สามารถผลิตได้อย่างต่อเนื่อง ใช้เชื อเพลิงและวัตถุดิบที่สามารถหมุนเวียนมาใช้ได้อย่างไม่มีวันหยุด 
2. สะอาด เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ไม่กระทบต่อสมดุลของระบบนิเวศ 
3. สามารถถ่ายทอดความรู้และเทคโนโลยี เพ่ือให้ชาวบ้านผลิตมาใช้เองได้ เชื่อมโยงถึงเศรษฐกิจพอเพียง 
4. มีประสิทธิภาพ ประหยัดทั งทรัพยากร แรงงานค่าใช้จ่าย 
5. ง่าย เป็นเทคโนโลยีที่ไม่ซับซ้อน ชุมชนสามารถจัดการเองได้ 

พลังงานดังกล่าว เช่น พลังงานแสงอาทิตย์ พลังงานน ้า พลังงานลมผลิตไฟฟ้า ชีวมวล เป็นการช่วย
ค่าใช้จ่าย และเพ่ิมรายได้อีก เพ่ือการพ่ึงพาตนเองด้านพลังงานอย่างยั่งยืน 

 ไบโอเอทานอล    
  เอทานอล (Ethanol) หรือ เอทิลแอลกอฮอล์ (Ethyl Alcohol) ในทางเคมีเป็นกลุ่มสารประกอบ

อินทรีย์มีสูตรทางเคมีคือ C2H5OH ประกอบด้วย   คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน เป็นไฮดรอกซิล        
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ดิริเวทีฟของไฮโดรคาร์บอน เกิดจากการแทนที่ไฮโดรเจนอะตอมด้วย hydroxyl group (OH)  มีน ้าหนัก
โมเลกุล 46.07 จุดเดือดประมาณ 78 องศาเซลเซียส เป็นของเหลวใสไม่มีสีติดไฟง่าย  ให้เปลวไฟสีน ้าเงิน ไม่มี
ควัน ลักษณะโครงสร้างของเอทานอลแสดงดังรูปที่ 1 

 
 
 
 
 

 
 
                 

 
รูปที ่1.1 โครงสร้าง
ทางเคมี ของเอทา
นอล 
(ที่มา: 
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ประเทศที่ผลิตเอทานอลมากที่สุดของโลกในล้าดับต้นๆ ได้แก่ บราซิล และประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึง
แนวโน้มการใช้น ้ามันแก๊สโซฮอล์ของโลกยังคงเติบโตอย่างต่อเนื่อง ส่วนในประเทศแถบเอเชีย เช่น จีน อินเดีย 
ก็ให้ความสนใจมากในการใช้พลังงานทดแทนโดยเฉพาะเอทานอล และปัจจุบันอินเดียได้มีการส่งเสริมและ
พัฒนาเทคโนโลยีในการผลิตเอทานอลบริสุทธิ์ เพ่ือใช้ภายในประเทศ อีกทั งยังสามารถส่งออกเทคโนโลยีไปยัง
ประเทศต่างๆ รวมทั งประเทศไทย  

โดยทั่วไปเอทานอลมี 2 ประเภทคือ เอทานอลสังเคราะห์ (synthetic ethanol) ซึ่งได้จาก
กระบวนการผลิตทางเคมี และเอทานอลชีวภาพ  (ไบโอเอทานอล) ซึ่งได้จากการใช้จุลินทรีย์จ้าพวกยีสต์หมัก
กับวัตถุดิบจากการเกษตรผลิตได้จากวัตถุดิบที่มีน ้าตาลโมเลกุลเดี่ยวอยู่ในโครงสร้างโมเลกุล เช่น มันส้าปะหลัง 
อ้อย molasses เป็นของเสียจากอุตสาหกรรมน ้าตาล  ข้าวโพด ข้าวฟ่างและของเสียจากอุตสาหกรรมเยื่อ
กระดาษ  ฯลฯ จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอทานอลได้มีหลายชนิดแต่ ยีสต์ ( Yeast )ก็ถูกน้ามาใช้ผลิตเอทานอล
อย่างแพร่หลายเพราะสามารถเจริญเติบโตได้รวดเร็วและมีปริมาณมาก ยีสยังสามารถใช้น ้าตาลได้หลากหลาย  
เอทานอลยังสามารถท้าเป็นแอลกอฮอล์หรือสุราที่ใช้บริโภคได้ และเนื่องจากเอทานอลมีค่าออกเทนสูงจึงน้าไป
ผสมกับน ้ามันเบนซิน เรียกว่า น ้ามันแก๊สโซฮอล์ ใช้เป็นเชื อเพลิงทดแทนการใช้น ้ามันจากฟอสซิลได้  ประเทศ
บราซิล (ผู้ผลิตเอทานอลรายใหญ่ของโลก) ใช้อ้อยเป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล ประเทศสหรัฐอเมริกาใช้
ข้าวโพดเป็นวัตถุดิบ  และเอทานอลยังมีประโยชน์ ในการช่วยลดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม  ซึ่งท้าให้เครื่องยนต์
มีการเผาไหม้ดีขึ น  ท้าให้ไอเสียจากการใช้แก๊สโซฮอล์มีปริมาณแก๊สคาร์บอนมอนอกไซด์ลดลงร้อยละ 20 และ
ปริมาณไฮโดรคาร์บอนลดลงร้อยละ 10 เมื่อเทียบกับการใช้น ้ามันเบนซิน ซึ่งจะส่งผลให้ลดค่าใช้จ่ายในการ
แก้ปัญหาด้านสิ่งแวดล้อมและสุขภาพของประชาชน  ลดปริมาณการน้าเข้าน ้ามันเชื อเพลิง จากต่างประเทศได้
ประมาณ 3,000 ล้านบาทต่อปี ลดการใช้เชื อเพลิงปิโตรเลียมซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิด Greenhouse Effect 
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ที่ท้าให้อากาศบนโลกร้อนขึ น ส่งผลกระทบต่อการเกษตรกรรม การละลายของน ้าแข็งขั วโลก ระดับน ้าทะเลที่
สูงขึ น และการเกิดอุทกภัยบ่อยครั งในพื นที่ชายฝั่งทะเล  ท้าให้ปริมาณก๊าซพิษในบรรยากาศลดลง ช่วยให้
คุณภาพชีวิตดีขึ น  และเนื่องจากการผลิตเอทานอล ได้จากกพืชผลการเกษตร ซึ่งประเทศไทยเป็นประเทศ
เกษตรกรรมจึงมีผลผลิตเหล่านี มากมาย ช่วยลดการน้าเข้าวัตถุดิบ และลดการพ่ึงพาเชื อเพลิงปิโตรเลียมจาก
ต่างประเทศ ช่วยพยุงเศรษฐกิจในระดับระดับไร่นา สร้างความมั่นคงทางด้านอาชีพและเพ่ิมรายได้ให้กับ
เกษตรกร  ท้าให้เกิดการพัฒนาเทคโนโลยีทั งในด้านการผลิตและการใช้ประโยชน์ การสร้างงานและสร้างรายได้
ให้กับเศรษฐกิจครัวเรือนภาคการเกษตร ช่วยสร้างผลตอบแทนทางเศรษฐกิจให้กับประเทศ 
 แต่การใช้ผลผลิตทางการเกษตรโดยตรงอาจจะมีผลกระทบต่อราคาของผลผลิตซึ่งเป็นพืชที่ใช้ในการ
บริโภค ท้าให้มีราคาสูงขึ น เกิดความเดือนร้อนต่อประชาชน  จึงมีการศึกษาที่จะน้าเศษวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรมาใช้ในการเป็นวัตถุดิบการผลิตไบโอเอทานอล ทั งยังช่วยลดต้นทุนการผลิตอีกด้วย  ซึ่งการพัฒนา
ด้านการเกษตรและอุตสาหกรรม  มักจะมีเศษวัสดุเหลือใช้จากการผลิตมากกมาย เช่น ฟางข้าว กากชานอ้อย 
ซังข้าวโพด ฯลฯ   ส่วนใหญ่จะมีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบอยู่ด้วย  เซลลูโลสมีโครงสร้างที่แข็งแรง  ไม่ละลาย
น ้า  และไม่สามารถย่อยสลายไปได้ในเวลาอันรวดเร็วจึงมักจะเกิดปัญหาเศษวัสดุเหลือใช้ที่เกษตรกรไม่ต้องการ  
ท้าให้เกิดการเน่าเหม็น  เกิดเป็นมลพิษที่ไม่ดีต่อสิ่งแวดล้อม ซึ่งการย่อยเซลลูโลสจ้าเป็นต้องใช้สารละลายกรด  
หรือใช้เอนไซม์  cellulase ที่จุลินทรีย์หลายชนิดสามารถสร้างขึ นได้ เช่น Trichoderma species, 
Aspergillus species, Bacillus, Saccharomyces cerevisiae เป็นต้น  ขณะนี การศึกษาค้นคว้าและน้า
จุลินทรีย์มาใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ มากขึ นเพราะสามารถเจริญเติบโตรวดเร็ว  ใช้พื นที่ในการเพาะเลี ยงน้อย 
ต้นทุนในการเพาะเลี ยงน้อย และยังเจริญได้ในทุก ๆฤดูกาล  ยีสต์ก็เช่นเดียวกัน ที่เป็นที่นิยมน้ามาสกัดเอาสาร
ต่างๆ ที่ยีสต์สร้างขึ นมาใช้ประโยชน์ซึ่งก็คือ น ้าตาลกลูโคส  น้ามาผลิต ไบโอเอทานอล  เพ่ือใช้ลดปัญหาเศษ
วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและอุตสาหกรรมที่มีมากเกินไปและก้าจัดไปได้ยาก  และช่วยพัฒนาในด้าน
การเกษตรและเทคโนโลยีเพ่ือให้ได้วัตถุดิบต่างๆ มากขึ น   ซึ่งการน้ายีสต์มาใช้ในการผลิตไบโอเอทานอล  เรา
มุ่งเน้นไปที่ยีสต์ที่สร้าง เอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และ บีต้ากลูโคซิเดส จะช่วยในการย่อยสลาย 1,4-
beta-D- glycosidic linkages ในเซลลูโลส, lichenin และ  beta-D-glucans ในธัญพืช ช่วยย่อย cellubios 
ให้ได้เป็นน ้าตาลกลูโคส 
 จากโครงงานวิจัยการกระจายตัวของยีสต์บริเวณป่าภูตากา เขื่อนจุฬาภรณ์ เขื่อนอุบลรัตน์  โครงการ
ย่อยภายใต้  โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเนื่องมาจากพระราชด้าริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาสยามบรม
ราชกุมารี ได้ศึกษาและเก็บรวบรวมสายพันธุ์ของยีสต์ที่มีคุณสมบัติพิเศษต่างๆ ที่น่าสนใจเพ่ือจะน้ามาใช้
ประโยชน์ จากการศึกษาดังกล่าวสามารถแยกยีสต์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ในกลุ่มเซลลูเลสได้จ้านวนหลายสาย
พันธุ์และเป็นสายพันธุ์ที่น่าสนใจ เนื่องจากเป็นเอนไซม์ที่ย่อยสลายเซลลูโลส ซึ่งเป็นวัสดุเหลือทิ งทางการเกษตร 
เช่น ฟางข้าว ชานอ้อย เปลือกมันส้าปะหลัง ให้ได้เป็นน ้าตาล จากนั นน ้าตาลจะถูกเปลี่ยนไปเป็นแอลกอฮอล์
โดยกระบวนหมักโดยยีสต์ ท้าให้ต้นทุนในการผลิตแอลกอฮอล์ต่้าลงประกอบกับมีแหล่งพลังงานทดแทนเพ่ิม
มากขึ น นอกจากนั นยังเป็นการท้าให้ผลผลิตทางการเกษตรที่มีราคาต่้าของภาคตะวันออกเฉียงเหนือมาใช้ให้
เกิดประโยชน์ และเป็นการเพิ่มมูลค่าให้ผลผลิตดังกล่าวอีกด้วย  
 แต่อย่างไรก็ตามผลการทดลองท่ีได้จากการคัดเลือกยีสต์จากโครงการข้างต้นเป็นเพียงการศึกษาขั นต้น 
ดังนั นหากจะน้าเอนไซม์จากยีสต์ที่ผลิตเอนไซม์ในกลุ่มเซลลูโลสมาใช้ประโยชน์ต่อจ้าเป็นจะต้องศึกษาการผลิต
และคุณลักษณะของเอนไซม์ก่อนเพ่ือเป็นข้อมูลพื นฐานก่อนที่น้าไปประยุกต์ใช้ นอกจากนั นยังเป็นการต่อยอด
งานวิจัยฯ เพ่ือน้าไปสู่การประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ต่อไป 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=th&langpair=en%7Cth&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Glycosidic_linkage&rurl=translate.google.co.th&usg=ALkJrhiUoEx1dqRWJUiN08mSfdWKGphDYw
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 ศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และ บีต้ากลูโคซิเดส จากยีสต์ทีคัดแยก
ได้จาก จากเข่ือนภูตากา เขื่อนจุฬาภรณ์  เขื่อนอุบลรัตน์  และเขื่อนห้วยกุ่ม 

 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และ บีต้ากลูโคซิเดส จากยีสต์ทีคัดแยก
ไดจ้ากเขื่อนภูตากา เขื่อนจุฬาภรณ์  เขื่อนอุบลรัตน์  และเขื่อนห้วยกุ่ม  ทั งแหล่งคาร์บอน pH และอุณหภูมิ 
 
1.4 ขอบเขตการท าการวิจัย 
 ศึกษาการเจริญ การผลิต และ วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มเซลลูเลสจากยีสต์ที่แยกได้จาก
บริเวณป่าภูตากา เขื่อนจุฬาภรณ์ และ เขื่อนอุบลรัตน์  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทที่ 2 
วรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ความรู้ทั่วไปเกี่ยวกับยีสต์ 
     ยีสต์ หรือ ส่าเหล้า (อังกฤษ: yeast) คือ รากลุ่มหนึ่งที่ส่วนใหญ่เป็นเซลล์เดี่ยว มีรูปร่างหลายแบบ เช่น 
รูปร่างกลม รี สามเหลี่ยม รูปร่างแบบมะนาว ฝรั่ง เป็นต้น ส่วนใหญ่มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ โดยวิธีการ
แตกหน่อ มีน้อยชนิดที่เพ่ิมจ้านวนโดยการแบ่งเซลล์แบบฟิสชันหรือวิธีอ่ืนๆ มีทั งชนิดที่สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ
โดยการสร้างแอสโคสปอร์ ที่ เรียกว่าแอสโคมัยซีตัสยีสต์ และชนิดที่สร้างแบสิดิโอสปอร์ ที่ เรียกว่า 
แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต์  ยีสต์มีความสัมพันธ์กับพืชหรือสัตว์ที่มีชีวิตหรือสารอินทรีย์ที่ได้จากพืชและสัตว์ที่ตาย
แล้ว โดยยีสต์สามารถใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอนได้อย่างหลากหลาย เช่น น ้าตาล กรดอินทรีย์ กรดไขมัน 
ไฮโดรคาร์บอน แอลกอฮอล์ และพอลิเมอร์หลายชนิด มีบางชนิดที่เป็นโรคท้าให้เกิดโรคพืชและสัตว์   ยีสต์พบ
ไดท้ั่วๆ ไปแบบไม่มีจ้ากัดในชีวภาค โดยในธรรมชาติแล้วยีสต์แต่ละชนิดมีแหล่งที่อยู่จ้าเพาะ ขึ นอยู่กับลักษณะ
สรีรวิทยาของยีสต์ชนิดนั น ๆ พบบนบก ในน ้า รวมทั งแหล่งที่อยู่ที่มีความรุนแรง เช่น มีความเค็มสูง และมี
ความเย็นจัด แหล่งที่อยู่ที่ยีสต์ชอบคือ พืช โดยพบทั งที่ดอก ผล ใบ ล้าต้น และยางไม้    แหล่งที่พบยีสต์อยู่

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A9%E0%B8%B2%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B8%81%E0%B8%A4%E0%B8%A9
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C
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บ่อยๆ คือแหล่งที่มนี ้าตาลความเข้มข้นสูง เช่น น ้าผลไม้ท่ีมีรสหวาน ยีสต์ที่มีอยู่ตามธรรมชาติ มักจะปนลงไปใน
อาหาร เป็นเหตุให้อาหารเน่าเสียได ้(สาวิตรี, 2549) 
     รูปร่างของยีสต์ 
     ยีสต์เป็นราชนิดที่ส่วนใหญ่มีการด้ารงชีวิตเป็นเซลล์เดี่ยว มีรูปร่างหลายแบบ เช่น กลม รี สามเหลี่ยม รีและ
ปลายด้ายหนึ่งแหลม ทรงกระบอกที่มีปลายมน รูปร่างแบบมะนาวฝรั่ง รูปคนโฑหรือฟลาสก์ ยาว เป็นเส้นสาย 
บางชนิดมีการสร้างเส้นใยเทียม บางชนิดสร้างเส้นใยแท้  ขนาดของเซลล์ยีสต์จะผันแปร บางชนิดมีความยาว
ของเซลล์ 2-3 ไมโครเมตร ขณะที่บางชนิดยาว 20-50 ไมโครเมตร ส่วนความกว้างผันแปรน้อยกว่า คือระหว่าง 
1-10 ไมโครเมตร(สาวิตรี, 2549) 
     การเจริญของเซลล์และการแบ่งเซลล์ของยีสต์ 
     การเจริญของเซลล์ยีสต์เกิดโดยการเพ่ิมขนาดจนถึงขนาดวิกฤต จะมีการแบ่งเพ่ือเพ่ิมจ้านวน ในระหว่างนิ
เคลียสมีการแบ่งแบบไมโทซีส เป็นการเพ่ิมจ้านวนแบบไม่อาศัยเพศ ส่วนใหญ่เกิดโดยการแตกหน่อ (budding) 
ทั งนี การแตกหน่ออาจเกิดจากเซลล์หรือเส้นใย และยังพบการเพิ่มจ้านวนแบบไม่อาศัยเพศโดยวิธีฟิสชัน โดย
การที่เซลล์ขยายออกตามยาว แล้วสร้างผนังกั นขวาง แบ่งเซลล์ออกเป็น 2 ส่วนเท่าๆ กัน  การสร้างคอนิเดียที่
ปลายก้านเป็นอีกวิธีหนึ่งของการเพ่ิมจ้านวนแบบไม่อาศัยเพศ เมื่อคอนิเดียแก่เต็มที่จะหลุดออกจากบริเวณผนัง
กั นที่ส่วนกลางของก้านและยังพบการสร้างเส้นใยเทียมและเส้นใยแท้  
     การแตกหน่อ เป็นการแบ่งเซลล์ที่มีลักษณะค่อนข้างจ้าเพาะต่างจากการแบ่งเซลล์ของยูคาริโอตอ่ืนๆ  การ
แตกหน่อแบ่งตามต้าแหน่งที่เกิดหน่อได้ เป็น 3 แบบ คือ 

1. การแตกหน่อขั วเดียว เป็นการแตกหน่อที่เกิดท่ีขั วหรือปลายเพียงด้านเดียว โดยการแตกหน่อจะ
เกิดขึ นซ ้า ๆกันที่ต้าแหน่งเดิม  

2. การแตกหน่อแบบสองขั ว  การแตกหน่อแบบนี เกิดขึ นที่ขั วหรือปลายทั งสองด้านของเซลล์ ปกติจะเกิด
ทีละขั วหรืออาจจะเกิดพร้อมกันทั งสองขั วก็ได้ 

3. การแตกหน่อหลายขั ว  ยีสต์ส่วนใหญ่มีการแตกหน่อแบบนี  โดยการแตกหน่อเกิดได้โดยรอบเซลล์ทุกๆ
ด้าน 

     การแบ่งเซลล์แบบฟิสชัน  พบในยีสต์สกุลเดียว คือ Schizosacharomyces ซึ่งมีรูปร่างยาวหรือ
ทรงกระบอก มีปลายทั งสองด้านเป็นครึ่งวงกลม ผลจากการแบ่งเซลล์แบบฟิสชันจะได้สองเซลล์ที่มีขนาด
เท่ากัน การแบ่งเซลล์แบบนี เหมือนกับที่พบในยูคารีโอตอ่ืนมากกว่าการแตกหน่อ  
     การสร้างเส้นใย   พบได้ในยีสต์หลายสปีชีส์โดยบางชนิดสร้างเส้นใยแท้  บางชนิดสร้างเส้นใยเทียม 
กระบวนการสร้างเส้นใยแท้และเส้นใยเทียมในยีสต์แตกต่างกัน   นอกจากนั นยีสต์ที่สร้างเส้นใยเหล่านี เมื่อ
กลับไปอยู่ในสภาพที่เหมาะสมต่อการเจริญมากกว่าจะกลับเป็นเซลล์เดี่ยว   ซึ่งแสดงว่าการเจริญแบบนี เป็นการ
ปรับตัวของยีสต์เมื่อขาดแคลนอาหาร 
     การสร้างคอนิเดีย   เป็นการใช้ในการแยกสกุลยีสต์ คอนิเดียอาจเป็นบอลลิสโทรคอนิเดียซึ่งเป็นการเพ่ิม
จ้านวนแบบไม่อาศัยเพศที่ค่อนข้างจ้าเพาะ จะสร้างบนปลายสเทริกมาที่ยื่นออกมาจากเซลล์   เมื่อแก่เต็มที่จะ
ดีดตัวออกโดยกลไกแบบหยด   พบเฉพาะในแบสิดิโอมัยซีตัสยีต์บางชนิดมีทั งที่เกิดทั งสองด้านของเซลล์แบบ
สมมาตร หรือเกิดรอบเซลล์แบบสมมาตร   การสร้างบอลลิสโทคอนิเดียสูญเสียง่ายดังนั นลักษณะนี อาจท้าให้
เกิดปัญหาในการจัดจ้าแนก 
     การเพาะเลี้ยงยีสต์ 
     แหล่งของสารอาหารส้าหรับยีสต์ ยีสต์ต้องการสารอาหารซึ่งท้าหน้าที่เป็นแหล่งพลังงาน แหล่งคาร์บอน 
รวมทั งธาตุอาหารหลัก อ่ืน ๆได้แก่ ไฮโดรเจน ออกซิเจน ไนโตรเจน ซัลเฟอร์ และฟอสฟอรัส นอกจากนั นยัง
ต้องการธาตุอาหารบางชนิดในปริมาณค่อนข้างมากธาตุอาหารเหล่านั นจัดเป็น macroelement ประกอบด้วย 
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แมกนีเซียม และโพแทสเซียม ในขณะที่ธาตุอาหารบางชนิดยีสต์ต้องการในปริมาณที่ต่้า microelement ได้แก่ 
แคลเซียม เหล็ก ทองแดง แมงกานีส สังกะสี นิเกิล โคบอลต์ และโมลิบดีนัม ยิ่งไปกว่านั นยีสต์ยังต้องการ
สารประกอบบางชนิดเพื่อท้าหน้าที่เป็น growth factor เช่น วิตามิน พิวรีน ไพริมิดีน และ 
นิวคลีโอไทด์ 
     อิทธิพลของสภาวะแวดล้อมต่อการผลิตชีวมวล 
     อุณหภูมิ ปกติจุลินทรีย์จะเจริญเร็วขึ นเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ นจนถึงอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญ การเลี ยง
ยีสต์ส่วนใหญ่มักบ่มที่อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส โดยการเจริญจะลดลงมากที่ 20 องศาเซลล์เซียส และไม่
เจริญที่ 60-70 องศาเซลเซียส ( Halasz and Lasztity, 1991) 
     พีเอช  มีผลต่อกิจกรรมทางชีววิทยาของเซลล์น้อยกว่าอุณหภูมิเพราะว่าเซลล์สามารถควบคุมความเมข้น
ของไฮโดรเจนไอออนภายในเซลล์ได้อย่างดีเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงพีเอชภายนอกเซลล์ พีเอชของอาหาร
ภายนอกอาจมีผลต่อโครงสร้างและสภาพให้ซึมผ่านได้ของเซลล์ พีเอชมีบทบาทช่วยลดการปะปนของจุลินทรีย์
อ่ืนในระหว่างการหมัก โดยปกติอาหารที่ใช้ส้าหรับการเจริญของยีสต์มีเพีเอชอยู่ในช่วง 4-5  
     ออกซิเจนละลาย เป็น growth factor ของยีสต์ 
     คาร์บอนไดออกไซด์ ความเข้มข้นที่เหมาะสมคือ 5 เปอร์เซ็นต์ของอากาศทั งหมด 
     ประโยชน์จากยีสต์ 
     ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ชนิดแรกที่มนุษย์น้ามาใช้ เริ่มจากการผลิตเบียร์ชนิดหนึ่งที่เรียกว่า Boozah เมื่อ
ประมาณ 7,000 ปีก่อนคริสต์ศักราช ต่อมามีการใช้ยีสต์ในการผลิตไวน์เมื่อ 3,500 ปีก่อนคริสต์ศักราช เมื่อ 
2,000 ปี ก่อนคริสต์ศักราชมีรายงานที่แสดงให้เห็นว่าขนมปังที่ใช้ยีสต์ขึ นฟูกว่าที่ไม่ได้ใช้อย่างชัดเจน จากนั น
เทคโนโลยีการผลิตเบียร์ ไวน์ และขนมปัง ถูกถ่ายทอดจากประเทศอียิปต์ไปยังประเทศกรีก และต่อไปยังโรมัน 
ส้าหรับทวีปเอเชียมีมาประมาณ 1,000 ปีก่อนคริสต์ศักราชมีรายงานในประเทศจีนเกี่ยวกับสุรากลั่น ต่อมาใน
ศตวรรษที่ 12  การผลิตวิสกี เป็นที่รู้จักกันอย่างแพร่หลายทั่วโลก นอกจากนั นในเอเชียมีการผลิตน ้านมหมักที่
เรียกว่า Kefyr และ Koumiss มาเป็นเวลาหลายศตวรรษ  ปัจจุบันยีสต์ในผลิตผลิตภัณฑ์จากการหมักใน
อุตสาหกรรมที่มีการผลิตปริมาณมากอยู่ 4 ชนิด คือ เบียร์ ไวน์ ยีสต์ขนมปัง และโปรตีนเซลล์เดี่ยวและยีสต์
อาหารสัตว์ และสามารถแบ่งกว้าง ๆได้เป็น  

1.  เครื่องดื่มแอลกอฮอล์ เช่น เบียร์ ไวน์ และวิสกี  
2. ผลิตภัณฑ์จากการหมัก เช่น เอทานอล และกลีเซอรอล 
3. ผลิตภัณฑ์ในรูปของเซลล์ยีสต์ เช่น ยีสต์ขนมปัง  ยีสต์อาหารคน และยีสต์อาหารสัตว์ 
4. ผลิตภัณฑ์ที่สกดัจากเซลล์ยีสต์ เล่น วิตามินบี และวิตามินดี เอนไซม์  

นอกจากนี ในปัจจุบันยังมีการใช้ยีสต์ผลิตผลิตภัณฑ์หลายชนิด เช่น นมที่ปราศจากแลกโทส สารให้
ความหวานและยีสต์ยังมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ cellulase  และ    บีต้ากลูโคสิเดส  (สาวิตรี, 2549) 
 
2.2 เซลลูโลส   
     เป็นโพลิแซกคาไรด์ขนาดใหญ่ ประกอบด้วยน ้าตาล D-glucose จับกันเป็นสายยาวโดยไม่มีกิ่งก้านสาขา
ยาวถึง 2,000 – 10,000 หน่วยกลูโคส หน่วยกลูโคสที่เหมือนกันหมดแต่ละตัวจะจับกับตัวต่อไปโดยพันธะโควา
เลนประเภทไกลโคซิดิกบอนด์ C-1 ß ถึง C-4 ตลอดทั งสาย  พบมากในพืชสีเขียวและแบคทีเรียบางชนิด เป็น
ส่วนประกอบของผนังเซลล์ แต่ละปีคาดว่าพืชผลิตเซลลูโลสประมาณ 1014 กิโลกรัม (แสนล้านตัน) สาย
เซลลูโลสในพืชวางตัวเป็นชั นๆ มีพันธะไฮโดรเจน ระหว่างหน่วยกลูโคสต่างๆ ที่อยู่ในชั นที่ติดกัน และระหว่าง
หน่วยกลูโคสต่างๆ ในสายเดียวกันด้วย ท้าให้เกิดเป็นแผ่นเซลลูโลสที่ละลายน ้าได้ยากและย่อยด้วยเอนไซม์ได้
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ไม่ง่ายนัก แต่เมื่อเซลลูโลสแตกออกมาจนเป็นน ้าตาล ดี-กลูโคส ได้โดยวิธีการต่างๆ เราสามารถใช้น ้าตาล
กลูโคสหน่วยเดี่ยวนี มาเป็นอาหารของคนและสัตว์ทั่วไปได้    
     ปริมาณเซลลูโลสในไม้เนื อแข็งจะมีมากกว่าในไม้เนื ออ่อน อย่างไรก็ตามปริมาณเซลลู โลสในต้นพืชยังมี
ความแตกต่างตามอายุของต้นพืช การเปลี่ยนแปลงของผนังเซลล์พืช และชนิดของพืช พบเซลลูโลสมากที่ 
secondary cell wall  คือ ประมาณ 50% ของปริมาณเซลลูโลสทั งหมด  ที่ primary cell wall คือ 
ประมาณ 10-20% ของปริมาณเซลลูโลสทั งหมด (Franz และ Blaschek, 1990)  ในส่วนของ secondary 
cell wall  เซลลูโลสและสารประกอบคาร์โบไฮเดรตชนิดอื่นที่เป็นองค์ประกอบร่วมของผนังเซลล์พืช ได้แก่  เฮ
มิเซลลูโลส ลิกนิน และ  เพคติน แต่ละชนิดจะรวมตัวกันเป็นไมโครไฟบริล แต่ละสายของไมโครไฟบิรลจะเรียง
ขนานกันและยึดกันด้วยพันธะไฮโดรเจน โดยไมโครไฟบริลเหล่านั นอาจจะม้วนหรือพับไปมาตามแกนของเส้น
ใยไมโครไฟบริลของเซลลูโลส ท้าให้รูปร่างของเซลลูโลสในผนังเซลล์มีรูปร่างต่างกัน 3 แบบ 
 
2.3 การย่อยสลายเซลลูโลส 
     เซลลูโลสเป็นสารประกอบอินทรีย์ที่มีการน้ามาใช้ประโยชน์ในหลายด้าน   ได้แก่   การน้าเซลลูโลสไปใช้
ประโยชน์ในอุตสาหกรรมท้าเยื่อกระดาษและกระดาษ  อุตสาหกรรมทอผ้า มีรายงานการใช้เซลลูโลสในการ
ผลิตแอลกอฮอล์ เป็นต้น   จึงมีความจ้าเป็นต้องมีการย่อยสลายเซลลูโลสให้เป็นสารที่มีโมเลกุลเล็กลงหรือใน
บางครั งจ้าเป็นต้องให้ได้เป็นน ้าตาลกลูโคส   การย่อยสลายเซลลูโลสท้าได้  2 วิธี คือการย่อยสลายด้วยกรด 
และการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ 

1.  การย่อยสลายด้วยกรด (Acid hydrolysis) 
               การย่อยสลายเซลลูโลสด้วยกรด ได้ท้ากันมานานแล้วด้วยวัตถุประสงค์ที่จะได้ผลิตภัณฑ์สุดท้าย คือ  

น ้าตาล แต่จากการย่อยเซลลูโลสด้วยกรดจะได้สารประกอบ furfural และอนุพันธ์ของ furfural ซึ่งไม่พึง
ประสงค์เกิดขึ น วิธีการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยกรดกระท้ากันเป็น 2 ขั นตอน คือ ขั นตอนแรกคือ ขั นตอนการ
ใช้กรดเข้าไปท้าลายโครงสร้างของเซลลูโลส โดยกรดจะเป็น selling agent คือท้าให้เซลลูโลสพองตัว ขั นที่สอง 
เป็นการเติมน ้าเพ่ือลดความเป็นกรด จากนั นให้ความร้อนซึ่งมีผลท้าให้เซลลูโลสถูกตัดเป็นโมเลกุลเล็กๆ คือ 
น ้าตาล ปัจจัยที่มีผลต่อการย่อยสลายเพ่ือให้โครงสร้างประเภท crystalline ซึ่งทนต่อการย่อยด้วยกรดเกิดการ
แตกตัวให้หมดด้วย กรดที่นิยมได้แก่ กรดซัลฟูริกเข้มข้น 72 % กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 41% หรือกรด
ฟอสฟอริกเข้มข้น 80 % 

 การย่อยสลายด้วยกรดไม่เป็นที่นิยมเนื่องจาก ปฏิกิริยาการย่อยสายด้วยกรดไม่จ้าเพาะเจาะจงบางครั ง
ก่อให้เกิดปฏิกิริยาอ่ืน ๆ เช่น ปฏิกิริยาการดึงน ้า และปฏิกิริยาการย่อยสลายน ้าตาลที่เป็นผลิตภัณฑ์  เป็นต้น 
นอกจากนี กรดที่ใช้มีผลกัดกร่อนอุปกรณ์ต่างๆ การปรับสภาพให้เป็นกลาง มีผลให้เสียเวลาและค่าใช้จ่าย 

2.  การย่อยสลายด้วยเอนไซม์ ( Enzymatic hydrolysis) 
               ปฏิกิริยาการย่อยสลายด้วยเอนไซม์จะเกิดขึ นอย่างช้า ๆ   เป็นกระบวนการย่อยสลายที่มี

ความจ้าเพาะสูง เอนไซม์จะไม่ท้าปฏิกิริยากับสารอ่ืนที่ปะปนมา ท้าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความบริสุทธิ์สูง   
ปฏิกิริยาไม่รุนแรง  ดังนั นผลิตภัณฑ์ที่ได้จึงไม่ถูกท้าปฏิกิริยาต่อไป 
 
2.4 เอนไซม์ cellulase   
      เอนไซม์ cellulase ประกอบด้วย 3 องค์ประกอบส้าคัญ คือ Endocellulase (EC 3.2.1.4), 
Exocellulase  (EC 3.2.1.91) และ บีต้ากลูโคซิเดส (EC 3.2.1.21) หน้าที่การท้างานของแต่ละตัว 
     (1) Endocellulase (EC3.2.1.4) ตัดสายเซลลูโลสแบบสุ่ม ได้เซลลูโลสสายสั นๆ ได้ cello-oligo  
saccharides 
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     (2) Exocellulase  (EC 3.2.1.91) : ท้าลาย non-reducing จากภายนอก ท้าให้ได้ cellobiose  
     (3) บีต้ากลูโคซิเดส: ย่อยสลาย cellobiose เป็นน ้าตาลกลูโคส  

                   บีต้ากลูโคซิเดส เอนไซม์ที่มีความส้าคัญซึ่งสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตต่างๆ เอนไซม์นี มีความสามารถใน
การย่อยหมู่อัลคิล  และอาลิลของเบต้ากลูโคไซด์  ไดกลูโคไซด์และโอลิโกกลูโคไซด์  เป็นต้น  จากคุณสมบัติ
ดังกล่าว  เอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส  จึงได้รับการพัฒนามาใช้ประโยชน์ทางด้านอุตสาหกรรมต่าง ๆหลากหลาย
ประเภท  เช่น  อุตสาหกรรมการผลิตน ้าตาล  การผลิตเครื่องดื่ม  และอุตสาหกรรมอาหารสัตว์ ท้าหน้าที่ใน
การย่อยสลาย cellobiose ได้ผลิตภัณฑ์เป็นน ้าตาล glucose  ช่วยในการแก้ไขปัญหาวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรและใช้ในการพัฒนาความเจริญก้าวหน้าทางด้านต่าง ๆ ที่ได้จากการน้าเอาจุลินทรีย์มาใช้  เช่น 
น้ามาท้าปุ๋ยชีวภาพ  น้าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการที่เอนไซม์ไปย่อยได้ ในการผลิต เอทานอล เพ่ือเป็นพลังงาน
ทางเลือกในอนาคตต่อไป  เป็นต้น  ซึ่งดีกว่าการก้าจัดเศษวัสดุเหล่านี แบบในปัจจุบันที่ผู้คนทั่วไปนิยม คือการ
เผาท้าลายและการน้าไปทิ งขยะ ฯลฯ 

 

 
 

รูปที่ 2.2  การย่อยเซลลูโลสโดยการท้างานของเอนไซม์ในกลุ่มเซลลูเลส 
(ที่มา : http://www.thefullwiki.org/Hemicellulase) 

 
ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และ บีต้ากลูโคซิเดส จากยีสต์ใน

ครั งนี   มีการศึกษาเก่ียวกับ  อุณหภูมิ, แหล่งคาร์บอนที่ยีสต์ใช้ ค่า pH ที่เหมาะสมและ ความเร็วรอบการเขย่า
ในการเพาะเลี ยง ที่จะท้าให้ยีสต์สามารถผลิตเอนไซม์ทั งสองนี ได้ในปริมาณมากที่สุด  รวมถึงสภาวะต่าง ๆที่
จ้าเป็นต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ด้วย 
 
2.5 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
     วิเชียร  และคณะ (2538)  แยกยีสต์ที่ใช้ไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอนจากตัวอย่างดินและน ้าบริเวณที่มีการเน่า
เปื่อยของวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส  ได้แก่ ดินบริเวณนาข้าว  ดินไร่ข้าวโพด  ดินไร่อ้อย  ดินในป่า  และน ้า
ทิ งจากโรงงานกระดาษ  รวมจ้านวน  55  ตัวอย่าง  ได้ยีสต์  105  ไอโซเลต  และเมื่อน้ามาคัดเลือกยีสต์ที่มี
ประสิทธิภาพสูงในการผลิตไซลิทอลซึ่งเป็นแอลกอฮอล์ของไซโลสที่มีความหวานใกล้เคียงกับซูโครส  ร่วมกับ

http://www.thefullwiki.org/Hemicellulase
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ยีสต์ที่ใช้ไซโลสได้ที่เก็บรวบรวมอยู่ที่มหาวิทยาลัยฮิโรชิมา  ประเทศญี่ปุ่น  15  สายพันธุ์  โดยใช้การเลี ยงใน
อาหารเหลวที่มีไซโลสและตรวจการสร้างไซลิทอลโดยการเกิดสีหลังจากเกิดปฏิกิริยาเคมีของไซลิทอล  พบว่า  
Candida sp. WT52 มีประสิทธิภาพสูงสุด  
     ภัชราพร (2543) ได้ท้าการตรวจสอบเอนไซม์เซลลูเลส, เอนไซม์ไซแลนเนส, เอนไซม์ย่อยแป้ง, เอนไซม์
บีต้า-ฟรุคโตฟิวแรนโนสซิเดสหรือเอนไซม์อินเวอร์เทส, เอนไซม์ไลเปส, เอนไซม์กลูคาโนทรานสเฟอเรส, 
เอนไซม์กลูโคซิลทรานสเฟอเรส, และเอนไซม์ฟรุคโตซิลทรานสเฟอเรสจากแอคติโนมัยซิสจ้านวนทั งหมด 81 
สายพันธุ์ และเชื อราจ้านวนเฉลี่ยทั งหมด 651 สายพันธุ์  จากการทดสอบ พบว่า ความสามารถในการผลิต
เอนไซม์แต่ละชนิดเป็นคุณสมบัติเฉพาะของเชื อจุลินทรีย์แต่ละกลุ่มและแต่ละสายพันธุ์ และมีความสัมพันธ์กับ
ลักษณะถิ่นที่อยู่เดิมของเชื อราก่อนการจ้าแนก  สามารถสรุปได้ว่า กลุ่มเชื อราที่สามารถผลิตเอนไซม์ทั ง 7 ได้ดี
ที่สุด คือ เชื อราที่ขึ นบนขอนไม้ผุในป่าและเชื อราที่อาศัยรวมอยู่กับไลเคน ส้าหรับเอนไซม์เซลลูเลส เชื อรา
สามารถผลิตได้ในระดับปานกลาง ในขณะที่แอคติโนมัยซิสที่น้ามาทดสอบสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งได้
ดี  วิธีที่ใช้ wheat bran เป็นสารอาหารเหนี่ยวน้าการผลิตและตรวจสอบโดยใช้สารประกอบเชิงซ้อนของ
เซลลูโลสหรือไซแลนเป็นสับสเตรท (วิธีของ Novo Nordisk?) เป็นวิธีที่ให้ผลการตรวจสอบเอนไซม์เซลลูเลส
และไซแลนเนสจากเชื อราที่ขึ นบนขอนไม้ผุในป่าและเชื อราที่อาศัยรวมอยู่กับไลเคนได้เหมาะสมกว่าวิธีการ
ตรวจโดยใช้กระดาษกรองหรือไซแลน และการตรวจสอบดังกล่าวไม่ขึ นอยู่กับสูตรอาหารแบบแข็งหรือเหลวที่ใช้
เพาะเลี ยง ซึ่งควรมี cellulose, wheat bran, หรือ xylan เป็นสารเหนี่ยวน้าการผลิตเอนไซม์ 
     ชาลิณีย์ (2553) คัดเลือก เซลลูเลส และ บีต้ากลูโคซิเดส จากยีสต์ จากบริเวณพื นที่ป่าในจังหวัดขอนแก่น 
ซึ่งคัดแยกยีสต์ได้ทั งหมด 118 ไอโซเลต  ที่ได้จากตัวอย่างใบไม้ ดอกไม้ ผลไม้ และตัวอย่างดิน  เมื่อศึกษา
ความสามารถในการสร้าง เซลลูเลส บนอาหารแข็ง Yeast extract Malt extract ที่มี 1% Carboxymethyl 
cellulose เป็นองค์ประกอบ พบยีสต์จ้านวน 30 ไอโซเลต และเม่ือศึกษาความสามารถในการสร้างบีต้ากลูโคซิ
เดส บนอาหารแข็ง yeast nitrogen base ที่มี 0.004%(w/v) MUG (4-methylumbelliferyl-  -
glucoside) เป็นส่วนประกอบ พบยีสต์จ้านวน 38 ไอโซเลต สามารถสร้างบีต้ากลูโคซิเดส 
     Haan et al. (2007) ได้วิเคราะห์กระบวนการผลิตเอทานอลจาก lignocellulose โดยใช้กระบวนการ  
Consolidated bioprocessing (CBP) แบบ one-step เพ่ือลดขั นตอนและต้นทุนของกระบวนการผลิต โดย
การปรับปรุงสายพันธุ์ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ให้มีคุณสมบัติทั งการย่อยสับสเตรทที่มีองค์ประกอบ
เป็นเซลลูโลสและเปลี่ยนน ้าตาลเป็นเอทานอลให้รวมอยู่ด้วยกัน โคลนยีนที่สร้างเอนไซม์ Cellobiohydrolase 
(CBH) ของเชื อรา (Trichoderma reesei cbh1 และ cbh2, Aspergillus niger cbhB และ 
Phanerochaete chrysosporium cbh1–4) ให้มีการแสดงออกในยีสต์ พบว่าเอนไซม์ทั งสี่ชนิด (CBH1, 
CBH2, CBHB และ CBH1-4) มีการแสดงออกและมีกิจกรรมของเอนไซม์ภายนอกเซลล์เหมือนกัน โดยจะเห็น
ว่าทั ง recombinant CBHs และ native Trichoderma reesei CBH มีระดับการแสดงออกต่้าเหมือนกัน 
จากนั นวิเคราะห์กิจกรรมของ Cellobiohydrolase (CBH) CBH2 มีกิจกรรมสูงกว่า CBH1 CBHB CBH1-4 แต่
เมื่อเทียบ recombinant CBHs กับ native T. reesei CBH กิจกรรมของเอนไซม์ไม่ได้แตกต่างกัน และ CBH2
มีกิจกรรมบน phosphoric acid swollen cellulose (PASC) สูงกว่า bacterial microcrystalline 
cellulose (BMCC) แต่กิจกรรมของ CBH1 บน PASC และ BMCC ไม่ต่างกัน ดังนั นจึงน้า CBH1 ไปวิเคราะห์
ด้วยวิธี ELISA ปริมาณโปรตีนที่ได้ 0.22±0.17  กรัมต่อมิลลิลิตร และค่า specific activity คือ 0.22 ± 0.07 ยู
นิตต่อมิลลิกรัม ซึ่งสูงกว่า Y294[REF] ที่ผสมกับ native CBH1 ที่มีค่า specific activity เท่ากับ 0.14 ± 0.04  
ยูนิตต่อมิลลิกรัม จากการทดลองทั งหมดพบว่าระดับการแสดงออกของ Cellobiohydrolase (CBH) เท่ากับ 
native Trichoderma reesei CBH สุดท้ายสิ่งที่จะท้าต่อคือเพ่ิมระดับการแสดงออกใน Saccharomyces 
cerevisiae ต่อไป 
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     Badal  et al. (2008) ทดลองการน้าเปลือกข้าว (rice hulls) เป็นวัสดุเหลือทิ งทางเกษตรมาพัฒนาเป็น 
feedstock เพ่ือผลิตเอทานอล โดยย่อยเปลือกข้าวด้วย ปูนขาว (lime หรือ CaCO3) 100 มิลลิกรัมต่อกรัมของ
เปลือกข้าว มีการปลดปล่อยน ้าตาลสูงสุดที่ 126 ± 1 มิลลิกรัมต่อกรัมของเปลือกข้าว (กลูโคส 93 ± 1 
มิลลิกรัม ไซโลส 27 ± 0 มิลลิกรัม อะราบิโนส 6 ± 0 มิลลิกรัม) จากนั นใช้เซลลูโลไลติกเอนไซม์ปริมาณ  0.05 
มิลลิลิตรต่อกรัมสับสเตรต  ในสภาวะพีเอช 5 และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และเวลา 72 ชม. จากสภาวะ
การย่อยด้วยเอนไซม์ที่พีเอช 5 และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ปริมาณของเอนไซม์ 3 ชนิดที่ 0.15 มิลลิลิตร
ต่อกรัมสับสเตรต ให้น ้าตาลสูงที่สุด 154 ± 1 มิลลิกรัมต่อกรัมของเปลือกข้าว จากนั นตัวอย่างน ้าตาลที่ได้ใน
ขั นตอน enzymatic saccharification น้าเข้าสู่กระบวนการหมักโดยใช้   recombinant E. coli  สายพันธุ์ 
FBR5 ในการเปลี่ยนน ้าตาลเป็นเอทานอล กระบวนการหมักมี 2 ระบบ คือ separate hydrolysis and 
fermentation (SHF) และ simultaneous saccharification and fermentation  (SSF) จากการทดลอง
พบว่า ระบบ SHF  ได้ความเข้มข้นของเอทานอล 9.8 ± 0.5 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีความหนาแน่นของเซลล์สูงที่สุด
ที่ A 660 นาโนเมตร ถึง 6.5± 0.5   ในเวลา 19 ชม. ส่วนในระบบ SSF ความเข้มข้นของเอทานอล 11.0 ± 
1.0 กรัมต่อลิตรทีเ่วลา 53 ชม. 
     Dogaris  et al. (2009) ปรับปรุงการผลิตเอทานอลของ Neurospora crassa  โดยสภาวะที่เหมาะสม
ของการเพาะเลี ยงแบบ solid-state cultivation (SSC) โดยใช้ก้านข้าวฟ่างเป็นสับสเตรต กลูโคสเป็นผลผลิต
หลักท่ีได้จากกระบวนการย่อยข้าวฟ่างหวาน สุดท้ายความเข้มข้นของกลูโคสที่ได้  5.4 กรัมต่อลิตรหลังจาก 51 
ชั่วโมงของการย่อย ไซโลไบโอสมีความเข้มข้น 5.4 กรัมต่อลิตร การเปลี่ยนข้าวฟ่างหวานไปเป็นเอทานอล
ภายใต้สภาวะ SSC ผลผลิตที่ได้เอทานอล 81.5 เปอร์เซ็นต์ กรดอะซิติก 8.1เปอร์เซ็นต์ ไซลิทอล 5.7 
เปอร์เซ็นต ์และกลีเซอรอล 4.7 เปอร์เซ็นต ์ 
     Rajeev et al. (2009) ศึกษาข้อจ้ากัดของการย่อยวัสดุทางการเกษตรส้าหรับการผลิตเอทานอล คือราคา
ของเอนไซม์เซลลูเลส ราคากระบวนการผลิตเซลลูเลสเพื่อที่จะให้ราคาถูกลงก็ต้องใช้ลิกโนเซลลูโลสที่มีราคาถูก
ส้าหรับเป็นสับสเตรต กระบวนการหมักด้วยเอนไซม์และกระบวนการหมักก็เป็นเหมือนกับ Solid state 
fermentation (SSF) เพ่ือลดค่าใช้จ่ายในการผลิต ในการศึกษานี จะใช้เอนไซม์เซลลูโลไลติกย่อยวัสดุโดย 
Solid state fermentation (SSF) บนร้าข้าวสาลี เซลลูเลสและบีต้ากลูโคซิเดสโดยใช้  Trichoderma reesei 
RUT C30 และ Aspergillus niger MTCC 7956 ตามล้าดับ  ในกระบวนการย่อยจะใช้ สามสับเตรตคือ ชาน
อ้อย ฟางข้าวและ ผักตบชวา ที่ใช้ในการศึกษาเอนไซม์ ใช้ 50 เปเปอร์ฟิลเตอร์ยูนิตของเซลลูเลส และ 10 ยูนิต
บีต้ากลูโคซิเดสต่อกรัมในการ pretreat วัสดุเหลือทิ ง  ฟางข้าวให้น ้าตาลรีดิวซ์สูงสุด 26.3 กรัมต่อลิตร  ตาม
ด้วย ชานอ้อย 17.79 กรัมต่อลิตร  ดังนั นจึงใช้ฟางข้าวเป็นสับสเตรตในกรผลิตเอทานอลด้วย  
Saccharomyces cerevisiae ได้เอทานอล 0.0093 กรัมต่อกรัมฟางข้าว 
     Mingjie et al. (2010) ตรวจสอบการผลิตเอทานอลโดยใช้ switchgrass (Panicum virgatum) เป็นวัสดุ    
ลิกโนเซลลูโลสที่ใช้เป็นสับสเตรต โดยกระบวนการเริ่มจากขั นตอน Pretreatment ด้วย Ammonia Fiber 
Expansion (AFEX) และใช้ทั งเอนไซม์ทางการค้า และ Saccharomyces cerevisiae  424A (LNH-ST) ใน
การผลิตเอทานอล กระบวนการผลิตใช้มีสองวิธีคือ two-step Simultaneous saccharification และ co-
fermentation (SSCF). แต่ละกระบวนการจะส่งเสริมการใช้ไซโลสซึ่งส่งผลให้ปริมาณเอทานอลเพ่ิมสูงขึ นเมื่อ
เปรียบเทียบกับ SSCF ดั งเดิม SSCF ดั งเดิมหลังจากย่อยความเข้มข้นของกลูโคสและไซโลสเป็น 30.7 และ 
25.5 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ หลังจากเติมยีสต์ความเข้มข้นของกลูโคสลดลง 1.3 กรัมต่อลิตร ใน 14 ชม.ความ
เข้มข้นสุดท้ายของไซโลสและเอทานอลประมาณ 25 กรัมต่อลิตร และ 22 กรัมต่อลิตร ส้าหรับกระบวนการ 
two step SSCF ความเข้มข้นของกลูโคสและไซโลสเป็น 8.1 และ 25.1 กรัมต่อลิตร หลังจาก 8 ชม. ของการ 
prehydrolysis. ในขั นที่หนึ่งของวิธี SSCF ความเข้มข้นของกลูโคสและไซโลสลดลง 0.6 และ18.7 กรัมต่อลิตร
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ตามล้าดับ ขั นที่สองความเข้มข้นของไซโลสประมาณ 19 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของกลูโคสเพ่ิมขึ นถึง 
15 กรัมต่อลิตรใน 36 ชม. อย่างไรก็ตาม ความเข้มข้นของกลูโคสลดลงถึง 0.9 กรัมต่อลิตร ที่ 128 ชม.  ความ
เข้มข้นขอเอทานอลเป็น 26.3 กรัมต่อลิตร  
     Sree และคณะ (1999) พบว่า การผลิตเอทานอลโดยใช้เชื อ Saccharomyces cerevisiae (VS3) ซึ่งเป็น
สายพันธุ์ที่สามารถท้างานได้ในที่ที่มีอุณหภูมิสูงร่วมกับเชื อ Bacillus sp. (VB9) ในกระบวนการหมักแบบ 
Solid Substrate Fermentation (SSF) ที่ใช้วัตถุดิบผสมระหว่างข้าวฟ่างและมันเทศจะสามารถผลิตเอทา
นอลได้ 5 กรัม/100 กรัมวัตถุดิบ และ 3.5 กรัม/100 กรัมวัตถุดิบ ที่อุณหภูมิในกระบวนการหมัก  37 0C และ 
42 0C ตามล้าดับ 
     Chen และ Jin (2006) ศึกษาผลของเอทานอลต่อเอนไซม์เซลลูเลสจากยีสต์ในการย่อยสลายเซลลู โลส 
พบว่าในสภาวะที่มีเอทานอลความเข้มข้นระหว่าง 1%-9% ไม่มีผลกระทบต่อกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส
และ บีต้ากลูโคซิเดสที่ผลิตจากยีสต์ Saccharomyces cerevisiae  
     Swangkeaw และคณะ (2006) รายงานการคัดเลือกยีสต์ที่สามารถผลิตเอนไซม์เบต้ากลูซิเดสจากผลไม้ 
พบว่าสามารถคัดเลือกยีสต์ได้ 365 ไอโซเลต ที่ผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส โดยพบว่าเอนไซม์ส่วนใหญ่สะสม
อยู่ใน periplasmic space 
     Swangkeaw และคณะ (2008) รายงานการผลิต extracellular beta-glucosidase จากเชื อ Pichia 
anomala MDD24 พบว่าที่พีเอช 5-7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 150-200 รอบต่อนาที 
เป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต beta-glucosidase เมื่อท้าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนโปรตีนด้วย 
50% (V/V) acetone และน้ามาศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์พบว่า เอนไซม์สามารถท้างานได้ดีในสภาวะที่มี
แอลกอฮอล์ (4-20% V/V)  

 
 
 
 
 

บทที่ 3 
วัสดุและอุปกรณ์ 

3.1 อุปกรณ์ 
1. Water bath 
2. Incubator shaker 
3. Autoclave 
4. Microscope 
5. Hot air oven 
6. Laminar flow 
7. pH miter 
8. เครื่องชั่ง 2 ต้าแหน่ง 
9. เตาแก๊ส 
10. micro centrifuge tube  
11. Micropipette 
12. Flask  
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13. Duran  bottle 
14. หลอดทดลอง 
15. ลูกแก้ว 

3.2 สารเคมี 
1. Carboxymethyl cellulose 
2. 3, 5-dinitrosalicylic acid 
3. Na2CO3 
4. Citric acid 
5. Na2HPO4 
6. pNPG 
7. 0.004% (w/v) MUG (4-methylumbelliferyl-  -glucoside) 

3.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. Yeast  extract –malt extract (YM ) agar 
2. carboxymethylcellulose  agar (CMC agar) 
3. Yeast  extract peptone dextrose (YPD broth) 
4. Yeast Nitrogen Base w/0 amino acids (YNB) agar plate 

 
 

บทที่ 4 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

 
4.1 ทดสอบการสร้างเอนไซม์ของเชื้อยีสต์ 
     ทดสอบการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสยีสต์ จาก stock มาท้าการเพาะเลี ยงในอาหา YM agar plate  เป็น
เวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั น point inoculation เชื อลงบนอาหาร CMC agar บ่มที่อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 5 
วัน ตรวจสอบการสร้าง คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส โดยราด congo  red  ลงบริเวณผิวหน้าอาหารที่มีเชื ออยู่   
ทิ งไว้ประมาณ 10 นาที  จากนั นดูโซนใสที่เกิดขึ น  ยีสต์ที่มีความสามารถในการสร้าง  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
ได้  จะเห็นโซนใส รอบ ๆ โคโลนีวัดขนาดโซนใส และขนาดของเซลล์ยีสต์ 
      ทดสอบการสร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส น้าเชื อยีสต์จาก YM slant stock มา streak บนอาหาร YM 
agar plate บ่มที่ 30º C  เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั น point inoculation เชื อลงบนอาหาร Yeast 
Nitrogen Base ที่ไม่มี amino acids (YNB) agar plate ที่มี 0.004%(w/v) MUG(4-methylumbelliferyl-
  -glucoside) บ่มที่อุณหภูมิ 30º C  เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง  ตรวจสอบการสร้าง บีต้ากลูโคซิเดส โดยเชื อที่
สามารถ บีต้ากลูโคซิเดส ได้จะเรืองแสงรอบโคโลนี เมื่อส่องดูภายได้แสงอัลตราไวโอเลต บันทึกผล วัดขนาด
โซนของแสง และขนาดของเซลล์ 
 
4.2 การจัดจ าแนกประเภทยีสต์โดยเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 
     4.2.1 การสกัดดีเอนเอ 

   เขี่ยเชื อที่เป็นเซลล์ยีสต์มาละลายใน lysis buffer 200 ไมโครลิตร  ต้มในน ้าเดือด 15 นาที เติม 
2.5M Potassiumacetate pH 7.5 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและแช่ในน ้าแข็ง 1 ช.ม น้าไปปั่น
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เหวี่ยงที่ 13000 rpm 5 นาที 4 องศาเซลเซียส จากนั นก็ดูดส่วนใสมาใส่ในหลอดอันใหม่ เติม CHCl3-
isoamylalchol (24:1)     1เท่าของสารละลาย ผสมให้เข้ากันและน้าไปปั่นเหวี่ยง 13000 rpm  5 นาที 4 
องศาเซลเซียส จากนั นก็ดูดส่วนใสมาใส่ใน eppendrof อันใหม่ เติม 1 เท่าของ cold-isopropanal ผสมให้
เข้ากันและแช่ที่ -20 องศาเซลเซียส 20 นาทีและ ต่อจากนั นน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 14500 rpm  16 นาที และ
จากนั นน้าส่วนใสทิ งไป ล้างตะกอนดีเอนเอด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ผสมให้เข้ากันปั่นเหวี่ยงที่ 14500 
rpm  5 นาที และ เอทานอล 95เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ท้าให้ตะกอนดีเอนเอ แห้งจากนั นเติมน ้า (sterilized 
nanopure water) 20-30 ไมโครลิตร จากนั นเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 
     4.2.2 ขั้นตอนการหาความเข้มข้นของ DNA ที่เหมาะสม 

 การเตรียมสารส าหรับ PCR (100 ไมโครลิตร )  
              10X Taq buffer                                    10.0 ไมโครลิตร 
              MgCl2 (25mM)                                    8.0 ไมโครลิตร 
              dNTP mixture ( 2.5 mM)                     8.0 ไมโครลิตร 
              Primer : F63 (10 pM)                           3.0 ไมโครลิตร 
                          : LR3 (10 pM)                          3.0 ไมโครลิตร 
              Sterilized nano pure water                  57.5 ไมโครลิตร 
              Taq Polymerase ( 5U / µl)                    0.5 ไมโครลิตร 

 ผสม Reaction mixture ให้เข้ากันและใส่ใน PCR 9 ไมโครลิตร เติมดีเอนเอ 1 ไมโครลิตรต่อ
หลอด ส้าหรับการหาความเข้มข้นของดีเอนเอที่เหมาะสมผสมให้เข้ากันและน้าไปปั่นโดยใช้เวลาสั นๆ จากนั น
น้าไปเข้าเครื่อง PCR ที่ 30 รอบ ตรวจสอบผลด้วย Gel electrophoresis หยดสารละลายสี 1.3 ไมโครลิตร 
ลงในแผ่นพาราฟิล์ม เติมตัวอย่างที่เข้าเครื่อง PCR แล้ว 3 ไมโครลิตร และผสมให้เข้ากัน เติมสารละลายดีเอน
เอ ลงใน agarose gel Run gel โดยใช้ 100 โวลต์ 35 นาที 
     4.2.3 การเพิ่มจ านวนดีเอนเอ บริเวณ D1/D2 ของ 26s rDNA 
            การเตรียมสารส้าหรับ PCR (100 ไมโครลิตรl )  

             10X Taq buffer                                    10.0 ไมโครลิตร 
             MgCl2 (25mM)                                     8.0 ไมโครลิตร 
              dNTP mixture ( 2.5 mM)                     8.0 ไมโครลิตร 
              Primer : F63 (10 pM)                           3.0 ไมโครลิตร 
                          : LR3 (10 pM)                          3.0 ไมโครลิตร 
              Sterilized nano pure water                  57.5 ไมโครลิตร 
              Taq Polymerase ( 5U / µl)                    0.5 ไมโครลิตร 

 ผสม Reaction mixture ให้เข้ากันและใส่ใน PCR 90 ไมโครลิตร  เติมดีเอนเอ  10 ไมโครลิตร
ต่อหลอดจากนั นเมื่อเข้าเครื่อง PCR แล้วน้าไป gel electrophoresis 
     4.2.4 การท าดีเอนเอของผลผลิตของ PCR ให้บริสุทธิ์  
            1. ขั นตอนการเตรียมตัวอย่าง 
               1.1 น้าดีเอนเอ จาก PCR product 100 µl ใส่ใน microcentrifuge tube อันใหม่ 
               1.2 เติม DF buffer ปริมาตร 5 เท่าของดีเอนเอ ตัวอย่าง และผสมให้เข้ากัน 
             2. ขั นตอนการจับกันของดีเอนเอ   
                2.1 ดูดสาร DF buffer และเติมดีเอนเอ ลงใน DF column 
                2.2 ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 30 วินาที 
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                2.3 ดึง DF column ออก และเทสารที่อยู่ข้างล่างทิ งไป 
             3. ขั นตอนการล้าง 
                3.1 เติมบัปเฟอร์ที่เติม ethanol 600 µl ลงในตรงกลางของ DF column  
                3.2 ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 30 วินาที เทสารทิ งอีกที 
                3.3 ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 3 นาท ี
     4.2.5 การชะดีเอนเอ 
            ย้ายคอลัมน์ไปบน หลอด microcentrifuge เติม Elution buffer หรือน ้า 15-50 ไมโครลิตร ลงตรง
กลางของ column ตั งทิ งไว้ 2นาที เพ่ือละลายดีเอนเอบนเมมเบรน ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 2 นาท ี
          4.2.6 Gel electrophoresis 
              การเตรียม Agarose 0.8 เปอร์เซ็นต์ Agarose ผสมใน 1X  TAE buffer ( 50X TAE buffer : Tris 
base 242 กรัม glacial  acetic acid 57.1 มิลลิลิตร Na2EDTA 37.2 กรัม) หยดสารละลายสี 1.3 ไมโครลิตร 
ลงในแผ่นพาราฟิล์ม เติมตัวอย่างที่เข้าเครื่อง PCR แล้ว 3 ไมโครลิตร และผสมให้เข้ากัน เติมสารละลายดีเอน
เอลงในเจล agarose  Run gel โดยใช้ 100 โวลต์ 35 นาที 
     4.2.7 Sequencing reaction โดยวิธี PCR  
             การเตรียมสารส้าหรับ Sequencing reaction  

  Primer F63 ( 5’ – GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG- 3’) 
  5X buffer                                         1.0 ไมโครลิตร 
  BigDye                                             2.0 ไมโครลิตร 
  Primer F63 ( 1.6 pmol)                    1.0 ไมโครลิตร 
  Sterilized nanopure water               ….. ไมโครลิตร (ปรับให้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 10 µl) 
    DNA template                                1-3 ไมโครลิตร 
 Primer LR3 (5’ – GGTCCGTGTTTCAAGACG- 3’) 
    5X buffer                                           1.0 ไมโครลิตร 
    BigDye                                              2.0 ไมโครลิตร 
    Primer LR3 ( 1.6 pmol)                     1.0 ไมโครลิตร 
   Sterilized nanopure water                   ... ไมโครลิตร  
                                                          (ปรับให้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 10 ไมโครลิตร) 
   DNA template                                   1-3 ไมโครลิตร 

            ผสมให้เข้ากันและใส่ใน PCR 7- 9 µl เติมดีเอนเอ 1-3 ไมโครลิตรต่อหลอด ส้าหรับการหาความ
เข้มข้นของดีเอนเอที่เหมาะสมผสมให้เข้ากันและน้าไปปั่นโดยใช้เวลาสั นๆจากนั นน้าไปเข้าเครื่อง PCR ที่ 25 
รอบ 
     4.2.8 การเตรียมดีเอนเอหลังจาก sequencing  
            เมื่อน้าดีเอนเอ เข้าเครื่อง PCR แล้วย้ายลงใส่หลอดอันใหม่ เติม ethanol-acetate solution 80 
ไมโครลิตร ส้าหรับตัวอย่าง 10-20 ไมโครลิตร ตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 นาที เพื่อให้มีการรวมตัวกันของดีเอน
เอ น้าหลอดไปปั่นที่ 15,00 rp 20 นาที ค่อยๆดูดสารที่เป็นส่วนใสทิ งไป เติม 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล  250 
ไมโครลิตร  ผสมให้เข้ากัน ปั่นที่15,000  rpm 5 นาที ดูดสารที่เป็นส่วนใสทิ งไป ท้าให้ดีเอนเอแห้งโดยใช้ heat 
box  ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  1 นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และน้าไปวิเคราะห์โดย 
Automate DNA Sequncer  วิเคราะห์ sequences เทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank โดยวิธี BLAST 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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4.3 ศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซม์ในกลุ่มเซลลูเลสในอาหารเหลว 
    น้ายีสต์สร้างเอนไซม์ในกลุ่มเซลลูเลสจากคัดเลือกบนอาหารแข็งซึ่งแยกได้จากบริเวณป่าภูตากา เขื่อน
จุฬาภรณ์ เขื่อนอุบลรัตน์ มาเพาะเลี ยงในอาหาร YPD broth (yeast extract 10 กรัม, peptone 20 กรัม 
และ glucose 20 กรัม น ้า 1 ลิตร พีเอช 5) บ่มแบบเขย่า ที่อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่าง
มาศึกษาการเจริญของยีสต์โดยวิธี direct count และ วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มเซลลูเลส  
 
4.4 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 

การกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส ศึกษาโดยการใช้ carboxymethyl cellulose และ Filter paper 
เป็น substrate โดยน้าสารละลายเอนไซม์ 0.5 มิลลิลิตร ท้าปฏิกิริยากับ 0.1 M carboxymethyl cellulose 
หรือ Filter paper (เตรียมใน 0.1 M citrate phosphate buffer, pH 5.0) บ่มที่ 30oC เป็นเวลา 30 นาที 
จากนั นวัดปริมาณ reducing sugar โดยวิธี DNS (Miller, 1959) ก้าหนดให้ 1 หน่วยของเอนไซม์เซลลูเลส 
หมายถึงปริมาณเอนไซม์ที่ย่อย carboxymethyl cellulose หรือ Filter paper แล้วท้าให้เกิด reducing 
sugar 1 ไมโครโมลในเวลา 1 นาท ี

การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส น้าสารละลายเอนไซม์ 0.1 มิลลิลิตร ท้าปฏิกิริยากับ 
0.002 M p-nitrophenyl-β-D-glucoside (pNPG) (เตรียมใน 0.1 M citrate phosphate buffer, pH 5.0) 
0.2 มิลลิลิตร บ่มที่ 30oC เป็นเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 0.25 M Na2CO3 2 มิลลิลิตร น้าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ก้าหนดให้ 1 หน่วยของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส หมายถึงปริมาณเอนไซม์ที่ย่อย 
p-nitrophenyl-β-D-glucoside แล้วท้าให้เกิด p-nitrophenol 1 ไมโครโมลในเวลา 1 นาที (Rodriguez 
และคณะ, 2004) 
 
4.5 ศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์ 
       ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและบีต้ากลูโคซิเดสจากจะยีสต์ จากนั นน้าไปศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของ
สับสเตรต น ้าตาล พีเอช อุณหภูมิ เอทานอล ที่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 
        4.1.4.1 แหล่งคาร์บอนในสับสเตรตที่เหมาะสมต่อการเลี ยงยีสต์ โดยเลี ยงเชื อยีสต์ในอาหาร YPD, YPC,  
ฟางข้าว และชานอ้อย เก็บตัวอย่างเพ่ือท้าการทดสอบหาปริมาณ Reducing sugar ที่วันที่ 0, 1, 3, 5, 7  ท้า
การเตรียมเอนไซม์และทดสอบเอนไซม์ดังวิธีข้อ 4.1.3 
        4.1.4.2 pH ที่เหมาะสม  เลี ยงเชื อยีสต์ในอาหาร YPD ที ่pH 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 เก็บตัวอย่างเพ่ือ
ท้าการทดสอบหาปริมาณ Reducing sugar ที่วันที่ 0, 1, 3, 5, 7  ท้าการเตรียมเอนไซม์และทดสอบเอนไซม์ 
        4.1.4.2 อุณหภูมิที่เหมาะสม เลี ยงเชื อยีสต์ในอาหาร YPD ที่อุณหภูมิ 25, 30, 35º C เก็บตัวอย่างเพ่ือ
ท้าการทดสอบหาปริมาณ Reducing sugar ที่วันที่ 0, 1, 3, 5, 7  ท้าการเตรียมเอนไซม์และทดสอบเอนไซม์ 
-  -D-glucopyranoside แล้วท้าให้เกิด p-nitrophenol 1 nmol ต่อนาที ในสภาวะที่ใช้ในการทดลอง  

 
 
 

บทที่ 5 
ผลการทดลอง 
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5.1 การสร้างเอนไซม์ของเชื้อยีสต์ 
 
      ตารางท่ี 5.1 ยีสต์ที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส  
 
 

 
 

 
 
 
 
5.2 การ จัดจ าแนก
ประเภท ยีสต์ที่
สร้าง เอนไซม์
เซลลูเลส โดย

เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 
 

ไอโซเลต บริเวณวงใส (มิลลิลิตร) สถานทีเ่ก็บตัวอย่าง 
C2-4 1 เหมือดแอ เขื่อนอุบลรัตน์ 
C6-3 1 มะกอก เขื่อนอุบลรัตน์ 
F14-3 1 ดอกไมเ้ขื่อนอุบลรัตน์ 
F4-3 1 หนามวัวซังผาเขื่อนอุบลรัตน์ 
F5-1 1 ดอกไมเ้ขื่อนอุบลรัตน์ 
F5-2 1 ดอกไมเ้ขื่อนอุบลรัตน์ 
S5-5 4*** ดินจากหน้าผาเขื่อนอุบลรัตน์ 
101-1 2* น้อยหน่า เขื่อนอุบลรัตน์ 
101-3 2* น้อยหน่า เขื่อนอุบลรัตน์ 
106-1 1 ซาดเขื่อนอุบลรัตน์ 
108-4 1 ติ วหม่อน  เขื่อนอุบลรัตน์ 
109-1 3** ลูกฮัมบัว เขื่อนอุบลรัตน์ 
109-3 2* ลูกฮัมบัว เขื่อนอุบลรัตน์ 
111-1 2* ลูกตานกกรดเขื่อนอุบลรัตน์ 
112-2 1 ยอป่าเข่ือนอุบลรัตน์ 
112-3 1 ยอป่า เขื่อนอุบลรัตน์ 
202-3 1 กะบก เขื่อนอุบลรัตน์ 
203-1 1 ต้างไก ่เขื่อนอุบลรัตน์ 
204-1 3** ใบไม ้เขื่อนอุบลรัตน์ 
204-2 2* ใบไม ้เขื่อนอุบลรัตน์ 
210-1 1 แก่นเทา เขื่อนอุบลรัตน์ 
214-1 1 ใบไม ้เขื่อนอุบลรัตน์ 
216-1 1 หญ้าทักษิณเขื่อนอุบลรัตน์ 
S11-1 5**** ดินเขื่อนอุบลรัตน์ 
S13-1 2* ดินเขื่อนอุบลรัตน์ 

CHD-FW10 0.1 เขื่อนจุฬาภรณ์ 
CHD-FW1 0.05 เขื่อนจุฬาภรณ์ 
PM-PS40 3 (โซนใส)** ดิน, ป่าภูตากา 
PM-PF47 2 (โซนใส)* ผลมะกอกเกลื อน ป่าภูตากา 
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     ตารางท่ี 5.2 การจัดจ้าแนกยีสต์ที่สร้างเอนไซม์เซลลูเลสโดยเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณD1/D2 
 

  Strain                     Closest species  
                (Accession number) 

nucleotides identity  
/Total  nucleotides  

     % 
identity 

Sub- 
stitution 

Gap Remark 

FW10 Candida sp. AS2. 3483EU284105.1 504/521 96 15 5 New sp. 
PM34 Torulaspora delbrueckii  U72156 564/572 98 4 4 New  sp. 
PM47 Candida ponderosae EF550345 539/592 91 36 17 New  sp. 
F5-1 Candida sp. EN28S10 FJ527133.1 550/557 98 5 2 New  sp. 
S2-1-2 Kluyveromyces africanus  AY048159.1 572/572 100 0 0 Known sp. 
S1-1 Candida tropicalis  U45749(T) 570/576 99 0 6 Known sp. 
214-1  Candida orthopsilosis FJ746063.1 570/570 100 0 0 Known sp. 
204-1  Pichia fabianii  U73573.1 578/578 100 0 0 Known sp. 

 
0-1bp = know species  
2-5 bp= Sister species  
 ≥6bp = New species 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.3 การผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส บนอาหารแข็ง 
      การทดสอบการสร้างเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ในอาหารแข็ง CMC เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ราด
ด้วย congo red และสังเกตดูโซนใสที่เกิดขึ น โดยที่ congo red จะดูดซับกับโพลิเมอร์ของน ้าตาลกลูโคสที่ใช้
เป็นสับสเตรท คือ carboxymethyl cellulose แล้วจะเห็นเป็นสีแดงของ congo red ถ้าหากยีสต์ไม่สามารถ
สร้างเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสซึ่งจะสามารถย่อยสับสเตรทได้เป็นน ้าตาลกลูโคสได้ ท้าให้ congo red 
ไม่สามารถดูซับกับสับสเตรทได้ จึงเห็นเป็นโซนใส จากการทดสอบพบว่าเชื อเกิดโซนใส 10 สายพันธุ์ คือ 
Torulaspora  sp.PM34 (New sp.), Candida  sp.PM47(New sp.), Candida fructus PM05, 
Candida sp. FW10 (New sp.), Kluyveromyces africanus S2-1-2, Candida tropicalis S1-1, 
Candida orthopsilosis 109-1, Candida orthopsilosis  214-1, Candida  sp. F5-1 (New sp.) , 201-
2, 203-1 

 

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=223930022&dopt=GenBank&RID=VB8JWCEU013&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4038822?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=3HRT624K016


18 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปที่ 5.1 การสร้างเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสบนอาหารแข็งของเชื อ Candida tropicalis  

 S1-1 (A) และ Candida sp. FW10 (New sp.) (B). 
 
 
 

 
 

จ
าก
การ
คัดเลื
อก
เชื อ
ยีสต์ที่
ผลิต
คาร์
บอกซี
เมทิลเซลลูเลสได้ 10 ไอโซเลต 8 สายพันธุ์ที่การสร้างเอนไซม์สูงคือ  

 
1. รหัสเชื อ  204-1, ชื่อเชื อ Pichia fabianii 

 แหล่งที่มา  ใบไม ้เขื่อนอุบลรัตน์ 
2. รหัสเชื อ  214-1, ชื่อเชื อ Candida orthopsilosis  

 แหล่งที่มา ใบไม ้เขื่อนอุบลรัตน์ 
3. รหัสเชื อ  PM 34, ชื่อเชื อ Torulaspora  sp. (New sp.) 

 แหล่งที่มา ดินแปลงที่ 3 เขื่อนจุฬาภรณ์ 
4. รหัสเชื อ  PM 47,   ชื่อเชื อ   Candida  sp. (New sp.) 

A B 
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 แหล่งที่มา ผลมะกอกเกลื อน ป่าโคกภูตากา 
5. รหัสเชื อ  S2-1-2,   ชื่อเชื อ   Kluyveromyces africanus 

 แหล่งที่มา เขื่อนจุฬาภรณ์ 
6. รหัสเชื อ  S1-1,   ชื่อเชื อ   Candida tropicalis 

 แหล่งที่มาดิน เขื่อนอุบลรัตน์ 
7. รหัสเชื อ  F5-1,   ชื่อเชื อ  Candida  sp. (New sp.) 

 แหล่งที่มา ดอกไม้เข่ือน อุบลรัตน์ 
8. รหัสเชื อ  FW10,   ชื่อเชื อ   Candida sp. (New sp.) 

 แหล่งที่มา ดอกไม้ เขื่อนจุฬาภรณ์ 
 
จากนั นจึงท้าการทดสอบสภาวะที่เหมาะสม ทั ง แหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม อุณหภูมิที่เหมาะสม 

และ pH ที่เหมาะสม  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
5.4 คุณลักษณะของเอนไซม์ 
     5.4.1 คุณลักษณะของเอนไซม์เซลลูเลส 
             5.4.1.1 ผลของแหล่งคาร์บอนเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส
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รูปที ่5.2 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว 
            ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของ  Pichia fabianii 204-1: การเจริญ (A), กิจกรรม     
            Extracellular enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส (B),กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C).  
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รูปที ่5.3 ผล
ของแหล่ง
คาร์บอน YPD 
( ), 
CMC (
), ชานอ้อย(

) และ
ฟางข้าว 
           (

) ต่อ
การผลิต

เอนไซม์เซลลูเลสของ  Candida orthopsilosis 214-1: การเจริญ (A), 
           กิจกรรม   Extracellular enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์ 
           เซลลูเลส (C).  
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รูปที ่5.4 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว 
           ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของ Torulaspora  sp. PM 34: การเจริญ (A), 
           กิจกรรม   Extracellular enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส (B),  กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์ 
           เซลลูเลส (C).  
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รูปที่ 5.5 ผล
ของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว 
            ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของ Candida  ponderosae PM 47,: การเจริญ (A), 
            กิจกรรม   Extracellular enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส (B),  กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์ 
            เซลลูเลส (C).  
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รูปที ่5.6 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว( )  
           ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของ Kluyveromyces africanus S2-1-2: การเจริญ (A), กิจกรรม    
           Extracellular enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C).  
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รูปที ่5.7 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว  
           ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของ Candida tropicalis S1-1; การเจริญ (A), 
           กิจกรรม   Extracellular enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์ 
           เซลลูเลส (C).  
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รูปที ่
5.8 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว 
           ( ) ต่อการการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของ Candida  sp. F5-1. (New sp.)  : การเจริญ (A), 
           กิจกรรม   Extracellular enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส (B),  กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์ 
           เซลลูเลส (C).  
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รูปที ่5.9 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว 
          ( ) ต่อการการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของ Candida  sp. FW10 (New sp.) : การเจริญ (A), 
          กิจกรรม   Extracellular enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์ 
          เซลลูเลส (C).  
           จากรูปที่ 5.2 แสดงให้เห็นว่าเชื อ Pichia fabianii 204-1 เจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน เจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือประมาณ  107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี CMC, ฟางข้าว และชาน
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อ้อยเป็นแหล่งคาร์บอนตามล้าดับ  รูปที่ 5.2B เชื อ Pichia fabianii 204-1 สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอก 
ซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 
3 คือเท่ากับ 32.55 U/ml  และมีฟางข้าว, CMC และกลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา
ตามล้าดับ รูปที่ 5.2C เชื อ Pichia fabianii 204-1 สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole 
cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี CMC เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 7 คือเท่ากับ 37.41  U/ml  
กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา 

จ้านวนเซลล์ของ  Candida orthopsilosis 214-1 ที่มีแหล่งคาร์บอนต่าง ๆกัน จากรูปแสดงให้เห็น
ว่าเชื อ Candida orthopsilosis 214-1 เจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนดังรูปที่ 5.3A เจริญ
สูงสุดในวันที่ 1 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่ง
คาร์บอนตามล้าดับ รูปที่ 5.3B เชื อ Candida orthopsilosis 214-1 สามารถผลิตเอนไซม์  คาร์บอกซีเมทิล
เซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อใช้ฟางข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 3 คือ
เท่ากับ 33.01 U/ml  และมีกลูโคส, CMC และชานอ้อย เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล้าดับ 
รูปที่ 5.3C เชื อ Candida orthopsilosis 214-1  สามารถผลิตเอนไซม์  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  Whole 
cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี CMC เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 7 คือเท่ากับ 59.63 U/ml  กลูโคส 
เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา 

Torulaspora  sp. PM 34 (New sp.) ที่มีการเจริญในแหล่งคาร์บอนต่าง ๆกันรูปที่ 5.4A เจริญได้ดี
ในอาหารที่มี ชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุดในวันที่ 3 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และ
อาหารที่ม ีYPD, CMC และ ฟางข้าว เป็นแหล่งคาร์บอนตามล้าดับ รูปที่ 5.4B เชื อ Torulaspora  sp. PM 34 
(New sp.) สามารถผลิตเอนไซม์  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อใช้ฟาง
ข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 7 คือเท่ากับ 39.03 U/ml  และมีชานอ้อย, กลูโคส และ CMCเป็น
แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล้าดับ รูปที่ 5.4C เชื อ Torulaspora  sp. PM 34 (New sp.) 
สามารถผลิตเอนไซม์  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี CMC เป็นแหล่ง
คาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 7 คือเท่ากับ 35.79 U/ml  กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา 

PM 47, Candida  ponderosae มีจ้านวนเซลล์ของทีแ่หล่งคาร์บอนต่าง ๆกัน และพบว่าเจริญได้ดี
ในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุดในวันที่ 3 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหาร
ที่มี CMC, ชานอ้อยและ ฟางข้าว เป็นแหล่งคาร์บอนตามล้าดับ ดังรูปที่ 5.5A เชื อ PM 47, Candida  
ponderosae สามารถผลิตเอนไซม์  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อใช้ 
CMC เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 73.52 U/ml ดังรูปที่ 5.5B และมีชานอ้อย, ฟาง
ข้าว และ กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล้าดับ รูปที่ 5.5C เชื อ PM 47, Candida  
ponderosae สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากท่ีสุด เมื่อมี CMC 
เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 1 คือเท่ากับ 42.27 U/ml  กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม
น้อยลงมา 

Kluyveromyces africanus S2-1-2 เจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุดใน
วันที่ 3 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน
ตามล้าดับดังรูปที่ 5.6A และสามารถผลิตเอนไซม์  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มาก
ที่สุด เมื่อใช้ ฟางข้าว เป็นแหล่งคาร์บอนดังรูปที่ 5.6B  ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 44.81 U/ml  และมี
กลูโคส, CMC และ ชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล้าดับ นอกจากนี   สามารถผลิต
เอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิต
ได้มากในวันที่ 7 คือเท่ากับ 34.40 U/ml  CMC เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา (รูปที่ 5.6C) 
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Candida tropicalis S1-1  เจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุดในวันที่ 5 
คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน
ตามล้าดับ (รูปที่ 5.7A ) สามารถผลิตเอนไซม์  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด 
เมื่อใช้ ชานอ้อย เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 43.43 U/ml  และมีฟางข้าว, กลูโคส
และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล้าดับ (รูปที่ 5.7B) และสามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอก
ซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี CMC เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 7 คือ
เท่ากับ 41.11 U/ml  กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา (รูปที่ 5.7B) 

Candida  sp F5-1. (New sp.)  ที่มีแหล่งคาร์บอนต่าง ๆกัน (รูปที่ 5.8A)  เจริญได้ดีในอาหารที่มี 
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุดในวันที่ 1 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, 
ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอนตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อใช้ กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 
47.14 U/ml (รูปที่ 5.8B)   และมีชานอ้อย, CMC และ ฟางข้าว เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา
ตามล้าดับ และสามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี กลูโคส 
เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 7 คือเท่ากับ 26.69 U/ml  CMC เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลง
มา (รูปที่ 5.8C)   

Candida  sp. FW10 (New sp.)  ที่เจริญได้ดีในอาหารที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน (รูปที่ 5.9A)  
เจริญสูงสุดในวันที่ 5 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, CMC และ ฟางข้าว เป็น
แหล่งคาร์บอนตามล้าดับ (รูปที่ 5.9B) เชื อ Candida  sp. FW10 (New sp.)  สามารถผลิตเอนไซม์  คาร์บอก
ซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อใช้ ชานอ้อย เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดใน
วันที่ 1 คือเท่ากับ 61.48 U/ml  และมี CMC, กลูโคสและ ฟางข้าว เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา
ตามล้าดับ และ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี CMC เป็นแหล่งคาร์บอน 
ผลิตได้มากในวันที่ 7 คือเท่ากับ 31.85 U/ml  กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา (รูปที่ 5.9C) 
 

 

 

  5.4.1.2 ผลของพีเอชต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
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รูปที ่
5.10 
ผล
ของ
พีเอช 
4.0 (

), 5.0 
(

), 6.0 
(

) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
             เซลลูเลสของ  Pichia fabianii 204-1: การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular   
             enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส (B),  กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C).  
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รูปที ่

5.11 ผลของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์  
             เซลลูเลสของ  Candida orthopsilosis 214-1: การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular   
             enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส (B),  กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C).  
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รูปที ่5.12  ผลของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
              เซลลูเลสของ  Torulaspora  sp. PM 34 (New sp.): การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular  
              enzyme เอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C).  
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รูปที ่
5.13 

ผลของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
              เซลลูเลสของ  Candida  sp. PM 47 (New sp.): การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular  
              enzyme เอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C).  
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รูปที ่
5.14 
ผล
ของ
พีเอช 
4.0 (

), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
              เซลลูเลสของ Kluyveromyces africanus S2-1-2: การเจริญ(A), กิจกรรม Extracellular  
              enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส(B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C).  
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รูปที่ 
5.15 
ผล

ของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
             เซลลูเลสของ Candida tropicalis S1-1: การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular enzyme  
             ของเอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C).  
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รูป
ที ่
5.1

6 ผลของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการ    
             ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของ Candida  sp F5-1.: การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular  
             enzyme ของเอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C). 
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รูปที ่5.17 ผลของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
             เซลลูเลสของ Candida  sp FW10 (New sp.) : การเจริญ (A), กิจกรรมExtracellular enzyme  
             ของเอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C). 
 

  ผลของ pH ต่อการเจริญของ Pichia fabianii 204-1 เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 4.0 
และเจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 5.0, 7.0และ6.0 เป็น pH ที่
เหมาะสมตามล้าดับ (รูปที่ 5.10A)  สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  
ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 6.0 และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 31.16 U/ml  และอาหารที่มี pH 4.0, 
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5.0 และ7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.10B และสามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 5.0 และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 31.85 U/ml  และ
อาหารที่ม ีpH 4.0, 7.0 และ6.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.10C 

Candida orthopsilosis 214-1 เจริญได้ดทีี่สุดในอาหารที่มี pH 4.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือ
ประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 5.0, 6.0และ7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ สามารถ
ผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 7.0 และมีกิจกรรม
สูงสุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 50.14 U/ml  และอาหารที่มี pH 6.0, 4.0 และ5.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ  
และผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 5.0 และมีกิจกรรม
สูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 27.45 U/ml  และอาหารที่มี pH 7.0, 6.0 และ4.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ 
รูปที่ 5.11 

Torulaspora  sp. PM 34 (New sp.) เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 4.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 7 
คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 6.0, 5.0และ7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ    
ผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 4.0 และมีกิจกรรม
สูงสุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 33.01 U/ml  และอาหารที่มี pH 5.0, 7.0 และ6.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ 
และคาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 7.0 และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 
คือเท่ากับ 34.63 U/ml  และอาหารที่มี pH 6.0, 4.0 และ5.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.12 

Candida  sp. PM 47 (New sp.) เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 4.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 3 คือ
ประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 5.0, 6.0และ7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ  
สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 4.0 และมี
กิจกรรมสูงสุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 35.09 U/ml  และอาหารที่มี pH 6.0, 5.0 และ7.0 เป็น pH ที่เหมาะสม
ตามล้าดับ และคาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 4.0 และมีกิจกรรมสูงสุด
ในวันที่ 1 คือเท่ากับ 30.93U/ml  และอาหารที่มี pH 7.0, 6.0 และ5.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 
5.13 

Kluyveromyces africanus S2-1-2 เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 4.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 3 
คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 5.0, 7.0และ6.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ ผลิต
เอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 7.0 และมีกิจกรรมสูงสุดใน
วันที่ 7 คือเท่ากับ 32.31 U/ml  และอาหารที่ม ีpH 5.0, 6.0 และ4.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ และคาร์
บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 5.0 และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 
28.84 U/ml  และอาหารที่มี pH 4.0, 7.0 และ6.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.14 

Candida tropicalis S1-1   เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 4.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือ
ประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 6.0, 5.0และ7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ ผลิต
เอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 6.0 และมีกิจกรรมสูงสุดใน
วันที่ 3 คือเท่ากับ 31.62 U/ml  และอาหารที่มี pH 7.0, 4.0 และ5.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ และ
สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 4.0 และมีกิจกรรม
สูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 28.84 U/ml  และอาหารที่มี pH 6.0, 5.0 และ7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ 
รูปที่ 5.15 

 Candida  sp. F5-1. (New sp.)   เจริญได้ดทีี่สุดในอาหารที่มี pH 4.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือ
ประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 6.0, 5.0และ7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ ผลิต
เอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 4.0 และมีกิจกรรมสูงสุดใน
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วันที่ 7 คือเท่ากับ 54.07 U/ml  และอาหารที่มี pH 6.0, 7.0 และ5.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ และ
สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 7.0 และมีกิจกรรม
สูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 40.65 U/ml  และอาหารที่มี pH 5.0, 56.0 และ 4.0 เป็น pH ที่เหมาะสม
ตามล้าดับ รูปทึ่ 5.16 

Candida  sp. FW10 (New sp.)  เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 4.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือ
ประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 6.0, 5.0และ7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ ผลิต
เอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 5.0และ 7.0 และมี
กิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 กับ 5 คือเท่ากับ 31.39 U/ml  และอาหารที่มี pH 4.0 และ6.0 เป็น pH ที่เหมาะสม
ตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 4.0 และมี
กิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 23.96 U/ml  และอาหารที่มี pH 7.0, 6.0 และ 5.0 เป็น pH ที่เหมาะสม
ตามล้าดับ รูปทึ่ 5.17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
  5.4.1.3 อุณหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการเลี้ยงยีสต์ที่สร้างเอนไซม์เซลลูเลส 
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รูปที ่5.18 ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
             ของ Pichia fabianii 204-1: การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular enzyme ของ 
             เอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C). 
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รูปที ่
5.19 
ผล
ของ
อุณห
ภูมิ 
25°C 
(

),30°
C (

) 
และ 
35°C 
(

) ต่อ
การ
ผลิต
เอนไ
ซม์
เซลลู
เลส 
             ของ Candida orthopsilosis 214-1: การเจริญ (A), กิจกรรมExtracellular enzyme ของ 
             เอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C) 
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รูปที ่
5.20 
ผลของ
อุณหภู
มิ 
25°C (

),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
             ของ Torulaspora  sp. PM 34 (New sp.)  : การเจริญ (A), กิจกรรมExtracellular enzyme  
             ของเอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C). 
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รูปที ่
5.21 

ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
             ของ Candida  sp. PM 47 (New sp.): การเจริญ (A), กิจกรรมExtracellular enzyme ของ 
             เอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C). 
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รูปที ่5.22 ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
             ของ Kluyveromyces africanus S2-1-2 : การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular enzyme ของ 
             เอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C). 
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รูปที ่

5.23 ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
             ของ Candida tropicalis S1-1: การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular enzyme ของเอนไซม์ 
             เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C). 
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รูปที ่
5.24 
ผล
ของ
อุณหภู
มิ 
25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
             ของ Candida  sp F5-1. (New sp.): การเจริญ (A), กิจกรรมExtracellular enzyme ของ 
             เอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C). 
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รูปที ่5.25 ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
              ของ Candida sp. FW10 (New sp.) : การเจริญ (A), กิจกรรมExtracellular enzyme ของ 
              เอนไซม์เซลลูเลส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์เซลลูเลส (C). 
 

  Pichia fabianii 204-1 เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มีอุณหภูมิ 25 ºCและเจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือ
ประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 35 ºC และ 30 ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสม
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ตามล้าดับ Pichia fabianii 204-1 สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  
ได้มากที่สุด เมื่อมี อุณหภูมิ 25 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 48.29 U/ml  อุณหภูมิ 35 ºC 
และ 30 ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ และตรวจไม่พบการผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมททิลเซลลูเลส 
Whole cell assay รูปที่ 5.18 

Candida orthopsilosis 214-1 เจริญได้ดทีี่สุดในอาหารที่มอุีณหภูมิ 30 ºCและเจริญสูงสุดในวันที่ 5 
คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 25 ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสม
ตามล้าดับ ผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี อุณหภูมิ 30 
ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 32.78 U/ml  อุณหภูมิ 25 ºC และ 35 ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์  คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส   Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี 
อุณหภูมิ 30 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 14.72 U/ml  อุณหภูมิ 35 ºC และ 25 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.19 

Torulaspora  sp. PM 34 (New sp.) เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มีอุณหภูมิ 30 ºCและเจริญสูงสุดใน
วันที่ 5 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 25 ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อ
มี อุณหภูมิ 35 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 43.66 U/ml  อุณหภูมิ 25 ºC และ 30 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด 
เมื่อมี อุณหภูมิ 25 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 21.43 U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC 
เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.20 

 Candida  sp. PM 47 (New sp.) เจริญได้ดทีี่สุดในอาหารที่มอุีณหภูมิ 25 ºCและเจริญสูงสุดในวันที่ 
1 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 30 ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสม
ตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี 
อุณหภูมิ 25 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 47.13 U/ml  อุณหภูมิ 30ºC และ 35 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ  แต่ไมผ่ลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  รูปที่ 5.21 

Kluyveromyces africanus S2-1-2 เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มีอุณหภูมิ 25 ºCและเจริญสูงสุดใน
วันที่ 1 คือประมาณ  107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 25 ºC และ 30ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อ
มี อุณหภูมิ 35 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 39.49 U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 25 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ และสามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้
มากที่สุด เมื่อมี อุณหภูมิ 25 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 13.10 U/ml  อุณหภูมิ 35 ºC และ 
30 ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.22  

Candida tropicalis S1-1 เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มีอุณหภูมิ 35 ºCและเจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือ
ประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 25 ºC และ 30ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสม
ตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี 
อุณหภูมิ 30 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 39.29 U/ml  อุณหภูมิ 25 ºC และ 35 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ  เชื อ Candida tropicalis S1-1   ตรวจไม่พบการผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซี
เมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  รูปที่ 5.23 

Candida  sp F5-1. (New sp.)  เจริญได้ดทีี่สุดในอาหารที่มอุีณหภูมิ 25 ºCและเจริญสูงสุดในวันที่ 1 
คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 30 ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสม
ตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี 
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อุณหภูมิ 35 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 31.39 U/ml  อุณหภูมิ 25 ºC และ 30 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ และสามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้
มากที่สุด เมื่อมี อุณหภูมิ 30 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 13.10 U/ml  อุณหภูมิ 35 ºC และ 
25 ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.24 

Candida  sp. FW10 (New sp.)  เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มีอุณหภูมิ 25 ºCและเจริญสูงสุดในวันที่ 
3 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 35 ºC และ 30ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสม
ตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี 
อุณหภูมิ 30 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 44.58 U/ml  อุณหภูมิ 25 ºC และ 35 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส Whole cell assay  ได้มากที่สุด 
เมื่อมี อุณหภูมิ 25 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 40.19 U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC 
เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.25 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.5 การสร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส 
 
     ตารางท่ี 5.3  ยีสต์ที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส 

ไอโซเลต 
Visualize zone 

(มิลลิลิตร) 
สถานทีเ่ก็บตัวอย่าง 

C2-4 9 เหมือดแอเขื่อนอุบลรัตน์ 
F12-6 6 งิ วป่าเขื่อนอุบลรัตน์ 
F1-5 15* สาบเสือเขื่อนอุบลรัตน์ 
101-1 9 น้อยหน่าเขื่อนอุบลรัตน์ 
S1-1 16** ดินเขื่อนอุบลรัตน์ 
F14-2 19**** ดอกไม้เขื่อนอุบลรัตน์ 
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5.6 การจัด จ าแนก
ประเภท ยีสต์ที่สร้าง
เอนไซม์ บีต้ากลูโคสิ
เดสโดย เทียบล าดับ
นิวคลีโอ ไทด์บริเวณ 
D1/D2 
 
     ตาราง ที่ 5.4 การ
จัดจ้าแนก ยีสต์ที่สร้าง
เอนไซม์ บีต้ากลูโคสิ
เดสโดย เทียบล้าดับ
นิวคลีโอไทด์ บริเวณ 
D1/D2 
 

  Strain                     Closest species  
                (Accession number) 

nucleotides identity  
/Total  nucleotides  

     % 
identity 

Sub- 
stitution 

Gap Remark 

HFr2-24 Candida natalensis CBS 2935T (U45818) 563/566 99 3 0  0 Sister sp. 
HT4-37 Wickerhamomyces anomalus CBS 5759T  570/573 99 3 0  0 Sister sp. 

PM05 Candida sp. ST-451 DQ404526 539/556 96 14 3 New  sp. 
PM34 Torulaspora delbrueckii  U72156 564/572 98 4 4 New  sp. 
PM47 Candida ponderosae EF550345 539/592 91 36 17 New  sp. 
S11-1 Debaryomyces polymorphus U45836 530/576 92 26 20 New  sp. 
L3 Hanseniaspora occidentalis U84225 569/569 100 0 0 Known sp. 
HS1-8 Lindnera subsufficiens  U75960  573/574 99      1 0 Known sp. 

F5-1 16** ดอกไม้เขื่อนอุบลรัตน์ 
F5-2 9 ดอกไม้เขื่อนอุบลรัตน์ 
104-1 4 สธรเขื่อนอุบลรัตน์ 
106-1 9 ซาดเขื่อนอุบลรัตน์ 
103-1 3 ข่าขาวเขื่อนอุบลรัตน์ 
111-2 4 ลูกตานกกรดเขื่อนอุบลรัตน์ 
107-1 13 ลูกฮัมบัวเขื่อนอุบลรัตน์ 
108-1 7 ติ วหม่อน  เขื่อนอุบลรัตน์ 
201-2 11 เขื่อนอุบลรัตน์ 
202-3 15* กะบกเข่ือนอุบลรัตน์ 
203-1 18*** ต้างไก่เขื่อนอุบลรัตน์ 
206-2 15* รอกเขื่อนอุบลรัตน์ 
S12-2 10 ดินเขื่อนอุบลรัตน์ 
S22-1 13 ดินเขื่อนอุบลรัตน์ 
216-1 13 หญ้าทักษิณเข่ือนอุบลรัตน์ 
215-2 9 ตื นตั่งเขื่อนอุบลรัตน์ 
215-3 9 ตื นตั่งเขื่อนอุบลรัตน์ 

ใบไม้214-1 18*** เขื่อนอุบลรัตน์ 
CHD-S3-1-2 1.9 เขื่อนจุฬาภรณ์ 
CHD-S2-1-2 2.0 เขื่อนจุฬาภรณ์ 
CHD-FR5-1 1.4 เขื่อนจุฬาภรณ์ 

CHD-L3 1.7 เขื่อนจุฬาภรณ์ 
CHD-S3-9 1.5 เขื่อนจุฬาภรณ์ 
CHD-S1-6 0.6 เขื่อนจุฬาภรณ์ 

CHD-S4-2-1 0.7 เขื่อนจุฬาภรณ์ 
CHD-FW1 1.1 เขื่อนจุฬาภรณ์ 

PM47 2 มะกอกเกลื อน ป่าภูตากา 
PM05 6 ดอกยางเขื่อนจุฬาภรณ์ 
PM34 7 ดินแปลงที่3 เขื่อนจุฬาภรณ์ 
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0-1bp = know species  
2-5 bp= Sister species  
 ≥6bp = New species 
 

 

 

 

 

5.7 การผลิตเอนไซม์ การผลิตบีต้ากลูโคซิเด
สบนอาหารแข็ง 
     การทดสอบการสร้าง เอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส 
บนอาหารแข็ง YNB ที่มี 0.004%(w/v) MUG(4-

  -glucoside) ที่  24  – methylumbelliferyl-
48 ชม. สังเกตการณ์เรือง แสงเมื่อส่องภายใต้แสง 
UV โดย MUG จะถูกย่อย ด้วยเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิ
เดส ได้เป็น 4-methylumbelliferone ซึ่งเป็นสารเรืองแสง จากการส่องภายใต้แสงยูวี พบเชื อ 3 สายพันธุ์ที่
เกิดการเรืองแสง คือ  Wickerhamomyces sp. HT4-37 (sister sp.), Candida sp. HFr2-24 (sister sp.), 
Candida natalensis HS1-26 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 5.26 การสร้างเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส บนอาหารแข็ง YNB ของเชื อ Wickerhamomyces sp. 
HT4-37 (sister sp.) 
 

 
จากการคัดเลือกเชื อยีสต์ที่ผลิต บีต้ากลูโคซิเดส ได้สูงที่สุด 8 ตัวคือ 
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1. รหัสเชื อ  S11-1,  ชื่อเชื อ   Debaryomyces sp. ( New sp.) แหล่งที่มา  ดินเขื่อนอุบลรัตน์ 
2. รหัสเชื อ HT4-37, ชื่อเชื อ Wickerhamomyces sp. (sister sp.), แหล่งที่มา เขื่อนห้วยกุ่ม 
3. รหัสเชื อ  L3,   ชื่อเชื อ   Hanseniaspora occidentalis,  แหล่งที่มา เขื่อนจุฬาภรณ์ 
4.  รหัสเชื อ  HFr2-24,   ชื่อเชื อ   Candida sp. (sister sp.),  แหล่งที่มา มะหวด เขื่อนห้วยกุ่ม 
5. รหัสเชื อ  HS1-8,   ชื่อเชื อ Lindnera subsufficiens    แหล่งที่มา ดินเขื่อนห้วยกุ่ม 
6. รหัสเชื อ  PM05,   ชื่อเชื อ   Candida sp. ( New sp.),  แหล่งที่มา   ดอกยาง  เขื่อนจุฬาภรณ์ 
7.   รหัสเชื อ  PM34,   ชื่อเชื อ   Torulaspora  sp. ( New sp.),  แหล่งที่มา ดินแปลงที่ 3 เขื่อนจุฬารณ์ 
8. รหัสเชื อ  PM47,  ชื่อเชื อ Candida sp. ( New sp.),  แหล่งที่มา ผลมะกอกเกลื อนเขื่อนภูตากา 
 
 จากนั นจึงท้าการทดสอบสภาวะที่เหมาะสม ทั ง แหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม อุณหภูมิที่เหมาะสม และ 

pH ที่เหมาะสม  
     5.4.2 คุณลักษณะของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส 
             5.4.2.1 แหล่งคาร์บอนเหมาะสมต่อการเลี้ยงยีสต์ที่สร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส 
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รูปที ่
5.27 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว ( )  
             ต่อการผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสของ  Debaryomyces sp. S11-1 (New sp.): การเจริญ (A),  

             กิจกรรม  Extracellular enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B),  กิจกรรม Whole cell ของ   
             เอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที ่
5.28 
ผล

ของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว ( )  
              ต่อการผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสของ  Wickerhamomyces sp. HT4-37 (sister sp.):  
                   การเจริญ(A), กิจกรรม  Extracellular enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B),  กิจกรรม  
              Whole cell ของ เอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที่ 5.29 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว 

             ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสของ  Hanseniaspora occidentalis L3:  
             การเจริญ(A), กิจกรรม  Extracellular enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B),  กิจกรรม  
             Whole cell ของ เอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที ่5.30 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว 

             ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสของ Candida sp. HFr2-24 (sister sp.)  :  
             การเจริญ(A), กิจกรรม  Extracellular enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B),  กิจกรรม  
             Whole cell ของ เอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที ่
5.31 
ผลของ

แหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว 

             ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสของ Lindnera subsufficiens HS1-8: การเจริญ (A),  
             กิจกรรม  Extracellular enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B),  กิจกรรม Whole cell ของ  
             เอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที ่

5.32 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว 

             ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสของ Candida sp. PM05 ( New sp.): การเจริญ 
             (A), กิจกรรม  Extracellular enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B),  กิจกรรม Whole cell  
             ของเอนไซมบ์ีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที ่

5.33 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว 

             ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสของ Torulaspora sp. PM34 ( New sp.): การเจริญ    
            (A), กิจกรรม  Extracellular enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B),  กิจกรรม Whole cell ของ 
            เอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที ่5.34 ผลของแหล่งคาร์บอน YPD ( ), CMC ( ), ชานอ้อย( ) และฟางข้าว 

             ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสของ Candida sp. PM47 (New sp.): การเจริญ (A),   
             กิจกรรม  Extracellular enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B),  กิจกรรม Whole cell ของ 
             เอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(C).  

             

จ า
นว

นเ
ซล

ล์ 
(เซ

ลล
์ต่อ

มิล
ลิล

ิตร
) 

107 

109 

108 

106 

A 

0

2

4

6

8

กิจ
กร

รม
ขอ

งเอ
นไ

ซม
์ (ย

ูนิต
ต่อ

มิล
ลิล

ิตร
) B 

0

1

2

0 2 4 6 8

เวลาบ่ม (วัน)    
   

   
   

 ก
ิจก

รร
มข

อง
เอ

นไ
ซม

์ (ย
ูนิต

ต่อ
มิล

ลิล
ิตร

) C 



61 
 

จ้านวนเซลล์การเจริญของ Debaryomyces sp. S11-1 (New sp.) ที่มีแหล่งคาร์บอนต่างๆ กัน 
จากรูปที่ 5.27  แสดงให้เห็นว่าเชื อ Debaryomyces sp. S11-1 (New sp.) เจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคส
เป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, ฟาง
ข้าว และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอนตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์  บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme  
ได้มากท่ีสุด เมื่อใช้ กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 4.48 U/ml  และมี ฟางข้าว, 
ชานอ้อยและ CMC เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส 
Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี CMC เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 5 คือเท่ากับ 3.04 U/ml  
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา 

Wickerhamomyces sp. HT4-37 (sister sp.) เจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 
เจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือ ประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, ฟางข้าว และ CMC เป็น
แหล่งคาร์บอนตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์  บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อใช้ 
กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 4.74 U/ml  และมี ชานอ้อย, ฟางข้าวและ CMC 
เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้
มากที่สุด เมื่อมี กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 5 คือเท่ากับ 41.06 U/ml  CMC เป็นแหล่ง
คาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมารูปที่  5.28   

Hanseniaspora occidentalis L3 เจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุดใน
วันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน
ตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์      บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากที่สุด เมื่อใช้ กลูโคส เป็น
แหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 7 คือเท่ากับ 17.11 U/ml  และมี ชานอ้อย, CMC และ ฟางข้าวเป็นแหล่ง
คาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์       บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มาก
ที่สุด เมื่อมี กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 7 คือเท่ากับ 23.27 U/ml  CMC เป็นแหล่ง
คาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา รูปที่  5.29   

Candida sp. HFr2-24 (sister sp.)  เจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุดใน
วันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน
ตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์     บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากท่ีสุด เมื่อใช้ ชานอ้อย 
เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 4.80 U/ml  และมี CMC, กลูโคสและ ฟางข้าวเป็นแหล่ง
คาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาและสามารถผลิตเอนไซม์     บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด 
เมื่อมี CMC เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 5 คือเท่ากับ 44.57 U/ml  กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนที่
เหมาะสมน้อยลงมา รูปที่  5.30   

จ้านวนเซลล์ของ Lindnera subsufficiens  HS1-8  ที่มีแหล่งคาร์บอนต่าง ๆกัน เจริญได้ดีในอาหารที่มี 
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, 
ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอนตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์  บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular 
enzyme ได้มากที่สุด เมื่อใช้ ฟางข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 7.05 U/ml  และมี 
กลูโคส, CMCและ ชานอ้อย เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิ
เดส Whole cell assay ได้มากท่ีสุด เมื่อมี กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 1 คือเท่ากับ 2.02 
U/ml  CMC เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา รูปที่  5.31   

Candida sp. PM05 ( New sp.) เจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุดใน
วันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน
ตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์  บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากท่ีสุด เมื่อใช้ กลูโคสเป็น
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แหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 8.55 U/ml  และมีCMC, ชานอ้อย และ ฟางข้าว เป็นแหล่ง
คาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล้าดับ และสามารถผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้
มากที่สุด เมื่อมี กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 5 คือเท่ากับ 1.54 U/ml  CMC เป็นแหล่ง
คาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลง รูปที ่ 5.32   

Torulaspora sp. PM34 ( New sp.) เจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุด
ในวันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่ง
คาร์บอนตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์    บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากที่สุด เมื่อใช้ 
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 2.70 U/ml  และมี CMC, ฟางข้าว และ ชานอ้อย 
เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมา และผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด 
เมื่อมี CMC เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตมากวันที่ 5 คือเท่ากับ 7.14 U/ml  กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน รูปที่  5.33   

Candida sp. PM47 ( New sp.) เจริญได้ดีในอาหารที่มี กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เจริญสูงสุดใน
วันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี ชานอ้อย, ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน
ตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์  บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากท่ีสุด เมื่อใช้ กลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน ผลิตสูงที่สุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 7.29 U/ml  และมี ฟางข้าว, CMC และ ชานอ้อย เป็นแหล่ง
คาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลงมาตามล้าดับรูปที่  5.34   

นอกจากนี ยังสามารถผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี กลูโคส เป็น
แหล่งคาร์บอน ผลิตได้มากในวันที่ 3 คือเท่ากับ 1.60 U/ml  CMC เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมน้อยลง 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.4.2.2 พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการเลี้ยงยีสต์ที่สร้างเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส 



63 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
รูปที ่
5.35 ผล

ของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการ  
             ผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดสของ Debaryomyces sp. S11-1 (New sp.):การเจริญ (A),  
             กิจกรรม Extracellular enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B), กิจกรรม Whole cell ของ 
             เอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที่ 
5.36 ผลของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
              บีต้ากลูโคซิเดสของ Wickerhamomyces sp. HT4-37 (sister sp.): การเจริญ(A), กิจกรรม  
              Extracellular enzyme ของเอนไซมบ์ีต้ากลูโคซิเดส(B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์ 
              บีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที ่
5.37 
ผล
ของ
พีเอช 
4.0 (

), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
             บีต้ากลูโคซิเดสของ Hanseniaspora occidentalis L3: การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular  
            enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซมบ์ีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที ่

5.38 ผลของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
             บีต้ากลูโคซิเดสของ Candida sp. HFr2-24 (sister sp.) : การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular  
             enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที ่
5.39 

ผลของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
             บีต้ากลูโคซิเดสของ Lindnera subsufficiens  HS1-8: การเจริญ(A), กิจกรรม Extracellular 
             enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที ่5.40 ผลของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
             บีต้ากลูโคซิเดสของ Candida sp. PM05 ( New sp.) : การเจริญ(A), กิจกรรม Extracellular       
             enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(C).  
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รูปที ่

5.41 ผลของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
              บีต้ากลูโคซิเดสของ Torulaspora sp. PM34 (New sp.): การเจริญ (A), กิจกรรม Extracellular  
              enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (C).  
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รูปที ่5.42 ผลของพีเอช 4.0 ( ), 5.0 ( ), 6.0 ( ) และ 7.0 ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
              บีต้ากลูโคซิเดสของ Torulaspora sp. PM34 (New sp.): การเจริญ(A), กิจกรรม Extracellular  
              enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส(B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (C).  

 
การเจริญของ  Debaryomyces sp. S11-1 ( New sp.) ที่ม ีpH ต่าง ๆกัน จากรูปที่ 5.35 แสดงให้

เห็นว่าเชื อ Debaryomyces sp. S11-1 ( New sp.) เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 7.0 และเจริญสูงสุดใน
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วันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 6.0, 5.0และ4.0 เป็น pH ที่เหมาะสม
ตามล้าดับ  สามารถผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme  ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 5.0 และมี
กิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 23.37 U/ml  และอาหารที่มี pH 7.0, 4.0 และ 6.0 เป็น pH ที่เหมาะสม
ตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 7.0 และมีกิจกรรม
สูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 27.73 U/ml  และอาหารที่มี pH 5.0, 4.0 และ 6.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ  

Wickerhamomyces sp. HT4-37 (sister sp.) เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 5.0 และเจริญสูงสุด
ในวันที่ 3 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 7.0, 4.0และ6.0 เป็น pH ที่เหมาะสม
ตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 5.0 และมี
กิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 27.10 U/ml  และอาหารที่มี pH 7.0, 4.0 และ 6.0 เป็น pH ที่เหมาะสม
ตามล้าดับ และ สามารถผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากท่ีสุด เมื่อมี pH 7.0 และมี
กิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 45.37 U/ml  และอาหารที่มี pH 6.0, 4.0 และ 5.0 เป็น pH ที่เหมาะสม
ตามล้าดับ รูปที่  5.36   

Hanseniaspora occidentalis L3 เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 5.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 3 
คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 4.0, 6.0 และ7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ  
สามารถผลิตเอนไซม์      บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 6.0 และมีกิจกรรม
สูงสุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 16.33 U/ml  และอาหารที่ม ีpH 4.0, 5.0 และ 7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ 
และ Hanseniaspora occidentalis L3 ยังสามารถผลิตเอนไซม์       บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay 
ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 6.0 และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 47.37 U/ml  และอาหารที่มี pH 5.0, 
4.0 และ 7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่  5.37   

Candida sp. HFr2-24 (sister sp.)  เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 7.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 7 
คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 6.0, 4.0 และ5.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ  
สามารถผลิตเอนไซม์     บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 4.0 และมีกิจกรรม
สูงสุดในวันที่ 7 คือเท่ากับ 26.84 U/ml  และอาหารที่ม ีpH 5.0, 7.0 และ 6.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ  
และผลิตเอนไซม์     บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 5.0 และมีกิจกรรมสูงสุดใน
วันที่ 1 คือเท่ากับ 46.16 U/ml  และอาหารที่มี pH 4.0, 7.0 และ 6.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่  
5.38 

Lindnera subsufficiens  HS1-8  เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 4.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 5 คือ
ประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 5.0, 7.0 และ6.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ สามารถ
ผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 5.0 และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 
5 คือเท่ากับ 16.06U/ml  และอาหารที่มี pH 6.0, 4.0 และ 7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ  และผลิต
เอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 4.0 และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 7 คือ
เท่ากับ 42.80 U/ml  และอาหารที่มี pH 5.0, 7.0 และ 6.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.39  

Candida sp. PM05 ( New sp.) ที่ม ีpH ต่าง ๆกัน จากรูปที่  5.40 แสดงให้เห็นว่าเชื อ Candida 
sp. PM05 ( New sp.) เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 7.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 6.0, 5.0 และ4.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์             
บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากท่ีสุด เมื่อมี pH 7.0 และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 7 คือเท่ากับ 
1.33 U/ml  และอาหารที่มี pH 6.0, 4.0 และ 5.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโค
ซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 4.0 และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 5.16 U/ml  
และอาหารที่มี pH 5.0, 6.0 และ 7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ  
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Torulaspora sp. PM34 ( New sp.) เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 5.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 7 
คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 6.0, 7.0 และ4.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ  
สามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 5.0 และมีกิจกรรมสูงสุด
ในวันที่ 1 คือเท่ากับ 7.05 U/ml อาหารที่มี pH 4.0, 7.0 และ 6.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ และ
สามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 4.0 และมีกิจกรรมสูงสุดใน
วันที่ 7 คือเท่ากับ 6.49 U/ml  อาหารที่ม ีpH 7.0, 5.0 และ 6.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่  5.41 

Candida sp. PM47 ( New sp.) เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มี pH 4.0 และเจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือ
ประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี pH 5.0, 6.0 และ7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ  
สามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 5.0 และมีกิจกรรมสูงสุด
ในวันที่ 3 คือเท่ากับ 7.92 U/ml  และอาหารที่ม ีpH 6.0, 4.0 และ 7.0 เป็น pH ที่เหมาะสมตามล้าดับ  

นอกจากนี ยังผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี pH 4.0 และมี
กิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 20.12 U/ml  และอาหารที่มี pH 5.0, 7.0 และ 6.0 เป็น pH ที่เหมาะสม
ตามล้าดับ รูปที่  5.42 

 
 
 

 

 

 

              5.4.2.3 ผลของแหล่งคาร์บอนเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส
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รูปที ่ 
5.43 
ผล
ของ
อุณห
ภูมิ 
25°C 
(

),30°
C (

) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
               บีต้ากลูโคซิเดสของ Debaryomyces sp. S11-1 (New sp.): การเจริญ (A), กิจกรรม  
               Extracellular enzyme ของเอนไซมบ์ีต้ากลูโคซิเดส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์ 
               บีต้ากลูโคซิเดส (C). 
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รูปที ่ 5.44 ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
               บีต้ากลูโคซิเดสของ Wickerhamomyces sp. HT4-37 (sister sp.): การเจริญ(A), กิจกรรม  
               Extracellular enzyme ของเอนไซมบ์ีต้ากลูโคซิเดส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์ 
               บีต้ากลูโคซิเดส (C). 
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รูปที ่ 
5.45 ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
               บีต้ากลูโคซิเดสของ Hanseniaspora occidentalis L3. : การเจริญ(A), กิจกรรม Extracellular  
               enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (C). 
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รูปที ่ 5.46 ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
               บีต้ากลูโคซิเดสของ Candida sp. HFr2-24 (sister sp.): การเจริญ (A), กิจกรรม               
               Extracellular enzyme ของเอนไซมบ์ีต้ากลูโคซิเดส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์ 
               บีต้ากลูโคซิเดส (C). 
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รูป
ที ่ 
5.4

7 ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
               บีต้ากลูโคซิเดสของ Lindnera subsufficiens  HS1-8 : การเจริญ(A), กิจกรรม Extracellular 
               enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (C). 

จ า
นว

นเ
ซล

ล์ 
(เซ

ลล
์ต่อ

มิล
ลิล

ิตร
) 

107 

1010 

109 

108 

106 

A 

0

5

10

15

กิจ
กร

รม
ขอ

งเอ
นไ

ซม
์ (ย

ูนิต
ต่อ

มิล
ลิล

ิตร
) B 

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

0 2 4 6 8
เวลาบ่ม (วัน)    

   
   

 ก
ิจก

รร
มข

อง
เอ

นไ
ซม

์ (ย
ูนิต

ต่อ
มิล

ลิล
ิตร

) C 



78 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

รูปที ่ 5.48 ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
              บีต้ากลูโคซิเดสของ Candida sp. PM05 (New sp.) : การเจริญ(A), กิจกรรม Extracellular  
              enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (C). 
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รูปที ่ 5.49 ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
              บีต้ากลูโคซิเดสของ Torulaspora sp. PM34 (New sp.) : การเจริญ(A), กิจกรรม Extracellular  
              enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (C). 
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รูปที ่ 5.50 ผลของอุณหภูมิ 25°C ( ),30°C ( ) และ 35°C ( ) ต่อการผลิตเอนไซม์ 
               บีต้ากลูโคซิเดสของ Candida sp. PM47 (New sp.): จ้านวนเซลล์ (A), กิจกรรม Extracellular  
               enzyme ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (B), กิจกรรม Whole cell ของเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส (C). 

 
จ้านวนเซลล์ของ  Debaryomyces sp. S11-1 ( New sp.) ที่ม ีอุณหภูมิต่าง ๆกัน จากรูปแสดงให้

เห็นว่าเชื อ Debaryomyces sp. S11-1 ( New sp.) เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มีอุณหภูมิ 25 ºCและเจริญ
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สูงสุดในวันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 30 ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามล้าดับ และสามารถผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากท่ีสุด เมื่อมี 
อุณหภูมิ 35 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 5 คือเท่ากับ 0.92 U/ml  อุณหภูมิ 25 ºC และ 30 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี 
อุณหภูมิ 25 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 5.03 U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.43 

Wickerhamomyces sp. HT4-37 (sister sp.) เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มีอุณหภูมิ 25 ºCและเจริญ
สูงสุดในวันที่ 7 คือประมาณ  109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 30 ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากท่ีสุด เมื่อมี 
อุณหภูมิ 30 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 7.51 U/ml  อุณหภูมิ 25 ºC และ 35 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ  และผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี 
อุณหภูมิ 35 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 52.78 U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 25 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.44 

Hanseniaspora occidentalis L3 เจริญได้ดทีี่สุดในอาหารที่มอุีณหภูมิ 30 ºC และเจริญสูงสุดใน
วันที่ 1 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 25 ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์       บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากที่สุด เมื่อมี 
อุณหภูมิ 30 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 7 คือเท่ากับ 48.61  U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ  และผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อมี 
อุณหภูมิ 25 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 49.88 U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.45 

Candida sp. HFr2-24 (sister sp.)  เจริญได้ดทีี่สุดในอาหารที่มีอุณหภูมิ 30 ºCและเจริญสูงสุดใน
วันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 25 ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามล้าดับ  สามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากท่ีสุด เมื่อมี 
อุณหภูมิ 25 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 5.53  U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ และสามารถผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากที่สุด เมื่อ
มี อุณหภูมิ 25 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 43.92 U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC เป็น
อุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.46 

Lindnera subsufficiens  HS1-8   เจริญได้ดทีี่สุดในอาหารที่มีอุณหภูมิ 25 ºCและเจริญสูงสุดในวันที่ 3 
คือประมาณ  109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 30 ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสม
ตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากที่สุด เมื่อมี อุณหภูมิ 25 ºC 
และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 7 คือเท่ากับ 11.47  U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสม
ตามล้าดับ และผลิตเอนไซม์ บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากทีสุ่ด เมื่อมี อุณหภูมิ 25 ºC และมี
กิจกรรมสูงสุดในวันที่ 1 คือเท่ากับ 8.51 U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสม
ตามล้าดับ รูปที่ 5.47 

เชื อ Candida sp. PM05 ( New sp.)  เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่มีอุณหภูมิ 25 ºCและเจริญสูงสุดใน
วันที่ 5 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 30 ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular enzyme ได้มากท่ีสุด เมื่อมี อุณหภูมิ 
30 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 0.16  U/ml  อุณหภูมิ 25 ºC และ 35 ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามล้าดับ และสามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay ได้มากท่ีสุด เมื่อมี อุณหภูมิ 
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30 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 3.14 U/ml  อุณหภูมิ 25 ºC และ 35 ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.48 

จ้านวนเซลล์ของ  Torulaspora sp. PM34 ( New sp.) ที่ม ีอุณหภูมิต่าง ๆกัน เจริญได้ดีที่สุดใน
อาหารที่มีอุณหภูมิ 25 ºCและเจริญสูงสุดในวันที่ 7 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี 
อุณหภูมิ 30 ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ  สามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส 
Extracellular enzyme ได้มากท่ีสุด เมื่อมี อุณหภูมิ 25 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 0.38  
U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ  และสามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิ
เดส Whole cell assay ได้มากท่ีสุด เมื่อมี อุณหภูมิ 25 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 7 คือเท่ากับ 3.55 
U/ml  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.49 

จ้านวนเซลล์ของ  Candida sp. PM47 ( New sp.) ที่ม ีอุณหภูมิต่าง ๆกัน เจริญได้ดีที่สุดในอาหารที่
มีอุณหภูมิ 25 ºCและเจริญสูงสุดในวันที่ 3 คือประมาณ  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และอาหารที่มี อุณหภูมิ 30 
ºC และ 35ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ สามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส Extracellular 
enzyme ได้มากที่สุด เมื่อมี อุณหภูมิ 35 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 8.32  U/ml  อุณหภูมิ 
25 ºC และ 30 ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมตามล้าดับ  

นอกจากนี ยังสามารถผลิตเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส Whole cell assay  ได้มากที่สุด เมื่อมี อุณหภูมิ 
35 ºC และมีกิจกรรมสูงสุดในวันที่ 3 คือเท่ากับ 49.02 U/ml  อุณหภูมิ 25 ºC และ 30 ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามล้าดับ รูปที่ 5.50 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทที่ 6  
สรุปผลการวิจัย 

 
จากการวิจัย การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสร้างเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ของยีสต์ รวม

ทั งหมด 16 ตัว สามารถสรุปแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม, pH ที่เหมาะสม และอุณหภูมิที่เหมาะสม 
 

ตารางท่ี 6.1 สรุปสภาวะที่เหมาะสมของยีสต์ที่สร้างเอนไซม์ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 8 สายพันธุ์   

รหัสเชื้อ 

แหล่งคารบ์อนที่เหมาะสม(กลูโคส 1%, 
CMC 1%, ชานอ้อย1%,  ฟางข้าว1%) 

 
pH ที่เหมาะสม(4.0, 5.0, 6.0, 7.0) 

อุณหภูมิที่เหมาะสม(25, 30, 35 °C) 
 

extracellular 
enzyme 

Whole 
cell assay 

 

จ านวน 
cell 

 

extracellular 
enzyme 

Whole 
cell assay 

 

จ านวน 
cell 

 

extracellular 
enzyme 

Whole 
cell assay 

 

จ านวน 
cell 
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204-1 ชานอ้อย CMC กลูโคส  6.0 5.0 4.0 25 - 25 

214-1 ฟางข้าว CMC กลูโคส 7.0 5.0 4.0 30 30 30 

PM34 ฟางข้าว CMC ชานอ้อย 4.0 7.0 4.0 35 25 30 

PM47 CMC CMC กลูโคส 4.0 4.0 4.0 25 - 25 

S2-1-2 ฟางข้าว กลูโคส กลูโคส 7.0 5.0 4.0 35 25 25 

S1-1 ชานอ้อย CMC กลูโคส 6.0 4.0 4.0 30 - 35 

F5-1 กลูโคส กลูโคส กลูโคส 4.0 7.0 4.0 35 30 25 

FW10 ชานอ้อย CMC กลูโคส 7.0 4.0 4.0 30 25 25 

 
เมื่อท้าการทดสอบ แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม pH ที่เหมาะสมและ อุณหภูมิที่เหมาะสม พบว่าเชื อ    

Pichia fabianii 204-1 เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส ชานอ้อย และ CMC เป็นแหล่ง
คาร์บอน และ ที่ pH 4.0 และ 5.0  อุณหภูมิ 25 ºC   

เชื อ Candida orthopsilosis  214-1 เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส ฟางข้าว 
และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 4.0 และ 7.0  อุณหภูมิ 30 ºC   

เชื อ Torulaspora  sp. PM 34 (New sp.) เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ ชานอ้อย 
ฟางข้าว และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 4.0 และ 7.0  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC   

เชื อ Candida  sp. PM 47 (New sp.) เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส และ 
CMC เป็นแหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 4.0  อุณหภูมิ 25 ºC   

เชื อ Kluyveromyces africanus S2-1-2 เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส และ 
ฟางข้าว เป็นแหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 4.0 7.0 และ 5.0 อุณหภูมิ 25 ºC และ 35 ºC    

เชื อ  Candida tropicalis S1-1เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส ชานอ้อยและ 
CMC เป็นแหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 4.0  และ 7.0 อุณหภูมิ 30 ºC  และ 35 ºC    

เชื อ  Candida  sp. F5-1 (New sp.)เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส เป็น
แหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 4.0  และ 7.0 อุณหภูมิ 25 ºC  และ 35 ºC    

เชื อ Candida sp FW10. (New sp.) เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส ชานอ้อย 
และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 4.0 5.0  และ 7.0 อุณหภูมิ 25 ºC  เชื อส่วนใหญ่ เจริญและสร้าง
เอนไซม์ได้ดีเมื่อใช้กลูโคสและ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน  ที่ pH 4.0 อุณหภูมิ 25 ºC   

 
ตารางท่ี 6.2 สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์  บีต้ากลูโคสิเดส จ านวน 8 ตัวคือ  

รหัสเชื้อ 

แหล่งคารบ์อนที่เหมาะสม(กลูโคส 1%, 
CMC 1%, ชานอ้อย1%,  ฟางข้าว1%) 

 
pH ที่เหมาะสม(4.0, 5.0, 6.0, 7.0) 

อุณหภูมิที่เหมาะสม(25, 30, 35 °C) 
 

extracellular 
enzyme 

Whole 
cell assay 

 

จ านวน 
cell 

 

extracellular 
enzyme 

Whole 
cell assay 

 

จ านวน 
cell 

 

extracellular 
enzyme 

Whole 
cell assay 

 

จ านวน 
cell 

 

S11-1 กลูโคส CMC กลูโคส 5.0 7.0 7.0 35 25 25 

HT4-37 กลูโคส กลูโคส กลูโคส 5.0 7.0 5.0 30 35 25 

L3 กลูโคส กลูโคส กลูโคส 6.0 6.0 5.0 30 25 30 
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HFr2-24 ชานอ้อย CMC กลูโคส 4.0 5.0 7.0 25 25 30 

HS1-8 ฟางข้าว กลูโคส กลูโคส 5.0 4.0 4.0 25 25 25 

PM05 กลูโคส กลูโคส กลูโคส 7.0 4.0 7.0 30 30 25 

PM34 กลูโคส CMC กลูโคส 5.0 4.0 5.0 25 25 25 

PM47 กลูโคส กลูโคส กลูโคส 5.0 4.0 4.0 35 35 25 

  
เมื่อท้าการทดสอบ แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม pH ที่เหมาะสมและ อุณหภูมิที่เหมาะสม พบว่า  
เชื อ Debaryomyces sp. S11-1 ( New sp.) เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส 

และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 5.0 และ 7.0  อุณหภูมิ 25 ºC และ 35 ºC  
เชื อ  Wickerhamomyces sp. HT4-37 (sister sp.) เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ 

กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 5.0 และ 7.0  อุณหภูมิ 30 ºC และ 35 ºC  
เชื อ  Hanseniaspora occidentalis L3 เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส เป็น

แหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 5.0 และ 6.0  อุณหภูมิ 25 ºC และ 30 ºC   
เชื อ Candida sp. HFr2-24 (sister sp.)  เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส ชาน

อ้อย และ CMC เป็นแหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 7.0 4.0 และ 5.0  อุณหภูมิ 25 ºC และ 30 ºC   
เชื อ Lindnera subsufficiens  HS1-8    เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส และ ฟาง

ข้าว เป็นแหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 4.0 และ 5.0  อุณหภูมิ 25 ºC  
เชื อ Candida sp. PM05 ( New sp.)เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส เป็นแหล่ง

คาร์บอน และ ที่ pH 4.0 และ 7.0  อุณหภูมิ 25 ºC และ 30 ºC  
เชื อ PM34, Torulaspora  pretoriensis เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส และ 

CMC  เป็นแหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 4.0 และ 5.0  อุณหภูมิ 25 ºC  
เชื อ  Torulaspora sp. PM47 ( New sp.) เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดเมื่อใช้ กลูโคส เป็น

แหล่งคาร์บอน และ ที่ pH 4.0 และ 5.0  อุณหภูมิ 25 ºC และ 35 ºC 
เชื อยีสต์ส่วนใหญ่ สามารถเจริญและสร้างเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และ บีต้ากลูโคซิเดส ได้ดี

สุดเมื่อใช้กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน ที่ pH 5.0 และอุณหภูมิ 25 ºC  เมื่อทราบสภาวะที่เหมาะสมของการผลิต
เอนไซม์ สามารถน้าไปใช้ในการเลี ยงยีสต์เพ่ือให้ผลิตเอนไซม์ได้สูงที่สุด ให้มีประสิทธิภาพมากขึ น ซึ่งเอนไซม์
ของยีสต์ทั งสองนี สามารถน้าไปใช้ในการย่อยสลายเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ที่ประกอบด้วยเซลลูโลส
ต่างๆ ให้ได้เป็นน ้าตาลกลูโคสออกมา และผลผลิตที่ได้ คือ กลูโคสไปใช้ในผลิตไบโอเอทานอลต่อไปในอนาคต 
ซึ่งเป็นการน้าไปใช้เป็นพลังงานทดแทนที่ส้าคัญ ท้าการส่งเสริมและเผยแพร่การผลิตไบโอเอทานอลที่สามารถ
ผลิตได้อย่างง่าย ไม่ซับซ้อน ท้าให้ประชาชนสามารถผลิตพลังงานทดแทนขึ นมาใช้ได้เอง และท้าให้ประชาชน
สามารถพ่ึงพาตัวเองได้จากการผลิตพลังงานทดแทนขึ นมาใช้เอง  สามารถเพ่ิมรายได้และแก้ปัญหาเศษวัสดุ
เหลือใช้ทางการเกษตรที่มีอยู่มากมาย ยังช่วยลดการน้าเข้าพลังงานปิโตรเลียมจากต่างประเทศได้เป็นจ้านวน
มาก ช่วยแก้ปัญหามลภาวะทางสิ่งแวดล้อมเพราะพลังงานทดแทนเป็นพลังงานที่สะอาด ไม่ท้าลายสิ่งแวดล้อม  

การใช้ยีสต์ในการผลิตเอนไซม์เนื่องจากยีสต์เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว และ
ต้องการพื นที่น้อย เจริญได้ดีในทุกฤดูกาล  
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อาหารเลี้ยงเช้ือ 
1. Yeast  extract –malt extract (YM ) agar pH 5.0 
 Glucose     10  g. 
 Peptone     5 g. 
 Yeast extract     3 g. 
 Malt extract     3 g. 
 Agar      15 g. 
 น ้ากลั่น      1000 ml 
2. Yeast  extract –malt extract (YM ) broth pH 5.0 
 Glucose     10  g. 
 Peptone     5 g. 
 Yeast extract     3 g. 
 Malt extract     3 g. 
 น ้ากลั่น      1000 ml 
3. Yeast extract peptone dextrose (YPD  broth) pH 5.0 
 Glucose     20 g. 
 Yeast extract     20 g. 
 Peptone      10 g. 
 น ้ากลั่น      1000 ml 
4. YNB agar (Yeast Nitrogen Base /W/O amino acids) 
 Yeast Nitrogen Base    1.7 g. 
 Ammonium sulfate    5 g. 
 Agar      20 g. 
 น ้ากลั่น       1000 ml 
5. Carboxymethylcellulose agar(CMC agar) pH 5.0 
 Glucose     5 g. 
 Peptone     5 g. 
 Yeast extract     3 g. 
 Malt extract     3 g. 
 Agar      15 g. 
 0.5% CMC     5 g. 
 น ้ากลั่น      1000 g. 

ภาคผนวก ข 
สารเคมี 

การเตรียม congo red 
 Stock NaCl  

 NaCl     30 gm. 
 100% alcohol    800 ml 
 น ้ากลั่น      200 ml 
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Stock working solution 
 Stock NaCl    50 ml 
 1% NaOH    0.5 ml 
Congo red 
 Congo red     0.1 g. 
 Stock NaCl    500 ml 

Citrate  phosphate buffer 
0.1 M citric  acid    21 g/l 
0.2 M Na2HPO4.7H2O    53.6 g/l 

1% Carboxymethylcellulose 
  Carboxymethylcellulose   1  g. 
  น ้ากลั่น       100 ml 
Standards  glucose 
  D-glucose     0.1 g. 
  น ้ากลั่น       100 ml 
DNS (Dinitrosalicylic ) 
  DNS      2 g 
  NaOH      4 g 
  NaPO4 tratate      40 g 
  น ้ากลั่น       200 ml 
0.004 % (w/v) MUG (4-methylumbelliferyl-β-D-glucoside) 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
การทดสอบกิจกรรมเอนไซม ์

คาร์บอกซีเมททิลเซลลูเลส 
ตารางภาคผนวกที่ 1 ตารางการทดสอบ Glucose มาตรฐาน เพื่อหาปริมาณ reducing sugar ของกราฟ
มาตรฐาน 

Glucose มาตรฐาน (ug/mL) OD 540 (nm) 
100 0.029 
200 0.100 
300 0.181 
400 0.248 
500 0.333 
800 0.571 
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รูปภาคผนวกที่ 1 กราฟมาตรฐานของ reducing sugar 

 
 
 
 
 
 

 
 

ตารางภาคผนวกที่ 2 กิจกรรมของเอนไซม์ คาร์บอกซีเมททิลเซลลูเลส และ คัดเลือกมา 8 ตัว 

เชื อรหัส ช่ือเชื อ แหล่งที่เก็บ 
Activity (วันท่ี 1) 

Activity (วันท่ี 2) 
 

Activity (วันท่ี 3) 

Extra 
cellular 

Whole 
cell  

Extra 
cellular 

Whole 
cell  

Extra 
cellular 

Whole 
cell  

PM40 Pichia  guilliermondii ดินเขื่อนภูตากา ไม่พบ 2.69 90.65 8.24 92.50 45.28 

PM47 Candida  sp.( New sp.) 
มะกอกเกลื อน

ป่าภูตากา 
184.63 20.74 222.13 7.78 109.17 36.94 

FW10 Candida sp. (New sp.) เขื่อนจุฬาภรณ ์ 285.56 36.94 226.30 ไม่พบ 92.96 57.31 

PM05 Candida sp. ( New sp.) 
ดอกยางเขื่อน 

จุฬาภรณ ์
41.57 32.31 34.63 36.02 32.31 17.50 

PM34 
Torulaspora  sp. 

( New sp.) 
ดินแปลงที่ 3 

เขื่อนจุฬาภรณ ์
249.44 11.02 36.48 9.17 45.74 ไม่พบ 

S2-1-2 
Kluyveromyces 

africanus AY048159.1 
เขื่อนจุฬาภรณ ์ ไม่พบ 39.72 72.59 ไม่พบ 103.15 64.26 

S3-9 
Kluyveromyces  

africanus  NRRLY8276, 
เขื่อนจุฬาภรณ ์ 171.67 21.67 81.39 72.59 ไม่พบ 41.11 

y = 0.0008x - 0.0538 
R² = 0.9993 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 200 400 600 800 1000

OD 540 (nm) 

reducing sugar (µg/ml) 

Activity of cellulase   =  reducing sugar x V x D 

                                         30 x 0.5 

เปลี่ยนหน่วย reducing sugar mM = reducing sugar x 1000 

              180  
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109-1 Candida orthopsilosis 
ลูกฮัมบัวเขื่อน

อุบลรัตน ์
92.50 25.83 29.54 ไม่พบ 115.19 ไม่พบ 

201-2  เขื่อนอุบลรัตน ์ 161.48 30.46 111.02 29.54 36.94 71.67 

204-1 Pichia fabianii 
ใบไม้เขื่อน 
อุบลรัตน ์

21.20 26.76 NT NT 44.81 24.91 

214-1 Candida orthopsilosis 
ใบไม้เขื่อน 
อุบลรัตน ์

386.48 21.20 91.11 22.13 81.39 85.09 

F5-1 Candida  sp. (New sp.) 
ดอกไม้เขื่อน 
อุบลรัตน ์

19.81 28.15 NT NT 44.35 28.15 

S1-1 Candida tropicalis 
ดินเขื่อน 
อุบลรัตน ์

20.28 ไม่พบ NT NT 45.28 47.13 

HFr1-3 Candida nitrativorans 
ผลต้นเชือก
เขื่อนห้วยกุ่ม 

ไม่พบ 18.43 184.63 20.28 55.93 67.96 

HS1-26 Candida sp.(sister sp.) ดินเขื่อนห้วยกุ่ม 53.61 17.50 42.50 27.69 23.06 19.35 

HT4-37 
Wickerhamomyces sp. 

(sister sp.) 
เขื่อนห้วยกุ่ม ไม่พบ 15.65 31.39 22.13 16.57 12.87 

***NT = not test 

 

 
บีต้ากลูโคสิเดส 
ตารางภาคผนวกที่ 3 การทดสอบ standard pNP 

standard pNP (mM) OD 405 nm 
0 0 
50 0.27 
100 0.515 
150 0.761 
200 1.051 
250 1.212 
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รูปภาคผนวกที่ 2 กราฟมาตรฐานของเอนไซม์   บีต้ากลูโคสิเดส 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ตารางภาคผนวกที่ 4 กิจกรรมของเอนไซม์ บีต้ากลูโคสิเดส  

 
เชื อรหัส 

 
ช่ือเชื อ 

 
แหล่งที่เก็บ 

Activity (วันท่ี 1) 
Activity (วันท่ี 2) 

 
Activity (วันท่ี 3) 

Extra 
cellular 

Intra 
cellular 

Extra 
cellular 

Intra 
cellular 

Extra 
cellular 

Intra 
cellular 

PM47 Candida sp.( New sp.) 
มะกอกเกลื อน
เขื่อนภูตากา 

0.1 3.5 0.6 4.7 0.7 2.3 

L3 
Hanseniaspora 
occidentalis 

เขื่อนจุฬาภรณ ์ ไม่พบ 6.1 ไม่พบ ไม่พบ 2.1 2.1 

S2-1-2 
Kluyveromyces 
africanus 

เขื่อนจุฬาภรณ ์ 0.5 0.5 0.3 0.5 ไม่พบ ไม่พบ 

214-1 Candida orthopsilosis 
ใบไม้เขื่อน 
อุบลรัตน ์

2.6 2.1 0.6 ไม่พบ 0.4 ไม่พบ 

F14-2 Candida sp. 
ดอกไม้เขื่อน 

อุบลรัตน ์
0.4 ไม่พบ 0.6 1.6 ไม่พบ 10.2 

S11-1 
Debaryomyces sp. 
( New sp.) 

ดินเขื่อนอุบล
รัตน ์

ไม่พบ 0.4 NT NT 0.4 12.6 

y = 0.0049x + 0.017 
R² = 0.9962 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 50 100 150 200 250 300standard pNP (mM) 

OD 405 nm 

Activity of   beta-glucosidase  =  pNP x 0.3 x 10 x D 

                  30 
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HFr1-5 
Williopsis saturnus 
var. subsufficiens 

ผลต้นเชือก 
เขื่อนห้วยกุ่ม 

0.4 1.8 1.3 4.6 0.6 2.6 

HT1-9 
Scheffersomyces sp. 
( New sp.) 

เปลือกตะแบก
เขื่อนห้วยกุ่ม 

ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 0.6 ไม่พบ 2.0 

HFr2-24 Candida sp. (sister sp.) 
มะหวด 

เขื่อนห้วยกุ่ม 
17.6 25.7 NT NT 43.5 12.7 

HS1-8 Lindnera subsufficiens   ดินเขื่อนห้วยกุ่ม 7.8 ไม่พบ NT NT 9.5 26.3 
HS1-26 Candida sp. (sister sp.) ดินเขื่อนห้วยกุ่ม ไม่พบ 1 0.1 0.2 ไม่พบ 2.2 

HT1-6 Candida nitrativorans 
ชายผ้าสดีา 

เขื่อนห้วยกุ่ม 
ไม่พบ 13.3 ไม่พบ 1.2 ไม่พบ 9.1 

HT4-37 
Wickerhamomyces sp. 
(sister sp.) 

เขื่อนห้วยกุ่ม 8.1 23.1 8.4 25.6 7.2 19.8 

PM05 Candida sp. ( New sp.) 
ดอกยางเขื่อน 

จุฬาภรณ ์
0 0 NT NT 0 0 

PM34 
Torulaspora  sp. 
( New sp.) 

ดินแปลงที่ 3 
เขื่อนจุฬาภรณ ์

0.15 0.82 NT NT 0.19 4.37 

  *** NT = not  test 
 
 

ภาคผนวก ง 
ลักษณะต่าง ๆของยีสต ์ 

ตารางภาคผนวกที่ 5 ลักษณะโคโลนีและรูปร่างเซลล์ยีสต์ 
Isolate โคโลน ี เซลล์ ลักษณะโคโลนีที่พบ 

Pichia  
guilliermondii PM40 

 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Candida  sp PM47 
.  

( New sp.) 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 
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Candida sp. FW10 
 

( New sp.) 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Candida sp. PM05 
 ( New sp.) 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Torulaspora sp. 
PM34 

 ( New sp.) 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Kluyveromyces 
africanus S2-1-2 

 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Candida 
orthopsilosis 109-1 

 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 
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201-2 

  

โคโลนีใหญ่ สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน ผิวด้าน 
ขอบหยัก ตรงกลาง

ขาว 

Pichia fabianii 204-1 
 

  

โคโลนีใหญ ่สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Candida 
orthopsilosis 214-1 

 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Candida  sp. F5-1 
 (New sp.) 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน ผิวด้าน 

Candida tropicalis 
S1-1 

 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  ไมม่ัน

วาว 



95 
 

Candida 
nitrativorans HFr1-3 

 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Candida sp. HS1-26 
 (sister sp.) 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน ผิวด้าน 

 
 

Wickerhamomyces 
sp. HT4-37 (sister 

sp.) 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Hanseniaspora 
occidentalis L3 

 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Candida sp. F14-2 
 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 
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Debaryomyces sp.  
S11-1 ( New sp.) 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Williopsis saturnus 
var. subsufficiens 

HFr1-5 
 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน ผิวด้าน 

Scheffersomyces sp. 
HT1-9  ( New sp.) 

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

Candida sp. HFr2-24 
 (sister sp.) 

  

โคโลนีใหญ่ สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน ขอบ

หยัก ผิวด้าน 

Lindnera 
subsufficiens  HS1-8 

  

โคโลนีใหญ่ สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน ผิว

ขรุขระ 
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HT1-6 
Candida 

nitrativorans  

  

โคโลนีเล็ก สีขาวขุ่น 
กลม โค้งนูน  มันวาว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


