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กิจกรรมของเอนไซมไ์ดสู้งสุดเท่ากบั 1.41 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

 

     /  /  

ลายมือช่ือนิสิต  ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั   



 

Muranee  Boriboonsook  2014: Optimization for Carboxymethylcellulase Production 

by Thermophilic Bacteria from Soil.  Master of  Science (Biotechnology), Major Field: 

Biotechnology, Department of  Biotechnology.  Thesis Advisor:  Associate Professor 

Mangkorn  Rodprapakorn, Ph.D. 97 pages. 

 

 

The effect of carbon sources from agricultural wastes including rice straw, coconut 

husk, corn peel, corncob and sawdust at 1% (w/v). for Carboxymethylcellulase (CMCase) 

production of Thermobifida fusca PA 1-1 was investigated. In this study, pretreated rice straw 

induced the highest CMCase activity, next below were corncob, corn peel, sawdust and coconut 

husk, respectively. The highest CMCase activity of 0.975 U/ml. was released on 5th day at pH 

6.99-7.12 by induction of pretreated rice straw. The effect of nitrogen sources including 

peptone, ammonium sulphate, yeast extract, malt extract and baker’s yeast for CMCase 

production of T.  fusca PA 1-1 was investigated. Yeast extract showed the highest CMCase 

activity, next below are baker’s yeast, peptone, malt extract and ammonium sulphate, 

respectively. The highest CMCase activity of 1.294 U/ml was released on 5th day at pH 6.99-

7.12 by using yeast extract as nitrogen source. However, price of yeast extract is expensive. 

Therefore, the cheaper baker’s yeast was selected to be used as nitrogen source. The 

optimization of CMCase production was studied using the response surface methodology with 

carbon source and nitrogen source. It was found that the most significant factors influencing 

enzyme production were both carbon source and nitrogen source (p < 0.05). The second order 

polynomial regression model was obtained with an R2 of 0.903(p < 0.05). From the result of the 

optimization, maximum CMCase activity at 1 U/ml was achieved at carbon source 1.75 % 

(w/v). and nitrogen source 2 % (w/v). To confirm the applicability of the model, T. fusca PA 1-1 

was cultured at this condition in a shaking flask. And the highest CMCase activities was 

measured at 1.41 U/ml. 
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ค9 กิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใช้สารสกดัมอล์ตความ

เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 94 

ค10 กิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใช้ยีสต์ขนมปังความ

เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 94 

ค11 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของสมการแสดงกิจกรรมของ

เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 95 

ค12 กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในฟลาสกจ์าก T. fusca PA 1-1 

เพื่อยนืยนัความแม่นยาํจากการทาํนายค่าการวิเคราะห์ดว้ยพื้นท่ีผวิแบบ

ตอบสนอง 95 

ค13 กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีไดจ้ากการทาํนายและการ 

ทดลองท่ีสภาวะเหมาะสม 96 

   

   

   

    

   

   

   

   

   

   

   



 

(4) 

 

สารบัญภาพ  

ภาพที ่ หน้า 

  

1 โครงสร้างสายเซลลูโลส 4 

2 กลไกการทาํงานของเอนไซมเ์ซลลูเลส 8 

3 กลไกการทาํงานของเอนไซมใ์นระบบ Noncomplexed cellulase system (A) และ 

Complexed cellulase system (B) บนโครงสร้างของเซลลูโลสท่ีเป็นระเบียบและไม่

เป็นระเบียบ 14 

4 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการผลิต

เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชซ้งัขา้วโพดความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดย

นํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน 45 

5 ลกัษณะอาหารสูตร Minimal medium (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988)  

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลิลิตร ท่ีเติมแหล่งคาร์บอนและแหล่ง

ไนโตรเจนชนิดต่างๆ 46 

6 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการผลิต

เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใช้ฟางข้าวความเข้มขน้ 1 เปอร์เซ็นต์โดย

นํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน 47 

7 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการผลิต

เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชขุ้ยมะพร้าวความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดย

นํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน 48 

8 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการผลิต

เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์

โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน 49 

9 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการผลิต

เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใช้ข้ีเล่ือยความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดย

นํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน   50 

10 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการผลิต

เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใช้เปปโตนความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์โดย

นํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจน   52 

     



 

(5) 

 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

ภาพที ่ หน้า 

  

11 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการผลิต

เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใช้แอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 1 

เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 53 

12 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการผลิต

เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชส้ารสกดัยีสตค์วามเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์

โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 54 

13 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการผลิต

เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใช้สารสกัดมอลต์ความเข้มข้น 1 

เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 55 

14 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการผลิต

เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชย้ีสต์ขนมปังความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์

โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 57 

15 การวเิคราะห์หาพื้นผิวการตอบสนองของการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลู- 

เลสจาก T. fusca PA 1-1 ท่ีแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนระดบัต่างๆ 62 

16 Contour plot ของปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก 

T. fusca PA 1-1 63 

17 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล

เซลลูเลสในฟลาสก ์ 63 

   

ภาพผนวกที่  

   

ก1 กราฟมาตรฐานการหาปริมาณของนํ้าตาลกลูโคสโดยวธีิ DNS 87 

   

   

   

   

 



 

(6) 

 

คาํอธิบายสัญลกัษณ์และคาํย่อ 

 
CMC  = carboxymethylcellulose 

CMCase = carboxymetylcellulase 

U/ml  = unit per milliliter 

µm  = micrometer 
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การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลสจากแบคทเีรีย 

ชอบความร้อนสูงในดิน 

 

Optimization for Carboxymethylcellulase Production by  

Thermophilic Bacteria from Soil 

 

คาํนํา 

 

เซลลูโลส (cellulose) เป็นสารประกอบอินทรียท่ี์มีอยูม่ากในส่ิงแวดลอ้ม สามารถหาไดง่้าย

เม่ือเทียบกบัสารประกอบอินทรียช์นิดอ่ืน พบไดท้ัว่ไปในผนงัเซลล์ของพืชชั้นสูงทุกชนิด สาหร่าย

และ ราบางชนิด สําหรับในประเทศไทย ประชากรส่วนใหญ่ประกอบอาชีพเกษตรกรรม ซ่ึง

ก่อใหเ้กิดผลพลอยไดแ้ละวสัดุอินทรียท่ี์เหลือทิ้ง เช่นใบไม ้ก่ิงไม ้ข้ีเล่ือย และเศษวชัพืชจาํนวนมาก  

ซ่ึงจะส่งผลใหมี้เซลลูโลสสะสมในส่ิงแวดลอ้มเพิ่มข้ึนทุกปี ในปัจจุบนัไดมี้การนาํวสัดุเหลือทิ้งไป

ใชป้ระโยชน์อยา่งหลากหลาย แต่ก็ยงัมีเหลือทิ้งอีกจาํนวนมาก ก่อให้เกิดปัญหามลภาวะข้ึน ดงัเช่น

ปรากฏการณ์หมอกควนัมากผดิปกติ ครอบคลุมเขตภาคเหนือตอนบนในช่วงฤดูร้อน การเกิดไฟป่า 

ดงันั้นการคิดหาวิธีนาํเศษใบไมแ้ละวชัพืชไปแปรรูปหรือเพิ่มมูลค่า เช่น การนาํไปผลิตปุ๋ยหมกั 

หรือเป็นสารตั้งตน้ในการผลิตพลงังานทดแทน จึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงในการแกปั้ญหาดงักล่าว ใน

การใชเ้ศษใบไมแ้ละวชัพืชเป็นสารตั้งตน้นั้น จาํเป็นตอ้งอาศยัเอนไซมเ์ซลลูเลส (cellulase) เขา้ทาํ

การยอ่ยสลายเซลลูโลส เพื่อผลิตนํ้าตาลออกมาก่อน  

 

เอนไซม์เซลลูเลสน้ีพบไดใ้นส่ิงมีชีวิตหลายชนิดรวมทั้งจุลินทรีย ์ โดยเอนไซม์ท่ีไดจ้าก

จุลินทรียเ์ป็นเอนไซม์ท่ีผลิตออกมาสู่ภายนอกเซลล์ (extracellular enzyme) สามารถผลิตไดใ้น

ปริมาณสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัการผลิตโดยวิธีอ่ืน จุลินทรียท่ี์มีการศึกษาอย่างมาก ไดแ้ก่ เช้ือรา 

อยา่งไรก็ตามมีรายงานแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสได ้เช่น Clostridium 

sp., Pseudomonas sp., Actinomycete และ Streptomycetes เป็นตน้ ในการพฒันาการผลิตเอนไซม์

ให้มีประสิทธิภาพยิ่งข้ึนนั้น วิธีการหน่ึงคือ การเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญไดดี้ในอุณหภูมิสูง 

เน่ืองจากเป็นการลดการปนเป้ือนจากจุลินทรียอ่ื์น โดยเช้ือ Thermobifida fusca PA1-1เป็นจุลินทรีย์

ท่ีสามารถเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและสามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนท่ี
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เหมาะสมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส และเพื่อเป็นทางเลือกในการนาํไป

ประยกุตใ์ชใ้นการยอ่ยสลายเศษใบไม ้และวชัพืชเพื่อผลิตเป็นนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว เช่น กลูโคส  

เป็นตน้ อนัจะนาํไปสู่การสร้างพลงังานทดแทนไดใ้นอนาคต 
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วตัถุประสงค์ 

 

 1. ศึกษาแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ  

Thermobifida fusca PA 1-1  

 

 2. ศึกษาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ 

Thermobifida fusca PA 1-1 

 

 3. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ Thermobifida 

fusca PA 1-1 
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การตรวจเอกสาร 

 

1. เซลลูโลส (cellulose)  

 

   เซลลูโลสเป็นสารประกอบอินทรียท่ี์พบมากท่ีสุดประมาณ 45 เปอร์เซ็นต ์ของสารอินทรีย์

ทั้งหมดในธรรมชาติ ส่วนใหญ่สะสมอยูท่ี่ผนงัเซลล์ในพืชชั้นสูงทุกชนิด ซ่ึงมีส่วนประกอบของ

เซลลูโลสมากกวา่ 97-99 เปอร์เซ็นต ์จดัวา่เป็นเซลลูโลสบริสุทธ์ิ ประกอบดว้ย polymer chain เรียง

ขนานกนั และยดึกนัดว้ย dispersion force และ hydrogen bond ภายในโมเลกุลเซลลูโลสจึงยึด

ติดกนัแน่น ทาํให้เซลลูโลสทาํปฏิกิริยากบัสารต่างๆไดช้้า เซลลูโลสใน primary cell wall 

ประกอบดว้ยกลูโคสยาวประมาณ 2,000 โมเลกุล และ ไม่ตํ่ากวา่ 14,000 โมเลกุลใน secondary cell 

wall โดยโมเลกุลของเซลลูโลสจะเกาะกนัเป็นคู่ตามยาวและเรียงขนานกนัเป็นกลุ่ม 40 คู่ เรียกวา่ ไม

โครไฟบริล (microfibril) เพื่อใหค้วามแขง็แรงกบัผนงัเซลลข์องพืช (Fan et al., 1987)  

 

ในดา้นโครงสร้างทางเคมี เซลลูโลสเป็นสารประกอบคาร์โบไฮเดรตท่ีประกอบดว้ยหน่วย

ยอ่ยของนํ้ าตาลกลูโคส (glucose) จาํนวน 1,000-10,000 โมเลกุล ต่อกนัเป็นโพลีเมอร์ (polymer) 

เช่ือมกนัดว้ย β -1, 4-glycosidic bond ระหวา่ง alcoholic hydroxyl groups โดยโมเลกุลสายยาวของ

เซลลูโลสประกอบดว้ยกลูโคส 2,000-15,000 โมเลกุล และมีนํ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 20,000-

2,400,000 ดาลตนั (Dalton) การเรียงตวัของโมเลกุลเซลลูโลสมีลกัษณะเป็นเส้นตรง ไม่มีแขนงยอ่ย

มีสูตรเคมีทัว่ไป คือ (C6H10O5)n  เม่ือ n คือ จาํนวนหน่วยกลูโคสทั้งหมดท่ีประกอบกนัเป็น

โครงสร้าง (Fan et al., 1987)  

 

 
 

ภาพที ่1  โครงสร้างสายเซลลูโลส 

ทีม่า: Ott (1954) 
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ประชากรส่วนใหญ่ในประเทศไทยประกอบอาชีพเกษตรกรรม ทาํให้มีผลพลอยได ้และ

วสัดุอินทรียท่ี์เหลือทิ้ง เช่น ใบไม ้และเศษวชัพืช จาํนวนมาก ก่อให้เกิดปัญหาขยะมูลฝอยตามมา

การคิดหาวธีินาํเศษอินทรียเ์หลือทิ้งเหล่าน้ีไปแปรรูปหรือเพิ่มมูลค่าจะสามารถช่วยแกปั้ญหาเหล่าน้ี

ไดส่้วนหน่ึง 
 
เซลลูโลสเม่ือนาํมาสลายจะใหก้ลูโคสซ่ึงสามารถเปล่ียนต่อไปจนไดแ้อลกอฮอล์ อะซีโตน

และสารประกอบอินทรียอ่ื์นๆ เป็นตน้ ไดมี้การศึกษาการย่อยสลายสารประกอบเซลลูโลสกนัมา

นาน วธีิท่ีนิยมใชมี้ 2 วธีิ (สมภพ, 2529) คือ 

 
1.1.วิธีทางเคมี เป็นการย่อยสลายเซลลูโลสโดยใช้กรดท่ีมีความเขม้ขน้สูงภายใตอุ้ณหภูมิ

สูงทาํใหไ้ดก้ลูโคสแต่จะมีปริมาณตํ่าและเกิดผลิตภณัฑท่ี์ไม่ตอ้งการรวมอยูด่ว้ย 

 

1.2 วธีิทางชีวภาพ เป็นการยอ่ยสลายสารประกอบเซลลูโลสดว้ยเอนไซมท่ี์ไดจ้ากจุลินทรีย์

เช่น เช้ือรา แบคทีเรีย โดยเอนไซม์ท่ีจุลินทรีย์ผลิตออกมาสามารถไฮโดรไลส์เซลลูโลสให้เป็น

กลูโคส ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนไม่รุนแรง และไม่เกิดปฏิกิริยาท่ีไม่ต้องการ เพราะเอนไซม์จะมี

ความจาํเพาะเจาะจงต่อสารประกอบเซลลูโลสมาก 

 
2. เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) 

 

จุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสมีหลายชนิด จดัอยู่ในกลุ่มทั้ง

แบคทีเรียและรา ทั้งชนิดท่ีใชอ้ากาศและไม่ใช้อากาศ รวมทั้งชนิดท่ีสามารถเจริญไดดี้ทั้งอุณหภูมิ

ปานกลางและสูง (Bhat and Bhat, 1997) เอนไซมเ์ซลลูเลสแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ 

 

2.1 เอนไซม์เอนโดกลูคาเนส (EC 3.2.1.4; 1,4-ß-D glucan 4-glucanohydrolase) หรือ

เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ทาํหน้าท่ีในการตัดพนัธะ ß-1,4-glycosidic ของโมเลกุล

เซลลูโลสแบบสุ่ม จาํเพาะต่อโครงสร้างในลกัษณะรูปร่างไม่เป็นระเบียบ เซลลูโลสท่ีมีกลุ่มอ่ืนเขา้

แทนท่ี (substituted cellulose) และเซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ (cello-oligosacharide) เช่น acid 

swollen cellulose เบตา้-กลูแคน คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส แต่ไม่แสดงกิจกรรมต่อเซลลูโลสท่ีมี

โครงสร้างเรียงตวัป็นระเบียบ (crystalline cellulose) การทาํงานของเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสทาํให้
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ระดบัของการเกิดโพลิเมอร์ของเซลลูโลส (degree of polymerization) ลดลงอยา่งรวดเร็ว ผลจาก

การยอ่ยจะไดโ้พลีแซคคาไรดส์ายสั้น นํ้าตาลกลูโคส และนํ้าตาลเซลโลไบโอส (Wood, 1992) 

 

2.2 เอนไซมเ์ซลโลไบโอไฮโดรเลส หรือเอนไซมเ์อกโซกลูคาเนส (EC 3.2.1.91; 1,4-ß-D 

glucan; cellobiohydrolase (CHB)) ทาํหน้าท่ีตดัพนัธะ ß-1,4 glycoside จากปลายของสายโซ่

เซลลูโลส ซ่ึงอาจยอ่ยจากปลายรีดิวซ์ (reducing end) หรือปลายนอนรีดิวซ์ (non-reducing end) 

(Ericksson and Wood, 1985; Terri, 1997) มีความจาํเพาะต่อโครงสร้างในลกัษณะท่ีเรียงตวัเป็น

ระเบียบ (crystalline cellulose) ไดผ้ลผลิตเป็นนํ้ าตาลเซลโลไบโอส การทาํงานคลา้ยกบัเอนไซม์

เอนโดกลูคาเนส คือแสดงกิจกรรมต่อเซลลูโลสท่ีมีโครงสร้างเรียงตวัไม่เป็นระเบียบ (amorphous 

cellulose) เซลโลโอลิโกแซคคาไรด ์นํ้าตาลเซลโลไบโอส คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส และไฮดรอกซี

เอธิลเซลลูโลส (สุนีย,์ 2544) นอกจากน้ีเอนไซมย์งัสามารถยอ่ยสับสเตรทท่ีสังเคราะห์ข้ึน ไดแ้ก่ p-

nitrophenyl-ß-D-cellobioside และ nitrophenyl-ß-D-lactoside  

 

2.3 เอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดส (EC 3.2.1.21; ß-D-glucoside glucohydrolase) ทาํหนา้ท่ียอ่ย

สลายนํ้ าตาลเซลโลไบโอส หรือเซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีละลายนํ้ า นอกจากน้ียงัพบวา่เอนไซม์

เบต้า-กลูโคซิเดส สามารถย่อยสับสเตรทสังเคราะห์บางชนิด เช่น p-nitrophenyl glucoside, 4-

methyllumbellifery glucoside (Wood, 1992) 

 

อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เอนโดกลูคาเนสและเอนไซม์เอกโซกลู-

คาเนสนั้นมีความยาก เน่ืองจากไม่มีสับสเตรทท่ีจาํเพาะต่อกิจกรรมของเอนไซม์แต่ละชนิด อีกทั้ง

การย่อยสลายโมเลกุลเซลลูโลสยงัเกิดในลกัษณะการทาํงานร่วมกนัของเอนไซม์ทั้ง 3 กิจกรรม 

(Wood, 1992) โดยกลไกการทาํงานของเอนไซม์เซลลูเลสในการย่อยสลายโมเลกุลเซลลูโลสจะ

เกิดข้ึนในลกัษณะการทานเสริมกนั (synergism) ของเอนไซมแ์ต่ละชนิด เอนไซมเ์อนโดกลูคาเนส

จะย่อยโมเลกุลเซลลูโลสในส่วนโครงสร้างท่ีไม่เป็นระเบียบแบบสุ่ม เน่ืองจากการท่ีเอนไซม์ไม่มี

แอกทีฟไซต ์(active site) ท่ีมีลกัษณะเป็นช่องเปิด (groove) ทาํให้เกิดปลายดา้นรีดิวซ์และปลาย

นอนรีดิวซ์ และเอนไซม์ CBH เป็นเอนไซม์ท่ีแอกทีฟไซต์มีลกัษณะเป็นโพรง (tunnel) (Terri, 

1997) ซ่ึงมีความเหมาะสมในการเขา้ยอ่ยท่ีส่วนปลายทั้งสองน้ี ทาํให้เกิดการยอ่ยส่วนโครงสร้างท่ี

เป็นระเบียบของเซลลูโลส และเอนไซม์เบตา้-กลูโคซิเดสจะเขา้ย่อยนํ้ าตาลเซลโลไบโอสไดเ้ป็น

นํ้ าตาลกลูโคสต่อไป การทาํงานแบบน้ีเรียกว่า endo-exo synergism การทาํงานแบบเสริมกนัน้ี 
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สามารถพบไดใ้นเช้ือราท่ีใชอ้ากาศ เช่น Trichoderma ressei, Penicillium pinophilum, Trichoderma 

koningii และ Phanerochaete crysosporium เป็นตน้ (Bhat and Bhat, 1997) 

 

   ดงันั้น crystalline cellulose จะถูกยอ่ยไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพโดยการทาํงานร่วมกนัของ

เอนไซมท์ั้ง 3 ชนิด ส่วนสับสเตรทท่ีมีเซลลูโลสเป็นองคป์ระกอบท่ีถูกยอ่ย โดยเอนไซมเ์ซลลูเลส

ชนิดเดียว คือ acid-swollen cellulose, carboxymethyl-cellulose (CMC), cellulose azure และ 

trinitrophenyl carboxymethyl-cellulose ซ่ึงจะถูกยอ่ยโดยเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนส ส่วนสับสเตรท

ท่ีถูกยอ่ยไดด้ว้ยเอนไซมเ์อกโซกลูคาเนส ไดแ้ก่ MUC (methylumbelliferyl- ß-D-cellobiose) และ 

pNPC (p-nitrophenyl- ß-D-cellobioside) ส่วน MUG (methylumbelliferyl- ß-D-glycopyranoside) 

และ pNPG (p-nitrophynyl-ß-D-glycopyranoside) ถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดส นอกจากน้ี

สับสเตรทท่ีถูกยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ 2 ชนิดร่วมกนัไดแ้ก่ filter paper และ avicel ซ่ึงเป็นการทาํงาน

ร่วมกนัของเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสและเอกโซกลูคาเนส (Han et al., 1995) ภาพท่ี 2 แสดงลาํดบั

การเขา้ทาํปฏิกิริยาการย่อยสลายเซลลูโลสของระบบเอนไซม์เซลลูเลส โดยทัว่ไปจุลินทรีย์ท่ี

สามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสได ้ ไดแ้ก่ รา แบคทีเรีย และ แอคติโนมยัซีท โดยเฉพาะในรานั้น

สามารถผลิตเอนไซม์ไดใ้นปริมาณมากกว่าจุลินทรียอ่ื์นๆ แต่เอนไซม์จากราเกิดกิจกรรมไดดี้ท่ี

สภาวะท่ีเป็นกรด ส่วนเอนไซม์จากแบคทีเรียนั้นมีคุณสมบติัทนอุณหภูมิสูง และทนต่อความเป็น

ด่างไดดี้ ทาํใหน้าํเอนไซมเ์ซลลูเลสไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมต่างๆ ไดอ้ยา่งกวา้งขวาง  
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ภาพที ่2 กลไกการทาํงานของเอนไซมเ์ซลลูเลส 

 

ทีม่า: http://www.drpetry.de/artikel/artikel_1.html 

 

3. เอนไซม์เซลลูเลสในแบคทเีรีย 

 

 จุลินทรียเ์ป็นแหล่งผลิตเอนไซม์เซลลูเลสท่ีสําคญัท่ีสุด เน่ืองจากเอนไซม์ท่ีผลิตได้เป็น

เอนไซมท่ี์ผลิตออกสู่ภายนอกเซลล์ (extracellular enzyme) ทาํให้สะดวกต่อการสกดั สามารถผลิต

ไดป้ริมาณมาก ไม่ตอ้งใชพ้ื้นท่ีและเวลามากเหมือนกบัการผลิตโดยใชพ้ืชและสัตว ์ทาํให้ตน้ทุนใน

การผลิตตํ่า ถึงแมว้่าจุลินทรียก์ลุ่มสําคญัท่ีมีบทบาทในการย่อยสลายเซลลูโลสมกัพบในราและมี

การนํามาใช้ในทางการค้าทั้งอุตสาหกรรมอาหารและส่ิงทออย่างกวา้งขวาง จุลินทรีย์ในกลุ่ม

แบคทีเรียนั้ นมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้เช่นกัน เอนไซม์เซลลูเลสจาก

แบคทีเรียมีขอ้ดี คือ แบคทีเรียมีอตัราการเจริญท่ีเร็วกว่า และสามารถเก็บเก่ียวเอนไซม์ไดง่้ายกว่า 

เอนไซม์เซลลูเลสท่ีไดจ้ากแบคทีเรียบางชนิดสามารถทาํงานไดท่ี้อุณหภูมิสูง ซ่ึงนบัว่าเป็นขอ้ดีท่ี
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สามารถนาํไปใชไ้ดก้บัอุตสาหกรรมท่ีมีปัจจยัเก่ียวกบัความร้อนเขา้มาเก่ียวขอ้ง รวมทั้งยงัทนด่างได้

ดีกว่า (รุจิกาญจน์, 2546) แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์เซลลูเลสพบไดใ้นหลายกลุ่ม ไดแ้ก่ แบคทีเรีย

กลุ่มท่ีไม่ตอ้งการอากาศ โดยทัว่ไปเป็นแบคทีเรียแกรมบวก เช่น Clostridium, Rhuminococcus และ

Caldicellulosiruptor sp. นอกจากน้ียงัพบแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด เช่น Butyrivibrio และ

Acetivibrio แบคทีเรียท่ีใช้อากาศแกรมบวก เช่น Cellulomonas Thermobifida Bacillus และ

แบคทีเรียในกลุ่มแอคติโนมยัซีท เช่น Micromonospora และ Streptomycetes นอกจากน้ียงัมี

แบคทีเรียในกลุ่ม gliding bacteria ท่ีใชอ้ากาศ เช่น Cytophaga และ Spirocytophaga (Lynd et al., 

2002) ดงัแสดงในตารางท่ี 1 

 

การสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสในแบคทีเรียในกลุ่มท่ีใชอ้ากาศและไม่ใชอ้ากาศมีความแตกต่าง

กนั แบคทีเรียท่ีไม่ใช้อากาศจะย่อยสลายเซลลูโลสดว้ยการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสแบบซับซ้อน 

(complexed cellulase systems) จากออร์แกเนลท่ีเรียกวา่ เซลลูโลโซม (cellulosome) เอนไซมเ์ซลลู-

เลสจาก Clostridium thermocellum จะมีการผลิตออกมาทั้งบนผิวเซลล์และขบัออกสู่นํ้ าหมกั (Bok 

et al., 1998) อยา่งไรก็ตามการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสในแบคทีเรียกลุ่มท่ีไม่ใชอ้ากาศหลายกลุ่มจะ

ไม่สามารถวดัปริมาณเอนไซมท่ี์ปลดปล่อยลงสู่นํ้าหมกัอยา่งแน่นอนได ้เน่ืองจากเอนไซมส่์วนมาก

จะผลิตบนผิวเซลล์และชั้นไกลโคคาลิกซ์ แบคทีเรียในกลุ่มน้ีจะเจริญได้ดีขณะท่ีเซลล์ยึดจบักบั

สับสเตรท จากการหมกัเซลลูโลสดว้ยแบคทีเรียท่ีไม่ใช้อากาศจะให้ปริมาณเซลล์ตํ่า ไดส้ารท่ีเกิด

เป็นผลิตภณัฑ์จากการหมกัหลายชนิด ไดแ้ก่ เอทานอล กรดอินทรีย ์ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และ

ไฮโดรเจน สาํหรับจุลินทรียใ์นกลุ่มท่ีใชอ้ากาศทั้งราและแบคทีเรีย จะผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสขบัออก

นอกเซลล์ซ่ึงสามารถเก็บเก่ียวไดใ้นนํ้ าหมกั (Schwarz, 2001) เอนไซม์เซลลูเลสแต่ละชนิดจะ

ทาํงานร่วมกนั โดยเซลล์ไม่จาํเป็นตอ้งยึดจบักบัสับสเตรทเหมือนแบคทีเรียในกลุ่มท่ีไม่ใช้อากาศ 

Kauri and Kushner (1985) ทดลองแยกเซลล ์Cytophaga ออกจากเซลลูโลสโดยการแทรกแผน่กรอง

ระหวา่งชั้นเซลล์และสับสเตรท พบวา่แบคทีเรียสามารถยอ่ยสลายสับสเตรทได ้ซ่ึงแผน่กรองท่ีใส่

คัน่ลงไปจะเป็นตวัชะผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส และทาํให้ลดโอกาส

ท่ีจะเกิด Catabolic repression การหมกัแบบใช้อากาศของจุลินทรียก์ลุ่มน้ีจะไดจ้าํนวนเซลล์สูง 

นาํมาสู่การประยกุตใ์ชเ้พื่อผลิตโปรตีนจากเซลล์จุลินทรียโ์ดยการใชแ้หล่งเซลลูโลสเป็นสับสเตรท 

(El-Nawwi and El-Kader, 1996; Rodrı´guez and Gallardo, 1993) แบคทีเรียท่ีใชอ้ากาศท่ีคดัแยก

จากดินโดยทัว่ไปจะผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสชนิดทุติยภูมิ (secondary metabolism) ท่ีไม่สัมพนัธ์กบั

การเจริญ เช่น Bacillus, Micromonospora และ Thermobifida เป็นตน้โดยมีระยะพกัตวัแตกต่างกนั

และมีความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะไดห้ลากหลายชนิด (Lynd et al., 2002)  
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ตารางที ่1 จุลินทรียก์ลุ่มต่างๆ ท่ีผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 

 

ชนิด สายพนัธ์ุจุลินทรีย ์ ท่ีมา 

รา Cladorrhinum foecundissimum Rexova-Benkova (1973) 

 Aspergillus niger Kumar et al. (2000) 

 Fusarium oxysporum Christakopoulos et al. (1994) 

 Fusarium solani Qiu et al. (2000) 

 Humicola grisea var. thermoidea Wood (1969) 

 Neocallimastix frontalis Takashima et al. (1996) 

 Penicillium funiculosum Wilson and Wood (1992) 

 Penicillium janthinellum Wyk (1999) 

รา Penicillium pinophilum Bhat et al. (1990) 

 Phanerrochate chrysosporium Wang and Gao (2000) 

 Sporotrichum pulverulentum Eriksson (1978) 

 Sporotrichum thermophile Canevascini et al. (1979) 

 Talaromecys emersonii McHale and Coughlan (1980) 

 Thermoascus aurantiacus Khandke et al. (1989) 

 Trichoderma reesei Ilmén et al. (1997) 

 Trichoderma viridae Beldman et al. (1985) 

แบคทีเรีย Acetobacter xylinum Okamoto et al. (1994) 

 Acidothermus cellulolyticus Bergquist  et al. (1999) 

 Bacillus circulans Kim (1995) 

 Bacillus amyloliquefaciens Javier et al. (1998) 

 Bacillus pumilis Gordon at al. (1973) 

 Bacillus subtilis Nakamura et al. (1987) 

 Butyrivibrio fibbrisolvens Hungate (1966) 

 Caldibacillus cellovorans Bergquist  et al. (1999) 

 Caldicellulosiruptor saccharolyticum Rainey et al. (1994) 
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ตารางที ่1 (ต่อ) 

 

ชนิด                    สายพนัธ์ุจุลินทรีย ์                                                ท่ีมา 

แบคทีเรีย Cellulomonas biazotea Rajoka and Malik (1997) 

 Cellulomonas fimi Gilkes et al. (1997) 

 Cellulomonas flavigena Bagnara et al. (1978) 

 Cellulomonas uda Nishise et al. (1985) 

 Cellvibrio fulvus Shafer and King (1965) 

 Cellvibrio mixtus Fontes et al. (1998) 

 Clostridium absonum Rani and Nand (2000) 

 Clostridium cellulolyticum Bélaich et al. (1997) 

 Clostridium papyrosolvens Pohlschröder et al. (1995) 

 Clostridium thermocellum Yagüe et al. (1990) 

 Eubacterium cellulosolvens Van Gylswyk and Van der 

Toon (1986) 

 Fervidobacterium islandicum Huber et al. (1990) 

 Fibrobacter succinogenes Ozcan et al. (1996) 

 Halocella cellulolytica Simankova et al. (1993) 

 Pseudomonas fluorescens var.cellulosa Kim (1987) 

 Rhodothermus marinus Alfredsson et al. (1988) 

 Ruminococcus albus Attwood et al. (1995) 

 Ruminococcus flavefaciens Flint et al. (1989) 

 Spirochaeta thermophila Aksenova et al. (1992) 

 Thermotoga maritima 

Thermotoga neapolitana 

Bronnenmeier et al. (1995) 

Bok et al. (1998) 

แอคติโนมยัซีท Microbispora bispora Bartley et al. (1984) 

 Thermomonospora fusca Lin and Wilson (1988) 

 

 

ทีม่า: Lynd et al., (2002)  
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4. ข้อดีของการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (มุกดาและน่ิมนวล, 2527) 

 

 4.1 เอนไซมส์ามารถทาํงานไดดี้ท่ีอุณหภูมิตํ่า จึงเร่งปฏิกิริยาไดโ้ดยไม่ตอ้งให้ความร้อน ทาํ

ใหป้ระหยดัตน้ทุนในการผลิต 

 

 4.2 ปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซม์เป็นตวัเร่งจะเกิดได้เร็วกว่าปฏิกิริยาท่ีไม่มีเอนไซม์เน่ืองจาก

เอนไซมไ์ปลดพลงังานอิสระของการกระตุน้ปฏิกิริยาทาํใหป้ฏิกิริยาถึงสภาวะสมดุลไดเ้ร็ว 

 

 4.3 เอนไซมแ์ต่ละชนิดมีความจาํเพาะกบัสารตั้งตน้แต่ละชนิดดงันั้นผลผลิตท่ีไดจ้ะมีความ

บริสุทธ์ิมาก 

 

 4.4 ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้งเคียงข้ึน เน่ืองจากเอนไซมมี์ความจาํเพาะกบัสารตั้งตน้แต่ละชนิด 

 

 4.5 เอนไซมส์ามารถยอ่ยสลายสารท่ีมีโมเลกุลใหญ่ใหเ้ล็กลงไดต้ามท่ีตอ้งการ 

 

5. ระบบการทาํงานของเอนไซม์เซลลูเลส 

 

 เม่ือมีการยอ่ยสลายเซลลูโลสท่ีไม่ละลายนํ้ า จุลินทรียจ์ะมีการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสชนิดท่ี

ขบัออกนอกเซลล์ทั้งแบบท่ีสัมพนัธ์และไม่สัมพนัธ์กบัการเจริญของจุลินทรีย ์โครงสร้างหลกัของ

เอนไซม์เซลลูเลสท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายเซลลูโลส ได้แก่ ส่วนท่ีทาํหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยา 

(catalytic module) และส่วนท่ียึดจบักบัสับสเตรท (carbohydrate-binding module, CBM) โดย 

CBM จะไปจบักบัผิวของเซลลูโลส และพาส่วนย่อยสลายเขา้ใกลก้บัสับสเตรท เม่ือ CBM เร่ิม

ทาํงานจะส่งเสริมให้เกิดการผลิตเอนไซมเ์อกโซกลูคาเนส (Reese, 1976) เอนไซมเ์ซลลูเลสทั้งสาม

กลุ่ม ไดแ้ก่ เอนโดกลูคาเนส เอกโซกลูคาเนส และเบตา้-กลูโคซิเดสจะทาํงานเสริมกนั (synergism) 

ลกัษณะการทาํงานของเอนไซมเ์ซลลูเลสทั้งสามชนิดแบ่งไดเ้ป็น 1) การทาํงานร่วมกนัของเอนไซม์

เอนโดกลูคาเนสและเอกโซกลูคาเนส 2) การทาํงานของเอนไซมเ์อกโซกลูคาเนสโดยตดัท่ีปลาย

รีดิวซ์และนอนรีดิวซ์ของสายโพลีแซคคาไรด์ 3) การทาํงานร่วมกนัของเอนไซมเ์อกโซกลูคาเนส

และเบตา้-กลูโคซิเดส จะกาํจดัเซลโลไบโอสและเซลโลเดกซ์ทรินซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์สุดทา้ยท่ีเกิด

จากการทาํงานของเอนไซม์เอนโดกลูคาเนสและเอกโซกลูคาเนส 4) การทาํงานร่วมกนัภายใน
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โมเลกุลของส่วนท่ีทาํหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาและส่วนท่ียึดจบักบัสับสเตรท (Din et al., 1994; Terri, 

1997) 

 

 จุลินทรียจ์ะมีการพฒันาตวัเองให้สามารถใช้เซลลูโลสซ่ึงในธรรมชาติจะประกอบด้วย

อนุภาคท่ีไม่ละลายนํ้ าหรือส่วนของเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน (Franklund and Glass, 1987) รา และ

แอคติโนมัยซีท มีความสามารถในการใช้เส้นใยแทรกซอนเข้าไปในเซลลูโลสก่อนท่ีจะผลิต

เอนไซมเ์ซลลูเลสเขา้สลายภายในสายโพลิเมอร์ของเซลลูโลส (Eriksson et al., 1990) โดยวิธีการ

ยอ่ยสลายสับสเตรทดงักล่าวมีประสิทธิภาพเพียงพอท่ีทาํให้จุลินทรียส์ามารถใชแ้หล่งเซลลูโลสได ้

กระบวนการน้ีจึงไม่จาํเป็นท่ีจะตอ้งสร้างออร์แกเนลทีมีนํ้ าหนักโมเลกุลสูง หรือเซลลูโลโซม 

(cellulosome) เรียกระบบการผลิตเซลลูเลสท่ีเกิดข้ึนน้ีวา่ noncomplexed cellulase system ในทาง

ตรงกนัข้าม แบคทีเรียท่ีไม่ต้องการอากาศไม่สามารถท่ีจะพาตวัเองเข้าไปย่อยสลายสับสเตรท

โดยตรง แบคทีเรียเหล่าน้ีจึงตอ้งมีวธีิการท่ีจะใชแ้หล่งสับเตรทดงักล่าวเพื่อแข่งขนักบัจุลินทรียช์นิด

อ่ืนๆ จึงมีการพฒันาส่วนของเซลลูโลโซมบริเวณตาํแหน่งผิวเซลล์ท่ีเกิดการย่อยสลายโดยเรียก

ระบบท่ีเกิดข้ึนวา่ complexed cellulase system 

 

 5.1 Noncomplexed cellulase system เป็นระบบท่ีมีการศึกษาเป็นจาํนวนมาก เน่ืองจากพบ

ไดท้ัว่ไปในราท่ีใชอ้ากาศ นอกจากน้ียงัพบในแบคทีเรียท่ีใชอ้ากาศ เช่น Cellulomonas และแอคติ-

โนมยัซีท เช่น Thermobifida หรือ Thermomonospora (Lynd et al., 2002) T. ressei สร้างเอนไซม์

เอกโซกลูคาเนสอย่างน้อยสองชนิด (CHBI และ CHBII) เอนโดกลูคาเนสห้าชนิด (EGI, EGII, 

EGIII, EGIV และ EGV) และเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดสสองชนิด (BGLI และ BGLII) โดยเอนไซม์

CHBI มีบทบาทในการยอ่ยสับสเตรทจากปลายรีดิวซ์ ส่วน CHBII จะยอ่ยจากปลายนอนรีดิวซ์ โดย

เป็นการทํางานร่วมกันเพื่อย่อยสลายเซลลูโลสโครงสร้างท่ีเป็นระเบียบ  (microcrystalline) 

(Henrissat et al., 1985, Medve et al., 1994) จากการศึกษาทางโครงสร้าง 3 มิติของเอนไซมเ์อก-

โซกลูคาเนสทั้งสองชนิดพบวา่ CHBI มีลกัษณะประกอบดว้ย loop จาํนวน 4 loop ทาํให้เกิดโพรง 

(tunnel) ท่ีมีความยาวขนาด 50 องัสตรอม CHBII ประกอบดว้ย loop จาํนวน 4 loop ทาํให้เกิดโพรง

ท่ีมีความยาวขนาด 20 องัสตรอม ดว้ยลกัษณะท่ีเป็นโพรงน้ีจะทาํให้เกิดความสามารถในการยอ่ย

เซลลูโลสจากปลายรีดิวซ์หรือนอนรีดิวซ์  เม่ือเซลลูโลสจะเคล่ือนท่ีผ่านโพรงใน CHBI ทาํให้เกิด

การย่อยสลายไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นเซลโลไบโอส ซ่ึงบางคร้ังอาจไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นกลูโคสและเซลโล-

ไตรโอสตั้งแต่ช่วงแรกของกระบวนการ (Divne et al., 1994) โครงสร้างของ EGI มีลกัษณะเป็น 

loop ท่ีสั้นกวา่ทาํใหเ้กิดเป็นช่องเปิด (groove) มากกวา่โพรง ช่องเปิดน้ีจะยอมให้เซลลูโลสเคล่ือนท่ี
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ผา่นเพื่อเขา้สู่กระบวนการย่อยสลาย นอกจากน้ีช่องเปิดดงักล่าวยงัพบใน EGII (Sandgren et al., 

2000) กลไกการทาํงานของเอนไซมใ์นระบบน้ีแสดงในภาพท่ี 3 (A) 

 

 
 

ภาพที ่3  กลไกการทาํงานของเอนไซมใ์นระบบ Noncomplexed cellulase system (A) และ  

 Complexed cellulase system (B) บนโครงสร้างของเซลลูโลสท่ีเป็นระเบียบและไม่เป็น 

 ระเบียบ 

 

ทีม่า: Lynd et al., 2002 

 

 เอนไซมเ์อกโซกลูคาเนสมีความจาํเป็นต่อการยอ่ยสลายเซลลูโลสโครงสร้างท่ีเป็นระเบียบ 

เอนไซมเ์อกโซกลูคาเนสชนิด CHBI และ CHBII ใน T. ressei เป็นเอนไซมเ์ซลลูเลสหลกัคิดเป็น 60 

เปอร์เซ็นต ์ และ 20 เปอร์เซ็นต ์ ของเอนไซมเ์ซลลูเลสในโปรตีนทั้งหมดตามลาํดบั (Wood, 1992) 

อย่างไรก็ตามเอนไซม์ทั้งสองชนิดน้ีทาํให้ระดบัของการเกิดโพลิเมอร์ในเซลลูโลสลดลงช้ามาก 

เอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสจะมีบทบาทสําคญัในการเขา้ไปยอ่ยส่วนท่ีมีโครงสร้างไม่เป็นระเบียบ ทาํ

ใหร้ะดบัการเกิดโพลิเมอร์ในเซลลูโลสลดลงรวดเร็ว และเกิดปลายสายเซลลูโลสท่ีมีลกัษณะยอมให้

เอนไซมเ์อกโซกลูคาเนสเขา้ทาํงานได ้(Terri et al., 1998) เอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสมีปริมาณนอ้ย

กวา่ 20 เปอร์เซ็นต ์ของเอนไซมเ์ซลลูเลสในโปรตีนทั้งหมด พบวา่เอนไซมเ์อนโดกลูคาเนส 3 ชนิด 
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ไดแ้ก่ EGI, EGII และ EGIII จะทาํงานร่วมกบัเอนไซม์เอกโซกลูคาเนสในระบบการทาํงานของ

เอนไซมเ์ซลลูเลส ใน T. ressei เซลโลไบโอสซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากการทาํงานของเอนไซม ์

CHBI และ CHBII มีผลในการยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซมเ์ซลโลไบโอไฮโดรเลสและเอนโดกลู-

คาเนส (Holtzapple et al., 1990; Medve et al., 1998; Mosier et al., 1999) 

 

 เอนไซม์เบตา้-กลูโคซิเดสใน T. ressei พบอย่างน้อยสองชนิด โดยเอนไซม์ดังกล่าวมี

บทบาทในการย่อยสลายเซลโลไบโอสและโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้ น เกิดผลิตภณัฑ์เป็นกลูโคส

เอนไซม์เบตา้-กลูโคซิเดส BGLI และ BGLII สามารถเก็บเก่ียวได้ในนํ้ าหมกั แต่พบว่าปริมาณ

เอนไซมด์งักล่าวส่วนมากยงัคงติดอยูก่บัผนงัเซลล์ของ T. ressei (Messner et al., 1990; Usami et 

al., 1990) ซ่ึงการท่ีเอนไซมติ์ดอยูบ่นผนงัเซลลน้ี์ทาํให้การปลดปล่อยกลูโคสลงสู่ส่ิงแวดลอ้มลดลง

การผลิตเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดสใน T. ressei พบวา่มีปริมาณนอ้ยกวา่เม่ือเทียบกบัการผลิตในรา 

Aspergillus (Reczey et al., 1998) นอกจากน้ีเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดสจาก T. ressei ไม่ทนต่อ

กลูโคสซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์สุดทา้ยท่ีไปยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม์ (product inhibition) ต่างจาก

เอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดสจาก Aspergillus ท่ีทนต่อกลูโคสไดม้ากกวา่ (Lynd et al., 2002)  

 

 เอนไซมเ์ซลลูเลสในราท่ีทนอุณหภูมิสูง Humicola insolens มีระบบการทาํงานท่ีคลา้ยคลึง

กบั T. ressei ประกอบดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลสอยา่งนอ้ย 7 ชนิด ไดแ้ก่ เอนไซมเ์ซลโลไบโอไฮโดร-

เลส 2 ชนิด (CBHI และ CHBII) และเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนส 5 ชนิด EGI, EGII, EGIII, EGIV 

และ EGV (Schulein, 1997) อยา่งไรก็ตาม เอนไซมเ์ซลลูเลสใน H. insolens เช่น EGI และ EGIII 

ขาดส่วนท่ีเขา้จบักบัสับสเตรท (CBM) มีผลให้เอนไซม ์ EGIII ยอ่ยสลายสับสเตรทท่ีละลายนํ้ าได้

นอ้ย (Schulein, 1997) สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Boisset et al., (2001) ซ่ึงศึกษาการตดัต่อยีนท่ี

ผลิตเอนไซม์ CBHI, CHBII และ EGV ใน Aspergillus oryzae พบวา่ การทาํงานของเอนไซม์ทั้ง

สามชนิดสามารถสลายสายโพลีแซคคาไรด์ในเซลลูโลสโครงสร้างเป็นระเบียบได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ อตัราส่วนท่ีเหมาะสมต่อการสลายเซลลูโลสของเอนไซม ์ CBHI ต่อ CHBII เท่ากบั 

70 เปอร์เซ็นต ์และ 30 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั ซ่ึงเม่ือเทียบกบัโปรตีนทั้งหมดมีความตอ้งการเพียง 1-

2 เปอร์เซ็นต ์การทาํงานร่วมกนัของเอนไซมท์ั้งสามชนิด สามารถย่อยสลายเซลลูโลสโครงสร้าง

เป็นระเบียบได้มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงการใช้เอนไซม์เพียงชนิดเดียวย่อยสลายเซลลูโลส

โครงสร้างเป็นระเบียบไดน้อ้ยกวา่ 10 เปอร์เซ็นต ์ 

 

 



 

16 
 

 แบคทีเรียในกลุ่มใช้อากาศท่ีสามารถย่อยสลายเซลลูโลสไดดี้ ไดแ้ก่ Cellulomonas และ 

Thermobifida หรือก่อนหนา้น้ีเรียกว่า Thermomonospora แบคทีเรียในกลุ่ม Cellulomonas ผลิต

เอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสอยา่งนอ้ยหกชนิด และเอกโซกลูคาเนสอยา่งนอ้ยหน่ึงชนิด (Chaudhary et 

al., 1997) เอนไซมเ์ซลลูเลสแต่ละชนิดจาก Cellulomonas คลา้ยคลึงกบัเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีพบในรา

ท่ีใชอ้ากาศ ท่ีพบบริเวณส่วนท่ียึดจบักบัสับสเตรท (carbohydrate-binding module, CBM)  อยา่งไร

ก็ตามพบโครงสร้างท่ีมีลกัษณะคลา้ยเซลลูโลโซมใน Cellulomonas เม่ือทาํการเล้ียงในอาหารท่ีใช้

เซลโลไบโอสเป็นแหล่งคาร์บอน สําหรับแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยซีทท่ีชอบอุณหภูมิสูง 

Thermobifida fusca หรือ Thermomonospora fusca ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดท้ั้งหมด 6 ชนิด ไดแ้ก่ 

เอนโดกลูคาเนส 3 ชนิด (E1, E2 และ E5) เอกโซกลูคาเนสสองชนิด (E3 และ E6) และมีเอนไซม์

เซลลูเลสในกลุ่มท่ีมีทั้งกิจกรรมของเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสและเอกโซกลูคาเนส (E4) เอนไซม์

เซลลูเลสจาก T. fusca มีกิจกรรมสูงต่อเซลลูโลสโครงสร้างเป็นระเบียบจากแบคทีเรีย และมีการ

ทาํงานร่วมกนัของเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสและเอกโซกลูคาเนส (Irwin et al., 1993)  

 

5.2 Complexed cellulose systems เป็นระบบการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีการสร้างออร์-

แกเนลท่ีเรียกวา่ เซลลูโลโซม (cellulosome) ซ่ึงจุลินทรียจ์ะสร้างข้ึนในสภาวะท่ีไม่ใชอ้ากาศ แต่ใน

บางคร้ังอาจพบไดใ้นจุลินทรียท์ัว่ไป ทั้งท่ีสัมพนัธ์กบัการยอ่ยสลายเซลลูโลส หรือไม่สัมพนัธ์กบั

การยอ่ยสลายเซลลูโลสก็ตาม เซลลูโลโซมมีบทบาทในการท่ีจะยอมให้เอนไซมเ์ซลลูเลสเคล่ือนท่ี

ออกมาเขา้ใกลก้บัผนงัเซลล์ของจุลินทรีย ์ทาํให้เกิดการทาํงานร่วมกนัของเอนไซมเ์ซลลูเลสแต่ละ

ชนิดบนเซลลูโลโซม นอกจากน้ียงัช่วยลดระยะทางระหวา่งผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนในกระบวนการยอ่ย

สลาย เช่น นํ้าตาลโอลิโกแซคคาไรดใ์หเ้คล่ือนท่ีไปยงัเซลลจุ์ลินทรียไ์ดเ้ร็วข้ึน กลไกการทาํงานของ

เอนไซมแ์สดงในภาพท่ี 3 (B) (Bayer et al., 1994; Schwarz, 2001)  

 

 เซลลูโลโซมเป็นโปรตีนท่ีประกอบดว้ยกลุ่มของเอนไซมห์ลายชนิดซ่ึงถูกผลิตข้ึนบริเวณ

ผนงัเซลล์ของแบคทีเรียขณะท่ีมีการเจริญบนเซลลูโลส ทาํให้เอนไซม์ดงักล่าวเคล่ือนท่ีไปจบักบั

เซลลูโลสท่ีมีโครงสร้างเป็นระเบียบ พบว่ามีรายงานเก่ียวกับเซลลูโลโซมในแบคทีเรียกลุ่ม

Clostridium เช่น C. thermocellum, C. cellulolyticum และ C. josui เป็นตน้ โดยเซลลูโลโซมใน

แบคทีเรียกลุ่มน้ีมีโครงสร้างคลา้ยคลึงกนั แต่จะแตกต่างกนัเพียงองคป์ระกอบภายในแต่ละสปีชีส์

เซลลูโลโซมใน C. thermocellum มีโครงสร้างท่ีประกอบดว้ยโปรตีนขนาดใหญ่ท่ีไม่เขา้ร่วมทาํ

ปฏิกิริยา (non-catalytic) ท่ีมีการมว้นพบั (scaffold) (CipA) ขนาด 197 กิโลดาลตนั multimodular 

และสารโคฮิซิน (cohesin) ทั้งหมด 9 ชนิด มีหน่วยยอ่ยชนิดเอ็กซ์ (X module) หรือหน่วยท่ีชอบนํ้ า



 

17 
 

จาํนวน 4 หน่วย นอกจากน้ียงัประกอบดว้ยส่วนท่ียึดจบักบัสับสเตรท (CBM) ชนิดแฟมิลี III 

โปรตีนส่วนท่ีพบัม้วนจะยึดไว้กับผนังเซลล์ด้วยสารโคฮิซินชนิด II ภายในเซลลูโลโซม

ประกอบดว้ยหน่วยย่อยท่ีทาํปฏิกิริยาทั้งหมด 22 หน่วย มีหน่วยย่อยอย่างน้อย 9 หน่วยท่ีแสดง

กิจกรรมเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนส (CelA, CelB, CelD, CelE, CelF, CelG, CelH, CelIN และ CelIP)  

 

6. คุณสมบัติของเอนไซม์เซลลูเลส 

 

จากการศึกษาถึงโครงสร้างเซลลูเลส พบว่าเซลลูเลสเป็น glycoprotein ประกอบดว้ย

โปรตีนและคาร์โบไฮเดรต ในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 มีนํ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 30,000-60,000 

คุณสมบติัละลายนํ้ าไดดี้ ไม่ตอ้งการ co-factor หรือโลหะอ่ืนๆ ในการทาํปฏิกิริยา โดยทัว่ไป

เอนไซมท่ี์ไดจ้ากจุลินทรียจ์ะมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทาํงาน (optimal temperature) ประมาณ 

50 องศาเซลเซียส ยกเวน้จุลินทรียท์นร้อนบางชนิด นอกจากน้ียงัมีความคงทนต่อ pH ไดก้วา้ง

ระหวา่ง 4.0 - 8.0 และคงทนต่อสารเคมีไดดี้ สามารถเก็บท่ีอุณหภูมิตํ่ากวา่ 0 องศาเซลเซียส และ 4 

องศาเซลเซียส ไดน้านหลายปี หรือสามารถเก็บโดยวิธี freeze dry หรือตกตะกอนดว้ย acetone หรือ

ethanol โดยไม่มีปัญหาการสูญเสียคุณสมบติั อยา่งไรก็ตามเอนไซมท่ี์ไดจ้ากจุลินทรียต์่างชนิดกนั

ยอ่มมีคุณสมบติัแตกต่างกนั (นอ้ย, 2529) คุณสมบติัของเซลลูเลสจากจุลินทรียแ์ต่ละชนิด อาจมี

คุณสมบติัเหมือนหรือต่างกนัข้ึนอยู่กบัองค์ประกอบ โครงสร้างของเอนไซม ์ชนิด แหล่งท่ีมาของ

จุลินทรียด์ว้ย คุณสมบติัต่างๆไดแ้ก่ 

 

6.1 นํ้าหนกัโมเลกุล มีนํ้ าหนกัโมเลกุลของเซลลูเลสจะแตกต่างกนั ตามแต่ชนิดและแหล่ง

ของจุลินทรีย ์

 

6.2 ผลของพีเอชอุณหภูมิของเซลลูเลส 

 

6.2.1 พีเอชท่ีเหมาะสมและความเสถียร เอนไซม์มีสภาพไวต่อการเปล่ียนแปลงของ

สภาพแวดลอ้ม การเปล่ียนแปลงพีเอชเพียงเล็กนอ้ย อาจทาํให้การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ลดลง

หรือเพิ่มข้ึนได ้พีเอชจะมีผลต่อการทาํงานของเอนไซม ์เน่ืองจากโมเลกุลของเอนไซมมี์การแตกตวั

ตรงหมู่อะมิโน และหมู่คาร์บอกซิล หรือ side chain ไดต่้างกนัในสภาวะท่ีพีเอชแตกต่างกนั จะมีผล

ใหโ้ครงสร้างของเอนไซมจ์ะทาํงานไดดี้ท่ีสุดท่ีพีเอชหน่ึง หรือช่วงพีเอชหน่ึงเท่านั้น เรียกวา่ พีเอช
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ท่ีเหมาะสมท่ีสุด ( optimum pH ) ในการเปล่ียนพีเอชมากๆ อาจทาํให้เอนไซมเ์ปล่ียนสภาพไปดว้ย

ซ่ึงเอนไซมแ์ต่ละชนิดจะมีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานแตกต่างกนั 

 

6.2.2 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมและความเสถียร อุณหภูมิท่ีสูงหรือตํ่ามีผลต่อการทาํงานของ

เอนไซม ์อุณหภูมิท่ีทาํให้การทาํงานของเอนไซมสู์งสุด จึงเป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุด (optimum 

temperature) ในการทาํงานของเอนไซมน์ั้นเม่ืออุณหภูมิสูงหรือตํ่ากวา่จุดน้ี อตัราการเกิดปฏิกิริยา

ของเอนไซม์จะชา้ลง เพราะเอนไซมเ์กิดการเสียสภาพ (denaturation) หรืออยู่ในสภาวะท่ีไม่

เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา โดยเอนไซม์เซลลูเลสจะเกิดการเสียสภาพท่ีอุณหภูมิประมาณ 80 

องศาเซลเซียส 

 

6.2.3 ผลของอิออนโลหะและสารยบัย ั้ง สารยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม์ (enzyme 

inhibitor) เป็นตวัแปรหน่ึงท่ีใช้ในการอธิบายกลไกการทาํงานของเอนไซม์ ความจาํเพาะของ

เอนไซมต่์อสารตั้งตน้ และลกัษณะของ functional group ท่ีบริเวณ active site ทาํให้เขา้ใจ และ

สามารถควบคุมกระบวนการท่ีเกิดข้ึนได ้Lusterio et al. (1992) พบวา่ endoglucanase จาก Bacillus 

sp. PKM-5430 ถูกยบัย ั้งโดย Hg2+ และ Iwashita et al. (1998) พบวา่ AgNO3 และ HgCl2 มีผลยบัย ั้ง

ต่อ β-glucosidase จาก Aspergilus awamori var. kawachi และ FeCl3 จะมีผลกระตุน้การทาํงาน

ของเอนไซม ์ 

 

7.ปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลติเอนไซม์เซลลูเลส 

 

 7.1 ชนิดและสายพนัธ์ุของจุลินทรีย์ ความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจาก

จุลินทรีย์แต่ละชนิดมีความแตกต่างกันมีรายงานจุลินทรีย์ไม่ก่ีชนิดท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ใน

ปริมาณสูง และมีองค์ประกอบครบทั้ง 3 ส่วน คือ endoglucanase, exoglucanase และ β-

glucosidase ในปริมาณท่ีพอเหมาะ กลุ่มจุลินทรียท่ี์มีผูนิ้ยมนาํมาศึกษาการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส

ไดแ้ก่ Aspergillus sp., Trichoderma sp., Penicillium sp., Bacillus sp. และ Clostridim sp. เป็นตน้ 

 

 7.2 ส่วนประกอบทางอาหาร ส่วนประกอบของอาหารท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์

เซลลูเลสของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดแตกต่างกนัไปข้ึนอยูก่บัแหล่งอาหารท่ีสาํคญับางชนิด ไดแ้ก่ 
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 7.2.1 แหล่งและความเขม้ขน้ของคาร์บอน เป็นปัจจยัท่ีสําคญัต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 

นอกจากน้ีความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนมีผลต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเช่นกนั โดยปริมาณ

ของแหล่งคาร์บอนมากหรือนอ้ยเกินไปในอาหาร จะส่งผลกระทบให้จุลินทรียไ์ม่สามารถเติบโตได้

อยา่งเต็มท่ี ชนิดาและคณะ (2545) ทดสอบการผลิต extracellular-free xylanase จาก Alkaliphilic 

Bacillus firmus K-1 นาํไปใชใ้นการฟอกสีเยือ่กระดาษโดยใชว้สัดุเหลือทิ้งจากการเกษตรเป็นแหล่ง

คาร์บอนแทนไซแลนโดยแปรผนัแหล่งคาร์บอนไดแ้ก่ เปลือกขา้วโพด ฟางขา้ว ซังขา้วโพด ชาน

ออ้ย และรําขา้ว และแปรผนัความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนเป็น 0.1 0.3 0.5 0.7  0.9 1.0 1.3 และ 

1.5 เปอร์เซ็นต ์พบวา่เปลือกขา้วโพด 1 เปอร์เซ็นต ์เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมท่ีสุด 

 

7.2.2 แหล่งความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน เป็นปัจจัยสําคญัต่อการผลิตเอนไซม ์

นอกจากน้ีความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจนมีผลต่อการผลต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเช่นกนั 

โดยปริมาณของแหล่งไนโตรเจนมากหรือน้อยเกินไปในอาหาร จะส่งผลกระทบให้จุลินทรียไ์ม่

สามารถเติบโตไดอ้ยา่งเตม็ท่ี 

 

นฤมล (2544) ไดค้ดัเลือกแบคทีเรียทนร้อนจากดินซ่ึงสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้

สูงสุด จาํนวน 2 ไอโซเลท คือ  Bacillus subtilis CMU4-4 และ  Bacillus coagulans TI-5 ทดสอบ

อาหารตั้งตน้ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ พบวา่ Bacillus subtilis CMU4-4 เจริญไดดี้ใน

tryptone yeast extract broth สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมคื์อ เล้ียงใน cellulose broth ท่ีมี

0.1 เปอร์เซ็นต์ KH2PO4 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พีเอชของอาหาร 5.5 มี 0.2 เปอร์เซ็นต ์

carboxymethyl cellulose เป็นแหล่งคาร์บอน 0.2 เปอร์เซ็นต์ tryptone เป็นแหล่งไนโตรเจน 

เพาะเล้ียง 18 ชัว่โมง วดั enzyme activity ได ้ 0.281 unit/ml และ specific activity 1.778 unit/mg 

protein ส่วน Bacillus coagulans TI-5 เจริญไดดี้ใน tryptone yeast extract broth สภาวะท่ีเหมาะสม

ต่อการผลิตเอนไซม ์คือ เล้ียงใน cellulose broth ท่ีมี 0.4 เปอร์เซ็นต ์ KH2PO4 อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส พีเอชของอาหาร 5.5 มี 0.2 เปอร์เซ็นต์ cellulose acetone เป็นแหล่งคาร์บอน 0.2 

เปอร์เซ็นต์ peptone เป็นแหล่งไนโตรเจน เพาะเล้ียง 18 ชัว่โมง วดั enzyme activity ได ้0.168 

unit/ml และ sprcific activity 1.108 unit/mg protein 

 

 

 



 

20 
 

Lee and Blackburn (1974) ได้ศึกษาการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจาก thermophilic 

Clostridium sp. โดยเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของ yeast extract แตกต่างกนั พบวา่

เช้ือผลิตเอนไซม์ไดดี้ท่ีสุดเม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมี yeast extract 0.5 เปอร์เซ็นต์ โดยวดัค่า 

enzyme activity ไดเ้ท่ากบั 124 U/ml 

 

7.3 เทคนิคการเพาะเล้ียง (Goksoyr and Eriksen, 1980) การศึกษาเก่ียวกบัการผลิตเอนไซม์

เซลลูเลสมีวธีิท่ีนิยมนาํมาใช ้4 วธีิ ดงัน้ี 

 

 7.3.1 Submerge culture การเพาะเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีการเติมอาหารแข็งลงไปและมีการ

ให้อากาศหมุนเวียนตลอดเวลา หรือใชเ้คร่ืองพ่นอากาศ เช่น Milala et al. (2005) ทาํการเพาะเล้ียง 

Aspergillus niger ในสภาวะ submerge culture พบวา่ เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี maize straw เป็นแหล่ง

คาร์บอน เช้ือสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดสู้งท่ีสุด คือ 102 U/ml นอกจากน้ี ชริดา และคณะ

(2549) เพาะเล้ียงเช้ือ Lentinus spp. ในสภาวะ solid state และ submerge culture ท่ีมีแหล่งคาร์บอน

เป็นแกลบ ขา้วเจา้ป่น พบว่าเช้ือสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ดีท่ีสุดเม่ือเพาะเล้ียงในสภาวะ

submerge culture 

 

 7.3.2 Shaking cultivation การเพาะเล้ียงในอาหารเหลวตามปกติท่ีมีการเขยา่ตลอดเวลา เช่น

Singh and Kumar (1998) เล้ียงเช้ือ Bacillus brevis VS-1 พบวา่เช้ือสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส

ไดม้ากท่ีสุดเม่ือเล้ียงใน shaking-flask cultivation ท่ีความเร็วรอบ 175 รอบต่อนาที สอดคลอ้งกบั

รายงานของ Barron et al. (1995) ซ่ึงเล้ียงเช้ือ Kluyvermyces marxianus IMB3 ท่ีสามารถผลิต 

ethanol เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีการเติมเอนไซม์เซลลูเลส พบว่าเม่ือเพาะเล้ียงใน shaking-flask 

cultivation ไดผ้ลิตภณัฑเ์พิ่มข้ึน 21 เปอร์เซ็นต ์

 

 7.3.3 Static culture การเพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบสภาวะน่ิง ไม่มีการเขยา่ เช่น การ

ทดลองของ Kalra and Sandhu (2004) ซ่ึงนาํเช้ือ Trichoderma pseudokonigii มาเพาะเล้ียงใน

สภาวะshaking cultivation และ static culture พบวา่ การเพาะเล้ียงทั้งสองแบบให้ปริมาณการผลิต

เอนไซม์ไม่แตกต่างกนั แต่การทดลองของ Moussa and Tharwat (2007) ไดท้าํการเพาะเล้ียง 

Sclerotium rolfsii ในอาหารเหลว พบวา่เม่ือเพาะเล้ียงในสภาวะ shaking cultivation เช้ือสามารถ

ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดดี้กวา่ในสภาวะ static culture 5 เปอร์เซ็นต ์
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7.3.4 Solid state หรือ koji-type process การเพาะเล้ียงจุลินทรียบ์นผิวอาหารแข็งท่ีช้ืน ซ่ึง

วธีิน้ีนิยมใชเ้ล้ียงเช้ือรามากกวา่แบคทีเรีย ส่วนผสมของอาหารแข็งประกอบดว้ยวสัดุท่ีเป็นของแข็ง

แหง้ และนํ้ าในอตัราส่วนท่ีเหมาะสม ซ่ึงข้ึนอยูก่บัชนิดและสายพนัธ์ุของจุลินทรีย ์และอาหารเล้ียง

เช้ือแข็งส่วนใหญ่ใช้รําขา้วสาลี รําขา้วเจา้ ฟางขา้วและเสริมอาหารพวกโปรตีนและเกลือท่ีจาํเป็น 

ดงัรายงานของ Haq et al. (2006) ซ่ึงทาํการเพาะเล้ียง Trichoderma harzianum ในอาหารท่ีมีรําขา้ว

ฟางขา้ว เมล็ดขา้ว แกลบ และถัว่เหลืองป่น พบวา่ เช้ือสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดดี้ท่ีสุดใน

อาหารท่ีมีรําขา้วเป็นส่วนประกอบ นอกจากน้ี Yusoff et al. (1991) ทาํการเพาะเล้ียง A. terreus 

SUK-1 ในสภาวะ solid state และ submerge culture โดยมี sugar cane bagasse เป็นแหล่งคาร์บอน 

พบวา่เม่ือเพาะเล้ียงในสภาวะ solid state เช้ือสามารถผลิต reducing sugar และสามารถผลิตเอนไซม์

เซลลูเลสไดดี้กว่าเม่ือเล้ียงในสภาวะ submerge culture เช่นเดียวกนักบัการทดลองของ Grajek 

(1987) ซ่ึงนาํ Thermoascus aurantiacus และ Sporotrichum thermophile มาศึกษาการผลิตเอนไซม์

เซลลูเลสโดยเพาะเล้ียงในสภาวะ solid state และ submerge culture พบวา่เม่ือเพาะเล้ียงในสภาวะ 

solid state เช้ือสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดดี้กวา่เม่ือเล้ียงในสภาวะ submerge culture 

 

7.4 ความเป็นกรด จุลินทรียส่์วนใหญ่เจริญ และมีกระบวนการชีวเคมีในสภาพท่ีเป็นกลาง

อยา่งไรก็ตาม จุลินทรียห์ลายชนิดมีการเจริญและผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดดี้ในสภาวะท่ีมีความเป็น

กรดหรือด่างมากหรือน้อยข้ึนอยู่กบัชนิดของจุลินทรียน์ั้น เช่น Immanuel et al. (2007) ทาํการ

เพาะเล้ียง Aspergillus niger  และ A. fumigatus ในอาหารท่ีมีกาบมะพร้าวเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่

เช้ือทั้งสองชนิดผลิตเอนไซม์เซลลูเลสสูงท่ีสุดท่ีพีเอช 5 สอดคลอ้งกบั นฤมล (2544) ทาํการ

เพาะเล้ียง Bacillus subtilis CMU4-4 และ Bacillus coagulans TI-5 ใน cellulose broth พบวา่พีเอช 

5.5 มีความเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสมากท่ีสุด และท่ีพีเอช 3 ไม่พบการผลิตเอนไซม์

เซลลูเลส ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Oikawa et al. (1994) ท่ีเพาะเล้ียง Acetobacter xylinum KU-

1 ใน cellulose broth และพบวา่พีเอชท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส คือพีเอช 5.5  

 

7.5 อุณหภูมิในการเพาะเล้ียง อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงและการผลิตเอนไซม์

เซลลูเลสข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรีย ์บางชนิดผลิตเอนไซมไ์ดใ้นสภาวะอุณหภูมิตํ่า บางชนิดผลิต

เอนไซมไ์ดใ้นสภาวะอุณหภูมิสูง เช่น Haq et al. (2005) ทาํการเพาะเล้ียง Trichoderma harzianum 

UM-11 ใน CMCbroth ท่ีอุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียส พบวา่ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิต

เอนไซมเ์ซลลูเลสคือ 28 องศาเซลเซียส สอดคลอ้งกบัรายงานของ Kathiresan and Manivannan 

(2006) ทาํการเพาะเล้ียง Penicillium fellutanum ท่ีอุณหภูมิ 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส พบวา่เม่ือ
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เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เช้ือผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดสู้งท่ีสุด รองลงมา คือ 20 และ 

40 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั ส่วนจิตตเสน (2529) ไดศึ้กษา Homicola nigrescens CM33 พบวา่

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส คือ 45 องศาเซลเซียส และไม่พบการผลิต

เอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เม่ือนาํมาเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีฟางขา้วป่นเป็นแหล่ง

คาร์บอน พบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส คือ 40 องศาเซลเซียส และท่ี

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ไม่มีการผลิตเอนไซมเ์ช่นกนั ซ่ึงการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบั Immanuel 

et al. (2007) พบวา่ Aspergillus niger และ A. fumigatus เม่ือนาํไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส ในอาหารท่ีมีกาบมะพร้าวเป็นแหล่งคาร์บอน ให้ค่า enzyme activity สูงท่ีสุด และเม่ือ

นาํมาเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมี sawdust เป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ เช้ือให้ค่า enzyme activity สูงท่ีสุด 

ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกนักบั Ray et al., (2007) ทาํการเพาะเล้ียง Bacillus subtilis 

CY5 และ Bacillus circulans TP3 ท่ีอุณหภูมิแตกต่างกนั คือ 25 30 35 40 และ 45 องศาเซลเซียส 

พบวา่ เช้ือทั้ง 2 ชนิด สามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดสู้งท่ีสุด เม่ือเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส และผลิตเอนไซม์เซลลูเลสตํ่าท่ีสุดเม่ือเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส แต่เม่ือ 

Stutzenberger (1971) ทาํการเพาะเล้ียง Thermomonospora curvata พบวา่เช้ือผลิตเอนไซมไ์ดดี้ใน

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และจากรายงานของ ภทัรา และคณะ (2551) พบว่า Clostridium 

thermocellum สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสไดดี้เม่ือทาํการเพาะเล้ียงใน cellulose broth บ่มท่ี

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจนซ่ึงจะเห็นไดว้า่ อุณหภูมิมีผลต่อการ

เจริญเติบโตของจุลินทรีย ์และการมีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 

 

7.6 ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง ช่วงเวลาท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงจะแตกต่างกนัไปตาม

ชนิดของจุลินทรียด์งัเช่น Pothiraj et al. (2006) การเพาะเล้ียง Rhizopus stolonifer ในอาหารท่ีมี

cassava waste เป็นแหล่งคาร์บอนพบวา่ เช้ือเร่ิมผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสในวนัท่ี 2 และผลิตเอนไซม์

ไดดี้ท่ีสุดในวนัท่ี 10 จากการทดลองของจิตตเสน (2529) การเพาะเล้ียง Trichoderma reesei Rut C-

30 พบวา่ เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเหลว เป็นเวลา 7 วนั เช้ือผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดสู้งสุด และใน

การเพาะเล้ียง Homicola nigrescens CM33 ในอาหารเหลวเป็นระยะเวลา 5 วนั พบวา่เช้ือสามารถ

ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดม้ากท่ีสุด และเม่ือเพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง พบวา่เวลาท่ีเหมาะสมต่อการ

ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส คือ วนัท่ี 5 เช่นกนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Kathiresan and Manivannan (2006) 

เพาะเล้ียง Penicillium fellutanum ในสภาวะ submerged fermentation เม่ือนาํไปบ่มเป็นระยะเวลา 

1-6 วนัพบวา่ เช้ือสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดสู้งท่ีสุดเม่ือเพาะเล้ียงนาน 5 วนั มีค่า enzyme 

activity เท่ากบั 79 U/ml แต่ Liu and Yang ( 2006) ในการเพาะเล้ียง Bacillus subtilis CY5 และ 
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Bacillus circulans TP3 เป็นระยะเวลา 24-120 ชัว่โมง พบวา่ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดม้ากท่ีสุดเม่ือ

เพาะเล้ียงเป็นเวลา 84 ชัว่โมง ซ่ึงจะเห็นไดว้า่จุลินทรียต่์างชนิดกนัใช้ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง

เพื่อใหผ้ลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสสูงสุดต่างกนั 

 

8. การยบัยั้งการทาํงานของเอนไซม์เซลลูเลส (Fan et al., 1987) 

 

 8.1 β-glucosidase จะถูกยบัย ั้งดว้ยปริมาณกลูโคสท่ีเพิ่มข้ึน เป็นเอนไซมท่ี์จาํกดัอตัราเร็ว

ของปฏิกิริยา (rate limiting enzyme) ทาํใหมี้การสะสมของ cellobiose ซ่ึงจะไปยบัย ั้งการทาํงานของ

เอนไซม ์endoglucanase และ exoglucanase ทาํให้ปฏิกิริยาชา้ลงและยุติในท่ีสุด จากการศึกษาของ 

Selby and Maitland (1967) พบวา่เอนไซมท์ั้ง 3 ชนิดน้ี ตอ้งทาํงานร่วมกนั จึงจะมีประสิทธิภาพใน

การยอ่ยสลายไดดี้ แต่เม่ือแยกชนิดใดชนิดหน่ึงออกไปจะมีผลทาํให้ประสิทธิภาพในการยอ่ยสลาย

ลดลง 

 

 8.2 สารท่ีมี configuration คลา้ยสารตั้งตน้ จะยบัย ั้งการรวมตวัของเอนไซมก์บัสารตั้งตน้ได้

เช่น methyl cellulose และ gluconolactones เป็นตน้ โดยจะยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม ์ β-

glucosidase ทาํใหก้ารยอ่ยเซลลูโลสเกิดข้ึนไม่สมบูรณ์ 

 

 8.3 สารพวก polyols และ erytritol จะยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม์ glucosidase และ 

galactosidase โดย erythritol จะรวมตวักบัเอนไซมต์รงจุด C3 - C6 ของ D-glucose 

 

8.4 โปรตีนของเอนไซม์ ถูกทาํให้เสียสภาพโดยสารท่ีสามารถทาํปฏิกิริยากบั SH-group

เช่น mercuric ions แต่อาจแกไ้ขโดยใช ้cysteine และ chloride ions 

 

 8.5 เอนไซม์ endopeptidase สามารถลดการทาํงานของเอนไซมเ์ซลลูเลสได ้แต่เอนไซม ์

exopeptidase ไม่สามารถยอ่ยเอนไซม ์exocellulase ท่ีอยูใ่นสภาพปกติ และพบวา่เซลลูเลสสามารถ

คงทนต่อสภาพความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิท่ีเปล่ียนแปลงไป 

 

 8.6 การทาํงานของเอ็นไซมเ์ซลลูเลสข้ึนกบัโครงสร้างทางเคมีของเอนไซมซ่ึ์งแลว้แต่ชนิด

ของจุลินทรียท่ี์ผลิตเอนไซม ์
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 8.7 เอนไซม์เซลลูเลสอาจถูกยบัย ั้งโดย melanin ซ่ึงเป็นส่วนประกอบในผนงัเซลล์ของ

จุลินทรียบ์างชนิด และอาจถูกยบัย ั้งโดยสารประกอบอินทรียเ์ชิงซอ้น หรือคอลลอยต์่างๆในดิน 

 

 8.8 Clay minerals อาจเป็นอุปสรรคต่อการย่อยเซลลูโลสในดินได ้เพราะสามารถดูดซับ

เซลลูเลส และสารผลิตภณัฑ์บางชนิดได้ ทาํให้เอนไซม์เซลลูเลสท่ีสังเคราะห์โดยจุลินทรีย์ไม่

สามารถทาํงานเตม็ประสิทธิภาพ 

 

9. Thermobifida  fusca PA 1-1 

 

 Thermobifida  fusca PA 1-1 เป็นจุลินทรียท่ี์แยกไดจ้ากดิน มีลกัษณะทางสัณฐานวิทยาเป็น

โคโลนีสีขาว สร้างสปอร์มีลกัษณะละเอียด และเจริญไดดี้เม่ือทาํการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส บนอาหาร nutrient agar เม่ือยอ้มแกรมพบวา่ติดสีแกรมบวก 

 

 Thermobifida  fusca เป็นจุลินทรียใ์นกลุ่มแอคติโนมยัซีท โดยจาํแนกอยูใ่น 

  Phylum: Actinobacteria 

   Class: Actinobacteriadae 

    Order: Actinomycetales 

     Family: Nocardiopsaceae 

      Genus: Thermobifida 

       Specie: fusca 

 

ลกัษณะของจุลินทรียช์นิดน้ีเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูง พบไดใ้นแหล่งวสัดุทางชีวภาพท่ีมีการ

ยอ่ยสลาย เป็นจุลินทรียท่ี์ผลิตเอนไซมไ์ดห้ลายชนิดซ่ึงสามารถยอ่ยสลายผนงัเซลล์พืช โดยเฉพาะ

เอนไซมใ์นกลุ่มเซลลูเลสและลิกโนเซลลูเลส มีบทบาทสาํคญัในการศึกษาดา้นการผลิตเอนไซมเ์พื่อ

ยอ่ยชีวมวลทางการเกษตร อุตสาหกรรมกระดาษ และการกาํจดัขยะ เอนไซมท่ี์ไดมี้ความเสถียรท่ี

อุณหภูมิสูงและพีเอชในช่วง 4-10  
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10. กระบวนการปรับสภาพวสัดุเหลอืทิง้ทางการเกษตรทีม่ีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ 

 

 เน่ืองจากเซลลูโลสในธรรมชาติไม่ไดป้ระกอบดว้ยเซลลูโลสเพียงอยา่งเดียว แต่มีสารอ่ืน

ประกอบอยูด่ว้ย เช่น lignin, pectin และ hemicellulose เป็นตน้  (ตารางท่ี 2)  

 

ตารางที ่2  องคป์ระกอบทางเคมีของวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

 

องคป์ระกอบทางเคมี ฟางขา้ว ข้ีเล่ือย ซงั

ขา้วโพด 

เปลือก

ขา้วโพด 

ตน้

ขา้วโพด 

ค่าวสัดุแหง้(DM) 90.16 57.99 25.87 22.28 21.27 

โปรตีน (CP) 5.23 1.6 5.22 6.18 8.18 

ไขมนั (EE) 0.93 0.35 1.46 1.12 2.02 

เยือ่ใยหยาบ (Crude fiber) 29.78 64 33.19 30.74 28.66 

คาร์โบไฮเดรตท่ีละลายไดง่้าย (NFE) 44.20 16 62.34 61.62 54.33 

เยือ่ใยท่ีไม่ละลายในสารละลายเป็น

กลาง (NDF) 

64.01 46.49 78.35 76.07 62.97 

โพแทสเซียม - 0.21 0.58 - - 

ลิกนิน 3.77 41.24 7.05 3.20 5.59 

เซลลูโลส 35.57 27.18 31.95 34.94 32.1 

เฮมิเซลลูโลส 24.67 10.62 39.35 37.93 25.28 

โซเดียม - 0.02 - - - 

ฟอสฟอรัส 0.15 0.04 0.14 0.17 0.3 

แมกนีเซียม - 0.10 0.02 - - 

 

ท่ีมา : จีระวชัร์ (2547) 
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การปรับสภาพวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เพื่อกาํจดัสารอ่ืน ทาํให้เอนไซม์เซลลูเลส

ทาํงานได้สะดวกข้ึน โดยการปรับสภาพวสัดุเหลือทิ้งมีหลายกระบวนการทั้งกระบวนการทาง

กายภาพ (Physical pretreatment) การปรับสภาพโดยกระบวนการทางเคมี (Chemical pretreatment) 

และการปรับสภาพโดยกระบวนการทางชีวภาพ (Biological pretreatment) อยา่งไรก็ตามการเลือก

แต่ละกระบวนการปรับสภาพจะส่งผลต่อโครงสร้างของวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรนั้นจาํเป็นตอ้ง

ทราบถึงชนิด โครงสร้างทางเคมีและองคป์ระกอบอ่ืน ๆ ของวสัดุเหลือทิ้งแต่ละชนิดเสียก่อน ทั้งน้ี

เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลายเซลลูโลส นอกจากน้ียงัตอ้งคาํนึงถึงค่าใช้จ่ายท่ีใช้ในการ

ดาํเนินการ และผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มอีกดว้ย 

 

10.1 chemical treatment เช่นการใช้กรด (Acid hydrolysis) การใช้ด่าง (Alkaline 

hydrolysis) การใชส้ารละลายอินทรีย ์(Organosolve) การใช้โอโซน การกาํจดัลิกนินในเซลลูโลส

ดว้ยซัลไฟท์ (Sulfite pretreat to overcome recalcitrance of lignocelluloses, SPORL) การใช้

ของเหลวไอออนิก (Ionic liquid) เป็นตน้ 

 

10.1.1 Alkaline treatment 

 

10.1.2 Acid treatment การปรับสภาพ substrate ดว้ยกรดแก่หรือด่างแก่ เช่น sulphuric acid 

(H2SO4) หรือ sodium hydroxide (NaOH) จะมีผลทาํให้การย่อยสลายเซลลูโลส โดยเซลลูเลส

เพิ่มข้ึน การใช ้NaOH ในการปรับสภาพจะมีผลทาํให้ lignin และ hemicellulose ละลายนํ้ าออกมา 

ส่วนการปรับสภาพดว้ยกรดจะทาํให ้hemicellulose ละลายนํ้าได ้(Moo – Young et al., 1978) 

 

10.1.3 Oxidizing agents treatment ตวัอยา่งสารเคมีท่ีใชไ้ดแ้ก่ NaC1O2, KBrO2, KIO3, 

SO2, และ O3 

 

10.2 Physical treatment  

 

10.2.1 การใชค้วามร้อนและความดนั 

 

10.2.2 การลดขนาดของสารโดยใชว้ธีิบดหรือโม่บด 
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10.2.3 Steam explosion process หลกัการคือทาํให้วสัดุเหลือใช้ท่ีมีเซลลูโลส เป็น

องคป์ระกอบอ่ิมตวัดว้ยไอนํ้ า ภายใตค้วามดนัและอุณหภูมิสูง เม่ือลดความดนัลงนํ้ าจะระเหยอยา่ง

รวดเร็วจะทาํให ้fiber แยกออกจากกนั เป็นการเพิ่มพื้นท่ีผวิสาํหรับเอนไซมเ์ขา้ทาํปฏิกิริยา ความช้ืน

และอุณหภูมิสูงจะทาํให้พืชปลดปล่อยกรดออกมาซ่ึงมีผลต่อการย่อยสลายเซลลูโลสดว้ย ดงันั้น

กระบวนการน้ีมีทั้งผลทางฟิสิกส์และทางเคมีอีกดว้ย ( Dale and Moreira, 1982 ) การปรับสภาพ 

substrate นั้นส่วนใหญ่นิยมใชห้ลายวิธีร่วมกนั เช่น อาจใชด่้างร่วมกบัความร้อน หรือใชว้ิธีการบด

ร่วมกบัการใชก้รด เป็นตน้ 

 

Han and Callihan (1974 ) ได้ทาํการทดลองปรับสภาพฟางขา้วและชานออ้ยโดยใช้ 4 

เปอร์เซ็นต์ NaOH 15 นาที 100 องศาเซลเซียส พบว่าทาํให้การย่อยสลาย cellulose โดยใช้เช้ือ

Cellulomonas spp. เพิ่มจาก 29.4 เปอร์เซ็นต ์เป็น 73 เปอร์เซ็นต ์และนอกจากน้ีไดท้าํการปรับสภาพ

ดว้ย H2SO4 แต่ปรากฏวา่ไม่พบอตัราการยอ่ยสลายและไดท้ดลองใชว้ิธีบด (grinding) การใชค้วาม

ดนัสูงๆ ปรากฏวา่มีผลเพียงเล็กนอ้ยต่อการยอ่ยสลาย 

 

Miron and Daniel (1981) ไดใ้ช ้ SO2 O3 และ NaOH ในการปรับสภาพ cotton straw แลว้

นาํสับสเตรทท่ีผ่านการปรับสภาพแลว้ ย่อยสลายต่อโดยใช้เอนไซม์เซลลูเลส จาก Trichoderma 

reesei ผลการทดลองปรากฏว่า SO2 (ปรับสภาพท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 72 ชัว่โมง) ไม่

สามารถลดปริมาณ lignin แต่ลดปริมาณ hemicellulose ลง 48 เปอรเซ็นต์ การใช้ O3 (1 กรัม

โอโซน/5 กรัมcotton straw) ลดปริมาณ lignin ลง 40 เปอร์เซ็นต ์และ hemicellulose 54 เปอร์เซ็นต ์

ส่วนการpretreat ดว้ย NaOH (25 เปอร์เซ็นต์ นํ้ าหนกั / ปริมาตร 1 สัปดาห์) ไม่สามารถละลาย

ส่วนประกอบของผนงัเซลลข์องพืชได ้

 

Chen and Gong (1982) ไดท้าํการยอ่ยสลาย microcrystalline cellulose และ Avicel โดยใช้

เอนไซม ์cellulases จากเช้ือ trichoderma viride โดยปรับสภาพดว้ยสารละลายเขม้ขน้ของZnCl2 

และ HCl ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์ ให้ความร้อน 145 องศาเซลเซียส 6 นาที เม่ือเยน็แลว้นาํไป

ตกตะกอนดว้ย acetone แลว้จึงนาํเซลลูโลส ไปยอ่ยสลายโดยเอนไซมต่์อไป 

 

Vidand (1982) ไดใ้ชว้ิธีทางฟิสิกส์และทางเคมีในการปรับสภาพฟางขา้วก่อนท่ีจะไปยอ่ย

สลายโดยเอนไซม ์พบวา่การใชก้ารบด (grinding) และตามดว้ยการใชค้วามร้อน 100 องศาเซลเซียส 

30 นาที จะเพิ่มประสิทธิภาพของการยอ่ยสลายโดยเอนไซมไ์ดม้าก 
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Mes – Hartree et al. (1983) ปรับสภาพฟางขา้วบาร์เล่ย ์ฟางขา้วสาลี ตน้ขา้วโพด และ

ตน้อลัฟาฟา โดยวิธีทาํให้เน้ือเยื่อแยกออกจากกนัดว้ยไอนํ้ าร้อน (steam explosion) ก่อนท่ีจะนาํไป

ยอ่ยสลายโดยเอนไซม ์cellulases จากเช้ือ Trichoderma E58 

 

Rao et al., (1983) ไดท้าํการทดลองปรับสภาพชานออ้ยดว้ย 1 N NaOH ท่ีทาํให้ร้อน และ

neutralize ดว้ย HC1 และปรับสภาพดว้ยไอนํ้ าเปรียบเทียบกบัชานออ้ยท่ีไม่ไดผ้า่นการปรับสภาพ 

ปรากฏวา่ชานออ้ยท่ีไม่ไดผ้า่นการปรับสภาพเปล่ียนเป็นนํ้าตาลโดยการยอ่ยสลายของเซลลูเลส จาก

เช้ือ Penicillium funiculosum 17 เปอร์เซ็นต ์ปรับสภาพดว้ยด่าง และ neutralize เปล่ียนเป็นนํ้ าตาล 

63 เปอร์เซ็นต ์และ ส่วนท่ีปรับสภาพดว้ยไอนํ้าเปล่ียนเป็นนํ้าตาล 52 เปอร์เซ็นต ์

 

Ginnivan et al. (1997) พบว่าการปรับสภาพหญา้และฟางขา้วบาร์เล่ยด์ว้ย NaOH 5 

เปอร์เซ็นต ์(นํ้ าหนกั/ปริมาตร) จะทาํให้ยอ่ยสลายเซลลูโลส โดยเช้ือ Thermomonospora fusca และ

Pseudonorcardia thermophila ดีข้ึน 

 

พิไลลกัษณ์ (2524) ไฮโดรไลซ์เซลลูโลสท่ีเตรียมจากชานออ้ย (bagasse) ลาํตน้ขา้วโพด 

(corn stalk) และกระดาษกรอง (filter paper) โดยใช้เอนไซม์จากเช้ือเห็ด 3 ชนิด คือ เห็ดเป๋าฮ้ือ 

(Pleurotus ostreatus (Fr.) Qye1) เห็ดแชมปิยอง (Agaricus bisporus (Lang) sing) และเห็ดนางฟ้า 

(Pleurotus sagor caju (Fr.) singer) เม่ือมีการปรับสภาพเซลลูโลสดว้ยสารละลาย cadoxen จะทาํให้

การไฮโดรไลซ์ไดผ้ลดีกว่าไม่มีการปรับสภาพดว้ย cadoxen กล่าวคือไดก้ลูโคสมากข้ึน จากการ

ทดลองพบวา่ เซลลูโลสจากชานออ้ยถูก Hydrolyse โดยวีธีดงักล่าวไดก้ลูโคสมากท่ีสุด นอกจากน้ี

ยงัพบว่า เช้ือเห็ดนางฟ้าในช่วงฤดูหนาวมีปริมาณเอนไซมเ์ซลลูเลสมากกวา่เช้ือเห็ดชนิดอ่ืนๆ เป็น

การแสดงวา่ การเจริญเติบโตของเช้ือเห็ดนางฟ้าเป็นไปไดดี้กวา่เช้ือเห็ดอ่ืนๆ ในฤดูหนาว 

 

กนก (2528) ศึกษาเช้ือท่ีแยกจากถงัหมกัก๊าซชีวภาพ ในสารอาหารท่ีมีเปลือกขา้วโพดเป็น

แหล่งคาร์บอนพบว่าเช้ือสามารถเจริญได้ดี และผลิตเอนไซม์เฮมิเซลลูเลส (ไซลาเนส) ได้ดีกว่า

เอนไซม์เซลลูเลส ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ของเช้ือ พบว่าเม่ือใช้เปลือก

ขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอนเช้ือจะผลิตไซลาเนสไดดี้กวา่ใชไ้ซแลน (larch wood) ของบริษทั Sigma 

เช้ือจะผลิตเอนไซม์ และให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ดีท่ีสุดเม่ือเล้ียงเช้ือโดยใช้ inoculum 4 

เปอร์เซ็นต ์ในเปลือกขา้วโพด ขนาดเล็กกวา่ 40 mesh ปริมาณของเปลือกขา้วโพดต่อ Mineral salt 

ท่ีประกอบดว้ย NaNO3 2 กรัม K2HPO4 0.5 กรัม MgSO4.7H2O 0.2 กรัม MnSO4.H2O 0.02 กรัม 
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FeSO4.7H2O 0.02 กรัม และ CaCl2.2H2O 0.02 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร เท่ากบั 2 กรัม ต่อ 100 

มิลลิลิตร พีเอชเร่ิมตน้ของสารอาหารอยูใ่นช่วง 6.75 – 7.00 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมเท่ากบั 40 องศา

เซลเซียส การศึกษาการเพิ่มปริมาณการผลิตเอนไซมข์องเช้ือ พบวา่เอนไซมท่ี์ผลิตไดเ้ป็น Inductive 

enzyme ซ่ึงจะมีการผลิตเอนไซมเ์ม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีมีไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอนเท่านั้น การ

เล้ียงเช้ือในกลูโคส เซลโลไบโอส หรือไซโลสเพียงอย่างเดียวเช้ือไม่สามารถผลิตเอนไซม ์แต่เม่ือ

เล้ียงเช้ือในอาหารท่ีมีเปลือกขา้วโพดร่วมกบักลูโคส 0.01 เปอร์เซ็นต ์ เซลโลไบโอส 0.2 เปอร์เซ็นต์

หรือไซโลส มากกวา่ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ปริมาณการผลิตเอนไซมจ์ะมากข้ึนกวา่เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี

เปลือกขา้วโพดเพียงอยา่งเดียว แต่ระยะเวลาท่ีใชใ้นการผลิตเอนไซมจ์ะนานข้ึน การขยายระดบัการ

ผลิตเอนไซมข์องเช้ือในระดบัฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร พบวา่เม่ือเพิ่มปริมาตรการผลิตให้มากข้ึน

จะตอ้งเพิ่มรอบการเขยา่ให้สูงข้ึน เพื่อใหไ้ดเ้อนไซมท่ี์มีกิจกรรมสูง ส่วนการศึกษาการขยายระดบั

เบ้ืองตน้ของการขยายระดบัการผลิตใน Fermenter ขนาด 5 ลิตร โดยใชป้ริมาตรของสารอาหาร 1.5 

ลิตร พบวา่การเพิ่มอตัราการให้เช้ือสามารถผลิตเอนไซมไ์ดเ้ร็วข้ึน แต่เวลาท่ีให้กิจกรรมสูงสุดของ

เอนไซมจ์ะนานข้ึน พีเอชของสารอาหารจะเพิ่มข้ึนเม่ือเวลานานข้ึน ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายนํ้ าใน

ช่วงแรกท่ีเช้ือมีการเจริญเติบโตจะลดลงอย่างรวดเร็วหลงัจากนั้นจะค่อยๆเพิ่มมากข้ึน โปรตีนของ

สารละลายจะเพิ่มข้ึนพร้อมๆ กบัการผลิตเอนไซมข์องเช้ือ การศึกษาคุณสบติัต่างๆ ของเอนไซม์ท่ี

ผลิตไดพ้บวา่เอนไซมจ์ะทาํงานไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอชท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วง 6.0 – 

6.5 และเอนไซมท่ี์ผลิตไดจ้ะทนต่ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ไดดี้กวา่ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียล 

 

จิตตเสน (2529) ศึกษาการแยกเช้ือราท่ีสามารถสลายเซลลูโลสท่ีอุณหภูมิสูงจากแหล่งต่างๆ

ไดแ้ก่  ดิน มูลสัตว ์ไมผ้ ุใบไมผ้ ุและปุ๋ยหมกั จาํนวน 100 ตวัอยา่ง บน cellulose agar ท่ีอุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซียส ไดเ้ช้ือรา 41 ไอโซเลท เป็น Mucor spp. 4 ไอโซเลท, Humicola spp. 17 ไอโซเลท 

Aspergillus spp. 14 ไอโซเลท Torula spp. 3 ไอโซเลท Sporotrichum spp. 2 ไอโซเลท และเช้ือท่ีไม่

สามารถบ่งชนิดได้ 1 ไอโซเลท เม่ือนําเช้ือราทั้งหมดไปทดสอบความสามารถในการสลาย

เซลลูโลสโดยวิธี congo red test เปรียบเทียบกบั Humicola sp. 27B และ Myceliopthora  

thermophila CM1 ซ่ึงเป็นเช้ือราท่ีสามารถสลายเซลลูโลสท่ีอุณหภูมิสูงท่ีมีในห้องปฏิบติัการจุล-

ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่พบว่า Humicola  sp. ไอโซเลท CM 33B มี

ความสามารถในการสลายเซลลูโลสดีท่ีสุด เม่ือทาํการตรวจสอบถึงระดบัสปีชีส์ ปรากฏว่าเป็น 

Humicola nigrescens CM 33B จากการนาํเช้ือดงักล่าวไปศึกษาผลของปัจจยับางประการต่อการ

ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส พบวา่จากแหล่งคาร์บอน 4 ชนิด ไนโตรเจน 6 ชนิด แหล่งของคาร์บอนท่ี

เหมาะสมคือ carboxymethylcellulose และ ไนโตรเจน คือ potassium nitrate เช้ือน้ีสามารถผลิต
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เอนไซมไ์ดดี้ในอาหารท่ีมี pH 5.5 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 5 วนั จากการ

เพาะเล้ียงในอาหารแข็งไดแ้ก่ ฟางขา้ว แกลบ ข้ีเล่ือย ท่ีผสมและไม่ผสมรําขา้ว พบวา่เช้ือน้ีสามารถ

ผลิตเอนไซมไ์ดดี้ในฟางขา้วท่ีไม่ผสมรําขา้ว ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 5 

วนั 

 

จุฑารัญ (2544) ศึกษาการแยกเช้ือแบคทีเรียทนร้อนจากดินตามแหล่งต่าง ๆ ในจงัหวดั

เชียงใหม่ได้ทั้งหมด 122 ไอโซเลท นาํแต่ละไอโซเลทมาเพาะเล้ียงบน carboxymethylcellulose 

(CMC) agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทดสอบความสามารถในการยอ่ย

สลาย CMC ดว้ย 0.1 เปอร์เซ็นต ์congo red และ 1 M NaC1 ปรากฏผลของการเกิดวงใสรอบรอย

เจริญของเช้ือเป็นจาํนวน 77 ไอโซเลท และเม่ือทดสอบความสามารถในการผลิตเซลลูเลสโดยการ

เพาะเล้ียงใน CMC broth เขย่าดว้ยความเร็วรอบ 140 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วนั 

พบว่าไอโซเลท CMU 4-4 ให้ค่า enzyme activity สูงสุดเท่ากบั 0.066 ยูนิต/มิลลิลิตร และค่า 

specific activity เท่ากบั 0.110 ยนิูต/มิลลิกรัมโปรตีน เม่ือนาํไอโซเลท CMC4-4 มาศึกษาถึงสภาวะ

ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเซลลูเลส พบวา่เม่ือเพาะเล้ียงเช้ือใน cellulose producing medium โดยมี 

CMC ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นตเ์ป็นแหล่งคาร์บอน แอมโมเนียมคลอไรด์ 0.01 เปอร์เซ็นต ์และ 

yeast extract 0.01 เปอร์เซ็นต ์เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส pH 7 บนเคร่ือง

เขยา่ท่ีความเร็ว 180 รอบ/นาที เป็นเวลา12 ชัว่โมง วดัค่า enzyme activity และค่า specific activity 

ได้สูงสุดเท่ากบั 0.024 ยูนิต/มิลลิลิตร และ 0.044 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน ตามลาํดบั และจาก

การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมีบางประการพบว่าไอโซเลท CMC4-4 เป็น 

Bacillus subtilis 

 

นฤมล (2544) ไดค้ดัเลือกเช้ือแบคทีเรียทนร้อนท่ีมีผูแ้ยกไดจ้ากตวัอยา่งดินซ่ึงสามารถผลิต

เอนไซมเ์ซลลูเลสไดสู้งสุด จาํนวน 2 ไอโซเลท คือ CMU4-4 และ T1-5 พบวา่ไอโซเลท CMU4-4 

คือ Bacillus subtilis และไอโซเลท T1-5 คือ Bacillus coagulans ทดสอบอาหารตั้งตน้ท่ีเหมาะสม

ต่อการเจริญของเช้ือ พบวา่ Bacillus subtilis CMU4-4 เจริญไดดี้ใน tryptone yeast extract broth 

สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ คือเล้ียงใน cellulose broth ท่ีมี 0.1 เปอร์เซ็นต์ KH2PO4 

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส pH  ของอาหาร 5.5 มี 0.2 เปอร์เซ็นต์ carboxymethyl cellulose เป็น

แหล่งคาร์บอน 0.2 เปอร์เซ็นต ์ tryptone  เป็นแหล่งไนโตรเจน เพาะเล้ียง 18 ชัว่โมง วดักิจกรรม

เอนไซมไ์ด ้0.281 unit/ml และ specific activity 1.778 unit/mg protein ส่วน Bacillus cougulans 

T1-5 เจริญไดดี้ใน tryptone yeast extract broth สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม ์คือ เล้ียงใน 
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cellulose broth ท่ีมี 0.4 เปอร์เซ็นต ์  KH2PO4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส pH ของอาหาร 5.5 มี 0.2 

เปอร์เซ็นต์ cellulose acetate เป็นแหล่งคาร์บอน 0.2 เปอร์เซ็นต์ peptone เป็นแหล่งไนโตรเจน 

เพาะเล้ียง 18 ชัว่โมง วดักิจกรรมเอนไซม์ได ้0.168 unit/ml และ specific activity 1.108 unit/mg 

protein  

 

เม่ือศึกษาคุณสมบติับางประการของเอนไซมเ์ซลลูเลส พบวา่เซลลูเลสท่ีผลิตจาก Bacillus 

subtilis CMU4-4 มีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการทาํงาน ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียล pH 5.0 มีความ

เสถียรท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 60 องศาเซลเซียส pH 4.0 – 8.0 ปฏิกิริยาสูงสุดเกิดข้ึนเม่ือบ่มเอนไซมเ์ป็น

เวลา 5 นาที หลงัจากนั้นปฏิกิริยาจะลดลง  และจะคงท่ีเม่ือบ่มเป็นเวลา 60 นาที ส่วนเซลลูเลสท่ีผลิต

จาก Bacillus  coagulans T1-5 มีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการทาํงาน ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 

5.0 ความเสถียรไม่เกิน 60 องศาเซลเซียส pH  4.8-6.0 และปฏิกิริยาเกิดข้ึนสูงสุดเม่ือบ่มเอนไซม์

เป็นเวลา 15 นาที หลงัจานั้นจึงลดลง และจะคงท่ีเม่ือบ่มเป็นเวลา 60 นาที เอนไซม์จาก Bacillus 

subtillis  CMU4-4 จะทาํปฏิกิริยากบัสับสเตรทชนิดต่างๆไดแ้ก่ carboxymethyl cellulose, locus 

bean gum, xylose และ Arabic gum แต่เอนไซมจ์าก Bacillus coagulans  T1-5 ไม่ทาํปฏิกิริยากบั

Arabic gum และผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนจากการทาํงานของเอนไซมก์บั carboxymethyl cellulose เม่ือ

ทดสอบดว้ยวิธี thin layer chromatography พบวา่ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนจากเอนไซมท์ั้ง 2 ไอโซเลท มี 

glucose และ cellobiose เป็นองคป์ระกอบ 

 

กุศุมา (2547) ไดศึ้กษาการผลิตนํ้ าตาลจากวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรโดยใช ้cellulosome-

like multiezyme complex จาก Bacillus circulans B-6 ท่ีเพาะเล้ียงเช้ือท่ีมีเปลือกขา้วโพดเป็นแหล่ง

คาร์บอน เม่ือย่อยวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรดว้ย crude enzyme ท่ี pH 7.0 อุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส พิจารณาจากปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีปลดปล่อย พบว่าเปลือกขา้วโพดถูกย่อยได้ดีท่ีสุด

รองลงมาคือ ชานออ้ย ซงัขา้วโพด ฟางขา้ว แกลบ และรําขา้ว และ degree of hydrolysis ของเปลือก

ขา้วโพดเท่ากบั 53.6 เปอร์เซ็นต ์ภายหลงัการบ่มดว้ยเอนไซมท่ี์มีความเขม้ขน้ 30 ยนิูตของไซลาเนส 

และ 4.2 ยนิูตของ carboxymethyl cellulase (CMCase) เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้าก

การย่อยวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร พบนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวและคู่ ได้แก่ ไซโลส ไซโลไบโอส 

กลูโคส และเซลโลไบโอส 
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ชนิดา (2547) ศึกษาการเพาะเล้ียง Bacillus firmus K-1 ในถงัหมกัขนาด 1 ลิตร โดยใชน้ํ้ า

หมกั 500 มิลลิลิตร เม่ือมีเปลือกขา้วโพด 1.0 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร (w/v) เป็นแหล่ง

คาร์บอนและยเูรีย 0.4 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร (w/v) เป็นแหล่งไนโตรเจน ในสภาวะท่ี

ไม่ผ่านการน่ึงฆ่าดว้ยความร้อน พบว่าการผลิตไซลาเนสเพิ่มข้ึนตามปริมาณออกซิเจนละลายนํ้ า 

การเจริญของเซลล์ และปริมาณโปรตีน สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลาเนสของ Bacillus 

firmus K-1 คือท่ีพีเอช 10.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 400 รอบต่อนาที และอตัรา

การใหอ้ากาศ 1 vvm โดยไซลาเนสท่ีผลิตไดมี้แอคติวตีิ 0.96 U/ml ท่ีเวลาหมกั 24 ชัว่โมง 

 

จารุวรรณ (2547) ศึกษาการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสดว้ยเช้ือรา 5 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Aspergillus 

fumigatus TISTR 3108  A. niger TISTR 3425  Trichoderma  reesei TISTR 3081 และ 

Chaetomium globosum TISTR 3093 ในการเล้ียงแบบอาหารแข็งท่ีมีข้ีเล่ือยไมย้างพาราเป็น

สับสเตรท ซ่ึงเป็นการใช้ประโยชน์จากวสัดุเศษเหลือของโรงงานแปรรูปไมย้างพาราท่ีมีมากใน

ภาคใตข้องประเทศไทยพบวา่ เช้ือ A. fumigatus TISTR 3108 มีความเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์

และให้ค่าแอคติวิต้ีเท่ากบั 1.05 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรท ท่ีระยะเวลาการเล้ียง 4 วนัในสภาพท่ี

สับสเตรทมีความช้ืนเร่ิมตน้ 70 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือศึกษาผลของสปอร์เร่ิมตน้ พีเอชเร่ิมตน้ และชนิด

ของแหล่งไนโตรเจนโดยเปรียบเทียบระหว่างยูเรียและแอมโมเนียมไนเตรท ในการผลิตเอนไซม์

พบวา่ การใชส้ปอร์เร่ิมตน้ 106  สปอร์ต่อกรัมสับสเตรท พีเอชเร่ิมตน้ท่ี 4 และใชย้เูรีย 1 เปอร์เซ็นต์

เป็นแหล่งไนโตรเจน ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงสุดเท่ากบั 1.40 3.52 และ 3.55 ยูนิตต่อกรัม

สับสเตรท ตามลาํดบั ท่ีระยะเวลาการเล้ียง 4 วนั ส่วนการแปรสภาพข้ีเล่ือยไมย้างดว้ยการบด การใช้

ความร้อน และการใชด่้างไม่มีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 

 

ปิยะมาศ (2547) ศึกษาการยอ่ยสลายวตัถุดิบ 3 ชนิด ไดแ้ก่ ฟางขา้ว แกลบ และข้ีเล่ือย เพื่อ

คดัเลือกวตัถุดิบท่ีเหมาะสมในการผลิตนํ้ าตาลไซลิทอล พบว่าฟางขา้วสามารถให้ผลผลิตนํ้ าตาล

ไซโลสสูงท่ีสุดโดยมีสภาวะในการย่อยสลายท่ีอุณหภูมิ 126 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที ด้วย

สารละลายกรดซัลฟิวริกความเขม้ขน้ 0.5 โมลต่อลิตร ท่ีอตัราส่วนระหว่างฟางขา้วต่อสารละลาย

กรดซลัฟิวริกคือ 1 ต่อ 10 ( นํ้าหนกัต่อปริมาตร ) จากนั้นทาํการศึกษาการลดปริมาณสารพิษดว้ยวิธี

โอเวอร์ไลมิง และ ผงถ่านกมัมนัต ์พบวา่ระยะเวลาในการลดสารพิษท่ีเหมาะสมคือ 1 ชัว่โมง โดย

ใช้อตัราส่วนระหว่างผงถ่านกมัมนัต์ต่อไฮโดรไลเสทเท่ากบั 1 ต่อ 100 นํ้ าหนักต่อปริมาตร เม่ือ

ทาํการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผลิตนํ้ าตาลไซลิทอลระหว่างอาหารสังเคราะห์และ

ไฮโดรไลเสท โดยการเพาะเล้ียงเช้ือ Debaryomyces hansenii TISTR 5155 พบว่าอตัราการผลิต
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นํ้าตาลไซลิทอลในอาหารสังเคราะห์ และไฮโดรไลเสทเท่ากบั 0.2730 กรัมต่อกรัมนํ้ าตาลไซโลส

ตามลาํดบั  

 

ฆาสิณี (2548) ไดศึ้กษาวสัดุเหลือใชท้างการเกษตร 4 ชนิด คือ แกลบ ฟางขา้ว ตน้ขา้วโพด

และเปลือกสับปะรด ถูกนาํมาปรับสภาพทั้งกายภาย และทางเคมี โดยกรดและเบส 6 ชนิดไดแ้ก่ 

Acetic acid, Hydrochloric acid, Phosphoric acid, Sulfuric acid, Sodium hydroxide และ Potassium 

hydroxide เป็นเวลา 1 7 14 21 และ 28 วนั ท่ีความเขม้ขน้ 2 M เพื่อให้เหมาะสมต่อการเป็นแหล่ง

คาร์บอนสําหรับการผลิตกรดมะนาวโดยเช้ือรา Aspergillus  niger Yang no.2 โดยการหมกัใน

อาหารเล้ียงเช้ือสูตร Semi-solid culture medium (SS medium) ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั พบวา่

เปลือกสับปะรดท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยกรด Acetic acid เป็นเวลา 7 วนั จะถูกย่อยสลายเป็น

นํ้ าตาลรีดิวซ์ในปริมาณมากกวา่วสัดุเหลือใชท้างการเกษตรชนิดอ่ืนๆ คือไดน้ํ้ าตาลรีดิวซ์ 77.5 g/L 

ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีสูงสุดเม่ือผา่นการปรับสภาพดว้ยกรดหรือเบสในช่วงเวลา 1 – 14 วนั จากการนาํ

วสัดุเหลือใชท้างการเกษตรท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด – เบสตามระยะเวลาท่ีให้ปริมาณนํ้ าตาล

รีดิวซ์สูงสุด มาหมกัดว้ยเช้ือรา Aspergillus niger Yang no.2 เป็นเวลา 7 วนัท่ีอุณหภูมิห้องพบวา่

เปลือกสับปะรด (5 g) ท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ย Sodium hydroxide เป็นเวลา 7 วนั ให้กรดมะนาว

สูงสุดคือ 17.67 g/L ทั้งน้ี ประสิทธิภาพการผลิตกรดมะนาวโดยเช้ือรา Aspergillus niger Yang no.2

เม่ือใชว้สัดุเหลือใชท้างการเกษตรท่ีผา่นการปรับสภาพจะมีค่ามากกวา่วสัดุเหลือใชท้างการเกษตรท่ี

ไม่ผา่นการปรับสภาพ และพบวา่ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ในอาหารเล้ียงเช้ือจะมีค่าสูงสุดในวนัท่ี 1 ของ

การหมกัและมีค่าลดลงเม่ือเวลาผา่นไป 

 

สุภาวินี (2550) ได้ศึกษากากตะกอนเยื่อกระดาษจากระบบบาํบดันํ้ าเสียประกอบด้วย

เซลลูโลส ซ่ึงสามารถเปล่ียนเป็นกลูโคสได้ โดยเอนไซม์เซลลูเลสท่ีผลิตจากเช้ือรา Trichoderma 

spp. เรียกขั้นตอนน้ีวา่ Saccharification เป็นขั้นตอนท่ีประหยดัตน้ทุนการผลิต ไม่ใช้สารเคมี และ

ไม่ทําลายส่ิงแวดล้อม การศึกษาแบ่งได้ 3 ขั้นตอน คือ ลําดับท่ีหน่ึงศึกษาเปรียบเทียบความ

เหมาะสมของระบบก่ึงต่อเน่ืองท่ีมีการถ่ายและเติมอาหารคร่ึงหน่ึงทุก 3 4 และ 5 วนัตามลาํดบั โดย

อาหารเล้ียงเช้ือราประกอบดว้ย Carboxymethyl cellulose 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร 

พบว่าระบบก่ึงต่อเน่ืองท่ีมีค่ากลูโคสสูงสุด คือ ระบบท่ีมีการถ่ายและเติมอาหารทุก 5 วนั มีค่า

กลูโคสเฉล่ีย 0.486 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า conversion yield 4.86 เปอร์เซ็นต ์และมีค่าเอนไซม์

แอคติวต้ีิ 0.043 หน่วยต่อมิลลิลิตร การทดลองลาํดบัท่ีสอง คือ การนาํเอนไซมท่ี์แยกไดจ้ากระบบก่ึง

ต่อเน่ือง ท่ีมีการถ่ายและเติมอาหารคร่ึงหน่ึงทุก 3 4 และ 5 วนั มาใชย้อ่ยกากตะกอนเยื่อกระดาษ 1 
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เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร พบว่า เอนไซม์ทั้ งสามระบบสามารถย่อยกากตะกอนเยื่อ

กระดาษเป็นกลูโคสโดยเฉล่ียประมาณ 0.273 0.214 และ 0.240 มิลลิกรัม และมีค่า conversion yield 

2.73 2.14 และ 2.40 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั และการทดลองสุดทา้ย คือ การนาํกากตะกอนเยื่อ

กระดาษซ่ึงเป็นแหล่งเซลลูโลสมาใชเ้ป็นส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือในระบบก่ึงต่อเน่ืองท่ีมี

การถ่าย และเติมอาหารทุก 5 วนั โดยเปรียบเทียบการใชส้ัดส่วนกากตะกอนเยื่อกระดาษท่ีแตกต่าง

กนั พบวา่ระบบท่ีใชก้ากตะกอนเยื่อกระดาษ 0.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร มีกลูโคสเฉล่ีย 

0.270 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่า conversion yield 2.70 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงการทดลองน้ียงัสามารถ

ปรับปรุงให้กลูโคสสูงข้ึน โดยเปล่ียนแปลงสภาวะให้เหมาะสม เช่น มีการปรับสภาพกากตะกอน

เยือ่กระดาษขั้นตน้ดว้ยกรด และการใชอุ้ณหภูมิสูงทาํปฏิกิริยา 

 

ศศิธร (2550) ศึกษาแบคทีเรีย 142 ไอโซเลท แยกจากตวัอยา่งดิน มูลสัตว ์ขอนไมผุ้ และปุ๋ย

ห มัก  ภ า ย ใ น ภ า ค เ ห นื อ ต อ น บ น  จํา น ว น  40 ตัว อ ย่ า ง  โ ด ย ก า ร เ พ า ะ เ ล้ี ย ง บ น อ า ห า ร

carboxymethylcellulose (CMC) agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 45 50 และ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง เม่ือทดสอบดว้ยวธีิ congo red พบวา่มี 68 ไอโซเลท ท่ีทาํให้เกิดบริเวณใสรอบรอยเจริญของ

เช้ือ ซ่ึงเม่ือทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสโดยเพาะเล้ียงใน CMC broth พบวา่

ไอโซเลท CM12 ให้ค่า enzyme activity และ specific activity สูงท่ีสุด โดยมีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อ

การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี pH 6.5 มี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์

เป็นแหล่งคาร์บอน และ yeast extract 3 เปอร์เซ็นตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มเป็นเวลา 48 ชัว่โมง วดั

ค่ากิจกรรมเอนไซม ์ และค่า specific activity ไดเ้ท่ากบั 194.80 2.05 U/µg protein ตามลาํดบั จาก

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และชีวเคมีเบ้ืองตน้พบว่าไอโซเลท CM12 จดัอยู่ในจีนัส 

Bacillus สภาวะท่ีเหมาะสมในการทาํงานของ crude enzyme ของ Bacillus sp. CM12 คือ 50 องศา

เซลเซียส และ pH 4.5 โดย crude enzyme น้ี สามารถทาํปฏิกิริยากบัสารตั้งตน้ sucrose starch chitin 

และ inulin ไดเ้ม่ือเพาะเล้ียง Bacillus sp. CM12 ในอาหารพื้นฐานท่ีมีใบไมเ้ป็นแหล่งคาร์บอน 

พบว่า ใบสัก และใบหูกวางถูกย่อยได้ดีกว่าใบพิกุล และใบลาํไย เม่ือทาํการย่อยใบสักท่ีมีความ

เขม้ขน้ 9 เปอร์เซ็นต ์บ่มเป็นเวลา 3 วนั และใบหูกวางท่ีมีความเขม้ขน้ 7 เปอร์เซ็นต ์บ่มเป็นเวลา 9 

วนั ใหป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ และวดัค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุด คือ 270.59 ± 0.1 µg/ml 258.44 ± 0.1 

U/ml 139.90 ± 1.1 µg/ml และ103.52 ± 0.8 U/ml ตามลาํดบัเม่ือเพาะเล้ียง Bacillus sp. CM12 ใน

อาหารพื้นฐานท่ีมีใบหูกวางเป็นแหล่งคาร์บอน9 วนั ก่อนเติม Zymomonas  mobilis TISTR551 

พบวา่สามารถผลิตแอลกอฮอลสู์งท่ีสุด 3 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเพาะเล้ียงนาน 48 ชัว่โมง 
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11. การหาพืน้ทีผ่วิการตอบสนอง (Response Surface Methodology)   

 

 การวเิคราะห์การหาพื้นท่ีผวิตอบสนอง (Response surface methodology, RSM) เพื่อหาการ

ตอบสนองท่ีเหมาะสมท่ีสุด ในการปรับปรุง พฒันา จากสภาวะในการผลิตทั้งหมด (Raymond et 

al., 1995) และนาํขอ้มูลทางดา้นปริมาณ (quantitative data) มาสร้างการวิเคราะห์เชิงถดถอย เพื่อ

วิเคราะห์หาความสัมพนัธ์ระหว่างตวัแปรและค่าตอบสนองในรูปของสมการทางคณิตศาสตร์ ซ่ึง

สามารถนาํสมการเหล่าน้ีมาสร้างภาพกราฟสามมิติ (response surface plot) ท่ีแสดงระดบัของตวั

แปรในแนวระนาบและแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรและพร้อมกนันั้นยงัสามารถแกปั้ญหา

สมการหลายตวัแปรท่ีมีความสัมพนัธ์กันของตวัแปรตอบสนอง (dependent variable) กับ

คุณลกัษณะทางด้านปริมาณของผลิตภณัฑ์ กระบวนการ และพารามิเตอร์ท่ีออกแบบ (ศิริวลัภา, 

2547) 

 

การศึกษาพื้นท่ีผวิตอบสนองเป็นการสร้างพื้นท่ีผวิตอบสนองเพื่อแสดงให้ห็นแนวโนม้การ

เปล่ียนแปลงของผลตอบสนองท่ีมีต่อปัจจยัเชิงปริมาณท่ีเหมาะสมให้ไดผ้ลการตอบสนองท่ีดีท่ีสุด 

วธีิการหาพื้นท่ีผิวตอบสนองจึงเป็นเทคนิคท่ีสามารถนาํมาใชไ้ดจ้ริงในการวิเคราะห์ผลการทดลอง 

(รุ่งทิวา, 2543) 

 

 11.1 การออกแบบการทดลอง (ศิริวลัภา, 2547, และอนุวตัร, 2549) 

  

โดยทัว่ไปรูปแบบของพื้นท่ีผิวตอบสนองนั้นมกัจะพิจารณาในรูปแบบของสมการเส้น

ถดถอย (regression equation) ในการกะประมาณค่าพารามิเตอร์หรือสัมประสิทธ์ิเชิงเส้นแบบ

ถดถอย (regression coefficient) โดยทัว่ไปมกัแสดงในรูปสมการลาํดบัท่ีสอง (second order model) 

สําหรับแผนการทดลองท่ีรู้จกักนัดี ไดแ้ก่ 2k เซ็นทรัลคอมโพสิต (central composite design) หรือ 

2k แฟคทอเรียล (factorial design) โดยพิจารณารูปแบบสมการลาํดบัท่ีสองท่ีมีตวัแปรอิสระ 3 ตวัซ่ึง

สามารถจะแสดงไดด้งัสมการ 
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Y  = β0 + β1X1 + β2X2 + β3x3 + β12X1X2 + β13x1x3 +β23x2x3 + β123x1x2x3 + ε  

 (1) 

 

 เม่ือ  Y  คือ ตวัแปรตอบสนอง (dependent variable) 

Xi คือ ตวัแปรอิสระตวัท่ี 1 

β i   คือ พารามิเตอร์ 

n คือ จาํนวนขอ้มูลหรือขนาดตวัอยา่ง 

ε คือ ความคลาดเคล่ือน 

 

บางคร้ังในการวางแผนการทดลองจะตอ้งทาํการทดลองเบ้ืองตน้ เพื่อช่วยในการกาํหนดตวั

แปรเร่ิมตน้ และช่วงท่ีเหมาะสมสําหรับแบบการทดลองท่ีสุด โดยช่วงของแต่ละตวัแปรเร่ิมตน้ใน

การออกแบบจะตอ้งทาํการคดัเลือกอย่างระมดัระวงั และช่วงเหล่าน้ีควรมีความครอบคลุมเพียง

พอท่ีจะกําหนดผลการทดลองจริง ๆ ของแต่ละตัวแปรเร่ิมต้นท่ีเหมาะสม การศึกษาตัวแปร

ตอบสนองต้องมีลักษณะของค่าตอบสนองท่ีเปล่ียนแปลง  โดยมีสาเหตุจากตัวแปรอิสระ 

(independent variable) จากนั้นจึงวางแผนการทดลองให้ครอบคลุมช่วงของระดบัปัจจยั  ส่วนใหญ่

การวางแผนการทดลองท่ีนาํมาใชก้นัจะวางตวัอยา่งท่ีสาํคญัใหใ้กลก้บัจุดก่ึงกลางของช่วง   เพื่อท่ีจะ

ลดจาํนวนของตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบ การวางแผนการทดลองจะข้ึนกบัลกัษณะของสมการท่ีใช้

ในการ fit ขอ้มูลของการทดลองอีกดว้ย ถา้หากวา่มีการวางแผนเพียงพอ first – degree factorial ค่า

ของตวัแปรเร่ิมตน้จะเกิดข้ึนเพียง 2 ระดบั แต่ถา้หากวา่พิจารณาเป็น quadratic effect การวางแผน

การทดลองจะขยายไปรวมเอาจุดท่ีเรียกวา่ α-point (±α) และจุดก่ึงกลางของตวัอย่างและจาํนวน

ของระดบัของปัจจยัต่อตวัแปรท่ีเพิ่มข้ึนจนถึง 5 ระดบั ซ่ึงในการทดลองน้ีจะมีการพิจารณาใน

รูปแบบของ first – degree factorial เน่ืองจากปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษามีเพียง 2 ปัจจยั 

 

11.2 การนาํเสนอผลในรูปแบบของกราฟ (Graphical representation) 

 

การอธิบายถึงความสําคญัของสมการเชิงเส้นแบบถดถอยและนยัสําคญัของตวัแปรอิสระ 

(independent variable) ท่ีมีความสัมพนัธ์ต่อกนั จากการวิเคราะห์ดว้ยสมการกาํลงัสอง จะไดผ้ลท่ี

เป็นเส้นตรง หรือ response surface ท่ีเป็นเส้นค่าคงท่ีของตวัแปรตอบสนอง ซ่ึงจะอธิบายดว้ยภาพ

โดยการใช้ปัจจยัอิสระ 2 ชนิด และให้ปัจจยัอิสระอ่ืน ๆ คงท่ี การใช้วิธีการอธิบายดว้ยภาพโดย

การศึกษารูปร่างของ response surface และให้ค่าผลตอบสนองท่ีสูงสุดท่ีตั้งข้ึนอยา่งคร่าว ๆ เพื่อใช้
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ในโปรแกรมการพลอตแบบ contour plot และ surface plot จะเห็นผลของพารามิเตอร์ของ

กระบวนการต่อคุณภาพการผลิต ความแปรปรวนของการผลิต อยา่งไรก็ดีการอธิบายดว้ยภาพไม่มี

ความสามารถเพียงพอท่ีจะทาํไดเ้ม่ือมีตวัแปรอิสระมากกวา่ 21 ตวัแปร และยากข้ึนเม่ือมีการแปลผล

ท่ีมีจาํนวนผลตอบสนอง (dependent variable) เพิ่มข้ึน ดงันั้นจึงไม่ค่อยนิยมนาํวิธีการท่ีใช้ภาพ

อธิบายสาํหรับการแกปั้ญหาท่ีมีผลตอบสนองหลายชนิด 

 

วิธีการหาพื้นท่ีผิวตอบสนอง (response surface methodology) มกัจะนาํมาใช้ในการ

กาํหนดปัจจยัท่ีมีผลต่อสภาวะของการผลิตให้ได้การตอบสนองท่ีดีท่ีสุด และมีความเฉพาะต่อ

กระบวนการผลิตหรือต่อผลิตภณัฑ์ นอกจากน้ียงัใช้ในการหาปัจจยัใหม่ ๆ ท่ีมีผลต่อการพฒันา

กระบวนการผลิตเพื่อให้คุณภาพของการผลิต หรือผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีคุณภาพมากกว่าเดิม ดงันั้น

วิธีการหาพื้นท่ีผิวตอบสนอง จึงเป็นวิธีการออกแบบการทดลองท่ีเหมาะสมต่อการนาํมาใช้หา

สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม ์เน่ืองจากมีปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อสภาวะการผลิตหลายปัจจยั

ร่วมกนั  

 

Teri et al. (2007) ทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมโ์พลีกาแลกทูโรเนสซ่ึง

เป็นเอนไซมใ์นกลุ่มของเพคติเนส ดว้ยวธีิการหาพื้นท่ีผวิการตอบสนอง โดยกาํหนดปัจจยัท่ีมีผลต่อ

การผลิตทั้งหมด 4 ปัจจยั ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของมอลทริน corn steep liquor (CSL) ความเร็วรอบ

ของการเขย่าและอตัราส่วนเช้ือตั้งตน้ พบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์โพลีกาแลคทูโรเนสสูงสุดท่ี

สภาวะความเขม้ขน้ของมอลทริน 120 กรัมต่อลิตร CSL 0 กรัมต่อลิตร ความเร็วรอบ 350 รอบต่อ

นาที และอตัราเช้ือตั้งตน้เท่ากบั 2 × 107 cfu ส่งผลใหค้่ากิจกรรมเอนไซมสู์งข้ึนถึง 74 เปอร์เซ็นต ์

 

Sharma et al. (2006) ไดผ้ลิตเอนไซม์เพคติเนสท่ีมีคุณสมบติัทนต่อสภาวะด่างและทน

อุณหภูมิสูงได ้โดยทาํการวางแผนการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตดว้ยวิธีการหาพื้นท่ี

ผิวการตอบสนอง ได้กาํหนดปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตทั้งหมด 3 ปัจจยั คืออตัราส่วนของแหล่ง

คาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน K2HPO4 และค่าพีเอช โดยกิจกรรมของเอนไซม์เพคติเนสสูงสุดท่ี

คาํนวณไดจ้ากสมการเท่ากบั 20,184 U/L เม่ือกาํหนดสภาวะการผลิตเอนไซมท่ี์อตัราส่วนของแหล่ง

คาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนเท่ากบั 11 เปอร์เซ็นต ์K2HPO4 0.5 เปอร์เซ็นต ์และค่าพีเอชเท่ากบั 8.5 

และเม่ือทาํการผลิตเอนไซมเ์พคติเนสตามสภาวะท่ีกาํหนด พบวา่ค่ากิจกรรมเอนไซมเ์พคติเนสท่ีได้

มีค่าเท่ากบั 21,000 U/L ซ่ึงมีค่าสูงกวา่ท่ีไดจ้ากการคาํนวณ แสดงให้เห็นว่าสมการท่ีไดจ้ากการ

วเิคราะห์ดว้ยวธีิการหาพื้นท่ีผวิการตอบสนองนั้นใหผ้ลท่ีน่าเช่ือถือได ้
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มลนพรรษ (2551)  ศึกษาเช้ือแบคทีเรีย Paenibacillus  polymyxa  สายพนัธ์ุ N10 ซ่ึงเป็น

แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เพคเตทไลเอสไดดี้ จากการทดลองน้ีพบว่าความ

เขม้ขน้ของเพคตินเร่ิมตน้ท่ี 15 กรัมต่อลิตร เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์พคเตทไลเอส นอกจากน้ี

ยงัทาํการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์พคเตทไลเอสดว้ยวธีิการหาพื้นผิวตอบสนอง 

(Response surface methodology) ซ่ึงประกอบดว้ยปัจจยัหลกั 3 ปัจจยั ไดแ้ก่ ความเร็วรอบของการ

เขยา่ (X1, 100-300 รอบต่อนาที) อุณหภูมิ (X2, 25-45 องศาเซลเซียส) และพีเอช (X3, 5.5-9.5) จาก

โมเดล พบวา่ความสัมพนัธ์ระหวา่งอุณหภูมิและพีเอชมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซมอ์ยา่งมีนยัสําคญั 

โดยสมการกาํลงัสองท่ีไดมี้ค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) 0.9600 (p<0.001) สภาวะท่ีเหมาะสม

ต่อการผลิตเอนไซมเ์พคเตทไลเอสสูงท่ีสุดเท่ากบั 84.5 U/ml คือความเร็วรอบของการเขยา่ 200 รอบ

ต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8 ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ

อตัราการกวน และการให้อากาศต่อการผลิตเอนไซม์เพคเตทไลเอสในถงัหมกัระดบัปฏิบติัการ

ขนาด 5 ลิตร โดยกาํหนดอตัราการให้อากาศ 0.5-2.0 vvm ท่ีอตัราการกวน 200 รอบต่อนาที 

(กาํหนดใหอุ้ณหภูมิเท่ากบั 35 องศาเซลเซียส และพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8) พบวา่ท่ีอตัราการกวน 200 

รอบต่อนาที ส่งผลใหกิ้จรรมของเอนไซมเ์พคเตทไลเอสตํ่าลง เน่ืองจากแรงเฉือนมีผลต่อโครงสร้าง

ของเอนไซม์จึงตอ้งลดอตัราการกวนลง จากการทดลองในถงัหมกัระดบัปฏิบติัการ พบว่าท่ีอตัรา

การกวน 150 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 0.5 vvm อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ค่าพีเอชเร่ิมตน้

เท่ากบั 8 สามารถผลิตเอนไซมเ์พคเตทไดสู้งท่ีสุดคือ 110.42 U/ml 

 

นิสา (2552) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญ และผลิตโปรติเอสจาก Bacillus sp. C4 

ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสสําหรับลอกกาวไหมไดดี้ท่ีสุด แยกไดจ้ากนํ้ าทิ้ง

ของโรงงานผลิตเส้นไหม โดยเร่ิมจากการคดัเลือกวตัถุดิบ และพบว่าแป้งมนัไฮโดรไลซ์ แป้งถัว่

เหลือง และ skim milk เป็นแหล่งคาร์บอน แหล่งไนไตรเจน และสารเหน่ียวนําท่ีเหมาะสม

ตามลาํดบั เม่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส โดยวางแผนการทดลองแบบ 

Central Composite Design (CCD) และวิธีพื้นผิวตอบสนอง (Responsesurface methodology) โดย

ปัจจยัท่ีนาํมาศึกษา คือปริมาณแป้งถัว่เหลือง ปริมาณ skim milk และความเร็วรอบในการเขย่า 

พบวา่สามารถอธิบายความแปรปรวนได ้91.2 เปอร์เซ็นต ์โดยสภาวะเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์

โปรติเอสในระดบัฟลาสก์คือ แป้งถัว่เหลือง 2.0 เปอร์เซ็นต ์(w/v) skim milk 0.1 เปอร์เซ็นต ์(w/v) 

และความเร็วรอบในการเขย่า 280 rpm ให้ค่าทาํนายของกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสสูงสุดเท่ากบั 

1,575.5 units/ml ซ่ึงกิจกรรมเอนไซม์มีค่ามากกว่าการใช้อาหารเล้ียงเช้ือสูตรเดิมถึง 2.2 เท่า 
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นอกจากน้ียงัไดเ้พาะเล้ียง Bacillus sp. C4 ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร เพื่อเป็นการยืนยนัความสําคญั

ของการให้อากาศต่อการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจาก Bacillus sp. C4 โดยควบคุมสภาวะการ

เพาะเล้ียงในถงัหมกัท่ีพีเอช 7.5 อตัราการกวน 350 rpm อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการให้

อากาศ 2 vvm และค่าการละลายของออกซิเจนในถงัหมกัเท่ากบั 70 เปอร์เซ็นต ์ให้คงท่ีตลอดการ

ทดลอง พบวา่สามารถเพิ่มผลผลิตของเอนไซมโ์ปรติเอสเท่ากบั 1,898.1 units/ml โดยกิจกรรมของ

เอนไซมเ์พิ่มข้ึน 1.2 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงในอาหาร BMSM ในระดบัฟลาสก ์ 
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อปุกรณ์และวธีิการ 

 

อุปกรณ์ 

 

1. จุลนิทรีย์และอาหารเลีย้งเช้ือ 

 

 Thermobifida fusca PA 1-1 ท่ีสามารถผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสได ้

คดัแยกมาจากทลายปาลม์ เก็บท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของ

เช้ือซ่ึงผสมกบักลีเซอรอล 40 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงไดรั้บอนุเคราะห์จาก นางสาว วาทินี  คุณเผือก ภาควิชา

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ โดยเล้ียงจุลินทรีย์ใน

อาหารสูตร Minimal medium (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988) ซ่ึงประกอบด้วย 

Carboxymethylcellulose 10.0 กรัม ยีสตข์นมปัง 0.5 กรัม NaNO31.2 กรัม KH3PO4 3.0 กรัม 

K2HPO4  6.0 กรัม MgSO4.7H2O 0.2 กรัม CaCl2 0.05 กรัม MnSO4.7H2O 0.01 กรัม ZnSO4.7H2O 

0.001 กรัม นํ้ากลัน่ 1ลิตร จากนั้นปรับค่าพีเอชใหเ้ท่ากบั 7.0 

  

2.     อุปกรณ์และสารเคมี 

 

2.1 ตูเ้ข่ียเช้ือ (microflow biological safety cabinet) 

2.2 ตูบ้่มเช้ือท่ีมีการควบคุมอุณหภูมิ (temperature incubator) 

2.3 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 

2.4 เคร่ืองชัง่ 2 ตาํแหน่ง 

2.5 ตูอ้บอุณหภูมิ 1050 C (hot air oven) 

2.6 หมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) 

2.7 อ่างควบคุมอุณหภูมิ ( water bath) 

2.8 เคร่ืองป่ันเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerator centrifuge) 

2.9 เคร่ืองเขยา่เช้ือท่ีมีการควบคุมอุณหภูมิ (thermo shaker) 

2.10 เคร่ืองแกว้พร้อมอุปกรณ์และสารเคมีต่างๆ ท่ีจาํเป็น (ดงัระบุในแต่ละการทดลอง) 
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วธีิการ 

 

1. การศึกษาการผลติเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลส 

          

  ศึกษาการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในอาหารสูตร Minimal medium (ดดัแปลง

จาก Ramachandra et al., 1988)  ท่ีมีคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส 1.0 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อ

ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน โดยเตรียมกลา้เช้ือ Thermobifida fusca PA 1-1 ท่ีมีความสามารถผลิต

เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีเก็บรักษาในอาหารเอียง Nutrient agar ถ่ายเช้ือจากโคโลนีเด่ียวปรับค่าความขุ่น

ของตวัอย่างสารแขวนลอยเซลล์ (cell suspension) ให้ได ้0.01 - 0.02 ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโน

เมตร ลงในอาหาร CMC broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุลงในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร บ่มท่ี

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 36 ชัว่โมง ถ่ายกลา้

เช้ือปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อปริมาตร ลงในอาหารเหลวสูตร Minimal medium 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บน

เคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั เก็บตวัอยา่งนํ้ าหมกัมาวิเคราะห์หาปริมาณ

โปรตีนทั้งหมด (Total releasable soluble protein) ตามวิธีของ Bradford (1976) และวิเคราะห์

กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซิลเมทิลเซลลูเลส  

 

2. การศึกษาแหล่งคาร์บอนต่อการผลติเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลส 

 

 ดูดกลา้เช้ือท่ีเตรียมไวต้ามวธีิในขอ้ท่ี 1 ปริมาณ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตรต่อปริมาตร ลงใน

อาหารสูตร Minimal medium (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988)  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

เพาะเล้ียงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลิลิตร โดยเติมแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ ซังขา้วโพด ขุย-

มะพร้าว แกลบ ฟางขา้ว และข้ีเล่ือย ในปริมาณ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร วสัดุเหลือใช้

เหล่าน้ีผา่นกระบวนการปรับสภาพดว้ย 10 เปอร์เซ็นตโ์ซเดียมไฮดรอกไซด์ น่ึงในหมอ้น่ึงความดนั 

15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 1 ชัว่โมง เม่ือเยน็แลว้ลา้งดว้ยนํ้ าจนค่าพีเอชเป็นกลาง อบให้แห้งก่อน

นาํมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน และใชย้ีสต์ขนมปัง 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่ง

ไนโตรเจน เก็บตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง นาน 5 วนั เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนทั้งหมด (Total 

releasable soluble protein) ตามวธีิของ Bradford (1976) และวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซมค์าร์-

บอกซีเมทิลเซลลูเลส  
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 การวางแผนการทดลองหาแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

วเิคราะห์ความแปรปรวน และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแต่ละชุดการทดลองของขอ้มูลโดยวิธี One-Way 

ANOVA แบบ Duncan’s multiple range test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95 เปอร์เซ็นต ์ ดว้ย

โปรแกรมทางสถิติ  

 

3. การศึกษาแหล่งไนโตรเจนต่อการผลติเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลส 

 

ดูดกลา้เช้ือท่ีเตรียมไวต้ามวธีิในขอ้ท่ี 1 ปริมาณ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ลงใน

อาหาร Minimal medium (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟ

ลาสก์ขนาด 250 มิลิลิตร โดยเติมแหล่งคาร์บอนชนิดดีท่ีสุดจากขอ้ 2 ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์โดย

นํ้ าหนกัต่อปริมาตร และเติมแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ แอมโมเนียมซลัเฟต เปปโตน สาร

สกัดยีสต์ ยีสต์ขนมปัง และสารสกัดมอลต์ 1 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร เป็นแหล่ง

ไนโตรเจน เก็บตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง นาน 5 วนั เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนทั้งหมด (Total 

releasable soluble protein) ตามวิธีของ Bradford  (1976) และหากิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซี-

เมทิลเซลลูเลส 

 

การวางแผนการทดลองหาแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

วิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแต่ละชุดการทดลองของขอ้มูลโดยวิธี One-Way 

ANOVA แบบ Duncan’s multiple range test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95 เปอร์เซ็นต ์ ดว้ย

โปรแกรมทางสถิติ  

 

4. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตเอนไซม์คาร์-

บอกซีเมทลิเซลลูเลสสด้วยพืน้ทีผ่วิแบบตอบสนอง (Response surface methodology) 

 

 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตเอนไซมค์าร์-

บอกซีเมทิลเซลลูเลส โดยถ่ายกลา้เช้ือตามวิธีในขอ้ 1 ในอาหาร Minimal medium (ดดัแปลงจาก 

Ramachandra et al., 1988)  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมชนิดแหล่ง

คาร์บอนท่ีดีท่ีสุดจากขอ้ 2 และเติมชนิดแหล่งไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุดจากขอ้ 3 ในปริมาณ 0.02 0.5 1.75 

3 และ 3.52 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เก็บตวัอยา่งเพื่อวิเคราะห์ ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
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(Total releasable soluble protein) ตามวิธีของ Bradford (1976) กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซี-

เมทิลเซลลูเลส วางแผนการทดลองแบบ 2 ปัจจยั 5 ระดบัโดยแต่ละทรีตเมนท์ประกอบดว้ยการ

ทดลอง 3 ซํ้ า และจดัลาํดบัการทดลองแบบสุ่ม ดงัแสดงในตารางท่ี 2 

 

ปัจจยั    A  คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน 5 ระดบัประกอบดว้ย 

 

 A1 คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน 0.02 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

 A2 คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน 0.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

A3 คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน 1.75 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

A4 คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน 3.0 เปอร์เซ็นตน์ํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

A5 คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน 3.52 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

ปัจจยั    B  คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน 5 ระดบัประกอบดว้ย 

 

 B1 คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน 0.02 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

 B2 คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน 0.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

B3 คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน 1.75 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

B4 คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน 3.0 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

B5 คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน 3.52 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 
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ตารางที ่3  ชุดการทดลองของปัจจยัทั้งหมดจาํนวน 2 ปัจจยั ท่ีระดบัการทดลอง 5 ระดบั 

 

Run number Code level ชุดการทดลอง 

 ปัจจยั A ปัจจยั B ปัจจยั A ปัจจยั B 

1 1 1 3 3 

2 1 -1 3 0.02 

3 -1 1 0.02 3 

4 -1 -1 0.02 0.02 

5 +1.414 0 3.52 1.75 

6 0 +1.414 1.75 3.52 

7 -1.414 0 0.02 1.75 

8 0 -1.414 1.75 0.02 

9 0 0 1.75 1.75 

10 0 0 1.75 1.75 

11 0 0 1.75 1.75 

     

 

5. สถานทีแ่ละระยะเวลาการทาํวจัิย 

 

5.1 สถานท่ีทาํการวจิยั 

 

ห้ อ ง ป ฏิ บัติ ก า ร ภ า ค วิ ช า เ ท ค โ น โ ล ยี ชี ว ภ า พ  ค ณ ะ อุ ต ส า ห ก ร ร ม เ ก ษ ต ร

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน 

 

5.2 ระยะเวลาในการวจิยั 

 

การทดลองเร่ิมตน้ตั้งแต่เดือนมกราคม 2554 ส้ินสุด เดือนพฤษภาคม 2557 
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ผลและวจิารณ์ 

 

1. ผลการศึกษาแหล่งคาร์บอนต่อการผลติเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใช้วัสดุเหลือทิง้ทาง

การเกษตรเป็นแหล่งคาร์บอน 

 

1.1 การศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใช้ซังข้าวโพดเป็นแหล่ง

คาร์บอน 

 

การศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใช้ซังขา้วโพด ความเข้มขน้ 1 

เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ สามารถเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซม ์

คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดอ้ย่างต่อเน่ือง วดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสได้

สูงสุดในวนัท่ี 5 เท่ากบั 0.661 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในภาพท่ี 4 ขณะท่ีค่าพีเอชในนํ้ าหมกั

ค่อนขา้งคงท่ี โดยมีค่าอยูร่ะหวา่ง 6.9-7.12 การศึกษาการเจริญของ T. fusca PA 1-1 ในอาหารซ่ึงมี

แหล่งไนโตรเจนคือ ยสีตข์นมปัง ไม่สามารถวดัไดโ้ดยตรง เน่ืองจากยีสตข์นมปังละลายไม่สมบูรณ์ 

เหลือตะกอนบางส่วนปะปนมากบัเซลล์ภายหลงัการป่ันเหวี่ยง  ดงัแสดงในภาพท่ี 5 ดงันั้นจึงเลือก

วดัปริมาณโปรตีนในนํ้าหมกัจากส่วนใสดว้ยวธีิ Bradford (1976)  
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ภาพที ่4  กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการผลิตเอนไซมค์าร์

บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชซ้งัขา้วโพดความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร 

เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบ

ต่อนาที นาน 5 วนั และเก็บตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง เพื่อศึกษากิจกรรมเอนไซมค์าร์- 
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บอกซีเมทิลเซลลูเลส (--) ปริมาณโปรตีน (--) และพีเอช (--) 

 
 

ภาพที ่5  ลกัษณะอาหารสูตร Minimal medium (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988)  ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลิลิตร ท่ีเติมแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนชนิด

ต่างๆ  

 

เม่ือศึกษาการเจริญของ T. fusca PA 1-1 ในอาหารท่ีใช้ซังขา้วโพด ความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าโปรตีนท่ีวดัไดมี้ปริมาณลดลงอย่าง

ต่อเน่ืองไปจนถึงวนัท่ี 5 ซ่ึงเป็นวนัสุดทา้ยของการเพาะเล้ียง ปริมาณโปรตีนตํ่าสุดท่ีวดัไดใ้นวนัท่ี 5 

มีค่าเท่ากบั 0.089 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงรูปแบบการผลิตเอนไซมข์อง T. fusca PA 1-1 สอดคลอ้ง

กบัการทดลองของ Tuncer et. al. (1999) ท่ีศึกษาการผลิตเอนไซมเ์อนโดไซลาเนส และเอนโดกลู-

คาเนส หรือคาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก Thermomonospora fusca BD25 ดว้ยการเติม oat-spelt 

xylan ปริมาณ 0.40 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอนในสูตรอาหารชนิด

เดียวกนั พบวา่การผลิตเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสสูงสุดในชัว่โมงท่ี 96 ของการเพาะเล้ียง และวดัค่า

กิจกรรมของเอนไซม์ไดเ้ท่ากบั 0.530 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีการเจริญเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วใน

ชัว่โมงท่ี 24-48 และสูงสุดในชัว่โมงท่ี 72 หลงัจากนั้นการเจริญของเซลล์ลดลงอยา่งต่อเน่ืองจนถึง

ชัว่โมงท่ี 178  
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1.2 การศึกษาการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใชฟ้างขา้วเป็นแหล่งคาร์บอน 

 

การศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใช้ฟางข้าว ความเข้มข้น 1 

เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าฟางขา้วสามารถเหน่ียวนาํการผลิต

เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสให้สูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองในช่วงวนัท่ี 2 ถึงวนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียง 

สามารถวดัค่ากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดสู้งสุดในวนัท่ี 5 เท่ากบั 1.1 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร ดงัแสดงในภาพท่ี 6 ขณะท่ีค่าพีเอชของนํ้าหมกัค่อนขา้งคงท่ีโดยมีค่าอยูร่ะหวา่ง 6.99-7.12 

เม่ือศึกษาการเจริญของ T. fusca PA 1-1 ในอาหารโดยวิธี Bradford (1976) พบวา่โปรตีนท่ีวดัไดมี้

ปริมาณลดลงอย่างต่อเน่ืองไปจนถึงวนัท่ี 5 ซ่ึงเป็นวนัสุดทา้ยของการเพาะเล้ียง ปริมาณโปรตีน

ตํ่าสุดท่ีวดัไดใ้นวนัท่ี 5 มีค่าเท่ากบั 0.048 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
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ภาพที ่6  กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญ และการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลู-

เลสเม่ือใชฟ้างขา้วความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั

และเก็บตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง เพื่อศึกษากิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (--) 

ปริมาณโปรตีน (--) และพีเอช (--) 
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1.3 การศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใช้ขุยมะพร้าวเป็นแหล่ง

คาร์บอน 

 

การศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใช้ขุยมะพร้าวความเข้มข้น 1 

เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าสามารถเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซม์

คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเพิ่มสูงข้ึนอย่างคงท่ีตลอดช่วงของการเพาะเล้ียง วดัค่ากิจกรรมของ

เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดสู้งสุดในวนัท่ี 5 เท่ากบั 0.415 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงใน

ภาพท่ี 7 ขณะท่ีค่าพีเอชของนํ้ าหมกัค่อนขา้งคงท่ี โดยมีค่าอยูร่ะหวา่ง 6.95-7.1 เม่ือวดัการเจริญของ 

เช้ือ T. fusca PA 1-1 ในอาหารดว้ยวิธี Bradford (1976) พบวา่โปรตีนท่ีวดัไดมี้ปริมาณลดลงอยา่ง

ต่อเน่ืองไปจนถึงวนัท่ี 5 ปริมาณโปรตีนตํ่าสุดท่ีวดัไดใ้นวนัท่ี 5 มีค่าเท่ากบั 0.098 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร  
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ภาพที ่7  กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญ และการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส

เม่ือใชข้ยุมะพร้าวความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอนบ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั และ

เก็บตวัอย่างทุก 24 ชั่วโมง เพื่อศึกษากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (--) 

ปริมาณโปรตีน (--) และพีเอช (--) 
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1.4 การศึกษาการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใชเ้ปลือกขา้วโพดเป็นแหล่ง

คาร์บอน 

 

การศึกษาการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใชเ้ปลือกขา้วโพดความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซนต์นํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ สามารถเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซมค์าร์-

บอกซีเมทิลเซลลูเลสค่อนขา้งคงท่ีในช่วงวนัท่ี 3 และ 4 ของการเพาะเล้ียง นอกจากน้ียงัพบวา่ค่า

กิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสลดลงในวนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียง สามารถวดัค่า

กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดสู้งสุดในวนัท่ี 4 เท่ากบั 0.995 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ดงั

แสดงในภาพท่ี 8 ขณะท่ีค่าพีเอชในนํ้ าหมกัค่อนขา้งคงท่ีโดยมีค่าอยู่ระหว่าง 6.97-7.04 การเจริญ

ของ T. fusca PA 1-1 ในอาหารวดัดว้ยวิธี Bradford (1976) พบวา่โปรตีนท่ีวดัไดมี้ปริมาณลดลง

อย่างต่อเน่ืองไปจนถึงวนัท่ี 5 โดยปริมาณโปรตีนตํ่าสุดท่ีวดัได้ในวนัท่ี 5 มีค่าเท่ากับ 0.112 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
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ภาพที ่8 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส

เม่ือใช้เปลือกข้าวโพดความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร เป็นแหล่ง

คาร์บอนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที 

นาน 5 วนั และเก็บตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง เพื่อศึกษากิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลู

เลส (--) ปริมาณโปรตีน (--) และพีเอช (--) 
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1.5 การศึกษาการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใชข้ี้เล่ือยเป็นแหล่งคาร์บอน 

 

การศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยใช้ข้ีเ ล่ือยความเข้มข้น 1 

เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าสามารถเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซม์

คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเพิ่มข้ึนอย่างคงท่ีตลอดการเพาะเล้ียง โดยสามารถวดัค่ากิจกรรมของ

เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดสู้งสุดในวนัท่ี 5 เท่ากบั 0.772 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ค่าพีเอชของนํ้ า

หมกัค่อนขา้งคงท่ีโดยมีค่าอยูร่ะหวา่ง 6.97-7.02 เม่ือวดัปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Bradford (1976) เพื่อ

วดัการเจริญของเช้ือพบว่าโปรตีนท่ีวดัไดมี้ปริมาณลดลงอย่างต่อเน่ืองไปจนถึงวนัท่ี 5 ซ่ึงเป็นวนั

สุดทา้ยของการเพาะเล้ียง ปริมาณโปรตีนตํ่าสุดท่ีวดัไดใ้นวนัท่ี 5 มีค่าเท่ากบั 0.071 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ดงัแสดงในภาพท่ี 9 
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กราฟที ่9  แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญ และการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือ

ใชข้ี้เล่ือยความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์นํ้ าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน บ่มท่ีอุณหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั และเก็บ

ตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง เพื่อศึกษากิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (--) ปริมาณ

โปรตีน (--) และพีเอช (--) 

 

จากการศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซล-

ลูเลส โดยแหล่งคาร์บอนท่ีใชใ้นการศึกษา คือ วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ไดแ้ก่ ซงัขา้วโพด ฟาง-

ขา้ว ขุยมะพร้าว เปลือกขา้วโพด และข้ีเล่ือย พบว่าฟางขา้วท่ีผา่นกระบวนการปรับสภาพสามารถ
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เหน่ียวนําการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสได้สูงสุด เม่ือเทียบกับวสัดุเหลือทิ้งทาง

การเกษตรชนิดอ่ืนๆ โดยสามารถวดัค่ากิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดสู้งสุดในวนัท่ี 

5 เท่ากบั 1.1 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ซ่ึงมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P ≤ 0.05) ทั้งน้ีเน่ืองจาก

วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรชนิดต่างๆ มีองค์ประกอบทางเคมี และโครงสร้างท่ีต่างกนั (Kuhand, 

1993) ซ่ึงส่งผลต่อความสามารถในการย่อยสลายของเอนไซม์ จากการทดลอง พบว่าฟางขา้ว

สามารถเหน่ียวนําการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสได้สูงสุด อาจเน่ืองจากฟางข้าวมี

ส่วนประกอบท่ีเป็นเซลลูโลสมากถึง 35.57 เปอร์เซ็นต ์และเฮมิเซลลูโลส 24.67 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงการ

ท่ีวสัดุเหลือทิ้งชนิดอ่ืนๆ เหน่ียวนาํให้ผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดน้้อย เน่ืองจากมี

ปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสอยูน่้อย และมีปริมาณซิลิกาและลิกนินสูงดว้ย ฟางขา้วจึงเป็น

อีกหน่ึงวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรท่ีเหมาะสมต่อการใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อผลิตเอนไซมค์าร์-

บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

 

2. การศึกษาแหล่งไนโตรเจนทีเ่หมาะสมต่อการผลติเอนไซม์ 

 

 2.1 ผลการศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยเปปโตนเป็นแหล่ง

ไนโตรเจน 

 

ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

โดยแหล่งไนโตรเจนท่ีใชใ้นการศึกษา ไดแ้ก่ เปปโตน (Peptone) แอมโมเนียมซลัเฟต (Ammonium 

sulphate) สารสกดัยีสต ์(yeast extract) สารสกดัมอลต ์(malt extract) และยีสตข์นมปัง (baker’s 

yeast) ท่ีความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ในอาหาร Minimal Medium (ดดัแปลง

จาก Ramachandra et al., 1988) นาน 5 วนั วดัปริมาณการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส พี-

เอช และศึกษาการเจริญของ T. fusca PA 1-1 ในอาหารโดยการวดัปริมาณโปรตีนในนํ้ าหมกัจาก

ส่วนใสดว้ยวธีิ Bradford (1976) เพื่อหาปริมาณโปรตีน  

 

ผลการทดลองเม่ือใช้เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน พบวา่สามารถผลิตเอนไซมค์าร์บอซี-

เมทิลเซลลูเลสอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่วนัแรกของการพาะเล้ียง โดยการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล-

เซลลูเลสค่อนขา้งคงท่ีในวนัท่ี 2 และเพิ่มข้ึนอย่างต่อเน่ืองในวนัท่ี 3 ของการเพาะเล้ียง วดัค่า

กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสสูงสุดในวนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียง เท่ากบั 1.044 ยนิูตต่อ

มิลลิลิตร และค่าพีเอชของนํ้ าหมกัค่อนขา้งคงท่ี โดยมีค่าอยูร่ะหวา่ง 6.98–7.09 เม่ือศีกษาการเจริญ
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ของ T. fusca PA 1-1 ในอาหารซ่ึงวดัดว้ยวิธี Bradford (1976) พบวา่โปรตีนค่อนขา้งคงท่ีในวนัท่ี 2 

ของการเพาะเล้ียง และลดลดอยา่งต่อเน่ืองในวนัท่ี 3 โดยปริมาณโปรตีนตํ่าสุดท่ีวดัไดใ้นวนัท่ี 5 มี

ค่าเท่ากบั 0.11 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
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ภาพที ่10  แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญ และการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือ

ใชเ้ปปโตนความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งไนโตรเจนบ่มท่ี

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั และ

เก็บตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง ศึกษากิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (--) ปริมาณ

โปรตีน (--) และพีเอช (--) 

 

2.2 ผลการศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยแอมโมเนียมซัลเฟตเป็น

แหล่งไนโตรเจน 

 

การใช้แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่าสามารถผลิตเอนไซม์คาร์บอกซี-

เมทิลเซลลูเลสไดค้ลา้ยคลึงกบัการใชเ้ปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยการใชแ้อมโมเนียมซลัเฟต

เป็นแหล่งไนโตรเจน T. fusca PA 1-1 สามารถผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเพิ่มข้ึนอยา่ง

ต่อเน่ืองตลอดการเพาะเล้ียง โดยสามารถวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสได้

สูงสุดในวนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียง เท่ากบั 0.657 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และค่าพีเอชของนํ้ าหมกัค่อนขา้ง

คงท่ีระหวา่ง 6.94–7.07 การเจริญของ T. fusca PA 1-1 ในอาหารซ่ึงวดัดว้ยวิธี Bradford (1976) 
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พบวา่ปริมาณโปรตีนสูงสุดในวนัแรกของการเพาะเล้ียงมีค่าเท่ากบั 0.24 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ

พบวา่ปริมาณโปรตีนลดลงอยา่งคงท่ีในวนัท่ี 2 ของการเพาะเล้ียง  
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ภาพที ่11  แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญ และการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือ

ใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตน์ํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งไนโตรเจน

บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั 

และเก็บตวัอย่างทุก 24 ชัว่โมง ศึกษากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (--) 

ปริมาณโปรตีน (--) และพีเอช (--) 

 

2.3 ผลการศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยสารสกดัยีสต์เป็นแหล่ง

ไนโตรเจน 

 

การใชส้ารสกดัยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน พบวา่ T. fusca PA 1-1 ผลิตเอนไซมค์าร์บอกซี-

เมทิลเซลลูเลสไดค้ลา้ยคลึงกบัการใช้โดยเปปโตน และแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน 

โดยการใชส้ารสกดัยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจนนั้น T. fusca PA 1-1 สามารถผลิตเอนไซมค์าร์บอกซี-

เมทิลเซลลูเลสอย่างคงท่ีตั้งแต่วนัแรกของการเพาะเล้ียง และผลิตเอนไซมอ์ย่างรวดเร็วในวนัท่ี 4 

ของการเพาะเล้ียง วดัค่ากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสสูงสุดเท่ากบั 1.294 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร การเจริญของ T. fusca PA 1-1 ในอาหารซ่ึงวดัดว้ยวิธี Bradford (1976) พบวา่ปริมาณ

โปรตีนลดลงอยา่งรวดเร็วในวนัท่ี 2 ของการเพาะเล้ียง โดยปริมาณโปรตีนตํ่าสุดท่ีวดัไดใ้นวนัท่ี 5 
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มีค่าเท่ากบั 0.09 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าพีเอชของนํ้ าหมกัค่อนขา้งคงท่ีโดยมีค่าพีเอชอยู่ระหว่าง 

6.99–7.1  
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ภาพที ่12  แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญ และการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือ

ใชส้ารสกดัยีสต์ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งไนโตรเจน

บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั 

และเก็บตวัอย่างทุก 24 ชัว่โมง ศึกษากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (--) 

ปริมาณโปรตีน (--) และพีเอช (--) 

 

รูปแบบการการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ T. fusca PA 1-1 ในอาหาร 

Minimal Medium ท่ีมีการใชเ้ปปโตน แอมโมเนียมซัลเฟต และสารสกดัยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน

สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Lima et. al. (2005) ท่ีศึกษาการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส

ในสูตรอาหาร Basal medium ชนิดเดียวกนัจาก Streptomyces drooozdowizii ท่ีเติมคาร์บอกซีเมทิล-

เซลลูเลส 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร และยสีตส์กดั 0.3 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนตามลาํดบั พบวา่ เม่ือวดัการเจริญดว้ยการวิเคราะห์นํ้ าหนกัเซลล์

แห้ง (cell dry weight) พบวา่นํ้ าหนกัแห้งจะเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 0 จนถึง 1 และสูงสุดวนัท่ี 2 ของการ

เพาะเล้ียง หลงัจากนั้นเซลลแ์หง้ลดลงและคงท่ีจนถึงวนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียง โดยการผลิตเอนไซม์

เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว และมีค่ากิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดในวนัท่ี 3 ของการเพาะเล้ียง วดัค่ากิจกรรม

ของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดเ้ท่ากบั 595 ยนิูตต่อลิตร 
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 2.4 ผลการศึกษาการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยสารสกดัมอลตเ์ป็นแหล่ง

ไนโตรเจน 

 

การใชส้ารสกดัมอลตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน พบวา่ T. fusca PA 1-1 ผลิตเอนไซมค์าร์-

บอกซีเมทิลเซลลูเลสเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง โดยสามารถวดัค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุดในวนัท่ี 5 ของ

การเพาะเล้ียง เท่ากบั 0.65 ยนิูตต่อมิลลิลิตร การเจริญของ T. fusca PA 1-1 ในอาหารซ่ึงวดัดว้ยวิธี 

Bradford (1976) พบว่าปริมาณโปรตีนค่อนขา้งคงท่ีในวนัท่ี 2 และปริมาณโปรตีนเพิ่มข้ึนอย่าง

ต่อเน่ืองในวนัท่ี 3 ของการเพาะเล้ียงโดยปริมาณโปรตีนสูงสุดในวนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียงมีค่า

เท่ากบั 0.485 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยค่าพีเอชของนํ้ าหมกัค่อนขา้งคงท่ีตลอดการเพาะเล้ียงโดยมี

ค่าอยูร่ะหวา่ง 6.99–7.1  
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ภาพที ่13  แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญ และการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือ

ใชส้ารสกดัมอลต ์ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งไนโตรเจน

บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั 

และเก็บตวัอย่างทุก 24 ชัว่โมง ศึกษากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (--) 

ปริมาณโปรตีน (--) และพีเอช (--) 
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เป็นท่ีสังเกตวา่เม่ือใชม้อลตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจน จุลินทรียผ์ลิตเอนไซมไ์ดใ้นระดบัตํ่า 

โดยเม่ือพิจารณาส่วนประกอบของสารสกดัมอลตน์ั้น พบวา่มีนํ้าตาลมอลโตสมากถึง 42 เปอร์เซ็นต ์

โดยนํ้ าหนกัต่อนํ้ าหนกั มีปริมาณนํ้ าตาลกลูโคส ซูโครส และฟรุกโตส เท่ากบั 9 1.2  และ 1 

เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อนํ้าหนกั ตามลาํดบั เม่ือพิจารณาโครงสร้างของนํ้าตาลมอลโตสพบวา่เป็น

นํ้าตาลโมเลกุลคู่ท่ีเกิดจากการเช่ือมกนัของนํ้ าตาลกลูโคส 2 โมเลกุล ดว้ยพนัธะ α(1→4) ซ่ึงคลา้ย

กบันํ้ าตาลเซลโลไบโอสท่ีประกอบดว้ยโมเลกุลกลูโคส 2 โมเลกุลเช่นกนั แต่เช่ือมกนัดว้ยพนัธะ 

ß(1→4) จึงเป็นไปได้ว่าในอาหารท่ีเติมมอลต์สกัดอาจมีผลยบัย ั้งการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส 

การศึกษาของ Lin and Wilson (1987) พบวา่นํ้ าตาลทั้งชนิดรีดิวซ์และนอนรีดิวซ์มีผลในการยบัย ั้ง

การสร้างเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสจาก T. fusca  XY โดยนํ้ าตาลกลูโคสมีผลในการยบัย ั้งการสร้าง

เอนไซม์เอนโดกลูคาเนสมากท่ีสุด ซ่ึงใกล้เคียงกับนํ้ าตาลเซลโลไบโอส รองลงมาเป็นนํ้ าตาล

ไซโลส มอลโตส และกาแลคโตสตามลาํดบั  

 

การผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใช้สารสกัดมอลต์เป็นแหล่งคาร์บอน

สอดคลอ้งกบัการทดลองของ George et al. (2001) ศึกษาการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

จาก Thermomonospora sp. ในอาหาร Basal medium ชนิดเดียวกนั และเติม cellulose paper powder 

(CPP) ปริมาณ 4 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าการเจริญและการผลิตเอนไซม์เป็นแบบ

สัมพนัธ์กบัการเจริญ วดัการเจริญทางออ้มจากโปรตีนท่ีขบัออกนอกเซลล์ พบวา่สูงสุดในชัว่โมงท่ี 

120 และมีค่ากิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในชัว่โมงเดียวกนัเท่ากบั 0.23 ยนิูตต่อ

มิลลิลิตร 

 

2.5 ผลการศึกษาการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยยีสต์ขนมปังเป็นแหล่ง

ไนโตรเจน 

 

การใชย้สีตข์นมปังเป็นแหล่งไนโตรเจน พบวา่สามารถผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลู-

เลสอย่างต่อเน่ืองตลอดการพาะเล้ียง สามารถวดัค่ากิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสได้

สูงสุดในวนัท่ี 4 ของการเพาะเล้ียง เท่ากบั 1.251 ยนิูตต่อมิลลิลิตร การเจริญของ T. fusca PA 1-1 ใน

อาหารซ่ึงวดัดว้ยวิธี Bradford (1976) พบวา่ปริมาณโปรตีนค่อนขา้งคงท่ีในวนัท่ี 1 และลดลงอยา่ง

ต่อเน่ืองในวนัท่ี 2 ของการเพาะเล้ียงโดยปริมาณโปรตีนตํ่าสุดในวนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียงมีค่า

เท่ากบั 0.09 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าพีเอชในนํ้ าหมกัค่อนขา้งคงท่ีตลอดการเพาะเล้ียงโดยมีค่าอยู่

ระหวา่ง 6.99–7.1 จากการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ T. fusca PA 1-1 และการ
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ผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส พบวา่คลา้ยคลึงกบัการใชเ้ปปโตน แอมโมเนียมซลัเฟต และ

สารสกดัยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน  
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ภาพที ่14  แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญ และการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือ

ใชย้สีตข์นมปัง ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร เป็นแหล่งไนโตรเจนบ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั และ

เก็บตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง ศึกษากิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (--) ปริมาณ

โปรตีน (--) และพีเอช (--) 

 

เม่ือเปรียบเทียบผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซิเมทิล-

เซลลูเลส โดยแหล่งไนโตรเจนท่ีใช้ในการศึกษา ไดแ้ก่ เปปโตน (Peptone) แอมโมเนียมซัลเฟต 

(Ammonium sulphate) สารสกดัยสีต ์(yeast extract) สารสกดัมอลต ์(malt extract) และยีสตข์นมปัง 

(baker’s yeast) พบว่า เม่ือใชส้ารสกดัยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจน T. fusca PA 1-1 สามารถผลิต

เอนไซม์คาร์บอกซิเมทิลเซลลูเลสไดสู้งท่ีสุด รองลงมาคือ ยีสต์ขนมปัง เปปโตน สารสกดัมอลต ์

และแอมโมเนียมซลัเฟต ตามลาํดบั ผลการทดลองท่ีไดเ้ป็นไปในทิศทางเดียวกนักบั การศึกษาของ 

Khadiga et. al. (2009) ซ่ีงศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีมีต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล-

เซลลูเลสจาก Bacillus alcalophilus S39 และ B. amyloliquefaciens C2 จากผลการทดลองพบวา่เม่ือ

ใชส้ารสกดัยีสต์ เช้ือสามารถผลิตเอนไซมไ์ดดี้กว่าการใชเ้ปปโตน beef extract และแอมโมเนียม-

คลอไรด ์ตามลาํดบั  
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ในงานวจิยัคร้ังน้ีจึงเลือกใชย้ีสตข์นมปังซ่ึงมีราคาถูกเพื่อใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนต่อไป ผล

การทดลองขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพของยสีตข์นมปังท่ีมีต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซี-

เมทิลเซลลูเลสไดใ้กลเ้คียงกบัการใชส้ารสกดัยีสต์ ดงันั้นยีสตข์นมปังจึงเป็นทางเลือกท่ีอาจนาํไป

ประยกุตใ์ชเ้พื่อผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในอนาคตซ่ึงจะช่วยลดตน้ทุนดา้นการผลิตได้

อยา่งมากข้ึน 

 

3. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca 

PA 1-1 บนเคร่ืองเขยา่ดว้ยวธีิการหาพื้นผวิการตอบสนอง 

 

ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA 1-1 

บนเคร่ืองเขย่าด้วยวิธีการหาพื้นผิวการตอบสนอง ด้วยการออกแบบการทดลองแบบ central 

composite design โดยศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ทั้งหมด 2 

ปัจจยั ได้แก่ แหล่งคาร์บอน (เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร, X1) และแหล่งไนโตรเจน 

(เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร, X2) โดยมีรหสัของตวัแปร 5 ระดบั คือ -α, -1, 0, +1 และ +α 

ดงัแสดงในตารางท่ี 4 ออกแบบการทดลองไดท้ั้งหมด 11 การทดลอง โดยแสดงค่าของตวัแปร

อิสระของแต่ละการทดลองในรูปของรหสัมิติ (dimensionless code, Xi) และปัจจยัการทดลอง ดงั

แสดงในตารางท่ี 4 
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ตารางที่ 4  กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA 1-1 ท่ีแหล่งคาร์บอน

และแหล่งไนโตรเจนระดบัต่างๆ เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 4 วนั ท่ีความเร็วรอบของการเขยา่

เท่ากบั 250 รอบต่อนาที 

 

การทดลองท่ี แหล่งคาร์บอน 

(เปอร์เซ็นต)์ 

แหล่งไนโตรเจน 

(เปอร์เซ็นต)์ 

กิจกรรมเอนไซม ์

คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

1 3 3 0.39 

2 3 0.5 0.42 

3 0.5 3 0.74 

4 0.5 0.5 0.39 

5 3.52 1.75 0.45 

6 1.75 3.52 1.04 

7 0.02 1.75 0.4 

8 1.75 0.02 0.32 

9 1.75 1.75 0.87 

10 1.75 1.75 0.9 

11 1.75 1.75 0.89 

 

นาํค่ากิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีไดจ้ากการทดลอง ดงัแสดงในตารางท่ี 4

ไปวเิคราะห์ดว้ยวธีิทางสถิติโดยใช ้multiple regression analysis ไดค้่าต่าง ๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 5 
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ตารางที ่5  ค่าประมาณและการทดสอบสัมประสิทธ์ิรีเกรซชัน่ของสมการการผลิตเอนไซม ์

    คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

 

พารามิเตอร์ ค่าประมาณ p-value 

Constant -0.23 0.254 

X1 0.702 0.004 

X2 0.488 0.015 

X1X2 -0.061 0.168 

X1
2 -0.184 0.004 

X2
2 -0.070 0.078 

 

โดย ค่าตอบสนอง คือ ค่ากิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (CMCase activity) 

R-squared (R2) = 0.903 

 

จากตารางท่ี 5 จะไดค้วามสัมพนัธ์ระหวา่งค่ากิจกรรมของเอนไซมก์บัปัจจยัท่ีนาํมาศึกษา 

(แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน) ในการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และนาํมาสร้าง

ตวัแบบของสมการถดถอย โดยมีสมการดงัน้ี 

 

CMCase activity (Y) = 0.702X1 + 0.488X2 - 0.0061X1X2 -0.184X1
2-0.070X2

2 + 0.23  (2) 

 

 เม่ือ  Y = กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (ยนิูตต่อมิลิลิตร) 

X1 = แหล่งคาร์บอน (เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร) 

X2 = แหล่งไนโตรเจน (เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร) 

 

จากการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ดงัแสดงในตารางท่ี 4 

ดว้ยการใช ้ Multiple regression analysis ไดค้่าประมาณและการทดสอบสัมประสิทธ์ิของสมการ

ถดถอยของการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสดงัแสดงในตารางท่ี 5 และสามารถสร้างตวั

แบบของสมการ ซ่ึงแสดงผลการตอบสนองของค่ากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

ระหว่างความสัมพนัธ์ของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีระดบัต่างๆ ในการผลิตเอนไซม์

คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (สมการท่ี 2)  
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เม่ือพิจารณาค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) ของปัจจยัท่ีนาํมาศึกษาจาํนวน 2 ปัจจยัท่ีมี

ต่อกิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA 1-1 เท่ากบั 0.903 แสดงให้เห็น

วา่ปัจจยัแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

และสมการท่ี 2 ท่ีสร้างข้ึนมีความแม่นยาํในการใชท้าํนายค่ากิจกรรมของเอนไซมจ์ากอิทธิพลของ

แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน จากตารางภาคผนวกท่ี ค7 ซ่ึงแสดงค่าประมาณและการ

ทดสอบสัมประสิทธ์ิถดถอยของสมการการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ได้สมการ

ถดถอยท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ (P=0.05) (ตารางผนวกท่ี ค7) พบวา่ ปัจจยัทั้ง 2 ปัจจยั 

ไดแ้ก่ แหล่งคาร์บอน (X1) และแหล่งไนโตรเจน (X2) มีอิทธิพลต่อกิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอก

ซี-เมทิลเซลลูเลสอยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ (p<0.01)  

 

อธิบายความสัมพนัธ์ระหวา่งค่ากิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสกบัปัจจยัท่ี

นาํมาศึกษาในรูปแบบของการวิเคราะห์หาพื้นผิวการตอบสนอง (response surface plot) ดว้ยการนาํ

สมการท่ี 2 วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม STATISTICA พบว่าสมการพื้นผิวการตอบสนองสามารถ

ทาํนายความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรต่าง ๆ และกิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และ

มีลกัษณะของสมการแบบพาราโบลาท่ีแสดงใหเ้ห็นถึงช่วงค่าของแต่ละปัจจยัท่ีมีผลต่อกิจกรรมของ

เอนไซม ์(ภาพท่ี 15) นอกจากน้ียงัพล็อตเส้นโครงร่างแบบ contour plot ควบคู่ไปเพื่อแสดงให้เห็น

รูปร่างของพื้นผิวการตอบสนองไดดี้ยิ่งข้ึน (ภาพท่ี 16) ในการศึกษารูปแบบพื้นผิวตอบสนองนั้น

เป็นการทาํนายค่าของปัจจยัทั้ง 2 ปัจจยั เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียง T. fusca PA 1-1 

ในการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดสู้งท่ีสุด พบวา่ช่วงค่าท่ีทาํให้กิจกรรมของเอนไซม์

ได้สูง คือ แหล่งคาร์บอน 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร และแหล่งไนโตรเจน 3.52 

เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร เม่ือพิจารณผลการทดลองในชุดท่ี 6 9 10 และ 11 (ตารางท่ี 4) ซ่ึง

ทาํการเพาะเล้ียงโดยใช้ฟางขา้วเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีความเขม้ขน้ 1.75 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อ

ปริมาตร และยีสต์ขนมปังเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีความเข้มข้น 3.52 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักต่อ

ปริมาตร พบว่าเป็นสภาวะท่ีมีการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดสู้งท่ีสุด เท่ากบั 1.04 

0.87 0.9 และ 0.89 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั เม่ือพิจารณาจากสมการพื้นผิวการตอบสนองจาก

เส้นโครงร่าง contour plot (ภาพท่ี 16) สามารถทาํนายค่าของสภาวะท่ีส่งผลต่อการสร้างเอนไซม์

คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส โดยสภาวะท่ีมีการผลิตเอนไซมไ์ดม้ากท่ีสุด (ตั้งแต่ขอบเส้นสีแดงเขา้ไป) 

อยู่ในช่วงแหล่งคาร์บอนท่ีความเขม้ขน้ 1.75 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร และยีสตข์นมปัง

เป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีความเขม้ขน้ 3.52 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการ

ทดลองท่ีได้จริง นอกจากน้ีค่ากิจกรรมของเอนไซม์จากการทาํนายมีค่าเท่ากบั 1.323 ยูนิตต่อ
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มิลลิลิตร มีค่าใกลเ้คียงกบักิจกรรมของเอนไซม์ท่ีไดจ้ริงจากการทดลองเช่นกนั เพื่อทดสอบและ

ยนืยนัความแม่นยาํของการทาํนายค่าจากการวิเคราะห์แบบพื้นผิวตอบสนองนั้น จึงคดัเลือกสภาวะ

จาํนวน 6 สภาวะ ท่ีอยูใ่นพื้นท่ีบริเวณดา้นบนของแผนภาพ contour plot (ภาพท่ี 16) ซ่ึงเป็นสภาวะ

ท่ีมีการทาํนายวา่เป็นสภาวะท่ีจะมีการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดต้ั้งแต่ 1.323 ยนิูตต่อ

มิลลิลิตร หรือมากกว่า เป็นตวัแทนในการยืนยนั สภาวะท่ีคดัเลือก ได้แก่ การเพาะเล้ียงท่ีแหล่ง

คาร์บอนท่ีความเขม้ขน้ 1.5 1.75 และ 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร และยีสตข์นมปังเป็น

แหล่งไนโตรเจนท่ีความเขม้ขน้ 1.5 และ 2  เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร จึงนาํสภาวะดงักล่าว

ไปทดลองซํ้ าอีกคร้ัง 

 

 
 

ภาพที่ 15 การวิเคราะห์หาพื้นผิวการตอบสนองของการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก 

T. fusca PA 1-1 โดยเพาะเล้ียงนาน 4 วนั ท่ีแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนระดบัต่างๆ 
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ภาพที ่16  Contour plot ของปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca 
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ภาพที ่17 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส

ในฟลาสก์ เม่ือใช้ยีสต์ขนมปัง ความเขม้ขน้ 1.75 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตรเป็น

แหล่งไนโตรเจนและยสีตข์นมปังความเขม้ขน้ 3.25 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตรบน

เคร่ืองเขย่าความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั และเก็บตวัอย่างทุก 24 ชั่วโมง ศึกษา

กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (--) ปริมาณโปรตีน (--) และพีเอช (--) 
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ผลการทดลองเม่ือใช้ฟางข้าวเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีความเข้มข้น 1.75 เปอร์เซ็นต์โดย

นํ้ าหนกัต่อปริมาตร และยสีตข์นมปังเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกั

ต่อปริมาตร พบวา่สามารถเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่

วนัแรกของการพาะเล้ียง และมีการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง โดย

สามารถวดัค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงสุดในวนัท่ี 4 ของการเพาะเล้ียง เท่ากบั 1.41 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

โดยพีเอชของนํ้ าหมกัค่อนขา้งคงท่ี โดยมีค่าอยูร่ะหวา่ง 6.95–7.12  การเจริญของ T. fusca PA 1-1 

ในอาหารซ่ึงวดัดว้ยวธีิ Bradford (1976) พบวา่โปรตีนค่อนขา้งคงท่ีในวนัแรกของการเพาะเล้ียงและ

ลดลดอย่างต่อเน่ืองโดยปริมาณโปรตีนตํ่าสุดท่ีวดัได้ในวนัท่ี 5 มีค่าเท่ากบั 0.04 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร  

 

 จากการทดสอบและยืนยนัความแม่นยาํของการทาํนายค่าจากการวิเคราะห์แบบพื้นผิว

ตอบสนองในระดบัฟลาสก์ พบว่าสภาวะท่ีได้จากการทาํนายค่านั้นมีความแม่นยาํในการผลิต

เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA 1-1 โดยสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตใน

ระดบัฟลาสก์นั้นควบคุมท่ีแหล่งคาร์บอนท่ีความเขม้ขน้ 1.75 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร 

และยีสต์ขนมปังเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีความเข้มขน้ 2 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร ซ่ึง

กิจกรรมเอนไซมจ์ากการทาํนายดว้ยพื้นท่ีผวิตอบสนองเท่ากบั 1 ยนิูตต่อมิลลิลิตร โดยการเพาะเล้ียง

ในฟลาสก์ดงักล่าว วดักิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดเ้ท่ากบั 1.41 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

จากผลการทดลองท่ีไดแ้สดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพการทาํนายดว้ยพื้นผิวตอบสนอง และสามารถ

ใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานสาํคญัในการปรับปรุงศกัยภาพการผลิตทในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 สรุป 

 

การศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

จาก T. fusca PA 1-1 โดยแหล่งคาร์บอนท่ีใชใ้นการศึกษา คือวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ไดแ้ก่ ซงั

ขา้วโพด ฟางขา้ว ขุยมะพร้าว เปลือกขา้วโพด และข้ีเล่ือย พบว่าฟางขา้วท่ีผ่านกระบวนการปรับ

สภาวะสามารถเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดสู้งสุดโดยสามารถวดัค่า

กิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดสู้งสุดในวนัท่ี 5 เท่ากบั 0.975 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

รองลงมาเป็นซังขา้วโพด เปลือกขา้วโพด ข้ีเล่ือย และ ขุยมะพร้าว ตามลาํดบั ทั้งน้ีเน่ืองจากวสัดุ

เหลือทิ้งทางการเกษตรชนิดต่างๆ มีองคป์ระกอบทางเคมี และโครงสร้างท่ีต่างกนั (Kuhand, 1993) 

ซ่ึงส่งผลต่อความสามารถในการย่อยสลายของเอนไซม์ ดงันั้นฟางขา้วจึงเป็นวสัดุเหลือทิ้งทาง

การเกษตรท่ีเหมาะสมต่อการใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

 

การศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

ไดแ้ก่ เปปโตน แอมโมเนียมซลัเฟต สารสกดัยีสต ์สารสกดัมอลต ์และยีสตข์นมปัง ท่ีความเขม้ขน้ 

1 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร พบวา่เม่ือใช้สารสกดัยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจนสามารถผลิต

เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดสู้งสุด รองลงมาคือ ยีสตข์นมปัง เปปโตน สารสกดัมอลต ์และ

แอมโมเนียมซลัเฟต ตามลาํดบั โดยสามารถวดัค่ากิจกรรมเอนไซมไ์ดสู้งสุดในวนัท่ี 5 เท่ากบั 1.294 

ยูนิตต่อมิลลิลิตร ยีสต์สกดัเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีมีความสําคญัเพื่อเป็นส่วนประกอบสําคญัใน

อาหารสาํหรับแอคติโนมยัซีทแต่มีราคาสูง งานวจิยัน้ีจึงเลือกใชย้สีตข์นมปังซ่ึงมีราคาถูกเพื่อใชเ้ป็น

แหล่งไนโตรเจน ผลการทดลองขั้นตน้แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของยีสต์ขนมปังซ่ึงสามารถ

ผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดใ้กลเ้คียงกบัการใชส้ารสกดัยีสต ์ดงันั้น ยีสตข์นมปังจึงมี

ศกัยภาพสูงเพื่อการผลิตเอนไซมใ์นอนาคตซ่ึงจะช่วยลดตน้ทุนดา้นการผลิตไดอ้ยา่งมาก 

 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA 

1-1 ดว้ยวิธีวิเคราะห์จากการหาพื้นผิวตอบสนอง ประกอบดว้ยปัจจยัหลกั 2 ปัจจยั ไดแ้ก่ แหล่ง

คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน พบว่าจากโมเดลความสัมพนัธ์ระหว่างแหล่งคาร์บอน และแหล่ง

ไนโตรเจนมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสร่วมกนัอย่างมีนยัสําคญั (p < 

0.05) สมการกาํลงัสองท่ีไดมี้ค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) 0.903 (p < 0.05) โดยทาํการทดลอง
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ในระดบัฟลาสก์ และออกแบบการทดลองชนิด full factorial design นาํค่าการทดลองท่ีไดจ้าก 11 

ชุดการทดลอง วิเคราะห์ค่าทางสถิติ multiple regression analysis ค่ากิจกรรมของเอนไซมท่ี์ไดจ้าก

การทาํนายเท่ากบั 1.323 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองจริง 

พบว่าเม่ือใช้แหล่งคาร์บอนความเข้มข้น 1.75 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร และแหล่ง

ไนโตรเจนความเขม้ขน้ 2  เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร วดัค่ากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซี-

เมทิลเซลลูเลสไดสู้งสุด 1.41 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีมีการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล-

เซลลูเลสได้สูงสุด ข้อมูลดังกล่าวจึงเป็นพื้นฐานสําคัญในการเพิ่มศักยภาพการผลิตในระดับ

อุตสาหกรรมต่อไปได ้
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ข้อเสนอแนะ 

 

 

1. สมควรศึกษาวธีิการทาํเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสให้บริสุทธ์ิเพื่อศึกษาคุณสมบติั

ของเอนไซมต่์อไป 

 

2. สมควรศึกษาผลของไอออนต่อประสิทธิภาพการทาํงานของเอนไซม์น้ี เพื่อการเพิ่ม

ประสิทธิภาพการใชง้านเอนไซมต่์อไปในอนาคต 
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อาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมี 
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อาหารเลีย้งเช้ือ 

 

1   Nutrient agar  

 

Beef extract    3.0  กรัม 

Peptone    5.0  กรัม 

Agar               15.0  กรัม 

Distilled water    1.0  ลิตร 

 

ละลายสารทั้งหมดดว้ยนํ้ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2.  Basal Medium (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988) 

 

Carboxymethylcellulose             10.0  กรัม 

Yeast extract              10.0  กรัม 

NaNO3    1.2 กรัม 

KH2PO4    3.0  กรัม 

K2HPO4    6.0 กรัม 

MgSO4. 7H2O    0.2  กรัม 

CaCl2                0.05 กรัม 

MnSO4.7H20   0.01 กรัม 

ZnSO4.7H20   0.001 กรัม 

Distilled water    1.0  ลิตร 

 

ละลายสารทั้งหมดดว้ยนํ้ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร และปรับพีเอชใหเ้ท่ากบั 8.0 ดว้ย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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วธีิการวเิคราะห์ทางเคมีและวิธีการทดลอง 
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สารเคมีและการวเิคราะห์ 

 

1. สารเคมีสําหรับวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส 

 

1.1 สารละลายซิเตรทบฟัเฟอร์ 

1.1.1 สารละลาย A: สารละลายกรดซิตริกเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ เตรียมโดยชัง่กรดซิติก 42.02  

กรัม ละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

 1.1.2 สารละลาย B: สารละลายโซเดียมซิเตรทเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ เตรียมโดยชัง่ไตรโซเดียม

ซิเตรท 52.82 กรัม ละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

 ผสมสารละลาย A และ B ตามค่าพีเอชท่ีตอ้งการ 

 

1.2 สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

1.2.1 สารละลาย A: สารละลายโมโนเบสิคโซเดียมฟอสเฟตเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ เตรียมโดย

ชัง่โมโนเบสิคโซเดียมฟอสเฟต 31.20 กรัม ละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

1.2.2 สารละลาย B: สารละลายไดเบสิคโซเดียมฟอสเฟตเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ เตรียมโดยชัง่

ไดเบสิคโซเดียมฟอสเฟต 53.63 กรัม ละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

ผสมสารลาย A และ B ตามค่าพีเอชท่ีตอ้งการ 

 

1.3 สารละลาย Tris-HCL บฟัเฟอร์ 

1.3.1 สารละลาย A: สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ เตรียมโดยละลายกรด

ไฮโดรคลอริกปริมาตร 17.25 มิลลิลิตรในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

1.3.2 สารละลาย B: สารละลาย Tris-(hydroxymethyl) aminomethane เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ 

เตรียมโดยชัง่Tris-(hydroxymethyl)aminomethane 24.20 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่แลว้ปรับปริมาตร

เป็น 1 ลิตร 

ผสมสารละลาย A และ B ตามค่าพีเอชท่ีตอ้งการ 
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1.4 สารละลาย Glycine-NaOH บฟัเฟอร์ 

1.4.1 สารละลาย A: สารละลาย Glycine เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ เตรียมโดยชัง่ Glycine 15.0 

กรัม ละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

1.4.2 สารละลาย B: สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ เตรียมโดยชัง่

โซเดียมไฮดรอกไซด ์8 กรัม ละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

ผสมสารละลาย A และ B ตามค่าพีเอชท่ีตอ้งการ 

 

2. การวดัค่าความขุ่น 

 

วดัค่าความขุ่นของตวัอยา่งสารแขวนลอยเซลล์ (cell suspension) ท่ีความยาวคล่ืน 600 นา

โนเมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) 

 

3. การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจากปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ ดัดแปลง

จากวธีิของ Miller et al. (1959) 

 

 3.1 ผสมสารละลายสับสเตรทและสารละลายเอนไซมเ์ขา้ดว้ยกนั พร้อมวางลูกแกว้

ปิดปากหลอด และบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

 

 3.2 จากนั้นเติมสารละลาย DNS และ นาํไปตม้ในนํ้าเดือด 5 นาที พร้อมวาง

ลูกแกว้ปิดปากหลอด หยดุปฏิกิริยาการเกิดสีดว้ยการแช่นํ้ าแขง็ทนัที จากนั้นเติมนํ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้

กนั 

  

 3.3 วดัการเปล่ียนแปลงของสีท่ีเกิดข้ึนโดยใชเ้คร่ือง spectrophotometer ท่ีความ

ยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร นาํค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายเทียบหาค่าปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์กบั

กราฟมาตรฐานนํ้าตาลกลูโคส 

 

3.4 เตรียม blank โดยใชน้ํ้ากลัน่แทนลายละลายสับสเตรทและสารละลายเอนไซม ์

ทดลองเหมือนตวัอยา่งขา้งตน้ 
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กาํหนดให ้1 หน่วยของกิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (unit/ml) คือ ปริมาณ

เอนไซมท่ี์สามารถเร่งปฏิกิริยายอ่ยสลายคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส ทาํใหเ้กิดการปลดปล่อยนํ้าตาล

กลูโคส 1 ไมโครโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีกาํหนด 

 

3.4 การทาํกราฟมาตรฐานนํ้าตาลกลูโคส 

  

 3.4.1 เจือจางสารละลายกลูโคสใหมี้ระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 

และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดูดสารละลายกลูโคสผสมกบัสารละลาย DNS 

  

 3.4.2 นาํไปตม้นํ้าเดือด 5 นาที หยดุปฏิกิริยาดว้ยการแช่นํ้ าแขง็ทนัที จากนั้นเติมนํ้า

กลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนั 

 

 3.4.3 นาํสารละลายมาตรฐานไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร นาํค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีไดม้าสร้างกราฟมาตรฐาน 

 

 
ภาคผนวกที ่ก1  กราฟมาตรฐานการหาปริมาณของนํ้าตาลกลูโคสโดยวธีิ DNS 
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4. วเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนทั้งหมด (Total releasable soluble protein)  

 

นาํนํ้ าหมกัป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 g นาน 15 นาที แยกส่วนใส (supernatant) ท่ีไดไ้ปวิเคราะห์

หาปริมาณโปรตีนทั้งหมดดว้ยวิธี Bradford (1976) โดยใชชุ้ดวิเคราะห์โปรตีนสําเร็จรูป (Biorad) 

โดยนาํส่วนใสท่ีไดเ้จือจางในนํ้ ากลัน่ ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร ผสมเขา้ดว้ยกนักบัสารละลายของชุด

วเิคราะห์โปรตีนสําเร็จรูป ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10-15 นาที 

แลว้นาํไปวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร โดยเทียบปริมาณโปรตีน

จากกราฟมาตรฐานbovine serum albumin ท่ีระบุในคู่มือ 
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ขอ้มูลดิบจากการทดลอง 
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ตารางผนวกที ่ค1  กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชซ้งัขา้วโพด ความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซ็นตน์ํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั  

 

เวลา (วนั) กิจกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

พีเอช 

0 0.00±0.01 0.20±0.01 6.97 

1 0.117±0.01 0.29±0.01 6.95 

2 0.191±0.01 0.37±0.03 6.90 

3 0.35±0.03 0.24±0.04 7.09 

4 0.05±0.06 0.17±0.02 7.05 

5 0.71±0.01 0.11±0.02 7.12 

 

หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

ตารางผนวกที ่ค2  กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชข้ี้เล่ือยความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซ็นตน์ํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั 

 

เวลา (วนั) กิจกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

พีเอช 

0 0.00±0.02 0.21±0.02 7.01 

1 0.21±0.03 0.24±0.05 7.02 

2 0.34±0.06 0.13±0.01 6.98 

3 0.45±0.03 0.11±0.02 6.99 

4 0.75±0.02 0.10±0.03 6.97 

5 0.83±0.01 0.10±0.02 7.00 

 

หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที่ ค3  กิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดความ

เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์นํ้ าหนักต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั 

 

เวลา (วนั) กิจกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

พีเอช 

0 0.00±0.02 0.21±0.02 7.01 

1 0.52±0.03 0.20±0.03 7.04 

2 0.88±0.06 0.13±0.01 7.00 

3 0.91±0.03 0.11±0.02 7.03 

4 1.07±0.02 0.10±0.02 6.97 

5 0.91±0.01 0.09±0.01 7.02 

 

หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

ตารางผนวกที ่ค4  กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชข้ยุมะพร้าวความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซ็นตน์ํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั 

 

เวลา (วนั) กิจกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

พีเอช 

0 0.09±0.16 0.19±0.01 6.98 

1 0.17±0.16 0.22±0.03 6.95 

2 0.25±0.16 0.23±0.02 6.96 

3 0.32±0.16 0.23±0.05 7.03 

4 0.41±0.13 0.29±0.01 7.05 

5 0.45±0.14 0.31±0.01 7.10 

 

หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 



 

92 
 

ตารางผนวกที ่ค5  กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชฟ้างขา้วความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซ็นตน์ํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั 

 

เวลา (วนั) กิจกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

พีเอช 

0 0.01±0.06 0.21±0.03 6.99 

1 0.14±0.02 0.20±0.02 7.07 

2 0.36±0.04 0.13±0.02 7.00 

3 0.59±0.07 0.12±0.02 7.05 

4 0.98±0.05 0.11±0.01 7.12 

5 1.10±0.03 0.09±0.01 7.10 

 

หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

ตารางผนวกที ่ค6  กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชเ้ปปโตนความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซ็นตน์ํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั  

 

เวลา (วนั) กิจกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

พีเอช 

0 0.00±0.00 0.20±0.01 6.99 

1 0.37±0.04 0.29±0.01 6.96 

2 0.59±0.07 0.37±0.03 6.99 

3 0.73±0.01 0.24±0.04 7.09 

4 1.04±0.01 0.17±0.02 7.03 

5 0.63±0.18 0.11±0.02 7.02 

 

หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค7  กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตความ

เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตน์ํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั  

 

เวลา (วนั) กิจกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

พีเอช 

0 0.06±0.01 0.21±0.02 7.07 

1 0.22±0.13 0.24±0.05 7.04 

2 0.12±0.05 0.13±0.01 6.99 

3 0.22±0.14 0.11±0.02 6.95 

4 0.266±0.11 0.10±0.03 6.95 

5 0.66±0.24 0.10±0.02 6.94 

 

หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

ตารางผนวกที ่ค8  กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชส้ารสกดัยีสตค์วามเขม้ขน้ 

1 เปอร์เซ็นต์นํ้ าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั  

 

เวลา (วนั) กิจกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

พีเอช 

0 0.00±0.00 0.21±0.02 6.99 

1 0.43±0.19 0.20±0.03 7.07 

2 0.56±0.10 0.13±0.01 7 

3 0.54±0.18 0.11±0.02 7.05 

4 0.70±0.12 0.10±0.02 7.10 

5 1.30±0.04 0.09±0.01 7.1 

 

หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค9  กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชส้ารสกดัมอลต์ความ

เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตน์ํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั  

 

เวลา (วนั) กิจกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

พีเอช 

0 0.00±0.00 0.19±0.01 6.77 

1 0.22±0.00 0.22±0.03 6.65 

2 0.47±0.01 0.23±0.02 6.69 

3 0.52±0.02 0.23±0.05 6.62 

4 0.62±0.00 0.29±0.01 6.61 

5 0.65±0.01 0.31±0.01 6.59 

 

หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

ตารางผนวกที ่ค10  กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเม่ือใชย้สีตข์นมปังความเขม้ขน้ 

1 เปอร์เซ็นตน์ํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจนบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั  

 

เวลา (วนั) กิจกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

พีเอช 

0 0.00±0.00 0.21±0.03 7.01 

1 0.22±0.00 0.20±0.02 7.04 

2 0.38±0.00 0.13±0.02 7.00 

3 0.48±0.00 0.12±0.02 7.03 

4 1.25±0.04 0.11±0.01 6.97 

5 0.81±0.00 0.09±0.01 7.06 

 

หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค11  ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของสมการแสดงกิจกรรมของ

เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

 

 

R-squared (R2) = 0.903 ; adjusted R – squared = 0.806 

 

ตารางผนวกที ่ค12  กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในฟลาสกจ์าก  T. fusca PA 1-1 

             บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8.0 บนเคร่ืองเขยา่  

             ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 วนั เพื่อยนืยนัความแม่นยาํจากการ   
             ทาํนายค่าการวเิคราะห์ดว้ยพื้นท่ีผวิแบบตอบสนอง 

 

เวลา (วนั) กิจกรรมเอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

พีเอช 

0 0.00±0.00 0.21±0.01 7.00 

1 0.35±0.03 0.20±0.02 6.97 

2 0.42±0.07 0.18±0.04 6.95 

3 1.28±0.06 0.13±0.01 6.99 

4 1.41±0.06 0.11±0.03 7.13 

5 1.33±0.08 0.04±0.01 7.12 

 

 

 

 

 

Source of  

variation 
df Sum of squares Mean square F - ration p - value 

Model  5 0.648 0.130 9.317 0.014 

Residue 5 0.070 0.014 

  Total  10 0.718       
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ตารางผนวกที ่ค13  กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีไดจ้ากการทาํนายและการ   

ทดลองท่ีสภาวะเหมาะสม 

 

แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

  ค่าจากการทาํนาย ค่าจากการทดลอง 

ประมาณ 1  

ข้ึนไป 

ประมาณ 1 

ข้ึนไป 

1.323  

1.5 1.5  1.26±0.06 

 2  1.36±0.06 

1.75 1.5  1.28±0.07 

 2  1.41±0.01 

2 1.5  1.26±0.02 

 2  1.35±0.03 
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