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 Thermobifida fusca PA1-1 เป็นแอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกไดจ้ากกองปุ๋ยหมกัทลายปาลม์  
ซ่ึงสามารถผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิเซลูเลสไดใ้นสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง วตัถุประสงคข์อง 
การศึกษาคร้ังน้ี เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในระดบั 
ถงัหมกั และศึกษาสมบติับางประการของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  
โดยเร่ิมจากการเพาะเล้ียงในระดบัฟลาสกใ์นอาหาร basal medium โดยมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์
 เป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญและ 
การผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยพบกิจกรรมเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั 0.977 หน่วยต่อ
มิลลิลิตร ในวนัท่ี 4 ของการเพาะเล้ียงในระดบัฟลาสก ์ในการศึกษาผลของน ้าตาล พบวา่ น ้าตาล
กลูโคส มอลโตส และซูโครส ท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต ์มีผลยบัย ั้งการผลิตเอนไซม ์
จากนั้นจึงศึกษาในระดบัถงัหมกั 2.0 ลิตร ในอาหาร basal medium โดยมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์ 
เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีสภาวะพีเอช 8.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 72 ชัว่โมง โดยปัจจยั 
ท่ีน ามาศึกษา คือ อตัราการใหอ้ากาศ และอตัราการกวน พบวา่ สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในระดบัถงัหมกั คือ สภาวะท่ีมีอตัราการให้อากาศ 1 vvm และ
อตัราการกวน 200 รอบต่อนาที พบวา่กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิเซลูเลสสูงสุดท่ีไดเ้ท่ากบั 
2.027 หน่วยต่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 60 ของการเพาะเล้ียง ซ่ึงการเพาะเล้ียงในถงัหมกัใชเ้วลา 
ในการเพาะเล้ียงท่ีสั้นกวา่และกิจกรรมของเอนไซมท่ี์ไดมี้ค่าสูงกวา่ โดยเพิ่มข้ึน 2.07 เท่า เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงในฟลาสก ์และการศึกษาลกัษณะของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลู-
เลส พบวา่เอนไซมท์ างานไดดี้ท่ีพีเอช 4.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีความเสถียรในช่วงพีเอช 
ระหวา่ง 5.0 - 11.0 และมีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิระหวา่ง 30 - 70 องศาเซลเซียส กิจกรรมของ
เอนไซมถู์กกระตุน้ดว้ย K+ และ Mn2+ และถูกยบัย ั้งเม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีมี Ca2+, Fe2+, Mg2+ และ  
EDTA เอนไซมท่ี์ผลิตจาก T. fusca PA1-1 สามารถยอ่ยสลายสารในกลุ่มเซลลูโลส (CMC และ 
avicel) และกลุ่มเฮมิเซลลูโลส (xylan) ได ้
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 Thermobifida fusca PA1-1 is an actinomycetes which was isolated from palm empty 
bunch compost and determined as carboxymethylcellulase (CMCase) producer in high 
temperature condition. The objectives of this research were to optimize the CMCase production 
in bioreactor and to characterize CMCase of T. fusca PA1-1.  Study on cultivation under shake 
flask condition was carried out in basal medium containing 1 % (w/v) CMC as sole carbon 
source. The result showed 50oC was optimal temperature for growth which gave maximum 
CMCase activity of 0.977 unit/ml at 4th day. The effect of sugars was also investigated. The 
results indicated that glucose, maltose and sucrose at concentration 0.1%, 0.5% and 1% inhibited 
CMCase production. Furthermore, production of CMCase in 2 liter bioreactor was carried out at  
1 vvm aeration rate and at 200 rpm agitation speed. In comparison with optimized condition in 
shake flask, the observed value of maximum CMCase production was 2.027 units/ml which was  
a 2.07-fold increase and production time was shortened to only 60 h. Characterization of crude 
CMCase exhibited optimal activity at pH 4.0 and 60 oC. Stability was highest in the range of pH 
5.0 – 11.0 and 30 - 70 oC. The activity of CMCase was significantly activated by K+ and Mn2+  
and inhibited by Ca2+, Fe2+, Mg2+ and EDTA.  Moreover, CMCase from T. fusca PA1-1 can be 
degraded cellulose substrate such as CM and avicel and hemicellulase substrate such as xylan. 
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ค1 ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium  

ท่ีมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
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T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อ
ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีอุณหภูมิต่างๆ บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 73 
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medium ท่ีมีการเติมกลูโคสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกั
ต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 74 
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T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมีการเติมกลูโคสความเขม้ขน้
ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บน
เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที 
ระยะเวลา 5 วนั 75 

ค5 ผลของน ้าตาลมอลโตสต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal 
medium ท่ีมีการเติมมอลโตสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์
(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 
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T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมีการเติมมอลโตสความเขม้ขน้
ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บน
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ระยะเวลา 5 วนั 77 

  



(4) 

 
 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางผนวกที่ หน้า 

  
ค7 ผลของน ้าตาลซูโครสต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal 

medium ท่ีมีการเติมซูโครสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกั
ต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 78 

ค8 ผลของน ้าตาลซูโครสต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ  
T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมีการเติมซูโครสความเขม้ขน้
ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน  
บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที 
ระยะเวลา 5 วนั 79 

ค9 การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  
ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน  
200 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 0.2 vvm 80 

ค10 การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  
ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน  
200 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 0.5 vvm 81 

ค11 การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  
ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน  
200 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 1.0 vvm 82 

ค12 การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  
ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน  
100 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 1.0 vvm 83 

ค13 การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  
ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน  
300 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 1.0 vvm 84 

ค14 ผลของพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
ของ T. fusca PA1-1 85 

 



(5) 

 
 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางผนวกที่ หน้า 

  
ค15 ผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

ของ T. fusca PA1-1 86 
ค16 ผลความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีพีเอชต่างๆ ของ  

T. fusca PA1-1 87 
ค17 ผลความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีอุณหภูมิต่างๆ  

ของ T. fusca PA1-1 88 
ค18 ผลของอิออนโลหะต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

ของ T. fusca PA1-1 89 
ค19 ผลการทดสอบสารยบัย ั้งต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  

จาก T. fusca PA1-1 90 
ค20 ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์จากการยอ่ยสลายสับสเตรทชนิดต่างๆจากเอนไซมท่ี์ผลิต  

จาก T. fusca PA1-1 โดยใชส้ับสเตรทเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์โดยน ้าหนกัต่อ
ปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 90 

              
              
   
   
   

 
  



(6) 

 
 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หน้า 

  
1 โครงสร้างของสายเซลลูโลส 6 
2 กลไกการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสในการยอ่ยสลายเซลลูโลส 7 
3 ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium  

ท่ีมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 27 

4 ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ T. fusca PA1-1
ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกัต่อปริมาตร)  
เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีอุณหภูมิต่างๆ บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ ความเร็ว 250 
รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 27 

5 ผลของน ้าตาลกลูโคสต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal 
medium ท่ีมีการเติมกลูโคสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกั
ต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 29 

6 ผลของน ้าตาลกลูโคสต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca  
PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมีการเติมกลูโคสความเขม้ขน้ต่างๆ  
และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกัต่อ ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 29 

7 ผลของน ้าตาลมอลโตสต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal 
medium ท่ีมีการเติมมอลโตสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกั
ต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั  medium ท่ีมีการเติมซูโครสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อ    ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอนบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว   250 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 วนั 30 

8 ผลของน ้าตาลมอลโตสต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ  
T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal  medium ท่ีมีการเติมมอลโตสความเขม้ขน้
ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อ ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน  
บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที  
ระยะเวลา 5 วนั  ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 วนั 30 

 



(7) 

 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 
  

9 ผลของน ้าตาลมอลโตสต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ  
T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal  medium ท่ีมีการเติมมอลโตสความเขม้ขน้
ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อ ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน  
บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที  
ระยะเวลา 5 วนั 31 

10 ผลของน ้าตาลซูโครสต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในอาหารเหลว 
basal medium ท่ีมีการเติมซูโครสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์
(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอนบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศา
เซลเซียส ท่ีความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 31 

11 การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  
ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 200 
รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 0.2 vvm 35 

12 การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  
ในถงัหมกั ขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 200 
รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 0.5 vvm 35 

13 การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  
ในถงัหมกั ขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 200 
รอบ ต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 1.0 vvm 36 

14 การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูจาก T. fusca PA1-1  
ในถงัหมกั ขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศ 
1.0 vvm อตัราการกวน 100 rpm 38 

15 การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  
ในถงัหมกั ขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศ 
1.0 vvm อตัราการกวน 300 rpm 38 

16 ผลของพีเอชต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca  
PA1-1 41 

 



(8) 

 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 

  
17 ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  

ของ T. fusca PA1-1 42 
18 ผลความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  

ท่ีพีเอชต่างๆ  43 
19 ผลความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  

ท่ีอุณหภูมิต่างๆ  44 
20 การยอ่ยสลายสับสเตรทชนิดต่างๆของเอนไซมท่ี์ผลิตจาก T. fusca PA1-1    

โดยใชส้ับสเตรทเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที 49 

 
ภาพผนวกที่  

  
ข1 กราฟมาตรฐานสารละลายน ้าตาลกลูโคส 69 

 
 
  



 
 

การผลติเอนไซม์ในระดับถังหมกัและการศึกษาสมบัติของเอนไซม์ 

คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลสของเช้ือ Thermobifida fusca PA1-1 
 

Production in Bioreactor and Characterization of Carboxymethylcellulase  

of Thermobifida fusca PA1-1 
 

ค าน า 
 

ลิกโนเซลลูโลสเป็นวตัถุดิบท่ีพบมากทัว่โลก ประกอบไปดว้ย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส  
ลิกนิน และองคป์ระกอบอ่ืนๆ โดยพบเซลลูโลสเป็นองคป์ระกอบถึง 50 เปอร์เซ็นต ์เซลลูโลสเป็น
องคป์ระกอบหลกัของผนงัเซลลพ์ืช แหล่งเซลลูโลสท่ีส าคญันอกจากพืชในป่าไมแ้ละพื้นท่ีท า
การเกษตร ไดแ้ก่ วสัดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมแปรรูปไม ้อุตสาหกรรม 
เยือ่กระดาษ และขยะเทศบาล เป็นตน้ (Lynd et al., 2002; Tengerdy and Szakacs, 2003; Zhang  
et al., 2006) ส าหรับประเทศไทยซ่ึงเป็นประเทศเกษตรกรรม มีวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเกิดข้ึน
เป็นจ านวนมาก ตลอดระยะเวลาท่ีผา่นมา ไดมี้การศึกษาคน้ควา้เพื่อน าวสัดุทางการเกษตรมาใชใ้ห้
เกิดประโยชน์ ทั้งโดยกระบวนการทางเคมี เช่นการยอ่ยดว้ยกรด หรือกระบวนการเปล่ียนแปลงทาง
ชีวภาพดว้ยเอนไซมท่ี์มีความจ าเพาะกบัเซลลูโลส  

 
เอนไซมเ์ซลลูเลสเป็นกลุ่มเอนไซมท่ี์มีบทบาทส าคญัในการแปรรูปเซลลูโลส การยอ่ย

สลายเซลลูโลสดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลสท าให้ไดส้ารตั้งตน้ในกระบวนการทางชีวภาพ เช่น กลูโคส 
และสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ในระดบัอุตสาหกรรม เช่น การผลิตเช้ือเพลิง อาหาร ส่ิงทอ กระดาษ 
หรือเอนไซมบ์ริสุทธ์ิทางการคา้ เป็นตน้ ซ่ึงเอนไซมเ์ซลลูเลสมีคุณสมบติัในการยอ่ยสลายเซลลูโลส
ในลกัษณะของปฏิกิริยาต่อสับสเตรทต่างๆกนั การยอ่ยสลายเซลลูโลสและอนุพนัธ์ของเซลลูโลส
ใหส้มบูรณ์ ไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นน ้าตาลกลูโคส ตอ้งอาศยัการท างานร่วมกนัหรือต่อเน่ืองกนั
ของเอนไซมก์ลุ่มเซลลูเลส ซ่ึงแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ (1) เอนไซมก์ลุ่ม endoglucanase ท าหนา้ท่ี
ยอ่ยโมเลกุลของเซลลูโลสในบริเวณท่ีมีโครงสร้างไม่ซบัซอ้น (amorphous) และอนุพนัธ์ุของ
เซลลูโลสท่ีต าแหน่ง β-1,4 glycosidic แบบสุ่ม (2) เอนไซมก์ลุ่ม exoglucanase ท าหนา้ท่ียอ่ยสาย
เซลลูโลสบริเวณปลายดา้น non-reducing ท าใหไ้ดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นเซลโลไบโอส และเซลโล 
โอลิโกแซคคาไรด ์และ (3) เอนไซม ์β-glucosidase ท าหนา้ท่ียอ่ยสลายเซลโลไบโอส หรือเซลโล 
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โอลิโกแซคคาไรดท่ี์ละลายน ้า ไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นน ้าตาลกลูโคส (Fan and Lee, 1983; Wood, 
1985, 1992; Lynd et al., 2002) 

 
ปัจจุบนัมีการใชเ้อนไซมเ์ซลลูเลสในอุตสาหกรรมมากเป็นอนัดบั 3 (Wilson, 2009; 

Singhania et al,. 2010) อยา่งไรก็ตาม เอนไซมเ์ซลลูเลสทางการคา้มีราคาค่อนขา้งสูง เน่ืองจากมี
ตน้ทุนในการผลิตสูง ตอ้งใชเ้ซลลูโลสท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงเป็นสารตั้งตน้ในการผลิตเพื่อใหไ้ด้
เอนไซมท่ี์มีประสิทธิภาพ จึงมีการศึกษาคน้ควา้การใชว้สัดุทางการเกษตรเป็นสารตั้งตน้ในการผลิต
เอนไซมเ์ซลลูเลสจากจุลินทรีย ์การยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมมี์ขอ้ดีกวา่การใชว้ธีิการทางเคมี การใช้
กรดยอ่ยเซลลูโลสท าใหเ้กิดสนิมข้ึนในระบบ อีกทั้งโครงสร้างของเซลลูโลสท่ีเป็น crystalline 
cellulose สามารถตา้นทานการยอ่ยสลายโดยกรดไดใ้นระดบัหน่ึง ท าใหต้อ้งใชอุ้ณหภูมิสูงและใช้
กรดท่ีมีความเขม้ขน้สูงข้ึน ซ่ึงจะไดป้ริมาณกลูโคสนอ้ย แต่ไดพ้อลิแซคคาไรดท่ี์ไม่ตอ้งการมากข้ึน 
ตรงขา้มกบัการใชเ้ซลลูเลส ซ่ึงมีความจ าเพาะต่อสับสเตรท ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจะมีความจ าเพาะสูง
และไม่รุนแรงท าใหไ้ดก้ลูโคสเป็นผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยจ านวนมากและมีความบริสุทธ์ิสูง (ศุภลกัษณ์, 
2543; Mandels, 1985) 

  
ในธรรมชาติพบวา่มีจุลินทรียห์ลายกลุ่มท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสได ้ทั้ง  

รา แบคทีเรีย และแอคติโนมยัสีท แต่ความสามารถในการยอ่ยสลายมีความแตกต่างกนั ข้ึนอยูก่บั
สภาวะแวดลอ้มท่ีจุลินทรียเ์หล่านั้นเจริญอยู ่คุณสมบติัในการน ามาใชย้อ่ยสลายเซลลูโลสและ 
ผลิตเอนไซมไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพจึงมีความแตกต่างกนัตามไปดว้ย อยา่งไรก็ตาม แมว้า่เอนไซม ์
เซลลูเลสทางการคา้ส่วนใหญ่จะผลิตโดยเช้ือรา แต่ในปัจจุบนัมีการศึกษาและการวจิยัเอนไซม ์
เซลลูเลสจากแบคทีเรียและแอคติโนมยัสีทอยา่งกวา้งขวาง เน่ืองจากเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีผลิตไดจ้าก
แบคทีเรียและแอคติโนมยัสีทมีขอ้ไดเ้ปรียบ คือ มีความเสถียรในช่วงพีเอชกวา้ง และท างานไดดี้ท่ี
อุณหภูมิสูง (Irwin et al. 1993, Lynd et al., 2002; Wilson, 2004) รวมถึงความสามารถในการผลิต
เอนไซมเ์ซลลูเลสทนความร้อน ซ่ึงเป็นคุณสมบติัเบ้ืองตน้ท่ีน่าสนใจท่ีจะน าไปใชใ้นกระบวนการ
ทางอุตสาหกรรมภายใตส้ภาวะท่ีตอ้งใชอุ้ณหภูมิสูง  

 
จากวทิยานิพนธ์ของวาทินี (2554) ไดท้  าการคดัแยกแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงท่ีมี

ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (Carboxymethylcellulase: CMCase)  
ซ่ึงเป็นเอนไซมเ์ซลลูเลสกลุ่ม endoglucanase ซ่ึงเป็นเอนไซมเ์ซลลูเลสชนิดท่ีท าหนา้ท่ียอ่ยโมเลกุล
ของเซลลูโลสในส่วนท่ีเป็น amorphous หรือยอ่ยอนุพนัธ์ของเซลลูโลส เช่น carboxymethyl- 
cellulose และไดค้ดัเลือกสายพนัธ์ุ Thermobifida fusca PA1-1 ซ่ึงจดัเป็นแอคติโนมยัสีทในกลุ่ม 
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thermophile และเป็นสายพนัธ์ุท่ีแสดงกิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส นอกจากน้ียงั 
แสดงกิจกรรมเอนไซมเ์อวิเซลเลส (Avicelase) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีบทบาทส าคญัในการยอ่ยสลาย
เซลลูโลสท่ีมีโครงสร้างเป็นระเบียบ หรือ crystalline cellulose 

 
งานวจิยัน้ีเป็นงานต่อเน่ืองจากงานวจิยัขา้งตน้ ซ่ึงเป็นการน าเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล 

เซลลูเลสท่ีผลิตจากเช้ือสายพนัธ์ุ Thermobifida fusca PA1-1 มาศึกษาสารท่ีมีผลต่อการยบัย ั้งและ 
การกระตุน้การสร้างเอนไซมเ์พื่อใหผ้ลงานวิจยัขา้งตน้สมบูรณ์มากข้ึน รวมทั้งศึกษาการผลิต
เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในระดบัถงัหมกั และศึกษาคุณสมบติับางประการของเอนไซม์ 
คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ียงัไม่ผา่นกระบวนการท าบริสุทธ์ิ (crude enzyme) เพื่อใหไ้ดข้อ้มูลและ
แนวทางในการน าจุลินทรียใ์นกลุ่มแอคติโนมยัสีทท่ีผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไปพฒันาและปรับปรุง 
ใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
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วตัถุประสงค์ 
  

1. ศึกษาผลของน ้าตาลชนิดต่างๆต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
 
2. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในระดบัถงัหมกั 
 
3. ศึกษาคุณสมบติับางประการของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (crude enzyme) 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. เซลลูโลส (cellulose) 

 
 สารประกอบลิกโนเซลลูโลส ประกอบไปดว้ยองคป์ระกอบหลกั 3 ชนิด คือ เซลลูโลส 
35 - 50 เปอร์เซ็นต ์เฮมิเซลลูโลส 20 - 30 เปอร์เซ็นต ์และลิกนิน 10 - 20 เปอร์เซ็นต ์โดยสาร 
ประกอบเหล่าน้ีจะท าหนา้ท่ีร่วมกนัเป็นโครงสร้างของผนงัเซลลแ์ละชั้นมิดเดิลลาเมลลา (middle 
lamellae) ของพืชชั้นสูง (Kirk, 1983; Lynd et al., 2002; Kuhad and Singh, 2007)  

 
เซลลูโลสจดัเป็นสารอินทรียท่ี์พบในธรรมชาติมากท่ีสุด เป็นองคป์ระกอบของผนงัเซลล์

พืช โดยเซลลูโลสเป็นสารประเภทคาร์โบไฮเดรตท่ีเป็น homopolysaccharide มีหน่วยยอ่ยท่ีสุดคือ 
น ้าตาลกลูโคส ซ่ึงเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ β-1,4 glycosidic อยา่งมีระเบียบ (ภาพท่ี 1)  แต่ละโมเลกุล
ของกลูโคสในสายเซลลูโลสจะเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจน ระหวา่งหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ท่ี
คาร์บอนอะตอมต าแหน่งท่ี 4 กบัหมู่ออกซิเจนของโมเลกุลถดัไป และสายเซลลูโลสท่ีขนานกนัจะ
เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจน ระหวา่งหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ท่ีคาร์บอนอะตอมต าแหน่งท่ี 6 กบั
ออกซิเจนอะตอมท่ีเช่ือมระหวา่งโมเลกุลของกลูโคสในอีกสายหน่ึง ท าใหเ้ซลลูโลสมีโครงสร้างท่ี
ซบัซอ้นข้ึนและมีคุณสมบติัไม่ละลายน ้า พบเซลลูโลสมากท่ีผนงัเซลลช์ั้นท่ีสองของพืช (secondary 
cell wall) คือประมาณ 50 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณเซลลูโลสทั้งหมด (Franz and Blaschek, 1990)  
โดยเซลลูโลสและองคป์ระกอบชนิดอ่ืนของผนงัเซลลพ์ืชจะเรียงตวัเป็นกลุ่มยาวรวมกนัเป็นไมโคร 
ไฟบริล (microfibril) แต่ละสายของไมโครไฟบริลจะเรียงขนานกนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจน บริเวณท่ีมี
การจดัเรียงโมเลกุลของเซลลูโลสอยา่งเป็นระเบียบสูงเรียกวา่บริเวณ crystalline ส่วนบริเวณท่ีมีการ
จดัเรียงไม่เป็นระเบียบหรือเป็นระเบียบนอ้ยกวา่เรียกวา่บริเวณ amorphous หรือ paracrystalline  
การจดัเรียงตวัของไฟบริลในลกัษณะท่ีแตกต่างกนัจะมีผลต่อประสิทธิภาพของเอนไซมใ์นการเขา้
ท าปฏิกิริยา ท าใหอ้ตัราในการยอ่ยสลายเซลลูโลสบริเวณต่างๆมีความแตกต่างกนั กล่าวคือส่วนท่ี
เป็น amorphous จะถูกยอ่ยสลายโดยปฏิกิริยาของเอนไซมง่์ายกวา่ส่วนท่ีเป็น crystalline (Reese, 
1975, 1976; Eriksson et al., 1990)  
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ภาพที ่1  โครงสร้างของสายเซลลูโลส 
 
ทีม่า: Herbert (2006) 
 
2. เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) 
 

เซลลูเลสเป็นกลุ่มของเอนไซมท่ี์มีความจ าเพาะกบัสับสเตรทจ าพวกเซลลูโลส โดยจะยอ่ย
เซลลูโลสโดยการตดัพนัธะ β-1,4 glycosidic ภายในโครงสร้างโมเลกุลเซลลูโลส ซ่ึงการยอ่ยสลาย
เซลลูโลสตามธรรมชาติโดยสมบูรณ์นั้นจ าเป็นตอ้งมีเอนไซมห์ลายชนิดท างานร่วมกนั  

 
จากการศึกษาระบบของเอนไซมเ์ซลลูเลส (cellulase system) โดยการแยกเอนไซมเ์ซลลู-

เลส แต่ละชนิดใหบ้ริสุทธ์ินั้น ท าใหส้รุปการจดัระบบของเอนไซมเ์ซลลูเลสไดว้า่ ประกอบดว้ย
เอนไซม ์3 กลุ่ม ตามระบบ Enzyme Classification (EC) ซ่ึงมีกิจกรรมแตกต่างกนัดงัน้ี (Bhat and 
Bhat, 1997; Sandgren et al., 2005)  

 
2.1. Endoglucanase หรือ Endo-β-1,4-glucanase (EC 3.2.1.4) ท าหนา้ท่ียอ่ยโมเลกุลของ

เซลลูโลสในส่วนท่ีเป็น amorphous หรือยอ่ยอนุพนัธ์ของเซลลูโลสท่ีละลายน ้าได ้เช่น carboxy-
methyl cellulose, เซลลูโลสท่ีผา่นการท าปฏิกิริยากบักรดฟอสฟอริก (phosphoric swollen 
cellulose), hydroxyethyl cellulose และ cello-oligomers โดยยอ่ยสลายท่ีพนัธะ β-1,4 glycosidic 
แบบสุ่ม ท าใหโ้มเลกุลมีขนาดเล็กลง ไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นกลูโคสและเซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ 
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ภาพที ่2  กลไกการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสในการยอ่ยสลายเซลลูโลส  
 
ทีม่า: Enari (1983) อา้งโดย Apiraksakorn (2006) 
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2.2. Exoglucanase หรือเรียก Exo-β-1,4-glucanase, Exo- β-1,4-glucan glucohydrolase 
หรือ Exo-β-1,4-cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) ตดัสายเซลลูโลสจากดา้นปลาย non-reducing  
ท าใหไ้ดน้ ้าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว แต่ความยาวของพอลิเมอร์เปล่ียนแปลงเล็กนอ้ย ได้
ผลิตภณัฑเ์ป็นน ้าตาลเซลโลไบโอสหรือกลูโคส โดยพบวา่มกัท าหนา้ท่ีร่วมกบัเอนไซมเ์อนโด 
กลูคาเนส 

 
2.3. β-1,4-glucosidase หรือ cellobiase (EC 3.2.1.21) ท าหนา้ท่ียอ่ยสลายโมเลกุลของ 

เซลโลไบโอส และโอลิโกแซคคาไรดท่ี์ไม่ละลายน ้าไดใ้หเ้ป็นน ้าตาลกลูโคส แต่ไม่สามารถยอ่ย
สลายโมเลกุลซบัซอ้นขนาดใหญ่ของเซลลูโลสโดยตรงได ้เอนไซม ์β-glucosidase จะเป็นตวั
ส่งเสริมการท างานของเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนส และเอนไซมเ์อกโซกลูคาเนส ท าใหย้อ่ยสลายได้
กลูโคสมากข้ึน การยอ่ยสลายเซลลูโลสจะไดป้ริมาณกลูโคสมากหรือนอ้ยข้ึนอยูก่บัสัดส่วนของ
เอนไซม ์β-glucosidase ในเซลลูเลสวา่จะมีมากหรือนอ้ย ดงันั้นเอนไซมต์วัน้ีจึงเป็นกุญแจส าคญัใน
การยอ่ยสลายเซลลูโลสเป็นน ้าตาล 

 
ในปัจจุบนัเม่ือมีการศึกษาถึงระดบัโมเลกุลของเอนไซมแ์ละยนีท่ีสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส 

ในจุลินทรีย ์จึงไดมี้การจดักลุ่มเอนไซมเ์ซลลูเลสโดยอาศยัความเหมือนกนัของล าดบัเบสของยนี 
ท่ีสร้างเอนไซม ์รวมถึงการแบ่งกลุ่มท่ีอาศยัความแตกต่างของบริเวณ catalytic domains บน
โครงสร้างของโมเลกุลเอนไซมเ์ซลลูเลส โดยจดัเป็นแฟมิล่ีต่างๆได ้โดยอาศยัความเหมือนกนั 
ของล าดบัเบส นอกจากน้ียงัมีการจดัแบ่งกลุ่มของเอนไซมเ์ซลลูเลสโดยอาศยัโครงสร้าง 3 มิติของ
เอนไซม ์(3-dimentional of enzyme) หรือใชเ้ทคนิคการเปรียบเทียบ hydrophobic cluster analysis 
(HCA) (อมรรัตน์, 2547) 

 
การแบ่งแฟมิล่ีของเอนไซมเ์ซลลูเลสดว้ยวธีิการน้ีในขั้นตน้สามารถจ าแนกได ้6 แฟมิล่ี  

โดยจะเรียกเป็น glycoside hydrolases (GHs) แฟมิล่ี ซ่ึงจะไม่เก่ียวกบัความจ าเพาะต่อสับสเตรท  
ท าใหก้ารจดักลุ่มเอนไซมแ์บบใหม่น้ีไม่เป็นไปตามระบบของการจ าแนกแบบ EC ซ่ึงการจ าแนก
เอนไซมแ์บบใหม่จะอาศยัโครงสร้างของเอนไซมเ์ป็นส่ิงส าคญั โดยจะดูความสัมพนัธ์ระหวา่ง
ล าดบัเบสกบัโครงสร้างและการมว้นเกลียวของเอนไซม ์หลงัจากท่ีมีการศึกษา GHs กนักวา้งขวาง
ข้ึน ภายหลงัจึงไดจ้ดัจ าแนกแฟมิล่ี GHs เพิ่มข้ึนเป็น 86 แฟมิล่ี ในปี 2001 (Lynd et al., 2002) 
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การก าหนดช่ือของ Glycoside Hydrolases เป็น GHs ขา้งตน้ โดย Lynd et al. (2002) 
แสดงถึงความหมายต่อไปน้ี 
 

1. ตวัอกัษรชุดแรกแสดงถึงสับสเตรทของเอนไซม์ 
2. ตวัท่ีสอง (ตวัเลข) แสดงถึง glycoside hydrolase แฟมิล่ี 
3. ตวัอกัษรสุดทา้ยแสดงถึงล าดบัของเอนไซมท่ี์มีการรายงานหรือข้ึนทะเบียน 
 

 ตวัอยา่งการเรียกช่ือเอนไซมแ์บบใหม่ เช่น CBH I (cellobiohydrolase I) จะเรียกเป็น 
Cel7A หรือ CBH II เรียกเป็น Cel6A และ EGI เรียกเป็น Cel6B 
 
3. จุลนิทรีย์ทีส่ร้างเอนไซม์เซลลูเลส  
 

ในธรรมชาติมีส่ิงมีชีวิตหลายชนิดสามารถสร้างเอนไซมย์อ่ยสลายเซลลูโลสได ้เช่น สตัว์
ทะเลในกลุ่มเพรียงหวัหอม (Tunicate) หอยทากยกัษ ์(Achatinafulica) และจุลินทรียเ์ช่น แบคทีเรีย 
แอคติโนมยัสีท และเช้ือรา จุลินทรียแ์ต่ละชนิดท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีความสามารถ
ในการยอ่ยสลายแตกต่างกนัข้ึนกบัสภาวะแวดลอ้มท่ีจุลินทรียเ์หล่านั้นเจริญอยู ่ 
 

อยา่งไรก็ตาม แมว้า่เอนไซมเ์ซลลูเลสทางการคา้ส่วนใหญ่จะผลิตโดยเช้ือรา แต่จุลินทรียใ์น
กลุ่มแบคทีเรียและแอคติโนมยัสีทนั้นมีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสไดเ้ช่นกนั โดยมีขอ้ดี คือ 
แบคทีเรียและแอคติโนมยัสีทมีอตัราการเจริญท่ีเร็วกวา่และสามารถเก็บเก่ียวเอนไซมไ์ดง่้ายกวา่
นอกจากน้ีเอนไซมจ์ากแบคทีเรียและแอคติโนมยัสีทยงัมีความเสถียรท่ีพีเอชในช่วงกวา้ง และ
ท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูง (Lynd et al., 2002; Wilson, 2004) ซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ีน่าสนใจท่ีจะน าไป 
ใชใ้นกระบวนการทางอุตสาหกรรมท่ีมีปัจจยัความร้อนเขา้มาเก่ียวขอ้ง แบคทีเรียท่ีสามารถผลิต
เอนไซมเ์ซลลูเลสพบไดใ้นหลายกลุ่ม ไดแ้ก่ แบคทีเรียกลุ่มท่ีไม่ตอ้งการอากาศ เช่น Clostridium, 
Acetivibrio และ Rhuminococcus แบคทีเรียท่ีใชอ้ากาศ เช่น Bacillus, Cellulomonas และ 
Acetobactor และแบคทีเรียในกลุ่มแอคติโนมยัสีท เช่น Micromonospora, Streptomycetes และ 
Thermobifida (Lynd et al., 2002) ดงัแสดงในตารางท่ี 1  
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ตารางที่ 1  แบคทีเรียกลุ่มต่างๆท่ีผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส  
 
ชนิดของจุลินทรีย ์ จีนสั สายพนัธ์ุจุลินทรีย ์
แบคทีเรีย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แอคติโนมยัสีท 
 

Acetobacter 
Bacillus 
 
Caldocellumus 
Cellulomonas 
Cellvibrio 
 
 
Clostridium 
 
 
Fibrobacter 
Ruminococcus 
Microbispora 
Streptomyces 
Thermomonospora 

Acetobacter xylinum 
Bacillus circulans 
Bacillus subtilis 
Caldocellum saccharolyticum 
Cellulomonas biazotea 
Cellulomonas fimi 
Cellvibrio mixtus 
Clostridium absonum 
Clostridium celluloticum 
Clostridium thermocellum 
Fibrobacter succinogenes 
Ruminococcus albus 
Ruminococcus flavefaciens 
Microbispora bispora 
Streptomyces sp. 
Thermomonospora fusca 

 
ทีม่า: Lynd et al. (2002) 
 
 ส าหรับแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมยัสีทท่ีชอบอุณหภูมิสูงอยา่ง Thermobifida fusca (เดิม 
Thermomonospora fusca) เป็นแอคติโนมยัสีทท่ีตอ้งการอากาศ ชอบอุณหภูมิสูง สามารถพบได้
ทัว่ไปในดิน ซ่ึงเป็นตวัยอ่ยสลายท่ีส าคญัของผนงัเซลลพ์ืชในสารอินทรีย ์เช่น กองปุ๋ยหมกัหญา้แหง้
ท่ีเน่าเป่ือยหรือกองปุ๋ย เป็นตน้ โดย extracellular enzyme ท่ีผลิตโดย T. fusca รวมทั้งเซลลูเลส  
ไดรั้บการศึกษาอยา่งกวา้งขวางเพราะทนความร้อน สามารถท างานไดใ้นช่วงพีเอชกวา้ง 4 - 10 และ 
มีกิจกรรมสูง โดย T. fusca สามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดท้ั้งหมด 6 ชนิดท่ีแตกต่างกนัและจาก
การท าใหบ้ริสุทธ์ิสามารถจดัจ าแนกไดเ้ป็นเอนโดเซลลูเลส 3 ชนิด คือ Cel9B Cel6A และ Cel5A 
และเอกโซเซลลูเลส 2 ชนิด คือ Cel6B และ Cel48A และ processive endocellulase Cel9A 1 ชนิด  
ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีทั้งกิจกรรมเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสและเอกโซกลูคาเนส (Zhou et al., 2004) 
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 นอกจากน้ี T. fusca ยงัสามารถผลิตเอนไซมเ์ฮมิเซลลูเลสได ้ซ่ึงเฮมิเซลลูเลสท่ีพบใน  
T. fusca มี 2 ชนิด คือ (1) xylanases (xyl11A และ xyl10B) 1 ชนิด คือ xyloglucanase (xg74A)  
และ (2) คือ mannanase (manB) (Zhang et al., 2000)  โดยเอนไซมเ์ซลลูเลสชนิดต่างๆท่ีผลิตจาก  
T. fusca สามารถท างานร่วมกนัเพื่อยอ่ยเซลลูโลสท่ีไม่ละลายน ้าหรือมีโครงสร้างท่ีเป็นระเบียบ ให้
เป็นเซลโลไบโอสและกลูโคส หรือน ้าตาลอ่ืนๆได ้(Zhang et al., 1995; Sharmili and Rao, 2005; 
Deng and Fong, 2010) 

 
4. สมบัติบางประการของเอนไซม์เซลลูเลสจากจุลนิทรีย์ต่างๆ 

 
เอนไซมจ์ากจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีคุณสมบติัทางเคมีและฟิสิกส์ต่างกนั ข้ึนอยูก่บั

องคป์ระกอบและโครงสร้างของเอนไซม ์รวมถึงชนิดและแหล่งท่ีมาของจุลินทรีย ์ปัจจยัท่ีมีผลต่อ
คุณสมบติัของเอนไซมป์ระกอบดว้ย 

 
 4.1 น ้าหนกัโมเลกุล  

 
 เอนไซมเ์ซลลูเลสจะมีน ้าหนกัโมเลกุลแตกต่างกนัไปตามชนิดและแหล่งของจุลินทรีย ์

ท่ีผลิต (ตารางท่ี 2) 
 

ตารางที ่2  น ้าหนกัโมเลกุลของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากจุลินทรีย ์
 

ชนิดของ 
จุลินทรีย ์

สายพนัธ์ุจุลินทรีย ์
 

น ้าหนกั
โมเลกุล (kDa) 

ท่ีมา 
 

รา Aspergillus niger CCRC 31494 49 Yan and Lin, 1997 
 Sinorhizobium fredii CCRC 15769 94 Chen et al., 2004 
แบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens DL-3 55.1 Lee et al., 2008 
 Bacillus subtilis KSM-635 40 Ozaki et al., 1995 
 Bacillus circulans F-2 72 Kim and Kim, 1995 
 Cellulomonas uda CS1-1 50 Yoon and Choi, 2007 
 Clostridium thermocellum 60 Ahsan et al., 1997 
แอคติโน- Streptomyces flavogriseus 45 Mackenzie et al., 1984 
มยัสีท Thermobifida fusca 43 Zhang et al., 1995 
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 4.2 พีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลส 
    
       4.2.1 พีเอช 
 
 เอนไซมมี์ความไวต่อการเปล่ียนแปลงของสภาพแวดลอ้ม การเปล่ียนแปลงของ 
พีเอชมีผลต่อการท างานของเอนไซม ์เม่ือพีเอชเปล่ียนแปลงเพียงเล็กนอ้ย อาจท าให้อตัราการเร่ง
ปฏิกิริยาของเอนไซมเ์พิ่มข้ึนหรือลดลงได ้เน่ืองจากโมเลกุลของเอนไซมมี์การแตกตวัตรงหมู่ 
อะมิโน และหมู่คาร์บอกซิล หรือ side chain ไดต่้างกนั ในสภาวะท่ีพีเอชแตกต่างกนัจะมีผลให้
โครงสร้างสามมิติของเอนไซมเ์ปล่ียนไป โดยเอนไซมจ์ะสามารถท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีพีเอชค่าหน่ึง 
เรียกวา่ พีเอชท่ีเหมาะสมในการท างานของเอนไซม ์ณ จุดท่ีพีเอชมีค่าสูงหรือต ่ากวา่ค่าน้ี กิจกรรม
การท างานของเอนไซมจ์ะลดลง  
 
  4.2.2 อุณหภูมิ  
 
   อุณหภูมิท่ีสูงหรือต ่ามีผลต่อการท างานของเอนไซม ์โดยอตัราการเกิดปฏิกิริยามี
ค่าสูงสุดท่ีอุณหภูมิหน่ึง เรียกวา่ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท างาน เม่ืออุณหภูมิสูงหรือต ่ากวา่จุดน้ี 
อตัราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมจ์ะชา้ลง เพราะเอนไซมเ์กิดการเสียสภาพหรืออยูใ่นสภาวะท่ี 
ไม่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา โดยเอนไซมแ์ต่ละชนิดยอ่มมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท างาน
ต่างกนั  
 
 เอนไซมท่ี์ผลิตจากจุลินทรียต่์างชนิด มีช่วงพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ
ท างานต่างกนั โดยเอนไซมเ์ซลลูเลสจากแบคทีเรีย Cellulomonas uda CB4 ซ่ึงแยกไดจ้าก brewery 
sewage มีพีเอชท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลายเซลลูโลสท่ีพเีอช 5.5 และอุณหภูมิท่ีเหมาะสม อยูใ่น 
ช่วง 45 - 50 องศาเซลเซียส (Nakamura and Kitamura, 1982) และจากการศึกษาของ Johnson et al. 
ในปี 1982 พบวา่เอนไซมเ์ซลลูเลสจากแบคทีเรีย Clostridium thermocellum จะมีกิจกรรมสูงสุดท่ี
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส และพีเอชเท่ากบั 5.7 เม่ือมี avicel เป็นสับสเตรท และท่ีพีเอชเท่ากบั 6.1 
เม่ือมีคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสเป็นสับสเตรท และกิจกรรมเอนไซมถู์กยบัย ั้งไดด้ว้ยผลิตภณัฑ์
สุดทา้ยของปฏิกิริยาเอง (feed back inhibition) 

 
 Mackenzie et al. (1984) ไดศึ้กษาเอนไซมจ์ากแอคติโนมยัสีท Streptomyces 

flavogriseus และจ าแนกเอนไซมท่ี์เช้ือผลิตไดเ้ป็น 2 ชนิด คือ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (CMCase) 
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และเอวเิซลเลส (Avicelase) เอนไซมข์องแอคติโนมยัสีทน้ีมีความคงตวัสูงท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส แต่ท่ี 40 องศาเซลเซียสหรือสูงกวา่ เอนไซมจ์ะไม่คงตวั และค่าพีเอช 5.5 - 7.0 เป็นช่วง 
พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมใ์นการยอ่ยสลายสับสเตรต 

 
 จากการศึกษาเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีผลิตจาก Clostridium stercorarium ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย 

ท่ีชอบอุณหภูมิสูงและไม่ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ (Creuzet and Frixon, 1983) พบวา่เอนไซม ์
ท่ีไดมี้พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานเป็น 6.4 และมีค่า pI เท่ากบั 3.85 และพบวา่เอนไซมท์นความ
ร้อนไดสู้ง โดยเม่ือบ่มเอนไซมท่ี์อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง กิจกรรมของ
เอนไซมย์งัคงเหลืออยูไ่ด ้50 เปอร์เซ็นต ์ 
 

 ในปี 1998 Bok et al. ศึกษาเอนไซม ์endoglucanase 2 ชนิด คือ CelA และ CelB จาก
เช้ือ Thermotoga neapolitana พบวา่มีค่า pI เท่ากบั 4.6 และ 4.1 ตามล าดบั ขณะท่ี Endo et al. 
(2001) ไดศึ้กษาคุณสมบติัของเอนไซม ์endo-1,4-β-glucanase (Egl) จาก Bacillus sp. KSM-N252 
พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับกิจกรรมของเอนไซมคื์อท่ีช่วงพีเอช 10 และอุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส เอนไซมน้ี์มีกิจกรรมต่อ p-nitrophenyl, cello-oligosaccharide และ acid-swollen cellulose 
โดยกิจกรรมของเอนไซมจ์ะถูกกระตุน้ไดโ้ดยเซลโลไบโอสท่ีมีความเขม้ขน้สูง  

 
 George et al. (2001) ศึกษาเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก Thermomonospora sp. ซ่ึงเป็น 

แอคติโนมยัสีทท่ีเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูงและชอบสภาวะท่ีเป็นด่าง พบวา่เอนไซมท่ี์สกดัไดมี้ค่า pI 
เท่ากบั 4.1  

 
 Hakamada et al. (2002) ไดศึ้กษาคุณลกัษณะของเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสท่ีสร้างจาก 

Bacillus circulans พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซมใ์นการยอ่ย CMC คือ พีเอช 8.5 
และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในปี 2003 Akila and Chandra ท าการแยกเช้ือ Clostridium sp. 
PXYL1 จากถงัหมกัปุ๋ยคอกโดยการลดอุณหภูมิในการหมกัจนถึง 15 องศาเซลเซียส เช้ือน้ีสามารถ
เจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 5 ถึง 50 องศาเซลเซียส และสามารถสร้างเอนไซม ์CMCase และ Fpase โดย
เอนไซมท์ั้งสองสามารถเกิดกิจกรรมไดสู้งสุดท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส โดยใช ้CMC และ filter 
paper เป็นสารตั้งตน้และใหค้่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุด เท่ากบั 35.75 และ 23.68 ยนิูตต่อมิลลิกรัม 
ตามล าดบั 

 
 ในปี 2007 Salah et al. ไดแ้ยกเช้ือแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง Anoxybacillus  
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flavithermus EHP1 จากบ่อน ้ าพุร้อนในประเทศอียปิต ์และศึกษาการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลส 
พบวา่เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีผลิตไดมี้อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมท่ี์ 75 องศา
เซลเซียส ในขณะท่ี Lee et al. (2008) พบวา่ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ต่อการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก Bacillus amyloliquefaciens DL-3 
 
 4.3 ผลของอิออนโลหะและสารยบัย ั้ง 
 
       สารยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์หรือ enzyme inhibitor เป็นตวัแปรหน่ึงท่ีใชใ้นการ 
อธิบายกลไกการท างานของเอนไซม ์ความจ าเพาะของเอนไซมต่์อสารตั้งตน้ และลกัษณะของ 
functional group ท่ีบริเวณ active site ท าใหเ้ขา้ใจและสามารถควบคุมกระบวนการท่ีเกิดข้ึนได ้ 
จากการศึกษาของ Thomas and Zeikus (1981) พบวา่ Ag2+ และ Hg2+ มีผลยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีผลิตจาก Clostridium thermocellum LQRI ในขณะท่ี Ca2+, Mg2+ และ Mn2+ มีผล
ยบัย ั้งการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก Trichoderma reesei QM9414   
 

Iwashita et al. (1998) พบวา่เอนไซม ์β-glucosidase ท่ีผลิตจาก Aspergillus kawachii 
ถูกยบัย ั้งโดย Ag2+ และ Hg2+ ในขณะท่ี Fe3+ มีส่วนช่วยกระตุน้การท างานของเอนไซม ์ในปี 1998 
Okolo et al. รายงานการศึกษาเอนไซม ์2 ชนิด คือ CMCase I และ II จากเช้ือ Paecilomyces sp. 
พบวา่กิจกรรมของเอนไซมท์ั้ง 2 จะถูกยบัย ั้งในสภาวะท่ีมี Zn2+, Hg2+, glycine และ EDTA ท่ีความ
เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ เช่นเดียวกบัรายงานของ Singh and Kumar (1998) ท่ีพบวา่ Ag2+ และ Hg2+  
มีผลยบัย ั้งการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก Bacillus brevis VS-1 
 
 นอกจากน้ี Lee et al. (2008) พบวา่ Hg2+, EDTA, Mn2+, N-bromosuccinimide, Ni2+, 
Pb2+, Sr2+, Co2+ และ K+ มีผลยบัย ั้งการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก Bacillus amyloliquefaciens 
DL-3  
     
5. ประโยชน์และการประยุกต์ใช้เอนไซม์เซลลูเลส  

 
ปัจจุบนัมีการใชป้ระโยชน์จากเอนไซมเ์ซลลูเลสทั้งในอุตสาหกรรมและเกษตรกรรม เช่น 

อุตสาหกรรมอาหาร เคร่ืองด่ืม อาหารสัตว ์เคร่ืองนุ่งหุ่ม ผงซกัฟอก เยือ่กระดาษ การยอ่ยสลายวสัดุ
ทางการเกษตร เป็นตน้ โดยในปัจจุบนัการวจิยัเก่ียวกบัเอนไซมเ์ซลลูเลสมีการพฒันาอยา่งต่อเน่ือง 
รวมถึงการศึกษาในระดบัโมเลกุลดว้ย (รุจิกาญจน์, 2546; วาทินี, 2554) 
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5.1 อุตสาหกรรมการท าน ้าผลไม ้ 
 

 มีการน าเอนไซมใ์นกลุ่มเซลลูเลสมาใชร่้วมกบัเอนไซมเ์พคติเนสและเฮมิเซลูเลส ใน
กระบวนการสกดั การท าใหใ้ส รวมทั้งสามารถคงสภาพของสารท่ีมีประโยชน์ในการผลิตน ้าผลไม ้
และท าใหน้ ้าผลไมท่ี้ไดเ้ป็นเน้ือเดียวกนั (Galante et al., 1998) นอกจากน้ียงัอาศยัเอนไซมใ์นกลุ่ม
ดงักล่าวมาช่วยท าใหเ้น้ือผลไมเ้ป่ือยยุย่ กรองง่ายและผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยท่ีไดมี้ความคงตวัภายหลงั 
ผา่นการบีบหรือบดดว้ยวธีิเชิงกล ซ่ึงเป็นการเพิ่มผลผลิตใหไ้ดน้ ้าผลไมเ้ร็วข้ึน  

 
 เอนไซมใ์นกลุ่มน้ีจะยอ่ยเพคตินและพอลิแซ็กคาไรดท่ี์เป็นส่วนของผนงัเซลลพ์ืช  

จึงสามารถลดความหนืดของน ้าผลไมแ้ละคงเน้ือสัมผสัของน ้าผลไมไ้วไ้ด ้(Galante et al., 1998; 
Uhlig, 1998) โดยหลงัจากการยอ่ยสารกลุ่มพอลิแซ็กคาไรด ์ท าใหเ้กิดผลิตภณัฑเ์ป็นน ้าตาลโอลิโก
แซคคาไรดท่ี์ใชเ้ป็นพรีไบโอติกและส่วนผสมในอาหารบางชนิดท่ีใหแ้คลอรีต ่าอีกดว้ย (Mandels, 
1985; Bhat and Bhat, 1997) นอกจากน้ียงัใชเ้อนไซมเ์บตา้กลูคาเนสร่วมกบัเอนไซมแ์มนนาเนสเพื่อ
ยอ่ยสลายผนงัเซลลข์องราและแบคทีเรียบางชนิดท่ีก่อใหเ้กิดโรคเพื่อเป็นการควบคุมคุณภาพของ
อาหารดา้นความปลอดภยั (Fuglsang et al., 1995)  

 
 นอกจากน้ียงัมีการน าเอนไซมเ์ซลลูเลสมาใชร่้วมกบัเอนไซมเ์พคติเนสฉีดเขา้ไป

ระหวา่งผวิของผลไม ้ท าใหส้ามารถปอกง่ายข้ึน และคงความกรอบและกล่ินรสของผลไมไ้วไ้ด ้
(Crocco, 1976; Baker and Bruemmer, 1989; Baker and Wicker, 1996) 

 
5.2 อุตสาหกรรมเบียร์และไวน์ 
 

 การผลิตเบียร์เร่ิมตน้ตอ้งอาศยัการท างานร่วมกนัของเอนไซม ์ไดแ้ก่ เอลฟ่า และ 
เบตา้อะไมเลส คาร์บอกซีเพปทิเดส และเบตา้กลูคาเนสเพื่อกระตุน้กระบวนการงอกของขา้ว 
บาร์เล่ยเ์ป็นขา้วมอลต ์ในบางฤดูกาลเกิดปัญหาจากการเก็บเก่ียวท าใหเ้อนไซมท่ี์อยูใ่นเมล็ดขา้ว 
มีการเปล่ียนแปลงโดยเฉพาะเอนไซมเ์บตา้กลูคาเนสท่ีผลิตออกมานอ้ยกวา่ปกติ ซ่ึงจะส่งผลให้
เมล็ดขา้วมอลตท่ี์ไดไ้ม่สมบูรณ์ โดยเกิดพอลิแซ็กคาไรดท่ี์ไม่ใช่แป้ง (non-starch polysaccharide, 
NSP) หรือเป็นเบตา้กลูแคนท่ีละลายน ้าเกิดเป็นเจล ท าใหต้อ้งใชเ้วลาในการหมกัเพิ่มข้ึน กระบวน 
การหมกัและการกรองน ้าเวิร์ท (wort) ท าไดย้าก รวมทั้งท าใหผ้ลผลิตสุดทา้ยท่ีไดน้อ้ยลง ดงันั้นจึง
จ าเป็นตอ้งเติมเอนไซมเ์บตา้กลูคาเนสจากจุลินทรียบ์างชนิด เพื่อก าจดั β-1,3 และ β-1,4 glucan  
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ท าใหค้วามหนืดในน ้าเวิร์ทนอ้ยลงและปลดปล่อยน ้าตาลริดิวซ์ซ่ึงช่วยส่งเสริมการหมกัใหเ้ร็วยิง่ข้ึน  
(Pajunen, 1986; Canales, 1988; Galante et al., 1998)  

 
 ในการผลิตไวน์มีเอนไซม ์3 กลุ่มท่ีน ามาใช ้ไดแ้ก่ เอนไซมเ์พคติเนส เบตา้กลูคาเนส

และเฮมิเซลลูเลส (Galante et al., 1998) โดยเอนไซมด์งัล่าวมีหนา้ท่ีช่วยใหผ้ลไมเ้ป่ือยยุย่เร็วข้ึน 
ช่วยใหก้ารสกดัแยกสีดีข้ึน กระบวนการกรองและท าใหใ้สสามารถท าไดง่้ายข้ึน รวมทั้งปรับปรุง
คุณภาพและรักษาความคงตวัของไวน์ไดดี้ นอกจากน้ีเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสยงัท าใหเ้กิดการ
เปล่ียนหมู่อโรเมติกบางกลุ่มท าใหก้ล่ินและรสชาติของไวน์ดีข้ึน (Caldini et al., 1994) และจาก
การศึกษาของ Galante et al. (1998) พบวา่ ในการผลิตไวน์ เม่ือน าเอนไซมเ์บตา้กลูคาเนสจากรา 
Trichoderma harzianum มาใชใ้นการยอ่ยสลายกลูแคนซ่ึงเป็นผนงัเซลลย์สีต ์ช่วยท าใหก้ารกรอง
ไวน์และท าไวน์ใหใ้สท าไดง่้ายข้ึน 

 
5.3. อุตสาหกรรมอาหาร  
 

มีการประยกุตใ์ชเ้ซลลูเลสในอุตสาหกรรมอาหารเพื่อเพิ่มผลผลิต เช่น การสกดัน ้ามนั
จากเมล็ดพืช แยกโปรตีนจากถัว่เหลืองและมะพร้าว แยกแป้งจากขา้วโพดและมนัฝร่ัง การสกดัวุน้
จากสาหร่ายทะเล รวมถึงการก าจดัเปลือกของถัว่เหลืองในการหมกัเพื่อผลิตซอสถัว่เหลือง การ
ก าจดัผนงัเซลลซ่ึ์งจะช่วยใหมี้การปล่อยกล่ินรส เอนไซม ์พอลิแซ็กคาไรดแ์ละโปรตีน หรืออาจใช้
เอนไซมเ์ซลลูเลสในการปรับปรุงคุณภาพของอาหารหมกั หรือการผลิตเซลโลโอลิโกแซคคาไรด ์
กลูโคส และน ้าตาลท่ีละลายไดอ่ื้นๆจากวสัดุเหลือทิ้งท่ีเป็นเซลลูโลส เป็นตน้ 
 

5.4. อุตสาหกรรมอาหารสัตว ์ 
 
มีการน าเอนไซมเ์ซลลูเลสมาใชใ้นกระบวนการผลิตอาหารสัตว ์ทั้งในสัตวก์ระเพาะ

เด่ียวและสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง ร่วมกบัเอนไซมเ์ฮมิเซลลูเลส โดยเอนไซมใ์นกลุ่มน้ีมีบทบาทในการปรับ 
ปรุงคุณภาพของอาหารสัตวก์ระเพาะเดียว คือ ก าจดัปัจจยัท่ีส่งผลใหคุ้ณค่าทางอาหารในธญัพืช
ลดลง เพิ่มคุณค่าทางโภชนาการใหก้บัธญัพืชโดยการยอ่ยสลายลิกโนเซลลูโลส เปลือกธญัพืช และ
ก าจดั เบตา้กลูแคนซ่ึงท าใหค้วามหนืดลดลง ท าใหส้ัตวส์ามารถยอ่ยอาหารประเภทแป้ง ไขมนั 
โปรตีนไดง่้ายและเพิ่มความสามารถในการดูดซึมอาหารในล าไส้เล็กไดดี้ข้ึน (Bedford and Classen, 
1992; Beauchemin et al., 1995)  
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 ในปี ค.ศ. 2008 มีรายงานการทดลองจาก Onderci et al. พบวา่เม่ือใชย้นีท่ีผลิตเบตา้ 
กลูคาเนสจาก Streptococcus bovis ในเซลลเ์จา้บา้น Escherichia coli จากนั้นน าเซลลลู์กผสมท่ีได้
ผสมลงในอาหารลูกไก่สูตรปกติดว้ยขา้วบาร์เล่ยเ์พียงชนิดเดียวไดเ้ป็นอาหารสูตรดดัแปลง เม่ือ
เปรียบเทียบการเจริญของลูกไก่อาย ุ21 วนั ท่ีไดรั้บอาหารสูตรปกติและสูตรดดัแปลง พบวา่ลูกไก่ท่ี
ไดรั้บอาหารสูตรดดัแปลงมีอตัราการเจริญและกินอาหารไดม้ากกวา่ลูกไก่ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารสูตร
ปกติ 

 
 เอนไซมเ์บตา้กลูคาเนสและเอนไซมไ์ซลาเนสถูกน ามาใชอ้ยา่งกวา้งขวางใน

อุตสาหกรรมอาหารสัตวโ์ดยสามารถก าจดัพอลิแซ็กคาไรดท่ี์ไม่ใช่แป้ง (NSP) เช่น เบตา้กลูแคน 
ในขา้วบาร์เล่ยแ์ละอะราบินอกไซแลน ซ่ึงถา้มีปริมาณพอลิแซ็กคาไรดด์งักล่าวจ านวนมากจะท าให้
สัตวกิ์นอาหารไดน้อ้ยและน ้าหนกัตวัลดลง (Bedford and Classen, 1992) อตัราส่วนของเอนไซม ์
ไซแลเนสต่อเอนไซมเ์บตา้กลูคาเนสท่ีเหมาะสมเท่ากบั 6:1 พบวา่ท าใหน้ ้าหนกัตวัลูกไก่มากท่ีสุด
โดยอาหารมีส่วนผสมของขา้วสาลีอยูป่ระมาณ 60 เปอร์เซ็นต ์(Galante et al., 1998) อาหารส าหรับ
สัตวเ์ค้ียวเอ้ืองจะมีส่วนผสมท่ีซบัซอ้นกวา่ ไดแ้ก่ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเพคติน 
ดงันั้นจึงตอ้งใชป้ริมาณเอนไซมเ์พิ่มข้ึนเพื่อปรับปรุงคุณภาพอาหาร มีรายงานวา่การเติมเอนไซม์
เซลลูเลสและเอนไซมไ์ซลาเนสทางการคา้ลงในอาหารสามารถเพิ่มน ้าหนกัให้ววัไดม้ากกวา่ 35 
เปอร์เซ็นต ์(Beauchemin et al., 1995)  

 
5.5 อุตสาหกรรมส่ิงทอและผงซกัฟอก  

 
 กระบวนการฟอกสียนีสมยัเร่ิมตน้ มีการน าหินพมัมิส (Pumice) มาใชเ้พื่อขดัสีเกิดเป็น

สีฟ้าซีดตามท่ีตอ้งการของตลาด แต่ในปัจจุบนัมีการน าเอนไซมเ์ซลลูเลสมาใชเ้พื่อฟอกสี ก าจดัดา้ย
และปุ่มปมท่ีไม่ตอ้งการในผา้ฝ้ายออกไป ขอ้ดีของการใชเ้อนไซมเ์ซลลูเลสเพื่อการฟอกสียนีนั้น
สามารถลดการฉีกขาดของเน้ือผา้ท่ีเกิดข้ึนระหวา่งการขดัดว้ยหินแบบวธีิดั้งเดิม รวมทั้งสามารถใช้
เทคโนโลยเีขา้มาควบคุมใหมี้ประสิทธิภาพมากข้ึน แต่การใชเ้อนไซมเ์พื่อฟอกสียนีอาจท าใหเ้กิด 
ป ญหาสีตก แต่จากการศึกษาของ Galante et al. (1998) พบวา่การใชเ้อนไซมเ์ซลลูเลสจาก 
Humicula insolens และ Trichoderma ressei ท่ีมีคุณสมบติัทนกรดร่วมกบัเอนไซมโ์ปรตีเอสเติมลง
ไปก่อนเขา้เคร่ืองซกัผา้ช่วยลดปัญหาน้ีได ้

 
 เน้ือผา้ท่ีผลิตจากเส้นใยธรรมชาติ เช่น ผา้ฝ้ายและลินิน ท่ีมีส่วนประกอบของเซลลูโลส 

ใยผา้จะมีลกัษณะเป็นปุ่มปมอยูม่าก ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีท าใหผ้า้คุณภาพต ่า ดงันั้นกระบวนการก าจดั
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ปุ่มปมของใยผา้จึงเป็นขั้นตอนส าคญัท่ีสามารถเพิ่มมูลค่าใหก้บัผา้ใยธรรมชาติได ้มีการน าเอนไซม์
เซลลูเลสเขา้มาใชร่้วมกบัวธีิเชิงกลต่างๆ เพื่อก าจดัปุ่มปมผา้ส่วนเกิน นอกจากน้ีขอ้ดีของการใช้
เอนไซม ์คือ สามารถปรับปรุงสีผา้ใหส้ดใส ท าใหรู้ปทรงของผา้สวยงาม  ท าใหผ้า้มีสัมผสันุ่มและ
มนัเงา อีกทั้งยงัเป็นวธีิท่ีเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม (Bhat, 2000) 

 
 ผา้ฝ้ายทัว่ไปเม่ือมีการซกัซ ้ าจะหมองคล ้าและเกิดลกัษณะเป็นขยุเน่ืองจากการเคล่ือนตวั

ชิดกนัของใยผา้ การเติมเอนไซมเ์ซลลูเลสในผงซกัฟอกจะช่วยใหใ้ยผา้เรียงตวั ก าจดัใยผา้ท่ีเป็นขยุ 
ท าใหสี้สันของเน้ือผา้สดใสและมีสัมผสันุ่ม เอนไซมเ์ซลลูเลสจาก H. insolens น ามาใชใ้น
ผงซกัฟอกเพื่อก าจดัส่ิงสกปรกในใยผา้ ท าใหผ้า้สะอาดและนุ่มข้ึน ท างานไดดี้ภายใตส้ภาวะด่าง  
คือในช่วงพีเอช 8.0 - 9.0 อุณหภูมิสูงกวา่ 50 องศาเซลเซียส โดยผสมลงไปประมาณ 4 เปอร์เซ็นต ์
ของปริมาณผงซกัฟอกทั้งหมด (Uhlig, 1998)  

 
 เอนไซมซ่ึ์งผลิตจากจุลินทรียใ์นกลุ่มแอคติโนมยัสีทท่ีสามารถท างานไดใ้นสภาวะด่าง

เป็นท่ีสนใจในการน ามาใชเ้พื่อเปรียบเทียบกบัผงซกัฟอกท่ีมีใชใ้นทางการคา้ เอนไซมเ์ซลลูเลส 
จากแอคติโนมยัสีท Thermomonospora ซ่ึงคดัแยกจากดินบริเวณท่ีมีความร้อนสะสมตามธรรมชาติ
ในอินเดีย (George et al., 2001) โดยเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีผลิตไดมี้ความเสถียรอยูใ่นช่วงพีเอช  
7.0 - 10.0 และท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เม่ือใชเ้อนไซมร่์วมกบัผงซกัฟอกท่ีผลิต
ทางการคา้พบวา่เอนไซมส์ามารถท างานร่วมกนัไดก้บัผงซกัฟอกทดสอบ เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีผลิต
จาก Streptomyces drozdowiczii ท างานไดดี้ร่วมกบัเอนไซมท์างการคา้เช่นกนั (Lima et al., 2005) 
โดยสามารถท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และมีกิจกรรมของเอนไซมเ์หลืออยูเ่ท่ากบั 87 
เปอร์เซ็นต ์ภายหลงัทดสอบร่วมกบัผงซกัฟอกทางการคา้เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  

 
5.6 อุตสาหกรรมกระดาษ 

 
 เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีเหมาะสม จะช่วยลดเวลาในการตี (beating time) และช่วยตา้นไข 

(grease resistancc) ในกระบวนการผลิตกระดาษ ท าใหก้ระดาษท่ีไดมี้คุณภาพดี 
 

นอกจากน้ียงัพบการประยกุตใ์ชเ้อนไซมเ์ซลลูเลสในอุตสาหกรรมยา การผลิตโปรโต- 
พลาสต ์รวมทั้งการจดัการของเสียและสารพิษท่ีปนเป้ือนในส่ิงแวดลอ้ม โดยปัจจุบนัมีการน า
เอนไซมเ์ซลลูเลสจากจุลินทรียม์าผลิตเพื่อการคา้โดยมีการผลิตอยา่งแพร่หลายในระดบั
อุตสาหกรรม ซ่ึงมีจ าหน่ายในบริษทัยกัษใ์หญ่ทางดา้นสารเคมีและอุปกรณ์วทิยาศาสตร์หลายแห่ง 
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เช่น บริษทั Novozymes มีการผลิตเอนไซมใ์นกลุ่มเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส จาก Bacillus sp., 
Aspergillus sp. Trichoderma reesei และ Trichoderma longibrachiatum (Novozymes, 2003, 2010, 
2012) บริษทั Rapidase มีการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก Aspergillus niger นอกจากนั้นยงัมีการผลิต
เซลลูเลสทนร้อนจาก Clostridium thermocellum และเอนไซมเ์บตา้กลูคาเนสท่ีสามารถยอ่ยสลาย
เซลูโลสและไซแลนจาก Bacillus subtilis บริษทั Sigma (Ayyad et al., 1991; Sigma-Aldrich. 2014) 
 
  การประยกุตใ์ชเ้อนไซมต่์างๆในระดบัอุตสาหกรรมนั้นมีมูลค่าทางการตลาดสูงถึง 1,600 
ลา้นเหรียญสหรัฐ หรือประมาณ 5 หม่ืนลา้นบาท เอนไซมท่ี์ส าคญัไดแ้ก่ เอนไซมโ์ปรติเอส เซลลู-
เลส เฮมิเซลลูเลส คาร์โบไฮเดรส เอนไซมไ์คโมซิน (chymosin) ในอุตสาหกรรมการผลิตชีสและ
เอนไซมไ์ลเปสลูกผสม (recombinant lipase) ในอุตสาหกรรมผงซกัฟอก นอกจากน้ียงัมีการ
ประยกุตใ์ชเ้อนไซมลู์กผสมในการรักษาโรค เช่นใชใ้นการรักษาการเกิดล่ิมเลือดในหลอดเลือด 
ความผดิปกติในระบบทางเดินอาหาร ความผดิปกติของไขขอ้และกระดูก โรคทางเมตาโบลิค 
รวมถึงโรคมะเร็ง โดยเอนไซมเ์หล่าน้ีมีแนวโนม้มูลค่าทางการตลาดสูงถึง 2 พนัลา้นเหรียญสหรัฐ 
หรือประมาณ 6 หม่ืนลา้นบาท (Arnold, 2000) 

 
ตารางที ่3  ตวัอยา่งเอนไซมใ์นกลุ่มเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลสท่ีมีการผลิตในทางการคา้ 
 

เอนไซมท์างการคา้ บริษทัท่ีผลิต 
Biocellulase Biocon Ltd., Cork, Ireland 
Cellubrix Rapidase, France 
Cellulase 9108 Rapidase Seclin, France 
Celluclast Novozymes Corp, Denmark 
Maxazyme CL2000 Gist Brocades NV, Delft, Netherlands 
Novozyme Novozymes Corp, Denmark 
Hemicellulase AS Novozymes Corp, Denmark 
Pulpzyme HC Novozymes Corp, Demark 
SPEZYME Genencor, Danisco, US 
Viscozyme Novozymes Corp, Demark 

 
ทีม่า: Ayyad et al. (1991); Novozymes (2003, 2010, 2012); Genencor (2014) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1. เช้ือจุลินทรีย ์
 

  เช้ือจุลินทรียส์ายพนัธ์ุท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี คือ Thermobifida fusca PA1-1 ท่ีสามารถ
ผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสได ้คดัแยกมาจากทลายปาลม์ เก็บท่ีอุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส ในอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือซ่ึงผสมกบักลีเซอรอล 40 เปอร์เซ็นต ์
 

2. อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 
 
2.1   ตูเ้ข่ียเช้ือ (biological safety cabinet) 
2.2   ตูบ้่มเช้ือ (temperature incubator) 
2.3   เคร่ืองวดัค่าพีเอช (pH meter) 
2.4   หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า (autoclave) 
2.5   เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ (VS - 8480SFN: Vision, Scientific Co, L.TD) 
2.6   ถงัหมกัขนาด 2 ลิตร (MD - 250, Marubishi, Japan) พร้อมอุปกรณ์ควบคุม 

การกวนและการใหอ้ากาศ 
  2.7   เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใชร่้วมกบัถงัหมกั ไดแ้ก่ เคร่ืองสูบอากาศ (air pump)   
เคร่ืองท าความเยน็ (cooling) ขวดแกว้ และสายยางซิลิโคน เป็นตน้  

2.8   เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (centrifuge) 
2.9   เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
2.10 เคร่ือง Ultrafiltration 
2.11 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
2.12 Automatic pipette  
2.13 เคร่ืองแกว้ท่ีจ  าเป็นส าหรับใชใ้นการทดลอง 
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วธีิการ 
 
1.  การเพาะเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในการทดลอง 
  

1.1   การเตรียมกลา้เช้ือจุลินทรีย ์
 

น าเช้ือ Thermobifida fusca PA1-1 ซ่ึงเก็บโดยวธีิแช่เยอืกแขง็ มาหลอมละลายท่ี
อุณหภูมิหอ้ง แลว้น ามาเล้ียงบนอาหารแขง็ nutrient agar ท่ีเติมคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC)  
1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) พีเอชเร่ิมตน้ 8.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 - 4 วนั 
ถ่ายเช้ือจากโคโลนีเด่ียวลงในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหาร basal medium ซ่ึงมี CMC 
1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลว้บ่มบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส 250 รอบต่อนาที 
นาน 36 ชัว่โมง แลว้ถ่ายเช้ือมาท าซ ้ าอีกคร้ังตามขั้นตอนขา้งตน้ แลว้ปรับค่าความขุ่นของอาหาร
เล้ียงเช้ือใหไ้ด ้0.2 - 0.3 ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร โดยใชก้ลา้เช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อ
ปริมาตร) เพื่อใชใ้นการทดลองการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสต่อไป 
 
2.  การศึกษาการเจริญและการผลติเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก Thermobifida fusca  
PA1-1 ในระดับฟลาสก์ 
 
 2.1   การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล 
เซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ในระดบัฟลาสก ์
 
 ถ่ายกลา้เช้ือ T. fusca PA1-1 ปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงใน 
อาหารเหลว basal medium ค่าพีเอชเร่ิมตน้ 8.0 (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988) ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร โดยมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร)  
เป็นแหล่งคาร์บอน ท าการทดลองท่ีอุณหภูมิ 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 
250 รอบต่อนาที นาน  5 วนั เก็บตวัอยา่งน ้าหมกัปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทุก 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไป
ป่ันเหวีย่งแยกเซลลอ์อกจากน ้าหมกัท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที น าส่วนใส (supernatant) ไป
วเิคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (ภาคผนวก ข ขอ้ 1) จากนั้นน าตะกอน
เซลลไ์ปหาน ้าหนกัแหง้ (cell dry weight) (ภาคผนวก ข ขอ้ 2) 
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 2.2   การศึกษาผลของน ้าตาลต่อการเหน่ียวน าการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซี
เมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ในระดบัฟลาสก ์
 

ถ่ายกลา้เช้ือ T. fusca PA1-1 ปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหาร
เหลว basal Medium ท่ีมีพีเอชเร่ิมตน้ 8.0  (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร โดยเติมน ้ าตาลชนิดต่างๆไดแ้ก่ กลูโคส มอลโตส 
และซูโครส ท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) โดยใช ้CMC 1 
เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ือง
เขยา่ท่ีความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั เก็บตวัอยา่งน ้าหมกัทุก 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ัน
เหวีย่งแยกเซลลอ์อกจากน ้าหมกัท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที น าส่วนใส (supernatant) ไป
วเิคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (ภาคผนวก ข ขอ้ 1) และน าตะกอนเซลล์
ไปหาน ้าหนกัแหง้ (cell dry weight) (ภาคผนวก ข ขอ้ 2) 

 
3.  การศึกษาการเจริญและการผลติเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก Thermobifida fusca  
PA1-1 ในระดับถังหมัก 
 

3.1   การศึกษาผลของอตัราการใหอ้ากาศต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล
เซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ในระดบัถงัหมกั  
 

ศึกษาผลของอตัราการให้อากาศต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก  
T. fusca PA1-1 ดว้ยการเพาะเล้ียงแบบเบด็เสร็จ (batch culture) โดยถ่ายเช้ือ T. fusca PA1-1 ท่ีมี 
อายปุระมาณ 3 - 4 วนั ลงในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตรท่ีบรรจุอาหาร basal medium พีเอชเร่ิมตน้ 
8.0 (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และบ่มในเคร่ืองเขยา่ควบคุม
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 250 รอบต่อนาที นาน  36 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือ 5.0 เปอร์เซ็นต ์
(ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร (MD - 250, Marubishi, Japan) ซ่ึงบรรจุอาหาร
เหลว basal medium ท่ีเติม CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน โดยแปร
ผนัอตัราการใหอ้ากาศท่ี 0.2, 0.5 และ 1.0 vvm ตามล าดบั และก าหนดอตัราการกวนให้คงท่ี 200 
รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ท าการเพาะเล้ียงนาน 3 วนั เก็บตวัอยา่งทุก 6 
ชัว่โมง โดยเหวีย่งแยกเซลลอ์อกจากน ้าหมกัท่ี 10,000 รอบต่อนาที น าส่วนใสไปวเิคราะห์ค่า
กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (ภาคผนวก ข ขอ้ 1) จากนั้นน าตะกอนเซลลไ์ปหา
น ้าหนกัแหง้ (ภาคผนวก ข ขอ้ 2) 
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3.2   การศึกษาผลของอตัราการกวนต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล 
เซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ในระดบัถงัหมกั 
 

 ก าหนดอตัราการใหอ้ากาศคงท่ี โดยเลือกอตัราการให้อากาศท่ีเหมาะสมจากการ
ทดลองในขอ้ 3.1 และแปรผนัการกวนท่ี 100, 200 และ 300 รอบต่อนาที ตามล าดบั ท าการทดลอง 
ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง จากนั้นเหวีย่งแยกเซลลอ์อกจากน ้าหมกัท่ี 
10,000 รอบต่อนาที น าส่วนใสไปวเิคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
(ภาคผนวก ข ขอ้ 1) จากนั้นน าตะกอนเซลลไ์ปหาน ้าหนกัแหง้ (ภาคผนวก ข ขอ้ 2) 

 
4.  การศึกษาคุณสมบัติบางประการของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลสหยาบ (crude enzyme) 

จาก Thermobifida fusca PA1-1 
 

4.1   การท าเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสใหเ้ขม้ขน้ดว้ยวธีิการ Ultrafiltration  
 

น าน ้าหมกัท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงแอคติโนมยัสีท T. fusca PA1-1 มาป่ันเหวีย่งแยก 
เซลลอ์อกจากน ้าหมกัท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที น าส่วนใสท่ีไดม้าท าใหเ้ขม้ขน้ผา่นเคร่ือง 
ultrafiltraion โดยใชแ้ผน่กรองเซลลูโลสขนาด 1,000 ดาลตนั ใหมี้ความเขม้ขน้ 5 เท่า เพื่อใชใ้น
การศึกษาขั้นต่อไป 

 
4.2   การศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

 
 การศึกษาช่วงของพีเอชท่ีเหมาะสมกบัการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลู-

เลส โดยเจือจางเอนไซมใ์หมี้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม จากนั้นวเิคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม ์
คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ระบบ Sorrensen ท่ีมีความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ 
คือ ในช่วงพีเอช 3.0 - 5.0 ใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ Sodium Citrate-HCl ในช่วงพีเอชระหวา่ง 6.0 - 
8.0 ใชส้ารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ และในช่วงพีเอชระหวา่ง 9.0 - 11.0 ใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ 
Glycine-NaOH (ภาคผนวก ก ขอ้ 2) 
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4.3   การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
 

การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  
โดยเจือจางเอนไซมใ์หมี้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม จากนั้นน ามาวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์
คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในสภาวะพีเอชท่ีเหมาะสมจากขอ้ 4.1 ท าการทดลองในช่วงอุณหภูมิ
ระหวา่ง 30 - 90 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที โดยเปล่ียนอุณหภูมิเป็น 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 
80 และ 90 องศาเซลเซียส ตามล าดบั 

 
4.4   การศึกษาความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีพีเอชต่างๆ 

 
 การศึกษาความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีค่าพีเอชต่างๆ โดย 

ท าการเจือจางเอนไซมใ์หมี้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ช่วงพีเอชระหวา่ง  
3.0 – 11.0 จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง เม่ือครบระยะเวลาจึงน า
สารละลายเอนไซมม์าปรับพีเอชดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ จากนั้นท าการวเิคราะห์กิจกรรมของ
เอนไซมท่ี์เหลืออยู ่(ภาคผนวก ข ขอ้ 1) 
 

4.5   การศึกษาความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
 

 ศึกษาความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีอุณหภูมิต่างๆ คือ 30, 40, 
50, 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส โดยเจือจางเอนไซมใ์หมี้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม จากนั้น
น าไปบ่มในช่วงอุณหภูมิ 30-90 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นวเิคราะห์กิจกรรมของ
เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีเหลืออยู ่(ภาคผนวก ข ขอ้ 1) 
 

4.6   การศึกษาผลของอิออนโลหะต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
 

 การศึกษาผลของอิออนโลหะต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  
โดยเจือจางเอนไซมใ์หมี้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม และน าเอนไซมบ์่มกบัสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมี 
อิออนโลหะ ไดแ้ก่ แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2) โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl) เฟอรัสซลัเฟต (FeSO4) 
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4) และแมงกานีสซลัเฟต (MnSO4) ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และ  
5 มิลลิโมลาร์ นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นน าเอนไซมม์าวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซี
เมทิลเซลลูเลสท่ีเหลือ (ภาคผนวก ข ขอ้ 1) 
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4.7   การศึกษาสารยบัย ั้งต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
 

 การศึกษาสารยบัย ั้งต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส โดยเจือจาง
เอนไซมใ์หมี้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม และน าเอนไซมบ่์มกบัสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีสารยบัย ั้งการ
ท างาน ไดแ้ก่ ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และ 5 มิลลิ- 
โมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที น าเอนไซมม์าวเิคราะห์หากิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
ท่ีเหลือ (ภาคผนวก ข ขอ้ 1) 

 
4.8   การศึกษาการยอ่ยสลายสับสเตรทชนิดต่างๆของเอนไซมท่ี์ผลิตจาก T. fusca PA1-1 

 

 น า crude enzyme มาท าปฏิกิริยากบัสับสเตรทชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ CMC, avicel, xylan 
ฟางขา้ว ซงัขา้วโพด และข้ีเล่ือย โดยใชส้ับสเตรต เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) บ่มกบั
สารละลายเอนไซมท่ี์ผลิตจาก T. fusca PA 1-1 ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม จากนั้นท าการวเิคราะห์
กิจกรรมของเอนไซม ์(ภาคผนวก ข ขอ้ 1) 
 
5.  วธีิวเิคราะห์ 
 
 5.1   วธีิวเิคราะห์กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
 

วเิคราะห์กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยการหาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์
ดว้ยวธีิ DNS method ดดัแปลงมาจากวธีิของ Miller (1959)  
  
6.  สถานทีแ่ละระยะเวลาในการทดลอง 
 
 6.1   สถานท่ีทดลอง 
 

ภาควชิาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
  
 6.2   ระยะเวลาในการทดลอง 
 

เร่ิมตน้ตั้งแต่เดือนพฤษภาคม 2554 ส้ินสุดเดือน เมษายน 2557 
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ผลและวจิารณ์ 
 
1.  การศึกษาการเจริญและการผลติเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก Thermobifida fusca  
PA1-1 ในระดับฟลาสก์ 
 
  1.1   การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลู-
เลสจาก T. fusca PA1-1 ในระดบัฟลาสก ์
       
 การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล 
เซลลูเลส จาก T. fusca PA1-1 ซ่ึงเป็นแอคติโนมยัสีทท่ีเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูงและมีความสามารถ 
ในการผลิตเอนไซมใ์นกลุ่มเซลลูเลส โดยเพาะเล้ียงในอาหารเหลว basal medium ท่ีประกอบดว้ย 
CMC 1เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 
1988) ปรับค่าพีเอชของอาหารเท่ากบั 8.0 ท าการทดลองท่ีอุณหภูมิ 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส  
บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั เก็บตวัอยา่งน ้าหมกัทุก 24 ชัว่โมง และท าการ
วเิคราะห์น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (cell dry weight) และกิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
 
 จากผลการทดลองพบวา่ T. fusca PA1-1 มีการเจริญของเซลลแ์ละการผลิตเอนไซม ์
คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสดงัภาพท่ี 3 และภาพท่ี 4 ตามล าดบั ในการทดลองท่ีอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส พบการเจริญเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง จนถึงวนัท่ี 3 ของการเพาะเล้ียง จากนั้นการเจริญจะ
ค่อยๆลดลงจนถึงวนัสุดทา้ยของการเพาะเล้ียง เช่นเดียวกนักบัท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบการ
เจริญเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ และมีการเจริญสูงสุดในวนัท่ี 4 ของการเพาะเล้ียง จากนั้นการเจริญจะลดลง 
ในขณะท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสพบการเจริญอยา่งรวดเร็วตั้งแต่เขา้สู่วนัท่ี 1 ของการเพาะเล้ียง 
และสูงสุดในวนัท่ี 2 จากนั้นการเจริญจะลดลงจนถึงวนัสุดทา้ยของการเพาะเล้ียง  
 
 การผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในการทดลองท่ีอุณหภูมิ 40 และ 45 องศา
เซลเซียสพบวา่กิจกรรมเอนไซมเ์พิ่มข้ึนอยา่งคงท่ี และมีค่าสูงท่ีสุดในวนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียง  
โดยมีค่าเท่ากบั 0.219 และ 0.510 หน่วยต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียสพบกิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วและสูงสุดใน
วนัท่ี 4 ของการเพาะเล้ียง โดยกิจกรรมเอนไซมสู์งสุดมีค่าเท่ากบั 0.977 หน่วยต่อมิลลิลิตร และมีค่า
สูงกวา่กิจกรรมของเอนไซมท่ี์ไดจ้ากการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 4)  
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ภาพที ่3  ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมี CMC 
  1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีอุณหภูมิต่างๆ บนเคร่ืองเขยา่   
  ควบคุมอุณหภูมิ ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั  
 

 
ภาพที ่4  ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ T. fusca PA1-1 ใน  
  อาหารเหลว basal medium ท่ีมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่ง  
  คาร์บอน ท่ีอุณหภูมิต่างๆ บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ ความเร็ว 250 รอบต่อนาที   
  ระยะเวลา 5 วนั  
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 1.2   การศึกษาผลของน ้าตาลต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล 
เซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
 
 ศึกษาผลของน ้าตาลต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูของ  
T. fusca PA1-1 ในอาหาร basal medium พีเอช 8.0 (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988) ท่ีมี 
การเติมน ้าตาลชนิดต่างๆ ซ่ึงไดแ้ก่ น ้าตาลกลูโคส น ้าตาลมอลโตส และน ้าตาลซูโครสท่ีความ
เขม้ขน้ 0.1, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) โดยมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อ
ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน โดยเปรียบเทียบกบัสภาวะควบคุมท่ีเพาะเล้ียง T. fusca PA1-1 ใน
อาหารเหลว basal medium พีเอช 8.0 ท่ีไม่มีการเติมน ้าตาล โดยมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อ
ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน 
 
 จากการศึกษาพบวา่ T. fusca PA1-1 สามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีการเติมน ้าตาลท่ี
ความเขม้ขน้ 0.1 – 1 เปอร์เซ็นต ์โดยเม่ือเทียบกบัสภาวะควบคุมท่ีไม่มีการเติมน ้าตาล พบวา่ ในการ
เพาะเล้ียงท่ีมี กลูโคส 0.5 เปอร์เซ็นต ์มอลโตส 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต ์และ ซูโครส 0.1 และ 0.5 
เปอร์เซ็นต ์พบการเจริญท่ีสูงกวา่ในสภาวะควบคุม ดงัภาพท่ี 5, 7 และ 9 โดยในสภาวะท่ีมีการเติม
น ้าตาลนั้นจะมีการเจริญเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ และลดลงในวนัสุดทา้ยของการเพาะเล้ียง ในขณะท่ีการ
เพาะเล้ียงในสภาวะควบคุมซ่ึงไม่มีการเติมน ้าตาล จะพบการเจริญสูงสุดในวนัท่ี 2 ของการ
เพาะเล้ียง หลงัจากนั้นจะค่อยๆลดลงจนถึงวนัสุดทา้ยของการเพาะเล้ียง  
 
 นอกจากน้ียงัพบวา่ในสภาวะท่ีมีการเติมกลูโคส 1 เปอร์เซ็นต ์การเจริญของเซลล์
ในช่วงวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 3 ของการเพาะเล้ียง อยูใ่นระดบัต ่าเม่ือเทียบกบัสภาวะอ่ืน ดงัแสดงในภาพท่ี 
5 ทั้งน้ีอาจเกิดจากความเขม้ขน้ของอาหารล้ียงเช้ือมีความเขม้ขน้ของกลูโคสสูง ท าใหเ้กิดการยบัย ั้ง 
การเจริญของเซลลไ์ด ้สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Stewart and Leatherwood (1976) ซ่ึงพบวา่เม่ือ
เติมกลูโคสลงในอาหารเล้ียงเช้ือของแบคทีเรีย Cellulomonas sp. จะท าใหเ้กิด catabolite repression 
ข้ึนได ้
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ภาพที ่5  ผลของน ้าตาลกลูโคสต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium  
  ท่ีมีการเติมกลูโคสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร)  
  เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250  
  รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั  
 

 
ภาพที ่6  ผลของน ้าตาลกลูโคสต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
  ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมีการเติมกลูโคสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1  
  เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอนต่างๆ บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 
  ท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั  
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ภาพที ่7  ผลของน ้าตาลมอลโตสต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium  
  ท่ีมีการเติมมอลโตสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
  เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250  
  รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั  
 

 
ภาพที ่8  ผลของน ้าตาลมอลโตสต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
  ในอาหารเหลว basal  medium ท่ีมีการเติมมอลโตสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1   
  เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50  
  องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 
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ภาพที ่9  ผลของน ้าตาลซูโครสต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium  
  ท่ีมีการเติมซูโครสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็น 
  แหล่งคาร์บอนบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อ 
  นาที ระยะเวลา 5 วนั  
 

 
ภาพที ่10  ผลของน ้าตาลซูโครสต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
    ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมีการเติมซูโครสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1    
    เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอนบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50  
    องศาเซลเซียส ท่ีความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 
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 ในการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ในสภาวะการ
เพาะเล้ียงท่ีมีการเติมน ้าตาลชนิดต่างๆ พบวา่ ในสภาวะท่ีมีการเติม 0.1, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต ์
กลูโคส มอลโตส และซูโครส ไม่กระตุน้การผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส โดยกิจกรรม
เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีการเติมน ้าตาลกลูโคส  
มอลโตส และซูโครสมีค่าต ่ากวา่ในสภาวะควบคุม ดงัแสดงในภาพท่ี 6, 8 และ 10 
 
 โดยในสภาวะท่ีมีการเติมน ้าตาลกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 0.1 และ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดย
น ้าหนกัต่อปริมาตร มีกิจกรรมคาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสสูงสุดท่ี 0.549 และ 0.535 หน่วยต่อ
มิลลิลิตร ในวนัท่ี 3 ของการเพาะเล้ียง และสภาวะท่ีเติมกลูโคส 0.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัต่อ
ปริมาตร พบวา่ มีกิจกรรมสูงสุด 0.570 หน่วยต่อมิลลิลิตร ในวนัท่ี 4 ของการเพาะเล้ียง ดงัแสดง 
ในภาพท่ี 6  
 
 ส าหรับการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในสภาวะท่ีมีการเติมน ้าตาล 
มอลโตส 0.1, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัต่อปริมาตร แสดงผลในภาพท่ี 8 โดย พบกิจกรรม
เอนไซมสู์งสุด ในวนัท่ี 5 (0.571 หน่วยต่อมิลลิลิตร) วนัท่ี 3 (0.693 หน่วยต่อมิลลิลิตร) และวนัท่ี 4 
ของการเพาะเล้ียง (0.866 หน่วยต่อมิลลิลิตร) ตามล าดบั 
 
 นอกจากน้ี ในสภาวะท่ีมีการเติมน ้าตาลซูโครสท่ีความเขม้ขน้ 0.1 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์
โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร พบกิจกรรมเอนไซมสู์งสุดในวนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียงท่ี 0.482 และ 0.381 
หน่วยต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และสภาวะท่ีมีการเติมซูโครส 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัต่อปริมาตร 
พบกิจกรรมเอนไซมสู์งสุดในวนัท่ี 4 ของการเพาะเล้ียง (0.151 หน่วยต่อมิลลิลิตร) ดงัแสดงในภาพ 
ท่ี 10 ในขณะท่ีการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในสภาวะควบคุมซ่ึงไม่มีการเติมน ้าตาล  
พบกิจกรรมเอนไซมสู์งสุด 0.977 หน่วยต่อมิลลิลิตร ในวนัท่ี 4 ของการเพาะเล้ียง  
 
 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา Basidiomycete sp.  
ของ Shewale and Sadhana (1978) พบวา่แมเ้ช้ือราจะมีการเจริญเติบโตดี แต่เอนไซมจ์ะถูกสร้างข้ึน
เพียงเล็กนอ้ยเม่ือใชก้ลูโคส และมอลโตสเป็นแหล่งคาร์บอน ในปี 1982 Johnson et al. รายงานวา่
กลูโคสสามารถยบัย ั้งการสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสของแบคทีเรีย Clostridium thermocellum 
เช่นเดียวกบัผลการศึกษาของ Fukumori et al. (1985) ท่ีพบวา่ในสภาวะท่ีมีการเติมน ้าตาลกลูโคส 
มอลโตส และซูโครสไม่ช่วยกระตุน้การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส จากเช้ือ Bacillus ap. 1139 
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 ความเขม้ขน้และชนิดของน ้าตาลมีผลต่อการเจริญของเซลลแ์ละการผลิตเอนไซม ์
คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส โดยพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ของน ้าตาลสูงจะมีผลยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์
ในช่วงแรกของการเพาะเล้ียงดงัผลการทดลองท่ีเติมน ้าตาลกลูโคส 1 เปอร์เซ็นต ์ในช่วงวนัท่ี  
0 - 3 วนัแรกของการเพาะเล้ียงพบวา่การเจริญอยูใ่นระดบัต ่า เม่ือเซลลป์รับตวัไดจ้ะเกิดการเจริญ 
ข้ึนอยา่งต่อเน่ือง โดยวนัท่ี 4 น ้าหนกัเซลลแ์หง้เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว ทั้งน้ีเน่ืองจากเช้ือสามารถน า 
น ้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญไดด้ว้ย แต่ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัชนิดของเช้ือจุลินทรียด์ว้ย  
 
 อยา่งไรก็ตาม เม่ือพิจารณาถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญซ่ึงแสดงผลในรูป
น ้าหนกัเซลลแ์หง้และการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในการเพาะเล้ียงท่ีเติมน ้าตาลทั้ง
สามชนิด พบวา่ มีความสอดคลอ้งกนั คือ เม่ือมีการเจริญของเซลลท่ี์เพิ่มข้ึน อตัราการผลิตเอนไซม์
ก็จะสูงข้ึน ทั้งน้ีเน่ืองจากมีจ านวนเซลลท่ี์มากข้ึน โอกาสท่ีจะผลิตเอนไซมก์็จะมีมากข้ึนตามไปดว้ย  
 

3.  การศึกษาการเจริญและการผลติเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก Thermobifida fusca  
PA1-1 ในระดับถังหมักขนาด 2.0 ลติร 
 

3.1   การศึกษาผลของอตัราการใหอ้ากาศต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล
เซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ในระดบัถงัหมกั  
 

 การศึกษาผลของอตัราการใหอ้ากาศต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซี
เมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 โดยเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร (MD-250, Marubishi, 
Japan) ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว basal medium ท่ีเติม CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็น
แหล่งคาร์บอน โดยแปรผนัอตัราการใหอ้ากาศท่ี 0.2, 0.5 และ 1.0 vvm ตามล าดบั และก าหนดอตัรา
การกวนใหค้งท่ีท่ี 200 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ท าการเพาะเล้ียงนาน 3 วนั 
เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เพื่อวเิคราะห์การเจริญของเซลล์ และค่ากิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล
เซลลูเลส ดงัผลการทดลองในภาพท่ี 11, 12 และ 13 

 
 จากการทดลองพบวา่ เม่ือเพาะเล้ียง T. fusca PA1-1 ท่ีอตัราการให้อากาศ 0.2 vvm 

(ภาพท่ี 11) มีการเจริญเพิ่มข้ึนเร่ือยๆและเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วในชัว่โมงท่ี 42 จากนั้นการเจริญจะ
เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ย และลดลงจนส้ินสุดการเพาะเล้ียงในชัว่โมงท่ี 72 โดยพบการเจริญสูงสุดในชัว่โมง 
ท่ี 60 ส าหรับการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสพบวา่ กิจกรรมของเอนไซมเ์พิ่มข้ึนอยา่ง
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ต่อเน่ืองหลงัชัว่โมงท่ี 18 และสูงสุดในชัว่โมงท่ี 60 โดยมีกิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล
เซลลูเลสเท่ากบั 1.205 หน่วยต่อมิลลิลิตร 

 
การเพาะเล้ียง T. fusca PA1-1 ท่ีอตัราการให้อากาศ 0.5 vvm (ภาพท่ี 12) พบวา่ มีการ

เจริญเพิ่มข้ึนต่อเน่ือง และเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วหลงัชัว่โมงท่ี 36 จากนั้นมีการเจริญเพิ่มข้ึนเล็กนอ้ย
และลดลงหลงัชัว่โมงท่ี 60 ส าหรับการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสพบกิจกรรมเอนไซม์
เพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง และมีกิจกรรมสูงสุดในชัว่โมงท่ี 60 เท่ากบั 1.9001 หน่วยต่อมิลลิลิตร จากนั้น
กิจกรรมของเอนไซมจ์ะลดลงเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง 

 
การเพาะเล้ียงท่ีอตัราการให้อากาศ 1.0 vvm (ภาพท่ี 13) พบวา่ มีการเจริญของ  

T. fusca PA1-1 เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วในชัว่โมงท่ี 6 ของการเพาะเล้ียง หลงัจากนั้นพบการเจริญ
เพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ืองและสูงสุดเม่ือเขา้สู่ชัว่โมงท่ี 36 หลงัจากนั้นค่อยๆลดลงจนส้ินสุดการเพาะเล้ียง 
ส าหรับกิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส พบวา่ เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วหลงัผา่นไป 12 
ชัว่โมง โดยกิจกรรมเอนไซมจ์ะเพิ่มข้ึนเร่ือยๆและสูงสุดเม่ือการเพาะเล้ียงเขา้สู่ชัว่โมงท่ี 60 โดยมี
กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสสูงสุดเท่ากบั 2.027 หน่วยต่อมิลลิลิตร จากนั้นกิจกรรม
ของเอนไซมจ์ะลดลงจนถึงชัว่โมงท่ี 72 ซ่ึงส้ินสุดการเพาะเล้ียง 

 
จากการทดลองพบวา่ แอคติโนมยัสีทท่ีชอบอุณหภูมิสูง T. fusca PA1-1 เม่ือท าการ

เพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ก าหนดอตัราการกวนใหค้งท่ีท่ี 200 รอบต่อนาที อตัราการให้
อากาศ 1.0 vvm มีการเจริญอยา่งรวดเร็วโดยใชร้ะยะเวลาสั้นกวา่ และมีการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซี
เมทิลเซลลูเลสไดสู้ง เม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงท่ีมีอตัราการให้อากาศท่ี 0.2 และ 0.5 vvm 
ทั้งน้ีเน่ืองจาก T. fusca PA1-1 เป็นแอคติโนมยัสีทท่ีตอ้งการอากาศในการเจริญ การท่ีเช้ือสามารถ
เจริญไดดี้ส่งผลต่อการผลิตสารต่างๆรวมถึงเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ท าใหมี้ค่ากิจกรรม
เอนไซมท่ี์สูงเม่ือเทียบกบัการเพาะเล้ียงในระดบัฟลาสก ์ปริมาณอากาศท่ีไดรั้บมีผลโดยตรงต่อการ
เจริญและการผลิตสารต่างๆ ท่ีจ  าเป็นต่อการด ารงชีวติของจุลินทรีย ์การให้อากาศซ่ึงควบคุมไดใ้น 
ถงัหมกันั้นมีผลโดยตรงต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส จากการทดลองของ Deng and Fong (2010) 
พบวา่เม่ือเพิ่มอตัราการให้อากาศมากข้ึน จะส่งผลใหก้ารผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก T. fusca ATCC 
BAA-629 เพิ่มสูงข้ึน นอกจากน้ีเม่ือท าการศึกษาในระดบัเซลลพ์บวา่การเพาะเล้ียงในถงัหมกั ส่งผล
ใหป้ริมาณ ATP ท่ีสร้างข้ึนภายในเซลลสู์งกวา่การเพาะเล้ียงในฟลาสกถึ์ง 3 เท่า หมายความวา่
ปริมาณพลงังานท่ีเกิดจ านวนมากในเซลลจ์ากการเพาะเล้ียงในถงัหมกันั้นมีผลท าใหก้ารสังเคราะห์
โปรตีนซ่ึงรวมทั้งเอนไซมมี์ค่าสูงข้ึนดว้ย 
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ภาพที ่11  การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ในถงัหมกั
    ขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 200 รอบต่อนาที     
    อตัราการให้อากาศ 0.2 vvm  
 

ภาพที ่12  การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ในถงัหมกั
    ขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 200 รอบต่อนาที     
    อตัราการให้อากาศ 0.5 vvm  
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ภาพที ่13  การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
    ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 200  
    รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 1.0 vvm  
  
 3.2   การศึกษาผลของอตัราการกวนต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล
เซลลู-เลส จาก T. fusca PA1-1 ในระดบัถงัหมกั  
 

 ศึกษาผลของอตัราการกวนต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล 
เซลลูเลส จาก T. fusca PA1-1 โดยเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร (MD-250, Marubishi, Japan) 
ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว basal medium ท่ีเติม CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่ง
คาร์บอน โดยแปรผนัอตัราการกวนท่ี 100, 200 และ 300 รอบต่อนาที ตามล าดบั โดยก าหนดอตัรา
การใหอ้ากาศท่ี 1.0 vvm ซ่ึงเป็นค่าท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 3.1 ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศา
เซลเซียส ท าการเพาะเล้ียงนาน 3 วนั เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เพื่อวเิคราะห์การเจริญของเซลล ์และ
ค่ากิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ดงัผลการทดลองในภาพท่ี 13, 14 และ 15 

 
จากการทดลองพบวา่ เม่ือเพาะเล้ียง T. fusca PA1-1 ท่ีอตัราการกวน 100 รอบต่อนาที 

(ภาพท่ี 14) มีการเจริญของเซลลเ์พิ่มข้ึนเร่ือยๆและมีค่าสูงสุดในชัว่โมงท่ี 42 จากนั้นการเจริญจะ
ค่อยๆลดลงจนส้ินสุดการเพาะเล้ียง กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสมีการเพิ่มข้ึน
อยา่งรวดเร็วหลงัชัว่โมงท่ี 30 หลงัจากนั้นจะเพิ่มข้ึนเร่ือยๆจนส้ินสุดการเพาะเล้ียงในชัว่โมงท่ี 72 
โดยมีกิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสเท่ากบั 1.548 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
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เม่ือเพาะเล้ียง T. fusca PA1-1ท่ีอตัราการกวน 300 รอบต่อนาที (ภาพท่ี 15) พบวา่ มี
การเจริญเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง และเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วเม่ือเขา้สู่ชัว่โมงท่ี 24 จากนั้นในชัว่โมงท่ี 36  
การเจริญลดลงเล็กนอ้ยจนถึงชัว่โมงท่ี 54 พบวา่มีการเจริญเพิ่มข้ึนและสูงสุดในชัว่โมงท่ี 60  
อยา่งไรก็ตาม กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสมีการเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วเม่ือเขา้สู่
ชัว่โมงท่ี 30 และมีกิจกรรมเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง โดยพบกิจกรรมสูงสุดเท่ากบั 1.729 หน่วยต่อ
มิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 42 ของการเพาะเล้ียง จากนั้นกิจกรรมของเอนไซมจ์ะค่อยๆลดลงเม่ือส้ินสุด
การเพาะเล้ียง  

 
เม่ือท าการเปรียบเทียบอตัราการกวนทั้ง 3 ระดบั พบวา่ อตัราการกวนท่ี 200 รอบต่อ

นาที ใหกิ้จกรรมเอนไซมสู์งสุด (2.027 หน่วยต่อมิลลิลิตร) ในระยะเวลาท่ีสั้นกวา่เม่ือเปรียบเทียบ
กบัการเพาะเล้ียงท่ีมีอตัราการกวน 100 รอบต่อนาที และถึงแมว้า่ในการเพาะเล้ียงท่ีก าหนดอตัรา
การกวน 300 รอบต่อนาที จะใหกิ้จกรรมเอนไซมท่ี์เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วเม่ือเปรียบเทียบกบัอีก 2 
การทดลองแต่ค่ากิจกรรมเอนไซมท่ี์ไดมี้ค่านอ้ยกวา่ (1.729 หน่วยต่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 42 ของ
การเพาะเล้ียง)  

 
อยา่งไรก็ตาม เม่ือพิจารณาจากลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ T. fusca PA1-1 พบวา่

เป็นแอคติโนมยัสีทท่ีมีการสร้างเส้นใย ในสภาวะการเล้ียงท่ีมีการกวนในถงัหมกัแบบ stirred tank 
นั้น จะท าใหเ้กิดแรงเฉือน ซ่ึงมีผลโดยตรงต่อสัณฐานวทิยาของเซลล ์รวมถึงส่งผลต่อโครงสร้าง
และความเสถียรของเอนไซมไ์ด ้(Gusek et al., 1991; Deng and Fong, 2010) จากการศึกษาอิทธิพล
ของอตัราการกวนและการใหอ้ากาศต่อการผลิตเอนไซมข์อง Kao et al. (2007) พบวา่อตัราการกวน
และการใหอ้ากาศท่ีสูงเกินไปจะส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล ์ท าใหเ้ซลลแ์ตก และยงัมีผล 
ท าใหกิ้จกรรมของเอนไซมล์ดลง โดยสารต่างๆท่ีอยูภ่ายในเซลลอ์าจหลุดออกมาภายนอกเซลล ์ 
และละลายอยูใ่นน ้าหมกั ท าใหส้ภาวะในการเพาะเล้ียงเกิดความแปรปรวน เช่น ค่าพีเอชลดลง  
อาจส่งผลท าใหก้ารเจริญของเช้ือรวมถึงความสามารถในการผลิตเอนไซมล์ดลง เป็นตน้  
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ภาพที ่14  การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูจาก T. fusca PA1-1 ในถงัหมกั   
    ขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศ 1.0 vvm     
    อตัราการกวน 100 rpm 
 

ภาพที ่15  การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ในถงัหมกั
    ขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศ 1.0 vvm     
    อตัราการกวน 300 rpm 
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 นอกจากน้ี พบวา่ เช้ือแอคติโนมยัสีท T. fusca PA1-1 มีรูปแบบการเจริญและการผลิต
เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในการเพาะเล้ียงระดบัถงัหมกัเหมือนกบัการเพาะเล้ียงในระดบั 
ฟลาสก ์โดยการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสเป็นแบบสัมพนัธ์กบัการเจริญ หรือ growth associated 
product formation คือ มีการเจริญควบคู่กนัไปกบัการผลิตเอนไซม ์ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของ 
George et al. (2001) ท่ีศึกษาการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก Thermomonospora sp. 
ในอาหาร basal medium โดยมี cellulose paper powder (CPP) 4 เปอร์เซ็นต ์เป็นแหล่งคาร์บอน 
พบวา่การเจริญและการผลิตเอนไซมเ์ป็นแบบสัมพนัธ์กบัการเจริญ โดย George et al.ไดท้  าการวดั
การเจริญทางออ้มจากโปรตีนท่ีขบัออกนอกเซลล์ พบวา่ โปรตีนมีค่าสูงสุดในชัว่โมงท่ี 120 และพบ
กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสสูงสุดในชัว่โมงเดียวกนัเท่ากบั 23 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
 
4.  การศึกษาคุณสมบัติบางประการของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลสหยาบ (crude enzyme) 

จาก Thermobifida fusca PA1-1 
 

4.1   การท าเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ใหเ้ขม้ขน้ดว้ยวธีิการ 
ultrafiltration  

 
ท าการป่ันเหวีย่งแยกเซลลอ์อกจากน ้าหมกัท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงแอคติโนมยัสีท  

T. fusca PA1-1 ท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสท่ีไดม้าท าใหเ้ขม้ขน้
ผา่นเคร่ือง ultrafiltraion ท่ีความดนั 50 psi โดยใชแ้ผน่กรองเซลลูโลสขนาด 1,000 ดาลตนั  

 
ผลการท าเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสใหเ้ขม้ขน้แสดงดงัตารางท่ี 4 เม่ือน า

เอนไซมม์าท าใหเ้ขม้ขน้ข้ึน 5 เท่า ดว้ยวธีิ ultrafiltraion พบวา่ เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
มีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 1.25 เท่าของเอนไซมเ์ร่ิมตน้ และมีกิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดคงเหลือ 73.79 
เปอร์เซ็นต ์ 
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ตารางที ่4  ผลการท าเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ใหเ้ขม้ขน้ดว้ยวธีิ ultrafiltration 
 

ขั้นตอน 
การท าเอนไซม์

เขม้ขน้ 

ปริมาตร 
(มิลลิลิตร) 

 

ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 

กิจกรรม 
เอนไซมท์ั้งหมด 

(หน่วย) 

กิจกรรม 
เอนไซมจ์ าเพาะ 

(หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน) 

ความเขม้ขน้ 
ของเอนไซม ์

(เท่า) 

ความบริสุทธ์ิ 
ของเอนไซม ์

(เท่า) 

ผลผลิต 
(เปอร์เซนต)์ 

Culture filtrate 150 
 

19.57 
 

460.90 
 

23.55 
 

1 
 

1 
 

100 
 

Ultrafiltration 30 12.91 340.09 29.34 5.59 1.25 73.79 
 
หมายเหตุ  กิจกรรมเอนไซมจ์ าเพาะ หมายถึง กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมด (หน่วย)/ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (มิลลิกรัม) 
 ความบริสุทธ์ิของเอนไซม ์หมายถึง กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ (หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน)/กิจกรรมเอนไซมจ์ าเพาะของเอนไซมเ์ร่ิมตน้ 
 (หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน) 
 เปอร์เซ็นตผ์ลผลิต หมายถึง กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมด (หน่วย)/กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดจาก culture filtrate (หน่วย) 
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4.2   การศึกษาผลของพีเอชต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก  
T. fusca PA1-1 
 

 การศึกษาช่วงของพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล 
เซลลูเลส โดยศึกษาในช่วงพีเอชระหวา่ง 3.0 - 11.0 พบวา่ เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
สามารถท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีช่วงพีเอช 4.0 โดยเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสสามารถท างานได้
มากกวา่ 80 เปอร์เซ็นตข์องกิจกรรมสูงสุดในช่วงพีเอช 3.0 – 5.0 ซ่ึงเป็นช่วงพีเอชท่ีมีความเป็นกรด 
และความสามารถในการท างานของเอนไซมจ์ะลดลงในช่วงพีเอชท่ีมีความเป็นกลางถึงด่าง  

 

 
ภาพที ่16  ผลของพีเอชต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
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 4.3   การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก  
T. fusca PA1-1 

 
 การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 

ศึกษาในช่วงอุณหภูมิระหวา่ง 30 - 90 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอช 4 พบวา่ เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิล
เซลลู-เลสสามารถท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ดงัภาพท่ี 17 และพบวา่สามารถ
ท างานไดม้ากกวา่ 80 เปอร์เซ็นตข์องกิจกรรมสูงสุดในช่วงอุณหภูมิ 50 – 70 องศาเซลเซียส และ 
เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนเกิน 70 องศาเซลเซียสความสามารถในการท างานของเอนไซมจ์ะลดลง  

 

 
ภาพที ่17  ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
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4.4   การศึกษาความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ี
ช่วงพีเอชต่างๆ 
 

 การศึกษาความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีค่าพีเอชต่างๆ โดย
ท าการศึกษาในช่วงพีเอชระหวา่ง 3.0 – 11.0 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง พบวา่
เอนไซมมี์ความเสถียรในช่วงพีเอชกวา้งตั้งแต่ 5.0 – 11.0 โดยสามารถท างานไดม้ากกวา่ 70 
เปอร์เซ็นตข์องกิจกรรมเอนไซมเ์ร่ิมตน้ และพบวา่ เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสมีความเสถียร
สูงสุดท่ีพีเอช 8.0 และในช่วงพีเอช 7.0 – 9.0 เอนไซม ์มีกิจกรรมเอนไซมค์งเหลือมากกวา่ 78 
เปอร์เซ็นตข์องกิจกรรมเอนไซมเ์ร่ิมตน้ เม่ือเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง ดงัภาพท่ี 18 
 

 
ภาพที ่18  ผลความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ีพีเอชต่างๆ  
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 4.5   การศึกษาความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ี
อุณหภูมิต่างๆ 
 

 ศึกษาความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีอุณหภูมิต่างๆ โดยบ่ม
เอนไซมใ์นช่วงอุณหภูมิ 30 - 90 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นน ามาวเิคราะห์กิจกรรมของ
เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีเหลืออยู ่พบวา่ เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสมีความเสถียร
มากกวา่ 75 เปอร์เซ็นตข์องกิจกรรมเอนไซมเ์ร่ิมตน้ในช่วงอุณหภูมิ 30 – 70 องศาเซลเซียสโดยมี
ความเสถียรสูงสุดท่ี 40 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีช่วงอุณภูมิ 80 – 90 องศาเซลเซียส เอนไซมมี์ความ
เสถียรอยูใ่นระดบัต ่า ดงัภาพท่ี 19  

 

 
ภาพที ่19  ผลความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ีอุณหภูมิ   
 ต่างๆ  
 
 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
ท างานไดดี้ท่ีพีเอชในช่วงเป็นกรดและมีช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมค่์อน 
ขา้งสูง มีความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 30  - 70 องศาเซลเซียส และมีความเสถียรในช่วงพีเอชกวา้ง ตั้งแต่  
5.0 – 11.0 เม่ือเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Okeke and Paterson (1992), 
Alani et al. (2008) และ Saratale et al. (2012) โดยเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีผลิตจาก Streptomyces sp.  
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มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานท่ี 60 องศาเซลเซียส ซ่ึงใกลเ้คียงกบัการศึกษาคุณสมบติัของ 
เอนไซมเ์ซลลูเลสจาก Thermomonospora curvata โดย Stutzenberger (1972) พบวา่ เอนไซมเ์ซลลู-
เลสท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วน มีอุณหภูมิท่ีเหมาะกบัการท างานท่ี 65 องศาเซลเซียส และท างาน
ไดดี้ท่ีช่วงพีเอช 6.0 – 6.5  และจากการศึกษาคุณสมบติัของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก
Thermomonospora sp. ภายหลงัการท าบริสุทธ์ิ ของ George et al. (2001) พบวา่เอนไซมท์ างาน 
ไดดี้ท่ีพีเอชช่วงกรดอ่อน (4.0 - 5.0) และเอนไซมมี์ความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดย
กิจกรรมของเอนไซมย์งัคงเหลือมากกวา่ 60% หลงับ่มนาน 72 ชัว่โมง และเม่ือเวลาผา่นไป 7 
ชัว่โมง เอนไซมมี์ความเสถียรท่ีพีเอชในช่วงกวา้งตั้งแต่  6.0 – 10.0  

 
นอกจากน้ี ยงัพบวา่เอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสจาก Thermomonospora sp. T-EG มี

ความเสถียรในช่วงพีเอชกวา้ง ตั้ง 4.0 - 10.0 กิจกรรมของเอนไซมล์ดลงคร่ึงหน่ึงเม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 
80 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที โดยเอนไซมท์ างานไดดี้ท่ีพีเอช 8.0 (Anish et al., 2006) และจาก 
การศึกษาของ Hagerdal et al. (1980) พบวา่ เอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสจาก Thermomonospora sp. 
ท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิเท่ากบั 70 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 

 
ในขณะท่ีเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสท่ีสร้างจาก Streptomyces drozdowizii ท างานไดดี้ 

ท่ีพีเอชเท่ากบั 5.0 และมีความเสถียรในพีเอชช่วงกวา้ง โดยวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมส์ัมพทัธ์ได้
มากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์ในช่วงพีเอช 3.0 - 10.0 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการท างานของเอนไซม์
เท่ากบั 50 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีกิจกรรมของเอนไซมย์งัคงท่ีเท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต ์เม่ือบ่มท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง (Lima et al., 2005) 

 
และจากรายงานของ Okoshi et al. (1990) ท่ีศึกษาเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีผลิตจาก 

Bacillus sp. KSM-522 ซ่ึงสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส EI, EII และ EII ได ้โดยพบวา่ เอนไซม์
เซลลูเลส EI มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานท่ี 60 องศาเซลเซียส ส่วนเอนไซม ์EII และ EIII มี
อุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 50 องศาเซลเซียส สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Singh et al. (2004) ท่ีพบวา่ 
Bacillus sphaericus JS1 มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ี 60 องศา
เซลเซียส และเอนไซมมี์ความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 50 – 70 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกบั นฤมล (2544) 
พบวา่ เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีสร้างจาก Bacillus subtilis CMU4-44 และ Bacillus 
coagulans TI-5 มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท างานของเอนไซมเ์ท่ากบั 60 องศาเซลเซียส  

 
อยา่งไรก็ตามเอนไซมโ์ดยทัว่ไปจะมีความสามารถท างานไดดี้ท่ีพีเอชและอุณหภูมิช่วงหน่ึง 

สภาวะท่ีมีพีเอชหรืออุณหภูมิท่ีต่างกนัยอ่มส่งผลใหเ้กิดกิจกรรมเอนไซมท่ี์แตกต่างกนั พีเอชท่ีช่วง
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ต่างๆ จะส่งผลใหเ้อนไซมมี์การเปล่ียนแปลงรูปร่างท่ีเหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยา โดยเฉพาะใน
ต าแหน่งกมัมนัต ์(active site) ซ่ึงเป็นต าแหน่งท่ีจะมีรูปร่างเฉพาะ หากเกิดการเปล่ียนแปลงจะท าให้
จบักบัโมเลกุลของสับสเตรทไดอ้ยา่งไม่เหมาะสม เป็นสาเหตุใหเ้กิดการลดลงของอตัราการเกิด 
ปฏิกิริยา นอกจากน้ีพีเอชในบางช่วงจะส่งผลใหเ้อนไซมเ์สียสภาพไปโดยโครงสร้างทุติยภูมิของ
โปรตีนถูกท าลาย เป็นผลใหเ้อนไซมถู์กยบัย ั้งอยา่งถาวร นอกจากน้ีอุณหภูมิท่ีสูงหรือต ่าลว้นมีผล
ต่อการท างานของเอนไซม ์โดยอตัราการเกิดปฏิกิริยามีค่าสูงสุดท่ีอุณหภูมิหน่ึง เรียกวา่ อุณหภูมิท่ี
เหมาะสมในการท างาน เม่ืออุณหภูมิสูงหรือต ่ากวา่จุดน้ี อตัราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมจ์ะชา้ลง 
เพราะเอนไซมเ์กิดการเสียสภาพหรืออยูใ่นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา อยา่งไรก็ตาม
เอนไซมแ์ต่ละชนิดยอ่มมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท างานต่างกนั 

 
ดว้ยคุณสมบติัของเอนไซมท่ี์สร้างจาก T. fusca PA1-1 ท างานไดดี้ในช่วงอุณหภูมิสูง และ

มีความเสถียรในช่วงพีเอชกวา้ง จึงเป็นขอ้ไดเ้ปรียบเม่ือเทียบกบัเอนไซมท่ี์ผลิตจากราซ่ึงมีความ
เสถียรในช่วงพีเอชแคบกวา่ (Wilson, 2004; Lykidis et al., 2007) อยา่งไรก็ตามเอนไซมค์าร์บอกซี
เมทิลเซลลูเลสท่ีผลิตไดจ้าก T. fusaca PA1-1 ยงัมีกิจกรรมอยูใ่นระดบัต ่า หากมีการพฒันาปรับปรุง
ใหส้ามารถผลิตเอนไซมใ์หมี้กิจกรรมเพิ่มสูงข้ึนได ้จะเป็นแหล่งผลิตเอนไซมท่ี์น่าสนใจอีกแหล่งท่ี
สามารถน ามาใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมไดจ้ริง 
 
 4.6   การศึกษาผลของอิออนโลหะต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก  
T. fusca PA1-1 

 
 จากการศึกษาผลของอิออนโลหะต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
จาก T. fusca PA1-1 ดงัตารางท่ี 5 พบวา่ KCl ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และ MnSO4 ท่ีความ
เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และ 5 มิลลิโมลาร์ สามารถกระตุน้กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
ท าใหเ้อนไซมมี์กิจกรรมเอนไซมส์ัมพทัธ์สูงกวา่ 100 เปอร์เซ็นต ์โดยมีกิจกรรมเอนไซมส์ัมพทัธ์
เท่ากบั 100.46, 115.82 และ 138.10 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั เม่ือเทียบกบัสภาวะควบคุมท่ีไม่มีการเติม 
อิออนโลหะลงไป ส าหรับ CaCl2, FeSO4 และ MgSO4 ความเขม้ขน้ 1 และ 5 มิลลิโมลาร์ และ KCl 
ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ แสดงผลยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซมเ์พียงเล็กนอ้ย โดยมีกิจกรรมสัมพทัธ์
เท่ากบั 93.55, 92.01, 91.09, 98.93, 95.08, 95.24 และ 96.77 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั สอดคลอ้งกบั
รายงานของ Thomas and Zeikus (1981) พบวา่อิออนโลหะ Ca2+และ Mg2+ มีผลยบัย ั้งการท างาน 
ของเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก Trichoderma reesei QM9414 และ Lee et al. (2008) พบวา่ Mn2+ และ K+ 

มีผลยบัย ั้งการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก Bacillus amyloliquefaciens DL-3 นอกจากน้ี จาก
การศึกษาของ Annamalai et al. (2012) พบวา่ ในสภาวะท่ีมี MnSO4 ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์  
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และ 5 มิลลิโมลาร์ สามารถกระตุน้กิจกรรมของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีสร้างจาก 
Bacillus licheniformis AU01 ในขณะท่ีในสภาวะท่ีมี FeSO4 ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และ 5  
มิลลิโมลาร์ จะใหผ้ลตรงกนัขา้ม และจากรายงานของ Saratale et al. (2012) พบวา่ในสภาวะท่ีมี 
อิออนโลหะ Mg2+ จะยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนสท่ีผลิตจาก Streptomyces sp. MDS 
 
ตารางที ่5  ผลของอิออนโลหะต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก   
     T. fusca PA1-1 
 

Metalic ion Concentration (mM) Relative activity (เปอร์เซ็นต)์ 
Control - 100.0 
CaCl2 1 

5 
93.55 
92.01 

KCl 1 
5 

100.46 
96.77 

FeSO4 1 
5 

91.09 
98.93 

MgSO4 1 
5 

95.08 
95.24 

MnSO4 
 

1 
5 

115.82 
138.10 

 
 อิออนของโลหะมีผลต่อการท างานของเอนไซมบ์างชนิดโดยอาจไปส่งเสริมกิจกรรมของ
เอนไซมใ์นรูปของ โคแฟคเตอร์ ซ่ึงช่วยใหเ้อนไซมส์ามารถไปจบักบัสับสเตรทไดดี้ข้ึน หรือช่วย 
ใหเ้อนไซมอ์ยูใ่นรุปท่ีเหมาะสมแก่การเร่งปฏิกิริยา แต่อิออนของโลหะบางชนิดจะมีผลไปยบัย ั้ง
กิจกรรมของเอนไซม ์โดยท าใหเ้อนไซมจ์บักบัสับสเตรทไดน้อ้ยลงหรือไดช้า้ลง หรืออาจมีผล
ยบัย ั้งการเปล่ียนแปลงของสารประกอบเชิงซอ้นเอนไซม-์สับสเตรท (enzyme-subtrate complex) 
ไปเป็นผลผลิต ซ่ึงความสามารถในการส่งเสริมหรือยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมข้ึ์นอยูก่บัชนิดของ
เอนไซมแ์ต่ละชนิดดว้ย  
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4.7   การศึกษาสารยบัย ั้งต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
 
  จากการศึกษาสารยบัย ั้งต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส T. fusca 
PA1-1 แสดงดงัตารางท่ี 6 โดยพบวา่ EDTA ท่ีความเขม้ขน้ 1 และ 5 มิลลิโมลาร์ สามารถยบัย ั้ง
กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส โดยมีกิจกรรมเอนไซมส์ัมพทัธ์เท่ากบั 87.59 และ 82.39 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  
 

 สอดคลอ้งกบัรายงานของ Lee et al. (2008) พบวา่ EDTA ท่ีความเขม้ขน้ 5 มิลลิ 
โมลาร์ มีผลยบัย ั้งการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก Bacillus amyloliquefaciens DL-3 ในขณะท่ี 
Okolo et al. (1998) ไดศึ้กษาเอนไซม ์2 ชนิด คือ CMCase I และ II จากเช้ือ Paecilomyces sp. พบวา่
กิจกรรมของเอนไซมท์ั้ง 2 จะถูกยบัย ั้งอยา่งสมบูรณ์ในสภาวะท่ีมี EDTA 50 มิลลิโมลาร์  

 
จากผลการทดลองขา้งตน้ ท าใหท้ราบวา่เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท างานไดดี้

ในสภาวะท่ีมีอิออนโลหะบางชนิดร่วมอยูด่ว้ย ดงันั้น เม่ือมีการเติม chelating agent (EDTA) ลงไป 
และอิออนโลหะถูกก าจดัไปแลว้ จึงส่งผลใหก้ารท างานของเอนไซมล์ดต ่าลง 
  
ตารางที ่6  ผลการศึกษาสารยบัย ั้งต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก   
     T. fusca PA1-1 
 

Metal ion Concentration (mM) Relative activity (เปอร์เซ็นต)์ 
Control - 100.0 
EDTA 1 87.59 

 5 82.39 
 

 4.8   การศึกษาการยอ่ยสลายสับสเตรทชนิดต่างๆของเอนไซมท่ี์ผลิตจาก T. fusca PA1-1 
 

ศึกษากิจกรรมของเอนไซมท่ี์ผลิตจากเช้ือ T. fusca PA1-1 ท่ีผา่นการท าใหเ้ขม้ขน้ดว้ย
วธีิการ ultrafiltration โดยท าปฏิกิริยากบัสับสเตรทชนิดต่าง ๆ (CMC, avicel, xylan, ฟางขา้ว  
ซงัขา้วโพด และข้ีเล่ือย) ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร ในสารลายบฟัเฟอร์  
บ่มกบัสารละลายเอนไซมท่ี์อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พบวา่ เอนไซมท่ี์ผลิตจาก  
T. fusca PA1-1 สามารถยอ่ยสลาย xylan เกิดเป็นน ้าตาลรีดิวซ์ไดป้ริมาณสูงสุดท่ี 27.166 มิลลิกรัม 
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ต่อมิลลิลิตร รองมา คือ CMC และ avicel โดยพบการยอ่ยสลายไดผ้ลผลิตเป็นน ้าตาลรีดิวซ์ ปริมาณ 
20.879 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1.302 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ในขณะท่ีเม่ือทดสอบการ
ยอ่ยสลายวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรท่ีไม่ผา่นกระบวนการทางเคมี เช่น ฟางขา้ว ซงัขา้วโพด และ 
ข้ีเล่ือย ดว้ยเอนไซมท่ี์ผลิตจากเช้ือ T. fusca PA1-1 พบวา่สามารถยอ่ยสลายไดผ้ลผลิตเป็นน ้าตาล
รีดิวซ์ในระดบัต ่า ดงัภาพท่ี 20 

 
เม่ือเปรียบเทียบชนิดสับสเตรทระหวา่งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสบริสุทธ์ิ ไดแ้ก่ 

CMC, avicel และ xylan กบัวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรท่ีไม่ผา่นกระบวนการทางเคมี เช่น ฟางขา้ว 
ซงัขา้วโพด และข้ีเล่ือย พบวา่ สับสเตรททั้ง 2 ชนิดมีอตัราส่วนขององคป์ระกอบภายในแตกต่างกนั 
โดยวสัดุเหลือทิ้งทางเกษตรประกอบดว้ยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน คิดเป็นอตัราส่วน 
4:3:2 โดยประมาณ (Tangnu, 1981) ดงันั้น เอนไซมท่ี์ผลิตจากเช้ือ T. fusca PA1-1 จึงสามารถยอ่ย
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสบริสุทธ์ิไดดี้กวา่วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เน่ืองจากไม่มีลิกนิน 
ขดัขวางการท างานของเอนไซม ์ท าใหเ้อนไซม์เซลลูเลสเขา้สลายพนัธะ β-1,4 glycosidic ระหวา่ง
โมเลกุลกลูโคสภายในเซลลูโลสไดโ้ดยตรง 

 

 
ภาพที ่20  ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์จากการยอ่ยสลายสับสเตรทชนิดต่างๆจากเอนไซมท่ี์ผลิตจาก  
  T. fusca PA1-1 โดยใชส้ับสเตรทเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร ท่ี  
  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
 แอคติโนมยัสีท Thermobifida fusca PA1-1 ท่ีแยกไดจ้ากกองปุ๋ยหมกัทลายปาลม์ สามารถ
ผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสในอาหาร basal medium พีเอช 8.0 ท่ีมี คาร์บอกซีเมทิล
เซลลูโลส (CMC) 1 เปอร์เซ็นต ์เป็นแหล่งคาร์บอน  
 
 T. fusca PA1-1สามารถเจริญและผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดดี้ท่ีอุณหภูมิ  
50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั โดย
สามารถผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไดสู้งสุดในวนัท่ี 4 ของการเพาะเล้ียง โดยมีกิจกรรม
เอนไซมเ์ท่ากบั 0.977 หน่วยต่อมิลลิลิตร และเม่ือท าการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีการเติมน ้าตาล
กลูโคส มอลโตส และซูโครส ท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ น ้าตาลไม่กระตุน้ 
การผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสท่ีผลิตจาก T. fusca PA1-1โดยใหกิ้จกรรมเอนไซมท่ี์ 
ต ่ากวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีไม่มีการเติมน ้าตาล  
 
 จากการเพาะเล้ียง T. fusca PA1-1 ในระดบัถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ท่ีสภาวะพีเอชเท่ากบั 8 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พบวา่ เม่ือก าหนดอตัราการกวนใหค้งท่ี 200 รอบต่อนาที อตัราการให้
อากาศ 1.0 vvm มีการเจริญอยา่งรวดเร็วโดยใชร้ะยะเวลาสั้นกวา่ และมีการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซี-
เมทิลเซลลูเลสไดสู้ง เม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงในถงัหมกัท่ีมีอตัราการใหอ้ากาศท่ี 0.2 และ 
0.5 vvm  นอกจากน้ียงัพบวา่ อตัราการกวนท่ี 200 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 vvm ให้
กิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสสูงท่ีสุดเท่ากบั 2.027 หน่วยต่อมิลลิลิตร ในระยะเวลาท่ี
สั้นกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงท่ีมีอตัราการกวน 100 และ 300 รอบต่อนาที และมีกิจกรรม
ของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสสูงกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงในระดบัฟลาสกบ์น
เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 
  
 เอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ีผา่นการท าใหเ้ขม้ขน้ดว้ยวธีิ 
ultrafiltration สามารถท างานไดดี้ท่ีพีเอช 4.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ความเสถียรของเอนไซม ์
อยูใ่นช่วงพีเอชระหวา่ง 5.0 – 11.0 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง โดยพบกิจกรรม
เอนไซมส์ัมพทัธ์มากกวา่ 70 เปอร์เซ็นต ์และมีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิระหวา่ง 30 - 70 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง  
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 กิจกรรมของเอนไซมถู์กกระตุน้ดว้ย KCl ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และ MnSO4 ท่ีความ
เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และ 5 มิลลิโมลาร์ และถูกยบัย ั้งเม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีมี CaCl2, FeSO4, MgSO4 
และ EDTA ความเขม้ขน้ 1 และ 5 มิลลิโมลาร์ และ KCl ท่ีความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์  
 
 และจากการทดสอบการยอ่ยสลายสับสเตรทชนิดต่างๆ พบวา่เอนไซมท่ี์ผลิตจาก T. fusca 
PA1-1 นอกจากจะยอ่ยสลายสารในกลุ่มเซลลูโลส เช่น CMC และ avicel ซ่ึงเป็น microcrystalline 
cellulose เกิดผลผลิตเป็นน ้าตาลรีดิวซ์แลว้ ยงัมีความสามารถในการยอ่ย xylan ซ่ึงเป็นสารในกลุ่ม 
เฮมิเซลลูโลสไดอี้กดว้ย 
 

ข้อเสนอแนะ 
 
 1. หากตอ้งการน าเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสไปใชป้ระโยชน์จริงในระดบั
อุตสาหกรรม อาจตอ้งปรับปรุงสภาวะในการผลิตเอนไซมเ์พื่อให้ไดเ้อนไซมท่ี์มีกิจกรรมสูง โดยใช้
สารเหน่ียวน าหรืออิออนโลหะเป็นตวักระตุน้กิจกรรมเอนไซม ์ 
 
 2. จากการทดสอบการยอ่ยสลายสับสเตรตต่างๆดว้ยเอนไซมท่ี์ผลิตจาก Thermobifida 
fusca PA1-1 เห็นไดว้า่เอนไซมท่ี์ผลิตไดส้ามารถยอ่ยสลายไซแลนไดดี้ ดงันั้นจึงควรมีการศึกษาการ
ผลิตเอนไซมใ์นกลุ่มไซลาเนสจากเช้ือจุลินทรียน้ี์ เพื่อใหเ้กิดประโยชน์ต่อไปในอนาคต 
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อาหารเล้ียงเช้ือและสารละลายบฟัเฟอร์ 
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1. อาหารเล้ียงเช้ือ 
 
 1.1 Basal medium (ดดัแปลงจาก Ramachandra et al., 1988) 
 
  Carboxymethylcellulose 10.0  กรัม 
  Yeast extract   10.0  กรัม 
  (NH4)2 SO4   0.1 กรัม 
   NaCl   0.3 กรัม 
   MgSO4. 7H2O  0.1  กรัม 
   CaCO3    0.02 กรัม 
   FeSO4.7H2O   1.0  กรัม 
   MnSO4.7H2O  0.2 กรัม 
   ZnSO4.7H2O   0.9 กรัม 
   น ้ากลัน่   1.0  ลิตร 
 
 ละลายสารทั้งหมดดว้ยน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร และปรับพีเอชใหเ้ท่ากบั 8.0 
ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 1.2 Nutrient agar 
 

 Beef extract    3.0  กรัม 
 Peptone   5.0  กรัม 
 Agar    15.0  กรัม 
 น ้ากลัน่   1.0  ลิตร 

 
  ละลายสารทั้งหมดดว้ยน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร และปรับพีเอชให้เท่ากบั 8.0 
ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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2. สารละลายบฟัเฟอร์ 
 

2.1 สารละลาย Sodium Citrate-HCl บฟัเฟอร์ 
 

 สารละลาย A : สารละลาย Sodium Citrate เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ เตรียมโดยชัง่ citric 
acid 10.507 กรัม และ NaOH  2 กรัม ในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

 
 สารละลาย B : สารละลาย HCl เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ 
 
 ผสมสารลาย A และ B ตามค่าพีเอชท่ีตอ้งการ 
 

2.2 สารลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
 

 สารละลาย A : สารละลาย Na2HPO4 เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ เตรียมโดยชัง่ Na2HPO4 
13.403 กรัม ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

 
 สารละลาย B : สารละลาย KH2PO4 เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ เตรียมโดยชัง่ KH2PO4 

6.80459 กรัม ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
 
 ผสมสารลาย A และ B ตามค่าพีเอชท่ีตอ้งการ 
 

2.3 สารลาย Glycine-NaOH บฟัเฟอร์ 
 

 สารละลาย A : สารละลาย Glycine เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ เตรียมโดยชัง่ Glycine 
3.7535 กรัม และ NaCl 2.922 กรัม ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

 
 สารละลาย B : สารละลาย NaOH เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ เตรียมโดยชัง่ NaOH 8 กรัม 

ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
 
 ผสมสารลาย A และ B ตามค่าพีเอชท่ีตอ้งการ 
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วธีิวเิคราะห์ทางเคมีและวธีิการทดลอง 
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1.  การวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลสจากปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ ดดัแปลงมา
จากวธีิของ Miller (1959) 
 
 1.1  อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 
 
 1.1.1 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) ท่ีสามารถวดัค่าการดูดกลืน
แสงระหวา่งช่วงความยาวคล่ืน 400 – 700 นาโนเมตร 
 
 1.1.2 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
 
 1.2  สารเคมีท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ 
 
 สารละลายไดไนโตรซาลิซิลิคเอซิด (Dinitrosalicylic acid หรือ DNS) ชัง่ 3,5- 
dinitrosalicylic acid 10 กรัม K-Na-Tartrate 200 กรัม ละลายในสารละลาย NaOH 2 เปอร์เซ็นต ์
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ผสมน ้ากลัน่ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร เก็บสารละลายในขวดสีชา 
 

1.3  วธีิการวเิคราะห์ 
 
 1.3.1 ผสมสารละลายสับสเตรท ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร 

ท่ีละลายในบฟัเฟอร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และสารละลายเอนไซม ์0.1 มิลลิลิตร เขา้ดว้ยกนั  
พร้อมวางลูกแกว้ปิดปากหลอด และบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

 
 1.3.2 จากนั้นเติมสารละลาย DNS ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และน าไปตม้ในน ้าเดือด  

100 องศาเซลเซียส 5 นาที พร้อมวางลูกแกว้ปิดปากหลอด หยดุปฏิกิริยาการเกิดสีดว้ยการแช่น ้าแขง็
ทนัที จากนั้นเติมน ้ากลัน่ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

  
 1.3.2 วดัการเปล่ียนแปลงของสีท่ีเกิดข้ึนโดยใชเ้คร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาว

คล่ืน 540 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายเทียบหาค่าปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์กบักราฟ
มาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 
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 1.3.3 เตรียม blank โดยใชน้ ้ากลัน่ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร แทนสายละลายสับสเตรท
และสารละลายเอนไซม ์ทดลองเหมือนตวัอยา่งขา้งตน้ 

 
ก าหนดให ้1 หน่วยของกิจกรรมเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (unit/ml) คือ ปริมาณ

เอนไซมท่ี์สามารถเร่งปฏิกิริยายอ่ยสลายคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส ท าใหเ้กิดการปลดปล่อยน ้าตาล
กลูโคส 1 ไมโครโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีก าหนด 

 
1.4  การท ากราฟมาตรฐานน ้ าตาลกลูโคส 
  
 1.4.1 เจือจางสารละลายกลูโคสใหมี้ระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 

1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดูดสารละลายกลูโคสปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย DNS 
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 

  
 1.4.2 น าไปตม้น ้าเดือด 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที หยดุปฏิกิริยาดว้ยการแช่

น ้าแขง็ทนัที จากนั้นเติมน ้ากลัน่ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
 
 1.4.3 น าสารละลายมาตรฐานไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืน

แสงท่ีไดม้าสร้างกราฟมาตรฐาน 
 

 
ภาพผนวกที ่ข1  กราฟมาตรฐานสารละลายน ้าตาลกลูโคส 
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2.  การหาค่าน า้หนักเซลล์แห้ง 
 
 2.1  อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 
 
 2.1 เคร่ืองอบอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
 2.2 เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (centrifuge) 
 2.3 โถดูดความช้ืน (desicator) 
 

2.2  วธีิการหาค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
 
 2.2.1 น าน ้าหมกัปริมาตร 20 มิลลิลิตร ป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที 

แยกส่วนใส (supernatant) เพื่อน ามาวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์ 
 
 2.2.2 เติมน ้ากลัน่หรือน ้าเกลือ เหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที อีกคร้ัง เท

ส่วนใสทิ้ง น าตะกอนเซลลท่ี์ไดใ้ส่ลงบนแผน่อลูมิเนียมฟอยลท่ี์ทราบน ้าหนกัแหง้แลว้ไปอบท่ี
อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20-24 ชัว่โมง  

 
 2.2.3 น าแผน่อลูมิเนียมฟอยล์มาท้ิงใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน (desicator) ชัง่หาน ้าหนกั 

ท่ีแน่นอน จากนั้นน าผลท่ีไดม้าค านวณหาค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ดงัสมการ 
 

น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัม/ลิตร) =   น ้าหนกัแผน่อลูมิเนียมฟอยลแ์ละเซลลแ์ห้ง (กรัม) – น ้าหนกัแผน่อลูมิเนียมฟอยล(์กรัม) 

            ปริมาตรของตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) x 10-3 
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ขอ้มูลดิบจากการทดลอง 
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ตารางผนวกที ่ค1  ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium 
  ท่ีมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีอุณหภูมิ  
  ต่างๆ บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั  
 

Incubation time 
(days) 

Cell dry weight (g/l) 
40 oC 45 oC 50 oC 

0 0.05±0.00 0.055±0.00 0.120±0.00 
1 0.574±.37 0.231±0.22 0.726±0.02 
2 0.663±.07 0.245±0.35 1.016±0.01 
3 0.976±.00 1.068±0.06 0.740±0.01 
4 0.936±0.02 0.593±0.84 0.462±0.00 
5 0.643±0.16 0.805±0.04 0.400±0.00 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค2  ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ T. fusca  
  PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อ  
  ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีอุณหภูมิต่างๆ บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 
  ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั  
 

Incubation time 
(days) 

Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) 
40 oC 45 oC 50 oC 

0 0.009±0.02 0.028±0.02 0.110±0.06 
1 0.021±0.01 0.091±0.02 0.452±0.05 
2 0.0535±0.00 0.177±0.01 0.666±0.17 
3 0.1034±0.01 0.272±0.08 0.699±0.08 
4 0.1705±0.04 0.392±0.05 0.977±0.19 
5 0.2193±0.02 0.510±0.09 0.696±0.17 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค3  ผลของน ้าตาลกลูโคสต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal 
  medium ท่ีมีการเติมกลูโคสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์  
  (น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 
  องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 
 

Incubation time 
(days) 

 

Cell dry weight (g/l) 
Concentration of glucose (% w/v) 

0 0.1 0.5 1 
0 0.120±0.00 0.212±0.00 0.292±0.03 0.212±0.00 
1 0.726±0.02 0.726±0.00 0.495±0.07 0.197±0.02 
2 1.016±0.01 1.016±0.00 0.501±0.15 0.345±0.01 
3 0.740±0.01 0.740±0.00 0.746±0.25 0.321±0.24 
4 0.462±0.00 0.462±0.00 1.212±0.03 0.443±0.17 
5 0.400±0.00 0.466±0.00 1.054±0.02 0.506±0.13 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค4  ผลของน ้าตาลกลูโคสต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ   
  T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมีการเติมกลูโคส ความเขม้ขน้
  ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน  
  บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที 
  ระยะเวลา 5 วนั 
 

Incubation time 
(days) 

 

Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) 
Concentration of glucose (% w/v) 

0 0.1 0.5 1 
0 0.110±0.06 0.022±0.01 0.019±0.12 0.220±0.13 
1 0.452±0.05 0.244±0.03 0.069±0.04 0.367±0.02 
2 0.666±0.17 0.505±0.05 0.133±0.14 0.420±0.22 
3 0.699±0.08 0.549±0.04 0.186±0.05 0.535±0.02 
4 0.977±0.19 0.543±0.02 0.570±0.17 0.488±0.17 
5 0.696±0.17 0.439±0.13 0.548±0.12 0.252±0.07 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค5  ผลของน ้าตาลมอลโตสต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal 
  medium ท่ีมีการเติมมอลโตสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์  
  (น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 
  องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 
 

Incubation time 
(days) 

 

Cell dry weight (g/l) 
Concentration of maltose (% w/v) 

0 0.1 0.5 1 
0 0.120±0.00 0.012±0.00 0.348±0.00 0.260±0.14 
1 0.726±0.02 0.386±0.00 0.917±0.04 0.573±0.12 
2 1.016±0.01 0.664±0.00 0.989±0.15 0.592±0.06 
3 0.740±0.01 0.008±0.00 1.141±0.14 0.587±0.34 
4 0.462±0.00 0.784±0.00 1.325±0.00 1.376±0.20 
5 0.400±0.00 0.768±0.00 0.996±0.04 1.192±0.32 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค6  ผลของน ้าตาลมอลโตสต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ   
  T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมีการเติมมอลโตส ความเขม้ขน้
 ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บน
 คร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที 
 ระยะเวลา 5 วนั 
 

Incubation time 
(days) 

 

Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) 
Concentration of maltose (% w/v) 

0 0.1 0.5 1 
0 0.110±0.06 0.110±0.02 0.110±0.02 0.047±0.14 
1 0.452±0.05 0.348±0.02 0.123±0.08 0.063±0.12 
2 0.666±0.17 0.502±0.02 0.222±0.06 0.283±0.06 
3 0.699±0.08 0.353±0.08 0.693±0.09 0.456±0.34 
4 0.977±0.19 0.422±0.01 0.494±0.07 0.803±0.02 
5 0.696±0.17 0.571±0.02 0.579±0.08 0.866±0.32 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค7  ผลของน ้าตาลซูโครสต่อการเจริญของ T. fusca PA1-1 ในอาหารเหลว basal 
  medium ท่ีมีการเติมซูโครสความเขม้ขน้ต่างๆ และมี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์  
  (น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 
  องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 
 

Incubation time 
(days) 

 

Cell dry weight (g/l) 
Concentration of sucrose (% w/v) 

0 0.1 0.5 1 
0 0.120±0.00 0.390±0.08 0.228±0.00 0.049±0.03 
1 0.726±0.02 0.675±0.06 0.605±0.12 0.445±0.21 
2 1.016±0.01 0.909±0.04 1.002±0.09 0.701±0.06 
3 0.740±0.01 1.006±0.10 1.173±0.07 0.747±0.13 
4 0.462±0.00 1.546±0.01 1.820±0.08 0.791±0.08 
5 0.400±0.00 1.932±0.02 1.920±0.11 0.869±0.25 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
  



79 

 
 

ตารางผนวกที ่ค8  ผลของน ้าตาลซูโครสต่อการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสของ T. fusca 
  PA1-1 ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมีการเติมซูโครสความเขม้ขน้ต่างๆ และ
  มี CMC 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บนเคร่ืองเขยา่
  ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 วนั 
 

Incubation time 
(days) 

 

Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) 
Concentration of sucrose (% w/v) 

0 0.1 0.5 1 
0 0.110±0.06 0.022±0.00 0.044±0.00 0.051±0.01 
1 0.452±0.05 0.275±0.02 0.054±0.00 0.092±0.02 
2 0.666±0.17 0.458±0.03 0.118±0.09 0.214±0.02 
3 0.699±0.08 0.382±0.00 0.290±0.11 0.163±0.04 
4 0.977±0.19 0.422±0.07 0.364±0.02 0.151±0.17 
5 0.696±0.17 0.482±0.05 0.381±0.37 0.149±0.02 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค9  การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1  
  ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 
  200 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 0.2 vvm 
 

Incubation time (h) Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) Cell dry weight (g/l) 
0 0.116±0.01 0.585±0.12 
6 0.121±0.03 0.725±0.07 

12 0.182±0.04 1.055±0.03 
18 0.187±0.06 1.140±0.00 
24 0.368±0.04 1.145±0.02 
30 0.620±0.02 1.630±0.08 
36 0.777±0.03 1.675±0.03 
42 1.059±0.04 2.535±0.06 
48 1.109±0.00 2.740±0.01 
54 1.200±0.04 2.750±0.05 
60 1.205±0.02 2.756±0.04 
66 1.074±006 1.867±0.01 
72 1.044±0.06 1.480±0.03 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค10  การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
 ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 
 200 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 0.5 vvm 
 

Incubation time (h) Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) Cell dry weight (g/l) 
0 0.116±0.01 0.490±0.00 
6 0.151±0.01 0.717±0.10 

12 0.413±0.03 1.070±0.05 
18 1.079±0.00 1.195±0.00 
24 1.155±0.01 1.252±0.12 
30 1.205±0.09 1.355±0.10 
36 1.447±0.01 1.550±0.12 
42 1.573±0.04 2.515±0.00 
48 1.634±0.11 2.705±0.00 
54 1.891±0.14 2.745±0.07 
60 1.901±0.22 2.680±0.00 
66 1.709±0.09 1.700±0.12 
72 1.674±0.09 1.57±0.00 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค11  การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
 ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 
 200 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 1.0 vvm 
 

Incubation time (h) Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) Cell dry weight (g/l) 
0 0.121±0.00 0.510±0.01 
6 0.166±0.06 0.837±0.00 

12 0.373±0.00 1.970±0.10 
18 1.135±0.11 2.184±0.07 
24 1.230±0.01 2.439±0.03 
30 1.286±0.11 2.47±0.06 
36 1.286±0.06 3.173±0.18 
42 1.407±0.09 3.030±0.03 
48 1.553±0.04 2.885±0.07 
54 1.689±0.01 2.850±0.02 
60 2.027±0.01 1.980±0.04 
66 1.997±0.04 1.595±0.04 
72 1.669±0.08 1.430±0.01 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค12  การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
 ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 
 100 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 1.0 vvm 
 

Incubation time (h) Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) Cell dry weight (g/l) 
0 0.116±0.01 0.540±0.00 
6 0.166±0.02 0.535±0.01 

12 0.217±0.05 0.645±0.06 
18 0.282±0.09 1.155±0.19 
24 0.368±0.02 1.317±0.06 
30 0.509±0.16 1.650±0.19 
36 1.185±0.05 2.295±0.14 
42 1.220±0.09 2.765±0.04 
48 1.256±0.05 2.620±0.05 
54 1.245±0.02 2.195±0.05 
60 1.366±0.26 1.745±0.12 
66 1.417±0.06 1.605±0.08 
72 1.548±0.08 1.425±0.00 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค13  การเจริญและการผลิตเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
 ในถงัหมกัขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 
 300 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 1.0 vvm 
 

Incubation time (h) Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) Cell dry weight (g/l) 
0 0.106±0.02 0.27±0.14 
6 0.121±0.03 0.58±0.06 

12 0.171±0.04 0.29±0.09 
18 0.187±0.08 1.08±0.15 
24 0.439±0.02 0.93±0.04 
30 0.449±0.02 2.52±0.04 
36 1.205±0.01 2.14±0.08 
42 1.729±0.02 2.42±0.06 
48 1.498±0.02 1.99±0.00 
54 1.387±0.04 2.52±0.03 
60 1.321±0.06 2.95±0.13 
66 1.326±0.01 2.75±0.07 
72 1.397±0.01 2.52±0.01 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค14  ผลของพีเอชต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca 
 PA1-1 
 

pH Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) Relative activity (%) 
3 9.153±0.02 83.73 

3.5 10.264±0.28 93.89 
4 10.932±0.22 100.00 

4.5 10.832±0.41 99.08 
5 8.359±0.12 76.46 
6 5.851±0.14 53.52 
7 5.218±0.17 47.73 
8 4.384±0.24 40.11 
9 4.305±0.22 39.38 

10 3.975±0.11 36.36 
11 3.608±0.18 33.00 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
   ตวัอยา่งเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ีผา่นการท าใหเ้ขม้ขน้
   ดว้ยวธีิ ultrafiltration 
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ตารางผนวกที ่ค15  ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก  
 T. fusca PA1-1 
 

Temperature (oC) Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) Relative activity (%) 
30 4.765±0.13 43.22 
40 6.548±0.16 59.39 
50 10.364±0.24 94.00 
55 10.400±0.29 94.33 
60 11.026±0.55 100.00 
65 9.919±0.45 89.96 
70 8.934±0.64 81.03 
80 3.500±0.47 31.75 
90 2.178±0.16 19.75 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
   ตวัอยา่งเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ีผา่นการท าใหเ้ขม้ขน้
   ดว้ยวธีิ ultrafiltration 
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ตารางผนวกที ่ค16  ผลความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ี 
 พีเอชต่างๆ  
  

pH Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) Relative activity (%) 
3 6.328±0.17 57.89 
4 6.956±0.12 63.63 
5 7.708±0.18 70.50 
6 7.881±0.23 72.09 
7 8.934±0.30 81.73 
8 9.040±0.13 82.70 
9 8.792±0.14 80.42 

10 8.078±0.33 73.89 
11 8.029±0.16 73.44 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
   ตวัอยา่งเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ีผา่นการท าใหเ้ขม้ขน้
   ดว้ยวธีิ ultrafiltration 
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ตารางผนวกที ่ค17  ผลความเสถียรของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ  
 

Temperature (oC) Carboxymethylcellulase activity (unit/ml) Relative activity (%) 
30 8.912±0.31 81.69 
40 9.559±0.25 87.62 
50 9.214±0.12 84.45 
60 9.063±0.24 83.07 
70 8.668±0.34 79.45 
80 0.446±0.21 4.08 
90 0.101±0.08 0.92 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
   ตวัอยา่งเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ีผา่นการท าใหเ้ขม้ขน้
   ดว้ยวธีิ ultrafiltration 
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ตารางผนวกที ่ค18  ผลของอิออนโลหะต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก  
 T. fusca PA1-1 
 

Metal ion 
 

Concentration 
(mM) 

Carboxymethylcellulase activity 
(unit/ml) 

Relative activity (%) 
 

Control - 10.528±0.07 100 
Ca2+ 1 9.849±0.11 93.55 

 5 9.687±0.02 92.01 
K+ 1 10.576±0.14 100.46 

 5 10.188±0.14 96.77 
Fe2+ 1 9.59±0.11 91.09 

 5 10.415±0.09 95.24 
Mn2+ 1 12.194±0.09 115.82 

 5 14.538±0.21 138.10 
Mg2+ 1 10.010±0.7 95.08 

 5 10.027±0.09 95.24 
 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
   ตวัอยา่งเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ีผา่นการท าใหเ้ขม้ขน้
   ดว้ยวธีิ ultrafiltration 
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ตารางผนวกที ่ค19  ผลการทดสอบสารยบัย ั้งต่อการท างานของเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
 จาก T. fusca PA1-1 
 

Inhibitor 
 

Concentration 
(mM) 

Carboxymethylcellulase activity 
(unit/ml) 

Relative activity (%) 
 

Control - 7.180±0.24 100 
EDTA 1 6.289±0.52 87.59 

 5 5.915±0.32 82.39 
 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
   ตวัอยา่งเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ีผา่นการท าใหเ้ขม้ขน้
   ดว้ยวธีิ ultrafiltration 
 
ตารางผนวกที ่ค20  ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์จากการยอ่ยสลายสับสเตรทชนิดต่างๆจากเอนไซมท่ี์ผลิต 
 จาก T. fusca PA1-1 โดยใชส้ับสเตรทเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์โดยน ้าหนกัต่อ
 ปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
 

Substrate Reducing sugar concentration (mg/ml) 
CMC 20.879±0.30 
avicel 1.302±0.22 
Xylan 27.166±0.08 

ซงัขา้วโพด 0.657±0.06 
ฟางขา้ว 0.153±0.17 
ข้ีเล่ือย 0.121±0.22 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
   ตวัอยา่งเอนไซมค์าร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ท่ีผา่นการท าใหเ้ขม้ขน้
   ดว้ยวธีิ ultrafiltration 
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