
 
 

บทที ่2 
วรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 

 
 

1. ลกัษณะทัว่ไปของยสีต์ 
 ยสีตเ์ป็นส่ิงมีชีวติเซลลเ์ดียว สืบพนัธ์ุโดยอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศ สามารถเพิ่มจ านวนไดโ้ดย
การแตกหน่อ จีโนมของยีสต์มีขนาดประมาณ 1.4 x 107 คู่เบส ประกอบด้วยโครโมโซม 16 
โครโมโซม สามารถหาล าดบัเบสไดทุ้กโครโมโซม มีวงชีวิตทั้งแฮพลอยด์ (haploid) และดิพลอยด์ 
(diploid) แต่ช่วงแฮพลอยด์นานกว่า (ศิริลักษณ์ เอ่ียมธรรม, 2552) ท าให้ง่ายต่อการศึกษา
กระบวนการต่างๆ ท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล์ยีสต์ (ภาพท่ี 1) เซลล์ยีสต์มีกระบวนการพื้นฐานทัว่ไปท่ี
คล้ายกบัยูแคริโอตชั้นสูง แต่สารพนัธุกรรมมีความแตกต่างจากพวกยูแคริโอตชนิดอ่ืนๆ โดยมี
การศึกษาอินทรอน (intron) ในยีสต์มานานแล้วและมีความชัดเจนมากในภายหลงัว่ายีสต์มีอิน
ทรอนในยนีเพียง 4-5 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงถา้ยีนใดมีอินทรอนจะพบบริเวณใกล้ๆ  ปลาย 5’ ก่อนต าแหน่ง
เร่ิมตน้ (start codon, ATG) ของยีน (Dujon, 1996; Spingola et al., 1999; Davis et al., 2000; 
Feldmann, 2010) ดงันั้นในการศึกษาการโคลนยีนจากยีสต์ส่วนใหญ่จึงใช้ดีเอ็นเอเป็นแม่แบบ 
(template) และเน่ืองจากทราบขอ้มูลทางพนัธุกรรมพื้นฐานของยีสตจึ์งสะดวกในการดดัแปลงเป็น
เซลล์เจา้บา้น และพาหะท่ีใช้มกัเป็นโมเลกุลลูกผสมระหว่างพลาสมิดของ E. coli และบางส่วน    
ของยสีต ์แบ่งเป็นพาหะท่ีไม่สามารถจ าลองตวัเองไดท่ี้สอดแทรกเขา้ไปในโครโมโซม (integrative 
vector) ซ่ึงแบ่งตวัพร้อมกับเซลล์เจ้าบ้าน และพาหะท่ีสามารถจ าลองตวัเองได้ (autonomous 
explicative vector) ท่ีสามารถจ าลองตวัไดอ้ยา่งอิสระ (ศิริลกัษณ์ เอ่ียมธรรม, 2552) 
 ในปัจจุบนันิยมน าเซลล์ยีสต์ทั้งในกลุ่มของ Saccharomyces เช่น S. cerevisiae และ Non-
Saccharomyces เช่น Candida sp., Pichia sp. และ Hanseniaspora sp. มาใชใ้นการผลิตผลิตภณัฑ์
ทางเทคโนโลยีชีวภาพหลายชนิด ไดแ้ก่ เคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์ เอทานอล สารปรุงแต่งกล่ินและรส 
ขนมปัง   สีผสมอาหาร เอนไซม์ ยา ฮอร์โมน วคัซีน และสารเคมีต่างๆ (Walker, 1998) ซ่ึงเป็น
ผลิตภณัฑ์ท่ีมีประโยชน์อย่างยิ่งในการด ารงชีวิตของมนุษย ์แต่บางคร้ังเซลล์ยีสต์บางชนิดผลิต
ผลิตภณัฑไ์ดใ้นปริมาณนอ้ย จึงมีการดดัแปลงพนัธุกรรมของเซลล์ยีสตเ์พื่อให้สามารถเพิ่มปริมาณ
ผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการไดใ้นปริมาณมากข้ึน เพื่อตอบสนองต่อความตอ้งการของผูบ้ริโภคในปัจจุบนั  
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ภาพที ่1 วงชีวติของยสีต ์(Kron, Gow, 1995) 

 
1.1 ยสีต์ทีผ่ลติเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส 

ในอดีตมีการใช้ประโยชน์จากยีสต์ในกลุ่ม Saccharomyces ในกระบวนการหมัก
แอลกอฮอล์กนัอย่างกวา้งขวาง แต่จากผลการวิจยัพบวา่ยีสต ์S. cerevisiae สามารถผลิตเอนไซม ์    
บีตากลูโคซิเดสไดแ้ต่มีประสิทธิภาพในการท างานค่อนขา้งต ่าและสามารถถูกยบัย ั้งการท างานได้
ภายใต้สภาวะของกระบวนการผลิตไวน์ ได้แก่ น ้ าตาลกลูโคส (glucose) ฟรุคโตส (fructose) 
ซูโครส (sucrose) และแอลกอฮอล์ท่ีมีปริมาณสูง แต่ปัจจุบนัได้มีการใช้ประโยชน์จากยีสต์กลุ่ม 
Non-Saccharomyces เช่น Candida sp., Pichia sp. Hanseniaspora sp., Hansenula sp., Rhodotorula 
sp., Zygosaccharomyces sp., Debaromyces sp., Cryptococcus sp., Torulaspora sp. Kloeckera sp., 
Issatchenkia sp. และ Metschinikowia sp. ซ่ึงบางชนิดมีศกัยภาพในกระบวนการหมกัเพื่อให้        
เกิดคุณสมบติัต่างๆ ในไวน์ (Ganga, Martinez, 2004) ในท่ีน้ีจะขอยกตวัอยา่งยีสต์ท่ีสามารถผลิต
เอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสเพื่อเพิ่มกล่ินหอมในไวน์ ไดแ้ก่ Hanseniaspora sp., Pichia sp., Candida 
sp., Metschnikowia sp. และ Brettanomyces sp. เป็นต้น ซ่ึงเป็นจุลินทรียใ์นกลุ่ม Non-
Saccharomyces เช่นผลการวิจยัของ Swangkeaw et al. (2009b) สามารถคดัแยกยีสต ์P. anomala 
MDD24 ไดจ้ากองุ่น ซ่ึงเป็นยีสต์ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสท่ีมีคุณสมบติัในการเพิ่ม
กล่ินหอมใน  ไวน์และยงัพบวา่ในสภาวะท่ีมีเอทานอลเขม้ขน้ 4-20 เปอร์เซ็นต ์สามารถกระตุน้การ
เร่งปฏิกิริยาของเอนไซมไ์ด ้ดงันั้นยีสต ์P. anomala MDD24 จึงเป็นยีสตท่ี์มีคุณสมบติัเหมาะสมใน
การผลิตเอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสเพื่อเพิ่มกล่ินหอมในไวน์ 

1.2 ยสีต์ Pichia anomala 
Pichia anomala มีช่ือเรียกอีกอย่างว่า Hensenula anomala หรือ Wickerhamomyces 

anomalus (Passoth et al., 2011) เป็นยสีตท่ี์สามารถคดัแยกไดจ้ากหลายแหล่ง ไดแ้ก่ ดอกไม ้เปลือก
ผลไม ้ล าไส้ของแมลง เน้ือเยื่อของมนุษย ์ผลิตภณัฑ์อาหารและนม น ้ าเสีย และ น ้ าทะเล เป็นตน้ 
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(Walker, 2011) ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) ของ P. anomala มีลกัษณะเป็นยีสตเ์ซลล์
เด่ียวรูปร่างกลมรี สืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศโดยการแตกหน่อ (budding yeast cell) และยงัพบเซลล์
ท่ีมีลักษณะท่ีเป็นเส้นสายท่ี เป็นเส้นสายแตกแขนง (branching) ได้ แต่เป็นเส้นสายเทียม 
(pseudomycelium) เป็นส่วนใหญ่ (ภาพท่ี 2) ในขณะท่ีเส้นสายแทจ้ริง (true mycelium) อาจจะมีการ
สร้างแต่น้อยมาก สามารถพบได้เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารแข็ง และอาหารเหลว การสืบพนัธ์ุแบบ
อาศัยเพศโดยการสร้างแอสโคสปอร์ (ascospore) รูปร่างของสปอร์มีลักษณะกลม (spherical)        
รูปหมวก (hat-shaped) หรือรูปดาวเสาร์ (saturn-shaped) (Kurtzman, 1998) เป็นยีสตท่ี์สามารถเจริญ
ไดใ้นสภาวะกดดนั (stress tolerance) เช่น พีเอชต ่า แรงดนัออสโมติกสูง บริเวณท่ีมีออกซิเจนต ่า 
และบริเวณท่ีมีปริมาณน ้านอ้ย (low aw) เป็นตน้ (Walker, 2011) 
 

 
ภาพที ่2  ลกัษณะเซลล์ยีสต ์P. anomala (ก) ยีสตเ์ซลล์เด่ียวท่ีสามารถแตกหน่อได ้(budding yeast 

cell)เซลลย์สีตท่ี์มีลกัษณะเป็นเส้นสายเทียม (pseudohyphae) (Kurtzman, 2000) 
 

1.3 ประโยชน์ของยสีต์ P. anomala  
P. anomala เป็นยีสต์ท่ีมีประโยชน์ในหลายๆ ด้าน (ตารางท่ี 1) ตวัอย่างเช่น ด้าน

อุตสาหกรรมอาหารสัตว ์ซ่ึง Vohra, Satyanarayara (2001) กล่าววา่ P. anomala สามารถผลิต
เอนไซม์ไฟเตส (phytase) ท่ีมีกิจกรรมสูง 68 ยนิูตต่อกรัมเซลล์แห้ง เร่งปฏิกิริยาไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส pH 4.0 ซ่ึงปัจจุบนัเอนไซมช์นิดน้ีมีประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว ์เน่ืองจาก
โดยปกติแล้วในวตัถุดิบอาหารสัตว์จะมีฟอสเฟตอยู่ในรูปของกรดไฟติก (phytic acid) แต่ใน
กระเพาะสัตวไ์ม่สามารถผลิตเอนไซมไ์ฟเตสท่ียอ่ยให้ฟอสเฟต (phosphate) หลุดออกมาเป็นอิสระ
ได ้จึงไม่สามารถดูดซึมฟอสเฟตไปใชป้ระโยชน์ได ้ดงันั้นจึงมีการเติมเอนไซมไ์ฟเตสเพื่อช่วยยอ่ย
กรดไฟติกใหเ้ป็นฟอสเฟตอิสระ (available phosphate) แลว้สัตวส์ามารถดูดซึมเอาฟอสเฟตอิสระน้ี
ไปใช้ต่อไปได้อีกทั้งยงัมีประโยชน์ในการถนอมอาหาร (preservation) ตามรายงานการวิจยัของ 
Olstorpe, Passoth (2011) พบวา่ P. anomala สามารถควบคุมการเจริญของเช้ือรา และแบคทีเรีย

(ก) (ข) 
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กลุ่ม Enterobacteriaceae บนเมล็ดธัญพืชแห้งได้ ช่วยเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการ และลดความ
เขม้ขน้ของสารยบัย ั้งสารอาหาร (antinutritional) ได้ และยงัพบว่า P. anomala สามารถผลิต           
สารลดแรงตึงผิว (surfactant) ท่ีใช้เป็นส่วนผสมในกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์หลายชนิดใน
อุตสาหกรรม จากรายงานวิจยัของ Thaniyavarn et al. (2008) พบวา่ P. anomala PY1 สามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) ประเภทไกลโคลิปิดชนิดโซโฟโรลิพิด (sophorolipid) ท่ี
โมเลกุลประกอบด้วยโซโฟโรส (sophorose) กบักรดไขมนั (fatty acid) และมีรายงานวิจยัของ 
Swangkeaw et al. (2009b, 2011) กล่าววา่ P. anomala MDD24 มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์
บีตากลูโคซิเดสท่ีมีคุณสมบติัในการเพิ่มปริมาณสารประกอบอินทรียท่ี์ระเหยได้ เช่น ไลโมนีน 
(limonene), ไลนาลูล ออกไซต์ (linalool oxide), เอทิลคาโพรเอท (ethyl caproate) และ เอทิล          
ดีคาโพรเอท (ethyl decaproate) จึงท าให้เพิ่มกล่ินหอมในไวน์ได ้นอกจากน้ียงัพบวา่เอนไซมน้ี์ยงั
ทนต่อการยบัย ั้งของเอทานอลไดสู้งถึง 20 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงคุณสมบติัเหล่าน้ีท าให้สามารถน าไปใชใ้น
การเพิ่มกล่ินหอมในอุตสาหกรรมการผลิตไวน์ (winemaking) ได ้

 
ตารางที ่1 บทบาทของ P. anomala ในอาหาร อาหารสัตว ์และเคร่ืองด่ืม  

การประยุกต์ใช้ ตัวอย่าง 
การเพิ่มกล่ินรส (flavor enhancement) 
 

สารให้กล่ินในอาหาร เช่น ฟีนิลเอธิล แอลกอฮอล ์
(phenylethyl alcohol) และสารปรุงแต่งรสอาหาร        
เช่น ไดโซเดียมไรโบนิวคลีโอไทด์ (disodium 5’-
ribonucleotide) 

การถนอมอาหาร 
 (Food biopreservation) 

การควบคุมการเจริญของเช้ือราในผลไมแ้ละอาหารแห้ง 
เช่น ซีเรียล (cereals) 

ผลิตภณัฑน์มหมกั (dairy fermentation) เป็นจุลินทรียโ์ปรไบโอติก (probiotic) 
การท าขนมปัง (baking)  ท าใหแ้ป้งท าขนมปังฟ ูเรียกว่า โด (dough) 
การผลิตไวน์ (winemaking) เพิ่มกล่ินหอมในไวน์, ไดไ้วน์ท่ีมีปริมาณแอลกอฮอลต์  ่า 
ผลิตเอนไซมท่ี์ใชใ้นอุตสาหกรรม 
อาหารสัตว ์(feed) 

ผลิตเอนไซมไ์ฟเตส (phytase) อะไมเลส (amylase) 
และเปปติเดส (peptidase) 

                                                                                                                            (Walker, 2011) 
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2. เอนไซม์บีตากลูโคซิเดส 
เอนไซมบี์ตากลูโคซิเดส (β-glucosidase) หรือ β-glucoside glycosyl hydrolase (EC.3.2.1.21)     

เป็นเอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาการยอ่ยพนัธะไกลโคซิดิก (glycosidic linkage) ของสารประกอบในกลุ่ม         
ไกลโคไซด์ (glycoside) (ภาพท่ี 3) ดว้ยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) โดยการยอ่ยหมู่อลัคิล-         
กลูโคไซด์ (alkylglucoside) อาริลกลูโคไซด์ (arylglucoside) ของบีตากลูโคไซด์ รวมทั้งไดกลูโค
ไซด์ (diglucoside) และ โอลิโกกลูโคไซด์ (oligoglucoside) เป็นตน้ เพื่อปลดปล่อยสารไกลโคน          
(glycone) คือ กลุ่มของน ้ าตาล และสารอะไกลโคน (aglycone) คือกลุ่มท่ีไม่ใช่น ้ าตาล เช่น            
ไนโตรฟีนอล (nitrophenol) และ อมัเบลลิเฟอโรน (umbelliferone) (Leclerc et al., 1987) เป็น
เอนไซมท่ี์พบไดใ้นส่ิงมีชีวิตทัว่ไปทั้งพวกโปรแคริโอต (prokaryotes) และยแูคริโอต (eukaryotes) 
ได้แก่ แบคทีเรีย เช้ือรา พืช และสัตว์ เป็นต้น ถึงแม้ว่าจะมาจากแหล่งท่ีแตกต่างกันแต่ก็มี
ความจ าเพาะกบัซับสเตรตท่ีเหมือนกนั แต่อาจมีคุณสมบติั ความเสถียร และการท างานท่ีสภาวะ
แวดลอ้มท่ีต่างกนั (Esen, 1993)  

 

 
 

ภาพที ่3 การท างานของเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสในการย่อยสารประกอบในกลุ่มไกลโคไซด ์
(glycoside) (ดดัแปลงจาก Leclerc et al., 1987) 

 
2.1 แหล่งทีม่าของเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส 

เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสเป็นเอนไซม์ท่ีพบได้ทัว่ไปในส่ิงมีชีวิต ทั้ งโปรแคริโอตและ                
ยแูคริโอต แต่จะมีหนา้ท่ีในแต่ละส่ิงมีชีวติแตกต่างกนัออกไป 

2.1.1 เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสจากพชื 
เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสในพืชไดมี้การศึกษามาเป็นเวลานานมาแลว้ ซ่ึงเอนไซม ์          

บีตากลูโคซิเดสทางการคา้ส่วนใหญ่ผลิตมาจากพืช เช่น มนัส าปะหลงั ขา้วโพด เมล็ดพยุง ใบและ

CH2OH 

NO2+H2O β-glucosidase 
Glc+HO NO2 

p-nitrophenyl-β-glucoside 

CH2OH 

β-glucosidase CH3+H2O Glc  +  CH3OH 

Methyl-β-glucoside 



9 
 

ผลของมะเขือพวง และอลัมอนด์ เช่น ในปี ค.ศ. 1873 Liebig และ Wohler ไดศึ้กษาเอนไซม์บีตา    
กลูโคซิเดสจากอลัมอนด์ (almonds β-glucosidase) โดยอธิบายการท างานของอลัมอนด์บีตา          
กลูโคซิเดส (almonds β-glucosidase) ในการยอ่ยอะไมดาลิน (amydalin) ซ่ึงการท างานของเอนไซม์
ชนิดน้ีในพืชมกัจะเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเมแทบอลิซึมและการตอบสนองต่อการเจริญของเซลล ์
รวมทั้งในกระบวนการปกป้องการเกิดโรคโดยการปลดปล่อยสารพวกโคยูมาริน (coumarins)       
ไธโอไซยาเนท (thiocynates) เทอร์พีน (terpenes) และ ไซยานีน (cyanine) เป็นตน้ (Esen, 1993) 

2.1.2 เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสจากสัตว์ 
เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสจากสัตว์ส่วนใหญ่จะพบท่ีเน้ือเยื่ออว ัยวะภายใน 

โดยเฉพาะในระบบทางเดินอาหารและในน ้ายอ่ย ซ่ึงมีการศึกษาเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสท่ีสกดัและ
ท าให้บริสุทธ์ิจากหอยทาก (Achatina fulica) พบวา่เอนไซม์ชนิดน้ีสามารถเร่งปฏิกิริยาไดใ้นช่วง    
พีเอชกวา้ง (pH 4-10) ทนต่ออุณหภูมิไดสู้งถึง 50 องศาเซลเซียส และมีความจ าเพาะกบัซบัสเตรต
หลายชนิด (Hu et al., 2007) 

 
ตารางที ่2 แหล่งท่ีมาของเอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสจากจุลินทรีย ์

ชนิดของจุลนิทรีย์ ช่ือจุลินทรีย์ อ้างองิ 
แบคทีเรีย 1. Clostridium thermocellum Romaniec et al.,1993 
เช้ือรา 1. Thermoascus aurantiacus 

2. Aspergillus aculeatus 
3. Tricoderma reesei 

Parry et al., 2001 
Kawaguchi et al., 1996 
Barnett et al., 1991 

ยสีต ์ 1. Pichia anomala 
2. Candida pelliculosa 
3. C. albican 
4. C. molischiana 

Swangkeaw et al., 2006 
Kohchi, Toh-e., 1985 
Polacheck et al., 1987 
Janbon et al., 1995 

 
2.1.3 เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสจากจุลนิทรีย์ 

เอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสพบในจุลินทรียห์ลายชนิด เช่น แบคทีเรีย เช้ือรา และยีสต ์             
(ตารางท่ี 2) ซ่ึงจะมีหนา้ท่ีหรือกลไกในการท างานท่ีแตกต่างกนัไป เช่น แบคทีเรีย และเช้ือรา เช่น 
Tricoderma sp. สามารถผลิตเอนไซมด์งักล่าวในการยอ่ยโอลิโกแซคคาไรด์ (oligosaccharide) และ     
เซลโลไบโอส (cellobiose) ให้เป็นกลูโคส เพื่อใช้เป็นวตัถุดิบในอุตสาหกรรมต่างๆ และใช้ใน
กระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ ส่วนยีสตน์ั้นพบวา่ P. anomala MDD24 (Swangkeaw et al., 
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2011) Debaryomyces hansenii (Rosi et al., 1994) มีความสามารถในการผลิตเอนไซมช์นิดน้ีในการ
ย่อยสารประกอบสารประกอบเชิงซ้อนท่ีไม่ระเหยในกลุ่มของไกลโคไซด์ (glycosides) ได้
สารประกอบท่ีระเหยได ้ซ่ึงมีประโยชน์เป็นอยา่งมากในการเพิ่มกล่ินหอมท่ีมีลกัษณะเฉพาะตวัของ
ไวน์  

2.2 บทบาทของเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสต่ออุตสาหกรรม 
เน่ืองจากเอนไซม์ชนิดน้ีมีความสามารถในการย่อยสลายพนัธะบีตา-1,4-ไกลโคซิดิก     

(β-1,4-glycosidic linkage) ของสารประกอบประเภทคาร์โบไฮเดรต เช่น น ้ าตาลโมเลกุลคู่ 
(disaccharide) โอลิโกแซคคาไรด์ (oligosaccharide) เพื่อให้ไดน้ ้ าตาลกลูโคสท่ีเป็นน ้ าตาลโมเลกุล
เด่ียว (Wallecha, Mishra, 2003) และยงัมีรายงานการวิจัยพบว่า เอนไซม์ชนิดน้ียงัสามารถ
เกิดปฏิกิริยาทรานไกลโคซิเลชั่น (transglycosylation) ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาการย้ายหมู่น ้ าตาลจาก
โมเลกุลของไกลโคไซดท่ี์เป็นสารตั้งตน้ไปเติมในโมเลกุลของแอลกอฮอล์ท่ีมีสายคาร์บอนสายยาว                 
เพื่อสังเคราะห์สารอลัคิลไกลโคไซด์ และเอสเทอร์ของเอทออกซิเลท ไกลโคไซด์ (ethoxylated 
glycosides) ดงันั้นผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาดงักล่าวจึงมีการน าไปใช้เป็นส่วนประกอบใน
ผลิตภณัฑ์ยา (pharmaceutical) เคร่ืองส าอาง (cosmetic) เคร่ืองด่ืม (beverage) และสารลดแรงตึงผิว 
(surfactant) เป็นตน้ (Hong et al., 2007) นอกจากน้ีเอนไซมส์ามารถยอ่ยสารประกอบเชิงซ้อนใน
กลุ่มไกลโคไซด์ท่ีเป็นสารประกอบอินทรียท่ี์ก่อให้เกิดกล่ินหอมในไวน์ (Quatrini et al., 2008) 
เพื่อใหไ้ดส้ารประกอบอินทรียท่ี์อยูใ่นรูปท่ีระเหยได ้ท าให้ผูด่ื้มสัมผสัถึงกล่ินหอมจากสารท่ีระเหย
ไดต้วัอยา่งบทบาทของเอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น 

2.2.1 การเพิ่มกลิ่นหอมในไวน์ กล่ินหอมเป็นคุณลักษณะท่ีส าคญัของไวน์คุณภาพดี     
เกิดจากสารประกอบไกลโคไซด์ท่ีมีในผลไมท่ี้ใช้เป็นวตัถุดิบในการผลิตไวน์ รวมถึงกระบวนการ
หมกัและการบ่ม โดยกล่ินหอมในไวน์ส่วนใหญ่เป็นสารประกอบอินทรียท่ี์ระเหยได ้ส่วนใหญ่เป็น    
สารในกลุ่มของโมโนเทอร์พีน (monoterpenes) เช่น ไลนาลูล (linalool), แอลฟา-เทอร์พีนออล           

(α-terpineol), ซิโทรเนลูล (citronellol), นีโรล (nerol) และ จีราไนออล (geraniol) เป็นตน้ (ภาพท่ี 4) 
(Mateo, Jimenez, 2000; Quatrini et al., 2008) ซ่ึงเกิดจากการยอ่ยสารประกอบไกลโคไซด์ท่ีเป็น
สารประกอบเชิงซ้อนท่ีไม่ระเหย เพื่อให้ไดส้ารประกอบอินทรียท่ี์อยู่ในรูปท่ีระเหยได ้โดยอาศยั
การท างานของเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสท าให้ผูด่ื้มสัมผสัถึงกล่ินหอมจากสารท่ีระเหยไดน้ี้ เช่น 
งานวิจยัของ Rodriguez et al. (2004) พบวา่ ยีสตก์ลุ่ม Non-Saccharomyces ประกอบดว้ย Candida 
guilliermondii, C. pulcherrima และ Kloeokera apiculata สามารถผลิตเอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสได ้
ซ่ึงสามารถใช้เอนไซม์จากยีสต์ดงักล่าวในรูปแบบของเช้ือผสมเร่ิมตน้ (mixed starter) หรือเช้ือ
บริสุทธ์ิ (pure culture) ในขั้นตอนสุดทา้ยของกระบวนการหมกัเพื่อเพิ่มกล่ินหอมในไวน์แดง และมี 
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ภาพที ่4 ตวัอยา่งสารท่ีท าให้เกิดกล่ินหอมในไวน์ในกลุ่มโมโนเทอร์พีน (1. trans-Furan linalool 

oxide, 2. cis--Furan linalool oxide, 3. Linalool, 4. Ho trienol, 5. Neral, 6. α-Terpineol,                    
7. Geranial, 8. trans-Pyran linalool oxide, 9. cis-Pyran linalool oxide, 10. Cotronellol,                            
11. Nerol, 12. Geraniol, 13. Diol I, 14. Endiol, 15. Diol I, 16. Hydroxy-cityronellol              
17. 8-Hydroxydihydrolinalool, 18. Hydroxynerol, 19. trans-8-hydroxylinalool,                         
20. Hydroxygeraniol, 21. Cis-8-Hydroxylinalool, 22. Geranic acid และ 23. Triol) 
(Mateo, Jimenez, 2000) 
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รายงานการวิจยัการผลิตเอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสจากยีสตก์ลุ่ม Non-Saccharomyces อีกหลายชนิด 
เช่น รายงานการวิจยัของ Rosi et al. (1994) พบวา่ D. hansenii เป็นยีสตท่ี์สามารถผลิตเอนไซมน้ี์ได้
ในปริมาณสูง เร่งปฏิกิริยาไดดี้ท่ีพีเอช 4-5 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และยงัทนต่อสภาวะท่ีมี
ปริมาณน ้ าตาลและเอทานอลสูงได ้และงานวิจยัของ Swangkeaw et al. (2011) พบวา่ เอนไซมบี์
ตากลูโคซิเดสท่ีผลิตจากยีสต ์P. anomala MDD24 มีความเหมาะสมในการใชเ้พิ่มกล่ินหอมในไวน์ 
ซ่ึงสามารถเร่งปฏิกิริยาไดดี้ท่ีพีเอช 4.5 และท่ีปริมาณเอทานอลเขม้ขน้ 4-20 เปอร์เซ็นต์ สามารถ
กระตุน้การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมไ์ด ้ 

2.2.2 การผลิตเอทานอล ปัจจุบนัไดมี้การน าเอทานอลมาใช้เป็นพลงังานทดแทนกนั
อยา่งแพร่หลาย ซ่ึงเอทานอลสามารถผลิตไดจ้ากวตัถุดิบเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น ชานขา้วฟ่าง
หวาน ฟางข้าว แกลบ ชานอ้อย ซังข้าวโพด เป็นต้น เน่ืองจากวตัถุดิบเหลือทิ้งทางการเกษตร
เหล่านั้น ส่วนใหญ่เซลลูโลสเป็นองคป์ระกอบหลกั ดงันั้นตอ้งย่อยวตัถุดิบเหล่านั้นให้เป็นน ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียว โดยในขั้นตอนแรกใช้เอนไซมใ์นกลุ่มของเซลลูโลไลติก (cellulolytic enzyme) เช่น 
เอนไซม์เซลโลไบโอไฮโดรเลส (cellobiohydrolase) จะย่อยเซลลูโลส แล้วได้ผลิตภัณฑ์เป็น        
เซลโลไบโอส (cellobiose) จากนั้นจึงใช้เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสในการย่อยเซลโลไบโอส เพื่อให้
เกิดเป็นน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว เช่น กลูโคส เพื่อใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการผลิตเอทานอลต่อไป (Gurgu 
et al., 2011) 

2.2.3 การผลติสารลดแรงตึงผวิ สารลดแรงตึงผิวมีคุณสมบติัช่วยให้เกิดฟอง สามารถดึง
ส่ิงสกปรกออกจากพื้นผวิใหก้ระจายอยูใ่นน ้า ดว้ยเหตุน้ีสารลดแรงตึงผวิจึงเป็นส่วนประกอบส าคญั
อยา่งหน่ึงในผลิตภณัฑ์ท าความสะอาดและสารซกัลา้ง เน่ืองจากเป็นตวัท่ีท าให้คราบสกปรกหลุด
ออกจากเน้ือผา้ได้สามารถน ามาใช้เป็นส่วนผสมในกระบวนการผลิตผลิตภณัฑ์หลายชนิดใน
อุตสาหกรรม โดยเฉพาะสารลดแรงตึงผิวในกลุ่มอลัคิลไกลโคไซด์ (alkyl glycoside) ซ่ึงสามารถ
สังเคราะห์ไดท้ั้งทางเคมีและทางชีวภาพ ในส่วนของการผลิตอลัคิลไกลโคไซดท์างชีวภาพนั้นจะใช้
เอนไซมไ์กลโคซิเดส (glycosidase) เร่งการเกิดปฏิกิริยาทรานส์ไกลโคซิเลชัน่ ซ่ึงอลัคิลไกลโคไซด ์
จดัเป็นสารลดแรงตึงผิวท่ีมีประสิทธิภาพชนิดหน่ึง เน่ืองจากโมเลกุลละลายน ้ าได้ดี อ่อนโยนต่อ
ผวิหนงัไม่ท าใหร้ะคายเคือง และไม่กระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม จึงเหมาะท่ีน าไปใชเ้ป็นสารประกอบใน
อุตสาหกรรมยาและเคร่ืองส าอาง (Rantwijk et al., 1999; ภทัรภา พิมพพ์นัธ์ และคณะ, 2555)  

2.3 การจัดกลุ่มเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส 
บีตากลูโคซิเดส (E.C.3.2.1.21) เป็นเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพนัธะบีตา      

ไกลโคซิดิก (β-glycosidic linkage) ท่ีเช่ือมระหวา่งโมเลกุลของน ้าตาล และส่วนท่ีไม่ใช่น ้ าตาล ของ
สารประกอบในกลุ่มไกลโคไซด์ เอนไซมช์นิดน้ีถูกจดัอยูใ่น glycosyl hydrolase family 1 (GH1) 
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และ glycosyl hydrolase family 3 (GH3) (Bhatia et al. 2002) ซ่ึง GH1 ประกอบดว้ยเอนไซม์
ทั้งหมด 62 ชนิด ท่ีผลิตจากแบคทีเรียโบราณ (archaebacteria) พืช สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม ส่วน GH3 
ประกอบดว้ยเอนไซมท์ั้งหมด 44 ชนิด ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย รา และยีสต์ เช่ือวา่เอนไซมก์ลุ่มน้ีจะมี
กรดแอสพาติก (aspartic acid, Asp) และกรดกลูตามิค (glutamic acid, Glu) เป็นกรดอะมิโนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม ์โดยทัว่ไปสามารถจดัจ าแนกซ่ึงแบ่งออกเป็น 2 แบบ คือ 
จ าแนกตามความจ าเพาะกบัซับสเตรต (substrate specificity) และ จ าแนกตามความเหมือนของ
ล าดบันิวคลีโอไทด ์(nucleotide sequence identity, NSI) (Henrissat, Bairoch, 1996) 

1. การจ าแนกตามความจ าเพาะกับซับสเตรต (substrate specificity) การจ าแนก
เอนไซมใ์นลกัษณะน้ีจะจ าแนกออกตามความจ าเพาะกบัซบัสเตรต 3 ชนิดคือ 

1.1 aryl β-glucosidases เอนไซม์ชนิดน้ีจะมีความจ าเพาะกบัซับสเตรตท่ี
เรียกวา่ อลัลิล-กลูโคไซต ์(aryl-glucosidase) 

1.2 เซลโลไบเอส (cellobiase) เอนไซมช์นิดน้ีจะมีความจ าเพาะกบัซบัสเตรต
ท่ีเรียกว่า เซลโลไบโอส (cellobiose) การท างานของเอนไซม์ชนิดน้ีจะอาศยัน ้ าเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
(hydrolyze) เพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นน ้าตาลกลูโคส 

1.3 เอนไซม์ท่ีมีความจ าเพาะกับซับสเตรตหลายชนิด เอนไซม์กลุ่มน้ีจะมี
ความจ าเพาะกบัซบัสเตรตไดม้ากกวา่ 1 ชนิด 

2. การจ าแนกตามความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide sequence 
identity, NSI) ในตอนแรกเอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสถูกจดัจ าแนกออกเป็น 2 ชนิด คือ Type I และ 
Type II (Beguin, 1990) แต่ Rojas et al. (1995) กล่าววา่ เอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสแบ่งออกเป็น 2 
subfamilies คือ subfamily A (BGA) และ subfamily B (BGB) แต่วธีิท่ีไดรั้บการยอมรับมากท่ีสุดใน
ปัจจุบัน คือการจัดจ าแนกโดยอาศัยความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยการศึกษาของ 
Henrissat, Bairoch (1996) ได้จดัจ าแนกโดยอาศยัความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์และการ
รวมตวั (folding) ของส่วนท่ีไม่ชอบน ้า (hydrophobic cluster analysis, HCA) ของเอนไซมน้ี์ ซ่ึงเป็น
ส่วนท่ีแสดงใหเ้ห็นถึงความเหมือนกนัในโครงสร้างของเอนไซม ์นอกจากนั้นยงัรวมถึงกรดอะมิโน
บริเวณต าแหน่งอนุรักษ์ (conserved amino acid) ท่ีอยู่ใกลบ้ริเวณเร่งปฏิกิริยา (active site) ของ
เอนไซมด์ว้ย 

2.4    คุณลักษณะของเอนไซม์ลูกผสมบีตากลูโคซิเดส (recombinant β-glucosidase) จาก
ส่ิงมีชีวติชนิดต่างๆ 

เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสจากส่ิงมีชีวิตหลายๆ ชนิด เช่น แบคทีเรีย ยีสต ์รา พืช และสัตว ์
มกัจะถูกโคลนและแสดงออกทั้งในโปรแคริโอต เช่น แบคทีเรีย E. coli และยแูคริโอต เช่น ยีสต ์    
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S. cerevisiae และ Pichia pastoris และราเส้นใย (filamentous fungi) ซ่ึงการโคลนยีนสามารถโคลน
ไดโ้ดยการท าหอ้งสมุดดีเอน็เอ (genomic DNA libraly) และคดัเลือกโคลนท่ีไดรั้บพลาสมิดลูกผสม
ดว้ยการคดัเลือกเบ้ืองตน้ เช่น  

1) การคดัเลือกโดยใช้ 5-โบรโม-4-คลอโร-3-อินโดลิล-บีตา-ดี-กาแลคโตไพราโนไซต ์          
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucopyranoside, X-gal) ซ่ึงเป็นซับสเตรตสังเคราะห์ (artificial 
substrate) ซ่ึงเม่ือเกิดการแสดงออกของยีนท่ีก าหนดการสร้างเอนไซม์บีตากาแลคโตซิเดส              
(β-galactosidase) หรือเรียกว่า lac Z gene ท่ีมีต าแหน่งบนเวคเตอร์ ท าให้เกิดการท างานของ
เอนไซม์ดงักล่าวในการย่อย X-gal ท าให้เกิดเป็นสีฟ้าของ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl (X) ใน
โคโลนีท่ีได้รับพลาสมิดเปล่า ส่วนโคโลนีท่ีได้รับพลาสมิดลูกผสมจะเกิดเป็นโคโลนีสีขาว 
เน่ืองจากเกิดการแทรกของยนีท่ีสนใจบริเวณ lac Z gene ท าใหไ้ม่เกิดการแสดงออกของยีนดงักล่าว
และไม่เกิดการยอ่ย X-gal โคโลนีจึงมีสีขาว 

2) การคดัเลือกโดยใช้ 4-เมทิล อมัเบลลิเฟอริล บีตา-ดี-กลูโคไพราโนไซต์ (4-methyl 
umbelliferyl β-D-glucopyranoside, MUG) ซ่ึงเม่ือเกิด ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ของ
เอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสจะปลดปล่อย 4-methyl umbelliferone เม่ือตรวจสอบภายใตแ้สงยวูี (UV) 
จะเกิดการเรืองแสงของผลิตภณัฑท่ี์ถูกปลอดปล่อย 

3) การคดัเลือกโดยใช ้พารา-ไนโตรฟีนิล บีตา-ดี-กลูโคไพราโนไซต์ (p-nitrophenyl β-D-
glucopyranoside, pNPG) ซ่ึงเป็นซับสเตรตสังเคราะห์ เม่ือเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส จะเกิดการ
ปลดปล่อยสารพาราไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol, pNP) ซ่ึงเป็นสารท่ีมีสีเหลืองรอบๆ โคโลนี 

ตวัอย่างคุณสมบติัต่างๆ ของเอนไซมลู์กผสมบีตากลูโคซิเดสจาก แบคทีเรีย รา ยีสต ์พืช 
และความจ าเพาะต่อซับสเตรตท่ีแตกต่างกนัแสดงดงัตารางท่ี 3 จะเห็นว่าคุณสมบติัของเอนไซม์
ลูกผสมจากส่ิงมีชีวติท่ีแตกต่างกนัจะมีความแตกต่างกนัมาก รวมทั้งยงัมีความแตกต่างกบัเอนไซมท่ี์
พบในส่ิงมีชีวิตปกติอีกด้วย เช่น เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสลูกผสมท่ีพบในแบคทีเรียส่วนใหญ่มี
โปรตีนมีน ้ าหนักโมเลกุลค่อนข้างต ่า (low-molecular-weight proteins) พบท่ีบริเวณของเหลว
ภายในเซลล์แบคทีเรีย (cytosol) เรียกวา่ เอนไซมภ์ายในเซลล์ (intracellular enzyme) อยา่งไรก็ตาม
เอนไซมลู์กผสมจาก Ruminococcus sp. (Takano et al., 1992) พบวา่เป็นเอนไซม์ท่ีพบภายนอก
เซลล์ เรียกว่า extracellular enzyme แต่โปรตีนลูกผสมจาก Pyrococcus horikoshii (Bgl) ท่ี
แสดงออกใน E. coli พบโปรตีนชนิดน้ีท่ีบริเวณเยื่อหุ้มเมมเบรน (membrane bound) ของเซลล ์
(ตารางท่ี 3ก)  

ปัจจุบนัเป็นท่ีทราบกันดีว่าเช้ือราเป็นเช้ือเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสไดดี้ แต่รายงานการวจิยัเก่ียวกบัการโคลนยีนชนิดน้ียงัมีอยูน่อ้ย เน่ืองจากมี
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ความซบัซ้อนของการเกิดกระบวนการไกลโคซิเลชัน่ (glycoslylation) ของโปรตีน และยงัพบส่วน
ของอินทรอน (intron) ในยีนโครงสร้าง (structural gene) ของเช้ือราดว้ย การศึกษาการโคลนยีน
ชนิดน้ีจากเช้ือราใน E. coli และแสดงออกในระบบของพวกยแูคริโอต เช่น Trichoderma reesei 
(Barnett et al., 1991) Aspergillus sp. (Takashima et al., 1999) S. cerevisiae (Dan et al., 2000)       
P. pastoris (Dan et al., 2000; Hong et al., 2007) ซ่ึงส่วนใหญ่ระบบการแสดงออกในยแูคริโอตจะ
ไดโ้ปรตีนลูกผสม (recombinant protein) ออกมาภายนอกเซลล์ แต่มีบางกรณี เช่น การแสดงออก
ของโปรตีน BglA จาก A. kawachii จะพบโปรตีนลูกผสมบริเวณช่องว่างระหว่างเยื่อหุ้มเซลล ์
(periplasmic space) ของ S. cerevisiae (Iwashita et al., 1999) (ตารางท่ี 3ข) 

เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสจากยีสต์มกัจะศึกษาการแสดงออกในระบบของส่ิงมีชีวิตพวก              
ยแูคริโอต เช่น S. cerevisiae P. pastoris หรือ Candida sp. ยกเวน้ bglu จาก C. wickerhamii และ           
P. etchellsii ท่ีศึกษาการแสดงออกใน E. coli ซ่ึงเป็นส่ิงมีชีวิตพวกโปรแคริโอต (Skory, Freer, 
1995; Pandey, Mishra, 1995; Sethi et al., 2002) โดยทัว่ไปการแสดงออกของเอนไซมใ์น E. coli จะ
พบโปรตีนลูกผสมภายในเซลล์ เช่น BglI จาก P. etchellsii (Pandey, Mishra, 1995) หรือบริเวณ
ช่องวา่งระหวา่งเยื่อหุ้มเซลล์ เช่น BglII จาก P. etchellsii (Sethi et al., 2002) อยา่งไรก็ตาม โปรตีน
ลูกผสม BGL1 และ BGL2 จาก Saccharomycopsis fibuligera ท่ีโคลนใน S. cerevisiae สร้าง
โปรตีนลูกผสมทั้ง 2 ชนิดอยูภ่ายนอกเซลลใ์นอาหารเล้ียงเช้ือ (Machida et al., 1988) (ตารางท่ี 3ค) 

เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสท่ีพบในพืชมี 2 ชนิด คือ β-D-glucosidases และ β-S-
glucosidases (Myrosinase) แต่การโคลนยนีท่ีสร้างเอนไซมช์นิดน้ีในพืชยงัมีไม่มากนกั ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 3ง 
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ตารางที ่3 คุณสมบติัของเอนไซมลู์กผสมบีตากลูโคซิเดสจากส่ิงมีชีวติชนิดต่างๆ 
ก. แบคทีเรีย 
แหล่งของยีน bglu a เซลล์เจ้าบ้าน ต าแหน่งที่

พบเอนไซม์ 
น ้าหนักโมเลกุล 

(kDa)/ 
จ านวน 
subunit 

พเีอชที่
เหมาะสม 

อุณหภูมิท่ี
เหมาะสม 

ความจ าเพาะกบั 
ซับสเตรต 

จลนพลศาสตร์ การจัด
หมวดหมู่ 

อ้างองิ 

Agrobacterium 
tumefaciens cbg 1 

E. coli Intracellular 88 (1) - - Coniferin - Family 3 Castle et al., 
1992 

Bacillus sp. bglA, 
bglB 

E. coli Intracellular Bgl A-50/(1) 
Bgl B-82/(1) 

Bgl A-6.0 
Bgl B-8.0 

Bgl A-45 
Bgl B-40 

Bgl A-pNPG, 
cellobiose, gellan, 
trisaccharide 
Bgl B-pNPG 

- Bgl A-
Family 1 
Bgl B-

Family 3 

Hashimoto et 
al., 1998 

Bacillus circulans sub 
sp. alkalophilus bglA 

E. coli Intracellular 51.3/(3) - 55 on 
pNPG, 50 

on 
cellobise 

Cellobiose, pNPG, 
lactose 

- Family 1 Paavilainen et 
al., 1993 

Bacillus polymyxa 
bglA 
bglB 

E. coli 
S. cerevisiae 

E. coli 

Intracellular 50/(1) 
 

51.5/(1) 

- 
 
- 

- 
 
- 

pNPG, cellobiose Km pNPG- 0.6 mM, 
cellobiose- 13 mM 

- 

Family 1 
 

Family 1 

Painbeni et al., 
1992 
Gonzalez-
Candelas et al., 
1990 

a หมายถึงสัญลกัษณ์แทนยนีบีตากลูโคซิเดสในการศึกษาคร้ังน้ี 

16 
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ตารางที ่3 คุณสมบติัของเอนไซมลู์กผสมบีตากลูโคซิเดสจากส่ิงมีชีวติชนิดต่างๆ (ต่อ) 
ก. แบคทีเรีย  
แหล่งของยีน bglu a เซลล์เจ้าบ้าน ต าแหน่งที่

พบเอนไซม์ 
น ้าหนักโมเลกุล 
(kDa)/ จ านวน 

subunit 

พเีอชที่
เหมาะสม 

อุณหภูมิท่ี
เหมาะสม 

ความจ าเพาะกบั 
ซับสเตรต 

จลนพลศาสตร์ การจัด
หมวดหมู่ 

อ้างองิ 

Closteridium 
thermocellum- bglA 

E. coli - 51.4/(1) - - pNPG, pNPX, 
cellobiose 

- Family 1 Graebnitz et 
al., 1991 

Microspora biospora- 
bglB 

E. coli Intracellular 52/(1) 6.5 60 Cellobiose, aryl-
glucoside 

- - Wright et al., 
1992 

Pyrococcus 
horikosshii 

E. coli Membrane 
bound 

35/(4) 6.0 100 Laminaribiose, 
cellobiose, 
gentiobiose, alkyl-
glucosides 

Km pNPG-0.35 mM; 
octyl-glucoside-0.2 
mM; dodecyl-
glucoside-0.03 mM 

Family 1 Matsui et al., 
2000 

Ruminococcus albus 
bgl 

E. coli Extracellular 114 6.5 30 Cellobiose, pNPG, 
cellodextrins 

Km pNPG- 2.4 mM, 
on cellobiose- 96 
mM 

Family 3 Takano et al., 
1992 

a หมายถึงสัญลกัษณ์แทนยนีบีตากลูโคซิเดสในการศึกษาคร้ังน้ี 
 
 
 
 

17 
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ตารางที ่3 คุณสมบติัของเอนไซมลู์กผสมบีตากลูโคซิเดสจากส่ิงมีชีวติชนิดต่างๆ (ต่อ) 
ข. รา 
แหล่งของยีน bglu a เซลล์เจ้าบ้าน ต าแหน่งที่

พบเอนไซม์ 
น ้าหนักโมเลกุล 
(kDa)/ จ านวน 

subunit 

พเีอชที่
เหมาะสม 

อุณหภูมิท่ี
เหมาะสม 

ความจ าเพาะกบั 
ซับสเตรต 

จลนพลศาสตร์ การจัด
หมวดหมู่ 

อ้างองิ 

Aspergillus niger P. pastoris Extracellular 90 5.0 50 cellobiose - - Mekoo et al., 
2010 

Aspergillus niger 
bglI 

S. cerevisiae 
P. pastoris 

Extracellular 92 - 
pH stable 

2-9 

- Monoterpenyl 
glucosides 

- Family 1 Dan et al., 
2000 

Aspergillus kawachii 
bglA 

S. cerevisiae 
A. kawachii 

Periplasmic 
space in 
recombinant   
S. cerevisiae 

120 - <30 - - Family 3 Iwashita et al., 
1999 

Thermoascus 
aurantiacus 

P. pastoris Extracellular - 5 70 pNP-Glc, pNP-
cellobiose, 

Cellobiose, Cello-
oligosaccharides 

- Family 3 Hong et al., 
2007 

Trichoderma reesei 
bglI 

T. reesei Extracellular 75.3 - - - - Family 3 Barnett et al., 
1991 

a หมายถึงสัญลกัษณ์แทนยนีบีตากลูโคซิเดสในการศึกษาคร้ังน้ี 
 18 
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ตารางที ่3 คุณสมบติัของเอนไซมลู์กผสมบีตากลูโคซิเดสจากส่ิงมีชีวติชนิดต่างๆ (ต่อ) 
ค. ยสีต ์
แหล่งของยนี bglu a เซลล์เจ้าบ้าน ต าแหน่งที่

พบเอนไซม์ 
น ้าหนักโมเลกุล 
(kDa)/ จ านวน 

subunit 

พเีอชที่
เหมาะสม 

อุณหภูมิที่
เหมาะสม 

ความจ าเพาะกบั 
ซับสเตรต 

จลนพลศาสตร์ การจัด
หมวดหมู่ 

อ้างองิ 

Candida molischiana Candida sp. - 83.3/(3) - - - - Family 3 Janbon et al., 
1995 

C. pelliculosa S. cerevisiae Periplasmic 
space 

90/(4) 6.5 50 pNPG, cellobiose Km  pNPG-0.5 mM, 
cellobiose- 37 mM  

- Kohchi,  
Toe-h, 1985 

C. wickerhamii bglA 
และ bglB 

E. coli - - BglA-4.5 50 pNPG 
cellodextrin 

- Family 3 Skory, Freer 
1995 

Kluyveromyces fragilis 
bglI 

S. cerevisiae Intracellular 90/(4) 6.0 55 Cellobiose, pNPG, 
arbutin, salicin, 
methylglucoside 

Km pNPG-0.52 mM, 
salicin-2.9 mM, 
cellobiose-79.0 mM 

Family 3 Leclerc et al., 
1987 

Pichia etchellsii E. coli Intracellular 50/(4) 6.5-7.0 50 on 
pNPG, 37 
cellobiose 

Cellobiose, pNPG, 
sorpharose, lactose, 

sucrose 

Km on pNPG-0.88 
mM, cellobiose- 200 
mM 

- Pandey, 
Mishra, 1997 

Saccharomycopsis 
fibuligera bgl1, bgl2 

S. cerevisiae Extracellular BGL1-96.2/(2) 
BGL2-96.7/(2) 

5-6 40-50 pNPG, cellobiose, 
gentiobiose, 

methylglucoside 

- BGL1-
Family 3 
BGL2-

Family 3 

Machida et al., 
1988 

a หมายถึงสัญลกัษณ์แทนยนีบีตากลูโคซิเดสในการศึกษาคร้ังน้ี 
 19 
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ตารางที ่3 คุณสมบติัของเอนไซมลู์กผสมบีตากลูโคซิเดสจากส่ิงมีชีวติชนิดต่างๆ (ต่อ) 
ง. พืช 
แหล่งของยีน bglu a เซลล์เจ้าบ้าน ต าแหน่งที่

พบเอนไซม์ 
น ้าหนักโมเลกุล 
(kDa)/ จ านวน 

subunit 

พเีอชที่
เหมาะสม 

อุณหภูมิท่ี
เหมาะสม 

ความจ าเพาะกบั 
ซับสเตรต 

จลนพลศาสตร์ การจัด
หมวดหมู่ 

อ้างองิ 

Barley bgq60 E. coli - 60 4.25-6.5 60 Cellobiose, pNPG, 
laminaribiose, 
cellodextrins 

Km for cellobiose-
4.5 mM 

Family 1 Leah et al., 
1995 

Catharanthus roseus 
Strictosidine bgl 

S. cerevisiae - 63 - - - - Family 1 Geerlings et 
al., 2000 

Costus sp. bgl E. coli Intracellular 61.8 - - Furastanol - Family 1 Inoue et al., 
1996 

Maize isozyme glu1 
 
glu2 

E. coli Intracellular 60/(2) - - pNPG hydroxamic 
acid glucoside 

Km pNPG 
Glu1-0.41 mM 
Glu2-0.84 mM 

Glu1-
Family1 
Glu2-
Family1 

Cicek, Esen, 
1999 

a หมายถึงสัญลกัษณ์แทนยนีบีตากลูโคซิเดสในการศึกษาคร้ังน้ี 
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3. งานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 
3.1 งานวจัิยทีเ่กีย่วข้องกบัการผลติเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสและการใช้เพิม่กลิน่หอมในไวน์ 

Janbon et al. (1994) ไดค้ดัเลือกยีสต ์Candida molischiana 35M5N สายพนัธ์ุกลายท่ีผลิต
เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสได้ในปริมาณมาก โดยเพาะเล้ียงในอาหารท่ีใช้กลูโคสเป็นแหล่ง       
คาร์บอน เม่ือทดสอบคุณสมบติัของเอนไซมพ์บวา่สามารถเร่งปฏิกิริยาไดท่ี้พีเอช 3.5 และเอทานอล
สามารถกระตุน้ให้กิจกรรมของเอนไซมเ์พิ่มข้ึน จากนั้น Gueguen et al. (1997) ไดศึ้กษาการ        
เพิ่มกล่ินหอมของไวน์ท่ีหมกัจากองุ่นสายพนัธ์ุมสัแคท (Muscat) ดว้ยเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสจาก                       
C. molischiana 35M5N พบปริมาณของนีโรล จีราไนออล เบนซิลแอลกอฮอล์ (benzylalcohol)      
2-ฟีนีลเอทานอล (2-phenylethanol), เทอร์พีน และ ไลนาลูล เพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัไวน์ท่ีไม่ได้
เติมเอนไซม์ดงักล่าว ซ่ึงเอนไซมท่ี์ผลิตจากยีสตบ์างสายพนัธ์ุมีคุณสมบติัเหมาะสมต่อการน าไปใช้
ในการเพิ่มกล่ินในไวน์และไวน์ผลไมไ้ด ้

Hernandez et al. (2003) ไดศึ้กษากิจกรรมของเอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสท่ีแสดงออกใน        
S. cerevisiae โดยวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมใ์นอาหารหลายชนิด และหลายสภาวะการทดลอง 
พบว่า เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสมีกิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเม่ือเพาะเล้ียงยีสต์ในอาหาร Yeast 
Extract Peptone แต่ถ้าเพาะเล้ียงยีสต์ในน ้ าองุ่นในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน พบว่า กิจกรรมของ
เอนไซม์ลดลง 25 เปอร์เซ็นต์ อย่างไรก็ตามสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม ์               
บีตากลูโคซิเดส คือ pH 4.0 และท่ีอุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส ซ่ึงจากผลการทดลองแสดงให้เห็น
วา่เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสสามารถท างานไดใ้นกระบวนการผลิตไวน์ ถึงแมว้า่สภาวะท่ีเหมาะสม
จะมีความแตกต่างกนั 
 Spagna et al. (2002) ไดศึ้กษาคุณสมบติัของเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส จากยีสต ์P. anomala 
ท่ีคดัแยกไดจ้าก Sicilian musts และไวน์ ซ่ึงพบวา่ P. anomala ไม่เพียงผลิตเอนไซมบี์ตากลูโคซิเดส
ในปริมาณสูงได้เท่านั้น ยงัสามารถผลิตเอนไซม์อะราบิโนซิเดส (arabinosidase) ได้อีกด้วย ซ่ึง
เอนไซม์ทั้ง 2 ชนิด สามารถน ามาใช้ในการเพิ่มกล่ินหอมของไวน์ และสามารถท างานได้ดีท่ี
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และยงัทนต่อการยบัย ั้งของเอทานอลประมาณ 12-14 เปอร์เซ็นต ์
คณะผูว้ิจ ัยสรุปว่าเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสน้ีเป็นเอนไซม์ท่ีมีความเหมาะสมในการผลิตไวน์
โดยเฉพาะอย่างยิ่งถา้มีเอนไซมอ์ะราบิโนซิเดสร่วมดว้ยจะท าให้มีการปลดปล่อยสารเทอร์พีนอล 
(terpenols) ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพท าใหก้ล่ินหอมในไวน์เพิ่มข้ึน 
 Rodriguez et al. (2004) ไดค้ดัเลือกยีสต์จาก Comahue region (Argentinean North 
Patagonia) ท่ีมีศกัยภาพในการผลิตเอนไซมไ์กลโคซิเดส เพื่อใชใ้นอุตสาหกรรมการผลิตไวน์แดง 
(Patagonian red wines) พบว่ายีสตท่ี์มีศกัยภาพในการเพิ่มกล่ินหอมในไวน์แดงเป็นยีสต์ในกลุ่ม 
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Saccharomyces และ Non-Saccharomyces และยีสต์ทั้ง 12 ไอโซเลตท่ีคดัแยกได้มีคุณสมบติัของ
เอนไซม์ไกลโคซิเดสท่ีผลิตไดต่้างกนั และพบยีสต์ 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Candida guilliermondii,                     
C. pulcherrima, Kloeckera apiculata ท่ีพบกิจกรรมของเอนไซมบี์ตากลูโคซิเดสไดใ้นปริมาณสูง 
 Swangkeaw et al. (2006, 2008, 2009b) ไดค้ดัแยกยีสตจ์  านวน 762 ไอโซเลต จากองุ่นและ
ผลไมช้นิดต่างๆ ท่ีปลูกในประเทศไทยและมีศกัยภาพในการผลิตไวน์ จ านวน 40 ตวัอยา่ง ไดย้ีสต์
จ  านวน 39 ไอโซเลต ท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสเม่ือเล้ียงยีสต์ใน
อาหารเหลว จากนั้นศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสจากยีสต์สายพนัธ์ุ P. anomala 
MDD24 ซ่ึงเป็นยีสต์ท่ีคัดแยกได้จากองุ่น พบว่าสามารถผลิตเอนไซม์น้ีได้ดีในสภาวะท่ีมี             
เซลโลไบโอส 1.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) และเม่ือทดสอบคุณสมบติัของเอนไซม ์พบว่าในสภาวะท่ีมี     
เอทานอลเขม้ขน้ 4 ถึง 20 เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตร สามารถกระตุน้ให้กิจกรรมของเอนไซมเ์พิ่มข้ึน
และทนต่อการยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมโ์ดยฟรุคโตสและซูโครส ซ่ึงคณะผูว้ิจยัสรุปวา่เอนไซม์
ดงักล่าวมีศกัยภาพในการน าไปประยกุตใ์ชเ้พิ่มกล่ินหอมของไวน์ 
 Swangkeaw et al. (2011) ไดศึ้กษาคุณสมบติัของเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสจากยีสต์ 2       
สายพนัธ์ุ คือ Hansenniaspora sp. BC9 และ P. anomala MDD24 ท่ีมีศกัยภาพในการเพิ่มกล่ินหอม
ในน ้ าผลไมแ้ละไวน์ พบว่าน ้ าตาลไม่มีผลยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสท่ีผลิตจาก 
Hansenniaspora sp. BC9 แต่เอทานอลยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ ในกรณีของ P. anomala 
MDD24 พบว่า เอทานอลสามารถกระตุน้การท างานของเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส แต่จะถูกยบัย ั้ง
โดยน ้ าตาลกลูโคส โดยเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสท่ีผลิตจากยีสต์ 2 สายพนัธ์ุดงักล่าวสามารถเพิ่ม
ความเขม้ขน้สารประกอบอินทรียท่ี์ระเหยได้ทั้งในน ้ าผลไมแ้ละไวน์ จากผลการวิจยัน้ีสามารถ
น าไปประยุกต์ใช้เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุดในกระบวนการหมักไวน์ โดยเอนไซม์จาก 
Hansenniaspora sp. BC9 เหมาะท่ีจะน าไปใช้ในขั้นตอนก่อนกระบวนการหมกัแอลกอฮอล ์      
ส่วนเอนไซม์จาก P. anomala MDD24 เหมาะท่ีจะน าไปใช้ในขั้นตอนหลงักระบวนการหมกั
แอลกอฮอล ์ 

González-Pombo et al. (2011) ได้ศึกษาและท าเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสจากยีสต ์
Issatchenkia terricola ให้บริสุทธ์ิซ่ึงถูกผลิตแลว้ส่งออกมานอกเซลล์และสามารถทนต่อสภาวะใน
กระบวนการผลิตไวน์ (พีเอชต ่า ความเข้มข้นของน ้ าตาลและเอทานอลสูง) ซ่ึงพบว่าเอนไซม์
สามารถทนต่อความเขม้ขน้ของน ้ าตาล 100 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของเอทานอล 18 เปอร์เซ็นต ์
เมทาไบซลัไฟต ์(metabisulfite) ความเขม้ขน้ 60 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีความคงตวัท่ีพีเอชมากกวา่ 
3 และยงัพบวา่การตรึงเอนไซมบ์น Eupergit C จะช่วยเพิ่มความคงตวัของเอนไซมใ์นกระบวนการ
ผลิตไวน์ขาวไดม้ากกว่า 16 วนั จากการวิเคราะห์สารประกอบท่ีระเหยไดด้ว้ยวิธี GC–MS พบว่า 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359511310002813
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สามารถเพิ่มปริมาณโมโนเทอร์พีน และ โนริโซพรีนอยด์ (norisoprenoids) ได ้ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า
เอนไซมต์รึงสามารถเพิ่มกล่ินหอมในไวน์ได ้
 Wanapu et al. (2012) ไดศึ้กษายีสตท่ี์มีคุณสมบติัในการสร้างเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสเพื่อ
ใชใ้นการเพิ่มกล่ินหอมในไวน์ทั้งหมด 17 สายพนัธ์ุ พบวา่ ยีสตส์ายพนัธ์ุ 71B-1122 มีกิจกรรมของ
เอนไซม์บีตากลูโคซิเดสสูงสุด และน าเอนไซม์บริสุทธ์ิไปใช้ก่อนกระบวนการผลิตไวน์ จากนั้น
วิเคราะห์สารประกอบท่ีระเหย (aroma compounds) ดว้ยวิธี headspace-SPME/GC-MS พบปริมาณ 
เฮกซิลอะซิเตท (hexyl acetate) ไลนาลูล ฟีนเอทิล (phenethyl) นีโรล และสารประกอบจีราไนออล 
(geraniol cpmpound) เพิ่มข้ึนหลงัจากใชเ้อนไซมด์งักล่าว เม่ือทดสอบประสาทสัมผสัพบวา่เม่ือใช้
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิเติมในน ้าองุ่นท่ีใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตไวน์ท าใหเ้กิดกล่ินหอมของไวน์มากขั้น  
 3.2 งานวจัิยทีเ่กีย่วข้องกบัการโคลนยนีบีตากลูโคซิเดสจากยสีต์ 
 Kohchi, Toh-e (1985) ไดโ้คลนยนีบีตากลูโคซิเดสจากยีสต ์C. pelliculosa แลว้ส่งถ่ายเขา้สู่ 
S. cerevisiae DC5 พบวา่ไดย้ีนมีความยาวของล าดบันิวคลีโอไทด์ 5327 คู่เบส สามารถแปลเป็น
กรดอะมิโนได้ 3 เฟรม (frame) ท่ีมีความยาวของกรดอะมิโน 65, 825 และ 412 กรดอะมิโน 
ตามล าดบั แต่พบวา่เฟรมท่ี 2 ท่ีมีกรดอะมิโน 825 กรดอะมิโนเท่านั้นท่ีสามารถแปลเป็นเอนไซม ์    
บีตากลูโคซิเดสท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุล 90 กิโลดาลตนั 
 Raynal et al. (1987) ไดโ้คลนยนีบีตากลูโคซิเดสจาก Kluyveromyces fragilis พบวา่ไดย้ีนท่ี
มีความยาว 2535 คู่เบส แปลเป็นกรดอะมิโนได ้845 กรดอะมิโน จากนั้นศึกษาการแสดงออกของ
ยีนใน S. cerevisiae ไดโ้ปรตีนลูกผสมท่ีมีขนาด 90 กิโลดาลตนั เม่ือเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโน
พบวา่มีความเหมือนกบับีตากลูโคซิเดส จาก Aspergillus wentii มากท่ีสุด และมีกลไกการท างาน
ของเอนไซมท่ี์เหมือนกบัเอนไซมใ์นกลุ่มไกลโคไลติก (glycolytic enzyme) 
 Machida et al. (1988) ไดโ้คลนยีนบีตากลูโคซิเดสจาก Saccharomycopsis fibuligera โดย
ใชดี้เอ็นเอเป็นแม่แบบ (template) พบวา่ไดย้ีนท่ีสามารถผลิตเอนไซมด์งักล่าวได ้2 ยีน คือ BGL1 
และ BGL2 และแปลเป็นกรดอะมิโนได ้876 และ 880 กรดอะมิโน ตามล าดบั จากนั้นส่งผา่นเขา้สู่
เซลล์ยีสต์ S. cerevesiae แลว้น าผลผลิตจากยีนดงักล่าวมาท าให้บริสุทธ์ิ พบวา่ ไดโ้ปรตีน BGLI 
และ BGLII ท่ีมีขนาด 220 และ 200 กิโลดาลตนั ตามล าดบั แต่เม่ือน ามาศึกษาคุณสมบติัของ
เอนไซมบี์ตากลูโคซิเดส พบวา่ เอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกนั ยกเวน้ความจ าเพาะใน             
การยอ่ยซบัสเตรต (substrate specificity) พบวา่โปรตีน BGLI เท่านั้นท่ีสามารถใชเ้ซลโลไบโอส
เป็นซบัสเตรตได ้
 Janbon et al. (1995) ไดโ้คลนยีนบีตากลูโคซิเดส (bgln) จาก cosmid library ของยีสต ์      
C. molischiana 35M5N แลว้ส่งผา่นเขา้สู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ NM 554 ได ้bgln ท่ีมี
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ความยาว 2289 คู่เบส ซ่ึงแปลเป็นกรดอะมิโนได ้763 กรดอะมิโน มีขนาดรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
83.3 กิโลดาลตนั เม่ือน าไปเปรียบเทียบกบัโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ในฐานขอ้มูล พบวา่ เป็นโปรตีนท่ีอยู่
ใน glycosyl hydrolase family 3 (GH3) 
 Pandey, Mishra (1995, 1997) ไดโ้คลนยีนบีตากลูโคซิเดสจากยีสต์ทนร้อน (thermophilic 
yeast) Pichia etchellsii พบวา่ สามารถโคลนยีนบีตากลูโคซิเดส (βglu) ในพลาสมิด pUC19 ไดย้ีน
ท่ีมีขนาด 4.8 กิโลเบส จากนั้นยา้ยโคลนเขา้สู่พลาสมิด pBG55 แลว้ส่งเขา้สู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli 
เพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม จากนั้นศึกษาคุณสมบติัของโปรตีนลูกผสม โดยการท า
ให้บริสุทธ์ิและวิเคราะห์ด้วย PAGE-Zymogram พบว่า โปรตีนท่ีได้มีขนาด 200 กิโลดาลตนั 
ประกอบไปดว้ย 4 หน่วยย่อย (subunit) มีขนาดหน่วยละ 50 กิโลดาลตนั เรียกว่า เตตระเมอร์ 
(Tetramer) เม่ือน าโปรตีนลูกผสมดังกล่าวมาทดสอบความจ าเพาะกับซับสเตรต (substrate 
specificity) พบว่า  เอนไซม์ลูกผสมน้ีมีความจ าเพาะกบัซับสเตรตสังเคราะห์ p-nitrophenyl-β-D-
glucopyranoside (pNPG) ซ่ึงพบกิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดท่ี 62 U/l และสามารถทนอุณหภูมิได้
สูงถึง 50 องศาเซลเซียส 
 Quatrini et al. (2008) ได้หาล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีก าหนดการสร้างเอนไซม์บีตา                
กลูโคซิเดสจาก P. anomala ALL12, Hanseniaspora uvarum Y8 และ S. cerevisiae AL41 โดยการ
ออกแบบไพรเมอร์จากการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนจากยีสต์ 4 ชนิด จากนั้นเพิ่มปริมาณยีน
ดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) ซ่ึงขนาดผลิตภณัฑ์ (PCR 
product) ท่ีคาดหวงัมีขนาด 200 คู่เบส แต่จากการศึกษาพบความยาวของล าดบันิวคลีโอไทด์จาก 
ALL12, Y8 และ AL41 คือ 179, 178 และ 216 คู่เบส ตามล าดบั และเป็นคร้ังแรกท่ีพบความ
คลา้ยคลึง (homology) ของยนีดงักล่าวจาก Hanseniaspora uvarum Y8 และ S. cerevisiae AL41 


