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 การศึกษา Acrophialophora sp. โดยเปรียบเทียบความสามารถการผลิตเซลลูเลสของ
สายพันธุกลาย (UV10-2) ที่ไดมีการศึกษามากอนกับสายพันธุดั้งเดิม ทําการเลี้ยงเชื้อราในอาหาร
สูตร production (pH เร่ิมตน 5.0) ที่มีแอลฟา-เซลลูโลสเปนแหลงคารบอน เปนเวลา 15 วัน ที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พบวาสายพันธุกลายใหคาแอคติวิตีเซลลูเลส (เอกโซกลูคาเนส 0.466 
U/ml เอนโดกลูคาเนส  2.761 U/ml และเบตา-กลูโคซิเดส  0.051 U/ml) สูงกวาสายพันธุด้ังเดิม 
เอนไซมอยางหยาบจากสายพันธุกลายมี อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางาน คือ 60 องศาเซลเซียส 
และ pH ที่เหมาะสมคือ 5.0 การทําใหบริสุทธิ์บางสวนของเอนไซมอยางหยาบ (จากสายพันธุ
กลาย) ดวยการผานอัลตราฟลเทรชัน การตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต (ความเขมขนอิ่มตัว 50-
70 เปอรเซ็นต) แลวนําไปทําโครมาโทกราฟแบบคอลัมนดวย Hitrap DEAE Sepharose และ 
Sepharyl-S-200 HR สามารถแยกเอนโดกลูคาเนส 2 ชนิด (Endo I และ Endo II) เอนไซมมีความ
บริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 13.93 เทา (Endo I) และ 13.41 เทา (Endo II) การตรวจสอบแอคติวิตีในเอสดีเอส
พอลิอะคริลาไมดเจลที่มี carboxymethylcellulose (CMC) พบวามีแถบ CMCase ทั้งหมด 2 
แถบ ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 และ 60 กิโลดาลตัน ในขณะที่ขนาดของเอนไซมเทากับ 60 
กิโลดาลตัน  และ 43 กิโลดาลตัน ตามลําดับ ดวยวิธีเจลฟลเทรชั่นโครมาโทกราฟโดยใชคอลัมน 
Sephacryl-S-200 HR เอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวนทํางานไดดีในภาวะเดียวกับเอนไซมอยางหยาบ 
โดยเอนไซมคอนขางเสถียรในชวง pH 4.0-8.0 (เปนเวลา 2 วัน) และที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส
(เปนเวลา 105 นาที) เอนไซมสามารถยอยสลาย CMC ไซแลน กระดาษกรอง Avicel และแอลฟา-
เซลลูโลส ไดดีตามลําดับ แตไมยอยสลายเซลโลไบโอส D(-) salicin  และ  p-NPG  เอนไซมจะถูก
ยับยั้งดวย Mn2+มีผลยับยั้งมากที่สุด รองลงมาคือ Hg2+  สวนไอออน  Cu2+ กระตุนแอกติวิตีของ
เอนไซม  
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
เซลลูโลสเปนสวนประกอบหลักของผนังเซลลพืช และเปนสารประกอบอินทรียที่มีมาก

ที่สุดในโลก (Fogarty, 1983) ในแตละปจะพบวามีเซลลโูลสจากพืชประมาณ 1015 กโิลกรัม (Anne 
และคณะ, 1996) เซลลูโลสเปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลโูคสเชื่อมตอดวยพนัธะบีตา-1, 4-ไกลโคซิ
ดิก (β-1, 4-glycosidic) เปนสายโซตรง พบในปริมาณ 30-50 เปอรเซ็นต ของน้ําหนกัแหง การ
ยอยสลายเซลลูโลสอยางสมบูรณจะมีผลิตภัณฑที่เกิดขึน้เพียงชนิดเดยีวคือ กลโูคส แตถาการยอย
สลายเกิดไมสมบูรณผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจะประกอบดวย กลูโคส เซลโลไบโอส และโอลิโกแซ็กคา
ไรดตางๆ โดยทั่วไปการยอยสลายสารประกอบเซลลูโลสสามารถทําได 2 วิธีคือ การยอยสลายโดย
ใชสารเคมี เปนการยอยสลายดวยกรดที่มีความเขมขนสูง ซึ่งปฏิกิริยาจะไมมีความจาํเพาะ 
(nonspecificity) ตอเซลลูโลส ทาํใหไดกลูโคสในปริมาณต่ํา รวมทัง้มีผลิตภัณฑอ่ืนที่ไมตองการ
ปะปนอยูดวย ในขณะทีก่ารยอยสลายดวยเอนไซม พบวามีประสิทธภิาพสูง และมีความจาํเพาะ
ตอซับสเตรต ทําใหผลิตภัณฑที่ไดมีความบริสุทธิ์สูง เอนไซมที่ใชในปฏิกิริยาการยอยเซลลูโลส คอื 
เซลลูเลสซึ่งมหีลายองคประกอบ (multicomponent enzymes) ประกอบดวยเอนไซมอยางนอย 3 
ชนิด ทํางานรวมกนั (Ooshima และคณะ, 1985; Beldman และคณะ, 1985) คือ เอกโซกลูคาเนส 
(exoglucanase) เอนโดกลคูาเนส (endoglucanase) และ บีตา-กลูโคซิเดส (β-glucosidase) ผล
จากการยอยสลายเซลลูโลสดวยเอนไซมเซลลูเลสจะไดผลิตภัณฑสุดทายที่สาํคัญคือ น้ําตาล
กลูโคสซึ่งมีคณุคาอยางยิ่งในอุตสาหกรรม เพราะสามารถนําไปใชเปนสารตั้งตนในการผลิต
แอลกอฮอล (Saddler, 1992)   กรดอะซติิก (Singh และคณะ, 1990)   กรดแลคติก (Ade และ 
Takagi, 1991)   โปรตีนเซลลเดียว ไวตามิน กรดอนิทรีย ยาปฏชิีวนะ อาหารสัตวและเคมีภัณฑ
ตางๆ โดยกระบวนการหมกั (Goksoyr และ Eriksen, 1980) นอกจากนีย้ังมีการนาํเอนไซม    
เซลลูเลสไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ อีก เชน  อุตสาหกรรมการผลิตยา   อุตสาหกรรมผลิตอาหาร 
และอุตสาหกรรมผลิตกระดาษ เปนตน 

จุลินทรียหลายชนิดทั้งแบคทีเรีย ยีสต และรา สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสได  พบวา 
เชื้อราสามารถสรางเอนไซมในปริมาณทีม่ากและขับออกนอกเซลล มีผูใหความสนใจศึกษาและ
นํามาผลิตในระดับอุตสาหกรรม โดยเชื้อราสวนใหญจะเปนพวก mesophiles เชน Trichoderma 
reesei  และ Aspergillus niger  (Saha และ Bothast, 1997) แตกระบวนการยอยสลายเซลลูโลส
ใชอุณหภูมิสูง การศึกษาเชือ้ราทนรอน (Thermotolerant) จึงเปนอกีทางเลือกหนึง่ในการนาํไปใช
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ในอุตสาหกรรม ซึ่ง Acrophialophora sp. เปนเชื้อราที่คัดแยกจากบริเวณปลูกปานศรนารายณ 
(Agave sisalana Perrine) ในประเทศไทย สามารถผลติเซลลูเลสไดในปริมาณที่สูงและเจริญไดดี
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีลกัษณะที่คอนขางทนรอน (Punnapayak, Kuhirun และ 
Tanonkeo, 1999) การศึกษาสายพนัธุกลายใหคาแอกติวิตีของเอนไซมสูงกวาสายพันธุเดิม และ
สูงกวา T. reesei QM9414 ซึ่งเลี้ยงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส  (พิสุทธิ ์พวงนาค, 2542) จึง
นาจะมีการศึกษาเซลลูเลสจาก Acrophialophora sp. เพื่อนาํไปพฒันาใชในอุตสาหกรรม และ
ปรับปรุงเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมใหดียิง่ขึ้น  โดยในงานวิจัยนี้มีแนวทางใน
การศึกษาลักษณะสมบัติของเซลลูเลสจาก Acrophialophora sp. และการแยกเซลลูเลสที่ไดให
บริสุทธิ์บางสวน เพื่อศึกษาลักษณะทางชวีเคมี ความคงตัวของเอนไซมในสภาพความเปนกรด-
ดาง อุณหภมูิ ผลของสารเคมีตอการทาํงานของเอนไซม และผลของความจําเพาะตอซับสเตรต 
เพื่อทราบองคประกอบที่จาํเปนตอการประยุกตใชในอุตสาหกรรม อันมีผลตอการใชเอนไซมยอย
สลายเซลลูโลสใหไดสารที่มปีระโยชนและมีมูลคาเพิ่มสูงขึ้น 
 
วัตถุประสงค 
 เพื่อศึกษาลักษณะสมบัติของเซลลูเลสจาก Acrophialophora sp. รวมถึงวธิกีารทาํให
เอนไซมบริสุทธิ์บางสวน เพื่อใหเอนไซมมปีระสิทธิภาพที่ดีข้ึน และเปนขอมูลพืน้ฐานในการศึกษา
เซลลูเลสตอไป 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยันี ้

ไดลักษณะสมบัติและเอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวนของเซลลูเลสจาก Acrophialophora sp. 
ซึ่งจะเปนขอมลูพื้นฐานที่จะสามารถนําไปประยุกตใชในการผลิตและใชประโยชนในอุตสาหกรรม
ตางๆ  



บทที่ 2 
 

การตรวจเอกสาร 
 
2.1 เซลลูโลส (Cellulose) 
 เซลลูโลสเปนองคประกอบหลักที่มีปริมาณมากที่สุดในเซลลพืช โดยในธรรมชาติจะไมพบ
เซลลูโลสในรูปอิสระแตมักจะพบรวมกับลิกนนิ (lignin) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) กัม (gum)   
เพนโตแซน (pentosan) แทนนนิ (tannins) ไขมัน (lipid) และสารเกดิสี (colouring matter)  เปนตน 
(Cowling และ Kirk, 1976)  ซึ่งเซลลโูลสประกอบดวยโมเลกุลของ ด-ีกลูโคส (D-Glucose) ในรูป     
บีตา-ดี-กลูโคไพราโนส (β-D-glucopyranose) หลายโมเลกุล เรียงตอกันเปนโครงสรางคลายลกูโซ แต
ละโมเลกุลจับกันดวยพนัธะไกลโคสิดิก (glycosidic bond) ที่คารบอนอะตอมตําแหนงที ่ 1 กับ
คารบอนอะตอมตําแหนงที่ 4 ของโมเลกุลถัดไป เนื่องจากหมูไฮดรอกซลิ (hydroxyl group, -OH) ของ
คารบอนตําแหนงที ่ 1 อยูในตําแหนงบีตา (beta) เรียกพนัธะนี้วา พันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก (β-1, 4 
glycosidic bond) (รูปที่ 2.1) โดยมพีันธะไฮโดรเจนเชื่อมภายในโมเลกุลและระหวางโมเลกลุ ซึ่ง
บริเวณที่มพีันธะไฮโดรเจนหนาแนนจะเรียกวา มีรูปแบบที่เปน crystalline ซึ่งยากตอการยอยสลาย
ดวยเอนไซม สวนบริเวณที่เปน amorphous จะมีพนัธะไฮโดรเจนหนาแนนนอย จึงยอยสลายไดงาย
กวา ขนาดของโมเลกุลเซลลูโลสจะนยิามในรูปของ Degree of  polymerization (DP) ซึ่งบอกถึง
จํานวนกลูโคสในสายพอลิเมอร (Eriksson, Blanchette และ Ander, 1990) โดยทั่วไปสายของ
เซลลูโลสจะประกอบดวยกลูโคส 8,000-12,000 หนวย (Saha และ Bothast, 1997) และอาจมากถงึ 
14,000 หนวย ในพชืชั้นสงูบางชนิด (Eriksson Blanchette และ Ander, 1990) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.1 ลักษณะการจัดเรยีงตัวของไฟบริล ไมโครไฟบริล และเซลลูโลสในผนงัเซลลของพืช                             
(ที่มา: http: www.ualr.edu/∼botany/cellulose_microfibrils.jpeg) 
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2.2 เซลลูเลส (Cellulases) 
 การศึกษาการทํางานของเซลลูเลสเริ่มตนโดย Reese และคณะในป ค.ศ. 1950 (Wike และ
คณะ,1983) พบวามี  จุลินทรียบางชนิดสามารถยอยสลายเซลลูโลสได โดยอาศัยเอนไซม C1 และ Cx 
ปฏิกิริยาเริ่มจาก จุลินทรียหลั่ง C1 ออกมานอกเซลลเปนเอนไซมตัวแรกทีท่ําหนาที่ยอยสลายโมเลกุล
ของเซลลูโลสใหส้ันลงและกลายเปนสายเซลลูโลสเสนตรงยาวกอน หลังจากนัน้ Cx จะเขาทํางานตอ
เพื่อยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาลสายสั้นๆ (cello-oligosaccharides) เชน    
เซลโลไบโอส (cellobiose) ซึ่งมีโมเลกุลขนาดเล็กจะแพรผานเขาสูภายในเซลลจากนัน้บีตา-กลูโคซิเดส  
(β-glucosidase) จะทําหนาที่ยอยสลายเซลโลไบโอส ใหกลายเปนกลโูคสตอไป ดังรูปที่ 2.2 
 
       Cellulose             Reactive cellulose                       Cellobiose                    Glucose 
                          

       
                      
                         C1                                             Cx                       β -glucosidase  

 
รูปที่ 2.2 การยอยสลายเซลลูโลสดวย C1 และ Cx (Eriksson, Blanchette และ Ander, 1990) 
 
 จากการศึกษาตอมาทาํใหทราบวา C1 คือ เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) (EC 3.2.1.91) 
และ Cx คือ เอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) (EC 3.2.1.4) (Wike และคณะ,1983) ซึ่งการทาํงาน
ของเอนไซมสามารถถูกยับยั้งโดยผลิตภณัฑที่เกิดขึ้น คือ ถามกีลูโคสอยูในระบบมากจะยบัยั้งการ
ทํางานของบีตา-กลูโคซิเดส  ทําใหเซลโลไบโอสถูกสะสมมากขึน้ ซึ่งถามีมากพอจะไปยับยั้งการทํางาน
ของ C1 และ Cx ตอไป (Eriksson Blanchette และ Ander, 1990) 
 
2.3 องคประกอบของเซลลูเลส 
 เซลลูเลส เปนกลุมของเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอยสลายเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคส 
ประกอบดวยเอนไซมหลายองคประกอบ (multicomponent enzymes) โดยมีเอนไซมองคประกอบ
อยางนอย 3 กลุม ทํางานรวมกัน คือ เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) (EC 3.2.1.91) เอนโดกลู
คาเนส (endoglucanase) (EC 3.2.1.4) และ บีตา-กลูโคซิเดส (β-glucosidase) (EC 3.2.1.21) 
(Xiemenes และคณะ,1996; Wike และคณะ,1983; Domingues และคณะ, 2000)  
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 เอกโซกลูคาเนส (EC 3.2.1.91, 1,4-β-D-glucan-cellobiohydrolase หรือ C1)  
 ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลสบริเวณพันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก ที่ปลายดาน 
non-reducing end ของ crystalline cellulose ทําใหไดผลิตภัณฑเปนน้ําตาลโมเลกุลสส้ันขึ้น เชน 
เซลโลไบโอส และถาปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณจะไดกลูโคส สามารถวัดแอคติวิตีโดยใหทําปฏิกริิยากบั 
crystalline cellulose เชน กระดาษกรอง และ Avicel เปนตน (Wike และคณะ,1983) ซึ่งยังมีชื่อที่
เรียกทั่วไป ไดแก cellobioahydrolase, exocellulase. cellobiosidase และ avicellase  
 เอนโดกลูคาเนส (EC 3.2.1.4, 1,4- β-D-glucan 4-glucanohydrolase หรือ Cx) 
 ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลสบริเวณพันธะ β-1,4-glycosidic linkage ภายใน
สายเซลลูโลสบริเวณ amorphous cellulose อยางสุม ทําใหไดผลิตภัณฑเปนน้ําตาลโมเลกุลส้ันๆ เชน 
เซลโลไบโอส และถาปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณจะไดกลูโคส สามารถวัดแอคติวิตีโดยใหทําปฏิกริิยากบั 
carboxymethylcellulose (CMC) เปนตน (Wike และคณะ,1983) นอกจากนี้ยังมีชื่อที่เรียกทั่วไป คือ 
CM-cellulase 
 บีตา-กลูโคซิเดส (EC 3.2.1.21, β-D-glucoside glucohydrolase หรือ cellobiase) 
 ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลโลไบโอสบริเวณพันธะ β-glucosidic bond ทําใหได
ผลิตภัณฑเปนน้ําตาลกลูโคส (β-D-glucose) 2 โมเลกุล สามารถวัดแอคติวิตีโดยใหทําปฏิกิริยากับ 
cellobiose และ p-nitrophenyl- β-D-glucopyranoside (p-NPG) เปนตน (Wike และคณะ ,1983) 
นอกจากนี้ยังมีชื่อที่เรียกทั่วไป คือ cellobioase 
  

ดังนั้นการยอยสลายเซลลูโลสดวยเซลลูเลสอยางสมบูรณเพื่อใหไดผลิตภัณฑสุดทายเปน
น้ําตาลกลูโคสนั้น ตองอาศัยการทํางานของเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเดสรวม
กัน เชน จุลินทรียจะผลิตเอกโซกลูคาเนส และเอนโดกลูคาเนสจากนั้นจึงขับออกนอกเซลล เพื่อยอย
สลายเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก เชน เซลโลไบโอส จากนั้นเซลโลไบโอสจะซึมผาน
เขาสูเซลล และบีตา-กลูโคซิเดสจะยอยสลายเซลโลไบโอสไปเปนน้ําตาลกลูโคสเพื่อใชเปนพลังงาน
ตอไป โดยเซลโลไบโอส 1 โมเลกุล จะยอยสลายไดน้ําตาลกลูโคส 2 โมเลกุล ดังรูปที่ 2.3 
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                                                       Endoglucanases 
Insoluble cellulose (DP>6)                                            Insoluble and Soluble                          
                                                                       (Cx)             Cellooligosaccharides (DP≤6) 
                     

    
         Exoglucanases 

Inhibition by Products of Hydrolysis   (C1)  
                                                                               Cellobiose (DP=2) 

    
         β -glucosidases 

 
      Glucose (DP=1) 

 
 
ENDOGLUCANASES : G-G-G-G-G-G-G-G 
                                                 

 Cx  
                                          Random Action 
EXOGLUCANASE : G-G-G-G-G 

 
C1 

     Endwise Action 
β -GLUCOSIDASE : G-G 
                                  

        β -G 
                             Hydrolysis of Cellobiose to Glucose  
DP = Degree of polymerization 
 
 
รูปที่ 2.3 การยอยสลายเซลลูโลสดวยเซลลูเลส (Tangnu,1982; Wike และคณะ ,1983) 
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2.4 แหลงการผลิตเซลลูเลส 
 ปจจุบันเซลลูเลสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญในกระบวนการตางๆ มาก โดยเฉพาะในโรงงาน
อุตสาหกรรม เชน ในอุตสาหกรรมเกษตรเพื่อการผลิตอาหารสัตว อุตสาหกรรมอาหารเพื่อการผลิต
น้ําตาล ไวน อุตสาหกรรมเชื้อเพลิงเพื่อการผลิตเอทธานอล หรืออุตสาหกรรมสิ่งทอ เพื่อการกําจัดส่ิง
สกปรกบนผาฝาย  (Bhat, 2000) ดังนั้นการผลิตเซลลูเลสใหไดปริมาณมากและมีสมบัติตรงความ
ตองการ กระบวนการผลิตจึงมีสวนสําคัญ เนื่องจากมีปจจัยหลายอยางที่เกี่ยวของกับการผลิต      
เซลลูเลส เชน แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน แหลงอาหารเสริม ระยะเวลาที่ผลิต คา pH  อุณหภูมิ 
และที่สําคัญคือ จุลินทรียที่ใชเปนแหลงผลิตเซลลูเลส ไดแก แบคทีเรีย แอคติโนไมซิทีส และเชื้อรา 
โดยเฉพาะเชื้อราไดมีผูทําการศึกษาหาสายพันธุที่สามารถผลิตเซลลูเลสไดดีมาเปนระยะเวลานานแลว 
เชน เชื้อรา Trichoderma reesei  (Wike และคณะ ,1983) นอกจากนี้ยังมีเชื้อราอีกหลายชนิดที่ผลิต
เซลลูเลสได ดังตารางที่ 2.1 
 
ตารางที่ 2.1 ตัวอยางเชื้อราบางชนิดที่สามารถผลิตเซลลูเลสได 

ชนิด เอกสารอางอิง 
Acrophialophora sp. Punnapayak, Kuhirun และ Tanonkeo, 1999 
Aspergillus aureoviride Zaldivar และคณะ, 2001 
A. fumigatus Dahot และ Noomrio, 1996; Ximenes และคณะ, 1996 
A. niger Juhasz และคณะ, 2003; Coral และคณะ, 2002 
A. flavus Razak และคณะ, 1999 
A. terreus Elshafei และคณะ, 1990 
Coriolus versicolor Evans, 1985 
Fusarium sp. Misukoshi และคณะ, 1977 
Fusarium oxysporum Christakopoulos และคณะ, 1996 
Helicomyces sp. Limtong และคณะ, 1990 
Humicola insolens Azevedo Bishop และ Cavaco-Paulo, 2000 
Irpex lacteus Kanda และคณะ, 1978 
Trichoderma reesei QM 9414 Acebal และคณะ, 1986; Krishna และคณะ, 2000 
T. reesei Rut C30 Xiao-Bin, Yun และ Koo, 1999; Szengyel และ Zacchi, 2000 
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2.5 การทําใหเอนไซมบรสิุทธิ์บางสวน 
การทําใหเอนไซมบริสุทธิ์จะตองคํานึงถึงปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการทํางานของเอนไซม 

เนื่องจากในแตละขั้นตอนอาจทําใหเอนไซมเสียสภาพหรือสูญเสียสารที่เปนตัวกระตุนการทํางานของ
เอนไซมไป (ชุลีพร จูงสาย, 2535) เซลลูเลสเปนกลุมของเอนไซมที่เชื้อราหลั่งออกมานอกเซลล 
(extracellular enzymes) ซึ่งมักติดอยูบริเวณที่เปนผนังเซลลดานนอกของเชื้อรา และปนอยูใน
สารละลายนอกเซลล  (Busto, Ortega และ Perez, 1996) การแยกเอนไซมออกจากสวนของเซลล
และสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมตองการโดยการปนแยก (centrifugation) แลวทําใหเขมขนขึ้น
ดวยการกรองผานเนื้อเยื่อที่มีรูขนาดเล็ก (ultrafiltration) ซึ่งจะชวยขจัดสารที่มีขนาดเล็กมากๆ และ
การตกตะกอนเอนไซมดวยแอมโมเนียมซัลเฟต เหลานี้เปนวิธีการเบื้องตนในการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์
ขึ้น แตเอนไซมที่ไดยังไมมีความบริสุทธิ์มากนัก (Chen และคณะ, 2004 และ Kim และคณะ, 1994) 
ตองอาศัยเทคนิคโครมาโทกราฟเพื่อใหเอนไซมที่ไดมีความบริสุทธิ์มากยิ่งขึ้น ซึ่งมีตัวอยางรายงานการ
เกี่ยวกับการทําใหเซลลูเลสบริสุทธิ์ดังนี้ 

 
Beldman และคณะ (1985) ทําการแยกสวนประกอบเซลลูเลสจาก T. viride โดยใชเอนไซมที่

ผลิตเปนการคา “Maxazyme” จากการใชเทคนิคทางโครมาโทกราฟบน Bio-Gel, DEAE-Bio-Gel A, 
SE-Sephadex และโครมาโทกราฟแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography) พบวาสามารถแยก
เอนโดกลูคาเนสได 6 ชนิด มี 1 ชนิดที่มีแอกติวิตีตอเซลลูโลสรูปผลึก มีน้ําหนักโมเลกุล 58 กิโลดาลตัน 
เอกโซกลูคาเนส 3 ชนิด และบีตา-กลูโคซิเดส 1 ชนิด 

 
Jin และ Toda (1989) ไดทําการศึกษาเซลลูเลสจาก Clostridium thermocopriae sp. 

Nov.JT3-3 (IAM13577) ใหบริสุทธิ์ดวยการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 45-90 เปอรเซ็นต 
นํามาไดอะไลส แลวผานคอลัมน DEAE-Toyopearl 650 M และ Sephadex G-100 สามารถแยกเอน
โดกลูคาเนสได 1 ชนิด และบีตา-กลูโคซิเดส 1 ชนิด เมื่อคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลดวยเจลฟลเตรชั่น
โครมาโทกราฟพบวามีเอนโดกลูคาเนสน้ําหนัก 51 กิโลดาลตัน และและบีตา-กลูโคซิเดส 50 กิโลดาล
ตัน และเมื่อคํานวณน้ําหนักโมเลกุลดวยเอสดีเอส-พอลิอะคิรลาไมด อีเล็กโทรโฟริซีส (SDS-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) โดยที่ทั้งสองมีน้ําหนัก 46 กิโลดาลตัน เทากัน  ผลผลิต
เอนไซม (yield) เหลือ 3.2 และ 2.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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Yazdi และคณะ (1990) ไดแยกเซลลูเลสจาก Neurospora crassa พบ เอกโซกลูคาเนส       
3 ชนิด เอนโดกลูคาเนส 4 ชนิด และบีตา-กลูโคซิเดส 1 ชนิด โดยใชวิธีการตกตะกอนแอมโมเนียม   
ซัลเฟตเขมขน 80 เปอรเซ็นต จากนั้นนํามาผาน Sephadex G-100 Q-Sepharose และ PBE 94 
column เมื่อคํานวณน้ําหนักโมเลกุลพบวา เอนไซมที่ไดมีน้ําหนักระหวาง 22 กิโลดาลตัน และ 70 กิโล
ดาลตัน  
  

Takashima และคณะ (1996) พบวา สามารถแยกเอนโดกลูคาเนสได 2 ชนิด เอกโซกลูคาเนส
ได 1 ชนิด และบีตา-กลูโคซิเดสได 6 ชนิด จากเชื้อรา Humicola grisea var. Thermoidea IFO9854 
โดยใชวิธีการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 40-75 เปอรเซ็นต จากนั้นใชเทคนิคโครมาโทกราฟ
ตางๆ เชน Phenyl Toyopearl Q-Sepharose Superdex 200 Superdex 75 Mono S เปนตน ซึ่ง 
เซลลูเลสที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 38.5 ถึง 115 กิโลดาลตัน  

 
Bok, Yernool และ Eveleigh (1998) ไดศึกษาเอนโดกลูคาเนสที่ทนรอน จากแบคทีเรียทน

รอน Thermotoga neapolitana โดยตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 80 เปอรเซ็นต ละลาย
ตะกอนในบัฟเฟอร แลวตกตะกอนซ้ํา จากนั้นไปกําจัดเกลือดวยอัลตราฟลเตรชั่น แลวใชเทคนิค      
โครมาโทกราฟคอลัมน FFQ-Sepharose และ Sephadex G-25 แยกเอนโดกลูคาเนสได 2 ชนิด คือ 
CelA และ CelB มีน้ําหนักโมเลกุล 29 และ 30 กิโลดาลตัน ตามลําดับ เอนไซมที่ไดมีความบริสุทธิ์
เพิ่มข้ึน 322 และ 406 เทา ผลผลิตเอนไซมเหลือ 17.5 และ 27.8 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 
Decker, Visser และ Schreier (2001) ใช Mono P HR 5/20 gel filtration และ Sephacryl 

S-200 gel filtration รวมกับวิธี ไอออน-เอกเชนจ โครมาโทกราฟ เพื่อแยกเซลลูเลสจาก Aspergillus 
tubingenesis CBS 643.92 พบวาสามามารถแยกเซลลูเลสในกลุมบีตา-กลูโคซิเดสได 4 กลุม 

 
Ding, Ge และ Buswell (2001) ไดศึกษาการทําเอนโดกลูคาเนสจากเห็ด Volvariella 

volvacea ใหบริสุทธิ์ โดยนําเอนไซมมากรองแบบอัลตราฟลเตรชัน ที่มี MW cut off เทากับ 10,000 
ดาลตัน จากนั้นนํามาผานคอลัมน CM-Sepharose Sephacryl-S 100 และ Preparative PAGE 
สามารถแยกเอนโดกลูคาเนส (EG1) 1 ชนิด มีน้ําหนักโมเลกุล 42 กิโลดาลตัน มีคา pI 7.7 เอนไซมที่
ไดมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 42 เทา ผลผลิตเอนไซมเหลือ 1.5 เปอรเซ็นต  
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George, Ahmad และ Rao (2001) ศึกษาการแยกเอนโดกลูคาเนสจากแอคติโนมัยซีสทน
รอน Thermomonospora sp. โดยเทคนิคการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 30-55 
เปอรเซ็นต จากนั้นกําจัดเกลือดวยวิธีไดอะไลสีส นําเอนไซมที่ไดผานโครมาโทกราฟแบบสัมพรรคภาพ 
และ Sephacryl S-200 พบวาเอนโดกลูคาเนสมีน้ําหนักโมเลกุล 38 กิโลดาลตัน และมีคา pI 4.1 
เอนไซมที่ไดมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 17.1 เทา  

 
Chen และคณะ (2004) ศึกษาเอนโดกลูคาเนสจากแบคทีเรีย Sinorhizobium fredii CCRC 

15769 ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 40-60 เปอรเซ็นต จากนั้นผานคอลัมน 
DEAE Sepharose และ Phenyl-Sepharose พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 94 กิโลดาลตัน  ความบริสุทธิ์
ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 9.08 เทา ผลผลิตเอนไซมเหลือ 26.4 เปอรเซ็นต 
 
2.6 ปจจัยที่มีผลตอการทํางานของเซลลูเลส 
 โดยทั่วไปเซลลูเลสจะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานประมาณ 50 องศาเซลเซียส ยกเวน
จุลินทรียทนรอนบางชนิด (Nevalainen  และ Penttila, 1996) ซึ่งเซลลูเลสมีความคงทนตอคา pH 
ในชวงกวางประมาณ 4.0 ถึง 8.0 สามารถเก็บเซลลูเลสที่อุณหภูมิต่ํากวา 0 และ 4 องศาเซลเซียส ได
เปนเวลาหลายป หรือเก็บโดยวิธี freeze dry หรือตกตะกอนดวยอะซิโตน  หรือเอทานอล โดยไม
สูญเสียสมบัติ (Ryu และ Mandel, 1980) อยางไรก็ตาม เอนไซมที่ไดจากจุลินทรียตางชนิดกัน ยอมมี
สมบัติแตกตางกัน การศึกษาลักษณะสมบัติของเซลลูเลสนั้นจะทําใหทราบถึงสมบัติตางๆของเอนไซม 
เพื่อนําเอนไซมที่ไดไปใชในกระบวนการตางๆ ไดอยางถูกตอง  
 คา pH และอุณหภูมิมผีลตอการทํางานของเซลลูเลสซึ่งผลิตจากจุลินทรียแตละชนิดโดยมี
ความแตกตางกัน ดังนั้นในการนําเซลลูเลสไปใชในกระบวนการตางๆ ในอุตสาหกรรมจึงมีความจาํเปน
ที่จะตองศึกษา คา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํปฏิกิริยาของเซลลูเลสจากจุลินทรยีแตละ
สายพนัธุดวย เพื่อใหเอนไซมที่มีประสิทธภิาพตามที่ตองการ ดงัตารางที่ 2.2 เปนตวัอยางเซลลูเลสที่มี
สภาวะการทาํงานซึ่งแตกตางกนัตามสายพันธุจุลินทรีย 
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ตารางที่ 2.2 คา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลสจากจุลินทรียบางชนิด 
 

ภาวะทีเ่หมาะสมในการทาํงาน ชนิดเชื้อจุลนิทรีย 
อุณหภูมิ (OC) pH 

เอกสารอางอิง 

Anaerocellum 
thermophilum 

85–90 5.0–6.6 Zverlov, Riedel และ 
Bronnenmeier  1998 

Bacillus subtilis 65–70 5.0–6.5 Mawadza และคณะ, 2000 
Pyrococcus furiosus 102–105 – Kengen และคณะ,1993 
Pyricularia oryzae 55 5.5 Hirayama และคณะ, 1978 
Humicola grisea 50 -70 5.0 – 7.0 Takashima และคณะ, 1996 

Thermotoga neapoltana 
(EndocellulaseA) 

95 6.0 Bok และคณะ,1998 
 

Alkalothermophilic 
actinomycete 

50 5 George, Ahmad และ Rao, 
2001 

Sinorhizobium fredii 35 7 Chen และคณะ, 2004 
Neurospora crassa 45-65 4.0-7.0 Yazdi และคณะ, 1990 
Cladosporium sp. 60 5 Abrha and Gashe, 1992 
Rhizopus oryzae 55 5-6 Murashima และคณะ, 2002 

Trichoderma reesei 50-70 4.5-5.5 Busto, Ortega และ Perez-
Mateos, 1996 

 
การศึกษาหาความจําเพาะของเอนไซมตอสับสเตรตบางชนิด 
 เนื่องจากเซลลูเลสเปนกลุมของเอนไซมที่มาทํางานรวมกัน ซึ่งในแตละกลุมจะมีความจําเพาะ
ตอซับสเตรตตางกัน เชน เอกโซกลูคาเนสมีความจําเพาะตอพวก crystalline cellulose เชน กระดาษ
กรอง microcrystalline cellulose หรือ Avicel เอนโดกลูคาเนสมีความจําเพาะตอ carboxylmethyl 
cellulose (CMC) และ บีตา-กลูโคซิเดส มีความจําเพาะตอ เซลโลไบโอสและ salicin เปนตน ดังนั้นใน
การการศึกษาหาความจําเพาะของเอนไซมตอซับสเตรตบางชนิด จะทําใหทราบถึงการทํางานของ
เซลลูเลสไดดียิ่งขึ้น เชน 
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Kanda และคณะ (1978) ศึกษาการยอยสลาย cellooligosaccharides ดวยเซลลูเลสที่ผลิต
จาก Irpex lacteus พบวา มีผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการทํางานของเอนไซมตอซับสเตรตหลายชนิด 
เชน เซลโลไบโอส เซลโลไตรโอส เซลโลเททราโรส และเซลโลเฮกโซส เปนตน 

 
Takashima และคณะ (1996) พบวาจากการศึกษาเอนโดกลูคาเนส เอกโซกลูคาเนส  และ

บีตา-กลูโคซิเดส จากเชื้อรา Humicola grisea var. thermoidea IFO9854 พบวา ความจําเพาะตอ
ซับสเตรตตางกัน ขึ้นอยูกับเซลลูเลสแตละกลุม คือ เอกโซกลูคาเนส มีความจําเพาะตอ Avicel และ 
CMC เอนโดกลูคาเนส มีความจําเพาะตอ CMC และบีตา-กลูโคซิเดส มีความจําเพาะตอ เซลโลไบโอส 
เซลโลไตรโอส เซลโลเททราโรส p-NPG p-NPC เปนตน 
  

Yan และ Lin (1997) ศึกษาบีตา-กลูโคซิเดส ที่ทําใหบริสุทธิ์จาก Aspergillus niger CCRC 
31494 มีความจําเพาะสูงมากตอซับสเตรตที่เปน p-NPG และ เซลโลไบโอส   

 
Okamoto และคณะ (2000) พบวา บีตา-กลูโคซิเดส ที่ทําใหบริสุทธิ์จาก Flavobacterium 

johnsonae มีความจําเพาะตอซับสเตรตหลายชนิด เชน p-NPG  phenyl β-glucoside และ salicin 
เปนตน  

Tuophy และคณะ (2002) ไดศึกษาความจาํเพาะของเอกโซกลคูาเนสจาก Talarmyces 
emersonii ที่มีตอความจาํเพาะตอซับสเตรตพบวา เอกโซกลูคาเนส มีความจาํเพาะตอ Avicel มาก
ที่สุด สวน CMC และ 1, 4-β-D-glucan (barley) เอนไซมไมสามารถยอยสลายได 
 
2.7 การศึกษาผลของไอออนบางชนิดและตัวยับยั้งเอนไซมบางชนิดตอแอกติวิตีของเอนไซม 

การทํางานของเอนไซมทั่วไปสามารถถูกกระตุนหรือ ยับยั้งไดดวยสารเคมีและไอออนบางชนิด 
เชน ถาภายในระบบมีไอออนจําพวก Fe2+ Fe3+ Cu2+ Hg2+ และ p-chloromercuric benzoate (Yan 
และ Lin, 1997; Okamoto และคณะ, 2000) จะทําใหสามารถยับยั้งปฏิกิริยาของเซลลูเลสไดมากหรือ
อาจถูกยับยั้งอยางสมบูรณ ซึ่งการยับยั้งเนื่องมาจากสารดังกลาวทําหนาที่ออกซิไดซหมูฟงกชันของ
โปรตีน เชน ซีสเตอีน ทริปโตเฟน ไทโรซีน ฮีสติดีน และเมทธิโอดีน ใหเสียสภาพทําใหการทํางานของ
เอนไซมลดลง (ชุลีพร จูงสาย, 2535) ดังนั้นในการศึกษาการทํางานของเอนไซมจะตองคํานึงถึงชนิด
และตัวยับยั้งตางๆ ดวย Mizukoshi และคณะ (1977) ไดศึกษาผลของไอออนบางชนิดและตัวยับยั้ง
เอนไซมบางชนิดตอเซลลูเลส จากเชื้อ Pellicularia filamentosa พบวาไอออนของ Cu2+ Fe3+ N-
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Bromosucinimide และ SDS มีผลยับยั้งเซลลูเลส  ตอมา Jin และ Toda (1989) ไดทําการศึกษาผล
ของไอออนบางชนิดตอเอนโดกลูคาเนสที่ผลิตไดจาก Clostridium thermocopriae sp. nov. JT3-3 
พบวาที่ความเขมขนของ Hg2+ 5 มิลลิโมลาร เอนไซมถูกยับยั้งมากที่สุดในขณะที่ไอออนของ Zn2+ มี
ผลในการยับยั้งนอยที่สุด  Yamanobe และ Mitsuishi (1990) ไดทําการศึกษาคุณสมบัติของเซลลูเล
สจากเชื้อรา Y-94 พบวาความเขมขนไอออนของ Hg2+ 1 มิลลิโมลาร และ Mn2+ 10 มิลลิโมลาร มีผล
ยับยั้งเอนโดกลูคาเนสมากที่สุด  Murashima และคณะ (2002) พบวาเอนโดกลูคาเนสชนิดใหม จาก
เชื้อรา Rhizopus oryzae ถูกยับยั้งดวยไอออนของ Zn2+ Cu2+ Co2+ และ Pb2+ เปนตน  

 
 
 

 
 

 



บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวธิีดําเนนิการวิจัย 

วัสดุอุปกรณ 
 

วัสดุอุปกรณ/ ครุภัณฑ บริษัท/ประเทศ 

ตูเขี่ยเชื้อแบบ larminar flow รุน BV 123 และ B∀T 123 ISSCO, USA 
เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง รุน BL610  Sartorius, Germany 
เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง รุน TC205  Denver Instrument Company, USA 
เครื่องชั่ง 4 ตาํแหนง  Sartorius, Germany 
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)  
รุน 8453  

Hewlett Packard, USA 
 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)  
รุน NovaSpec 4049  

LKB Biochrom, England 
 

เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker)  New Brunswick Scientific Co. Inc., 
USA 

เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) Lab-Line, USA 
อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath)  Heto-Holten, Denmark 
กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 Olympus, Japan 
หมอนึง่ความดันไอน้ํา  
(steam sterilizer/autoclave)  

Ta Chang Medical Instrument 
Factory, Taiching, Taiwan 

เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น  
(Servall refrigerated-automatic)  

Ivan Servall, INC., Norwalk, 
Connecticut, USA 

ตูอบความรอนสูง (hot air oven)  
รุน U50 790, 387  

Memmert, Germany 
 

ตูอบ (oven)  Clayson, New Zealand 
เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter)  
รุน PP-50  

Sartorius, Germany 
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วัสดุอุปกรณ/ ครุภัณฑ บริษัท/ประเทศ 

Hot plate รุน 210T Thermix, Fisher Scientific, USA 
ปเปตอัตโนมตัิขนาด 5-50, 100-1,000 และ 
1,000- 5,000 ไมโครลิตร 

Biohit, Finland  

ชุดเครื่องแกว  Pyrex, New York, USA 
ชุดเครื่องแกว Duran Scott Schott Duran, Germany 
กระดาษกรอง Whatman No.1 Whatman International Ltd., England 
ถุงไดอะไลซีส รุน  Spectra 1 Por  molecularporous 
membrane tubing 

Spectrum Medical Industries, Inc.,  
USA 

ชุดกรอง Ultrafiltration รุน Viva science 250  Sartorius, Germany 
Econo Pump รุน EP-1 Bio-Rad, USA 
Econo UV monitor รุน EM-1 Bio-Rad, USA 
Fraction Collector รุน Bio Frac TM Bio-Rad, USA 
Vertical electrophoresis system รุน VIO-CDC  Scie-Plas limited (SDE-PIAS), 

England 
Power Pac 1000 Bio-Rad, USA 
Microcentrifuge รุน Denville 260 D Denville Scientific, USA 
 
สารเคม ี
 

ชนิด บริษัท/ประเทศ 
วุนผงตรานางเงือก พัฒนสนิเอนเตอรไพรส 

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 
Ethanol 95% (C2H5OH) องคการสุรา กรมสรรพสามิต จ.

ฉะเชิงเทรา ประเทศไทย 
Calcium hydrogen phosphate dehydrate 
(CaHPO4.2H2O) 
Methanol (CH3OH) 
 

Scharlau, Spain  



  
 
 

16

Citric acid (C6H2O7.2H2O) 
di-Sodium ethylendiaminetetraacetate (EDTA) 
dehydrate(CH2N(CH2COOH)CH2COONa)2.2H2O 
Barium chloride (BaCl2) 
Copper chloride (CuCl2) 
Glycerol (CH2OHCHOHCH2OH) 

Asia Pacific Specialty Chemicals 
Ltd, Australia 

Carboxymethylcellulose (Sodium salt, low 
viscosity) 
α-cellulose 
Cornsteep liquor 
D-cellobiose (C12H22O11) 
3, 5-Dinitrosalicylic acid (C7H4N2O7) 
Triton ® X-100, for eletrophoresis 
Xylan from brichwood 

Sigma Chemical, St. Louis, MO., 
USA 
 

Acetic acid (CH3COOH) 
Ammonium sulphate (NH4)2SO4 
Congo red 
Manganese sulphate (MnSO4) 
Phenol (C6H5OH) 
Potassium permanganate (KMnSO4) 
Sodium hydroxide (NaOH) 
Sodium acetate trihydrate (CH3COONa.3H2O) 
Sodium chloride (NaCl) 
Absolute Ethanol (CH3CH2OH) 

Merck, Darmstadt, Germany 
 
 

Acetylacetone (CH3COCH2COCH3) 
Copper sulphate (CuSO4) 
Magnesium sulphate (MgSO4) 
Sulfuric acid (H2SO4) 
Potassium di-Chromate (K2Cr2O7) 

Carlo Erba, Milan, Italy 
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Avicel 
Bovine serum albumin (BSA) 
3, 5-Dinitrosalicylic acid (C7H4N2O7) 
D-Salicin (C13H18O7) 
Folin-ciocalteu phenol reagent 
Piperzine 
4-Nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (p-NPG) 
Sodium Carbonate (Na2CO3) 
Tween 80 
tri-Sodium citrate dihydrate (C6H5O7Na3.2H2O) 

Fluka AG. Buch, Switzerland 
 

Acrylamide 
Ammonium persulfate 
Coomassie Blue R-250 
N, N’-methylene bis acrylamide 
Prestained SDS-PAGE Standards Low Range 
Tris-glycine electrode buffer 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane 

Bio-Rad, USA 

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) USB Corporation, USA 
HiTrap DEAE Sepharose Fast Flow  
β-mercaptoethanol 
TEMED (N, N, N’ N’-tetramethylenediamine) 
Low Molecular Weight Gel filtration 
Sephacryl-S-200 HR 

Amersham biosciences, Sweden 

Ferrous sulphate (FeSO4)  
Zinc sulphate (ZnSO4) 
Manganese sulphate (MnSO4) 
Cobalt chloride (CoCl2) 
Sodium bi-sulfite (NaHSO3) 

May & Baker Ltd., Dagenham, 
England 



  
 
 

18

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 เชื้อราที่ใชในงานวิจัย 

3.1.1 เชื้อรา Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม ที่คัดแยกไดจากดินบริเวณปลูกปาน
ศรนารายณโดย Punnapayak, Kuhirun และ Tanonkeo (1999) 

3.1.2 เชื้อรา Acrophialophora sp UV10-2 ที่ไดจากการปรับปรุงสายพันธุดวยวิธี UV 
โดย พิสุทธิ์ พวงนาค (2542) 
 เชื้อราทั้ง 2 สายพันธุนี้ไดรับจากหองปฏิบัติการวิจัยการใชประโยชนชีวมวลพืช (Plant 
Biomass Utilization Research Unit) ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 
 
3.2 การศึกษาการเติบโต ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเชื้อรา Acrophialophora sp. และการ
ผลิตเซลลูเลสของเชื้อราในอาหารสูตร Production (Punnapayak, Kuhirun และ 
Tanonkeo, 1999) 
 นําเชื้อรา  Acrophialophora sp. ทั้ง 2 สายพันธุ มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาดวย
กลองจุลทรรศน  เพื่อศึกษาโครงสรางตางๆ โดยดูลักษณะตางๆ เชน การเจริญบนของเชื้อราบน
อาหาร ลักษณะของเสนใย สี ขนาด ผนังและรูปรางของสปอร เปนตน ตามวิธีของ Edward 
(1959) และ Barnette (1967) หลังจากนั้นทําการเลี้ยงเชื้อราทั้ง 2 สายพันธุในอาหารแข็งสูตร 
Production  (Punnapayak, Kuhirun และ Tanonkeo, 1999) (ภาคผนวก ก) ในจานเลี้ยงเชื้อ บม
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน โดยเจาะชิ้นวุนที่มีเสนใยเจริญอยูเต็มดวยแทงเจาะ 
(cork borer) ขนาดเสนผานศูนยกลางขนาด 1 เซนติเมตร จํานวน 5 ชิ้น ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 
250 มิลลิลิตร 24 ขวด ที่มีอาหารสูตร Production ปริมาตร 100 มิลลิลิตร มีแอลฟา-เซลลูโลส (α-
cellulose) 3 เปอรเซ็นต (กรัมตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน เพื่อผลิตเอนไซม จากนั้นนําไปบม
ในตูเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 วัน  เก็บตัวอยางทุก 2 วัน จํานวน 3 ซ้ํา นํามาปนเหวี่ยง (Centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 
8000 รอบตอนาที (7441.4 g, r = 10.4 cm) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนําสวนน้ําใสมาวัดแอ
คติวิตีเซลลูเลส 3 กลุม คือ เอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส และเบตา-กลูโคซิเดส และวิเคราะห
การเจริญของเชื้อราโดยวัดปริมาณกลูโคซามีน (glucosamine)  
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3.3 การวิเคราะห 
 3.3.1. การวัดปริมาณเซลลูเลสในกลุมเอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) โดยการ
วิเคราะหหา FPA (Ghose, 1987) 

3.3.1.1 นําเอนไซมที่ตองการทดสอบปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง 
3.3.1.2 เติมสารละลายโซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร  0.05 โมลาร pH 4.8 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

และกระดาษกรอง Whatman No. 1 ขนาด 1.0×6.0 เซนติเมตร (50 มิลลิกรัม) เขยาใหเขากัน 
3.3.1.3 นําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 

 3.3.1.4 เติมสารละลาย DNS reagent (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
นําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
 3.3.1.5 เติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่นแสง 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายโซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร  0.05 โมลาร pH 4.8 
แทนเอนไซมเปนหลอดควบคุม (blank) จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ
น้ําตาลกลูโคส จากกราฟน้ําตาลมาตรฐานเพื่อนําไปคํานวณหาคา unit of enzyme จากสูตร
มาตรฐาน (ภาคผนวก ค) 
 

3.3.2 การวัดปริมาณเซลลูเลสในกลุมเอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) โดยการ
วิเคราะหหา CMCase (Ghose, 1987) 

3.3.2.1 นําเอนไซมที่ตองการทดสอบมา 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง 
3.3.2.2 เติม  CMC ความเขมขน 2 เปอรเซ็นตกรัมตอปริมาตร ที่ละลายในสารละลาย

โซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร  0.05 โมลาร pH 4.8 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
3.3.2.3 นําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

 3.3.2.4 เติมสารละลาย DNS reagent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปตมในน้ํา
เดือดนาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
 3.3.2.5 เติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่
ความยาวคลื่นแสง 540 นาโนเมตร โดยสารละลายโซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร  0.05 โมลาร pH 4.8 
แทนเอนไซมเปนหลอดควบคุม (blank) จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ
น้ําตาลกลูโคสจากกราฟน้ําตาลมาตรฐาน เพื่อนําไปคํานวณหาคา unit of enzyme จากสูตร
มาตรฐาน (ภาคผนวก ค) 

 

















บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
4.1. เชื้อราที่ใชในงานวิจัย 

4.1.1 เชื้อรา Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม รูปที่ 4.1 (ก.) 
 4.1.2 เชื้อรา Acrophialophora sp. สายพันธกลาย UV10-2 รูปที่ 4.1 (ข.) 
 

 
   ก.                                                               ข. 
รูปที่ 4.1  ลักษณะเสนใยและการเจริญบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
    ก. Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม 
    ข. Acrophialophora sp. สายพันธุกลาย UV10-2 
 
4.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา  Acrophialophora sp. 
 นําเชื้อรา Acrophialophora sp. มาศึกษาหาสายพันธุที่ถูกตองโดยดูลักษณะการเจริญบน
อาหาร PDA และลักษณะสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน พบวาลักษณะการเจริญของเชื้อราบน
อาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีการเจริญเติบโตปานกลาง และสามารถเจริญไดดีที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เมื่อเปรียบการเจริญในอาหารแข็งสูตร Production ที่มีแอลฟาเซลลูโลส
เปนแหลงคารบอน พบวามีการเจริญของเชื้อราอยางรวดเร็ว ลักษณะโคโลนีมีสีน้ําตาลออน เมื่อเจริญ
นานขึ้นจะมีสีดําบริเวณขอบเสนใย ลักษณะสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเปนเชื้อราที่
เสนใยมีผนังกั้นแบงเปนเซลลๆ มีการสรางกานชูสปอร (conidiophores) ซึ่งมีสปอร  (conidia)  สี
น้ําตาลหลายๆ อันเชื่อมติดกันคลายลูกปด รูปรางแบบไข มีปลายเรียวทั้ง 2 ดาน ไมมีสี ผนัง conidia 
คอนขางหนา  เ รียบแตอาจขรุขระและเปนรูปเกลียวเล็กนอย  ดังรูปที่ 4.2 และเมื่อศึกษาถึง
ความสามารถในการใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนพบวา Acrophialophora สายพันธุนี้สามารถใช
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เซลลูโลสเปนแหลงคารบอนเพื่อเจริญเติบโตได ดังนั้นจึงสรุปไดวา Acrophialophora sp. สายพันธุที่
นํามาศึกษามีความนาจะเปนชนิด Acrophialophora nainiana  
 

 
                                                                     ก. 
 
 

 
ข. 

รูปที่ 4.2 การเจริญของ Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม 
   ก. ลักษณะเสนใยและการเจริญบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
   ข. ลักษณะเสนใยและสปอร จากการสองดวยกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 4000 เทา 
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  Class Deuteromycetes 
   Order Moniliales 
    Family Moniliaceae 
     Genus Acrophialophora 
      Species Acrophialophora nainiana 
 
4.3 การศึกษาการเติบโตของเชื้อราในอาหารสูตร Production เมื่อเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสม  
 การศึกษาการเติบโตของเชื้อรา การผลิตเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส บีตา-กลูโคซิเดส  
และปริมาณกลูโคซามีน เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร Production ที่มีแอลฟาเซลลูโลส (3%) เปนแหลง
คารบอน  pH 5.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลาตางๆ พบวา Acrophialophora sp. สาย
พันธุดั้งเดิมและสายพันธุกลาย UV10-2 ใหผลสอดคลองกันคือ มีการผลิตเอนโดกลูคาเนสปริมาณ
มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับเอกโซกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเดส โดยพบวาAcrophialophora sp. 
สายพันธุดั้งเดิม (รูปที่ 4.3) มีการเติบโตเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ จากวันที่ 1 จนถึงวันที่ 13 หลังจากนั้นการ
เติบโตของเชื้อรามีแนวโนมลดลง  (การเติบโตของเชื้อราวัดจากปริมาณกลูโคซามีน) สวน 
Acrophialophora sp.สายพันธุกลาย UV10-2 (รูปที่ 4.4) มีการเติบโตเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ เชนกัน โดย
จากวันที่ 1 จนถึงวันที่ 11 หลังจากนั้นการเติบโตของเชื้อรามีแนวโนมลดลง ซึ่งการผลิตเอนโดกลู
คาเนสและเอกโซกลูคาเนสมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ แมวาการเติบโตของเชื้อราของทั้ง 2 สายพันธุ
มีแนวโนมลดลงก็ตาม  สวนการผลิตบีตา-กลูโคซิเดสของเชื้อรา 2 สายพันธุมีแนวโนมลดลง เมื่อเชื้อรา
เติบโตมากขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบการผลิตเอนไซม 2 สายพันธุ พบวา Acrophialophora sp. UV 10-
2 ใหคาแอคติวิตีของเอนไซมทั้ง 3 กลุมมากกวาสายพันธุดั้งเดิม ดังตารางที่ 4.1 ดังนั้นจึงเลือก 
Acrophialophora sp. UV10-2 ในการผลิตเอนไซมเพื่อจะศึกษาในขั้นตอไป และทําการเก็บเอนไซม
วันที่ 15  
ตารางที่ 4.1 คาแอคติวิตีเซลลูเลสของเชื้อรา Acrophialophora sp. wild type และ 
Acrophialophora sp. UV 10-2 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร Production ที่ pH 5 อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 วัน 

แอคติวิตีเซลลูเลส (หนวย/มลิลิลิตร) เชื้อรา 
เอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส บีตา-กลูโคซิเดส 

Acrophialophora sp. wild type 0.177 2.135 0.007 

Acrophialophora sp. UV 10-2 0.476 2.861 0.049 
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รูปที่ 4.3 การเติบโตของเชื้อรา การผลิตเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเนส  
ปริมาณกลูโคซามีน ของ Acrophialophora nainiana สายพันธุดั้งเดิม 
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รูปที่ 4.4 การเติบโตของเชื้อรา การผลิตเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเนส  ของ 
Acrophialophora nainiana UV10-2 
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4.4 การศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซมอยางหยาบ 
4.4.1 การศึกษาผลของคา pH ที่มีตอการทํางานของเซลลูเลส 3 กลุม 
         นําเอนไซมที่ไดจากเชื้อรามาวัดแอคติวิตีทั้ง 3 กลุม โดยปรับใหภาวะการทํางานใหมีคา 

pH ตางๆ กัน คือ 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0 ตามลําดับ ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซ้ํา เพื่อศึกษาคา 
pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลสอยางหยาบ พบวา ทั้งเอกโซกลูคาเนส (รูปที่ 4.5) และเอน
โดกลูคาเนส (รูปที่ 4.6) ทํางานไดดีในชวง pH ที่เปนกรดออน โดยมีแอคติวิตีสูงสุดที่ pH 5 สวนบีตา-
กลูโคซิเดส (รูปที่ 4.7) ทํางานไดดีในชวง pH ที่เปนกลาง (pH 7)  
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รูปที่ 4.5 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของเอกโซกลูคาเนส จากเชื้อ Acrophialophora 
sp. UV10-2 ในชวงคา pH 3.0 ถึง 8.0 
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รูปที่ 4.6 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของเอนโดกลูคาเนส จากเชื้อ Acrophialophora 
sp. UV10-2 ในชวงคา pH 3.0 ถึง 8.0 
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รูปที่ 4.7 แอคติวิตีจําเพาะของบีตา-กลูโคซิเดส จากเชื้อ Acrophialophora sp. UV10-2 ในชวงคา 
pH 3.0 ถึง 8.0 
 

4.4.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอการทํางานของเซลลูเลส 3 กลุม 
                     นําเอนไซมที่ไดจากเชื้อรามาวัดแอคติวิตีของเซลลูเลสทั้ง 3 กลุม โดยทําการบมวดัแอคติ
วิตีเปนเวลา 30 นาที ที่ภาวะความเปนกรดและดางเทากับ 5.0 แตมีการแปรผันอุณหภูมิตางๆ คือ 40 
50 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส โดยทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซ้ํา พบวาเอนไซมอยางหยาบทั้ง 3 
กลุมทํางานไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (รูปที่ 4.8 4.9 และ 4.10) 
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รูปที่ 4.8 แอคติวิตีจําเพาะของเอกโซกลูคาเนส เมื่อนําไปทําปฏิกิริยาที่คา pH เทากับ 5.0 และมีการ
แปรผันอุณหภูมิ  5 ระดับ คือ 30 40 50 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส จากเชื้อ Acrophialophora sp. 
UV10-2 
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รูปที่ 4.9 แอคติวิตีจําเพาะของเอนโดกลูคาเนส เมื่อนําไปทําปฏิกิริยาที่คา pH เทากับ 5.0 และมีการ
แปรผันอุณหภูมิ  5 ระดับ คือ 30 40 50 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส จากเชื้อ Acrophialophora sp. 
UV10-2 
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รูปที่ 4.10 แอคติวิตีจําเพาะของบีตา-กลูโคซิเดส เมื่อนําไปทําปฏิกิริยาที่คา pH เทากับ 5.0 และมีการ
แปรผันอุณหภูมิ  5 ระดับ คือ 30 40 50 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส จากเชื้อ Acrophialophora sp. 
UV10-2 
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4.5 การทําใหเอนไซมบริสุทธิ์บางสวน 
ทําการผลิตเซลลูเลสจาก จากเชื้อ Acrophialophora sp. UV10-2 โดยเลี้ยงเชื้อราในอาหาร

สูตร Production ที่ pH 5.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 15 วัน นํามาปนเหวี่ยง แลว
ตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมอยางหยาบ พบวามีปริมาตรรวมของเอนไซมอยางหยาบ 1,140 
มิลลิลิตร มีปริมาณโปรตีนรวม 1914.63 มิลลิกรัม แอคติวิตีของเอกโซกลูคาเนสรวม 265.62 หนวย  
เอนโดกลูคาเนส  1573.77 หนวย และบีตา-กลูโคซิเดส  58.14 หนวย โดยมีแอคติวิตีจําเพาะของเอก
โซกลูคาเนส 0.139 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เอนโดกลูคาเนส 0.882 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน และ
บีตา-กลูโคซิเดส  0.015 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน  

 
4.5.1 การทําใหเอนไซมเขมขนดวยเครื่องอัลตราฟลเทรชัน (Utrafiltration) 
         นําเอนไซมที่ผลิตไดขางตน มากรองผานดวยเครื่องอัลตราฟลเทรชัน Viva Flow 250 ที่

มี membrane cut off 10,000 Da ภายใตความดันของแกสไนโตรเจน 3 บาร  พบวาเอนไซมที่ไดมี
ปริมาณโปรตีนรวม 966.555 มิลลิกรัม เอกโซกลูคาเนสรวม 170.77 หนวย  เอนโดกลูคาเนส  896.05 
หนวย และบีตา-กลูโคซิเดส  20.92 หนวย โดยมีแอคติวิตีจําเพาะของเอกโซกลูคาเนส 0.151 หนวยตอ
มิลลิกรัมโปรตีน เอนโดกลูคาเนส 0.927 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน และบีตา-กลูโคซิเดส  0.021 หนวย
ตอมิลลิกรัมโปรตีน  เมื่อคิดเปนผลผลิตของเอนโดกลูคาเนส 69.05 เปอรเซ็นต และมีความบริสุทธิ์
เพิ่มข้ึน 1.05 เทา (ตารางที่ 4.2) 

 
4.5.2 การตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate 

precipitation) 
             นําเอนไซมที่ทําใหเขมขนดวยเครื่องอัลตราฟลเทรชัน มาตกตะกอนดวยแอมโมเนียม       
ซัลเฟตอิ่มตัว โดยเพิ่มความเขมขนของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเปนลําดับสวน คือ 0-30 30-40 40-50 
50-60 60-70 และ 70-80 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นําแตละลําดับสวนไปละลายในอะซีเตตบัฟเฟอร 
0.05 โมลาร  pH 5.0 จากนั้นนําไปไดอะไลซิสขามคืน แลวนํามาวัดแอคติวิตีของเอกโซกลูคาเนส    
เอนโดกลูคาเนส   และบีตา-กลูโคซิเดส  พบวามีแอคติวิตีจําเพาะของเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส   
และบีตา-กลูโคซิเดสของ จากเชื้อ Acrophialophora sp. UV10-2 อยูมาก ในโปรตีนที่ตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 50-60 และ 60-70 (รูปที่ 4.11 ) ซึ่งเมื่อรวมทั้ง 2 ลําดับสวนจะมีผลผลิต
ของเอนโดกลูคาเนส 21.25 เปอรเซ็นต และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 2.98 เทา  
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รูปที่ 4.11 การตกตะกอนเอนไซมดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนตางๆ 
 
4.5.3 การทําใหเอนไซมบริสุทธิ์โดยแอนไอออน-เอกซเชน โครมาโทกราฟ  
         นําโปรตีนไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 50-70เปอรเซ็นต มา

ผานคอลัมน HiTrap DEAE Sepharose Fast Flow ซึ่งเปนตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion 
exchanger)  ชะโปรตีนดวยสารละลาย 0.02 โมลาร Piperazine-HCl pH 5.0 พบวามีโปรตีนถูกชะ
ออกมา 2 พีค (รูปที่ 4.12) ซึ่งพีค I จะไมจับคอลัมน จึงถูกชะออกมากอน (หลอดที่ 8-18) และเมื่อ
เปลี่ยนมาชะดวยเกรเดียนทของโซเดียมคลอไรด 0-1.0 โมลาร พบวาที่ความเขมขน 0.12 โมลาร  มี
โปรตีนพีคที่สองออกมา คือ พีค II (หลอดที่ 30-32) และตรวจสอบแอคติวิตีพบวา พีค I มีแอคติวิตีของ
เอกโซกลูคาเนส (0.138 U/ml) เอนโดกลูคาเนส (4.628 U/ml) และบีตา-กลูโคซิเดส (0.026 U/ml) 
สวนพีค II มีแอคติวิตีเอนโดกลูคาเนสเพียงอยางเดียว (0.334 U/ml) โดยพีค I  ใหผลผลิตเอนไซม 
17.64 เปอรเซ็นต ความบริสุทธิ์ 3.88 เทา และพีค II ใหผลผลิตของเอนโดกลูคาเนส 0.21 เปอรเซ็นต 
ความบริสุทธิ์ 0.25 เทา (ตารางที่ 4.2) 
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รูปที่ 4.12 ผลการแยกและทําใหเซลลูเลสบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนดวยคอลัมน HiTrap DEAE Sepharose Fast 
Flow ชะดวยบัฟเฟอร piperazine-HCl 0.05 โมลาร pH 5.0 แลวตามดวย linear salt gradient ความ
เขมขนของโซเดียมคลอไรด 0-1.0 โมลาร อัตราการไหล 60 มิลลิลิตร/ชั่วโมง เก็บแยกสวนหลอดละ 5 
มิลลิลิตร 

 
4.5.4 การทําใหเอนไซมบริสุทธิ์โดยเจล-ฟลเทรชั่น โครมาโทกราฟ 
         นําโปรตีนที่ผานคอลัมนไอออน-เอกซเชนโครมาโทกราฟ พีค I มาผานคอลัมน 

Sephacryl-S-200 HR โดยชะดวยสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร  pH 5.0 (รูปที่ 4.9) พบวา
สามารถแยกโปรตีนอื่นออกจากเอนไซมได โดยปรากฏโปรตีน 1 พีคใหญ (หลอดที่ 35-45) และพีคเล็ก 
1 พีค (หลอดที่ 62-67) โดยโปรตีนจะเริ่มออกในหลอดที่ 35 เมื่อติดตามแอคติวิตีของเอนโดกลูคาเนส
พบวามีปริมาณสูง (3.3942 U/ml) สวนเอกโซกลูคาเนสที่ไดมีปริมาณนอย (0.051 U/ml) และพบบีตา-
กลูโคซิเดสนอยมาก (0.001 U/ml) เรียกพีคนี้วา Endo I สวนพีคหลังไมพบแอคติวิตีของเอนไซมทั้ง 3 
ชนิด เอนไซมใหผลผลิต 6.47 เปอรเซ็นต และทําใหเอนโดกลูคาเนสนี้มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเปน 13.93 
เทา (ตารางที่ 4.2) 

  gradient 

  peak I peak II 
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สวนเอนไซมที่ผานคอลัมนไอออน-เอกเซนโครมาโทกราฟ พีค II ไดนํามาผานคอลัมน 
Sephacryl-S-200 HR ชะดวยสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร  pH 5.0 เชนกัน จากรูปที่ 
4.10 พบวาสามารถแยกโปรตีนอื่นออกจากเอนไซม โดยปรากฏโปรตีนหลายพีค ซึ่งโปรตีนที่อานไดมี
คานอย และเมื่อติดตามเอนไซมดวยการวัดแอคติวิตีทั้ง 3 กลุม จะพบเอนโดกลูคาเนสเพียงชนิดเดียว
(0.355 U/ml) ในโปรตีนพีคที่ II เรียกพีคนี้วา Endo II แอคติวิตีของเอนโดกลูคาเนสที่ไดนั้นมีปริมาณ
นอยเม่ือเทียบกับพีค Endo II เอนไซมใหผลผลิต 0.74 เปอรเซ็นต และเอนโดกลูคาเนสนี้มีความ
บริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเปน 13.41 เทา (ตารางที่ 4.2) 
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รูปที่ 4.13 ผลการแยกและทําใหเซลลูเลสบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นของ พีค I ดวยคอลัมน Sephacryl-S-200 HR (ขนาด 2.6 × 40 เซนติเมตร) ชะดวยโซเดียม 
อะซีเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร pH 5.0 อัตราการไหล 12 มิลลิลิตร/ชั่วโมง เก็บแยกสวนหลอดละ 3 มิลลิลิตร 
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Vo Vt Endo I 
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รูปที่ 4.14 ผลการแยกและทําใหเซลลูเลสบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นของพีค II ดวยคอลัมน Sephacryl-S-200 HR (ขนาด 2.6 × 40 เซนติเมตร) ชะดวยโซเดียม 
อะซีเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร pH 5.0 อัตราการไหล 12 มิลลิลิตร/ชั่วโมง เก็บแยกสวนหลอดละ 3 มิลลิลิตร 
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ตารางที่  4.2  ผลการเตรียมเอนโดกลูคาเนสจาก Acrophialophora sp. UV 10-2 ใหบริสุทธิ์
บางสวน  
ลําดับข้ันตอนการทาํให

บริสุทธิ ์
โปรตีนรวม 
(มิลลิกรัม/
โปรตีน) 

แอคติวิตี
รวม 

(หนวย) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 
(หนวย/
มิลลิกรัม) 

เปอรเซ็นตแอคติวิ
ตี (เปอรเซ็นต) 

ความ
บริสุทธิ ์
(เทา) 

1.เอนไซมอยางหยาบ 
2.เอนไซมเขมขน 
3.ตกตะกอนดวย 50-
70 เปอรเซ็นต
แอมโมเนยีมซลัเฟต 
4.DEAE Saphorase 
peak I 
peak II 
5.Sephacryl-S-200 H 
Endo I 
Endo II 

 

1914.63 
966.74 

 
126.92 

 
 

81.23 
5.41 

 
8.98 
0.99 

 

1573.77 
896.05 

 
334.35 

 
 

277.68 
3.34 

 
101.83 
11.72 

0.882 
0.927 

 
2.634 

 
 

3.418 
0.217 

 
11.33 
11.83 

100 
69.05 

 
21.25 

 
 

17.64 
0.21 

 
6.47 
0.74 

 

1 
1.05 

 
2.98 

 
 

3.87 
0.24 

 
13.93 
13.41 

 
 
4.5.5 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเอสดีเอส-พอลิอะคลิลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซีส 
(SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
        นาํสารละลายโปรตีนสวนตางๆ ที่เตรียมไดคือ โปรตีนอยางหยาบ โปรตนีที่ทาํใหเขนขน
ดวยอัลตราฟลเทรชัน โปรตนีที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต 50-70 เปอรเซ็นต โปรตีนที่ผาน
คอลัมน DEAE Sepharose พีค I และ II โปรตีนที่ผานคอลัมน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo I 
และ Endo II มาตรวจสอบความบริสุทธิด์วย SDS-PAGE ความเขมขน 12.5 เปอรเซ็นต (วิธีขอ 
3.7.5) โดยทีแ่ตละแถวมีปริมาณโปรตีน 20 ไมโครกรัม จากผลการทดลอง พบวา แตละขั้นตอน
ของการทาํใหบริสุทธิ์ (รูปที ่ 4.11 แถวที ่ 3-8) สามารถลดโปรตีนทีเ่จือปนออกไปไดมาก สวน
โปรตีนที่ผานคอลัมน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo I และ Endo II (แถวที่ 6-7) พบวา Endo I 
มีโปรตีนชัดเจน 3 แถบ โดยชัดเจน 2 แถบ และจาง 1 แถบ สวน Endo II พบวามโีปรตีน 2 แถบ จะ
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เห็นชัด 1 แถบสวนอีก 1 แถบจาง แสดงใหเหน็วาการทดลงนี้สามารถทําใหเอนโดกลูคาเนสบริสุทธิ์
บางสวน 
 

 
รูปที่ 4.15 ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์เอนโดกลูคาเนสดวย SDS-PAGE 
แถวที ่1 โปรตนีมาตรฐาน          แถวที่ 5 โปรตีนที่ผาน DEAE Sepharose พีค I 
แถวที ่2 โปรตนีอยางหยาบ                แถวที่ 6 โปรตีนที่ผาน DEAE Sepharose พีค II 
แถวที ่3 โปรตนีที่เขมขนจากการทาํ         แถวที่ 7 โปรตีนที่ผาน Sephacryl-S-200 HR พีค                        

อัลตราฟลเทรชัน                        Endo I 
แถวที ่4 โปรตนีที่ตกตะกอนดวย          แถวที่ 8 โปรตีนที่ผาน Sephacryl-S-200 HR พีค          

แอมโมเนยีมซลัเฟตความเขมขน 50-70 %         Endo II 
               
4.5.6 การตรวจสอบแอคติวิตีของเซลลูเลสในแผนเอสดีเอสพอลิอะคริลาไมดเจล  
         เมื่อยอมเจลที่ม ี CMC 1 เปอรเซ็นต เปนสวนประกอบ ดวยสารละลาย Congo red 0.01 
เปอรเซ็นตเพื่อตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมในแผนเจล โดยในแตละแถวมีปริมาณโปรตีน 20 
ไมโครกรัม จากการทดลองพบวา โปรตีนอยางหยาบปรากฏแถบแอคติวิตีชัดเจน 1 แถบใหญซึ่งให
ลักษณะใสบนพื้นเจลสีแดง สวนโปรตนีที่เขมขนดวยอัลตราฟลเทรชนั โปรตีนที่ผานคอลัมน DEAE 
Sepharose ทัง้ 2 พีค และโปรตีนที่ผานคอลัมน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo I และ Endo II 
ใหผลสอดคลองกันทัง้หมดโดยปรากฏแถบแอคติวิตีชัดเจน 1 แถบเชนกัน แตขนาดความกวางของ
แถบจะแตกตางกนั  โดยที ่Endo I จะอยูที่ตําแหนงสงูกวา Endo II เพียงเล็กนอย (รูปที่ 4.16) ซึง่
สังเกตความแตกตางจากรูปเจลไดไมชัดเจนมากนกั  
 
 

 1     2     3     4     5     6      7     8 kDa 
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28.7 

 
21.3 
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                       1     2      3       4             1        2      3      4  

 
 
 
 
 

  
 
 
 
รูปที่ 4.16 ผลการตรวจสอบความบริสทุธิ์เอนโดกลูคาเนสดวย SDS-PAGE (ก) และ Activity 
stain (ข) 
   แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน    แถวที่ 5 โปรตีนที่ผาน DEAE Sepharose พีค I 
   แถวที่ 2 โปรตีนอยางหยาบ        แถวที่ 6 โปรตีนที่ผาน DEAE Sepharose พีค II 
   แถวที่ 3 โปรตีนที่เขมขนจากการทํา   แถวที่ 7 โปรตีนที่ผาน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo I 
              อัลตราฟลเทรชัน    แถวที่ 8 โปรตีนที่ผาน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo II 
  แถวที่ 4 โปรตีนที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 50-70 เปอรเซ็นต 

          1      5       6       7      8        1      5      6      7     8 

           ก.                                        ข. 

ก.                                       ข. 

kDa 
113 
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4.6 การศึกษาสมบัติบางประการของเซลลูเลสที่บริสุทธิ์บางสวน 
 4.6.1 การศึกษาผลของคา pH ที่มีตอการทํางานของเซลลูเลส 

         ในการทดลองนี้ไดเลือกเอนไซม Endo I ซึ่งมีแอคติวิตีดีที่สุดมาศึกษาผลของ pH 
ตางๆ กัน คือ 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0 เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมตอการทํางาน และความ
เสถียรของเซลลูเลสที่บริสุทธิ์บางสวน  พบวา เอนโดกลูคาเนส ทํางานไดดีในชวง pH ที่เปนกรด
ออน และทํางานไดดีที่สุด pH 5 สวน pH ที่เปนดางจะทํางานไดไมดีโดยแอคติวิตีจะลดลงอยาง
มาก (รูปที่ 4.17) การทดลองหาความเสถียรตอ pH เมื่อนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
พบวาวันที่ 1 และ 2 แอคติวิตีจําเพาะของ Endo I ในชวง pH 4.0-8.0 มีคาลดลงเพียงเล็กนอยเมื่อ
เทียบกับแอคติวิตีเร่ิมตน สวนที่ pH 3.0 แอคติวิตีจําเพาะในวันที่ 1 และ 2 มีคาลดลงอยางมาก
เมื่อเทียบกับแอคติวิตีเร่ิมตนเ (รูปที่ 4.18) จะเห็นไดวา Endo I จะมีความเสถียรมากในชวง pH 
4.0-8.0 สวน pH 3.0 ความเสถียรจะนอย 
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รูปที่ 4.17 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของ Endo I ที่ pH ในชวงคา pH 3.0 ถึง 
8.0  
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รูปที่ 4.18 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) และความเสถียรของ Endo I ในชวง pH 
3.0 ถึง 8.0 เมื่อนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 และ 2 วัน 

 
4.6.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอการทํางานของเซลลูเลส 

           นํา Endo I มาศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอการทาํงานของเอนไซม  พบวาอณุหภูมิ
ที่เหมาะสม ตอการทาํงานคอื 60 องศาเซลเซียส จะเหน็ไดวาอุณหภูมิสูงขึ้นแอคติวิตีจําเพาะก็จะ
ลดลงเปนอยางมาก (รูปที่ 4.19) และเมือ่หาภาวะความเสถียรของเอนไซมที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส พบวามีคาแอคติวิตีจําเพาะตัง้แตเวลา 0-105 นาที มีคาไมแตกตางจากแอคติวิตีเร่ิมตน
มากนัก แสดงวาเอนไซมมคีวามเสถียรเปนเวลา 105 นาที หลงัจากนัน้เอนไซมจะมีแอคติวิตี
จําเพาะลดลงอยางมากเมื่อเทียบกับแอคติวิตีจําเพาะเริม่ตน (รูปที่ 4.20)  
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รูปที่ 4.19 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) เมื่อนําไปทําปฏิกิริยาที่คา pH 5.0 และมี
การแปรผันอุณหภูมิ  5 ระดับ คือ 30 40 50 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.20 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) และความเสถียรของ Endo I ที่ pH 5.0 
เมื่อนําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 0 15 30 45 60 75 90 105 120 นาที  

 
4.6.5 การศึกษาหาความจําเพาะของเอนไซมตอซับสเตรตบางชนิด 
         ในการศึกษานี้ไดศึกษาหาความจําเพาะตอซับสเตรตที่เปนเซลลูโลส อนุพันธ

เซลลูโลส และไซแลน พบวา Endo I มีความจําเพาะตอ CMC ไดดีที่สุดเนื่องจากยอยสลายมาก
ที่สุด รองลงมาคือ      ไซแลน กระดาษกรอง สวน Avicel และแอลฟา-เซลลูโลส ยอยสลายไดเพียง
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เล็กนอย ในขณะที่ไมสามารถยอยสลายเซลโลไบโอส D(-)salicin และ 4-Nitrophenyl-β-D-
gaclactopyanoside (p-NPG)  (ตารางที่ 4.3)  
 
ตารางที่ 4.3 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของ Endo I ตอซับสเตรตตางๆ เมื่อทํา
ปฏิกิริยาที่ pH 5.0 โดยบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  

ซับสเตรต แอคติวิตีจําเพาะ(ยูนิตตอมิลลกิรัมโปรตีน) 
Avicel 0.01 

α-Cellulose 0.06 
filter paper 0.17 

CMC 11.36 
Cellobiose 0 

Salicin 0 
pNPG 0 
Xylan 1.29 

 
4.6.6 การศึกษาผลของไอออนและสารเคมีบางชนิดตอแอคติวิตีของเอนไซม 
         จากการศึกษาผลของไอออนและสารเคมีบางชนิดตอแอคติวิตีของเอนไซมที่ผาน

คอลัมน Sephacryl-S-200 HR พบวา Mn2+มีผลยับยั้งมากที่สุด รองลงมาคือ Hg2+ สวนไอออน 
Cu2+ กระตุนแอคติวิตีของเอนไซม  สวน Na2+ Mg2+ Zn2+ Fe3+ Co2+SDS และ EDTA ไมมีผลตอ
การทาํงานของเอนไซม (รูปที่ 4.21) 
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รูปที่ 4.21 แอคติวิตีสัมพัทธ (เปอรเซ็นต) ผลของไอออนและสารเคมีที่มีการตอการยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซม เมื่อทําปฏิกิริยาที่ pH 5.0 โดยบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที 

  
 4.6.7 การวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูเลส 
         4.6.7.1  การหาน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูเลสโดยการทําเจลฟลเทรชั่น 
 เมื่อผานสารละลายโปรตีนมาตรฐานตางๆ ไดแก Albumin น้ําหนักโมเลกุล 67 

กิโลดาลตัน Ovalbumin น้ําหนักโมเลกุล 43 กิโลดาลตัน Chymotrypsinogen A น้ําหนักโมเลกุล 
25 กิโลดาลตัน Ribomuclease น้ําหนักโมเลกุล 13.7 กิโลดาลตัน ในภาวะเดียวกับการทําให
เอนไซมบริสุทธิ์นําคาที่ไดนํามาคํานวณหา Kav แลวสรางกราฟมาตรฐานดังรูปที่ 4.22 แลวทําการ
เปรียบเทียบคา Kav ของเอนไซมที่ถูกทําใหบริสุทธิ์ โดย Endo I มีคา Kav = 0.0926 และ Endo II มี
คา Kav = 0.13 จากกราฟมาตรฐานพบวา Endo I มีน้ําหนักโมเลกุลของเอนโดกลูคาเนสอยูในชวง 
60 กิโลดาลตัน Endo II มีน้ําหนักโมเลกุลของเอนโดกลูคาเนสอยูในชวง 43 กิโลดาลตัน 
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รูปที่ 4.22 ความสัมพันธระหวาง Kav และ log ของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานใน
การศึกษาน้าํหนกัโมเลกุลของเซลลูเลสจาก Acrophialophora sp.UV 10-2  โดยคอลัมนขนาด 
2.6×40 เซนติเมตร 
 

4.6.7.2  การหาน้ําหนกัโมเลกุลของเซลลเูลสโดยการทาํอิเลคโตรโฟรซิิสบนเอสดีเอส-     
พอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 

               จากผลการทดลองที่แสดงในรูปที ่ 4.15 พบวาเอนไซมที่ผานการทาํใหบริสุทธิ์
บางสวน ยังมแีถบโปรตีนหลายแถบในเอนไซม จงึนาํเอนไซมมาติดตามแอคติวิตีใน SDS-PAGE ที่
มี CMC 1 เปอรเซ็นต ซึง่ตรวจสอบแอคติวิตีดวยการยอม Congo red 0.01 เปอรเซ็นต พบแถบ 
แอคติวิตี 2 แถบ จากเอนไซม 2 ชนิด สรุปไดวาแถบแอคติวิตี มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 66 และ 
60  กิโลดาลตนั ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.23 ความสัมพันธระหวาง relative mobility และ log ของน้าํหนักโมเลกุลของโปรตีน
มาตรฐานในการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูเลสโดยวิธีเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจลอีเล็ก
โทรโฟรีซีส 
 
 
 

Soybean trypsin inhibitor  28.7 kDa 
Endo I 

Endo II 
Lysozyme 21.3 kDa

Carbonic anhydrase 36.3 kDa 

Bovine Serum Albumin (BSA) 92 kDa
Phosphorylase B 113 kDa

Ovalbumin 52.3 kDa



บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
  

เซลลูเลสเปนกลุมเอนไซมทีส่ามารถยอยสลายพนัธะของสายเซลลูโลส ภายใตภาวะที่
เหมาะสม ใหผลผลิตเปนกลูโคสและสายโอลิโกแซ็คคาไรดสายสั้นๆ เซลลูเลสถูกนาํไปใชใน
อุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมอาหาร สิง่ทอ อาหารสัตว เยือ่และกระดาษ เปนตน จุลนิทรียที่
สามารถผลิตเซลลูเลสไดมีหลายประเภท ไดแก แบคทีเรีย รา ยีสต แอกติโนมยัซีส โดยเฉพาะ เชื้อรามี
การศึกษาอยางแพรหลาย ซึ่งในงานวิจยันี้ไดนาํเชื้อราที่แยกไดจาก บริเวณที่มกีารปลกูปาน
ศรนารายณ (Punnapayak, Kuhirun และ Tanonkeo, 1999) ซึง่ไดปรับปรุงสายพันธุ (พิสทุธิ ์พวงนาค
, 2542) มาเล้ียงในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเซลลูเลส เพื่อทําใหบริสุทธิบ์างสวนและศึกษา
สมบัติบางประการของเอนไซม เปนแนวทางในการพัฒนาเพื่อใชในอตุสาหกรรม 
  

นําเชื้อรา Acrophialophora sp. ทั้งสายพันธุดั้งเดิมและสายพันธุกลาย ที่อยูในคลาส 
Deuteromycetes มาศึกษาหาสายพันธุที่ถูกตองโดยดูลักษณะการเจริญบนอาหาร PDA และลักษณะ
สัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเปนเชื้อรา Acrophialophora nainiana เนื่องจากเชื้อรา 
Acrophialophora sp. มี 3 สายพันธุ คือ Acrophialophora levis Acrophialophora fusispora และ 
Acrophialophora nainiana (Samson และ Mahmood, 1970) โดยที่เชื้อรา Acrophialophora sp. ที่
นํามาศึกษานี้มีลักษณะการเจริญเติบโตปานกลาง บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ
สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ลักษณะโคโลนีมีสีน้ําตาลออน เมื่อเจริญนานขึ้นจะมีสี
ดําบริเวณขอบเสนใย ลักษณะสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน เปนเชื้อราที่เสนใยมีผนังกั้น มีการ
สรางกานชูสปอร (conidiophores) ซึ่งมีสปอร (conidia) หลายๆ อันเชื่อมติดกันคลายลูกปด รูปราง
แบบไข มีปลายเรียวทั้ง 2 ดาน ไมมีสี ผนัง conidia คอนขางหนา เรียบแตอาจขรุขระและเปนรูปเกลียว
เล็กนอย  (Barnette, 1967 และ Edward, 1959) จึงสรุปไดวาเชื้อราชนิดนี้อาจเปน Acrophialophora 
nainiana ซึ่งลักษณะนี้ตางจาก Acrophialophora fusispora คือ เชื้อราชนิดนี้มี conidia สีน้ําตาล 
และผนังของ conidia จะนูนขึ้นมามีลักษณะเปนรูปเกลียว ในขณะที่ Acrophialophora levis ผนัง 
conidia จะไมเปนรูปเกลียว และ conidia มักเจริญอัดอยูที่ปลายยอดของเสนใย (apical region) 
(Samson และ  Mahmood, 1970) และเมื่อศึกษาถึงความสามารถในการใชเซลลูโลสเปนแหลง
คารบอนพบวา Acrophialophora sp. สายพันธุที่นํามาศึกษาสามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน
เพื่อเจริญเติบโตได (Punnapayak et al., 1999) ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Sandhu และ Arora 
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(1981); Sandhu และ Arora (1985) ที่พบวา Acrophialophora nainiana สามารถใชเซลลูโลสเปน
แหลงคารบอนได แต Acrophialophora fusispora ไมสามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนได 
ในขณะที่ Acrophialophora levis ไมพบรายงานถึงความสามารถในการใชเซลลูโลสเปนแหลง
คารบอน และยังพบวาเชื้อราชนิดนี้มีสามารถผลิตไซแลนเนสในอาหารสูตร Production ได (ขรรคชัย 
ดั้นเมฆ, 2546 และ สุภาภรณ โสภณพัฒนะโภคา, 2546) ซึ่งสอดคลองกับรายงานวิจัยของ Ximenes 
และคณะ (1999); Salles  และคณะ (2000); Cardoso และ Filho (2003)  ที่พบวา A. nainiana 
สามารถผลิตไซแลนเนสได ดังนั้นจึงสรุปไดวา Acrophialophora sp. สายพันธุที่นํามาศึกษาเปนสาย
พันธุ Acrophialophora nainiana แตการตรวจสอบขางตนเปนการใชลักษณะสัณฐานวิทยาและการ
ใชแหลงคารบอนเทานั้น ซึ่งอาจมีความคลาดเคลื่อนไดจึงตองมีการตรวจสอบในระดับของจีโนมตอไป 
เชน ITS sequencing เปนตน  
  

การศึกษาการเจริญในอาหารสูตร Production ที่มีแอลฟา-เซลลูโลสเปนแหลงคารบอน ทํา
การเลี้ยงที่ pH 5.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พบวา Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม และ  
Acrophialophora sp. UV 10-2 ใหผลการเจริญของเชื้อราและการผลิตเซลลูเลสคลายกันทั้ง 2 สาย
พันธุ โดยพบวาคาแอคติวิตีเอกโซกลูคาเนส และเอนโดกลูคาเนส มีแนวโนมเพิ่มมากขึ้น มีคาสูงสุดใน
วันที่ 15 (เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน) สวนแอคติวิตีของบีตา-กลูโคซิเดส มีแนวโนมลดลง  ซึ่งเอนโดกลู
คาเนสมีแอคติวิตีสูงที่สุด โดย Acrophialophora sp. UV 10-2 ใหผลผลิตเอนไซมทั้ง 3 ชนิดมากกวา 
Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ พิสุทธิ์  พวงนาค (2542) 
และ สุภาภรณ โสภณพัฒนโภคา (2546) การศึกษาการเติบโตของเชื้อราในงานวิจัยนี้ วัดจากปริมาณ
กลูโคซามีนซึ่งเปนองคประกอบยอยของไคตินที่เปนสวนประกอบของผนังเซลลของเชื้อรา เนื่องจาก
อาหารสูตร Production ที่ใชเล้ียงเชื้อรามีองคประกอบเปนแอลฟาเซลลูโลสทําใหไมสามารถใชการชั่ง
น้ําหนักเซลลได ทําใหการวัดปริมาณกลูโคซามีนจึงเหมาะสมกวา จากการศึกษาพบวาการเติบโตของ
เชื้อราในชวงแรกมีการผลิตเซลลูเลสทั้ง 3 กลุมในปริมาณที่นอย และเพิ่มมากขึ้นเมื่อเชื้อรามีการเจริญ
มากขึ้ น  ซึ่ ง เชื้ อ รามีการ เจริญสู งสุดในวันที่  13  หลั งจากนั้ นการ เจริญจะลดลง  สําหรับ 
Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม สวน Acrophialophora sp. UV 10-2 มีการเจริญสูงสุดวันที่ 
11 หลังจากนั้นการเจริญจะลดลง แตเอนไซมยังคงมีการผลิตตอไป แสดงใหเห็นวาเซลลูเลสเปน 
primary metabolite ซึ่งรูปแบบการเจริญและการผลิตเซลลูเลสนี้คลายกับ T. reesei Rut C-30 ใน
อาหารที่มี Avicel และขาวสาลี ( Xiao-Bin, Yun และ Koo, 1998) สําหรับการศึกษาในขั้นตอไปจึงได
เลือกใช   Acrophialophora sp. UV 10-2 เพราะใหผลผลิตเอนไซมที่มากกวาสายพันธุดั้งเดิม  
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 การผลิตเซลลูเลสเพื่อเตรียมทําใหบริสุทธิ์บางสวน ไดทําการปนเหวี่ยงเก็บเอนไซมหลังจากที่
เลี้ยงเชื้อได 15 วัน เพื่อใหไดเซลลูเลสสูงและมีปริมาณที่มากเพียงพอที่จะทําใหบริสุทธิ์ตอไป เมื่อ
เตรียมเอนไซมใหเขมขนดวยการกรองผานอัลตราฟลเทรชัน ซึ่งเลือกใชเมมเบรนที่เปน polycarbonate 
มี MW cut off เทากับ 10 กิโลดาลตัน เนื่องจากน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูเลส  ประมาณ 30-110 กิโล
ดาลตัน (Nevelaine และ Penttla, 1996) จาการทดลองทําใหเอนไซมเขมขนประมาณ 2 เทา ความ
บริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 1.05 เทา ผลผลิตเอนไซม 69.05 เปอรเซ็นต แอคติวิตีมีการสูญเสียอาจ
เนื่องมาจากการกรองดวยอัลตราฟลเทรชันอาจมีเอนไซมเล็ดลอดไปได เพราะมีการใชแก็สไนโตรเจน
ในอัลตราฟลเทรชันอาจเกิดออกซิไดซกับหมูฟงกชันของโปรตีนทําใหเอนไซมเสียสภาพได ซึ่งความ
บริสุทธิ์ที่ไดไมมากนักจึงตองทําการทดลองในขั้นตอไป  
  

จากนั้นนําเอนไซมที่ทําใหเขมขนมาตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต โดยเพิ่มความ
เขมขนของเกลือคร้ังละ 10 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวาการใชแอมโมเนียมซัลเฟต 
50-70 เปอรเซ็นตทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีจําเพาะสูงสุดและมีผลผลิตเอนไซม 21.25 เปอรเซ็นต  มี
ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 2.98 เทา ซึ่งจากการทดลองในขั้นนี้พบวาผลผลิตเอนไซมลดลงอยางมาก อาจ
เปนไปไดวาเอนไซมมีการสูญเสียแอคติวิตีไประหวางการไดอะไลซิส  หรือเอนไซมอาจเสียสภาพจาก
การออกซิไดซบริเวณหมูไธออลของซิลดีอีน การปนเปอนของโลหะหนัก ซึ่งลวนมีผลตอการเสียสภาพ
โปรตีน (ชุลีพร จูงสาย, 2535)  ผลการตกตะกอนเอนไซมที่ไดนี้ตางจากการทดลองของ Jin และ Toda 
(1989) พบวาเอนโดกลูคาเนสจาก Clostridium thermocopriae sp. nov.JT3-3 ตกตะกอนที่ความ
เขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต 40 -60 เปอรเซ็นต และการทดลองของ George, Ahmad และ Rao 
(2001) พบวาเอนโดกลูคาเนสจาก Thermomonospora sp. ตกตะกอนที่ความเขมขนของ
แอมโมเนียมซัลเฟต 30-55 เปอรเซ็นต เชนกัน 
  

การทําใหเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน HiTrap DEAE Sepharose Fast Flow ซึ่งเปนแอน
ไอออน-เอกซเชน โครมาโทกราฟ มีความเปนรูพรุนสูง หลักการแยกจะอาศัยความแตกตางของประจุ
โปรตีนแตละชนิด ซึ่งสารตัวกลางที่ใชแยกนี้มีประจุเปนบวก เมื่อผานเอนไซมที่ตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟต พบวามีพีคโปรตีน 2 พีค โดยพีค I จะออกมาพรอมกับสารละลายบัฟเฟอร ที่ใชใน
การชะแสดงวาโปรตีนพีคนี้ไมนี้ไมจับกับคอลัมน เมื่อวัดแอคติวิตีของเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส 
และบีตา-กลูโคซิเดสพบวามีเอนไซมทั้ง 3 ชนิด จึงทําใหแยกเอนไซมทั้ง 3 ชนิดออกจากกันไมได สวน
พีค II ถูกชะดวยเกรเดียนทของโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0.12 โมลาร โปรตีนจะเริ่มออกมา นํา
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สารละลายบัฟเฟอรที่ใชชะเมื่อนําไปตรวจสอบแอคติวิตีพบเอนโดกลูคาเนสเพียงชนิดเดียว ผลการ
ทดลองที่ไดสอดคลองกับ Kim และคณะ (1994) ซึ่งใชคอลัมน DEAE Bio-Gel พบวาทั้งเอกโซกลู
คาเนส เอนโดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเดสบางตัวจะไมจับกับคอลัมนแอนไอออน-เอกซเชน  ทําให
ยากในการแยกเอนไซมทั้ง 3 จึงตองใชคอลัมนอ่ืนชวยในการแยกเอนไซมบริสุทธิ์ยิ่งขึ้น การที่ความ
บริสุทธิ์ของเอนโดกลูคาเนส พีค II มีคา 0.24 เทา เปนเพราะวามีปริมาณเอนไซมนอย ในขณะที่มี
ปริมาณโปรตีนมากเมื่อคิดคาความบริสุทธิ์ที่ไดจึงต่ํากวาเอนไซมอยางหยาบ ซึ่งมีโปรตีนที่ไมเกี่ยวของ
กับเอนไซมอยูมากจึงทําใหความบริสุทธิ์ที่ไดต่ํา และผลผลิตของเอนโดกลูคาเนส พีค II มีคา 0.21 
เปอรเซ็นตเปนคาที่ต่ํามากเมื่อเทียบกับเอนไซมเร่ิมตน  แสดงใหเห็นวาเอนไซมมีการเสียสภาพไปอยาง
มาก อาจเนื่องจากเซลลูเลส เปนเอนไซมที่มีหลายองคประกอบ การผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์จึงมี
ผลทําใหโปรตีนบางตัวที่ชวยในการสงเสริมแอคติวิตีเอนไซมอาจหายไป หรือเสียสภาพได เอนไซมที่ได
อาจมีแอคติวิตีลดลง เมื่อผานการทําใหบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน (Takashima และคณะ, 1995) 
  

จากนั้นนําเอนไซมทั้ง 2 พีค ไปผานคอลัมนเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟซึ่งอาศัยหลักการแยก
ตามขนาดของโปรตีนดวยตัวกลางที่มีรูพรุน (gel matrix) โปรตีนใดที่มีขนาดโมเลกุลใหญกวาก็จะ
ออกมากอน สวนสารละลายโปรตีนที่มีขนาดเล็กกวารูพรุนก็จะสามารถผานเขาไปในรูพรุนทําใหใช
เวลาในการเคลื่อนที่ผานคอลัมนมากกวาโปรตีนขนาดใหญ โดยใช Sephacryl-S-200 HR ที่แยก
โปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 5,000-250,000 ดาลตัน จากผลการทดลองสามารถแยกเซลลูเลส ออกจาก
โปรตีนอ่ืนๆ ได ทั้งในพีค I และ พีค II โดยพีค I พบเอนโดกลูคาเนสปริมาณมากที่สุด สวนเอกโซกลู
คาเนสพบนอย และบีตา-กลูโคซิ       เดสแทบจะไมพบ การใชคอลัมน HiTrap DEAE Sepharose 
Fast Flow และคอลัมน Sephacryl-S-200 HR ไมสามารแยกเอนโดกลูคาเนส และเอกโซกลูคาเนส
ออกจากกันได สวนพีค II พบวาสามารถแยกเอนโดกลูคาเนสออกจากโปรตีนชนิดอ่ืน อาจเปนเพราะ
เอกโซกลูคาเนสและบีตา-กลูโคซิเดส   มีปริมาณ      แอคติวิตีนอย (บีตา-กลูโคซิเดสเปนเอนไซมชนิด
ผลิตภายในเซลล (intracellular enzyme) จึงหลั่งออกนอกเซลลนอย  แอคติวิตีของบีตา-กลูโคซิเดสจึง
มีนอย) ซึ่งในแตละขั้นตอนของการทําใหบริสุทธิ์บางสวนอาจทําใหเอกโดกลูคาเนสและบีตา-กลูโคซิ
เดสสูญเสียแอคติวิตีไปได ทําใหพบแอคติวิตีของเอกโซกลูคาเนสนอย และบีตา-กลูโคซิเดสนอยมาก 
อาจเปนไปไดวาบีตา-กลูโคซิเดสมีการสูญเสียแอคติวิตีไปเพราะ pH ที่เหมาะสมในการทํางานคือ 7.0 
ในการทดลองนี้เลือกใชบัฟเฟอร pH 5.0 ทําใหเอนไซมสูญเสียการทํางาน สวนเอกโซกลูคาเนส 
Takashima และคณะ (1996) รายงานวา โดยปกติเอนไซมจากเชื้อรามีระบบที่ซับซอนมาก ขั้นตอน
การทําใหบริสุทธิ์นั้นจะทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีที่ลดลง ทําใหเกิดการสูญเสียสภาพไดงาย 
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 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการทาํงานของเซลลูเลสอยางหยาบพบวาเอนโดกลูคาเนส และ 
เอกโซกลูคาเนส มี pH เหมาะสมคือ 5.0 สวนบีตา-กลโูคซิเดสมี pH เหมาะสม ที ่ 7.0 ซึ่งหลงัจาก
เอนไซมทาํใหบริสุทธิ์บางสวนพบวาเอนโดกลูคาเนสมี pH ที่เหมาะสม 5.0 เอนไซมที่ผานคอลัมน    
เจลฟลเทรชันพบวามีความเสถียรตอ pH ในชวง 4.0-8.0 ผลการทดลองนี้สอดคลองกับหลายรายงาน 
เชน Bledman และคณะ (1985) ไดศึกษาเซลลูเลสจากเอนไซมทางการคา Maxazyme CI พบวา    
เอกโซกลูคาเนสทํางานไดดีที ่ pH 4.5-7.0 เอนโดกลูคาเนสทาํงานไดดทีี่ pH 4.0-5.0 Okamoto และ
คณะ (2000) รายงานวา บตีา-กลูโคซิเดส ทํางานไดดีที่ pH 7.0 ในขณะที่ George, Ahmad และ Rao 
(2001)  ไดทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการทาํงานของเอนโดกลูคาเนส จากแอกติโนมยัซีส 
Thernomonospora sp. ที่ pH 5.0 และมีความเสถียรที่ pH 8  สวน Murashima และคณะ (2002) 
ระบุคา pH ที่เหมาะสมในการทํางานของเอนโดกลูคาเนส จาก Rhizopus oryzae คือ 5.0-6.0 
  

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมอยางหยาบทั้ง 3 ชนดิ ไมตางจากเอนไซมที่
ผานการทาํใหบริสุทธิ์บางสวนโดยอุณหภูมทิี่เหมาะสม 60 องศาเซลเซยีส และเมื่อหาภาวะเสถียรของ 
60 องศาเซลเซียส พบวามคีวามเสถียรเปนเวลา 105 นาท ี ซึง่งานวิจัยนี้ไดผลสอดคลองรายงานวิจัย 
Bledman และคณะ (1985) ซึ่งไดทาํการศกึษาเซลลเูลสจากเอนไซมทางการคา Maxazyme CI พบวา 
เอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเดสทํางานไดดีทีอุ่ณหภูมิ ในชวง 50-60 องศา
เซลเซียส Jin และ Toda (1989) พบวาอณุหภูมิที่เหมาะสมกับการทาํงานของเอนโดกลูคาเนสจากเชื้อ 
Clostridium thermocopriae sp. nov. JT3-3 ที่ 80 องศาเซลเซยีส และมีความเสถียรที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซยีส และการทดลองของ George, Ahmad และ Rao (2001) พบวาอณุหภูมิที่ 50 องศา
เซลเซียสเหมาะสมในการทาํงานของเอนโดกลูคาเนสจากแอกติโนมยัซีส Thermomonospora sp. 

 
เอนโดกลูคาเนสสามารถยอยซับสเตรตไดหลายชนิด ซึ่งในการศึกษานี้ไดหาความจําเพาะตอ     

ซับ สเตรตที่เปนเซลลูโลส อนุพนัธเซลลโูลส และไซแลน พบวา Endo I มีความจาํเพาะตอ CMC ไดดี
ที่สุดเนื่องจากยอยสลายมากที่สุด รองลงมาคือ ไซแลน กระดาษกรอง Avicel แอลฟา-เซลลูโลส แตไม
สามารถยอยสลายเซลโลไบโอส D (-) salicin และ p-NPG  เพราะเอนไซมมีความจําเพาะกับพันธะ 
1,4- β-glucosyl ของ CMC กระดาษกรอง Avicel แอลฟา-เซลลูโลส โดยที่กระดาษกรอง Avicel และ 
แอลฟา-เซลลูโลส ไมละลายน้ําทาํใหเอนไซมทํางานไดไมดีนัก แตไซแลน (ประกอบดวยพนัธะ1, 4- β-
xylopyranosidic) มีการยอยสลายรองลงมา อาจเปนไดวา ไซแลนนีอ้าจไมบริสุทธิ ์จึงทาํใหเอนไซมมี 
แอคติวิตี หรืออาจเปนไดวามีเอนไซมที่ผานคอลัมน Sephacryl-S-200 HR มีไซแลนเนสอยูในเอนไซม
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ดวยเพราะมีรายงานวา Acrophialophora  sp.UV10-2 สามารถผลติไซแลนเนส (common activity) 
ปริมาณต่ํารวมกับการผลิตเซลลูเลส ในอาหารสูตร Production ที่มีแอลฟาเซลลูโลสเปนองคประกอบ  
(ขรรคชัย ดั้นเมฆ, 2546 และ สุภาภรณ โสภณพัฒนะโภคา, 2546) ซึ่งเอนโดกลูคาเนสมีความจาํเพาะ
ตอ CMC มากที่สุดสอดคลองกับงานวิจยั Mizukoshi และคณะ (1977); Sanwal (1999); Ye และ
คณะ (2001); Murashima และคณะ (2002) 

 
จากการศึกษาผลของไอออนและสารเคมีบางชนิด ตอแอคติวิตีของเอนไซมที่ผานคอลัมน 

Sephacryl-S-200 HR พบวา Mn2+ มีผลยับยั้งมากทีสุ่ด รองลงมาคือ Hg2+ สวนไอออน Na2+ Cu2+ 
Fe3+ Co2+ Mg2+ Zn2+ EDTA และ SDS ไมมีผลตอแอคติวิตีเอนไซม ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับงานวิจัย
ของ Jin และ Toda (1989) ไดศึกษา  เอนโดกลูคาเนสจาก Clostridium thermocopriae sp. nov. 
JT3-3 พบวาเอนไซมถูกยับยั้งดวย Mn2+และ Hg2+ นอกจากนี้ Yamanobe และ Mitsuishi (1990) ที่
ศึกษาสักษณะสมบัติของเอนโดกลูคาเนสจากเชื้อราสายพนัธุ Y-94 พบวาถกูยบัยั้งดวย Mn2+และ 
Hg2+ การทีเ่อนไซมถูกยับยัง้ดวย Mn2+และ Hg2+ อาจเนื่องมาจากสารดังกลาวทําหนาที่ออกซิไดซหมู
บริเวณหมูไธออลของซิลดีอีนในเอนไซม ทําใหเสียสภาพได (Murashima และคณะ, 2002) 
 

การตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจลอีเล็กโทรโฟริซีส พบวา แตละ
ข้ันตอนของการทําใหบริสุทธิ์ สามารถลดโปรตีนที่เจือปนออกไปไดมากและไมหมด สวนเอนไซมที่ผาน
คอลัมน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo I และ Endo II พบวา Endo I มีโปรตีนชัดเจน 3 แถบ โดย
ชัดเจน 2 แถบ และจาง 1 แถบ สวน Endo II พบวามีโปรตีน 2 แถบ จะเห็นชัด 1 แถบ สวนอีก 1 แถบ
จาง ทําใหไมสามารถจะหาน้ําหนักของเอนไซมได จึงไดนํามาตรวจสอบแอคติวิตีของเอนโดกลูคาเนส
ในเจลโดยไดเติมซับสเตรตลงไปในเจลโดยตรงเพื่อเพิ่มความสามารถในการตรวจสอบแอคติวิตี แต
เนื่องจากวิธีเดิมใชเติมซับสเตรตใน overlay gel ซึ่งอาจมีการสูญเสียโปรตีนบางสวนจากการแพร ซึ่ง 
CMC เปนอนุพันธุของเซลลูโลสซึ่งละลายน้ําไดเปนเนื้อเดียวกับเจล เปนซับสเตรตที่เหมาะสมในการ
ตรวจสอบแอคติวิตีเอนโดกลูคาเนส การยอมดวยสี congo red ซึ่งใหสีแดงกับเจลที่มี CMC แลวลาง
ดวยโซเดียมคลอไรด 1 โมลาร  จะปรากฏแถบใสบนเจลพื้นสีแดง 1 แถบเทานั้น แตเมื่อทําใหเอนไซมมี
ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนแถบนั้นก็จะกวางขึ้น อาจเปนไปไดวาเอนโดกลูคาเนสมีหลายตัว จากการทดลอง
นี้สามารถคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของแถบแอคติวิตี พบวามีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 และ 60 
กิโลดาลตัน ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการคํานวณดวยการทําเจลฟลเทรชัน พบวาเอนไซมทั้ง 2 ชนิดมี
น้ําหนักโมเลกุล 60 กิโลดาลตัน และ 43 กิโลดาลตัน ทั้ง 2 วิธีใหคาที่แตกตางกันอาจเนื่องจากการที่
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เอนไซมที่ไดยังไมบริสุทธิ์ จึงทําใหมีหลายแถบขึ้นและการตรวจสอบแอคติวิตีที่ไดเปนแถบที่คอนขาง
กวาง อาจจะมีโปรตีนที่น้ําหนักใกลเคียงยอยสลาย CMC ได น้ําหนักโมเลกุลที่ไดจาก 2 วิธีจึงไม
เทากัน แตคอนขางจะใกลเคียง ไมแตกตางกันมากนัก ผลที่ไดนี้อาจสรุปไดเบื้องตนวาจากขนาดของ
โปรตีนที่ไดแสดงวาเอนไซมไมมีซับยูนิต (subunit) 
 
 จากงานวิจยันีส้ามารถนําขอมูลที่ไดไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมการ
ผลิตแอลกอฮอล อุตสาหกรรมการฟอกผา อุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตว เปนตน เนื่องจาก
อุตสาหกรรมการเหลานี้ตองใชสารเคมีในการทาํงานที่สภาวะเปนกรดและอุณหภูมิที่สูง ประมาณ 80-
100 องศาเซลเซียสหรือมากกวา  (Bhat, 2000) การใชเอนไซมจึงเปนอกีทางเลือกหนึ่งในการลด
มลภาวะจากการใชสารเคม ี ซึ่งการนําเอนไซมไปใชจึงมีความเหมาะสม เพราะเอนไซมที่ผลิตไดนี้
สามารถมีภาวะที่เหมาะสมตอการทาํงานที ่ pH 5.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ซึ่งทําใหลด
พลังงานที่ใชสารเคมี น้าํเสยีจากการใชเอนไซมยอยสลายไดโดยธรรมชาติ เอนไซมมีความจําเพาะตอ
ซับสเตรต และสามารถใชรวมกับเอนไซมชนิดอื่นๆ ได (Li และ Hardin, 1997) การใชประโยชนจาก
เอนไซมจึงเปนทางเลือกใหมใหกับอุตสาหกรรมเพื่อลดปญหามลภาวะได 



บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

1. เชื้อรา Acrophialophora sp. ที่ใชในงานวิจยันีน้าจะเปนเชื้อรา Acrophialophora nainiana และ
สามารถผลิตเซลลูเลสในอาหารสูตร Production ที่ pH 5.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส สูงสุดในวันที่ 
15 โดย Acrophialophora sp. UV 10-2 ใหผลิตเซลลูเลสมากกวา Acrophialophora sp. สายพันธุ
ดั้งเดิม 
 
2. เซลลเูลสทีผ่ลิตจาก Acrophialophora sp. UV 10-2 เมื่อทาํใหบริสุทธิ์บางสวน ดวยการกรอง
ผานอัลตราฟลเทรชัน การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต การผานคอลัมนไอออน-เอกซเชน โคร
มาโทกราฟและการผานคอลมันเจลฟลเทรชัน พบวาสามารถแยกเอนไซมออกจากโปรตีนชนิดอื่น แต
เอนไซมที่ไดยงัไมบริสุทธิ ์ซึง่ทาํใหไดเอนโดกลูคาเนส 2 ตัว คือ Endo I และ Endo II มีความบริสุทธิ์
เพิ่มข้ึน 13.93 และ 13.41 เทา ผลผลิตเอนไซม 6.47 และ 0.74 ตามลําดับ 
 
3. เมื่อคํานวณแถบแอคติวิตีพบวา Endo I มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 กิโลดาลตันและ Endo II มี
น้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 60 กิโลดาลตัน สวนเมื่อคํานวณดวยการทาํเจลฟลเทรชนัไดน้ําหนกัโมเลกุล 
60 กิโลดาลตนั (Endo I) และ 43 กิโลดาลตัน (Endo I) 
 
4. pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอยางหยาบของเอกโซกลูคาเนสและเอน
โดกลูคาเนสคอื 5.0 สวนบตีา-กลูโคซิเดสคือ 7.0 อุณหภูมิที่เหมาะสมของเอนไซมทั้ง 3 กลุม คือ 60 
องศาเซลเซยีส 
 
5. สวนคา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวนเทากับ 5.0 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส โดยทีเ่อนไซมคอนขางเสถียรที่ชวง pH 4.0-8.0 และอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียสมีความเสถยีรที่เวลา 105 นาท ี 
 
6. เอนไซมทีบ่ริสุทธิ์บางสวนมีความจาํเพาะตอ CMC มากที่สุด รองมาคือไซแลน กระดาษกรอง 
Avicel และแอลฟา-เซลลูโลส  แตไมยอยสลายเซลโลไบโอส  D(-) salicin และ p-NPG 
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7. เอนไซมถูกยับยั้งดวยไอออนของ Mn2+มากที่สุด รองลงมาคือ Hg2+ สวนไอออน Cu2+ มีผลเพิม่แอ
คติวิตีของเอนไซม  
 
ขอเสนอแนะ 

ในการศึกษาลักษณะสัณฐานทางวิทยาของเชื้อรา Acrophialophora sp. เปนการศกึษาเพียง
เบื้องตนเทานัน้ จงึควรมีการศึกษาตอไปเพื่อใหสายพนัธุที่แทจริง เชน การศึกษาในระดับจีโนม เปนตน 

การศึกษาเอนไซมจาก Acrophialophora sp. UV 10-2 ตองผลิตใหไดปริมาณมากๆ ซึ่งใน
การทดลองนีผ้ลิตเพียง 1,140 มิลลิลิตร จึงไมเพียงพอในการแยกเอกโซกลูคาเนส บีตา-กลูโคซิเดส 
และตองเลือกใชเทคนิคทางโครมาโทกราฟอ่ืน เพื่อแยกเอนไซมที่บริสุทธิ์ขึ้น และลดการสูญเสียแอคติวิ
ตีใหนอยที่สุด 

เซลลูเลสที่ไดจากเชื้อรา Acrophialophora sp. UV 10-2 นาจะไดมีการศึกษาตอไปเพื่อเพิ่ม
ศักยภาพใหมากขึ้นเพื่อนาํไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตว 
อุตสาหกรรมการฟอกผา เปนตน  
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในงานวิจัย 
 

1. Potato Dextrose Agar (PDA) 
 มันฝร่ัง     200  กรัม 
 น้ําตาลเดกโตรส (Dextrose)     20  กรัม 
 วุนผง (Agar)      20  กรัม 
 น้ํากลัน่        1 ลิตร  
 วิธีการเตรยีม  
 1.1 นํามันฝร่ังปอกเปลือก ลางใหสะอาด และนํามาหั่นเปนรูปส่ีเหลี่ยมจัตุรัสชิ้นเล็กๆ ขนาด
ประมาณ 1 ลูกบาศกเซนติเมตร จํานวน 200 กรัม นําไปตมในน้ํากลั่นประมาณ 700 มิลลิลิตรเพื่อให
สุก สังเกตไดจากการใชมือบีบแลวมันฝร่ังนุมแตกออกงาย ตั้งทิ้งไวใหเย็น  
 1.2 นํามากรองแตสวนน้ํา เติมน้ําตาลเดกโตรส  20 กรัม ลงไปผสมใหละลาย เติมน้ํากลั่นลง
ไปเล็กนอยใหมีปริมาตรของอาหารประมาณ 900 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดและดางใหอยูในชวง 
5.0 – 5.5 ดวย HCl 1 นอรมอล หรือ NaOH 1 นอรมอล  
 1.3 เติมวุนผง 20 กรัม และนําไปตมใหวุนละลาย ปรับปริมาตรสุดทายของอาหารใหเปน 1 
ลิตร ดวยนํากลั่น นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 15 นาที 
2. Production medium (Punnapayak และคณะ, 1999) 
 MgSO4     1.0  กรัม 
 Corn steep liquor   7.0 กรัม  
 CaHPO4    5.0  กรัม 
 α-cellulose    30.0 กรัม 
 (NH4)2SO4    4.0 กรัม 
 FeSO4     5.0 มิลลิกรัม 
 ZnSO4     1.4 มิลลิกรัม 
 MnSO4     1.6 มิลลิกรัม 
 CoCl2     3.6 มิลลิกรัม 
 Tween 80    2.0 มิลลิลิตร   
 น้ํากลัน่  1          ลิตร                                                                               
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 ละลายสวนผสมทั้งหมด ยกเวน CaHPO4 และ α-cellulose เนื่องจากไมละลายน้ํา และ 
Tween 80 แลวเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรใกล 1 ลิตร ปรับคาความเปนกรดและดางใหเทากับ 5.0 ดวย 
HCl 1 นอรมอล หรือ NaOH 1 นอรมอล แลวจึงเติม Tween 80 แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร แลว
นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
หมายเหต ุ-CaHPO4 และ α-cellulose ไมละลายน้ํา ตองแบงชัง่ใสภาชนะไวกอน  
            -การเตรียม Production agar ทําเหมือนการเตรียม Production media แตเติมวุนลงไปใน
อัตราสวนที่เหมือนกับการ PDA และไมเติม Tween 80 
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ภาคผนวก ข 

การเตรยีมสารเคม ี
1. การเตรียมสารละลาย Dinitrosalicylic acid (DNS) (ดัดแปลงจาก Miller, 1959) 
 1. เตรียมสารละลาย Dinitrosalicylic acid 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 880 มิลลิลิตร  
 2. ชั่ง Potassium sodium tartrate (NaKC4H4O6.4H2O) จํานวน 255 กรัม ละลายใน
สารละลาย NaOH 4.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 300 มิลลิลิตร  
 3. เตรียมสารละลาย NaOH 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 22 มิลลิลิตร ใสลงในสารละลาย 
phenol 10 กรัม เติมน้ําใหครบ 1 ลิตร ผสมใหเขากัน เทแบงออกมา 69 มิลลิลิตร ใส NaHSO3 6.9 
มิลลิลิตร  
 4. ผสมสารละลายจากขอ 2.1 และ 2.2 ใหเขากัน จากนั้นจึงใสสารละลายขอ 2.3 ผสมให
เขากัน นําไปเก็บใสขวดสีชา และเก็บไวในตูเย็นอยางนอย 1 คืนกอนนํามาใช 
 
2. การเตรียมสารละลายเพื่อวัดโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 
 1. Lowry reagent I  

 ผสม 4 % Sodium carbonate 49 มิลลิลิตร ในโซเดียมไฮดรอกไซด 0.2 โมลาร 49 
มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติม 1 มิลลิลิตรของ 1% กรัมตอปริมาตร ของ CuSo4 และ 1 มิลลิลิตรของ 1 
% โซเดียมโพแทสเซียมทารเทต 

2. Lowry reagent II 
 เจือจางสารละลาย Foolin-Ciocalteu phenol reagent ใหมีปริมาณ 2 เทา 
 
3. การวิเคราะหการเจริญของเสนใยโดยวิธีวัดกลูโคซามีน (Dare, Clark และ Chu-Chou 
1988) 

การเตรียมสารวัด Glucosamine 
1.acetylacetone 

  ละลาย acetylacetone  1 มิลลิลิตร ใน 100 มิลลิลิตร ของ 0.1 M NaCO3 buffer 
pH 9.8 เก็บไวนาน 1 วัน ที ่4 องศาเซลเซยีส 

2. p-ไดเมทธิลอะมิโนเบนซลัดีไฮด  
ละลาย PDAB 2 กรัม ใน 100 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวย 20% กรด HCl เขมขนใน 

Absolute ethanol 
3.กรด 4 N HCl  500 มิลลิลิตร 
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  เตรียม HCl 328.46 มิลลิลิตร ในน้าํ 1000 มิลลิลิตร หรือ เตรียม HCl 164.23 
มิลลิลิตร ในน้าํ 500 มิลลิลิตร 
**เตรียม NaOH 1 N โดยการชั่ง NaOH  20  g ในน้าํ 500 มิลลิลิตร 

วิธีการทดลอง 
1. เตรียมตัวอยางโดยบดละเอียด 1 กรัมใหแหงเติม 4 N HCl 5 มิลลิลิตร นําไปอบที่ตู

อุณหภูมิ 110 องศา นาน 8 ชั่งโมง ปรับ pH ให 5-6  และปรับสารละลายดวยน้าํใหได 25 มิลลิลิตร 
กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 นําไปวิเคราะหกลูโคซามนีตอไป 

2. การวิเคราะห โดยดูดสารละลาย 1 มิลลิลิตร (สารตัวอยาง) หลังจากนัน้เติม 1 
มิลลิลิตร acetylacetone ปรับใหได 5 มลิลิลิตร ตมใหเดือด 5 นาที ทิ้งใหเยน็  เตมิ 2 มิลลิลิตร 
EtOH แลวเติม 1 มิลลิลิตร PDAB ตั้งทิง้ไวอุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
530 นาโนเมตร 

 
4. การเตรียมสไลดเพื่อศึกษาโครงสรางของเชื้อรา 
 1. นําสไลด กระจกปดสไลด และแทนวางสไลด ใสลงในจานเพาะเชื้อ ปดฝาและนําไปนึ่ง 
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 2. เตรียมอาหาร PDA เทใสจานเพาะเชื้อที่ฆาเชื้อแลวอีกชุดหนึ่ง ตั้งทิ้งไวจนอาหารแข็ง 
จากนั้นใชมีดผาตัด ตัดชิ้นวุนเปนรูปส่ีเหลี่ยมจัตุรัสขนาดประมาณ 0.5 X 0.5 เซนติเมตร 
 3. นําชิ้นอาหารที่ตัดไดมาวางไวบนสไลดในจานเพาะเชื้อที่เตรียมจากขอ 7.1  
 4. ใชเข็มเขี่ยลนไฟ ตั้งทิ้งใหเย็น จากนั้นนําไปเขี่ยสปอรของเชื้อราที่ตองการศึกษามาแตะ
ที่มุมทั้งสี่ดานของชิ้นอาหาร  
 5. ปดทับดวยกระจกปดสไลด โดยตองระวังไมใหกระจกปดสไลดเอียงมาแตะกับสไลดที่
อยูดานลาง 
 6. เทน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวลงไปเล็กนอย แตไมใหทวมสไลด เพื่อใหเกิดความชื้น 
 7. นําไปบมเลี้ยงเพื่อใหเชื้อราเจริญ สังเกตเชื้อราจะคอยๆ เจริญแผเสนใยไปบนสไลดและ
กระจกปดสไลด 
 8. นําสไลดที่มีเสนใยของเชื้อราเจริญอยูมาเขี่ยชิ้นอาหารออก แตตองระวังไมใหเสนใย
ของเชื้อราติดมาดวย ดังนั้นจะไดสวนที่มีเสนใยเชื้อราติดอยู 2 สวนคือ ที่สไลดและกระจกปดสไลด 
 9. หยดแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นตลงบนสไลดหรือกระจกปดสไลดที่มีเสนใยเชื้อราอยู
เพื่อใหเสนใยของเชื้อราแผกระจาย ทิ้งไวสักครูเพื่อใหแอลกอฮอลระเหย 
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 10. หยดสี Lactophenol-cotton blue หรือ Lactophenol-anelene blue ลงไปเพื่อยอม
เสนใยเชื้อรา 
 11. นํากระจกปดสไลดที่สะอาดแผนใหมปดทับลงไป ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ ใช
กระดาษซับสีสวนเกินออกใหหมด และปดทับขอบกระจกปดสไลดทั้ง 4 ดานดวยน้ํายาทาเล็บ 
 12. นําสไลตัวอยางเชื้อราที่ไดไปดูรายละเอียดดวยกลองจุลทรรศน 
 
5. การเตรียมถุงไดอะไลซีส 
 1 นําถุงไดอะไลซีสของบริษัท Spectrum Medical Industries, Inc. รุน  Spectra 1 Por  
molecularporous membrane tubing  ตมในสารละลาย Na2SO3 0.3 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 80o

เซลเซียส เปนระยะเวลา1 นาที 
 2 ลางดวยน้ํารอนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
 3 นําไปแชในกรดซัลฟูริค ที่มีความเขมขน  0.2 เปอรเซ็นต จากนั้นลางออกดวยน้ํารอนนาน      
5 นาที 
 4 นําถุงไดอะไลซีสที่ผานขั้นตอนการเตรียมไวเรียบรอยนี้ไปบรรจุเอนไซมที่ตองการทํา      
ไดอะไลซีสเพื่อแยกสารละลายเกลือออกจากเอนไซม 
 
6. สารละลายที่ใชในการทําเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโตรโฟริซีส  

1 สารละลายอะคลิลาไมด (30 เปอรเซ็นตอะคลิลาไมด 0.8 เปอรเซ็นต บิส-อะคลิลาไมด) 
นําอะคลิลาไมด 30 กรัม และบิส-อะคลิลาไมด 0.8 กรัม มาละลายดวยน้าํกลัน่ใหมีปริมาตรครบ 
100 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 

2 สารละลายทริสไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรความเขมขน 1.5 โมลาร pH 8.9 เตรียมโดยการ
ชั่งทริส 18.15 กรัม และ SDS 0.4 กรัม ละลายในน้าํกลั่น 40 มิลลิลิตร เติม 1 โมลาร กรดไฮโดร
คลอริก ปรับ pH เปน 8.9 เติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร เกบ็ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

3 สารละลายทริสไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 0.50 โมลาร pH 6.8 (4×Stacking 
Buffer) เตรียมโดยการชัง่ทริส 6.0 กรัม และ SDS 0.4 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 40 มิลลิลิตร เติม 1 
โมลาร กรดไฮโดรคลอริก ปรับ pH 6.8 เตมิน้ํากลั่นจนมปีริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

4 สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต (10 เปอรเซ็นต) ละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 
0.1 กรัม ดวยน้ํากลัน่ใหมีปริมาตร 1 มิลลิลิตร สารละลายนี้ตองเตรียมทุกครั้งที่ใช 
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5 น้ํายายอมสีโปรตีน (staining solution) 

ละลาย Coomassie Blue R250 1.25 กรัม  ใน 95 เปอรเซ็นต เมทานอล 500 มิลลิลิตร คนเปน
เวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้ผสมกบั 15 เปอรเซน็ตกรดอะซิติก (ถาสารละลายที่ไดขุนตองกรอง) 

6 น้ํายาลางสยีอมโปรตีน (destaining solution) 
ผสมกรดอะซติิก 210 มิลลิลิตร กับเมทานอล 150 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นใหครบ 3 ลิตร 

7 สารละลายบัฟเฟอรสําหรบัสารตัวอยาง (2× sample buffer) 
เติมกลีเซอรอล 2.5 มิลลิลิตร ลงในสารละลายบัฟเฟอร 0.5 โมลาร pH 6.8 ปริมาตร 1.25 
มิลลิลิตร เติม SDS 0.2 กรัม เติม 0.5 มิลลิลิตร β-mercaptoethanol 0.2 มิลลิลิตร 1% 
bromophenol blue  และเตมิน้ําใหครบ 10 มิลลิลิตร   
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐานและการคาํนวณคาแอคติวิตี 
 

1. การทํากราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 
 1.1 เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่ละลายในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร ความเขมขน 
50 มิลลิโมลาร คาความเปนกรดและดางเทากับ 5.0 โดยมีน้ําตาลกลูโคสความเขมขนตางๆ กัน 
คือ 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 และ 1.60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 1.2 ใสสารละลายน้ําตาลความเขมขนตางๆ ที่เตรียมไดจากขอ 1.1 ลงในหลอดทดลอง   
หลอดละ 1 มิลลิลิตร ทําความเขมขนละ 3 ซ้ํา 
 1.3 ใสสารละลาย DNS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในแตละหลอด 
 1.4 นําไปตั้งในอางน้ําเดือดเปนระยะเวลา 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
 1.5 เติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มิลลิลิตร 
 1.6 นําไปวัดคาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 540 นาโน
เมตร โดยหลอดควบคุมใชน้ํากลั่นแทนสารละลายน้ําตาลกลูโคส 
 1.7  นําคาที่ไดมาสรางกราฟระหวางคาดูดกลืนแสงและปริมาณน้ําตาลกลูโคส 
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2.กราฟมาตรฐานกลูโคซามีน 
  2.1. เตรียมสารละลายกลูโคซามีนไฮโดรคลอไรด ใหมีความเขมขน 0 0.2 0.4 0.6 
และ 0.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
  2.2. เตรียมสารละลาย acetyl acetone 1 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตร
สารละลายทั้งหมดใหได 5 มิลลิลิตร นําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที ทิ้งไวใหเย็น แลวเติม 2 มิลลิลิตร
ของ absolute ethanol จากนั้นเติม 1 มิลลิลิตรชองสารละลาย p-dimethylaminobenzaldehyde 
และ 2 มิลลิตรของ absolute ethanol ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 20 นาที  

 2.3. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 530 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐาน 
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3. การทํากราฟมาตรฐานโปรตีน Bovine Serum Albumin (BSA) 
 3.1 เตรียมสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) ใหมีความเขมขน 0 50 100 150 
250 300 และ 350 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
 3.2  ใสสารละลาย BSA ความเขมขนตางๆ ที่เตรียมไดจากขอ 3.1 ลงในหลอดทดลอง   
หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ทําความเขมขนละ 3 ซ้ํา 
 3.3 เติมสารละลาย Lowry reagent I (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ในแตละ
หลอดจากนั้นเขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไว 10 นาที หลังจากนั้นเติม Lowry reagent II (ภาคผนวก 
ข) เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไว 30 นาที 
 3.4 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่นแสง 750 นาโนเมตร โดยหลอดควบคุม
ใชน้ํากลั่นแทนสารละลายโปรตีน BSA 
 3.5 นําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีน 
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4. การคํานวณคา Unit of enzyme ตามวิธีของ The International Union of Biochemistry 
4.1 การคํานวณแอคติวิตีของเอกโซกลูคาเนส 
 1 หนวยของเอนไซม (ยูนิต)  เทากับ  ปริมาณของกลูโคส 1 ไมโครโมล ที่เกิดขึ้น 
      ภายใน 1 นาที ภายใตภาวะที่ใชทดสอบ    
     เทากับ กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม ที่เกิดขึ้นภายใน    
       1 นาที ภายใตภาวะที่ใชทดสอบ    
        
       กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม  เทากับ   1  ไมโครโมล 
       กลูโคส     A    มิลลิกรัม  เทากับ  (1 X A) / 0.180  ไมโครโมล 
     เทากับ     A X 5.556 ไมโครโมล 
 
จากการทดลองน้ําตาลกลูโคส A X 5.556 ไมโครโมล เกิดขึ้นภายใน 60 นาที 
        60 นาที มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  A X 5.556 ไมโครโมล 
                     1 นาที มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  (1 X (A X 5.556)) / 60 ไมโครโมลตอนาที 
     เทากับ   A X 0.093 ไมโครโมลตอนาที 
 
จากการทดลองน้ําตาลกลูโคส A X 0.093 ไมโครโมลตอนาที เกิดจากการใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร 
ใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ     A X 0.093 ไมโครโมลตอนาที 
ใชเอนไซม 1.0 มิลลิลิตร มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  (1 X (A X 0.093)) / 0.5   ไมโครโมลตอนาที 
         ตอมิลลิลิตร 
      
     เทากับ A X 0.186 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร 
     เทากับ A X 0.186 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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4.2 การคํานวณแอคติวิตีของเอนโดกลูคาเนสและเบตากลูโคซิเดส 
 1 หนวยของเอนไซม (ยูนิต)  เทากับ  ปริมาณของกลูโคส 1 ไมโครโมล ที่เกิดขึ้น 
      ภายใน 1 นาที ภายใตภาวะที่ใชทดสอบ    
     เทากับ กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม ที่เกิดขึ้นภายใน    
       1 นาที ภายใตภาวะที่ใชทดสอบ    
 
       กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม  เทากับ   1  ไมโครโมล 
       กลูโคส     A    มิลลิกรัม  เทากับ  (1 X A) / 0.180  ไมโครโมล 
     เทากับ     A X 5.556 ไมโครโมล 
 
จากการทดลองน้ําตาลกลูโคส A X 5.556 ไมโครโมล เกิดขึ้นภายใน 30 นาที 
        10 นาที มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  A X 5.556 ไมโครโมล 
                     1 นาที มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  (1 X (A X 5.556)) / 30 ไมโครโมลตอนาที 
     เทากับ   A X 0.185 ไมโครโมลตอนาที 
 
จากการทดลองน้ําตาลกลูโคส A X 0.185 ไมโครโมลตอนาที เกิดจากการใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร 
ใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ     A X 0.185 ไมโครโมลตอนาที 
ใชเอนไซม 1.0 มิลลิลิตร มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  (1 X (A X 0.185)) / 0.5  ไมโครโมลตอนาที 
         ตอมิลลิลิตร 
      
     เทากับ A X 0.370 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร 
     เทากับ A X 0.370 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขยีน 
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