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 การศึกษา Acrophialophora sp. โดยเปรียบเทียบความสามารถการผลิตเซลลูเลสของ
สายพันธุกลาย (UV10-2) ที่ไดมีการศึกษามากอนกับสายพันธุดั้งเดิม ทําการเลี้ยงเชื้อราในอาหาร
สูตร production (pH เร่ิมตน 5.0) ที่มีแอลฟา-เซลลูโลสเปนแหลงคารบอน เปนเวลา 15 วัน ที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พบวาสายพันธุกลายใหคาแอคติวิตีเซลลูเลส (เอกโซกลูคาเนส 0.466 
U/ml เอนโดกลูคาเนส  2.761 U/ml และเบตา-กลูโคซิเดส  0.051 U/ml) สูงกวาสายพันธุด้ังเดิม 
เอนไซมอยางหยาบจากสายพันธุกลายมี อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางาน คือ 60 องศาเซลเซียส 
และ pH ที่เหมาะสมคือ 5.0 การทําใหบริสุทธิ์บางสวนของเอนไซมอยางหยาบ (จากสายพันธุ
กลาย) ดวยการผานอัลตราฟลเทรชัน การตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต (ความเขมขนอิ่มตัว 50-
70 เปอรเซ็นต) แลวนําไปทําโครมาโทกราฟแบบคอลัมนดวย Hitrap DEAE Sepharose และ 
Sepharyl-S-200 HR สามารถแยกเอนโดกลูคาเนส 2 ชนิด (Endo I และ Endo II) เอนไซมมีความ
บริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 13.93 เทา (Endo I) และ 13.41 เทา (Endo II) การตรวจสอบแอคติวิตีในเอสดีเอส
พอลิอะคริลาไมดเจลที่มี carboxymethylcellulose (CMC) พบวามีแถบ CMCase ทั้งหมด 2 
แถบ ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 และ 60 กิโลดาลตัน ในขณะที่ขนาดของเอนไซมเทากับ 60 
กิโลดาลตัน  และ 43 กิโลดาลตัน ตามลําดับ ดวยวิธีเจลฟลเทรชั่นโครมาโทกราฟโดยใชคอลัมน 
Sephacryl-S-200 HR เอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวนทํางานไดดีในภาวะเดียวกับเอนไซมอยางหยาบ 
โดยเอนไซมคอนขางเสถียรในชวง pH 4.0-8.0 (เปนเวลา 2 วัน) และที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส
(เปนเวลา 105 นาที) เอนไซมสามารถยอยสลาย CMC ไซแลน กระดาษกรอง Avicel และแอลฟา-
เซลลูโลส ไดดีตามลําดับ แตไมยอยสลายเซลโลไบโอส D(-) salicin  และ  p-NPG  เอนไซมจะถูก
ยับยั้งดวย Mn2+มีผลยับยั้งมากที่สุด รองลงมาคือ Hg2+  สวนไอออน  Cu2+ กระตุนแอกติวิตีของ
เอนไซม  
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
เซลลูโลสเปนสวนประกอบหลักของผนังเซลลพืช และเปนสารประกอบอินทรียที่มีมาก

ที่สุดในโลก (Fogarty, 1983) ในแตละปจะพบวามีเซลลโูลสจากพืชประมาณ 1015 กโิลกรัม (Anne 
และคณะ, 1996) เซลลูโลสเปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลโูคสเชื่อมตอดวยพนัธะบีตา-1, 4-ไกลโคซิ
ดิก (β-1, 4-glycosidic) เปนสายโซตรง พบในปริมาณ 30-50 เปอรเซ็นต ของน้ําหนกัแหง การ
ยอยสลายเซลลูโลสอยางสมบูรณจะมีผลิตภัณฑที่เกิดขึน้เพียงชนิดเดยีวคือ กลโูคส แตถาการยอย
สลายเกิดไมสมบูรณผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจะประกอบดวย กลูโคส เซลโลไบโอส และโอลิโกแซ็กคา
ไรดตางๆ โดยทั่วไปการยอยสลายสารประกอบเซลลูโลสสามารถทําได 2 วิธีคือ การยอยสลายโดย
ใชสารเคมี เปนการยอยสลายดวยกรดที่มีความเขมขนสูง ซึ่งปฏิกิริยาจะไมมีความจาํเพาะ 
(nonspecificity) ตอเซลลูโลส ทาํใหไดกลูโคสในปริมาณต่ํา รวมทัง้มีผลิตภัณฑอ่ืนที่ไมตองการ
ปะปนอยูดวย ในขณะทีก่ารยอยสลายดวยเอนไซม พบวามีประสิทธภิาพสูง และมีความจาํเพาะ
ตอซับสเตรต ทําใหผลิตภัณฑที่ไดมีความบริสุทธิ์สูง เอนไซมที่ใชในปฏิกิริยาการยอยเซลลูโลส คอื 
เซลลูเลสซึ่งมหีลายองคประกอบ (multicomponent enzymes) ประกอบดวยเอนไซมอยางนอย 3 
ชนิด ทํางานรวมกนั (Ooshima และคณะ, 1985; Beldman และคณะ, 1985) คือ เอกโซกลูคาเนส 
(exoglucanase) เอนโดกลคูาเนส (endoglucanase) และ บีตา-กลูโคซิเดส (β-glucosidase) ผล
จากการยอยสลายเซลลูโลสดวยเอนไซมเซลลูเลสจะไดผลิตภัณฑสุดทายที่สาํคัญคือ น้ําตาล
กลูโคสซึ่งมีคณุคาอยางยิ่งในอุตสาหกรรม เพราะสามารถนําไปใชเปนสารตั้งตนในการผลิต
แอลกอฮอล (Saddler, 1992)   กรดอะซติิก (Singh และคณะ, 1990)   กรดแลคติก (Ade และ 
Takagi, 1991)   โปรตีนเซลลเดียว ไวตามิน กรดอนิทรีย ยาปฏชิีวนะ อาหารสัตวและเคมีภัณฑ
ตางๆ โดยกระบวนการหมกั (Goksoyr และ Eriksen, 1980) นอกจากนีย้ังมีการนาํเอนไซม    
เซลลูเลสไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ อีก เชน  อุตสาหกรรมการผลิตยา   อุตสาหกรรมผลิตอาหาร 
และอุตสาหกรรมผลิตกระดาษ เปนตน 

จุลินทรียหลายชนิดทั้งแบคทีเรีย ยีสต และรา สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสได  พบวา 
เชื้อราสามารถสรางเอนไซมในปริมาณทีม่ากและขับออกนอกเซลล มีผูใหความสนใจศึกษาและ
นํามาผลิตในระดับอุตสาหกรรม โดยเชื้อราสวนใหญจะเปนพวก mesophiles เชน Trichoderma 
reesei  และ Aspergillus niger  (Saha และ Bothast, 1997) แตกระบวนการยอยสลายเซลลูโลส
ใชอุณหภูมิสูง การศึกษาเชือ้ราทนรอน (Thermotolerant) จึงเปนอกีทางเลือกหนึง่ในการนาํไปใช
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ในอุตสาหกรรม ซึ่ง Acrophialophora sp. เปนเชื้อราที่คัดแยกจากบริเวณปลูกปานศรนารายณ 
(Agave sisalana Perrine) ในประเทศไทย สามารถผลติเซลลูเลสไดในปริมาณที่สูงและเจริญไดดี
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีลกัษณะที่คอนขางทนรอน (Punnapayak, Kuhirun และ 
Tanonkeo, 1999) การศึกษาสายพนัธุกลายใหคาแอกติวิตีของเอนไซมสูงกวาสายพันธุเดิม และ
สูงกวา T. reesei QM9414 ซึ่งเลี้ยงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส  (พิสุทธิ ์พวงนาค, 2542) จึง
นาจะมีการศึกษาเซลลูเลสจาก Acrophialophora sp. เพื่อนาํไปพฒันาใชในอุตสาหกรรม และ
ปรับปรุงเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมใหดียิง่ขึ้น  โดยในงานวิจัยนี้มีแนวทางใน
การศึกษาลักษณะสมบัติของเซลลูเลสจาก Acrophialophora sp. และการแยกเซลลูเลสที่ไดให
บริสุทธิ์บางสวน เพื่อศึกษาลักษณะทางชวีเคมี ความคงตัวของเอนไซมในสภาพความเปนกรด-
ดาง อุณหภมูิ ผลของสารเคมีตอการทาํงานของเอนไซม และผลของความจําเพาะตอซับสเตรต 
เพื่อทราบองคประกอบที่จาํเปนตอการประยุกตใชในอุตสาหกรรม อันมีผลตอการใชเอนไซมยอย
สลายเซลลูโลสใหไดสารที่มปีระโยชนและมีมูลคาเพิ่มสูงขึ้น 
 
วัตถุประสงค 
 เพื่อศึกษาลักษณะสมบัติของเซลลูเลสจาก Acrophialophora sp. รวมถึงวธิกีารทาํให
เอนไซมบริสุทธิ์บางสวน เพื่อใหเอนไซมมปีระสิทธิภาพที่ดีข้ึน และเปนขอมูลพืน้ฐานในการศึกษา
เซลลูเลสตอไป 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยันี ้

ไดลักษณะสมบัติและเอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวนของเซลลูเลสจาก Acrophialophora sp. 
ซึ่งจะเปนขอมลูพื้นฐานที่จะสามารถนําไปประยุกตใชในการผลิตและใชประโยชนในอุตสาหกรรม
ตางๆ  



บทที่ 2 
 

การตรวจเอกสาร 
 
2.1 เซลลูโลส (Cellulose) 
 เซลลูโลสเปนองคประกอบหลักที่มีปริมาณมากที่สุดในเซลลพืช โดยในธรรมชาติจะไมพบ
เซลลูโลสในรูปอิสระแตมักจะพบรวมกับลิกนนิ (lignin) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) กัม (gum)   
เพนโตแซน (pentosan) แทนนนิ (tannins) ไขมัน (lipid) และสารเกดิสี (colouring matter)  เปนตน 
(Cowling และ Kirk, 1976)  ซึ่งเซลลโูลสประกอบดวยโมเลกุลของ ด-ีกลูโคส (D-Glucose) ในรูป     
บีตา-ดี-กลูโคไพราโนส (β-D-glucopyranose) หลายโมเลกุล เรียงตอกันเปนโครงสรางคลายลกูโซ แต
ละโมเลกุลจับกันดวยพนัธะไกลโคสิดิก (glycosidic bond) ที่คารบอนอะตอมตําแหนงที ่ 1 กับ
คารบอนอะตอมตําแหนงที่ 4 ของโมเลกุลถัดไป เนื่องจากหมูไฮดรอกซลิ (hydroxyl group, -OH) ของ
คารบอนตําแหนงที ่ 1 อยูในตําแหนงบีตา (beta) เรียกพนัธะนี้วา พันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก (β-1, 4 
glycosidic bond) (รูปที่ 2.1) โดยมพีันธะไฮโดรเจนเชื่อมภายในโมเลกุลและระหวางโมเลกลุ ซึ่ง
บริเวณที่มพีันธะไฮโดรเจนหนาแนนจะเรียกวา มีรูปแบบที่เปน crystalline ซึ่งยากตอการยอยสลาย
ดวยเอนไซม สวนบริเวณที่เปน amorphous จะมีพนัธะไฮโดรเจนหนาแนนนอย จึงยอยสลายไดงาย
กวา ขนาดของโมเลกุลเซลลูโลสจะนยิามในรูปของ Degree of  polymerization (DP) ซึ่งบอกถึง
จํานวนกลูโคสในสายพอลิเมอร (Eriksson, Blanchette และ Ander, 1990) โดยทั่วไปสายของ
เซลลูโลสจะประกอบดวยกลูโคส 8,000-12,000 หนวย (Saha และ Bothast, 1997) และอาจมากถงึ 
14,000 หนวย ในพชืชั้นสงูบางชนิด (Eriksson Blanchette และ Ander, 1990) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.1 ลักษณะการจัดเรยีงตัวของไฟบริล ไมโครไฟบริล และเซลลูโลสในผนงัเซลลของพืช                             
(ที่มา: http: www.ualr.edu/∼botany/cellulose_microfibrils.jpeg) 
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2.2 เซลลูเลส (Cellulases) 
 การศึกษาการทํางานของเซลลูเลสเริ่มตนโดย Reese และคณะในป ค.ศ. 1950 (Wike และ
คณะ,1983) พบวามี  จุลินทรียบางชนิดสามารถยอยสลายเซลลูโลสได โดยอาศัยเอนไซม C1 และ Cx 
ปฏิกิริยาเริ่มจาก จุลินทรียหลั่ง C1 ออกมานอกเซลลเปนเอนไซมตัวแรกทีท่ําหนาที่ยอยสลายโมเลกุล
ของเซลลูโลสใหส้ันลงและกลายเปนสายเซลลูโลสเสนตรงยาวกอน หลังจากนัน้ Cx จะเขาทํางานตอ
เพื่อยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาลสายสั้นๆ (cello-oligosaccharides) เชน    
เซลโลไบโอส (cellobiose) ซึ่งมีโมเลกุลขนาดเล็กจะแพรผานเขาสูภายในเซลลจากนัน้บีตา-กลูโคซิเดส  
(β-glucosidase) จะทําหนาที่ยอยสลายเซลโลไบโอส ใหกลายเปนกลโูคสตอไป ดังรูปที่ 2.2 
 
       Cellulose             Reactive cellulose                       Cellobiose                    Glucose 
                          

       
                      
                         C1                                             Cx                       β -glucosidase  

 
รูปที่ 2.2 การยอยสลายเซลลูโลสดวย C1 และ Cx (Eriksson, Blanchette และ Ander, 1990) 
 
 จากการศึกษาตอมาทาํใหทราบวา C1 คือ เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) (EC 3.2.1.91) 
และ Cx คือ เอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) (EC 3.2.1.4) (Wike และคณะ,1983) ซึ่งการทาํงาน
ของเอนไซมสามารถถูกยับยั้งโดยผลิตภณัฑที่เกิดขึ้น คือ ถามกีลูโคสอยูในระบบมากจะยบัยั้งการ
ทํางานของบีตา-กลูโคซิเดส  ทําใหเซลโลไบโอสถูกสะสมมากขึน้ ซึ่งถามีมากพอจะไปยับยั้งการทํางาน
ของ C1 และ Cx ตอไป (Eriksson Blanchette และ Ander, 1990) 
 
2.3 องคประกอบของเซลลูเลส 
 เซลลูเลส เปนกลุมของเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอยสลายเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคส 
ประกอบดวยเอนไซมหลายองคประกอบ (multicomponent enzymes) โดยมีเอนไซมองคประกอบ
อยางนอย 3 กลุม ทํางานรวมกัน 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)  
 ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลสบริเวณพันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก ที่ปลายดาน 
non-reducing end ของ crystalline cellulose ทําใหไดผลิตภัณฑเปนน้ําตาลโมเลกุลสส้ันขึ้น เชน 
เซลโลไบโอส และถาปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณจะไดกลูโคส สามารถวัดแอคติวิตีโดยใหทําปฏิกริิยากบั 
crystalline cellulose เชน กระดาษกรอง และ Avicel เปนตน (Wike และคณะ,1983) ซึ่งยังมีชื่อที่
เรียกทั่วไป ไดแก cellobioahydrolase, exocellulase. cellobiosidase และ avicellase  
 เอนโดกลูคาเนส (EC 3.2.1.4, 1,4- β-D-glucan 4-glucanohydrolase หรือ Cx) 
 ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลสบริเวณพันธะ β-1,4-glycosidic linkage ภายใน
สายเซลลูโลสบริเวณ amorphous cellulose อยางสุม ทําใหไดผลิตภัณฑเปนน้ําตาลโมเลกุลส้ันๆ เชน 
เซลโลไบโอส และถาปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณจะไดกลูโคส สามารถวัดแอคติวิตีโดยใหทําปฏิกริิยากบั 
carboxymethylcellulose (CMC) เปนตน (Wike และคณะ,1983) นอกจากนี้ยังมีชื่อที่เรียกทั่วไป คือ 
CM-cellulase 
 บีตา-กลูโคซิเดส (EC 3.2.1.21, β-D-glucoside glucohydrolase หรือ cellobiase) 
 ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลโลไบโอสบริเวณพันธะ β-glucosidic bond ทําใหได
ผลิตภัณฑเปนน้ําตาลกลูโคส (β-D-glucose) 2 โมเลกุล สามารถวัดแอคติวิตีโดยใหทําปฏิกิริยากับ 
cellobiose และ p-nitrophenyl- β-D-glucopyranoside (p-NPG) เปนตน (Wike และคณะ ,1983) 
นอกจากนี้ยังมีชื่อที่เรียกทั่วไป คือ cellobioase 
  

ดังนั้นการยอยสลายเซลลูโลสดวยเซลลูเลสอยางสมบูรณเพื่อใหไดผลิตภัณฑสุดทายเปน
น้ําตาลกลูโคสนั้น ตองอาศัยการทํางานของเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเดสรวม
กัน เชน จุลินทรียจะผลิตเอกโซกลูคาเนส และเอนโดกลูคาเนสจากนั้นจึงขับออกนอกเซลล เพื่อยอย
สลายเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก เชน เซลโลไบโอส จากนั้นเซลโลไบโอสจะซึมผาน
เขาสูเซลล และบีตา-กลูโคซิเดสจะยอยสลายเซลโลไบโอสไปเปนน้ําตาลกลูโคสเพื่อใชเปนพลังงาน
ตอไป โดยเซลโลไบโอส 1 โมเลกุล จะยอยสลายไดน้ําตาลกลูโคส 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 การยอยสลายเซลลูโลสดวยเซลลูเลส (Tangnu,1982; Wike และคณะ ,1983) 
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2.4 แหลงการผลิตเซลลูเลส 
 ปจจุบันเซลลูเลสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญในกระบวนการตางๆ มาก โดยเฉพาะในโรงงาน
อุตสาหกรรม เชน ในอุตสาหกรรมเกษตรเพื่อการผลิตอาหารสัตว อุตสาหกรรมอาหารเพื่อการผลิต
น้ําตาล ไวน อุตสาหกรรมเชื้อเพลิงเพื่อการผลิตเอทธานอล หรืออุตสาหกรรมสิ่งทอ เพื่อการกําจัดส่ิง
สกปรกบนผาฝาย  (Bhat, 2000) ดังนั้นการผลิตเซลลูเลสใหไดปริมาณมากและมีสมบัติตรงความ
ตองการ กระบวนการผลิตจึงมีสวนสําคัญ เนื่องจากมีปจจัยหลายอยางที่เกี่ยวของกับการผลิต      
เซลลูเลส เชน แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน แหลงอาหารเสริม ระยะเวลาที่ผลิต คา pH  อุณหภูมิ 
และที่สําคัญคือ จุลินทรียที่ใชเปนแหลงผลิตเซลลูเลส ไดแก แบคทีเรีย แอคติโนไมซิทีส และเชื้อรา 
โดยเฉพาะเชื้อราไดมีผูทําการศึกษาหาสายพันธุที่สามารถผลิตเซลลูเลสไดดีมาเปนระยะเวลานานแลว 
เชน เชื้อรา Trichoderma reesei  (Wike และคณะ ,1983) นอกจากนี้ยังมีเชื้อราอีกหลายชนิดที่ผลิต
เซลลูเลสได ดังตารางที่ 2.1 
 
ตารางที่ 2.1 ตัวอยางเชื้อราบางชนิดที่สามารถผลิตเซลลูเลสได 

ชนิด เอกสารอางอิง 
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 การทําใหเอนไซมบรสิุทธิ์บางสวน 
การทําใหเอนไซมบริสุทธิ์จะตองคํานึงถึงปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการทํางานของเอนไซม 

เนื่องจากในแตละขั้นตอนอาจทําใหเอนไซมเสียสภาพหรือสูญเสียสารที่เปนตัวกระตุนการทํางานของ
เอนไซมไป (ชุลีพร จูงสาย, 2535) เซลลูเลสเปนกลุมของเอนไซมที่เชื้อราหลั่งออกมานอกเซลล 
(extracellular enzymes) ซึ่งมักติดอยูบริเวณที่เปนผนังเซลลดานนอกของเชื้อรา และปนอยูใน
สารละลายนอกเซลล  (Busto, Ortega และ Perez, 1996) การแยกเอนไซมออกจากสวนของเซลล
และสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมตองการโดยการปนแยก (centrifugation) แลวทําใหเขมขนขึ้น
ดวยการกรองผานเนื้อเยื่อที่มีรูขนาดเล็ก (ultrafiltration) ซึ่งจะชวยขจัดสารที่มีขนาดเล็กมากๆ และ
การตกตะกอนเอนไซมดวยแอมโมเนียมซัลเฟต เหลานี้เปนวิธีการเบื้องตนในการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์
ขึ้น แตเอนไซมที่ไดยังไมมีความบริสุทธิ์มากนัก (Chen และคณะ, 2004 และ Kim และคณะ, 1994) 
ตองอาศัยเทคนิคโครมาโทกราฟเพื่อใหเอนไซมที่ไดมีความบริสุทธิ์มากยิ่งขึ้น ซึ่งมีตัวอยางรายงานการ
เกี่ยวกับการทําใหเซลลูเลสบริสุทธิ์ดังนี้ 

 
Beldman และคณะ (1985) ทําการแยกสวนประกอบเซลลูเลสจาก T. viride โดยใชเอนไซมที่

ผลิตเปนการคา “Maxazyme” จากการใชเทคนิคทางโครมาโทกราฟบน Bio-Gel, DEAE-Bio-Gel A, 
SE-Sephadex และโครมาโทกราฟแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography) พบวาสามารถแยก
เอนโดกลูคาเนสได 6 ชนิด มี 1 ชนิดที่มีแอกติวิตีตอเซลลูโลสรูปผลึก มีน้ําหนักโมเลกุล 58 กิโลดาลตัน 
เอกโซกลูคาเนส 3 ชนิด และบีตา-กลูโคซิเดส 1 ชนิด 

 
Jin และ Toda (1989) ไดทําการศึกษาเซลลูเลสจาก Clostridium thermocopriae sp. 

Nov.JT3-3 (IAM13577) ใหบริสุทธิ์ดวยการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 45-90 เปอรเซ็นต 
นํามาไดอะไลส แลวผานคอลัมน DEAE-Toyopearl 650 M และ Sephadex G-100 สามารถแยกเอน
โดกลูคาเนสได 1 ชนิด และบีตา-กลูโคซิเดส 1 ชนิด เมื่อคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลดวยเจลฟลเตรชั่น
โครมาโทกราฟพบวามีเอนโดกลูคาเนสน้ําหนัก 51 กิโลดาลตัน และและบีตา-กลูโคซิเดส 50 กิโลดาล
ตัน และเมื่อคํานวณน้ําหนักโมเลกุลดวยเอสดีเอส-พอลิอะคิรลาไมด อีเล็กโทรโฟริซีส (SDS-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) โดยที่ทั้งสองมีน้ําหนัก 46 กิโลดาลตัน เทากัน  ผลผลิต
เอนไซม (yield) เหลือ 3.2 และ 2.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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Yazdi และคณะ (1990) ไดแยกเซลลูเลสจาก Neurospora crassa พบ เอกโซกลูคาเนส       
3 ชนิด เอนโดกลูคาเนส 4 ชนิด และบีตา-กลูโคซิเดส 1 ชนิด โดยใชวิธีการตกตะกอนแอมโมเนียม   
ซัลเฟตเขมขน 80 เปอรเซ็นต จากนั้นนํามาผาน Sephadex G-100 Q-Sepharose และ PBE 94 
column เมื่อคํานวณน้ําหนักโมเลกุลพบวา เอนไซมที่ไดมีน้ําหนักระหวาง 22 กิโลดาลตัน และ 70 กิโล
ดาลตัน  
  

Takashima และคณะ (1996) พบวา สามารถแยกเอนโดกลูคาเนสได 2 ชนิด เอกโซกลูคาเนส
ได 1 ชนิด และบีตา-กลูโคซิเดสได 6 ชนิด จากเชื้อรา Humicola grisea var. Thermoidea IFO9854 
โดยใชวิธีการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 40-75 เปอรเซ็นต จากนั้นใชเทคนิคโครมาโทกราฟ
ตางๆ เชน Phenyl Toyopearl Q-Sepharose Superdex 200 Superdex 75 Mono S เปนตน ซึ่ง 
เซลลูเลสที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 38.5 ถึง 115 กิโลดาลตัน  

 
Bok, Yernool และ Eveleigh (1998) ไดศึกษาเอนโดกลูคาเนสที่ทนรอน จากแบคทีเรียทน

รอน Thermotoga neapolitana โดยตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 80 เปอรเซ็นต ละลาย
ตะกอนในบัฟเฟอร แลวตกตะกอนซ้ํา จากนั้นไปกําจัดเกลือดวยอัลตราฟลเตรชั่น แลวใชเทคนิค      
โครมาโทกราฟคอลัมน FFQ-Sepharose และ Sephadex G-25 แยกเอนโดกลูคาเนสได 2 ชนิด คือ 
CelA และ CelB มีน้ําหนักโมเลกุล 29 และ 30 กิโลดาลตัน ตามลําดับ เอนไซมที่ไดมีความบริสุทธิ์
เพิ่มข้ึน 322 และ 406 เทา ผลผลิตเอนไซมเหลือ 17.5 และ 27.8 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

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

S-200 gel filtration รวมกับวิธี ไอออน-เอกเชนจ โครมาโทกราฟ เพื่อแยกเซลลูเลสจาก Aspergillus 
tubingenesis CBS 643.92 พบวาสามามารถแยกเซลลูเลสในกลุมบีตา-กลูโคซิเดสได 4 กลุม 

 
Ding, Ge และ Buswell (2001) ไดศึกษาการทําเอนโดกลูคาเนสจากเห็ด Volvariella 

volvacea ใหบริสุทธิ์ โดยนําเอนไซมมากรองแบบอัลตราฟลเตรชัน ที่มี MW cut off เทากับ 10,000 
ดาลตัน จากนั้นนํามาผานคอลัมน CM-Sepharose Sephacryl-S 100 และ Preparative PAGE 
สามารถแยกเอนโดกลูคาเนส (EG1) 1 ชนิด มีน้ําหนักโมเลกุล 42 กิโลดาลตัน มีคา pI 7.7 เอนไซมที่
ไดมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 42 เทา ผลผลิตเอนไซมเหลือ 1.5 เปอรเซ็นต  
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George, Ahmad และ Rao (2001) ศึกษาการแยกเอนโดกลูคาเนสจากแอคติโนมัยซีสทน
รอน Thermomonospora sp. โดยเทคนิคการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 30-55 
เปอรเซ็นต จากนั้นกําจัดเกลือดวยวิธีไดอะไลสีส นําเอนไซมที่ไดผานโครมาโทกราฟแบบสัมพรรคภาพ 
และ Sephacryl S-200 พบวาเอนโดกลูคาเนสมีน้ําหนักโมเลกุล 38 กิโลดาลตัน และมีคา pI 4.1 
เอนไซมที่ไดมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 17.1 เทา  

 
Chen และคณะ (2004) ศึกษาเอนโดกลูคาเนสจากแบคทีเรีย Sinorhizobium fredii CCRC 

15769 ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 40-60 เปอรเซ็นต จากนั้นผานคอลัมน 
DEAE Sepharose และ Phenyl-Sepharose พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 94 กิโลดาลตัน  ความบริสุทธิ์
ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 9.08 เทา ผลผลิตเอนไซมเหลือ 26.4 เปอรเซ็นต 
 
2.6 ปจจัยที่มีผลตอการทํางานของเซลลูเลส 
 โดยทั่วไปเซลลูเลสจะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานประมาณ 50 องศาเซลเซียส ยกเวน
จุลินทรียทนรอนบางชนิด (Nevalainen  และ Penttila, 1996) ซึ่งเซลลูเลสมีความคงทนตอคา pH 
ในชวงกวางประมาณ 4.0 ถึง 8.0 สามารถเก็บเซลลูเลสที่อุณหภูมิต่ํากวา 0 และ 4 องศาเซลเซียส ได
เปนเวลาหลายป หรือเก็บโดยวิธี freeze dry หรือตกตะกอนดวยอะซิโตน  หรือเอทานอล โดยไม
สูญเสียสมบัติ (Ryu และ Mandel, 1980) อยางไรก็ตาม เอนไซมที่ไดจากจุลินทรียตางชนิดกัน ยอมมี
สมบัติแตกตางกัน การศึกษาลักษณะสมบัติของเซลลูเลสนั้นจะทําใหทราบถึงสมบัติตางๆของเอนไซม 
เพื่อนําเอนไซมที่ไดไปใชในกระบวนการตางๆ ไดอยางถูกตอง  
 คา pH และอุณหภูมิมผีลตอการทํางานของเซลลูเลสซึ่งผลิตจากจุลินทรียแตละชนิดโดยมี
ความแตกตางกัน ดังนั้นในการนําเซลลูเลสไปใชในกระบวนการตางๆ ในอุตสาหกรรมจึงมีความจาํเปน
ที่จะตองศึกษา คา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํปฏิกิริยาของเซลลูเลสจากจุลินทรยีแตละ
สายพนัธุดวย เพื่อใหเอนไซมที่มีประสิทธภิาพตามที่ตองการ ดงัตารางที่ 2.2 เปนตวัอยางเซลลูเลสที่มี
สภาวะการทาํงานซึ่งแตกตางกนัตามสายพันธุจุลินทรีย 
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ตารางที่ 2.2 คา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลสจากจุลินทรียบางชนิด 
 

ภาวะทีเ่หมาะสมในการทาํงาน ชนิดเชื้อจุลนิทรีย 
อุณหภูมิ (OC) pH 

เอกสารอางอิง 

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 

 
การศึกษาหาความจําเพาะของเอนไซมตอสับสเตรตบางชนิด 
 เนื่องจากเซลลูเลสเปนกลุมของเอนไซมที่มาทํางานรวมกัน ซึ่งในแตละกลุมจะมีความจําเพาะ
ตอซับสเตรตตางกัน เชน เอกโซกลูคาเนสมีความจําเพาะตอพวก crystalline cellulose เชน กระดาษ
กรอง microcrystalline cellulose หรือ Avicel เอนโดกลูคาเนสมีความจําเพาะตอ carboxylmethyl 
cellulose (CMC) และ บีตา-กลูโคซิเดส มีความจําเพาะตอ เซลโลไบโอสและ salicin เปนตน ดังนั้นใน
การการศึกษาหาความจําเพาะของเอนไซมตอซับสเตรตบางชนิด จะทําใหทราบถึงการทํางานของ
เซลลูเลสไดดียิ่งขึ้น เชน 
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Kanda และคณะ (1978) ศึกษาการยอยสลาย cellooligosaccharides ดวยเซลลูเลสที่ผลิต
จาก Irpex lacteus พบวา มีผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการทํางานของเอนไซมตอซับสเตรตหลายชนิด 
เชน เซลโลไบโอส เซลโลไตรโอส เซลโลเททราโรส และเซลโลเฮกโซส เปนตน 

 
Takashima และคณะ (1996) พบวาจากการศึกษาเอนโดกลูคาเนส เอกโซกลูคาเนส  และ

บีตา-กลูโคซิเดส จากเชื้อรา Humicola grisea var. thermoidea IFO9854 พบวา ความจําเพาะตอ
ซับสเตรตตางกัน ขึ้นอยูกับเซลลูเลสแตละกลุม คือ เอกโซกลูคาเนส มีความจําเพาะตอ Avicel และ 
CMC เอนโดกลูคาเนส มีความจําเพาะตอ CMC และบีตา-กลูโคซิเดส มีความจําเพาะตอ เซลโลไบโอส 
เซลโลไตรโอส เซลโลเททราโรส p-NPG p-NPC เปนตน 
  

Yan และ Lin (1997) ศึกษาบีตา-กลูโคซิเดส ที่ทําใหบริสุทธิ์จาก Aspergillus niger CCRC 
31494 มีความจําเพาะสูงมากตอซับสเตรตที่เปน p-NPG และ เซลโลไบโอส   

 
Okamoto และคณะ (2000) พบวา บีตา-กลูโคซิเดส ที่ทําใหบริสุทธิ์จาก Flavobacterium 

johnsonae มีความจําเพาะตอซับสเตรตหลายชนิด เชน p-NPG  phenyl β-glucoside และ salicin 
เปนตน  

Tuophy และคณะ (2002) ไดศึกษาความจาํเพาะของเอกโซกลคูาเนสจาก Talarmyces 
emersonii ที่มีตอความจาํเพาะตอซับสเตรตพบวา เอกโซกลูคาเนส มีความจาํเพาะตอ Avicel มาก
ที่สุด สวน CMC และ 1, 4-β-D-glucan (barley) เอนไซมไมสามารถยอยสลายได 
 
2.7 การศึกษาผลของไอออนบางชนิดและตัวยับยั้งเอนไซมบางชนิดตอแอกติวิตีของเอนไซม 

การทํางานของเอนไซมทั่วไปสามารถถูกกระตุนหรือ ยับยั้งไดดวยสารเคมีและไอออนบางชนิด 
เชน ถาภายในระบบมีไอออนจําพวก Fe2+ Fe3+ Cu2+ Hg2+ และ p-chloromercuric benzoate (Yan 
และ Lin, 1997; Okamoto และคณะ, 2000) จะทําใหสามารถยับยั้งปฏิกิริยาของเซลลูเลสไดมากหรือ
อาจถูกยับยั้งอยางสมบูรณ ซึ่งการยับยั้งเนื่องมาจากสารดังกลาวทําหนาที่ออกซิไดซหมูฟงกชันของ
โปรตีน เชน ซีสเตอีน ทริปโตเฟน ไทโรซีน ฮีสติดีน และเมทธิโอดีน ใหเสียสภาพทําใหการทํางานของ
เอนไซมลดลง (ชุลีพร จูงสาย, 2535) ดังนั้นในการศึกษาการทํางานของเอนไซมจะตองคํานึงถึงชนิด
และตัวยับยั้งตางๆ ดวย Mizukoshi และคณะ (1977) ไดศึกษาผลของไอออนบางชนิดและตัวยับยั้ง
เอนไซมบางชนิดตอเซลลูเลส จากเชื้อ Pellicularia filamentosa พบวาไอออนของ Cu2+ Fe3+ N-



 
 
 
 
 

13

Bromosucinimide และ SDS มีผลยับยั้งเซลลูเลส  ตอมา Jin และ Toda (1989) ไดทําการศึกษาผล
ของไอออนบางชนิดตอเอนโดกลูคาเนสที่ผลิตไดจาก Clostridium thermocopriae sp. nov. JT3-3 
พบวาที่ความเขมขนของ Hg2+ 5 มิลลิโมลาร เอนไซมถูกยับยั้งมากที่สุดในขณะที่ไอออนของ Zn2+ มี
ผลในการยับยั้งนอยที่สุด  Yamanobe และ Mitsuishi (1990) ไดทําการศึกษาคุณสมบัติของเซลลูเล
สจากเชื้อรา Y-94 พบวาความเขมขนไอออนของ Hg2+ 1 มิลลิโมลาร และ Mn2+ 10 มิลลิโมลาร มีผล
ยับยั้งเอนโดกลูคาเนสมากที่สุด  Murashima และคณะ (2002) พบวาเอนโดกลูคาเนสชนิดใหม จาก
เชื้อรา Rhizopus oryzae ถูกยับยั้งดวยไอออนของ Zn2+ Cu2+ Co2+ และ Pb2+ เปนตน  

 
 
 

 
 

 



บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวธิีดําเนนิการวิจัย 

วัสดุอุปกรณ 
 

วัสดุอุปกรณ/ ครุภัณฑ บริษัท/ประเทศ 

ตูเขี่ยเชื้อแบบ larminar flow รุน BV 123 และ B∀T 123 ISSCO, USA 
เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง รุน BL610  Sartorius, Germany 
เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง รุน TC205  Denver Instrument Company, USA 
เครื่องชั่ง 4 ตาํแหนง  Sartorius, Germany 
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)  
รุน 8453  

Hewlett Packard, USA 
 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)  
รุน NovaSpec 4049  

LKB Biochrom, England 
 

เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker)  New Brunswick Scientific Co. Inc., 
USA 

เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) Lab-Line, USA 
อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath)  Heto-Holten, Denmark 
กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 Olympus, Japan 
หมอนึง่ความดันไอน้ํา  
(steam sterilizer/autoclave)  

Ta Chang Medical Instrument 
Factory, Taiching, Taiwan 

เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น  
(Servall refrigerated-automatic)  

Ivan Servall, INC., Norwalk, 
Connecticut, USA 

ตูอบความรอนสูง (hot air oven)  
รุน U50 790, 387  

Memmert, Germany 
 

ตูอบ (oven)  Clayson, New Zealand 
เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter)  
รุน PP-50  

Sartorius, Germany 
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วัสดุอุปกรณ/ ครุภัณฑ บริษัท/ประเทศ 

Hot plate รุน 210T Thermix, Fisher Scientific, USA 
ปเปตอัตโนมตัิขนาด 5-50, 100-1,000 และ 
1,000- 5,000 ไมโครลิตร 

Biohit, Finland  

ชุดเครื่องแกว  Pyrex, New York, USA 
ชุดเครื่องแกว Duran Scott Schott Duran, Germany 
กระดาษกรอง Whatman No.1 Whatman International Ltd., England 
ถุงไดอะไลซีส รุน  Spectra 1 Por  molecularporous 
membrane tubing 

Spectrum Medical Industries, Inc.,  
USA 

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

England 
Power Pac 1000 Bio-Rad, USA 
Microcentrifuge รุน Denville 260 D Denville Scientific, USA 
 
สารเคม ี
 

ชนิด บริษัท/ประเทศ 
วุนผงตรานางเงือก พัฒนสนิเอนเตอรไพรส 

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 
Ethanol 95% (C2H5OH) องคการสุรา กรมสรรพสามิต จ.

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

Scharlau, Spain  
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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 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 เชื้อราที่ใชในงานวิจัย 

3.1.1 เชื้อรา Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม ที่คัดแยกไดจากดินบริเวณปลูกปาน
ศรนารายณโดย Punnapayak, Kuhirun และ Tanonkeo (1999) 

3.1.2 เชื้อรา Acrophialophora sp UV10-2 ที่ไดจากการปรับปรุงสายพันธุดวยวิธี UV 
โดย พิสุทธิ์ พวงนาค (2542) 
 เชื้อราทั้ง 2 สายพันธุนี้ไดรับจากหองปฏิบัติการวิจัยการใชประโยชนชีวมวลพืช (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 มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาดวย
กลองจุลทรรศน  เพื่อศึกษาโครงสรางตางๆ โดยดูลักษณะตางๆ เชน การเจริญบนของเชื้อราบน
อาหาร ลักษณะของเสนใย สี ขนาด ผนังและรูปรางของสปอร เปนตน ตามวิธีของ Edward 
(1959) และ Barnette (1967) หลังจากนั้นทําการเลี้ยงเชื้อราทั้ง 2 สายพันธุในอาหารแข็งสูตร 
Production  (Punnapayak, Kuhirun และ Tanonkeo, 1999) (ภาคผนวก ก) ในจานเลี้ยงเชื้อ บม
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน โดยเจาะชิ้นวุนที่มีเสนใยเจริญอยูเต็มดวยแทงเจาะ 
(cork borer) ขนาดเสนผานศูนยกลางขนาด 1 เซนติเมตร จํานวน 5 ชิ้น ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 
250 มิลลิลิตร 24 ขวด ที่มีอาหารสูตร Production ปริมาตร 100 มิลลิลิตร มีแอลฟา-เซลลูโลส (α-
cellulose) 3 เปอรเซ็นต (กรัมตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน เพื่อผลิตเอนไซม จากนั้นนําไปบม
ในตูเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 วัน  เก็บตัวอยางทุก 2 วัน จํานวน 3 ซ้ํา นํามาปนเหวี่ยง (Centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 
8000 รอบตอนาที (7441.4 g, r = 10.4 cm) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนําสวนน้ําใสมาวัดแอ
คติวิตีเซลลูเลส 3 กลุม คือ เอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส และเบตา-กลูโคซิเดส และวิเคราะห
การเจริญของเชื้อราโดยวัดปริมาณกลูโคซามีน (glucosamine)  
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3.3 การวิเคราะห 
 3.3.1. การวัดปริมาณเซลลูเลสในกลุมเอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) โดยการ
วิเคราะหหา FPA (Ghose, 1987) 

3.3.1.1 นําเอนไซมที่ตองการทดสอบปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง 
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) เขยาใหเขากัน 
3.3.1.3 นําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 

 3.3.1.4 เติมสารละลาย DNS reagent (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
นําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
 3.3.1.5 เติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่นแสง 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายโซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร  0.05 โมลาร pH 4.8 
แทนเอนไซมเปนหลอดควบคุม (blank) จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ
น้ําตาลกลูโคส จากกราฟน้ําตาลมาตรฐานเพื่อนําไปคํานวณหาคา unit of enzyme จากสูตร
มาตรฐาน (ภาคผนวก ค) 
 

3.3.2 การวัดปริมาณเซลลูเลสในกลุมเอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) โดยการ
วิเคราะหหา CMCase (Ghose, 1987) 

3.3.2.1 นําเอนไซมที่ตองการทดสอบมา 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง 
3.3.2.2 เติม  CMC ความเขมขน 2 เปอรเซ็นตกรัมตอปริมาตร ที่ละลายในสารละลาย

โซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร  0.05 โมลาร pH 4.8 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
3.3.2.3 นําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

 3.3.2.4 เติมสารละลาย DNS reagent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปตมในน้ํา
เดือดนาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
 3.3.2.5 เติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่
ความยาวคลื่นแสง 540 นาโนเมตร โดยสารละลายโซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร  0.05 โมลาร pH 4.8 
แทนเอนไซมเปนหลอดควบคุม (blank) จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณ
น้ําตาลกลูโคสจากกราฟน้ําตาลมาตรฐาน เพื่อนําไปคํานวณหาคา unit of enzyme จากสูตร
มาตรฐาน (ภาคผนวก ค) 

 

















บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
4.1. เชื้อราที่ใชในงานวิจัย 

4.1.1 เชื้อรา Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม รูปที่ 4.1 (ก.) 
 4.1.2 เชื้อรา Acrophialophora sp. สายพันธกลาย UV10-2 รูปที่ 4.1 (ข.) 
 

 
   ก.                                                               ข. 
รูปที่ 4.1  ลักษณะเสนใยและการเจริญบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
    ก. Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม 
    ข. Acrophialophora sp. สายพันธุกลาย UV10-2 
 
4.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา  Acrophialophora sp. 
 นําเชื้อรา Acrophialophora sp. มาศึกษาหาสายพันธุที่ถูกตองโดยดูลักษณะการเจริญบน
อาหาร PDA และลักษณะสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน พบวาลักษณะการเจริญของเชื้อราบน
อาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีการเจริญเติบโตปานกลาง และสามารถเจริญไดดีที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เมื่อเปรียบการเจริญในอาหารแข็งสูตร Production ที่มีแอลฟาเซลลูโลส
เปนแหลงคารบอน พบวามีการเจริญของเชื้อราอยางรวดเร็ว ลักษณะโคโลนีมีสีน้ําตาลออน เมื่อเจริญ
นานขึ้นจะมีสีดําบริเวณขอบเสนใย ลักษณะสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเปนเชื้อราที่
เสนใยมีผนังกั้นแบงเปนเซลลๆ มีการสรางกานชูสปอร (conidiophores) ซึ่งมีสปอร  (conidia)  สี
น้ําตาลหลายๆ อันเชื่อมติดกันคลายลูกปด รูปรางแบบไข มีปลายเรียวทั้ง 2 ดาน ไมมีสี ผนัง conidia 
คอนขางหนา  เ รียบแตอาจขรุขระและเปนรูปเกลียวเล็กนอย  ดังรูปที่ 4.2 และเมื่อศึกษาถึง
ความสามารถในการใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนพบวา Acrophialophora สายพันธุนี้สามารถใช
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เซลลูโลสเปนแหลงคารบอนเพื่อเจริญเติบโตได ดังนั้นจึงสรุปไดวา Acrophialophora sp. สายพันธุที่
นํามาศึกษามีความนาจะเปนชนิด Acrophialophora nainiana  
 

 
                                                                     ก. 
 
 

 
ข. 

รูปที่ 4.2 การเจริญของ Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม 
   ก. ลักษณะเสนใยและการเจริญบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
   ข. ลักษณะเสนใยและสปอร จากการสองดวยกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 4000 เทา 
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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%) เปนแหลง
คารบอน  pH 5.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลาตางๆ พบวา Acrophialophora sp. สาย
พันธุดั้งเดิมและสายพันธุกลาย UV10-2 ใหผลสอดคลองกันคือ มีการผลิตเอนโดกลูคาเนสปริมาณ
มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับเอกโซกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเดส โดยพบวาAcrophialophora sp. 
สายพันธุดั้งเดิม (รูปที่ 4.3) มีการเติบโตเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ จากวันที่ 1 จนถึงวันที่ 13 หลังจากนั้นการ
เติบโตของเชื้อรามีแนวโนมลดลง  (การเติบโตของเชื้อราวัดจากปริมาณกลูโคซามีน) สวน 
Acrophialophora sp.สายพันธุกลาย UV10-2 (รูปที่ 4.4) มีการเติบโตเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ เชนกัน โดย
จากวันที่ 1 จนถึงวันที่ 11 หลังจากนั้นการเติบโตของเชื้อรามีแนวโนมลดลง ซึ่งการผลิตเอนโดกลู
คาเนสและเอกโซกลูคาเนสมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ แมวาการเติบโตของเชื้อราของทั้ง 2 สายพันธุ
มีแนวโนมลดลงก็ตาม  สวนการผลิตบีตา-กลูโคซิเดสของเชื้อรา 2 สายพันธุมีแนวโนมลดลง เมื่อเชื้อรา
เติบโตมากขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบการผลิตเอนไซม 2 สายพันธุ พบวา Acrophialophora sp. UV 10-
2 ใหคาแอคติวิตีของเอนไซมทั้ง 3 กลุมมากกวาสายพันธุดั้งเดิม ดังตารางที่ 4.1 ดังนั้นจึงเลือก 
Acrophialophora sp. UV10-2 ในการผลิตเอนไซมเพื่อจะศึกษาในขั้นตอไป และทําการเก็บเอนไซม
วันที่ 15  
ตารางที่ 4.1 คาแอคติวิตีเซลลูเลสของเชื้อรา Acrophialophora sp. wild type และ 
Acrophialophora sp. UV 10-2 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร Production ที่ pH 5 อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 วัน 

แอคติวิตีเซลลูเลส (หนวย/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 สายพันธุดั้งเดิม 
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รูปที่ 4.4 การเติบโตของเชื้อรา การผลิตเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเนส  ของ 
Acrophialophora nainiana UV10-2 
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4.4 การศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซมอยางหยาบ 
4.4.1 การศึกษาผลของคา pH ที่มีตอการทํางานของเซลลูเลส 3 กลุม 
         นําเอนไซมที่ไดจากเชื้อรามาวัดแอคติวิตีทั้ง 3 กลุม โดยปรับใหภาวะการทํางานใหมีคา 

pH ตางๆ กัน คือ 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0 ตามลําดับ ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซ้ํา เพื่อศึกษาคา 
pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลสอยางหยาบ พบวา ทั้งเอกโซกลูคาเนส (รูปที่ 4.5) และเอน
โดกลูคาเนส (รูปที่ 4.6) ทํางานไดดีในชวง pH ที่เปนกรดออน โดยมีแอคติวิตีสูงสุดที่ pH 5 สวนบีตา-
กลูโคซิเดส (รูปที่ 4.7) ทํางานไดดีในชวง pH ที่เปนกลาง (pH 7)  
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รูปที่ 4.5 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของเอกโซกลูคาเนส จากเชื้อ Acrophialophora 
sp. UV10-2 ในชวงคา pH 3.0 ถึง 8.0 
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รูปที่ 4.6 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของเอนโดกลูคาเนส จากเชื้อ Acrophialophora 
sp. UV10-2 ในชวงคา pH 3.0 ถึง 8.0 
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รูปที่ 4.7 แอคติวิตีจําเพาะของบีตา-กลูโคซิเดส จากเชื้อ Acrophialophora sp. UV10-2 ในชวงคา 
pH 3.0 ถึง 8.0 
 

4.4.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอการทํางานของเซลลูเลส 3 กลุม 
                     นําเอนไซมที่ไดจากเชื้อรามาวัดแอคติวิตีของเซลลูเลสทั้ง 3 กลุม โดยทําการบมวดัแอคติ
วิตีเปนเวลา 30 นาที ที่ภาวะความเปนกรดและดางเทากับ 5.0 แตมีการแปรผันอุณหภูมิตางๆ คือ 40 
50 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส โดยทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซ้ํา พบวาเอนไซมอยางหยาบทั้ง 3 
กลุมทํางานไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (รูปที่ 4.8 4.9 และ 4.10) 
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รูปที่ 4.8 แอคติวิตีจําเพาะของเอกโซกลูคาเนส เมื่อนําไปทําปฏิกิริยาที่คา pH เทากับ 5.0 และมีการ
แปรผันอุณหภูมิ  5 ระดับ คือ 30 40 50 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส จากเชื้อ Acrophialophora sp. 
UV10-2 



  
 

33

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 20 40 60 80 100
Temperature (oC)

Sp
ec

ific
 ac

tiv
ity

 (U
/m

g p
rot

ein
)

 
 
รูปที่ 4.9 แอคติวิตีจําเพาะของเอนโดกลูคาเนส เมื่อนําไปทําปฏิกิริยาที่คา pH เทากับ 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 เมื่อนําไปทําปฏิกิริยาที่คา pH เทากับ 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 การทําใหเอนไซมบริสุทธิ์บางสวน 
ทําการผลิตเซลลูเลสจาก จากเชื้อ Acrophialophora sp. UV10-2 โดยเลี้ยงเชื้อราในอาหาร

สูตร Production ที่ pH 5.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 15 วัน นํามาปนเหวี่ยง แลว
ตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมอยางหยาบ พบวามีปริมาตรรวมของเอนไซมอยางหยาบ 1,140 
มิลลิลิตร มีปริมาณโปรตีนรวม 1914.63 มิลลิกรัม แอคติวิตีของเอกโซกลูคาเนสรวม 265.62 หนวย  
เอนโดกลูคาเนส  1573.77 หนวย และบีตา-กลูโคซิเดส  58.14 หนวย โดยมีแอคติวิตีจําเพาะของเอก
โซกลูคาเนส 0.139 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เอนโดกลูคาเนส 0.882 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน และ
บีตา-กลูโคซิเดส  0.015 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน  

 
4.5.1 การทําใหเอนไซมเขมขนดวยเครื่องอัลตราฟลเทรชัน (Utrafiltration) 
         นําเอนไซมที่ผลิตไดขางตน มากรองผานดวยเครื่องอัลตราฟลเทรชัน Viva Flow 250 ที่

มี membrane cut off 10,000 Da ภายใตความดันของแกสไนโตรเจน 3 บาร  พบวาเอนไซมที่ไดมี
ปริมาณโปรตีนรวม 966.555 มิลลิกรัม เอกโซกลูคาเนสรวม 170.77 หนวย  เอนโดกลูคาเนส  896.05 
หนวย และบีตา-กลูโคซิเดส  20.92 หนวย โดยมีแอคติวิตีจําเพาะของเอกโซกลูคาเนส 0.151 หนวยตอ
มิลลิกรัมโปรตีน เอนโดกลูคาเนส 0.927 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน และบีตา-กลูโคซิเดส  0.021 หนวย
ตอมิลลิกรัมโปรตีน  เมื่อคิดเปนผลผลิตของเอนโดกลูคาเนส 69.05 เปอรเซ็นต และมีความบริสุทธิ์
เพิ่มข้ึน 1.05 เทา (ตารางที่ 4.2) 

 
4.5.2 การตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate 

precipitation) 
             นําเอนไซมที่ทําใหเขมขนดวยเครื่องอัลตราฟลเทรชัน มาตกตะกอนดวยแอมโมเนียม       
ซัลเฟตอิ่มตัว โดยเพิ่มความเขมขนของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเปนลําดับสวน คือ 0-30 30-40 40-50 
50-60 60-70 และ 70-80 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นําแตละลําดับสวนไปละลายในอะซีเตตบัฟเฟอร 
0.05 โมลาร  pH 5.0 จากนั้นนําไปไดอะไลซิสขามคืน แลวนํามาวัดแอคติวิตีของเอกโซกลูคาเนส    
เอนโดกลูคาเนส   และบีตา-กลูโคซิเดส  พบวามีแอคติวิตีจําเพาะของเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส   
และบีตา-กลูโคซิเดสของ จากเชื้อ Acrophialophora sp. UV10-2 อยูมาก ในโปรตีนที่ตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 50-60 และ 60-70 (รูปที่ 4.11 ) ซึ่งเมื่อรวมทั้ง 2 ลําดับสวนจะมีผลผลิต
ของเอนโดกลูคาเนส 21.25 เปอรเซ็นต และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 2.98 เทา  
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รูปที่ 4.11 การตกตะกอนเอนไซมดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนตางๆ 
 
4.5.3 การทําใหเอนไซมบริสุทธิ์โดยแอนไอออน-เอกซเชน โครมาโทกราฟ  
         นําโปรตีนไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 50-70เปอรเซ็นต มา

ผานคอลัมน HiTrap DEAE Sepharose Fast Flow ซึ่งเปนตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion 
exchanger)  ชะโปรตีนดวยสารละลาย 0.02 โมลาร Piperazine-HCl pH 5.0 พบวามีโปรตีนถูกชะ
ออกมา 2 พีค (รูปที่ 4.12) ซึ่งพีค I จะไมจับคอลัมน จึงถูกชะออกมากอน (หลอดที่ 8-18) และเมื่อ
เปลี่ยนมาชะดวยเกรเดียนทของโซเดียมคลอไรด 0-1.0 โมลาร พบวาที่ความเขมขน 0.12 โมลาร  มี
โปรตีนพีคที่สองออกมา คือ พีค II (หลอดที่ 30-32) และตรวจสอบแอคติวิตีพบวา พีค I มีแอคติวิตีของ
เอกโซกลูคาเนส (0.138 U/ml) เอนโดกลูคาเนส (4.628 U/ml) และบีตา-กลูโคซิเดส (0.026 U/ml) 
สวนพีค II มีแอคติวิตีเอนโดกลูคาเนสเพียงอยางเดียว (0.334 U/ml) โดยพีค I  ใหผลผลิตเอนไซม 
17.64 เปอรเซ็นต ความบริสุทธิ์ 3.88 เทา และพีค II ใหผลผลิตของเอนโดกลูคาเนส 0.21 เปอรเซ็นต 
ความบริสุทธิ์ 0.25 เทา (ตารางที่ 4.2) 
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รูปที่ 4.12 ผลการแยกและทําใหเซลลูเลสบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนดวยคอลัมน HiTrap DEAE Sepharose Fast 
Flow ชะดวยบัฟเฟอร piperazine-HCl 0.05 โมลาร pH 5.0 แลวตามดวย linear salt gradient ความ
เขมขนของโซเดียมคลอไรด 0-1.0 โมลาร อัตราการไหล 60 มิลลิลิตร/ชั่วโมง เก็บแยกสวนหลอดละ 5 
มิลลิลิตร 

 
4.5.4 การทําใหเอนไซมบริสุทธิ์โดยเจล-ฟลเทรชั่น โครมาโทกราฟ 
         นําโปรตีนที่ผานคอลัมนไอออน-เอกซเชนโครมาโทกราฟ พีค I มาผานคอลัมน 

Sephacryl-S-200 HR โดยชะดวยสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร  pH 5.0 (รูปที่ 4.9) พบวา
สามารถแยกโปรตีนอื่นออกจากเอนไซมได โดยปรากฏโปรตีน 1 พีคใหญ (หลอดที่ 35-45) และพีคเล็ก 
1 พีค (หลอดที่ 62-67) โดยโปรตีนจะเริ่มออกในหลอดที่ 35 เมื่อติดตามแอคติวิตีของเอนโดกลูคาเนส
พบวามีปริมาณสูง (3.3942 U/ml) สวนเอกโซกลูคาเนสที่ไดมีปริมาณนอย (0.051 U/ml) และพบบีตา-
กลูโคซิเดสนอยมาก (0.001 U/ml) เรียกพีคนี้วา Endo I สวนพีคหลังไมพบแอคติวิตีของเอนไซมทั้ง 3 
ชนิด เอนไซมใหผลผลิต 6.47 เปอรเซ็นต และทําใหเอนโดกลูคาเนสนี้มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเปน 13.93 
เทา (ตารางที่ 4.2) 

  gradient 

  peak I peak II 
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สวนเอนไซมที่ผานคอลัมนไอออน-เอกเซนโครมาโทกราฟ พีค II ไดนํามาผานคอลัมน 
Sephacryl-S-200 HR ชะดวยสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร  pH 5.0 เชนกัน จากรูปที่ 
4.10 พบวาสามารถแยกโปรตีนอื่นออกจากเอนไซม โดยปรากฏโปรตีนหลายพีค ซึ่งโปรตีนที่อานไดมี
คานอย และเมื่อติดตามเอนไซมดวยการวัดแอคติวิตีทั้ง 3 กลุม จะพบเอนโดกลูคาเนสเพียงชนิดเดียว
(0.355 U/ml) ในโปรตีนพีคที่ II เรียกพีคนี้วา Endo II แอคติวิตีของเอนโดกลูคาเนสที่ไดนั้นมีปริมาณ
นอยเม่ือเทียบกับพีค Endo II เอนไซมใหผลผลิต 0.74 เปอรเซ็นต และเอนโดกลูคาเนสนี้มีความ
บริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเปน 13.41 เทา (ตารางที่ 4.2) 
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รูปที่ 4.13 ผลการแยกและทําใหเซลลูเลสบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นของ พีค I ดวยคอลัมน Sephacryl-S-200 HR (ขนาด 2.6 × 40 เซนติเมตร) ชะดวยโซเดียม 
อะซีเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร pH 5.0 อัตราการไหล 12 มิลลิลิตร/ชั่วโมง เก็บแยกสวนหลอดละ 3 มิลลิลิตร 

38 

Vo Vt Endo I 
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รูปที่ 4.14 ผลการแยกและทําใหเซลลูเลสบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นของพีค II ดวยคอลัมน Sephacryl-S-200 HR (ขนาด 2.6 × 40 เซนติเมตร) ชะดวยโซเดียม 
อะซีเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร pH 5.0 อัตราการไหล 12 มิลลิลิตร/ชั่วโมง เก็บแยกสวนหลอดละ 3 มิลลิลิตร 
 39 
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ตารางที่  4.2  ผลการเตรียมเอนโดกลูคาเนสจาก Acrophialophora sp. UV 10-2 ใหบริสุทธิ์
บางสวน  
ลําดับข้ันตอนการทาํให

บริสุทธิ ์
โปรตีนรวม 
(มิลลิกรัม/
โปรตีน) 

แอคติวิตี
รวม 

(หนวย) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 
(หนวย/
มิลลิกรัม) 

เปอรเซ็นตแอคติวิ
ตี (เปอรเซ็นต) 

ความ
บริสุทธิ ์
(เทา) 

1.เอนไซมอยางหยาบ 
2.เอนไซมเขมขน 
3.ตกตะกอนดวย 50-
70 เปอรเซ็นต
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 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเอสดีเอส-พอลิอะคลิลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซีส 
(SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
        นาํสารละลายโปรตีนสวนตางๆ ที่เตรียมไดคือ โปรตีนอยางหยาบ โปรตนีที่ทาํใหเขนขน
ดวยอัลตราฟลเทรชัน โปรตนีที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต 50-70 เปอรเซ็นต โปรตีนที่ผาน
คอลัมน DEAE Sepharose พีค I และ II โปรตีนที่ผานคอลัมน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo I 
และ Endo II มาตรวจสอบความบริสุทธิด์วย SDS-PAGE ความเขมขน 12.5 เปอรเซ็นต (วิธีขอ 
3.7.5) โดยทีแ่ตละแถวมีปริมาณโปรตีน 20 ไมโครกรัม จากผลการทดลอง พบวา แตละขั้นตอน
ของการทาํใหบริสุทธิ์ (รูปที ่ 4.11 แถวที ่ 3-8) สามารถลดโปรตีนทีเ่จือปนออกไปไดมาก สวน
โปรตีนที่ผานคอลัมน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo I และ Endo II (แถวที่ 6-7) พบวา Endo I 
มีโปรตีนชัดเจน 3 แถบ โดยชัดเจน 2 แถบ และจาง 1 แถบ สวน Endo II พบวามโีปรตีน 2 แถบ จะ
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เห็นชัด 1 แถบสวนอีก 1 แถบจาง แสดงใหเหน็วาการทดลงนี้สามารถทําใหเอนโดกลูคาเนสบริสุทธิ์
บางสวน 
 

 
รูปที่ 4.15 ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์เอนโดกลูคาเนสดวย SDS-PAGE 
แถวที ่1 โปรตนีมาตรฐาน          แถวที่ 5 โปรตีนที่ผาน DEAE Sepharose พีค I 
แถวที ่2 โปรตนีอยางหยาบ                แถวที่ 6 โปรตีนที่ผาน DEAE Sepharose พีค II 
แถวที ่3 โปรตนีที่เขมขนจากการทาํ         แถวที่ 7 โปรตีนที่ผาน Sephacryl-S-200 HR พีค                        

อัลตราฟลเทรชัน                        Endo I 
แถวที ่4 โปรตนีที่ตกตะกอนดวย          แถวที่ 8 โปรตีนที่ผาน Sephacryl-S-200 HR พีค          

แอมโมเนยีมซลัเฟตความเขมขน 50-70 %         Endo II 
               
4.5.6 การตรวจสอบแอคติวิตีของเซลลูเลสในแผนเอสดีเอสพอลิอะคริลาไมดเจล  
         เมื่อยอมเจลที่ม ี CMC 1 เปอรเซ็นต เปนสวนประกอบ ดวยสารละลาย Congo red 0.01 
เปอรเซ็นตเพื่อตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมในแผนเจล โดยในแตละแถวมีปริมาณโปรตีน 20 
ไมโครกรัม จากการทดลองพบวา โปรตีนอยางหยาบปรากฏแถบแอคติวิตีชัดเจน 1 แถบใหญซึ่งให
ลักษณะใสบนพื้นเจลสีแดง สวนโปรตนีที่เขมขนดวยอัลตราฟลเทรชนั โปรตีนที่ผานคอลัมน DEAE 
Sepharose ทัง้ 2 พีค และโปรตีนที่ผานคอลัมน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo I และ Endo II 
ใหผลสอดคลองกันทัง้หมดโดยปรากฏแถบแอคติวิตีชัดเจน 1 แถบเชนกัน แตขนาดความกวางของ
แถบจะแตกตางกนั  โดยที ่Endo I จะอยูที่ตําแหนงสงูกวา Endo II เพียงเล็กนอย (รูปที่ 4.16) ซึง่
สังเกตความแตกตางจากรูปเจลไดไมชัดเจนมากนกั  
 
 

 1     2     3     4     5     6      7     8 kDa 
113 
92 

52.3 
36.3 
28.7 

 
21.3 
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                       1     2      3       4             1        2      3      4  

 
 
 
 
 

  
 
 
 
รูปที่ 4.16 ผลการตรวจสอบความบริสทุธิ์เอนโดกลูคาเนสดวย SDS-PAGE (ก) และ Activity 
stain (ข) 
   แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน    แถวที่ 5 โปรตีนที่ผาน DEAE Sepharose พีค I 
   แถวที่ 2 โปรตีนอยางหยาบ        แถวที่ 6 โปรตีนที่ผาน DEAE Sepharose พีค II 
   แถวที่ 3 โปรตีนที่เขมขนจากการทํา   แถวที่ 7 โปรตีนที่ผาน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo I 
              อัลตราฟลเทรชัน    แถวที่ 8 โปรตีนที่ผาน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo II 
  แถวที่ 4 โปรตีนที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 50-70 เปอรเซ็นต 

          1      5       6       7      8        1      5      6      7     8 

           ก.                                        ข. 

ก.                                       ข. 

kDa 
113 
92 

52.3 
36.3 
28.7 

21.3 
 

kDa 
113 
92 

52.3 
36.3 
28.7 

21.3 
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4.6 การศึกษาสมบัติบางประการของเซลลูเลสที่บริสุทธิ์บางสวน 
 4.6.1 การศึกษาผลของคา pH ที่มีตอการทํางานของเซลลูเลส 

         ในการทดลองนี้ไดเลือกเอนไซม Endo I ซึ่งมีแอคติวิตีดีที่สุดมาศึกษาผลของ pH 
ตางๆ กัน คือ 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0 เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมตอการทํางาน และความ
เสถียรของเซลลูเลสที่บริสุทธิ์บางสวน  พบวา เอนโดกลูคาเนส ทํางานไดดีในชวง pH ที่เปนกรด
ออน และทํางานไดดีที่สุด pH 5 สวน pH ที่เปนดางจะทํางานไดไมดีโดยแอคติวิตีจะลดลงอยาง
มาก (รูปที่ 4.17) การทดลองหาความเสถียรตอ pH เมื่อนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
พบวาวันที่ 1 และ 2 แอคติวิตีจําเพาะของ Endo I ในชวง pH 4.0-8.0 มีคาลดลงเพียงเล็กนอยเมื่อ
เทียบกับแอคติวิตีเร่ิมตน สวนที่ pH 3.0 แอคติวิตีจําเพาะในวันที่ 1 และ 2 มีคาลดลงอยางมาก
เมื่อเทียบกับแอคติวิตีเร่ิมตนเ (รูปที่ 4.18) จะเห็นไดวา Endo I จะมีความเสถียรมากในชวง pH 
4.0-8.0 สวน pH 3.0 ความเสถียรจะนอย 
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รูปที่ 4.17 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของ Endo I ที่ pH ในชวงคา pH 3.0 ถึง 
8.0  
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รูปที่ 4.18 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) และความเสถียรของ Endo I ในชวง pH 
3.0 ถึง 8.0 เมื่อนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 และ 2 วัน 

 
4.6.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอการทํางานของเซลลูเลส 

           นํา Endo I มาศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอการทาํงานของเอนไซม  พบวาอณุหภูมิ
ที่เหมาะสม ตอการทาํงานคอื 60 องศาเซลเซียส จะเหน็ไดวาอุณหภูมิสูงขึ้นแอคติวิตีจําเพาะก็จะ
ลดลงเปนอยางมาก (รูปที่ 4.19) และเมือ่หาภาวะความเสถียรของเอนไซมที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส พบวามีคาแอคติวิตีจําเพาะตัง้แตเวลา 0-105 นาที มีคาไมแตกตางจากแอคติวิตีเร่ิมตน
มากนัก แสดงวาเอนไซมมคีวามเสถียรเปนเวลา 105 นาที หลงัจากนัน้เอนไซมจะมีแอคติวิตี
จําเพาะลดลงอยางมากเมื่อเทียบกับแอคติวิตีจําเพาะเริม่ตน (รูปที่ 4.20)  
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รูปที่ 4.19 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) เมื่อนําไปทําปฏิกิริยาที่คา pH 5.0 และมี
การแปรผันอุณหภูมิ  5 ระดับ คือ 30 40 50 60 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.20 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) และความเสถียรของ Endo I ที่ pH 5.0 
เมื่อนําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 0 15 30 45 60 75 90 105 120 นาที  

 
4.6.5 การศึกษาหาความจําเพาะของเอนไซมตอซับสเตรตบางชนิด 
         ในการศึกษานี้ไดศึกษาหาความจําเพาะตอซับสเตรตที่เปนเซลลูโลส อนุพันธ

เซลลูโลส และไซแลน พบวา Endo I มีความจําเพาะตอ CMC ไดดีที่สุดเนื่องจากยอยสลายมาก
ที่สุด รองลงมาคือ      ไซแลน กระดาษกรอง สวน Avicel และแอลฟา-เซลลูโลส ยอยสลายไดเพียง
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เล็กนอย ในขณะที่ไมสามารถยอยสลายเซลโลไบโอส D(-)salicin และ 4-Nitrophenyl-β-D-
gaclactopyanoside (p-NPG)  (ตารางที่ 4.3)  
 
ตารางที่ 4.3 แอคติวิตีจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของ Endo I ตอซับสเตรตตางๆ เมื่อทํา
ปฏิกิริยาที่ pH 5.0 โดยบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  

ซับสเตรต แอคติวิตีจําเพาะ(ยูนิตตอมิลลกิรัมโปรตีน) 
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 การศึกษาผลของไอออนและสารเคมีบางชนิดตอแอคติวิตีของเอนไซม 
         จากการศึกษาผลของไอออนและสารเคมีบางชนิดตอแอคติวิตีของเอนไซมที่ผาน

คอลัมน Sephacryl-S-200 HR พบวา Mn2+มีผลยับยั้งมากที่สุด รองลงมาคือ Hg2+ สวนไอออน 
Cu2+ กระตุนแอคติวิตีของเอนไซม  สวน Na2+ Mg2+ Zn2+ Fe3+ Co2+SDS และ EDTA ไมมีผลตอ
การทาํงานของเอนไซม (รูปที่ 4.21) 
 
 

 



  
 

47

0

20

40

60

80

100

120

140

160

control Na Mg Cu Mn Zn Fe Hg Co SDS EDTA

ion

%
 R

el
at

iv
e 

ac
tiv

ity
 

 
รูปที่ 4.21 แอคติวิตีสัมพัทธ (เปอรเซ็นต) ผลของไอออนและสารเคมีที่มีการตอการยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซม เมื่อทําปฏิกิริยาที่ pH 5.0 โดยบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที 

  
 4.6.7 การวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูเลส 
         4.6.7.1  การหาน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูเลสโดยการทําเจลฟลเทรชั่น 
 เมื่อผานสารละลายโปรตีนมาตรฐานตางๆ ไดแก Albumin น้ําหนักโมเลกุล 67 

กิโลดาลตัน Ovalbumin น้ําหนักโมเลกุล 43 กิโลดาลตัน Chymotrypsinogen A น้ําหนักโมเลกุล 
25 กิโลดาลตัน Ribomuclease น้ําหนักโมเลกุล 13.7 กิโลดาลตัน ในภาวะเดียวกับการทําให
เอนไซมบริสุทธิ์นําคาที่ไดนํามาคํานวณหา Kav แลวสรางกราฟมาตรฐานดังรูปที่ 4.22 แลวทําการ
เปรียบเทียบคา Kav ของเอนไซมที่ถูกทําใหบริสุทธิ์ โดย Endo I มีคา Kav = 0.0926 และ Endo II มี
คา Kav = 0.13 จากกราฟมาตรฐานพบวา Endo I มีน้ําหนักโมเลกุลของเอนโดกลูคาเนสอยูในชวง 
60 กิโลดาลตัน Endo II มีน้ําหนักโมเลกุลของเอนโดกลูคาเนสอยูในชวง 43 กิโลดาลตัน 
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รูปที่ 4.22 ความสัมพันธระหวาง Kav และ log ของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานใน
การศึกษาน้าํหนกัโมเลกุลของเซลลูเลสจาก Acrophialophora sp.UV 10-2  โดยคอลัมนขนาด 
2.6×40 เซนติเมตร 
 

4.6.7.2  การหาน้ําหนกัโมเลกุลของเซลลเูลสโดยการทาํอิเลคโตรโฟรซิิสบนเอสดีเอส-     
พอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 

               จากผลการทดลองที่แสดงในรูปที ่ 4.15 พบวาเอนไซมที่ผานการทาํใหบริสุทธิ์
บางสวน ยังมแีถบโปรตีนหลายแถบในเอนไซม จงึนาํเอนไซมมาติดตามแอคติวิตีใน SDS-PAGE ที่
มี CMC 1 เปอรเซ็นต ซึง่ตรวจสอบแอคติวิตีดวยการยอม Congo red 0.01 เปอรเซ็นต พบแถบ 
แอคติวิตี 2 แถบ จากเอนไซม 2 ชนิด สรุปไดวาแถบแอคติวิตี มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 66 และ 
60  กิโลดาลตนั ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.23 ความสัมพันธระหวาง relative mobility และ log ของน้าํหนักโมเลกุลของโปรตีน
มาตรฐานในการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูเลสโดยวิธีเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจลอีเล็ก
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 
 

วิจารณผลการทดลอง 
  

เซลลูเลสเปนกลุมเอนไซมทีส่ามารถยอยสลายพนัธะของสายเซลลูโลส ภายใตภาวะที่
เหมาะสม ใหผลผลิตเปนกลูโคสและสายโอลิโกแซ็คคาไรดสายสั้นๆ เซลลูเลสถูกนาํไปใชใน
อุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมอาหาร สิง่ทอ อาหารสัตว เยือ่และกระดาษ เปนตน จุลนิทรียที่
สามารถผลิตเซลลูเลสไดมีหลายประเภท ไดแก แบคทีเรีย รา ยีสต แอกติโนมยัซีส โดยเฉพาะ เชื้อรามี
การศึกษาอยางแพรหลาย ซึ่งในงานวิจยันี้ไดนาํเชื้อราที่แยกไดจาก บริเวณที่มกีารปลกูปาน
ศรนารายณ (Punnapayak, Kuhirun และ Tanonkeo, 1999) ซึง่ไดปรับปรุงสายพันธุ (พิสทุธิ ์พวงนาค
, 2542) มาเล้ียงในภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเซลลูเลส เพื่อทําใหบริสุทธิบ์างสวนและศึกษา
สมบัติบางประการของเอนไซม เปนแนวทางในการพัฒนาเพื่อใชในอตุสาหกรรม 
  

นําเชื้อรา Acrophialophora sp. ทั้งสายพันธุดั้งเดิมและสายพันธุกลาย ที่อยูในคลาส 
Deuteromycetes มาศึกษาหาสายพันธุที่ถูกตองโดยดูลักษณะการเจริญบนอาหาร PDA และลักษณะ
สัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเปนเชื้อรา 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
สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ลักษณะโคโลนีมีสีน้ําตาลออน เมื่อเจริญนานขึ้นจะมีสี
ดําบริเวณขอบเสนใย ลักษณะสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน เปนเชื้อราที่เสนใยมีผนังกั้น มีการ
สรางกานชูสปอร (conidiophores) ซึ่งมีสปอร (conidia) หลายๆ อันเชื่อมติดกันคลายลูกปด รูปราง
แบบไข มีปลายเรียวทั้ง 2 ดาน ไมมีสี ผนัง conidia คอนขางหนา เรียบแตอาจขรุขระและเปนรูปเกลียว
เล็กนอย  (Barnette, 1967 และ Edward, 1959) จึงสรุปไดวาเชื้อราชนิดนี้อาจเปน Acrophialophora 
nainiana ซึ่งลักษณะนี้ตางจาก Acrophialophora fusispora คือ เชื้อราชนิดนี้มี conidia สีน้ําตาล 
และผนังของ conidia จะนูนขึ้นมามีลักษณะเปนรูปเกลียว ในขณะที่ Acrophialophora levis ผนัง 
conidia จะไมเปนรูปเกลียว และ conidia มักเจริญอัดอยูที่ปลายยอดของเสนใย (apical region) 
(Samson และ  Mahmood, 1970) และเมื่อศึกษาถึงความสามารถในการใชเซลลูโลสเปนแหลง
คารบอนพบวา Acrophialophora sp. สายพันธุที่นํามาศึกษาสามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน
เพื่อเจริญเติบโตได (Punnapayak et al., 1999) ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Sandhu และ Arora 
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(1981); Sandhu และ Arora (1985) ที่พบวา Acrophialophora nainiana สามารถใชเซลลูโลสเปน
แหลงคารบอนได แต Acrophialophora fusispora ไมสามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนได 
ในขณะที่ Acrophialophora levis ไมพบรายงานถึงความสามารถในการใชเซลลูโลสเปนแหลง
คารบอน และยังพบวาเชื้อราชนิดนี้มีสามารถผลิตไซแลนเนสในอาหารสูตร Production ได (ขรรคชัย 
ดั้นเมฆ, 2546 และ สุภาภรณ โสภณพัฒนะโภคา, 2546) ซึ่งสอดคลองกับรายงานวิจัยของ Ximenes 
และคณะ (1999); Salles  และคณะ (2000); Cardoso และ Filho (2003)  ที่พบวา A. nainiana 
สามารถผลิตไซแลนเนสได ดังนั้นจึงสรุปไดวา Acrophialophora sp. สายพันธุที่นํามาศึกษาเปนสาย
พันธุ Acrophialophora nainiana แตการตรวจสอบขางตนเปนการใชลักษณะสัณฐานวิทยาและการ
ใชแหลงคารบอนเทานั้น ซึ่งอาจมีความคลาดเคลื่อนไดจึงตองมีการตรวจสอบในระดับของจีโนมตอไป 
เชน ITS sequencing เปนตน  
  

การศึกษาการเจริญในอาหารสูตร Production ที่มีแอลฟา-เซลลูโลสเปนแหลงคารบอน ทํา
การเลี้ยงที่ pH 5.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พบวา Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม และ  
Acrophialophora sp. UV 10-2 ใหผลการเจริญของเชื้อราและการผลิตเซลลูเลสคลายกันทั้ง 2 สาย
พันธุ โดยพบวาคาแอคติวิตีเอกโซกลูคาเนส และเอนโดกลูคาเนส มีแนวโนมเพิ่มมากขึ้น มีคาสูงสุดใน
วันที่ 15 (เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน) สวนแอคติวิตีของบีตา-กลูโคซิเดส มีแนวโนมลดลง  ซึ่งเอนโดกลู
คาเนสมีแอคติวิตีสูงที่สุด โดย Acrophialophora sp. UV 10-2 ใหผลผลิตเอนไซมทั้ง 3 ชนิดมากกวา 
Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ พิสุทธิ์  พวงนาค (2542) 
และ สุภาภรณ โสภณพัฒนโภคา (2546) การศึกษาการเติบโตของเชื้อราในงานวิจัยนี้ วัดจากปริมาณ
กลูโคซามีนซึ่งเปนองคประกอบยอยของไคตินที่เปนสวนประกอบของผนังเซลลของเชื้อรา เนื่องจาก
อาหารสูตร Production ที่ใชเล้ียงเชื้อรามีองคประกอบเปนแอลฟาเซลลูโลสทําใหไมสามารถใชการชั่ง
น้ําหนักเซลลได ทําใหการวัดปริมาณกลูโคซามีนจึงเหมาะสมกวา จากการศึกษาพบวาการเติบโตของ
เชื้อราในชวงแรกมีการผลิตเซลลูเลสทั้ง 3 กลุมในปริมาณที่นอย และเพิ่มมากขึ้นเมื่อเชื้อรามีการเจริญ
มากขึ้ น  ซึ่ ง เชื้ อ รามีการ เจริญสู งสุดในวันที่  13  หลั งจากนั้ นการ เจริญจะลดลง  สําหรับ 
Acrophialophora sp. สายพันธุดั้งเดิม สวน Acrophialophora sp. UV 10-2 มีการเจริญสูงสุดวันที่ 
11 หลังจากนั้นการเจริญจะลดลง แตเอนไซมยังคงมีการผลิตตอไป แสดงใหเห็นวาเซลลูเลสเปน 
primary metabolite ซึ่งรูปแบบการเจริญและการผลิตเซลลูเลสนี้คลายกับ T. reesei Rut C-30 ใน
อาหารที่มี Avicel และขาวสาลี ( Xiao-Bin, Yun และ Koo, 1998) สําหรับการศึกษาในขั้นตอไปจึงได
เลือกใช   Acrophialophora sp. UV 10-2 เพราะใหผลผลิตเอนไซมที่มากกวาสายพันธุดั้งเดิม  
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 การผลิตเซลลูเลสเพื่อเตรียมทําใหบริสุทธิ์บางสวน ไดทําการปนเหวี่ยงเก็บเอนไซมหลังจากที่
เลี้ยงเชื้อได 15 วัน เพื่อใหไดเซลลูเลสสูงและมีปริมาณที่มากเพียงพอที่จะทําใหบริสุทธิ์ตอไป เมื่อ
เตรียมเอนไซมใหเขมขนดวยการกรองผานอัลตราฟลเทรชัน ซึ่งเลือกใชเมมเบรนที่เปน polycarbonate 
มี MW cut off เทากับ 10 กิโลดาลตัน เนื่องจากน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูเลส  ประมาณ 30-110 กิโล
ดาลตัน (Nevelaine และ Penttla, 1996) จาการทดลองทําใหเอนไซมเขมขนประมาณ 2 เทา ความ
บริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 1.05 เทา ผลผลิตเอนไซม 69.05 เปอรเซ็นต แอคติวิตีมีการสูญเสียอาจ
เนื่องมาจากการกรองดวยอัลตราฟลเทรชันอาจมีเอนไซมเล็ดลอดไปได เพราะมีการใชแก็สไนโตรเจน
ในอัลตราฟลเทรชันอาจเกิดออกซิไดซกับหมูฟงกชันของโปรตีนทําใหเอนไซมเสียสภาพได ซึ่งความ
บริสุทธิ์ที่ไดไมมากนักจึงตองทําการทดลองในขั้นตอไป  
  

จากนั้นนําเอนไซมที่ทําใหเขมขนมาตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต โดยเพิ่มความ
เขมขนของเกลือคร้ังละ 10 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวาการใชแอมโมเนียมซัลเฟต 
50-70 เปอรเซ็นตทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีจําเพาะสูงสุดและมีผลผลิตเอนไซม 21.25 เปอรเซ็นต  มี
ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 2.98 เทา ซึ่งจากการทดลองในขั้นนี้พบวาผลผลิตเอนไซมลดลงอยางมาก อาจ
เปนไปไดวาเอนไซมมีการสูญเสียแอคติวิตีไประหวางการไดอะไลซิส  หรือเอนไซมอาจเสียสภาพจาก
การออกซิไดซบริเวณหมูไธออลของซิลดีอีน การปนเปอนของโลหะหนัก ซึ่งลวนมีผลตอการเสียสภาพ
โปรตีน (ชุลีพร จูงสาย, 2535)  ผลการตกตะกอนเอนไซมที่ไดนี้ตางจากการทดลองของ Jin และ Toda 
(1989) พบวาเอนโดกลูคาเนสจาก Clostridium thermocopriae sp. nov.JT3-3 ตกตะกอนที่ความ
เขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต 40 -60 เปอรเซ็นต และการทดลองของ George, Ahmad และ Rao 
(2001) พบวาเอนโดกลูคาเนสจาก Thermomonospora sp. ตกตะกอนที่ความเขมขนของ
แอมโมเนียมซัลเฟต 30-55 เปอรเซ็นต เชนกัน 
  

การทําใหเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน HiTrap DEAE Sepharose Fast Flow ซึ่งเปนแอน
ไอออน-เอกซเชน โครมาโทกราฟ มีความเปนรูพรุนสูง หลักการแยกจะอาศัยความแตกตางของประจุ
โปรตีนแตละชนิด ซึ่งสารตัวกลางที่ใชแยกนี้มีประจุเปนบวก เมื่อผานเอนไซมที่ตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟต พบวามีพีคโปรตีน 2 พีค โดยพีค I จะออกมาพรอมกับสารละลายบัฟเฟอร ที่ใชใน
การชะแสดงวาโปรตีนพีคนี้ไมนี้ไมจับกับคอลัมน เมื่อวัดแอคติวิตีของเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส 
และบีตา-กลูโคซิเดสพบวามีเอนไซมทั้ง 3 ชนิด จึงทําใหแยกเอนไซมทั้ง 3 ชนิดออกจากกันไมได สวน
พีค II ถูกชะดวยเกรเดียนทของโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0.12 โมลาร โปรตีนจะเริ่มออกมา นํา
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สารละลายบัฟเฟอรที่ใชชะเมื่อนําไปตรวจสอบแอคติวิตีพบเอนโดกลูคาเนสเพียงชนิดเดียว ผลการ
ทดลองที่ไดสอดคลองกับ Kim และคณะ (1994) ซึ่งใชคอลัมน DEAE Bio-Gel พบวาทั้งเอกโซกลู
คาเนส เอนโดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเดสบางตัวจะไมจับกับคอลัมนแอนไอออน-เอกซเชน  ทําให
ยากในการแยกเอนไซมทั้ง 3 จึงตองใชคอลัมนอ่ืนชวยในการแยกเอนไซมบริสุทธิ์ยิ่งขึ้น การที่ความ
บริสุทธิ์ของเอนโดกลูคาเนส พีค II มีคา 0.24 เทา เปนเพราะวามีปริมาณเอนไซมนอย ในขณะที่มี
ปริมาณโปรตีนมากเมื่อคิดคาความบริสุทธิ์ที่ไดจึงต่ํากวาเอนไซมอยางหยาบ ซึ่งมีโปรตีนที่ไมเกี่ยวของ
กับเอนไซมอยูมากจึงทําใหความบริสุทธิ์ที่ไดต่ํา และผลผลิตของเอนโดกลูคาเนส พีค II มีคา 0.21 
เปอรเซ็นตเปนคาที่ต่ํามากเมื่อเทียบกับเอนไซมเร่ิมตน  แสดงใหเห็นวาเอนไซมมีการเสียสภาพไปอยาง
มาก อาจเนื่องจากเซลลูเลส เปนเอนไซมที่มีหลายองคประกอบ การผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์จึงมี
ผลทําใหโปรตีนบางตัวที่ชวยในการสงเสริมแอคติวิตีเอนไซมอาจหายไป หรือเสียสภาพได เอนไซมที่ได
อาจมีแอคติวิตีลดลง เมื่อผานการทําใหบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน (Takashima และคณะ, 1995) 
  

จากนั้นนําเอนไซมทั้ง 2 พีค ไปผานคอลัมนเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟซึ่งอาศัยหลักการแยก
ตามขนาดของโปรตีนดวยตัวกลางที่มีรูพรุน (gel matrix) โปรตีนใดที่มีขนาดโมเลกุลใหญกวาก็จะ
ออกมากอน สวนสารละลายโปรตีนที่มีขนาดเล็กกวารูพรุนก็จะสามารถผานเขาไปในรูพรุนทําใหใช
เวลาในการเคลื่อนที่ผานคอลัมนมากกวาโปรตีนขนาดใหญ โดยใช Sephacryl-S-200 HR ที่แยก
โปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 5,000-250,000 ดาลตัน จากผลการทดลองสามารถแยกเซลลูเลส ออกจาก
โปรตีนอ่ืนๆ ได ทั้งในพีค I และ พีค II โดยพีค I พบเอนโดกลูคาเนสปริมาณมากที่สุด สวนเอกโซกลู
คาเนสพบนอย และบีตา-กลูโคซิ       เดสแทบจะไมพบ การใชคอลัมน HiTrap DEAE Sepharose 
Fast Flow และคอลัมน Sephacryl-S-200 HR ไมสามารแยกเอนโดกลูคาเนส และเอกโซกลูคาเนส
ออกจากกันได สวนพีค II พบวาสามารถแยกเอนโดกลูคาเนสออกจากโปรตีนชนิดอ่ืน อาจเปนเพราะ
เอกโซกลูคาเนสและบีตา-กลูโคซิเดส   มีปริมาณ      แอคติวิตีนอย (บีตา-กลูโคซิเดสเปนเอนไซมชนิด
ผลิตภายในเซลล (intracellular enzyme) จึงหลั่งออกนอกเซลลนอย  แอคติวิตีของบีตา-กลูโคซิเดสจึง
มีนอย) ซึ่งในแตละขั้นตอนของการทําใหบริสุทธิ์บางสวนอาจทําใหเอกโดกลูคาเนสและบีตา-กลูโคซิ
เดสสูญเสียแอคติวิตีไปได ทําใหพบแอคติวิตีของเอกโซกลูคาเนสนอย และบีตา-กลูโคซิเดสนอยมาก 
อาจเปนไปไดวาบีตา-กลูโคซิเดสมีการสูญเสียแอคติวิตีไปเพราะ pH ที่เหมาะสมในการทํางานคือ 7.0 
ในการทดลองนี้เลือกใชบัฟเฟอร pH 5.0 ทําใหเอนไซมสูญเสียการทํางาน สวนเอกโซกลูคาเนส 
Takashima และคณะ (1996) รายงานวา โดยปกติเอนไซมจากเชื้อรามีระบบที่ซับซอนมาก ขั้นตอน
การทําใหบริสุทธิ์นั้นจะทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีที่ลดลง ทําใหเกิดการสูญเสียสภาพไดงาย 
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 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการทาํงานของเซลลูเลสอยางหยาบพบวาเอนโดกลูคาเนส และ 
เอกโซกลูคาเนส มี pH เหมาะสมคือ 5.0 สวนบีตา-กลโูคซิเดสมี pH เหมาะสม ที ่ 7.0 ซึ่งหลงัจาก
เอนไซมทาํใหบริสุทธิ์บางสวนพบวาเอนโดกลูคาเนสมี pH ที่เหมาะสม 5.0 เอนไซมที่ผานคอลัมน    
เจลฟลเทรชันพบวามีความเสถียรตอ pH ในชวง 4.0-8.0 ผลการทดลองนี้สอดคลองกับหลายรายงาน 
เชน Bledman และคณะ (1985) ไดศึกษาเซลลูเลสจากเอนไซมทางการคา Maxazyme CI พบวา    
เอกโซกลูคาเนสทํางานไดดีที ่ pH 4.5-7.0 เอนโดกลูคาเนสทาํงานไดดทีี่ pH 4.0-5.0 Okamoto และ
คณะ (2000) รายงานวา บตีา-กลูโคซิเดส ทํางานไดดีที่ pH 7.0 ในขณะที่ George, Ahmad และ Rao 
(2001)  ไดทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการทาํงานของเอนโดกลูคาเนส จากแอกติโนมยัซีส 
Thernomonospora sp. ที่ pH 5.0 และมีความเสถียรที่ pH 8  สวน Murashima และคณะ (2002) 
ระบุคา pH ที่เหมาะสมในการทํางานของเอนโดกลูคาเนส จาก Rhizopus oryzae คือ 5.0-6.0 
  

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมอยางหยาบทั้ง 3 ชนดิ ไมตางจากเอนไซมที่
ผานการทาํใหบริสุทธิ์บางสวนโดยอุณหภูมทิี่เหมาะสม 60 องศาเซลเซยีส และเมื่อหาภาวะเสถียรของ 
60 องศาเซลเซียส พบวามคีวามเสถียรเปนเวลา 105 นาท ี ซึง่งานวิจัยนี้ไดผลสอดคลองรายงานวิจัย 
Bledman และคณะ (1985) ซึ่งไดทาํการศกึษาเซลลเูลสจากเอนไซมทางการคา Maxazyme CI พบวา 
เอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเดสทํางานไดดีทีอุ่ณหภูมิ ในชวง 50-60 องศา
เซลเซียส Jin และ Toda (1989) พบวาอณุหภูมิที่เหมาะสมกับการทาํงานของเอนโดกลูคาเนสจากเชื้อ 
Clostridium thermocopriae sp. nov. JT3-3 ที่ 80 องศาเซลเซยีส และมีความเสถียรที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซยีส และการทดลองของ George, Ahmad และ Rao (2001) พบวาอณุหภูมิที่ 50 องศา
เซลเซียสเหมาะสมในการทาํงานของเอนโดกลูคาเนสจากแอกติโนมยัซีส Thermomonospora sp. 

 
เอนโดกลูคาเนสสามารถยอยซับสเตรตไดหลายชนิด ซึ่งในการศึกษานี้ไดหาความจําเพาะตอ     

ซับ สเตรตที่เปนเซลลูโลส อนุพนัธเซลลโูลส และไซแลน พบวา Endo I มีความจาํเพาะตอ CMC ไดดี
ที่สุดเนื่องจากยอยสลายมากที่สุด รองลงมาคือ ไซแลน กระดาษกรอง Avicel แอลฟา-เซลลูโลส แตไม
สามารถยอยสลายเซลโลไบโอส D (-) salicin และ p-NPG  เพราะเอนไซมมีความจําเพาะกับพันธะ 
1,4- β-glucosyl ของ CMC กระดาษกรอง Avicel แอลฟา-เซลลูโลส โดยที่กระดาษกรอง Avicel และ 
แอลฟา-เซลลูโลส ไมละลายน้ําทาํใหเอนไซมทํางานไดไมดีนัก แตไซแลน (ประกอบดวยพนัธะ1, 4- β-
xylopyranosidic) มีการยอยสลายรองลงมา อาจเปนไดวา ไซแลนนีอ้าจไมบริสุทธิ ์จึงทาํใหเอนไซมมี 
แอคติวิตี หรืออาจเปนไดวามีเอนไซมที่ผานคอลัมน Sephacryl-S-200 HR มีไซแลนเนสอยูในเอนไซม
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ดวยเพราะมีรายงานวา Acrophialophora  sp.UV10-2 สามารถผลติไซแลนเนส (common activity) 
ปริมาณต่ํารวมกับการผลิตเซลลูเลส ในอาหารสูตร Production ที่มีแอลฟาเซลลูโลสเปนองคประกอบ  
(ขรรคชัย ดั้นเมฆ, 2546 และ สุภาภรณ โสภณพัฒนะโภคา, 2546) ซึ่งเอนโดกลูคาเนสมีความจาํเพาะ
ตอ CMC มากที่สุดสอดคลองกับงานวิจยั Mizukoshi และคณะ (1977); Sanwal (1999); Ye และ
คณะ (2001); Murashima และคณะ (2002) 

 
จากการศึกษาผลของไอออนและสารเคมีบางชนิด ตอแอคติวิตีของเอนไซมที่ผานคอลัมน 

Sephacryl-S-200 HR พบวา Mn2+ มีผลยับยั้งมากทีสุ่ด รองลงมาคือ Hg2+ สวนไอออน Na2+ Cu2+ 
Fe3+ Co2+ Mg2+ Zn2+ EDTA และ SDS ไมมีผลตอแอคติวิตีเอนไซม ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับงานวิจัย
ของ Jin และ Toda (1989) ไดศึกษา  เอนโดกลูคาเนสจาก Clostridium thermocopriae sp. nov. 
JT3-3 พบวาเอนไซมถูกยับยั้งดวย Mn2+และ Hg2+ นอกจากนี้ Yamanobe และ Mitsuishi (1990) ที่
ศึกษาสักษณะสมบัติของเอนโดกลูคาเนสจากเชื้อราสายพนัธุ Y-94 พบวาถกูยบัยั้งดวย Mn2+และ 
Hg2+ การทีเ่อนไซมถูกยับยัง้ดวย Mn2+และ Hg2+ อาจเนื่องมาจากสารดังกลาวทําหนาที่ออกซิไดซหมู
บริเวณหมูไธออลของซิลดีอีนในเอนไซม ทําใหเสียสภาพได (Murashima และคณะ, 2002) 
 

การตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจลอีเล็กโทรโฟริซีส พบวา แตละ
ข้ันตอนของการทําใหบริสุทธิ์ สามารถลดโปรตีนที่เจือปนออกไปไดมากและไมหมด สวนเอนไซมที่ผาน
คอลัมน Sephacryl-S-200 HR พีค Endo I และ Endo II พบวา Endo I มีโปรตีนชัดเจน 3 แถบ โดย
ชัดเจน 2 แถบ และจาง 1 แถบ สวน Endo II พบวามีโปรตีน 2 แถบ จะเห็นชัด 1 แถบ สวนอีก 1 แถบ
จาง ทําใหไมสามารถจะหาน้ําหนักของเอนไซมได จึงไดนํามาตรวจสอบแอคติวิตีของเอนโดกลูคาเนส
ในเจลโดยไดเติมซับสเตรตลงไปในเจลโดยตรงเพื่อเพิ่มความสามารถในการตรวจสอบแอคติวิตี แต
เนื่องจากวิธีเดิมใชเติมซับสเตรตใน overlay gel ซึ่งอาจมีการสูญเสียโปรตีนบางสวนจากการแพร ซึ่ง 
CMC เปนอนุพันธุของเซลลูโลสซึ่งละลายน้ําไดเปนเนื้อเดียวกับเจล เปนซับสเตรตที่เหมาะสมในการ
ตรวจสอบแอคติวิตีเอนโดกลูคาเนส การยอมดวยสี congo red ซึ่งใหสีแดงกับเจลที่มี CMC แลวลาง
ดวยโซเดียมคลอไรด 1 โมลาร  จะปรากฏแถบใสบนเจลพื้นสีแดง 1 แถบเทานั้น แตเมื่อทําใหเอนไซมมี
ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนแถบนั้นก็จะกวางขึ้น อาจเปนไปไดวาเอนโดกลูคาเนสมีหลายตัว จากการทดลอง
นี้สามารถคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของแถบแอคติวิตี พบวามีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 และ 60 
กิโลดาลตัน ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการคํานวณดวยการทําเจลฟลเทรชัน พบวาเอนไซมทั้ง 2 ชนิดมี
น้ําหนักโมเลกุล 60 กิโลดาลตัน และ 43 กิโลดาลตัน ทั้ง 2 วิธีใหคาที่แตกตางกันอาจเนื่องจากการที่
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เอนไซมที่ไดยังไมบริสุทธิ์ จึงทําใหมีหลายแถบขึ้นและการตรวจสอบแอคติวิตีที่ไดเปนแถบที่คอนขาง
กวาง อาจจะมีโปรตีนที่น้ําหนักใกลเคียงยอยสลาย CMC ได น้ําหนักโมเลกุลที่ไดจาก 2 วิธีจึงไม
เทากัน แตคอนขางจะใกลเคียง ไมแตกตางกันมากนัก ผลที่ไดนี้อาจสรุปไดเบื้องตนวาจากขนาดของ
โปรตีนที่ไดแสดงวาเอนไซมไมมีซับยูนิต (subunit) 
 
 จากงานวิจยันีส้ามารถนําขอมูลที่ไดไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมการ
ผลิตแอลกอฮอล อุตสาหกรรมการฟอกผา อุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตว เปนตน เนื่องจาก
อุตสาหกรรมการเหลานี้ตองใชสารเคมีในการทาํงานที่สภาวะเปนกรดและอุณหภูมิที่สูง ประมาณ 80-
100 องศาเซลเซียสหรือมากกวา  (Bhat, 2000) การใชเอนไซมจึงเปนอกีทางเลือกหนึ่งในการลด
มลภาวะจากการใชสารเคม ี ซึ่งการนําเอนไซมไปใชจึงมีความเหมาะสม เพราะเอนไซมที่ผลิตไดนี้
สามารถมีภาวะที่เหมาะสมตอการทาํงานที ่ pH 5.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ซึ่งทําใหลด
พลังงานที่ใชสารเคมี น้าํเสยีจากการใชเอนไซมยอยสลายไดโดยธรรมชาติ เอนไซมมีความจําเพาะตอ
ซับสเตรต และสามารถใชรวมกับเอนไซมชนิดอื่นๆ ได (Li และ Hardin, 1997) การใชประโยชนจาก
เอนไซมจึงเปนทางเลือกใหมใหกับอุตสาหกรรมเพื่อลดปญหามลภาวะได 



บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

1. เชื้อรา Acrophialophora sp. ที่ใชในงานวิจยันีน้าจะเปนเชื้อรา Acrophialophora nainiana และ
สามารถผลิตเซลลูเลสในอาหารสูตร Production ที่ pH 5.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส สูงสุดในวันที่ 
15 โดย Acrophialophora sp. UV 10-2 ใหผลิตเซลลูเลสมากกวา Acrophialophora sp. สายพันธุ
ดั้งเดิม 
 
2. เซลลเูลสทีผ่ลิตจาก Acrophialophora sp. UV 10-2 เมื่อทาํใหบริสุทธิ์บางสวน ดวยการกรอง
ผานอัลตราฟลเทรชัน การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต การผานคอลัมนไอออน-เอกซเชน โคร
มาโทกราฟและการผานคอลมันเจลฟลเทรชัน พบวาสามารถแยกเอนไซมออกจากโปรตีนชนิดอื่น แต
เอนไซมที่ไดยงัไมบริสุทธิ ์ซึง่ทาํใหไดเอนโดกลูคาเนส 2 ตัว คือ Endo I และ Endo II มีความบริสุทธิ์
เพิ่มข้ึน 13.93 และ 13.41 เทา ผลผลิตเอนไซม 6.47 และ 0.74 ตามลําดับ 
 
3. เมื่อคํานวณแถบแอคติวิตีพบวา Endo I มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 กิโลดาลตันและ Endo II มี
น้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 60 กิโลดาลตัน สวนเมื่อคํานวณดวยการทาํเจลฟลเทรชนัไดน้ําหนกัโมเลกุล 
60 กิโลดาลตนั (Endo I) และ 43 กิโลดาลตัน (Endo I) 
 
4. pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอยางหยาบของเอกโซกลูคาเนสและเอน
โดกลูคาเนสคอื 5.0 สวนบตีา-กลูโคซิเดสคือ 7.0 อุณหภูมิที่เหมาะสมของเอนไซมทั้ง 3 กลุม คือ 60 
องศาเซลเซยีส 
 
5. สวนคา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวนเทากับ 5.0 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส โดยทีเ่อนไซมคอนขางเสถียรที่ชวง pH 4.0-8.0 และอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียสมีความเสถยีรที่เวลา 105 นาท ี 
 
6. เอนไซมทีบ่ริสุทธิ์บางสวนมีความจาํเพาะตอ CMC มากที่สุด รองมาคือไซแลน กระดาษกรอง 
Avicel และแอลฟา-เซลลูโลส  แตไมยอยสลายเซลโลไบโอส  D(-) salicin และ p-NPG 
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7. เอนไซมถูกยับยั้งดวยไอออนของ Mn2+มากที่สุด รองลงมาคือ Hg2+ สวนไอออน Cu2+ มีผลเพิม่แอ
คติวิตีของเอนไซม  
 
ขอเสนอแนะ 

ในการศึกษาลักษณะสัณฐานทางวิทยาของเชื้อรา Acrophialophora sp. เปนการศกึษาเพียง
เบื้องตนเทานัน้ จงึควรมีการศึกษาตอไปเพื่อใหสายพนัธุที่แทจริง เชน การศึกษาในระดับจีโนม เปนตน 

การศึกษาเอนไซมจาก Acrophialophora sp. UV 10-2 ตองผลิตใหไดปริมาณมากๆ ซึ่งใน
การทดลองนีผ้ลิตเพียง 1,140 มิลลิลิตร จึงไมเพียงพอในการแยกเอกโซกลูคาเนส บีตา-กลูโคซิเดส 
และตองเลือกใชเทคนิคทางโครมาโทกราฟอ่ืน เพื่อแยกเอนไซมที่บริสุทธิ์ขึ้น และลดการสูญเสียแอคติวิ
ตีใหนอยที่สุด 

เซลลูเลสที่ไดจากเชื้อรา Acrophialophora sp. UV 10-2 นาจะไดมีการศึกษาตอไปเพื่อเพิ่ม
ศักยภาพใหมากขึ้นเพื่อนาํไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตว 
อุตสาหกรรมการฟอกผา เปนตน  
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในงานวิจัย 
 

1. Potato Dextrose Agar (PDA) 
 มันฝร่ัง     200  กรัม 
 น้ําตาลเดกโตรส (Dextrose)     20  กรัม 
 วุนผง (Agar)      20  กรัม 
 น้ํากลัน่        1 ลิตร  
 วิธีการเตรยีม  
 1.1 นํามันฝร่ังปอกเปลือก ลางใหสะอาด และนํามาหั่นเปนรูปส่ีเหลี่ยมจัตุรัสชิ้นเล็กๆ ขนาด
ประมาณ 1 ลูกบาศกเซนติเมตร จํานวน 200 กรัม นําไปตมในน้ํากลั่นประมาณ 700 มิลลิลิตรเพื่อให
สุก สังเกตไดจากการใชมือบีบแลวมันฝร่ังนุมแตกออกงาย ตั้งทิ้งไวใหเย็น  
 1.2 นํามากรองแตสวนน้ํา เติมน้ําตาลเดกโตรส  20 กรัม ลงไปผสมใหละลาย เติมน้ํากลั่นลง
ไปเล็กนอยใหมีปริมาตรของอาหารประมาณ 900 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดและดางใหอยูในชวง 
5.0 – 5.5 ดวย HCl 1 นอรมอล หรือ NaOH 1 นอรมอล  
 1.3 เติมวุนผง 20 กรัม และนําไปตมใหวุนละลาย ปรับปริมาตรสุดทายของอาหารใหเปน 1 
ลิตร ดวยนํากลั่น นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
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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 ละลายสวนผสมทั้งหมด ยกเวน CaHPO4 และ α-cellulose เนื่องจากไมละลายน้ํา และ 
Tween 80 แลวเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรใกล 1 ลิตร ปรับคาความเปนกรดและดางใหเทากับ 5.0 ดวย 
HCl 1 นอรมอล หรือ NaOH 1 นอรมอล แลวจึงเติม Tween 80 แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร แลว
นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
หมายเหต ุ-CaHPO4 และ α-cellulose ไมละลายน้ํา ตองแบงชัง่ใสภาชนะไวกอน  
            -การเตรียม Production agar ทําเหมือนการเตรียม Production media แตเติมวุนลงไปใน
อัตราสวนที่เหมือนกับการ PDA และไมเติม Tween 80 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 



 
 

 
 
 
71 

     
ภาคผนวก ข 

การเตรยีมสารเคม ี
1. การเตรียมสารละลาย Dinitrosalicylic acid (DNS) (ดัดแปลงจาก Miller, 1959) 
 1. เตรียมสารละลาย Dinitrosalicylic acid 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 880 มิลลิลิตร  
 2. ชั่ง Potassium sodium tartrate (NaKC4H4O6.4H2O) จํานวน 255 กรัม ละลายใน
สารละลาย NaOH 4.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 300 มิลลิลิตร  
 3. เตรียมสารละลาย NaOH 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 22 มิลลิลิตร ใสลงในสารละลาย 
phenol 10 กรัม เติมน้ําใหครบ 1 ลิตร ผสมใหเขากัน เทแบงออกมา 69 มิลลิลิตร ใส NaHSO3 6.9 
มิลลิลิตร  
 4. ผสมสารละลายจากขอ 2.1 และ 2.2 ใหเขากัน จากนั้นจึงใสสารละลายขอ 2.3 ผสมให
เขากัน นําไปเก็บใสขวดสีชา และเก็บไวในตูเย็นอยางนอย 1 คืนกอนนํามาใช 
 
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% กรัมตอปริมาตร ของ CuSo4 และ 1 มิลลิลิตรของ 1 
% โซเดียมโพแทสเซียมทารเทต 

2. Lowry reagent II 
 เจือจางสารละลาย Foolin-Ciocalteu phenol reagent ใหมีปริมาณ 2 เทา 
 
3. การวิเคราะหการเจริญของเสนใยโดยวิธีวัดกลูโคซามีน (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 เก็บไวนาน 1 วัน ที ่4 องศาเซลเซยีส 

2. p-ไดเมทธิลอะมิโนเบนซลัดีไฮด  
ละลาย PDAB 2 กรัม ใน 100 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวย 20% กรด HCl เขมขนใน 

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. เตรียมตัวอยางโดยบดละเอียด 1 กรัมใหแหงเติม 4 N HCl 5 มิลลิลิตร นําไปอบที่ตู

อุณหภูมิ 110 องศา นาน 8 ชั่งโมง ปรับ pH ให 5-6  และปรับสารละลายดวยน้าํใหได 25 มิลลิลิตร 
กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 นําไปวิเคราะหกลูโคซามนีตอไป 

2. การวิเคราะห โดยดูดสารละลาย 1 มิลลิลิตร (สารตัวอยาง) หลังจากนัน้เติม 1 
มิลลิลิตร acetylacetone ปรับใหได 5 มลิลิลิตร ตมใหเดือด 5 นาที ทิ้งใหเยน็  เตมิ 2 มิลลิลิตร 
EtOH แลวเติม 1 มิลลิลิตร PDAB ตั้งทิง้ไวอุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
530 นาโนเมตร 

 
4. การเตรียมสไลดเพื่อศึกษาโครงสรางของเชื้อรา 
 1. นําสไลด กระจกปดสไลด และแทนวางสไลด ใสลงในจานเพาะเชื้อ ปดฝาและนําไปนึ่ง 
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 2. เตรียมอาหาร PDA เทใสจานเพาะเชื้อที่ฆาเชื้อแลวอีกชุดหนึ่ง ตั้งทิ้งไวจนอาหารแข็ง 
จากนั้นใชมีดผาตัด ตัดชิ้นวุนเปนรูปส่ีเหลี่ยมจัตุรัสขนาดประมาณ 0.5 X 0.5 เซนติเมตร 
 3. นําชิ้นอาหารที่ตัดไดมาวางไวบนสไลดในจานเพาะเชื้อที่เตรียมจากขอ 7.1  
 4. ใชเข็มเขี่ยลนไฟ ตั้งทิ้งใหเย็น จากนั้นนําไปเขี่ยสปอรของเชื้อราที่ตองการศึกษามาแตะ
ที่มุมทั้งสี่ดานของชิ้นอาหาร  
 5. ปดทับดวยกระจกปดสไลด โดยตองระวังไมใหกระจกปดสไลดเอียงมาแตะกับสไลดที่
อยูดานลาง 
 6. เทน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวลงไปเล็กนอย แตไมใหทวมสไลด เพื่อใหเกิดความชื้น 
 7. นําไปบมเลี้ยงเพื่อใหเชื้อราเจริญ สังเกตเชื้อราจะคอยๆ เจริญแผเสนใยไปบนสไลดและ
กระจกปดสไลด 
 8. นําสไลดที่มีเสนใยของเชื้อราเจริญอยูมาเขี่ยชิ้นอาหารออก แตตองระวังไมใหเสนใย
ของเชื้อราติดมาดวย ดังนั้นจะไดสวนที่มีเสนใยเชื้อราติดอยู 2 สวนคือ ที่สไลดและกระจกปดสไลด 
 9. หยดแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นตลงบนสไลดหรือกระจกปดสไลดที่มีเสนใยเชื้อราอยู
เพื่อใหเสนใยของเชื้อราแผกระจาย ทิ้งไวสักครูเพื่อใหแอลกอฮอลระเหย 
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 10. หยดสี Lactophenol-cotton blue หรือ Lactophenol-anelene blue ลงไปเพื่อยอม
เสนใยเชื้อรา 
 11. นํากระจกปดสไลดที่สะอาดแผนใหมปดทับลงไป ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ ใช
กระดาษซับสีสวนเกินออกใหหมด และปดทับขอบกระจกปดสไลดทั้ง 4 ดานดวยน้ํายาทาเล็บ 
 12. นําสไลตัวอยางเชื้อราที่ไดไปดูรายละเอียดดวยกลองจุลทรรศน 
 
5. การเตรียมถุงไดอะไลซีส 
 1 นําถุงไดอะไลซีสของบริษัท Spectrum Medical Industries, Inc. รุน  Spectra 1 Por  
molecularporous membrane tubing  ตมในสารละลาย Na2SO3 0.3 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 80o

เซลเซียส เปนระยะเวลา1 นาที 
 2 ลางดวยน้ํารอนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
 3 นําไปแชในกรดซัลฟูริค ที่มีความเขมขน  0.2 เปอรเซ็นต จากนั้นลางออกดวยน้ํารอนนาน      
5 นาที 
 4 นําถุงไดอะไลซีสที่ผานขั้นตอนการเตรียมไวเรียบรอยนี้ไปบรรจุเอนไซมที่ตองการทํา      
ไดอะไลซีสเพื่อแยกสารละลายเกลือออกจากเอนไซม 
 
6. สารละลายที่ใชในการทําเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโตรโฟริซีส  

1 สารละลายอะคลิลาไมด (30 เปอรเซ็นตอะคลิลาไมด 0.8 เปอรเซ็นต บิส-อะคลิลาไมด) 
นําอะคลิลาไมด 30 กรัม และบิส-อะคลิลาไมด 0.8 กรัม มาละลายดวยน้าํกลัน่ใหมีปริมาตรครบ 
100 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 

2 สารละลายทริสไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรความเขมขน 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 เปน 8.9 เติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร เกบ็ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

3 สารละลายทริสไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 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 สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต (10 เปอรเซ็นต) ละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 
0.1 กรัม ดวยน้ํากลัน่ใหมีปริมาตร 1 มิลลิลิตร สารละลายนี้ตองเตรียมทุกครั้งที่ใช 
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5 น้ํายายอมสีโปรตีน (staining solution) 

ละลาย Coomassie Blue R250 1.25 กรัม  ใน 95 เปอรเซ็นต เมทานอล 500 มิลลิลิตร คนเปน
เวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้ผสมกบั 15 เปอรเซน็ตกรดอะซิติก (ถาสารละลายที่ไดขุนตองกรอง) 

6 น้ํายาลางสยีอมโปรตีน (destaining solution) 
ผสมกรดอะซติิก 210 มิลลิลิตร กับเมทานอล 150 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นใหครบ 3 ลิตร 

7 สารละลายบัฟเฟอรสําหรบัสารตัวอยาง (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  และเตมิน้ําใหครบ 10 มิลลิลิตร   
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐานและการคาํนวณคาแอคติวิตี 
 

1. การทํากราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 
 1.1 เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่ละลายในสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร ความเขมขน 
50 มิลลิโมลาร คาความเปนกรดและดางเทากับ 5.0 โดยมีน้ําตาลกลูโคสความเขมขนตางๆ กัน 
คือ 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 และ 1.60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 1.2 ใสสารละลายน้ําตาลความเขมขนตางๆ ที่เตรียมไดจากขอ 1.1 ลงในหลอดทดลอง   
หลอดละ 1 มิลลิลิตร ทําความเขมขนละ 3 ซ้ํา 
 1.3 ใสสารละลาย DNS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในแตละหลอด 
 1.4 นําไปตั้งในอางน้ําเดือดเปนระยะเวลา 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
 1.5 เติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มิลลิลิตร 
 1.6 นําไปวัดคาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 540 นาโน
เมตร โดยหลอดควบคุมใชน้ํากลั่นแทนสารละลายน้ําตาลกลูโคส 
 1.7  นําคาที่ไดมาสรางกราฟระหวางคาดูดกลืนแสงและปริมาณน้ําตาลกลูโคส 
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2.กราฟมาตรฐานกลูโคซามีน 
  2.1. เตรียมสารละลายกลูโคซามีนไฮโดรคลอไรด ใหมีความเขมขน 0 0.2 0.4 0.6 
และ 0.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
  2.2. เตรียมสารละลาย acetyl acetone 1 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตร
สารละลายทั้งหมดใหได 5 มิลลิลิตร นําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที ทิ้งไวใหเย็น แลวเติม 2 มิลลิลิตร
ของ absolute ethanol จากนั้นเติม 1 มิลลิลิตรชองสารละลาย p-dimethylaminobenzaldehyde 
และ 2 มิลลิตรของ absolute ethanol ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 20 นาที  

 2.3. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 530 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐาน 
 
 

Glucosamine standard
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3. การทํากราฟมาตรฐานโปรตีน Bovine Serum Albumin (BSA) 
 3.1 เตรียมสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) ใหมีความเขมขน 0 50 100 150 
250 300 และ 350 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
 3.2  ใสสารละลาย BSA ความเขมขนตางๆ ที่เตรียมไดจากขอ 3.1 ลงในหลอดทดลอง   
หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ทําความเขมขนละ 3 ซ้ํา 
 3.3 เติมสารละลาย Lowry reagent I (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ในแตละ
หลอดจากนั้นเขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไว 10 นาที หลังจากนั้นเติม Lowry reagent II (ภาคผนวก 
ข) เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไว 30 นาที 
 3.4 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่นแสง 750 นาโนเมตร โดยหลอดควบคุม
ใชน้ํากลั่นแทนสารละลายโปรตีน BSA 
 3.5 นําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีน 
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4. การคํานวณคา Unit of enzyme ตามวิธีของ The International Union of Biochemistry 
4.1 การคํานวณแอคติวิตีของเอกโซกลูคาเนส 
 1 หนวยของเอนไซม (ยูนิต)  เทากับ  ปริมาณของกลูโคส 1 ไมโครโมล ที่เกิดขึ้น 
      ภายใน 1 นาที ภายใตภาวะที่ใชทดสอบ    
     เทากับ กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม ที่เกิดขึ้นภายใน    
       1 นาที ภายใตภาวะที่ใชทดสอบ    
        
       กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม  เทากับ   1  ไมโครโมล 
       กลูโคส     A    มิลลิกรัม  เทากับ  (1 X A) / 0.180  ไมโครโมล 
     เทากับ     A X 5.556 ไมโครโมล 
 
จากการทดลองน้ําตาลกลูโคส A X 5.556 ไมโครโมล เกิดขึ้นภายใน 60 นาที 
        60 นาที มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  A X 5.556 ไมโครโมล 
                     1 นาที มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  (1 X (A X 5.556)) / 60 ไมโครโมลตอนาที 
     เทากับ   A X 0.093 ไมโครโมลตอนาที 
 
จากการทดลองน้ําตาลกลูโคส A X 0.093 ไมโครโมลตอนาที เกิดจากการใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร 
ใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ     A X 0.093 ไมโครโมลตอนาที 
ใชเอนไซม 1.0 มิลลิลิตร มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  (1 X (A X 0.093)) / 0.5   ไมโครโมลตอนาที 
         ตอมิลลิลิตร 
      
     เทากับ A X 0.186 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร 
     เทากับ A X 0.186 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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4.2 การคํานวณแอคติวิตีของเอนโดกลูคาเนสและเบตากลูโคซิเดส 
 1 หนวยของเอนไซม (ยูนิต)  เทากับ  ปริมาณของกลูโคส 1 ไมโครโมล ที่เกิดขึ้น 
      ภายใน 1 นาที ภายใตภาวะที่ใชทดสอบ    
     เทากับ กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม ที่เกิดขึ้นภายใน    
       1 นาที ภายใตภาวะที่ใชทดสอบ    
 
       กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม  เทากับ   1  ไมโครโมล 
       กลูโคส     A    มิลลิกรัม  เทากับ  (1 X A) / 0.180  ไมโครโมล 
     เทากับ     A X 5.556 ไมโครโมล 
 
จากการทดลองน้ําตาลกลูโคส A X 5.556 ไมโครโมล เกิดขึ้นภายใน 30 นาที 
        10 นาที มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  A X 5.556 ไมโครโมล 
                     1 นาที มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  (1 X (A X 5.556)) / 30 ไมโครโมลตอนาที 
     เทากับ   A X 0.185 ไมโครโมลตอนาที 
 
จากการทดลองน้ําตาลกลูโคส A X 0.185 ไมโครโมลตอนาที เกิดจากการใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร 
ใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ     A X 0.185 ไมโครโมลตอนาที 
ใชเอนไซม 1.0 มิลลิลิตร มีน้ําตาลกลูโคส  เทากับ  (1 X (A X 0.185)) / 0.5  ไมโครโมลตอนาที 
         ตอมิลลิลิตร 
      
     เทากับ A X 0.370 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร 
     เทากับ A X 0.370 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขยีน 
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