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บทคัดย่อ 
Thermobifida fusca PA1-1 เป็นแอคติโนมยัสีทในดินท่ีชอบอณุหภูมิสงูท่ีสามารถผลิตคาร์บอกซีเมทิล

เซลลเูลสภายใต้สภาวะการเจริญท่ีเหมาะสมท่ีพีเอช 8 อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส พบกิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซี
เมทิลเซลลูเลสสูงสุดท่ีเวลา 96 ชัว่โมง จากการบ่มแบบเขย่าความเร็ว 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส ในอาหาร basal medium ซึ่งประกอบด้วยคาร์บอกซีเมทิลเซลลโูลสและยีสต์ขนมปัง 1 เปอร์เซนต์ 
(น า้หนักต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน ตามล าดบั งานวิจัยนีไ้ด้ศึกษาผลของพีเอชและ
อณุหภมูิตอ่กิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลส ในช่วงพีเอช 3 ถึง 10 และอณุหภูมิระหว่าง 30 ถึง 70 
องศาเซลเซียส  พบว่าเอนไซม์มีกิจกรรมสงูสดุท่ีพีเอช 4 และอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีความเสถียรในช่วงพี
เอช 4 ถงึ 10 และเหลือกิจกรรมเอนไซม์อยู่มากกว่า 80% ในช่วงอณุหภูมิระหว่าง 30 ถึง 60 องศาเซลเซียส การ
เพาะเลีย้ง T. fusca PA1-1 ในระดบัถงัหมกัท่ีสภาวะพีเอช 8 อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศและ
การกวนเท่ากบั 1.0 VVM และ 200 รอบต่อนาทีตามล าดบั พบว่ากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสมี
คา่สงูสดุเท่ากบั 1.21 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เม่ือเวลาผ่านไป 60 ชัว่โมง 

 

ABSTRACT 
  Thermobifida fusca PA1-1 is thermophilic soil actinomycetes that produces carboxymethyl- 
cellulase (CMCase) with optimum growth at pH 8 and 50°C. The highest enzyme activities were 
obtained at 96 h by incubating under shaking (250 rpm) at 50oC in basal medium containing 1% (w/v) 
CMC and baker yeast as carbon source and nitrogen source, respectively. In this study, the effect of 
different pH (3-10) and temperature (30-70oC) on CMCase activity were determined. The CMCase 
showed highest activity at pH 4 and temperature of 60°C. In addition, the enzyme was stable in the 
pH range 4-10 and the residual activity retained up to 80% at 30-60°C. The high level of enzyme 
production by T. fusca PA1-1 achieved under bioreactor conditions at temperature 50°C and pH 8 
when agitation speeds and aeration rates were controlled at 200 rpm and 1.0 VVM, respectively. 
Maximum enzyme activity was 1.21 U/ml after 60 h of incubation. 
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ค าน า 
เซลลเูลสเป็นเอนไซม์ท่ีมีบทบาทส าคญัในการย่อยสลายเซลลโูลสซึ่งเป็นแหล่งชีวมวลส าคัญ และเป็น

สารประกอบอินทรีย์ท่ีพบมากท่ีสดุประมาณ 45% ของสารอินทรีย์ทัง้หมดในธรรมชาติ  การย่อยสลายเซลลโูลส
ด้วยเอนไซม์เซลลูเลสท าให้เกิดเป็นสารตัง้ต้นในกระบวนการทางชีวภาพ เช่น กลูโคส  และสามารถน ามาใช้
ประโยชน์ในระดบัอุตสาหกรรม เช่น การผลิตเชือ้เพลิง อาหาร สิ่งทอ กระดาษ เป็นต้น เอนไซม์เซลลูเลสแบ่ง
ออกเป็น 3 กลุม่ ได้แก่ เอนไซม์เอนโดกลคูาเนส หรือ เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลส  ท าหน้าท่ีในการตดัพนัธะ 
ß-1,4-glycosidic ของโมเลกุลเซลลโูลสแบบสุ่ม จ าเพาะต่อโครงสร้างเซลลโูลสท่ีไม่เป็นระเบียบ ผลิตภณัฑ์จาก
การย่อยจะได้โพลีแซคคาไรด์สายสัน้ น า้ตาลกลโูคส และน า้ตาลเซลโลไบโอส เอนไซม์เซลโลไบโอไฮโดรเลส หรือ
เอนไซม์เอกโซกลคูาเนส ท าหน้าท่ีตดัพนัธะ ß-1,4 glycoside จากปลายของสายโซ่เซลลโูลส ทัง้ปลายรีดิวซ์ หรือ
ปลายนอนรีดิวซ์ จ าเพาะตอ่โครงสร้างท่ีเรียงตวัเป็นระเบียบและไม่เป็นระเบียบ และเอนไซม์เบต้ากลโูคซิเดส ท า
หน้าท่ีย่อยสลายน า้ตาลเซลโลไบโอส หรือเซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีละลายน า้  

เอนไซม์เซลลูเลสพบในจุลินทรีย์ทั่วไป ได้แก่ รา แบคทีเรีย และแอคติโนมยัสีท แต่จุลินทรีย์บางชนิด
เท่านัน้ท่ีมีคุณสมบตัิเหมาะสมต่อการน ามาใช้ย่อยสลายเซลลโูลสและผลิตเอนไซม์อย่ างมีประสิทธิภาพ แม้ว่า
เอนไซม์เซลลเูลสทางการค้าส่วนใหญ่จะผลิตโดยเชือ้รา แต่ปัจจุบันมีการศึกษาและวิจัยเอนไซม์เซลลูเลสจาก
แบคทีเรียอย่างกว้างขวาง เน่ืองจากคณุสมบตัิท่ีเป็นข้อได้เปรียบของเอนไซม์เซลลเูลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย คือ มี
ความเสถียรท่ีพีเอชในช่วงกว้าง และท างานได้ดีท่ีอณุหภูมิสงู (Lynd และคณะ, 2002; Wilson, 2004) รวมถึง
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสทนความร้อน ซึ่งเป็นคุณสมบัติเบือ้งต้นท่ีน่าสนใจ ท่ีจะน าไปใช้ใน
กระบวนการทางอุตสาหกรรมภายใต้สภาวะท่ีต้องใช้อุณหภูมิสูง  การศึกษาครัง้นีจ้ึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษา
ลกัษณะของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสจาก Thermobifida fusca PA1-1 ซึง่เป็นแอคติโนมยัสีทท่ีสามารถ
เจริญและผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสได้ท่ีอณุหภมูิสงู รวมทัง้การผลิตเอนไซม์ในระดบัถงัหมกัเพ่ือให้ได้
ข้อมลูในการน าจลุินทรีย์ในกลุม่แอคติโนมยัซีทท่ีผลิตเอนไซม์เซลลเูลสไปใช้ในระดบัอตุสาหกรรมตอ่ไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 
 

   ผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสจาก T. fusca PA1-1 ในอาหาร basal medium (Lima และคณะ, 
2005) ท่ีมีคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส 1% และยีสต์ขนมปัง 1% โดยน า้หนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอนและ
แหลง่ไนโตรเจนตามล าดบั บ่มท่ีอณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
5 วนั เก็บตวัอย่างน า้หมกัทกุๆ 24 ชัว่โมง ป่ันเหวี่ยงและเก็บสว่นใสเพ่ือวิเคราะห์คณุสมบตัิทางเคมีของเอนไซม์  
 

2. การวิเคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลส 
 

  วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส โดยเตรียมสารละลายคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส
เข้มข้น 1% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ในสารละลายซิเตรทบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 4 ปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร และสารละลายเอนไซม์ท่ีเจือจางในบฟัเฟอร์ชนิดเดียวกนั ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย



ทัง้สองเข้าด้วยกันและบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที วดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดขึน้ด้วยวิธี 
DNS (Dinitrosalicylic acid) (Miller, 1959) ท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
  ก าหนดให้ 1 ยูนิตของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลส คือ ปริมาณเอนไซม์ท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาย่อย
สลายคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส ท าให้เกิดการปลดปล่อยน า้ตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลต่อนาที ภายใต้สภาวะท่ี
ก าหนด 
 

3. การศึกษาลักษณะของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลส 
 

 3.1 การศึกษาผลของพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  
   ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การท างานของเอนไซม์ในช่วงพีเอชและอณุหภมูิตา่งๆ โดยวิเคราะห์กิจกรรม
เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสด้วยวิธี DNS โดยใช้สารละลายซิเตรทบฟัเฟอร์ เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ควบคมุ 
พีเอชในช่วง 3-6 สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ควบคมุพีเอชในช่วง 6-8 สารละลาย 
Tris-HCl บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ควบคมุพีเอชในช่วง 8-9 และใช้สารละลาย Glycine-NaOH 
บฟัเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ควบคมุพีเอชในช่วง 9-10  

3.2 การศกึษาผลของพีเอชและอณุหภมูิตอ่ความเสถียรของกิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลส 
 บ่มสารละลายเอนไซม์ท่ีพีเอช 3-10 โดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์เช่นเดียวกบัในข้อ 3.1 ท่ีอณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียสนาน 24 ชัว่โมง จากนัน้วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลืออยู่ด้วยวิธี DNS 

การศกึษาความเสถียรของเอนไซม์ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ ท าได้โดยการบ่มสารละลายเอนไซม์ท่ีอณุหภมูิ 30, 
40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง และวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลืออยู่ด้วยวิธี DNS  

 

4. การผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ในระดับถังหมัก  
  

  ผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสจาก T. fusca PA1-1 แบบเบ็ดเสร็จในถงัหมกัขนาดความจุ 2.5 
ลิตร (MD-250, Marubishi, Japan) ก าหนดอตัราการกวนและการให้อากาศท่ี 200 รอบต่อนาทีและ 1.0 VVM 
ตามล าดบั ท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกบัการผลิตในระดบัฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร โดยบ่มบนเคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ในอาหาร basal 
medium พีเอชเร่ิมต้นเท่ากับ 8 โดยมี CMC และยีสต์ขนมปังชนิดละ 1% โดยน า้หนกัต่อปริมาตรเป็นแหล่ง
คาร์บอนและไนโตรเจนตามล าดบั 
 4.1 การเตรียมกล้าเชือ้ (starter) 

เตรียมกล้าเชือ้โดยเข่ียเชือ้ T. fusca PA1-1 ลงบนอาหารแข็ง nutrient agar บ่มท่ีอณุหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส นาน 72 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายเชือ้ลงในอาหาร nutrient broth ปริมาตร 75 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร บ่มบนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 250 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส นาน 36 ชัว่โมง  
 4.2 การผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสด้วยการเพาะเลีย้งแบบเบ็ดเสร็จ 
  4.2.1 เติมอาหาร basal medium 1.5 ลิตร ลงในถงัหมกั จากนัน้ปิดท่อท่ีสมัผสักบัของเหลวทัง้หมดด้วย 
clamp นึง่ฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
   4.2.2 ถ่ายกล้าเชือ้จาก 4.1 ลงถงัหมกั ตัง้คา่การท างานของเคร่ือง โดยก าหนดคา่ความเร็วรอบของการ 



กวนท่ี 200 รอบตอ่นาที และอตัราการให้อากาศ 1.0 VVM  
4.2.3 เก็บตวัอย่างน า้หมกัทุก 6 ชัว่โมง ป่ันเหว่ียงเพ่ือแยกเซลล์ออก น าส่วนใสไปวิเคราะห์ค่ากิจกรรม

ของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสด้วยวิธี DNS วดัค่าพีเอช และวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยชุดวิเคราะห์
โปรตีนส าเร็จรูปด้วยวิธี Bradford (1976) 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. ลักษณะของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลส 
 

 1.1 ผลของพีเอชและอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลส 
เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสจาก T. fusca PA1-1 ท างานดีท่ีสดุท่ีค่าพีเอช 4 โดยมีกิจกรรมของ

เอนไซม์สมัพทัธ์มีค่าสงูสดุเท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต์ กิจกรรมของเอนไซม์สมัพทัธ์ลดลงเท่ากบั 82.87 เปอร์เซ็นต์ท่ี
คา่พีเอช 5 และลดลงอย่างรวดเร็วเม่ือคา่พีเอช 7 คือเหลือเพียง 26.97 เปอร์เซน็ต์ และคา่กิจกรรมเอนไซม์สมัพทัธ์
ต ่าสดุเท่ากบั 19.10 เปอร์เซน็ต์ ท่ีคา่พีเอช 10 ดงัแสดงใน Figure 1a 

ผลของอณุหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสดงัแสดงใน Figure 1b พบว่ากิจกรรม
ของเอนไซม์สมัพทัธ์มีคา่สงูสดุเท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต์ท่ีอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส กิจกรรมของเอนไซม์สมัพทัธ์
เหลือเท่ากบั 98.17 เปอร์เซน็ต์ท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส และมีค่าต ่าสดุท่ีอณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เท่ากบั 
21.99 เปอร์เซน็ต์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 Effect of pH (a) and temperature (b) to CMCase produced by T. fusca PA 1-1. 
 

 1.2 คา่พีเอชและอณุหภมูิตอ่ความเสถียรของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลส 
   กิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสมีความเสถียรในช่วงพีเอชกว้าง ระหว่าง 4-10 โดยมี
กิจกรรมของเอนไซม์เหลือสงูกวา่ 70 เปอร์เซน็ต์ และในช่วงพีเอช 5-10 กิจกรรมของเอนไซม์สมัพทัธ์มีค่าเหลือสงู
กว่า 90 เปอร์เซ็นต์ โดยเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสนีม้ีความเสถียรสงูสดุเท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต์ท่ีค่าพีเอช 
10 ดงัแสดงใน Figure 2a 
  การศกึษาผลของอณุหภูมิต่อความเสถียรของเอนไซม์ พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลู
เลสเหลือสงูกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ในช่วงอณุหภูมิระหว่าง 30-60 องศาเซลเซียส (Figure 2b) ค่ากิจกรรมเอนไซม์
สมัพทัธ์ลดลงอย่างรวดเร็วท่ีอณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียส เหลือเพียง 14.15 เปอร์เซ็นต์ โดยเอนไซม์มีความเสถียร
สงูสดุท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส คือคา่กิจกรรมเอนไซม์สมัพทัธ์เท่ากบั 100 เปอร์เซน็ต์ 

a b 



 
 
   
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 2 The pH stability (a) and thermal stability (b) of CMCase produced by T. fusca PA 1-1. 
 

 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสจาก T. fusca PA1-1 มีความเสถียร
ท่ีพีเอชช่วง 5-10 และท่ีอณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ท างานดีท่ีสดุท่ีพีเอช 4 แม้ว่าพีเอชท่ีเหมาะสมส าหรับการ
เจริญและการผลิตเอนไซม์จะอยู่ในช่วงท่ีเป็นด่าง สอดคล้องกบัรายงานของ George และคณะ ในปี ค.ศ.2001 
ซึง่ศกึษาสมบตัิของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสจาก Thermomonospora sp. พบว่าพีเอชท่ีเหมาะสมกบั
การเจริญจะอยู่ท่ีพีเอช 9 ในขณะท่ีเอนไซม์ท่ีได้ท างานดีท่ีพีเอช 5 และมีความเสถียรท่ีอณุหูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เอนไซม์มีความเสถียรท่ีพีเอชในช่วงกว้างตัง้แต่ 6-10 Lima และคณะ (2005) พบวา่ เอนไซม์เอนโดกลคูาเนสจาก 
Streptomyces drozdowiczii ท างานดีท่ีค่าพีเอช 5 และมีความเสถียรในพีเอชช่วงกว้าง (3-10) อุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์เท่ากับ 50 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตาม สภาวะการเจริญของ T. fusca 
PA1-1 ซึ่งส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสโดยตรงนัน้อยู่ในช่วงท่ีเป็นด่าง อาจเกิดจาก
สารละลายท่ีมีสารอาหารและสารต่างๆท่ีเซลล์ผลิตออกมา รวมถึงค่าประจุบนเย่ือหุ้มเซลล์ ค่าพีเอชท่ีเหมาะสม
ส าหรับการเจริญจะเก่ียวข้องกบัตวัเซลล์ ท าให้เซลล์เจริญได้ดีและมีจ านวนมาก สารต่างๆท่ีเซลล์ผลิตออกมาจะ
มีปริมาณมากตามไปด้วย รวมถงึเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสเอง ในขณะท่ีพีเอชท่ีเหมาะสมของการท างาน
ของเอนไซม์ท่ีมีคา่เป็นกรด เก่ียวข้องกบัการท างานของเอนไซม์พียงอย่างเดียวเท่านัน้ ไมเ่ก่ียวกบัตวัเซลล์หรือสาร
อื่น ท าให้พีเอชท่ีเหมาะสมกบัการท างานของเอนไซม์ท่ีแสดงจงึไมส่อดคล้องกบัพีเอชที่เหมาะสมตอ่การเจริญหรือ
การผลิตเอนไซม์ และด้วยสมบตัิของเอนไซม์ท่ีผลิตจาก T. fusca  PA1-1 ซึง่ทนความร้อนสงูและเสถียรในช่วง 
พีเอชกว้าง (4-10) จึงเป็นข้อได้เปรียบเมื่อเทียบกับเอนไซม์ท่ีผลิตจากราซึ่งมีความเสถียรในช่วงพีเอชแคบกว่า 
(Lynd และคณะ, 2002; Wilson, 2004; Lykidis และคณะ, 2007) ดงันัน้ถ้าพฒันาปรับปรุงการผลิตได้เพ่ิมมาก
ขึน้น่าจะมีศกัยภาพสงูในการน าไปใช้ในระดบัอตุสาหกรรมจริงได้ 
 

2. การผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทลิเซลลูเลสจาก T. fusca PA1-1 ในระดับถังหมักเปรียบเทียบกับการ
ผลิตในระดับฟลาสก์ 
 

  จากผลการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสในระดบัฟลาสก์ พบกิจกรรมเอนไซม์สงูสดุในชัว่โมงท่ี 
96 ของการเพาะเลีย้ง มีค่าเท่ากบั 0.977 ยูนิตต่อมิลลิลิตร หลงัจากนัน้กิจกรรมเอนไซม์ลดลงหลงัชัว่โมงท่ี 96 
ในทางตรงข้ามปริมาณโปรตีนมีคา่ลดลงเร่ือยๆ ตัง้แตว่นัแรกของการเพาะเลีย้ง และต ่าสดุในชัว่โมงท่ี 72 ของการ 
เพาะเลีย้ง โดยเหลือเท่ากบั 0.125 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ดงัแสดงใน Figure 3 
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Figure 3  The CMCase production of T. fusca PA1-1 in shaking flask. Experiment was conducted at 
 50oC and shaken at 250 rpm in basal medium supplement with 1% (w/v) of CMC and baker   
 yeast as carbon and nitrogen source, respectively; CMCase activity(  ), biomass protein (   )  
  and pH (   ). 
 

  การผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสจาก T. fusca PA1-1 ด้วยการเพาะเลีย้งแบบเบ็ดเสร็จในถงั
หมักขนาด 2.5 ลิตร พบว่าการผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสจะเร่ิมสูงขึน้ในชั่วโมงท่ี 24 ของการ
เพาะเลีย้ง หลงัจากนัน้กิจกรรมเอนไซม์จะเพ่ิมสงูขึน้เร่ือยๆ โดยพบกิจกรรมเอนไซม์สงูสดุในชัว่โมงท่ี 60 เท่ากบั 
1.21 ยูนิตต่อมิลลิลิตร จากนัน้กิจกรรมเอนไซม์ลดลงและมีค่าต ่าสุดในชั่วโมงท่ี 84 (Figure 4) และผลการ
วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนพบว่าลดลงอย่างต่อเน่ืองจนถึงชัว่โมงท่ี 42 หลงัจากนัน้ปริมาณโปรตีนเพ่ิมสงูขึน้ซึง่ตรง
กบัช่วงท่ีมีการผลิตเอนไซม์ท่ีสงูขึน้อย่างรวดเร็วในชัว่โมงท่ี 48 หลงัจากนัน้ปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึน้เล็กน้อยจนถึง
ชัว่โมงท่ี 60 ซึง่อาจเป็นผลจากการที่เซลล์หลัง่โปรตีนบางชนิดออกนอกเซลล์เพ่ิมขึน้หรือเซลล์อาจเร่ิมแตก จึงท า
ให้เอนไซม์ท่ีอยู่ภายในเซลล์ปะปนออกมาในน า้หมกั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 The CMCase production of T. fusca PA1-1 in fermentor. Experiment was conducted at 50oC  
    with aeration rate at 0.1 vvm and stir speed of 200 rpm in basal medium supplement with  

1% (w/v) of CMC and baker yeast as carbon and nitrogen source, respectively; CMCase 
activity (   ) biomass protein (   ) and pH (   ). 



  เม่ือเปรียบเทียบทัง้ 2 การทดลอง พบวา่การผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลส จาก T. fusca PA1-1 ใน
ระดับถังหมักจะให้ผลผลิตสูงกว่าด้วยเวลาเพาะเลีย้งท่ีสัน้กว่าการผลิตระดับฟลาสก์ ซึ่งการทดลองระดับ 
ฟลาสก์จะไมส่ามารถควบคมุปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ เช่น อตัราการให้อากาศ พีเอช และอณุหภมูิ 
ได้แม่นย าเท่ากับการเพาะเลีย้งในถังหมักแบบอัตโนมัติซึ่งมีระบบควบคุมการท างาน  และสามารถก าหนด
ความเร็วการกวนซึง่จะสง่ผลตอ่การละลายของออกซิเจนน า้หมกั โดยปริมาณอากาศท่ีได้รับมีผลโดยตรงต่อการ
เจริญและการผลิตสารตา่งๆ ท่ีจ าเป็นตอ่การด ารงชีวิตของจุลินทรีย์ (มลนพรรษ, 2551) การให้อากาศซึง่ควบคมุ
ได้ในถงัหมกันัน้มีผลโดยตรงต่อการผลิตเอนไซม์เซลลเูลส จากการทดลองของ Deng และFong (2009) พบว่า
เมื่อเพ่ิมอตัราการให้อากาศมากขึน้ จะส่งผลให้การผลิตเอนไซม์เซลลเูลสจาก T. fusca ATCC BAA-629 เพ่ิม
สงูขึน้ เมื่อศกึษาในระดบัเซลล์แล้วพบวา่การเพาะเลีย้งในถงัหมกัสง่ผลให้ปริมาณ ATP ท่ีสร้างขึน้ภายในเซลล์สงู
กวา่การเพาะเลีย้งในฟลาสก์ถงึ 3 เท่า หมายความวา่ปริมาณพลงังานท่ีเกิดจ านวนมากในเซลล์เมื่อเพาะเลีย้งใน
ถงัหมกันัน้มีผลให้เกิดการสงัเคราะห์โปรตีนซึง่รวมถงึเอนไซม์สงูขึน้ด้วย อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาจากลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาของ T. fusca PA1-1 พบว่าเป็นแอคติโนมยัสีทท่ีมีการสร้างเส้นใย ในสภาวะการเลีย้งท่ีมีการ
กวนในถังหมกัแบบ stirred tank นัน้ จะท าให้เกิดแรงเฉือน ซึง่มีผลโดยตรงต่อสณัฐานวิทยาของเซลล์ รวมถึง
สง่ผลตอ่โครงสร้างและความเสถียรของเอนไซม์ได้ (Gusek และคณะ, 1991 และ Deng และ Fong, 2009) จาก
การศกึษาอิทธิพลของอตัราการกวนและการให้อากาศต่อการผลิตเอนไซม์ของ Kao และคณะ (2007) พบว่า
อตัราการกวนและการให้อากาศท่ีสงูเกินไปจะสง่ผลตอ่การเจริญเติบโตของเซลล์ ท าให้เซลล์แตก และยงัมีผลท า
ให้กิจกรรมของเอนไซม์ลดลง 
 

สรุป 
การศกึษาผลของพีเอชและอณุหภูมิต่อการกิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลเูลสจาก T. fusca 

PA1-1 พบว่าเอนไซม์ท างานดีท่ีสดุท่ีพีเอช 4 และกิจกรรมเอนไซม์สมัพทัธ์สงูสดุท่ีอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
ความเสถียรของเอนไซม์พบในช่วงพีเอชกว้างเท่ากบั 4-10 และกิจกรรมของเอนไซม์สมัพทัธ์มีคา่เหลืออยู่มากกว่า 
80% ในช่วงอณุหภูมิระหว่าง 30-60 องศาเซลเซียส การเพาะเลีย้ง T. fusca PA1-1 ในระดบัถงัหมกัท่ีสภาวะ 
พีเอช 8 อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศ 1.0 VVM และการกวนเท่ากบั 200 รอบต่อนาที พบว่า
กิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลสมีคา่สงูสดุเท่ากบั 1.21 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ณ ชัว่โมงท่ี 60 โดยให้ผลผลิต
ท่ีสงูกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการผลิตในระดบัฟลาสก์ ซึง่พบกิจกรรมเอนไซม์สงูสดุในการเพาะเลีย้งในชัว่โมงท่ี 96 
เท่ากบั 0.977 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร จากข้อได้เปรียบของสมบตัิของเอนไซม์ท่ีสามารถท างานได้ในช่วงพีเอชกว้างและ
ทนอณุหภูมิสงู รวมทัง้ประสิทธิภาพการผลิตในระดบัถงัหมกัซึง่ให้ค่าผลผลิตของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลู- 
เลสสงู ข้อมลูพืน้ฐานส าคญัเหลา่นีจ้ึงสามารถใช้ในการน าเอนไซม์ไปใช้ประโยชน์และเพ่ิมศกัยภาพการผลิตเพ่ือ
ใช้ประโยชน์ในระดบัอตุสาหกรรมได้ตอ่ไป  
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