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สรัสวดี โรจนกศุล : การผลิตไซแลเนสจาก Aureobasidium pullulans  สายพนัธุ์เขตร้อน
และการประยกุต์ในการผลิตเอทานอลชีวภาพ . (PRODUCTION OF XYLANASE FROM 
A TROPICAL ISOLATE OF Aureobasidium pullulans AND ITS APPLICATION IN 
BIOETHANOL PRODUCTION) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพน ธ์หลกั : ผู้ช่วยศาสตราจารย์     
ดร.พงศ์ธาริน โลห์่ตระกลู, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม : อาจารย์ ดร.สีหนาท ประสงค์สขุ ,  
127 หน้า. 
 
จากตวัอยา่งใบพืชชนิดตา่งๆ ที่เก็บในพืน้ที่ 4 จงัหวดั ของประเทศไทย สามารถแยก  

Aureobasidium pullulans (de Bary) ได้ 20 ไอโซเลต เม่ื อทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์   
ไซแลเนสบนอาหารเลีย้งเชือ้กึง่แข็ง Yeast Malt Xylan Agar พบวา่  A. pullulans ทกุไอโซเลตสามารถ
สร้างไซแลเนสได้ เม่ือวดัแอกติวิตีเชิงปริมาณ พบวา่ใน 20 ไอโซเลต  A. pullulans No.109B                 
มีไซแลเนสแอกติวิตีสูงที่สุด และเอนไซม์ที่ผลิตได้คอ่นข้างเสถียรที่อณุหภูมิสูง โดยมีแอกติวิตีเหลืออยู่
ประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ หรือมากกวา่หลงัจากบม่ที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง A. pullulans  
No.109B ผลิตไซแลเนสได้มากที่สุดในชว่ง early log phase โดยมีแอกติวิตี 439.98±9.66 มิลลิยูนิตตอ่
มิลลิลิตร ส าหรับภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไซแลเนส พบวา่ A. pullulans ไอโซเลต No.109B สามารถ
ผลิตไซแลเนสได้มากที่สุด เม่ือเลีย้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ที่อณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  ในอาหารสูตร  
Xylanase Production Medium ที่มีซงัข้าวโพด 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) แอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรต        
2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) และคา่ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารเป็น 6.0 โดยให้คา่แอกติวิตีไซแลเนส    
สูงสุด 559.75±25.03 มิลลิยนูิตตอ่มิลลิลิตร จากการ ศกึษาลกัษณะสมบติัของเอนไซม์หยาบ  พบวา่                
ไซแลเนสมีการท างานและความเสถียรดีที่ สุดที่ความเป็นกรดดา่ง 7.0 และ 5.0 ตามล าดบั อณุหภูมิที่
เหมาะสมในการท างานคือ 30-60 องศาเซลเซียส และคอ่นข้างเสถียรที่อณุหภูมิห้อง  หรือไมเ่กิน          
28  องศาเซลเซียส ในการผลิตเอทานอลจากวชัพืช 2 ชนิด ได้แก ่หญ้าแฝก และหญ้าคา  ด้วย
กระบวนการหมกัแบบตอ่เนื่อง โดยใช้ไซแลเนส จาก A. pullulans  No.109B 66.47 มิลลิยนูิต  ร่วมกบั 
Pachysolen tannophilus NRRL-Y2460 เขยา่ที่ 150 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส       
เป็นเวลา 7 วนั พบวา่ผลการหมกัหญ้าแฝกและหญ้าคาที่ผ่านการยอ่ยเฮมิเซลลูโลสด้วยไซแลเนส  ให้
ผลผลิตเอทานอล 7.74 และ 7.63 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ตามล าดบั ซึง่ใกล้เคียงกบัการหมกัหญ้าแฝกและ
หญ้าคาที่ยอ่ยด้วยกรดซลัฟริูกที่มีความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ที่ให้ผลผลิตเอทานอล 8.71 และ 
8.50 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ตามล าดบั 
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From a variety of foliar samples collected in 4 provinces in Thailand, 20 isolates of 

Aureobasidium pullulans (de Bary) were obtained.  Ability to produce xylanase of these yeast 
isolates was tested using Yeast Malt Xylan Agar.  All isolates were positive for xylanase 
production.  When quantitatively assayed for xylanase activity, A. pullulans No. 109B showed the 
highest xylanase activity among these isolates.  The enzyme produced by this yeast isolate was 
relatively stable at high temperature with approximately 60 percent or higher activity remained 
after incubation at 60°C for one hour.  A. pullulans 109B produced xylanase during early log 
phase of growth with the highest activity at 439.98±9.66 mU ml-1.  For optimal condition of 
xylanase production, A. pullulans 109B gave the best xylanase yield (559.75±25.03 mU ml-1) 
when grown in Xylanase Production Medium containing 1 percent (w/v) corn cob and 2 percent 
(w/v) L-asparagine monohydrate with initial pH at 6.0.  Crude xylanase was subjected for enzyme 
characterization.  The pH optimum and stability of the enzyme were at 5.0 and 7.0, respectively, 
whereas its temperature optimum and stability were at 30-60°C and room temperature (not higher 
than 28°C), respectively.  In bioethanol production from 2 weed species, vetiver grass and 
cogongrass, by simultaneous saccharification and fermentation, xylanase from A. pullulans 109B 

together with Pachysolen tannophilus NRRL-Y2460 were used.  The fermentation flasks were 

shaken at 150 rpm and incubated at 30°C for 7 days.  Ethanol yields at 7.74 and 7.63 percent 
(v/v) were obtained from vetiver grass and cogongrass, respectively.  These ethanol yields were 
comparable to those obtained from fermentation of vetiver grass and cogongrass digested by  
0.5 percent (v/v) sulfuric acid (8.71 and 8.50 percent (v/v), respectively). 
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ไซแลเนสแอกติวิตีของ A. pullulans 20 ไอโซเลต  ภายหลงัจากเลีย้งในอาหาร
สตูร XPM ท่ีเติมน า้ตาลไซแลน 1 เปอร์เซ็นต์  (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอน โดยบ่ม
บนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 วนั ตวัเลขเหนือกราฟแท่งแสดงคา่เฉล่ียจากการทดลอง 2 ซ า้ บาร์
แสดงสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน…………………………………………………… 
แอกติวิตีสมัพนัธ์อยู่ของไซแลเนสท่ีสร้างโดย A. pullulans 20 ไอโซเลต  
หลงัจากท าการบ่ม เอนไซม์หยาบท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
จากนัน้น ามาวดัแอกติวิตีท่ีภาวะปกติ แอกติวิตีสมัพนัธ์อยู่ค านวณโดย
เปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอนไซม์ท่ีบ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
ตวัเลขเหนือกราฟแท่งแสดงคา่เฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ า้ บาร์แสดงสว่น
เบ่ียงเบนมาตรฐาน………………………………………………………………. 
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ไอโซเลต ภายหลงัจากเลีย้งในอาหารสตูร PM ท่ีบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว
รอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ตวัเลข
เหนือกราฟแ ท่งแสดงคา่เฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ า้ บาร์แสดงสว่นเบ่ียงเบน
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ภายหลงัจากเลีย้งในอาหารสตูร XPM ท่ีเติมน า้ตาลไซแลน  1 เปอร์เซ็นต์  (w/v) 
เป็นแหลง่คาร์บอน โดยบ่มบนเคร่ื องเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ี
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ผลของแหลง่คาร์บอนชนิดตา่งๆ ตอ่การผลิตไซแลเนสของ  A. pullulans  ไอโซ -
เลต No.109B ท่ีเลีย้งในอาหารสตูร XPM ท่ีปรับแหลง่คาร์บอน โดยบ่มบน
เคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ตวัเลขเหนือกราฟแท่งแสดงคา่เฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ า้ บาร์
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บทที่  1 
 

บทน า 
 

ชีวมวลพืชประกอบด้วย ลิกนิน (lignin) 23 เปอร์เซ็นต์ เฮมิเซลลโูลส (hemicellulose)          
33 เปอร์เซ็นต์ และเซลลโูลส (cellulose) 40 เปอร์เซ็นต์ ของน า้หนกัแห้ง (Pereira et al ., 2002)       
โดยเฮมิเซลลโูลสเป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัอย่างหนึ่งในผนงัเซลล์ของพืช ช่วยเสริมโครงสร้างผนงั
เซลล์ให้หนาและแขง็แรง เฮมิเซลลโูลสเป็นสายพอลิเมอร์ท่ีประกอบด้ วยน า้ตาลหลายชนิดมา
เช่ือมตอ่กนั ซึ่งองค์ประกอบจะตา่งกนัออกไปตามชนิดของพืช โดยในไม้เนือ้ออ่นพบวา่                
มีกลโูคแมนแนนเป็นองค์ประกอบหลกัของเฮมิเซลลโูลส สว่นไม้เนือ้แขง็พบวา่มีไซแลนเป็น
องค์ประกอบหลกั (ประมาณ 20-30 เปอร์เซ็นต)์ ไซแลนเป็นพอลิเมอร์ของน า้ตาลด-ีไซโลส          
(D-xylose) ซึ่งเป็นน า้ตาลท่ีมีคาร์บอน 5 อะตอม เช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะ β–1,4 xylosidic เป็น  
สายหลกัและมีน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวชนิดอ่ืนๆ หรือโอลิโ กแซคคาไรด์สายสัน้ๆ มาเช่ือมเป็นสายก่ิ ง    
(Nair et al ., 2008) ในการย่อยสลายไซแลนให้ได้เป็นน า้ตาลไซโลสสามารถย่อยสลายได้โดย
สารเคมี (chemical hydrolysis) หรือโดยการใช้เอนไซม์ในการย่อยสลาย (enzymatic hydrolysis) 
ทัง้นีก้ารย่อยสลายด้วยเอนไซม์จะได้ปฏิกิริยาท่ีจ าเพาะเจาะจงกบัสารตัง้ต้นมากกวา่การใช้
สารเคมีในการย่อยสลาย จึงท าให้ได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีความบริสทุธ์ิสงูมีคา่ใช้จ่ายน้ อยและไมเ่ป็นพิษ
ตอ่สิ่งแวดล้อม โดยเอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อยสลายไซแลนคือไซแลเนส (xylanase) ซึ่งไซแลเนสจะ
ตดัสายพอลิเมอร์หลกัของไซแลนให้ได้ผลิตภณัฑ์สดุท้ายเป็นน า้ตาลไซโลส (Haltrich et al., 1996) 
  ในปัจจบุนัได้มีการน าไซแลเนสมาใช้ประโยชน์ในอตุสาหกรรมตา่งๆ เช่น อตุสาหกรรมการ
ผลิตน า้ผลไม้ โดยใช้เพ่ิมความหวานเน่ืองจากการย่อยไซแลนจะได้น า้ตาลดี -ไซโลส อตุสาหกรรม 
การผลิตน า้ตาลไซลิทอล อตุสาหกรรมอาหารคนและสตัว์ อตุ สาหกรรมสิ่งทอ และการผลิตเอทา
นอลชีวภาพ เป็นต้น ซึ่งการผลิตเอทานอลจากชีวมวลพืชในปัจจบุนัได้รับความสนใจมากเน่ืองจาก
ราคาของน า้มนัเชือ้เพลิงท่ีเพ่ิมสงูขึน้ อีกทัง้การน าชีวมวลพืชมาใช้เป็นวตัถดุิบเพ่ือผลิต  เอทานอล
นัน้มีราคาต้นทนุคอ่นข้างต ่าและไมเ่ป็นพิษตอ่สิ่งแวดล้อม โดยทัว่ไปนิยมใช้เซลลโูลสเป็นแหลง่
ของน า้ตาลกลโูคสท่ีจะใช้ในกระบวนการหมกัเป็นเอทานอล (Nair et al ., 2008) ซึ่งประสิทธิภาพ
ในการเปลี่ยนเซลลโูลสเป็นเอทานอลอยู่ท่ีประมาณ 40-50 เปอร์เซ็นต์ ทัง้นีห้ากได้มีการใช้           
เฮมิเซลลโูลส เช่น ไซแลน เป็นวตัถดุิบเพ่ิ มเติมก็จะเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลให้
สงูขึน้ได้   

ไซแลเนสท่ีมีการศกึษาในปัจจบุนันัน้ผลิตมาจากจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ เช่น แบคทีเรียและรา 
เป็นต้น  แตม่ีไซแลเนสจากจลุินทรีย์เพียงไมก่ี่ชนิดท่ีได้มีการศกึษาในเชิงลกึ เช่น Bacillus subtilis 
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(Pereira et al., 2002) Streptomyces sp. (Flores et al., 1996) ราบางชนิดในกลุม่ราฟอกขาว    
(Atik et al ., 2006) Aspergillus fumigatus (Svarachorn, 1999) Trichoderma reesei              
(เนริสา คณุประทมุ, 2543)  Thermomyces lanuginosus  (Christopher et al ., 2005) และ 
Aureobasidium pullulans (Leathers et al., 1984) เป็นต้น A. pullulans เป็นราชนิดหนึ่งซึ่งพบ
ได้ทัว่ไปในธรรมชาติโดยเฉพาะอย่างย่ิงบนผิวใบพืช มีผู้รายงานวา่  A. pullulans สามารถผลิต   
ไซแลเนสได้ในปริมาณมาก เช่น  Leite และคณะ (2007) ศกึษาหาสายพนัธุ์ของ A. pullulans     
ท่ีสามารถผลิตเซลลเูลสและเฮมิเซลลเูลสในสภาวะ solid state fermentation โดยใช้ wheat bran 
เป็นสารตัง้ต้นในการผลิตเอนไซม์ พบวา่สามารถให้ผลผลิตเอนไซม์ไซแลเนสสงูสดุท่ี 5.0 ยนิูตตอ่
มิลลิลิตร โดยมีภาวะของความเป็นกรดดา่งและอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การท างานของเอนไซม์   
อยู่ท่ี 5.0 และ 50 องศาเซลเซียส ตามล าดบั   

ส าหรับในประเทศไทย Prasongsuk และคณะ (2005) ได้ท าการศกึษาความหลากหลาย
ของ  A. pullulans เพ่ือหาสายพนัธุ์ท่ีสามารถผลิตพลูลแูลน (pullulan) ได้ในปริมาณมาก โดยคดั
แยกเชือ้จากผิวใบไม้ และผนงัห้องน า้ จดัจ าแนกโดยใช้ลกัษณะ ทางสณัฐานวิทยา การใช้
สารอาหาร การผลิต เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ (Exopolysaccharide, EPS) และล าดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณ rDNA internal transcribed spacer (ITS) พบวา่สามารถคดัแยก A. pullulans  ได้ถึง 15 
สายพนัธุ์ ซึ่งในจ านวนนีเ้ป็น A. pullulans var. pullulans 5 สายพนัธุ์ นอกจากนี ้Manitchotpisit 
และคณะ (2009) ได้ท าการศกึษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมของ  A. pullulans  สายพนัธุ์
เขตร้อน โดยเปรียบเทียบ A. pullulans จ านวน 53 สายพนัธุ์ ซึ่งเป็นสายพนัธุ์ใหม ่43 สายพนัธุ์       
จากประเทศไทย 1 สายพนัธุ์ใหม ่ จากประเทศสหฐัอเมริกา และ  7 สายพนัธุ์อ้างอิง โดยการ
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ 5 ต าแหน่ง ได้แก่ ITS IGS EF-1α BT2 และRPB2 ร่วมกบั
ความสามารถในการผลิต EPS และการผลิตไซแลเนส จากการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์เชิง
วิวฒันาการพบวา่ สามารถจดักลุม่สายพนัธุ์เหลา่นีอ้อกเป็น 12 กลุม่ ซึ่งแสดงให้เห็นถึ งความ
หลากหลายทางชีวภาพของราชนิดนี ้โดยเฉพาะสายพนัธุ์ท่ีมาจากเขตร้อน เช่น ประเทศไทย 

จากรายงานการศกึษาข้างต้นจะเห็นได้วา่ ในประเทศไทยมีความหลากหลายทางชีวภาพ
ของ A. pullulans สงู  แต่ อย่างไรก็ดีในปัจจบุนัยงัไมม่ีการศกึษาในเชิงลกึถึงลกัษณะสมบตัิของ
เอนไซม์ไซแลเนสท่ีผลิตโดย A. pullulans ท่ีคดัแยกได้ในประเทศไทย   ดงันัน้ในการศกึษานีจ้ึงมุง่
ท่ีจะท าการคดัแยก A. pullulans สายพนัธุ์เขตร้อนท่ีสามารถผลิตไซแลเนสได้ดี  ศกึษาลกัษณะ
สมบตัิของไซแลเนส และหาภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตไซแลเนสให้ได้ปริมาณมาก เพ่ือน าไป
ประยกุต์ใช้ในการผลิตเอทานอลชีวภาพตอ่ไป 
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วัตถุประสงค์ของงานวจิัย 

เพ่ือผลิตไซแลเนสจาก Aureobasidium pullulans  สายพนัธุ์เขตร้อนและประยกุต์ใช้ใน
การผลิตเอทานอลชีวภาพ 
 
ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับจากการวจิัยนี ้

ได้ Aureobasidium pullulans  สายพนัธุ์ท่ีให้แอกติวิตีของไซแลเนส และสา มารถน าไป
ประยกุต์ใช้ในการผลิตเอทานอลชีวภาพจากวชัพืชทางการเกษตร 
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บทที่ 2 

 
เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 

 
ชีวมวล (Biomass) 

ชีวมวล หมายถึงสารอินทรีย์ท่ีพืชสร้างขึน้โดยกระบวนการ สงัเคราะห์ด้วยแสง                
ซึ่งสารอินทรีย์เหลา่นีบ้างสว่นจะอยู่ภายในโพรโทพลาสซึม ในขณะท่ีสว่นใหญ่จะพบในผนงัเซลล์
ของพืช ดงันัน้โดยทัว่ไปเมื่อ กลา่วถึงชีวมวลจึงมกัหมายถึงสารประเภทลิกโนเซลลโูลสท่ีเป็น
องค์ประกอบในผนงัเซลล์ คือ เซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนิน (Blackburn et al., 1999)       
(รูปท่ี 1) ซึ่งเป็นแหลง่พลงังาน ประ เภทหมนุเวียนกลบัมาใช้ใหมไ่ด้ (renewable resource)          
ท่ีมีปริมาณมากท่ีสดุในโลก 

ชีวมวลพืชประกอบด้วย ลิกนิน (lignin ) 23 เปอร์เซ็นต์ เฮมิเซลลโูลส (hemicellulose )         
33 เปอร์เซ็นต์ และเซลลโูลส (cellulose) 40 เปอร์เซ็นต์ ของน า้หนกัแห้ง (Pereira et al ., 2002)     
โดยเฮมิเซลลโูลสเป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัอย่างหนึ่งในผนงัเซลล์ของพืช ช่วยเสริมโครงสร้าง ผนงั
เซลล์ให้หนาและแขง็แรง เฮมิเซลลโูลสเป็นสายพอลิเมอ ร์ท่ีประกอบด้วยน า้ตาลหลายชนิดมา
เช่ือมตอ่กนั โดยชนิดและปริมาณของน า้ตาลในเฮมิเซลลโูลสจะแตกตา่งกนัขึน้อยู่กบัชนิดของพืช  

 

 
 
รูปท่ี 1 องค์ประกอบโครงสร้างผนงัเซลล์พืช (ท่ีมา: Blackburn et al., 1999) 
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ลิกนิน 

ลิกนิน เป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบด้วยหน่วยย่อยท่ีเป็น phenyl propane และ                   
อะลิฟา ติกเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะหลายชนิดสานตอ่กนัอย่า งไมม่ีระเบียบท าให้มีโครงสร้างท่ี
ซบัซ้อนแทรกอยู่ในผนงัเซลล์ทตุิยภมูิของพืช  ท าให้ลิกนินถกูย่อยสลายได้ยา ก การสลายตวัของ
ลิกนินมกัเป็นไปอย่างช้าๆ ดงันัน้ลิกนินจึงเป็นสว่นประกอบท่ีส าคญัของฮิวมสั ในพืชทั่ วๆ ไปมี    
ลิกนินอยู่ประมาณร้อยละ 10-30 โดยเฉพาะในพืชท่ีมีท่อล าเลียงซึ่งลิกนินจะท าหน้าท่ีเสริมสร้าง
ความแขง็แรงและเช่ือมจบัเส้นใยของเซลลโูลสและเฮมิเซลลโูลสในผนงัเ ซลล์เข้าไว้ด้วยกนั         
(รูปท่ี 2) นอกจากนีล้ิกนินยงัมีสมบตัิเป็นไฮโดรโฟบิคจึงลดการผา่นเข้าออกของน า้ผา่นผนงัเซลล์
ของเนือ้เย่ือไซเลมในเนือ้ไม้ ท าให้เนือ้ไม้มีความต้านทานตอ่การโจมตีของจลุิ นทรีย์ ได้       
(Eriksson et al., 1990) แตอ่ย่างไรก็ดีแบคทีเรียและราบางชนิดสามารถย่อยสลายลิกนินได้ 

 

 
 
รูปท่ี 2 โครงสร้างของลิกนินประกอบด้วยหน่วยย่อยท่ีเป็น phenyl propane และอะลิฟาติก  
 
เซลลูโลส 

เซลลโูลสเป็นสารประกอบพวกพอลิแซคคาไรด์ของน า้ตาลกลโูคสท่ีมีมากในผนงัเซลล์ของ
พืช ในธรรมชาติจะไมพ่บเซลลโูลสในรูปอิสระแตม่กัจะพบรวมกบั ลิกนิน เฮมิเซลลโูลส เพนโตแซน 
(pentosan) กมั (gum) แทนนิน (tannins) ไขมนั (lipid) และสารเกิดสี (colouring matter)      
เป็นต้น โครงสร้างของโมเลกลุเซลลโูลสเป็นสายตรงไมม่ีก่ิงก้านสาขาประกอบด้วยหน่วยย่อยของ
น า้ตาลกลโูคสหลายๆ โมเลกลุมาตอ่กนัเป็นสายยาวด้วยพนัธะ แบบบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก  (-1,4 
glycosidic bond) (รูปท่ี 3) เซลลโูลสไมล่ะลายในน า้ ตวัท าละลายอินทรีย์  หรือสารละลายดา่ง
ออ่น แตจ่ะละลายในกรดและดา่งแก่ เมื่อย่อยสลายเซลลโูลสโดยสมบรูณ์ด้วยกรดหรือเอนไซม์จะ
ได้น า้ตาลกลโูคสเพียงอย่างเดียว แตห่ากการย่อยสลายเกิดอย่างไม่ สมบรูณ์จะได้  เซลโลไบโอ ส 
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(cellobiose) ซึ่งเป็นไดแซคคาไรด์ (disaccharide) และได้โอลิโกแซคคาไรด์ (oligosaccharide) 
อ่ืนๆ (Stephens and Heichel, 1975) 
 

 
 
 
รูปท่ี 3 โครงสร้างของ เซลลโูลส  ประกอบด้วยมอนอเมอร์คือ ดี-กลโูคสจบักนัด้วยพนัธะบีตา -      
1,4 ไกลโคซิดิก  
 
เฮมิเซลลูโลส 

เฮมิเซลลโูลส เป็นสารอินทรีย์ท่ีพบมากเป็นอนัดบัสองรองจากเซลลโูลส เฮมิเซลลโูลสเป็น
พอลิแซคคาไรค์ สายตรงท่ีมีก่ิงก้านสาขา โดยมีหน่วยย่อยตัง้แต ่ 40 ถึง 200 หน่วย ประกอบขึน้
จากน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวหลายชนิด ซึ่งสว่นใหญ่ คือ ดี -กลโูคส (D-glucose) ดี-กาแลคโตส       
(D-galatose) ดี-แมนโนส (D-mannose) ดี-ไซโลส (D-xylose) แอล -อะราบิโนส (L-arabinose) 
กรดกลคูโูรนิก (D-glucuronic acid) และน า้ตาลเพนโตสชนิดอ่ืนๆ (Eriksson et al., 1990)       
(รูปท่ี 4)     เฮมิเซลลโูลสสว่นใหญ่จะประกอบด้วยน า้ตาล 2-6 ชนิด โดยองค์ประกอบจะตา่งกนั
ออกไปตามแตช่นิดของพืช  

 
 
รูปท่ี 4 โครงสร้างของ เฮมิเซลลโูลสประกอบด้วยมอนอเมอร์คือ  ดี-ไซโลสจบั กนัด้วยพนัธะ บีตา-     
1, 4-ไซโลสิดิก  
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กลูโคแมนแนน 

กลโูคแมนแนนเป็นเฮมิเซลลโูลสชนิดหนึ่ง พบได้ในพืชกลุม่ไม้เนือ้ออ่น  14-20 เปอร์เซ็นต์ 
และพืชกลุม่ไม้เนือ้แขง็  1-4 เปอร์เซ็นต์ ประกอบด้วย น า้ตาลดี -กลโูคส และดี-แมนโนส  ไซโลกลู
แคน และแคลโลส  (callose) โดย เช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะ แบบบีตา -1,4 ไกลโคซิดิก (-1,4-
glycosidic bond) ซึ่งจะพบบริเวณปลายของเซลล์ท่ออาหาร     (sieve tubes) (รูปท่ี 5) (Hon 
and Shiraishi, 1990) 

 

 
 
รูปท่ี 5 โครงสร้างของ กลโูคแมนแนน ในพืชกลุม่ไม้เนือ้ออ่น ท่ีเช่ือมตอ่กนัด้วย แบบบีตา -1,4        
ไกลโคซิดิก (Hon and Shiraishi, 1990) 
 
ไซแลน 
 ไซแลนเป็นองค์ประกอบหลกัของเฮมิเซลลโูลสในไม้เนือ้แขง็หลายชนิด ดงันัน้เมื่อกลา่วถึง
เฮมิเซลลโูลสมกัหมายถึงไซแลน โดยไซแลนจะยึดเกาะกบัเฮมิเซลลโูลสชนิดอ่ืนและเซลลโูลสด้วย
พนัธะไฮโดรเจน พบได้ตามธรรมชาติทัง้ในไม้เนือ้ออ่นและไม้เนือ้แขง็ และพืชล้มลกุ ซึ่งปริมาณ
และโครงสร้างจะแตกตา่งกนัไป ในไม้เนือ้แขง็พบวา่มีปริมาณไซแลนมากกวา่ 30 เปอร์เซ็นต์ของ
น า้หนกัแห้ง ในไม้เนือ้ออ่นพบวา่มีปริมาณไซแลนประมาณ 7-12 เปอร์เซ็นต์ของน า้หนกัแห้ง พืช
ล้มลกุและเศษวสัดทุาง การเกษตร เช่น ฝ้าย   ร าข้าว ฟางข้าว ซงัข้าวโพด และในเปลือกเมลด็
ธญัพืชมีปริมาณไซแลนประมาณ 20-40 เปอร์เซ็นต์ของน า้หนกัแห้ง (Nair et al., 2008) 

โครงสร้างของไซแลนเป็นพอลิเมอร์ของน า้ตาลดี -ไซโลส (D-xylose ) ซึ่งเป็นน า้ตาลท่ีมี 
คาร์บอน 5 อะตอม เช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะ บีตา-1,4-ไซโลสิดิก  (β-1,4 xylosidic ) เป็นสายหลกั 
และมีน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวชนิดอ่ืนๆ หรือโอลิ โกแซคคาไรด์สายสัน้ๆ มาเช่ือมเป็นสายก่ิง          
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(Nair et al., 2008) ซึ่งสายก่ิงของไซแลนอาจประกอบด้วยด้วย น า้ตาลอะราบิโนส (arabinose) 
กรดกลคูโูรนิก (glucuronic acid) หรือ หมูอ่ะซิทิล (acetyl) ซึ่งองค์ประกอบจะแตกตา่งกนัออกไป
ตามชนิดของพืช (รูปท่ี 6) 

 
 

 
 
รูปท่ี 6 โครงสร้างของไซแลนเป็นพอลิเมอร์ของน า้ตาลดี-ไซโลส (D-xylose) เช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะ
บีตา-1, 4-ไซโลสิดิก  
 

โครงสร้างของไซแลน ในไม้เนือ้ออ่นคือ อะราบิโน- (4-โอ- เมทธิลกลคูโูรโน )-ไซแลน 
(arabino-(4-O-methylglucurono)-xylan) ซึ่งสายหลกัเป็นไซโลสท่ีเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะบีตา-1,4 
ไซโลซิดิก และมี 4-โอ-เมทธิล-ดี-กลคูโูรนิคแอซิด (4-O-methyl- D-glucuronic acid) เช่ือมตอ่ท่ี
ต าแหน่ง คาร์บอนท่ี-2 และมีหมูแ่อล-อะราบิโนส (L-arabinose) เช่ือมตอ่ท่ีต าแหน่ง คาร์บอนท่ี -3 
ของไซโลส (Hon and Shiraishi, 1990) (รูปท่ี 7) 

 

 
 

 
 
รูปท่ี 7 ลกัษณะโครงสร้างของอะราบิโน -(4-โอ-เมทธิลกลคูโูรโน )-ไซแลน  จากไม้เนือ้ออ่น  (Hon 
and Shiraishi, 1990) 
 

โครงสร้างของไซแลน ในไม้เนือ้แขง็คือ  โอ -แอซีทิล- (4-โอ -เมทธิลกลคูโูรโน )-ไซแลน       
(O–acetyl-(4-O-methylglucurono)-xylan) ซึ่งมีสายหลกัเป็นไซโลสท่ีเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะบีตา-
1,4 ไซโลซิดิก และมี 4-โอ-เมทธิล-ดี-กลคูโูรนิคแอซิด (4-O-methyl-D-glucuronic acid) เช่ือมตอ่

Glu  = D-glucose  Xyl  = D-xylose 
Araf  = L-arabinofuranose p = pyranose 
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ท่ีต าแหน่ง คาร์บอนท่ี-2 และมีหมูอ่ะซีทิล (acetyl) ตอ่ท่ีต าแหน่ง คาร์บอนท่ี -3 และ คาร์บอนท่ี -2 
ของไซโลส (Hon and Shiraishi, 1990) (รูปท่ี 8) 

 
 
 
 
รูปท่ี 8 ลกัษณะโครงสร้างของ  โอ-แอซีทิล- (4-โอ-เมทธิลกลคูโูรโน )-ไซแลน  จากไม้เนือ้ แขง็         
(Hon and Shiraishi, 1990) 
 สว่นไซแลนท่ีพบในเปลือกของเมลด็ธญัพืช มกัจะเป็น อะราบิโนไซแลน (arabinoxylan) 
โดยมีหมูข้่างเคียงเป็นน า้ตาลอะราบิโนส เพียงโมเลกลุเดียว (รูปท่ี 9 ) (Hon and Shiraishi, 1990)    

 
 
รูปท่ี 9 ลกัษณะโครงสร้างของอะราบิโนไซแลน ในเปลือกของเมลด็ธญัพืช 
 

 
องค์ประกอบหลกัของไซแลนคือน า้ตาลดี-ไซโลสซึ่งมีสมบตัิเป็นสารให้รสหวาน ดงันัน้จึง

สามารถเรียกอีกช่ือหนึ่งวา่ wood sugar หรือ น า้ตาลไม้ (Hon and Shiraishi, 1990) มีสตูรเคมี 
C5H10O5 มีมวลโมเลกลุเท่ากบั 150.13 มีจดุหลอมเหลวอยู่ท่ี 144-145 องศาเซลเซียส มกัไมค่อ่ย
พบในรูปของมอนอเมอร์  
 

Glu  = D-glucose  Xyl  = D-xylose 
Ac  = Acetyl   p = pyranose 
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การย่อยสลายไซแลน 

ในการย่อยสลายไซแลนให้ได้เป็นน า้ตาลไซโลสสามารถย่อยสลายได้โดยสารเคมี 
(chemical hydrolysis)  หรือการย่อยสลายด้วยเอนไซม์  (enzymatic hydrolysis ) หรือการใช้ทัง้
สองอย่างรวมกนั (Tsao and Chiang., 1983) 

1.การย่อยสลายไซแลนด้วยวธีิทางเคมี  
 1.1 การย่อยสลายไซแลนด้วยกรด 
 การย่อยสลายไซแลนด้วยกรดเพ่ือให้ได้ไซโลสเป็นวิธีท่ีง่าย และรวดเร็ว            

แตป่ฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้จะรุนแรงและไมจ่ าเพาะเจาะจง ท าให้ผลผลิตท่ีได้ไมส่มบรูณ์ เกิดผลิตภณัฑ์ท่ี
เป็นสารพิษเช่น เฟอฟรูัล (furfural) นอกจากนีก้ารย่อยสลายไซแลนด้วยกรดยงัต้องใช้อปุกรณ์ท่ี
ทนตอ่ภาวะท่ีเป็นกรดและอณุหภมูิสงูได้ (Woodward, 1987) 

1.2 การย่อยสลายไซแลนด้วยดา่ง  
   การย่อยสลายไซแลนด้วยดา่งนิยมใช้ในอตุสาหกรรมการท ากระดาษ ในขัน้ตอน 
Kraft cooking ซึ่งเป็นการน าชิน้ไม้ไปต้มในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น เพ่ือให้เปลือก
ไม้ยุ่ยและเป็นการขจดัลิกนินท่ีมีอยู่ในเนือ้ไม้บางสว่นด้วย ในขัน้ตอนนีเ้ฮมิเซลลโูลสจะถกูย่อย
ออกมาและปนอยู่ในน า้ทิง้ ซึ่งน า้ทิง้จากการย่อยสลายด้วยดา่งจะก่อให้เกิดมลพิษตอ่สิ่งแวดล้อม
เพราะมีสารเคมีเจือปนอยู่ (Visser et al., 1992)  

2. การย่อยสลายไซแลนด้วยเอนไซม์ 
การย่อยสลายไซแลนด้วยเอนไซม์เป็นปฏิกิริยาท่ีจ าเพาะเจาะจงกบัสารตัง้ต้นมากกวา่การ

ใช้สารเคมีในการย่อยสลาย จึงท าให้ได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีความบริสทุธ์ิสงู มีคา่ใช้จ่ายน้อยและไมเ่ป็น
พิษตอ่สิ่งแวดล้อม โดยเอนไซม์จะท าการกระตุ้นปฏิกิริยาการย่อยสลายพนัธะบีตา-1, 4-ไซโลสิดิก
ของสายหลกัให้ได้ไซโลสหรือไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ (xylooligosaccharide) เอนไซม์ท่ีใช้ใน     
การย่อยสลายไซแลนประกอบด้วยเอนไซม์ 2 กลุม่ใหญ่คือ 

1 เอนไซม์ย่อยสลายสายหลกัของไซแลน 
1.1 เอนโดไซแลเนส (endoxylanase) หรือ  บีตา -1, 4-ดี-ไซแลน -ไซลาโนไฮโดรเลส          

(β-1, 4-D-xylan-xylanohydrolase, EC 3.2.1.8) เอนไซม์ชนิดนีจ้ะท าการ สลายพนัธะ                                                                                                                                                                                       
บีตา-1, 4-ไซโลซิดิกในสายหลกัของไซแลนแบบสุม่ เรียกกระบวนการท่ีเกิดขึน้นีว้า่ กลไกแบบเอน
โด (endo-mechanism) ผลของการย่อยจะได้ไซโลสและ โอลิโกแซคคาไรค์สายสัน้ๆ เป็น
ผลิตภณัฑ์สดุท้าย (Gilbert and Hazlewood, 1993) 

1.2 บีตา-ไซโลสิเดส (β–xylosidase) หรือ บีตา-1, 4-ดี-ไซแลน-ไซโลไฮโดรเลส (β-1, 4-D-
xylan-xylohydrolase, EC 3.2.1.37) เอนไซม์ชนิดนีจ้ะท าการ สลายพนัธะ บีตา-1, 4-ดี-ไซโลซิดิก
จากปลายสายด้าน นอนรีดิวซ์ (non-reducing end) และปลดปลอ่ยน า้ตาลไซโลสมา                  
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ทีละ 1 โมเลกลุ เรียกกระบวนการท่ีเกิดขึน้นีว้า่ กลไกแบบเอคโซ (exo-mechanism) ผลของการ
ย่อยจะได้ไซโลสเป็นผลิตภณัฑ์สดุท้าย (Dekker, 1976) 

2 เอนไซม์ย่อยสลายสายก่ิงของไซแลน   
2.1 แอลฟา-แอล-อะราบิโนสิเดส (α-L-arabinosidase, EC 3.2.1.55) เป็นเอนไซม์ท่ีย่อย

พนัธะแอลฟา-1, 2 และแอลฟา-1, 3 จากปลายด้านนอนรีดิวซ์ของสายก่ิง แอลฟา-แอล-อะราบิโน-
ฟิวราโนสในไซแลน อะราบิโนไซแลน และอะราบิโนกาแลคแทน (Manin et al., 1994) โดยจะ
ได้อะราบิโนสเป็นผลิตภณัฑ์สดุท้าย 

2.2 แอลฟา -ดี-กลคูโูรนิเดส (α-D-glucuronidase, EC 3.2.1.139) เป็นเอนไซม์ท่ี ย่อย
สลายพนัธะแอลฟา -1, 2 ในสาย 4-โอ -เมทธิล -แอลฟา -ดี-กลคูโูรนิคแอซิด (Whistler and 
Richards, 1970) โดยจะได้ 4-โอ-เมทธิล-ดี-กลคูโูรนิคแอซิดเป็นผลิตภณัฑ์สดุท้าย 

2.3 อะซิทิล (ไซแลน ) เอสเทอเ รส (acetyl (xylan) esterase: EC 3.1.1.6) เป็นเอนไซม์ท่ี
ย่อยสลายพนัธะเอสเทอร์  ท่ีเช่ือมระหวา่งสายหลกัของไซแลนกบัหมูอ่ะซิทิล ท าให้เอนไซม์ย่อย
สลายสายหลกัชนิดอ่ืนๆ สามารถเข้าย่อยสลายไซแลนได้ดีขึน้ (Johnson et al., 1988)  

2.4 เฟอรูโลอิล เอสเทอเรส (Feruloyl esterase: EC 3.1.1.73) เป็นเอนไซม์ท่ี ย่อยสลาย
พนัธะเอสเทอร์ ระหวา่งอะราบิโนสในสายก่ิงของไซแลนและกรดเฟอรูลิก (Ferulic acid)           
ของลิกนิน ซึ่งพนัธะนีจ้ะท าหน้าท่ีเช่ือมลิกนินเข้ากบัเฮมิเซลลโูลส  

จากเอนไซม์ในกลุม่ย่อยสลายไซแลนทัง้หมดท่ีกลา่วมาแล้ว สามารถแสดง แผนภาพรวม
การท างานของเอนไซม์ในกลุม่นีเ้พ่ือย่อยสลายโครงสร้างของไซแลน ดงัรูปท่ี 10   
 

 
 
รูปท่ี 10 โครงสร้างของไซแลนและการย่อยสลายไซแลนโดยเอนไซม์ 1. เอนโดไซแลเนส  และบีตา-
ไซโลซิเดส  2. แอลฟา -แอล-อะราบิโนสิเดส  3. แอลฟา -ดี-กลคูโูรนิเดส 4. เฟอรูโลอิล เอสเทอเรส 
และ5. อะซิทิล (ไซแลน) เอสเทอเรส (ท่ีมา: Chavez et al., 2001) 
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ประโยชน์ของเอนไซม์ย่อยสลายไซแลน 
 ในปัจจบุนัได้มีการน าเอนไซม์ย่อยสลายไซแลนมาใช้ในอตุสาหกรรมหลายประเภท เช่น 
อตุสาหกรรมการผลิตน า้ผลไม้ (เพ่ือการย่อยไซแลนให้น า้ผลไม้ใสขึน้ ) (Polizeli et al., 2005) 
อตุสาหกรรมการท าไวน์ (เพ่ือเพ่ิมกลิ่นรสในไวน์) (Saha, 2000) อตุสาหกรรมอาหารสตัว์ (เพ่ือลด
ความหนืดของอาหารสตัว์ลงท าให้สตัว์ย่อยง่ายขึน้และช่วยเพ่ิมการดดูซึม ) อตุสาหกรรมฟอกเย่ือ
กระดาษ (เพ่ือเตรียมเย่ือกระดาษและเพ่ือฟอกสีเย่ือกระดาษให้ขาวขึน้ ) (Bajpai, 1994) และการ
แปรสภาพเศษวสัดทุางการเกษตรมาเป็นเชือ้เพลิงและสารเคมี (เพ่ือย่อยให้ได้น า้ตาลไซโลสก่อน
น าไปแปรรูปให้ได้เอทานอล) (Screenath et al., 2001) 
 การย่อยสลายไซแลนให้สมบรูณ์นัน้ต้องอาศยัการท างานร่วมกนัระหวา่งเอนไซม์ย่อยสาย
ก่ิงและเอนไซม์ย่อยสายหลกั เพ่ือให้ได้ผลิตภณัฑ์สดุท้ายเป็นน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวคือ ไซโลสและ 
อะราบิโนส ซึ่งสามารถน าไปใช้ผลิตผลิตภณัฑ์เพ่ิมมลูคา่ท่ีมีประโยชน์และมีคณุคา่ทางเศรษฐกิจ 
เช่น ไซโลสสามารถน าไปใช้เป็นสารตัง้ต้นในการสร้างไซโลสไอโซเมอเรส (หรือกลโูคสไอโซเมอเรส) 
เพ่ือเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลโูคสไปเป็ นฟรักโตสส าหรับการผลิตน า้เช่ือมฟรักโตส               
(High Fructose Syrup) ส าหรับอตุสาหกรรมการผลิตขนมหวานและลกูกวาด การใช้ไซโลสเป็น
สารอาหารให้กบัจลุินทรีย์ในกระบวนการผลิตโปรตีนเซลล์เดี่ยว (single cell protein) 
(Deshpande et al., 1992) การใช้ไซโลสเป็นสารตัง้ ต้นในการผลิตไซลิ ทอล (Barbosa et al., 
1988) ซึ่งเป็นสารให้ความหวานทดแทนน า้ตาลในทางการแพทย์ โดยใช้กบัผู้ป่วยโรคเบาหวาน 
หรือใช้เป็นสารให้ความหวานในลกูอม และหมากฝรั่ง ซึ่งจะไมท่ าให้ฟันผ ุ(Parajo et al., 1997) 

นอกจากนีย้งัมีการใช้ประโยชน์จากน า้ตาลท่ีได้จากการย่ อยเฮมิเซลลโูลส  ในแง่ของการ
ผลิตพลงังานทดแทน โดยเปลี่ยนเป็นสารประกอบท่ีมีมลูคา่สงูขึน้ด้วยกระบวนการหมกั            
เช่น  เอทานอล บิวทานอล (Neale et al., 1988) และสารประกอบอ่ืนๆ การใช้กรดเจือจางท่ี
อณุหภมูิสงูสามารถย่อย เฮมิเซลลโูลสให้เป็นน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวได้  (Saha and Bothast, 1998) 
แตวิ่ธีนีจ้ะให้ผลผลิตข้างเคียงท่ีเป็นพิษตอ่จลุินทรีย์ท่ีเก่ียวข้องในการหมกั ดงันัน้เอนไซม์ย่อย   
สลายไซแลน  (xylan-degrading enzyme) จึงมีความส าคญัมากในการย่อยสลายเศษวสัดทุาง
การเกษตรให้เป็นน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวส าหรับเป็นสารตัง้ต้นในกร ะบวนการหมกัให้ได้เอทานอล 
เพราะเป็นปฏิกิริยาท่ีไมรุ่นแรงและมีความจ าเพาะสงู จึงไมก่่อให้เกิดสารข้างเคียงท่ีเป็นพิษตอ่
จลุินทรีย์  

การผลิตเอทานอลจากเศษวสัดทุางการเกษตรในปัจจบุนัเป็นท่ีสนใจอย่างมากเน่ืองจาก
เป็นการช่วยเพ่ิมมลูคา่ของวสัดท่ีุไมม่ีและลดการใช้เชือ้เ พลิงฟอสซิล (fossil fuel) แนวโน้มการใช้
เอทานอลในอนาคตประเมินกนัวา่จะมีอตัราเพ่ิมขึน้อย่างรวดเร็ว เน่ืองจากเป็นสารท่ีปลอดภยักบั
สิ่งแวดล้อม  ในการผลิตเอทานอลจะใช้เซลลโูลสเป็นแหลง่ของน า้ตาลกลโูคส โดยเซลลโูลส 
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สามารถเปลี่ยนเป็นเอทานอลได้ถึง 40 – 50 เปอร์เซ็นต์ แต่ หากมีการใช้เฮมิเซลลโูลสหรือไซแลน
เป็นวตัถดุิบเพ่ิมเติมก็จะเป็นการเพ่ิมปริมาณการผลิตเอทานอลให้สงูขึน้ได้ เน่ืองจากไซแลนท่ีพบ
ในผนงัเซลล์ของพืชนัน้มีมากถึง 20-30 เปอร์เซ็นต์ อย่างไรก็ตามยีตส์ ท่ีใช้ผลิตเอทานอลในเชิง
อตุสาหกรรม เช่น  Saccharomyces cerevisiea นัน้สว่นใหญ่ไมม่ีความสามารถในการหมกั 
น า้ตาลไซโลส (Kotter and Ciriacy, 1993) ท าให้การใช้ประโยชน์จากวสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตร
นัน้ได้ไมเ่ตม็ท่ี จึงท าให้ในอตุสาหกรรมการผลิตเอทานอลต้องสญูเสียน า้ตาลไซโลสไปอย่างเปลา่ 
ประโยชน์ 
 
แหล่งของไซแลเนส 
 ไซแลเนสพบได้ในจลุินทรีย์หลายชนิด เช่น แบคทีเรีย แอคติโนมยัสีท ยีสต์ รา การสร้าง         
ไซแลเนสโดยจลุินทรีย์จะเกิดขึน้ภายในเซลล์  จากนัน้จึงจะปลดปลอ่ยเอนไซม์ออกมาน อกเซลล์
เพ่ือย่อยสลายไซแลนตอ่ไป 
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ตารางท่ี 1 จลุินทรีย์บางชนิดท่ีสามารถสร้างไซแลเนสได้ 
 

ชนิดจุลินทรีย์ ปริมาณไซ
แลเนส 

เอกสารอ้างองิ 

แบคทีเรีย   
Bacillus amyloliquefaciens 12 U/ml Breccuia et al., 1998 
Bacillus stearothermophilus 21 U/ml Nanmori et al., 1990 
Bacillus sp. BP-23 26 U/ml Blanco et al., 1995 
Bacillus sp. K-1 58 U/ml Ratanakhanokchai et al., 1999 
Bacillus stearothermophilus T6 73 U/ml Khasin et al., 1993 
Bacillus subtilis 77 U/ml Pereira et al., 2002 
Bacillus subtilis 120 U/ml Gokhale and Deobagkar, 1989 
Bacillus subtilis H5 86 U/ml Khanongnuch et al., 1999 
Cellulomonas sp.  NCIM 2353 5.8 U/mg Chaudhary and Deobagkar, 1997 
Streptomyces sp. AMT-3 70 U/ml Nascimento et al., 2002 
Streptomyces sp.  81 U/ml Belfaquih et al., 2004 
     รา   
Aspergillus fumigatus 122 U/ml Svarachorn, 1999 
Aspergillus kawachii 143 U/ml Ito et al., 1992 
Aspergillus nidulans 164 U/ml Femandez-Espinar et al., 1994 
Aspergillus niger NCIM 1207 86 U/ml Gokhale et al., 1986 
Aspergillus sojae 125.14 U/ml Kimura et al., 1998 
Aspergillus sydowii MG49 68 U/ml Ghosh and Nanda, 1994  
Aureobasidium pullulans 2.59-373 U/ml Leathers et al., 1986 
Aureobasidium pullulans 7.70-94.30 U/ml Manitchotpisit et al., 2009 
Aureobasidium pullulans  NCIM1050 31 U/ml Karni et al., 1993 
Fusarium oxysporum F3 121 U/ml Christakopoulos et al., 1999 
Myceliophthora sp. 56 U/ml Chadha et al., 2004 
Penicillium capsulatum 55 U/ml Ryan et al., 2003 
Penicilliium herquei IFO 4674 60 U/ml Ito et al., 2003 
Penicillium sp. 71 U/ml Kimura et al., 2000 
Trichoderma harzianum  960 U/ml De Paula Silveira et al., 1999 
Trichoderma reesei PC-3-7 670 U/ml Xu et al., 1998 
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Aureobasidium pullulans 

A. pullulans เป็นเชือ้ราชนิดหนึ่งท่ีจดัอยู่ใน Phylum  Ascomycota มีลกัษณะคล้ายยีสต์ 
(yeast-like fungus) ส าหรับการจดัจ าแนกทางอนกุรมวิธานของ A. pullulans  มีดงันี ้(Yurlova et 
al., 1999; De Hoog and Yurlova, 1994)   

Kingdom   Fungi 
  Phylum   Ascomycota   
    Class   Dothideomycetes 
          Order   Dothideales  
                  Family   Dothideaceae     
                        Genus   Aureobasidium 
                              Species   Aureobasidium pullulans    
 

A. pullulans มีช่ือเดิมวา่ Pullularia pullulans และมีช่ือสามญัวา่ ”ยีสต์ด า” หรือ “Black 
yeast” เน่ืองจากสามารถผลิตเมด็สีเมลานิน (melanin pigment) ได้ในระหวา่งการเจริญเติบโต  
ท าให้โคโลนีมีสีด า A. pullulans  มีรูปร่างได้หลายลกัษณะ (polymorphic) ประกอบด้ วย เช่น   
บลาสโตสปอร์ (blastospore)  เซลล์พอง (swollen cell)  คลาไมโดสปอร์ (chlamydospore)   
เส้นใยแท้  (hyphae) หรือ เส้นใยเทียม  (pseudohyphae) เป็นต้น (Ramos and  Acha, 1975) 
(รูปท่ี 11) ทัง้นีก้ารเกิดรูปร่างแบบตา่งๆ มกัจะขึน้อยู่กบัปัจจยัทางสิ่งแวดล้อมเป็ นส าคญั            
ซึ่ง A. pullulans สามารถด ารงชีวิตในธรรมชาติได้ทัง้ ในอากาศ (airborne) (Punnapayak et al., 
2003) บนผิวใบไม้ (Prasongsuk  et al., 2005; Manitchotpisit et al., 2009) ผนงัห้องน า้  
(Prasongsuk  et al., 2005; Lotrakul et al., 2009)  และในฟองน า้ทะเ ล (Shigemori et al., 
1998) เป็นต้น 

จากรายงานการศกึษาท่ีผา่นมา ในช่วงแรก A. pullulans ถกูคดัแยก ในประเทศแถบเขต
อบอุน่ เช่น เยอรมนี แคนาดา เดนมาร์ก เนเธอร์แลนด์ ออสเตรีย องักฤษ และสหรัฐอเมริกา       
เป็นต้น แตต่อ่มามีรายงานวา่สามารถคดัแยก A. pullulans ได้ทัว่ไปทัง้ในแถบประเทศเขตร้อน 
เช่น บราซิล อินเดีย มาเลเซีย และจาไมกา เป็นต้น ในเขตแห้งแล้ง เช่น อียิปต์ อิรัก ปากีสถาน 
และ อฟัริกาใต้ เป็นต้น (Deshpande et al., 1992) และในเขตขัว้โลกเหนือ เช่น นอร์เวย์ (Zalar et 
al., 2008) ซึ่งจากรายงานท่ีผา่นมาพบวา่ A. pullulans นัน้สามารถพบได้ในหลากหลายสภาพ
ภมูิอากาศตัง้แตร้่อนจดัจนถึงหนาวจดั 
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ส าหรับในประเทศไทย มีรายงานวา่สามารถคดัแยก A. pullulans ได้จากเขตป่าสนเขา  

ผนงัห้องน า้ และผิวใบไม้ (Punnapayak et al., 2003; Prasongsuk  et al., 2005; Lotrakul et al., 
2009; Manitchotpisit et al., 2009) 

 
รูปท่ี 11 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ  A. pullulans ในช่วงตา่งๆ ของวงชีวิต 1.การสร้าง 
บลาสโตสปอร์ใหมโ่ดยการแตกหน่อ 2. การสร้างบลาสโตสปอร์โดยไมส่ร้างผนงักัน้ (aseptate)   
3. บลาสโตสปอร์ท่ีเปลี่ยนเป็นเซลล์พอง และเร่ิมสร้างเส้นใย 4. บลาสโตสปอร์ท่ีเปลี่ ยนเป็นเซลล์
พอง และเซลล์พองเร่ิมสร้างผนงั เซลล์ให้หนาขึน้  เปลี่ยนเป็น คลาไมโดสปอร์ 5. คลาไมโดสปอร์
เร่ิมสร้าง germ tubes และเส้นใย และ6. เส้นใยสร้างเมด็สีและผนงัเซลล์ให้หนาขึน้ (ท่ีมา: Romos 
and Acha, 1975) 
 
การจัดจ าแนก A. pullulans  
  1. การจดัจ าแนกโดยใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและสรีรวิทยา ได้แก่ 

  1.1 ลกัษณะของโคโลนีและลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล์  
  เมื่อ A. pullulans เจริญเติบโตบนอาหารกึ่งแขง็ Malt Extract Agar (MEA)        

ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั พบวา่โคโลนีของ A. pullulans จะมีเส้นผา่นศนูย์กลาง
ประมาณ 40 มิลลิเมตร โดยลกัษณะโคโลนีเรียบ และเป็นเมือก มีสีครีมหรือชมพใูนระยะแรกท่ี
เลีย้ง เมื่อเวลาผา่นไปโคโลนีอาจเปลี่ยนเป็นสีเข้มขึน้หรือเปลี่ยนเป็นสีอ่ืน เช่น สีเขียวมะกอก สีแดง 
เหลือง น า้ตาลออ่น และด า เป็นต้น มีเส้นใยสัน้ๆ ขึน้รอบๆ โคโลนี   ลกัษณ ะของเส้นใยเรียบ
โปร่งใสเห็น septum ชดัเจน ความกว้างเส้นใยประมาณ 3-12 ไมโครเมตร เมื่อเลีย้งนานขึน้อาจ
เปลี่ยนเป็นสีเข้ม และมีผนงัเซลล์หนาขึน้ เรียกวา่เป็น คลาไมโดสปอร์ (chlamydospore) มีการ
สร้างโคนีเดียจากภายใน (endoconidia) ด้านข้างหรือปลายของเส้นใย (Hermanides-Nijhof, 
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1977) ลกัษณะโคนิเดียปฐมภมูิ (primary conidia) เป็นเซลล์เดี่ยว คอ่นข้างกลม โปร่งใส ผนงั
เรียบ มีรูปร่างหลากหลายและมีขนาดแตกตา่งกนั มกัสร้างโคนิเดียทตุิยภมูิ (secondary conidia) 
ขนาดเลก็ หรือ budding cell โดยอาจสร้าง  secondary conidia ขนาดเลก็หลาย เซลล์โดยยงัติด
อยู่กบัเซลล์แม ่มีรูปร่างคล้ายกบันิว้มือ และเมื่อ secondary conidia หลดุออกไป ในบางเซลล์
อาจปรากฏแผลจากการหลดุออกของโคนิเดีย (bud scar) (Hermanides-Nijhof, 1977; Domsch 
et al., 1993) 
   1.2 การใช้แหลง่อาหารตา่งๆ กนั (Substrate utilization)    
   การใช้แหลง่อาหารตา่งๆ กนั  สามารถน ามาใช้ในการจดัจ าแนกได้ถึงในระดบั 
variety เช่น การใช้แหลง่คาร์บอน โดย A. pullulans var. pullulans จะสามารถใช้แลคโตส 
(lactose) และเมลธิลแอลฟาดีกลโูคส (methyl--D-glucose) เป็นคาร์บอนได้ แต่  A. pullulans 
var. aubasidani จะไมส่ามารถใช้แลคโตสและ เมลธิลแอลฟาดีกลโูคส เป็นคาร์บอนได้ (Yurlova 
and De Hoog, 1997) 

  1.3 การสร้างพอลิแซคคาไรด์  
  การสร้างพอลิแซคคาไรด์สามารถน ามาใช้ในการจดัจ าแนก A. pullulans ได้ 

เน่ืองจากวา่ลกัษณะโครงสร้างของพอลิแซคคาไรด์ ของแตล่ะ variety ตา่งกนัคือ  A. pullulans 
var. pullulans นัน้พอลิแซคคาไรด์ท่ีสร้างขึน้ประกอบด้วยน า้ตาลมอลโตไตรโอส หรือ มอลโตเต-  
ตระโอสตอ่กนัด้วยพนัธะแอลฟา 1,6 (-(1,6) linkages) (Leather, 2003) แตพ่อลิแซคคาไรด์ท่ี   
A. pullulans var. aubasidani  มีโครงสร้างเป็นกลแูคน (glucan) ท่ีตอ่กนัด้วยพั นธะแอลฟา         
1,4  บีตา 1,6  และ บีตา 1,3  ไกลโคซิดิก (Yurlova and De Hoog, 1997) 
  
 2. การจดัจ าแนกโดยใช้เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกลุ เช่น การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอ
ไทด์บริเวณ nuclear ribosomal DNA Internal transcribed spacer (ITS) (Yurlova et al., 1999; 
Punnapayak et al., 2003) เป็นต้น ส าหรับ Manitchotpisit และคณะ (2009) ได้ท าการวิเคราะห์
ล าดบันิวคลีโอไทด์ 5 ต าแหน่ง ได้แก่  internal transcribed spacer (ITS), intergenic spacer 1 
(IGS), translation elongation factor-1 alpha (EF-1α), beta tubulin (BT2) และ RNA 
polymerase II (RPB2) ซึ่งจากการศกึษาพบวา่ ในการจดัจ าแนกโดยใช้ ล าดบันิวคลีโอไทด์ ท่ี 
ต าแหน่ง  ITS, IGS, EF-1α และ BT2 สามารถจดัจ าแนก A. pullulans ได้เป็น 10 Clade แตถ้่า
หากใช้ ล าดบันิวคลีโอไทด์ ท่ีต าแหน่ง  RPB2 เข้ามาร่วมด้วยจะท าให้สามารถ  จดัจ าแนก            
A. pullulans  ได้เป็น 12 Clade และ อีก 1 Clade คือ กลุม่ท่ีไมใ่ช่ A. pullulans ท าให้สามารถจดั
จ าแนก A. pullulans ได้อย่างชดัเจนมากย่ิงขึน้ 
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 การประยุกต์ใช้ประโยชน์จาก A. pullulans  

A. pullulans  มีความส าคญัตอ่อตุสาหกรรมเป็นอย่างย่ิง เน่ืองจากสามารถผลิต          
พอลิเมอร์ชีวภาพ ท่ีเรียกวา่ พลูลแูลน (pullulan) ได้ ซึ่งพอลิเมอร์ดงักลา่วสามารถน าไปประยกุต์
ในอตุสาหกรรมตา่งๆ มากมาย เช่น อตุสาหกรรมยา อตุสาหกรรมเคร่ืองส าอาง อตุสาหกรรม
พลาสติก อตุสาหกรรมสิ่งทอ และงานด้านอิเลคโทรนิคส์ (Chi et al., 2009) อีกทัง้มีการใช้
ประโยชน์จาก A. pullulans ในการผลิตโปรตีนเซลล์เดี่ยว (single cell protein) (Deshpande et 
al., 1992) การน า A. pullulans มาใช้ในการผลิตสารต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่ Aspergillus spp. 
(Lotrakul et al., 2009) นอกจากนัน้ A. pullulans สามารถ ผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิด เช่น 
เอนไซม์อะไมเลส เป็นเอนไซม์ท่ีน ามาใช้ย่อยวตัถดุิบพวกแป้งให้เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีมีโมเลกลุเลก็ลง 
เช่น น า้ตาล มอลโทส (maltose) กลโูคส (glucose) เดกซ์ตริน (dextrin) ใช้มากในอตุสาหกรรม
ผลิตน า้เช่ือมกลโูคส  ลกูกวาด อตุสาหกรรมเคร่ืองดื่มแอลกอฮอล์  อตุสาหกรรมการหมกัท่ีใช้แ ป้ง
เป็นวตัถดุิบ อตุสาหกรรมการผลิตแป้งสาลีส าเร็จรูป เอนไซม์เพคติเนสใช้ในการย่อยสลายสาร    
เพคติน (pectin) ให้มีขนาดเลก็ลง  ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการผลิตผลิตภณัฑ์อาหารหลายอย่าง 
เช่น ใช้ในอตุสาหกรรมผลิตน า้ผลไม้ ไวน์ โกโก้ และกาแฟ เอนไซม์ไซแลเนส มาใช้ในอตุสาหกรรม
การฟอก เย่ือกระดาษ เพ่ือช่วยลดปริมาณการใช้คลอรีน รวมทัง้การน าไซแลเนสมาใช้ในการย่อย
เฮมิ-เซลลโูลส เพ่ือให้ได้น า้ตาลไซโลสส าหรับเป็นวตัถดุิบในการหมกัเป็นเอทานอล  (Burchhardt 
and Ingram, 1992) 
  
การศึกษาการผลิตไซแลเนส โดย A. pullulans  
 จากรายงานท่ีผา่นมาพบวา่  A. pullulans สายพนัธุ์ท่ี ผลิตเมด็สี อ่ืนๆ ท่ีไมใ่ช่สีด า  (color 
variant) สามารถผลิตไซแลเนสได้ในช่วง 2.67-373 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร  (Leathers, 1986) ได้มี
การศกึษาถึงความสามารถ ของ  A. pullulans ในการ ผลิตไซแลเนสได้ให้ในปริมาณมาก           
เช่น ศกึษาหาสายพนัธุ์ของ A. pullulans ท่ีสามารถผลิตเซลลเูลสและเฮมิเซลลเูลสในภาวะ solid 
state fermentation โดยใช้ ร าข้าวสาลี  (wheat bran ) เป็นแหลง่คาร์บอน ในการผลิตเอนไซม์       
ไซแลเนส โดยสามารถผลิตเอนไซม์ไซแลเนสได้ 5 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร (Leite et al., 2007) และการ
สร้างเอนไซม์ไซแลเนส ของ  A. pullulans เมื่อใช้วสัดทุางการเกษตร เช่น ร าข้าวสาลี ฟางข้าว    
ชานอ้อย เป็นแหลง่คาร์บอน โดยพบวา่ A. pullulans  สามารถผลิตเอนไซม์ไซแลเนสอยู่ในช่ วง       
0.60-10.20 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร (Karni et al., 1993) อีกทัง้ ยงัมี การประยกุต์ ไซแลเนส จาก             

A. pullulans มาใช้ประโยชน์ในอตุสาหกรรมตา่งๆ เช่น อตุสาหกรรมการท ากระดาษ และการขจดั
หมกึพิมพ์จากกระดาษ รีไซเคิล เป็นต้น  (Christov  et al., 1999) นอกจากนัน้ยงัมีการศกึษา ของ   
Li และ  Ljungdahl (1995) ถึงสามารถในการน ายีนท่ีสามารถ สงัเคราะห์ ไซแลเนส จาก              
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A. pullulans โดยการใช้ Escherichia coli เป็นเวกเตอร์ (vector) เพ่ือให้เกิดการแสดงออกของยีน
ใน Saccharomyces cerevisiae โดยใช้ GAL1 เป็นโปรโมเตอร์ (promoter) ใน pYES2 ซึ่งพบวา่
สามารถผลิตไซแลเนส 26.2 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร  
 
กระบวนการผลิตเอทานอลจากชีวมวลพืช 
 ในการผลิตเอทานอลสามารถผลิตได้โดยการน าชีวมวลพืชท่ีเป็นแหลง่พลงังานหมนุเวียน
มาเป็นวตัถดุิบ ซึ่งอาจจะเป็นแป้ง น า้ตาล หรือลิกโนเซลลโูลส (Lignocellulose) ชีวมวลอาจได้มา
จากผลิตภณัฑ์ท่ีเหลือทิง้จากกระบวนการอ่ืนๆ อาจเป็นน า้ทิง้ท่ีได้จากโรงงานอตุสาหกรรม หรือผล
พลอยได้และเศษวสัดจุากการเกษตร เช่น ฟางข้าว ซงัข้าวโพด เปลือกข้าวโพด โดยชีวมวลท่ีนิยม
น ามาใช้ในการผลิตเอทานอลจะเป็นพืชท่ีให้ความหวานเน่ืองจากมีน า้ตาลเพราะ สามารถ การ
น าเข้าสูก่ระบวนการหมกัได้ง่าย หรือเป็นพืชท่ีให้แป้ง เช่น ข้าว ข้าวโพด มนัส าปะหลงั จะน ามาบด
แล้วจึงย่อยให้แป้งกลายเป็น น า้ตาลก่อน สว่นวสัดทุางการเกษตรซึ่งเป็นสารประเภท ลิกโน
เซลลโูลสต้องน ามาผา่นกระบวนการย่อยด้วยกรดหรือเอนไซม์ให้กลายเป็นน า้ตาล และน าเข้าสู่
กระบวนการหมกัตอ่ไป (Perego et al., 1990) 
 
การผลิตเอทานอลจากน า้ตาลดีไซโลส 

ส าหรับการหมกัเอทานอลจากน า้ตาลไซโลส จลุินทรีย์ท่ีส ามารถเปลี่ยนน า้ตาลไซโลสให้ 
เป็นเอทานอล มีหลายชนิด  เช่น Pachysolen tannophilus (Punnapayak and Emert, 1986) 
Pichia stipitis (Perego et al., 1990) Pichia besseyi (Kurtzman and Wickerham, 1972) และ 

Candida shehatae (du Preez et al., 1984) จลุินทรีย์ เหลา่นีส้าม ารถเปลี่ยนน า้ตาลไซโลสเป็น
ไซลิทอล โดยเอนไซม์ไซโลสรีดกัเตส และจากนัน้ไซลิทอลเปลี่ยนเป็นไซลโูลส ซึ่งไซลโูลสท่ีเกิดขึน้
จะถกูเปลี่ยนตอ่ไปเพ่ือสร้างไพรูเวท ถ้ามีออกซิเจน ไพรูเวทจะเข้าสู่ วฏัจกัร  Tricarboxylic acid 
(TCA) cycle เพ่ือสร้างพลงังาน แตถ้่ามีออกซิเจนน้อยไพรูเวทจะถกูเปลี่ยนเป็นเอทานอล ในการ
หมกัเอทานอลจากน า้ตาลไซโลสนัน้ เกิดในสภาพท่ีมีออกซิเจนจ ากดัได้ดีกวา่ในสภาพท่ีไมม่ี
ออกซิเจนเลย  โดยออกซิเจนนัน้จะช่วยสง่เสริมให้มีการหายใจ แตถ้่าหากให้ออกซิเจนมากเกินไป
จะท าให้มีการหายใจมาก ซึ่งจะสง่ผล ท าให้มีการผลิตเอทานอล ได้น้อยลง  (du Preez et al., 
1984) 

กระบวนการหมกัเอทานอล โดยใช้ยีสต์จะเปลี่ยนน า้ตาลเป็นเอทานอลได้ 51.10 
เปอร์เซ็นต์ และคาร์บอนไดออกไซด์ 48.90 เปอร์เซ็นต์ โดยน า้หนกัของน า้ตาล นอกจากนัน้ยีสต์จะ
ใช้ส าหรับการเจริญและเปลียนเป็นผลพลอยได้อ่ืนๆ เช่น กลีเซอรอล (glycerol) กรดซคัซินิก 
(succinic acid) และอะซีตลัดีไฮด์ (acetaldehyde) เป็นต้น (Barrnett et al., 1979) 
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 ส าหรับไซโลสเมตาบอลิซึมของ  P. tannophilus เร่ิมจากไซโลสจะถกูเปลี่ยน ไปเป็น         

ไซลิทอล หลงัจากนัน้จะถกูเปลี่ยนไปเป็น ไซลโูลส และไซลโูลส-5-ฟอสเฟต ตามล าดบั ซึ่งไซลโูลส-
5-ฟอสเฟต จะเข้าสูวิ่ถีเพ็นโตส ฟอสเฟต (Pentose phosphate pathway) ได้เป็นกลีเซอเรลดีไฮด์-
3-ฟอสเฟต และเข้าสู่ วิถีไพ รูเวต จนได้ อะซิตอลดีไฮด์ ซึ่งจะถกู เปลี่ยนเป็นเอทานอล                   
และคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นผลิตภณัฑ์  แตถ้่าเข้า สู่วฏัจกัร  TCA จะได้เพีย งคาร์บอนไดออกไซด์
เท่านัน้ตามรูปท่ี 12  

 
 
รูปท่ี 12 ไซโลสเมตาบอลิซึมของ P. tannophilus   
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Pachysolen tannophilus  

จลุินทรีย์ท่ีใช้ในกระบวนการผลิตเอทานอล จากน า้ตาลดีไซโลส คือ  Pachysolen 
tannophilus ซึ่งเป็นเชือ้รา ท่ีมีการจดัจ าแนกอนกุรมวิธานของไว้ดงันี ้(Lodder, 1974)   

Kingdom   Fungi 
  Phylum   Ascomycota   
    Class   Ascomycetes 
          Order   Endomycetales 
                  Family   Saccharomycetaceae   
                        Genus   Pachysolen 
                              Species   Pachysolen tannophilus 

P. tannophilus เป็นยีสต์ท่ีนิยมน ามาใช้ในการหมกัเอทานอลจากน า้ตาลไซโลส เน่ืองจาก
มีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน า้ตาลไซโลสเป็นเอทานอลได้ถึง 60-70 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบคา่ทาง
ทฤษฎี (Schneider et al., 1983) 
 Slininger และคณะ (1982) ท าการเลีย้ง P. tannophilus ในถงัหมกัเพ่ือศกึษาถึง
ความสามารถในการผลิตเอทานอล เพ่ือน าไปประยกุต์ ในระดบัอตุสาหกรรม  พบวา่                     
P. tannophilus เจริญและผลิตเอทานอลได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ในภาวะท่ีต้องการ
ออกซิเจน P. tannophilus จะใช้ออกซิเจนเพ่ือใช้ในการเติบโตแตไ่มใ่ช่ในการผลิตเอทานอล โดย 
P. tannophilus จะสามารถผลิตเอทานอลได้ เมื่อมีคา่เร่ิมต้นปริมาณน า้ตาลไซโลสท่ีความเข้มข้น
ไมเ่กิน 50 กรัมตอ่ลิตร และ P. tannophilus จะถกูยบัยัง้เมื่อความเข้มข้นของเอทานอลมีมากเกิน
กวา่ 20 กรัมตอ่ลิตรขึน้ไป ส าหรับ Deverell (1983) ศกึษาP. tannophilus เพ่ือผลิตเอทานอลจาก
การย่อยสลายไม้ (wood hydrolysates) โดยพบวา่ P. tannophilus สามารถใช้น า้ตาลไซโลสเพ่ือ
ผลิตเอทานอลได้ทัง้ในภาวะท่ีมีและไมม่ีอากาศ โดยปริมาณเอทานอลและอตัราการผลิตจะขึน้อยู่
กบัการเพ่ิมปริมาณอากาศ แตป่ริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้จากภาวะจริงของการทดลองสงูสดุเพียง 
0.4 กรัมเอทานอลตอ่กรัมไซโลสเท่านัน้ ซึ่งขดัแย้งกบัปริมาณเอทานอลจากทางทฤษฎีท่ีควรเป็น 
คือ 0.51 กรัมเอทานอลตอ่กรัมไซโลส ซึ่งอาจเป็นเพราะ มีการสร้างผลิตภณัฑ์อ่ืนๆ อาทิ ไซลิทอล  
หรือกรดอะซิติกขึน้มาด้วย  
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บทที่ 3 
 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวจิัย                      
   อุปกรณ์ บริษัท / ประเทศ 

1. กล้องจลุทรรศน์รุ่น BX-51      Olympus/ Japan 
2. กล้องจลุทรรศน์รุ่น CH 30 RF200    Olympus/ Japan 
3. เคร่ือง Gas Chromatography     Varian/ USA 

รุ่น Model 7AG, Shimadzu 
4. เคร่ือง High Performance Liquid Chromatography  Varian/ USA 

รุ่น Prostar 
5. เคร่ืองเขย่า (Shaker) รุ่น SPL15     Labcon/The Republic  

of South  Africa 
6. เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง รุ่น BL610    Sartorius/ Germany 
7. เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง รุ่น TC-205     Denver Instrument  

        Company/USA 
8. เคร่ืองป่ันเหว่ียง รุ่น Rotofix32    Hettich/ Germany  
9. เคร่ืองวดัคา่ความเป็นกรดดา่ง (pH meter) รุ่น PP-50  Sartorius/ Germany 
10. ชดุกรอง Ultrafiltration รุ่น Viva science 250  Sartorius/ Germany 
11. ชดุ Membrane Ultrafiltration    Sartorius/ Germany 
12. ตู้เขี่ยเชือ้แบบ Laminar Flow รุ่น BV 123    ISSOC/ Thailand 
13. ตู้อบ (Hot air oven)     Binder / USA 
14. ถงุไดอะไลซิส รุ่น Cello Sep (MWCO 12000-14000)  Membrane Filtration  

Products, Inc., /USA  
15. หม้อนึ่งความดนัไอน า้ (Autoclave)                                   Ta Chang Medical 

        Instrument Factory/ Taiwan 
16. อปุกรณ์นบัเมด็เลือด (Haemacytometer)                 Brand/ Germany 
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3.2 สารเคมีท่ีใช้ในงานวจิัย 
     สารเคมี บริษัท / ประเทศ 

1. กรดซลัฟริูกเข้มข้น (conc. H2SO4)   Merck/ Germany 
2. กรดอะซิติก (CH3COOH)    Merck/ Germany 
3. กลโูคส Glucose (C6H12O6)    Sigma/ USA 
4. คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4)      Carlo Erba Reagent/ Italy 
5. ซูโครส Sucrose (C12H22O11)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
6. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)     Merck/ Germany 
7. โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
8. โซเดียมซลัเฟต (Na2SO4)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
9. โซเดียมไนเตรต (NaNO3)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
10. โซเดียมโปตสัเซียมทาร์เทรต NaK Tartrate (Rochelle salt)Carlo Erba Reagent/ Italy 

(KNaC4H4O6.4H20)  
11. โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCO3)   Carlo Erba Reagent/ Italy 
12. โซเดียมอาซีเนทไดเบซิกเฮปตะไฮเดรต (Na2HAsO4.7H20) Carlo Erba Reagent/ Italy 
13. ไซแลน (birch wood xylan)    Fluka/ Switzerland 
14. โปแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  Carlo Erba Reagent/ Italy 
15. ไดโปแทสเซียมโฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  Carlo Erba Reagent/ Italy 
16. ผงมอลท์สกดั (Malt extract)    Difco/ USA 
17. ผงยีสต์สกดั (Yeast extract)    Difco/ USA 
18. เมทานอล (CH3OH)     Carlo Erba Reagent/ Italy 
19. แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)  Carlo Erba Reagent/ Italy 
20. วุ้นผงตรานางเงือก     พฒันสินเอนเตอร์ไพรส์/  

       ประเทศไทย 
21. เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์      องค์การสรุา กรมสรรพสามิต /  

       ประเทศไทย 
22. แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl)    Merck/ Germany 
23. แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4)    Carlo Erba Reagent/ Italy 

       และ Schrlau / Spain 
24. แอมโมเนียมโมลิบเดท (H24Mo7N6O24)   Mallinckrodt/ 
25. แอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรต (C4H8N2O3.H2O)  Fluka/ Switzerland 



24 
 
3.3 เชือ้จุลินทรีย์ท่ีใช้ในงานวจิัย 

 ยีสต์ Pachysolen tannophilus สายพนัธุ์ NRRL-Y2460 ได้รับมาจาก  Microbial 
Genomics and Bioprocessing Research Unit, United States Department of Agriculture 
ประเทศสหรัฐอเมริกา การเตรียมหวัเชือ้ ท าโดยเลีย้ง P. tannophilus สายพนัธุ์ NRRL-Y2460    
ในอาหารสตูร Yeast Malt Broth (YMB) (Atlas, 1993) (ภาคผนวก ก ) ท่ีอณุหภมูิ 30 องศา -
เซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั  

ส าหรับการเก็บ  P. tannophilus สายพนัธุ์ NRRL-Y2460 ไว้เป็น stock culture ท าโดย
เลีย้งเชือ้ในอาหาร YMB เป็นเวลา 2-3 วนั จากนัน้เก็บเชือ้ในหลอดฝาเกลียวปลอดเชือ้             
เติมสารละลายกลีเซอรอลจนมีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 30 เปอร์เซ็นต์  (v/v) จากนัน้น าไปเก็ บท่ี     
-20 องศาเซลเซียส 
 
3.4 วธีิการด าเนินงานวจิัย  
3.4.1 การคัดแยกและจ าแนกชนิด Aureobasidium pullulans 

3.4.1.1 การคดัแยก A. pullulans 
 ท าการเก็บตวัอย่างใบไม้ จากพืน้ท่ีตา่งๆ ในประเทศไทย  เพ่ือน ามาคดัแยก  A. pullulans  
ในห้องปฏิบตัิการ  โดยน าตวัอย่างใบไม้ม าเจาะด้วยท่ีเจาะกระดาษ แล้วน าไปวางบนบนอาหาร
แขง็สตูร Malt Extract Agar (MEA) (Atlas, 1993) (ภาคผนวก ก ) ท่ีผสม Rose b engal 0.01
เปอร์เซ็นต์  (w/v) และเติม Chloramphenicol 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก ) บ่มท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 3 วนั  เมื่อได้โคโลนียีสต์ท่ีเจริญบนจานเพาะเลีย้งแล้ว น ามาเลีย้งในอาหาร
สตูร Potato Dextrose Agar (PDA) (Atlas, 1993) (ภาคผนวก ก)  และ Yeast Malt Agar (YMA) 
(Atlas, 1993) (ภาคผนวก ก) จนได้เชือ้บริสทุธ์ิตอ่ไป 

3.4.1.2 การจ าแนกชนิด A. pullulans 
ท าการจ าแนกชนิด A. pullulans  โดยอาศยัลกั ษณะทางสณัฐานวิทยา  โดยท าการ

เปรียบเทียบกบัลกัษณะ A. pullulans  ท่ีสงัเกตได้กบัลกัษณะท่ี อธิบายโดย Hermanides-Nijhof 
(1977)  โดยน าเชือ้ท่ีคดัแยกได้มาเลีย้งบนอาหาร MEA ท่ีอณุหภมูิห้อง  เป็นเวลา 7 วนั เพ่ือศกึษา
ลกัษณะของโคโลนีบนอาหารแขง็ และเตรียมสไลด์ของเชือ้ท่ีเ ลีย้งในอาหารเหลวสตูร  YMB       
เพ่ือสงัเกตรูปร่างและลกัษณะของเซลล์ ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
 
3.4.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไซแลเนส  
 3.4.2.1 การ ตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไซแลเนส โดยวิธี plate 
screening  

http://www.usda.gov/
http://www.usda.gov/
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 ท าการเลีย้ง A. pullulans  ท่ีคดัแยกได้ บนอาหารสตูร Yeast Malt Xylan Agar (YMXA) 
(ภาคผนวก ก) เพ่ือตรวจการสร้างวงใส (clear zone) (Christov and Prior, 1993) 
 3.4.2.2 การวดัไซแลเนสแอกติวิตีเชิงปริมาณ  
 ท าการเตรียมเซลล์เร่ิมต้นของ A. pullulans โดยเขี่ย A. pullulans 1 โคโลนีลงในอาหาร
สตูร Basal Medium ท่ีเติม 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) น า้ตาลกลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอน (Leathers et al., 
1984) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 50 มิลลิลิตร น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่า
ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั ท าการนบัเซลล์โดย                    
ใช้ Haemacytometer (ภาคผนวก ง ) จากนัน้เติมเซลล์เร่ิมต้น (2.5 ×107 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร ) 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  ลงในอาหารสตูร Xylanase Production Medium (XPM) ท่ีเติม                 
1 เปอร์เซ็นต์  (w/v) น า้ตาลไซแลนเป็นแหลง่คาร์บอน (Leathers et. al, 1984) (ภาคผนวก ก ) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด  50 มิลลิลิตร น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ      
150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั  จากนัน้น าอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีได้มา
แยกเซลล์ของ A. pullulans ออก  โดยการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ วรอบ 5,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา       
10 นาที  น าสว่นน า้ใสไป ท าการวดัแอกติวิตีของ ไซแลเนสตามวิธีของ เนริสา  คณุประทมุ  (2543) 
(ภาคผนวก ข) เพ่ือคดัเลือกสายพนัธุ์ของ A. pullulans ท่ีผลิตไซแลเนสได้มากท่ีสดุ  โดยแอกติวิตี
ของไซแลเนส 1 ยนิูต  คือ ปริมาณของเอนไซม์ท่ีสาม ารถย่อยสลาย ไซแลน  ให้เป็น ไซโลส                
1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้ภาวะท่ีใช้ทดสอบ  
 3.4.2.3 การคดัเลือก A. pullulans ท่ีผลิตไซแลเนสท่ีมีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู 
 ท าการคดัเลือกสายพนัธุ์ของ A. pullulans ท่ีผลิตไซแลเนสท่ีมีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู 
โดยท าการเตรียมไซแลนเนสตามวิธีในข้อ 3.4.2.2 น าสว่นน า้ใสท่ีได้ไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนน ามาท าการวดัแอกติวิตีท่ีภาวะปกติ  ค านวณแอกติวิตี สมัพทัธ์ 
โดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอนไซม์ ท่ีท าการวดัหลงัจากเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา       
1 ชัว่โมง ท าการทดลอง 3 ซ า้และ  น าข้อมลูท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

3.4.2.4 การตรวจสอบการสร้าง EPS  
 ท าการเตรียมเซลล์เร่ิมต้นของ A. pullulans โดยเติม A. pullulans 1 โคโลนีลงในอาหาร
สตูร  YMB ปริมาตร 100 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด  250 มิลลิลิตร  น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่า             
ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั ท าการนบัเซลล์โดย
ใช้ Haemacytometer  จากนัน้เติมเซลล์เร่ิมต้น (2.5 ×107 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
ลงในอาหารสตูร Production Medium (PM) (Ueda et al., 1963) (ภาคผนวก ก ) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เขย่าท่ี 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง  เป็นเวลา 7 วนั  
จากนัน้ท าการป่ันเหว่ียงเพ่ือแยกเซลล์ออกท่ี 6,000 รอบตอ่นาที  เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าสว่น    
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น า้ใสมาตกตะกอน EPS ด้วยเอทานอล  (95 เปอร์เซ็นต์ ) ในสดัสว่น 2:1 (เอทานอล :สว่นน า้ใส )    
เขย่าฟลาสก์เพ่ือให้ EPS ตกตะกอน ใช้แท่งแก้วเขี่ยตะกอน EPS มาวางบนกระดาษกรอง  
Whatman No.1 น า EPS ท่ีได้ไปอบให้แห้งท่ี 60 องศาเซลเซีย ส จนน า้หนกัคงท่ี ท าการทดลอง      
3 ซ า้แล้วน าข้อมลูน า้หนกัแห้งของ EPS และน า้หนกัแห้งของเซลล์ท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและ          
สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
 

3.4.2.5 การเก็บรักษา A. pullulans 
ท าการเก็บ  A. pullulans  ไว้เป็น stock culture โดยท าเช่นเดียวกบัวิธีการเก็บ                 

P. tannophilus สายพนัธุ์ NRRL-Y2460  
 
3.4.3 การศึกษาการเติบโตและการผลิตเอนไซม์ไซแลเนสของ A.  pullulans  

คดัเลือก A. pullulans ท่ีมีความสามารถในการผลิตไซแลเนสได้มากท่ีสดุและ/หรือมีความ
เสถียรท่ีอณุหภมูิสงูมากท่ีสดุจากข้อ 3.4.2.3 มาท าการศกึษาอตัราการเติบโตและช่วงเวลาท่ีผลิต          
ไซแลเนสโดยเลีย้งในอาหารสตูร XPM ท่ีเติม 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) น า้ตาลไซแลนเป็นแหลง่คาร์บอน 
ตามวิธีในข้อ 3.4.2.2 เก็บตวัอย่างทกุ 12 ชัว่โมง  ท าการนบัเซลล์โดยใช้ Haemacytometer     
และน าสว่นน า้ใสไปวดัแอกติวิตีของไซแลเนส ท าการทดลอง 2 ซ า้แล้วน าคา่เฉล่ียของจ านวนเซลล์        
และแอกติวิตีของไซแลเนสท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและช่วงพิสยั พร้อมทัง้สร้างกราฟเทียบกบัเวลา 
 
3.4.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซแลเนส                                                                                                                                                           

ท าการศกึษาหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต ไซแลเนส ของ A. pullulans ท่ีคดัเลือกไว้   
โดยปรับองค์ประกอบในสตูรอาหาร XPM ท าการเลีย้ง  A. pullulans ในอาหารปริมาตร 100 
มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที  
ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และเก็บตวัอย่างในเวลาท่ีมีการผลิตไซแลเนสสงูท่ีสดุตามข้อมลูท่ีได้
ในข้อ 3.4.3 ส าหรับภาวะของการเลีย้งท่ีท าการปรับในแตล่ะขัน้ตามล าดบัมีดงันี ้

3.4.4.1 แหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม (จมกูข้าวสาลี ซงัข้าวโพด และร าข้าว  ท่ีความเข้มข้น               
1 เปอร์เซ็นต์ (w/v)) 

3.4.4.2 แหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม (เปปโตน  โซเดียมไนเตรต  และแอมโมเนียมซลัเฟต             
ท่ีความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ (w/v))  

3.4.4.3 อณุหภมูิ (30 35 และ 40 องศาเซลเซียส) 
3.4.4.4 ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหาร (pH 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0) 
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โดยวดัการเติบโตและแอกติวิตีตามวิธีในข้อ 3.4.3 และ 3.4.2.2 ตามล าดบั ท าการทดลอง       
3 ซ า้ น าข้อมลูท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
3.4.5 การเตรียมเอนไซม์ไซแลเนสเพื่อศึกษาลักษณะสมบัติ 

3.4.5.1 การเตรียมเอนไซม์ไซแลเนส  
ท าการเลีย้ง A. pullulans ตามภาวะท่ีเหมาะสมท่ีได้ในข้อ 3.4.4 แยกสว่นน า้ใสมาท าให้มี

ความเข้มข้นของไซแลเนสสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั (Ultrafiltration)  จากนัน้ตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซลัเฟต (Ammonium sulfate precipitation) ท่ีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม  ก่อนน าไป
ศกึษาลกัษณะสมบตัิตอ่ไป 

3.4.5.1.1 การท าให้เอมไซม์มีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั  
  ท าการเลีย้ง A. pullulans ตามภาวะท่ีได้ในข้อ 3.4 โดยน าอาหารเหลวท่ีได้ไปท า

การป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้ท าการกรองด้วย     
กระดาษกรอง  Whatman No.1 วดัปริมาตร สว่นน า้ใสท่ีได้ แล้วน ามาท าให้มีความเข้มข้นของ        
ไซแลเนสสงูขึน้ด้วยเคร่ืองอลัตราฟิลเตรชนั  Viva Flow 25 (Sartorius, Germany) โดยการใช้ 
membrane cut off ท่ี 10,000 Da ภายใต้ความดนัของก๊าซไนโตรเจน 3 บาร์ ท าการวดัแอกติวิตี
ของ ไซแลเนสทัง้สว่นน า้ใสท่ีกรองผา่นเ มมเบรนและสว่นท่ีกรองไมผ่า่นเมมเบรนตาม วิธีใน           
ข้อ 3.4.2.2 ท าการทดลอง 3 ซ า้ น าข้อมลูท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

  3.4.5.1.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต  
  น าสว่นน า้ใสท่ีมีแอกติวิตีของไซแลเนสมากท่ีสดุท่ีได้จากข้อ 3.4.5.1.1 มาท าการ

วดัปริมาตรเร่ิมต้นแล้วค านวณปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตเร่ิมต้นท่ี 20 เปอร์เซ็นต์  คอ่ยๆ          
เติมแอมโมเนียมซลัเฟตลงไป พร้อมทัง้กวนเบาๆ เมื่อแอมโมเนียมซลัเฟตละลายหมดแล้ว          
ท าการกวนทิง้ไว้เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ในกระบะน า้แขง็ หลงัจากนัน้ท าการป่ันเหว่ียงท่ี ความเร็ว 
6,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ  4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 นาที แยกตะกอนโปรตีนออกจา ก
สารละลาย   น าสว่นของเหลวมาท าการวดัปริมาตร เพ่ือตกตะกอนโปรตีนในช่วงความเข้มข้น     
ของแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีสงูขึน้โดยการเติมแอมโมเนียมซลัเฟตให้ได้ความเข้มข้น 40 60 80 และ 
100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั น าสว่นตะกอนท่ีได้จากแตล่ะช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียม -      
ซลัเฟตมาละลายใน   50 mM Sodium phosphate buffer (pH 7.0) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร        
แล้วน ามาใสใ่นถงุไดอะไลซิส (Cello Sep, MWCO 12,000-14,000, Membrabe Filtration 
Products, Inc., USA)  ท าการไดอะไลซิสใน  50 mM Sodium phosphate buffer (pH 7.0)        
ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยนบฟัเฟอร์ทกุ 6 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมงหรือจนกวา่เกลือ
ในถงุไดอะไลซิสแพร่ออกมาจนหมด จากนัน้น าเอนไซม์แตล่ะสว่นท่ีได้มาท าการป่ันเหว่ียงท่ี
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ความ เร็ว 9,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที วดัปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของ Lowry            
(Lowry et al., 1951) โดยใช้ Bovine Serum Albumin (BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐาน และ            
ท าการวดัแอกติวิตีของเอนไซม์ตามวิธีในข้อ 3.4.2.2  

3.4.5.2 การศกึษาลกัษณะสมบตัิของไซแลเนส 
  3.4.5.2.1 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่ง ท่ีมีตอ่การท างานของไซแลเนส 
  ท าการวดัแอกติวิตีตามวิธีในข้อ 3.4.2.2 แตป่รับความเป็นกรดดา่งของ      

reaction mixture ให้เป็น pH 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0 โดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์ตา่งๆ ได้แก่    
50 mM Sodium acetate buffer (pH 4.0 และpH 5.0) 50 mM Sodium citrate buffer           
(pH 5.0และpH 6.0) และ50 mM Sodium phosphate buffer (pH 6.0 7.0 และ 8.0) ค านวณ
แอกติวิตีสมัพทัธ์ โดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอนไซม์ท่ีบ่มใน 50 mM Sodium phosphate 
buffer (pH 7.0) เป็นเวลา 10 นาที 
   3.4.5.2.2 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของไซแลเนส 
   ท าการวดัแอกติวิตีตามวิธีในข้อ 3.4.2.2 โดยบ่ม reaction mixture ท่ีอณุหภมูิ    
30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส  ค านวณแอกติวิตีสมัพทัธ์ โดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตี           
ของเอนไซม์ท่ีบ่ม reaction mixture ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
   3.4.5.2.3 การศกึษาผลของ pH ท่ีมีตอ่ความเสถียรของไซแลเนส  
   น าไซแลเนสไปบ่มในบฟัเฟอร์ท่ี pH 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  
ก่อนน ามาวดัคา่แอกติวิตีตามวิธีในข้อ 3.4.2.2 ในภาวะปกติ  ค านวนแอกติวิตี สมัพทัธ์โดย
เปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอนไซม์ท่ีท าการวดัหลงัจากท่ีบ่มเอนไซม์ใน 50 mM Sodium 
phosphate buffer (pH 7.0) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
   3.4.5.2.4 ศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของไซแลเนส  
   น าไซแลเนส ไปบ่มท่ีอณุหภมูิ  4 28(อณุหภมูิห้อง ) 30 40 50 และ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  ก่อนน ามาวดัคา่แอกติวิตีตามวิธีในข้อ 3.4.2.2 ในภาวะปกติ          
ค านวนแอกติวิตีสมัพทัธ์โดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอนไซม์ท่ีท าการวดัหลงัจากท่ีบ่มเอนไซม์
ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

  ท าการทดลอง 3 ซ า้และน าข้อมลูท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
 
 



29 
 
3.4.6 การย่อยเฮมิเซลลูโลสและการผลิตเอทานอลด้วยการย่อยสลายและการหมักแบบ
แยกส่วน (separate hydrolysis and fermentation, SHF) กระบวนการหมักและย่อยสลาย
แบบต่อเน่ือง (simultaneous sacchrification and fermentation, SSF) 

3.4.6.1 การย่อยเฮมิเซลลโูลส และการวดัความสามารถในการย่อยสลายเฮมิเซลลโูลส    
ในวชัพืช 

  3.4.6.1.1 การย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วยกรด 
 อบวชัพืช ให้แห้งและบดให้เป็นผง  ก่อนน าไปร่อนด้วยตะแกรงแล้วน า มาปรับ

สภาพตามวิธีของ  Cheng et al. (2007) โดยใช้กรดซลัฟริูกเข้มข้ น 0.5 เปอร์เซ็นต์  (w/v) ผสมกบั
วชัพืชในสดัสว่น 1:10 (วชัพืช (กรัม): กรดซลัฟริูกเข้มข้น (มิลลิลิตร)) จากนัน้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ภายใต้
ความดนัไอน า้ ท่ีอณุหภมูิ  121°C นาน 20 นาที ตัง้ทิง้ไว้ให้เย็น น าไปเขย่า ท่ีความเร็วรอบ 150   
รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส จากนัน้เก็บของเหลวท่ีได้จากการย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วย
กรดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณน า้ตาลไซโลส กลโูคส และ  
อะราบิโนส ด้วยเคร่ือง HPLC โดยใช้คอลมัน์ Lichorocart-NH2 ขนาด 250×4.0 มิลลิเมตร         
ใช้ 90 เปอร์เซ็นต์  acetonitrile ในน า้ เป็น mobile phase และใช้ Refractive Index Detector 
ค านวณปริมาณน า้ตาลโดยน าคา่พืน้ท่ีใต้กราฟท่ีได้เทียบกบักราฟมาตรฐานของน า้ตาลแตล่ะชนิด  
(ภาคผนวก จ)  

 
  3.4.6.1.2 การย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วยเอนไซม์ 
  น าผงวชัพืช ท่ีอบแห้ง แล้ว 3 กรัม  ของน า้หนกัแห้ง  ใส่ลงในฟลาสก์ขนาด  500 

มิลลิลิตร เติม 50 mM Sodium phosphate buffer (pH 7.0) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  จากนัน้น าไป
นึ่งฆ่าเชือ้ภายใต้ความดนัไอน า้ ท่ีอณุหภมูิ  121°C นาน 20 นาที ตัง้ทิง้ไว้ให้ เย็น จากนัน้เติม
เอนไซม์ไซแลเนส 66.47 มิลลิยนิูต  น าไปเขย่า ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 
องศาเซลเซียส แล้วเก็บของเหลวท่ีได้จากการย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วย เอนไซม์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร   
ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณน า้ตาลไซโลส กลโูคส และ  อะราบิโนส ด้วยเคร่ือง 
HPLC 

 
3.4.6.2 การผลิตเอทานอลด้วยการย่อยสลายและการหมกั แบบแยกสว่น (separate 

hydrolysis and fermentation, SHF) และกระบวนการหมกัและย่อยสลายแบบตอ่เน่ือง 
(simultaneous sacchrification and fermentation, SSF) 
   เตรียมเซลล์ เร่ิมต้น P. tannophilus สายพนัธุ์ NRRL-Y2460 โดยเลีย้งในอาหาร
เหลวส าหรับ P. tannaophilus (ภาคผน วก ก ) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด  250 
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มิลลิลิตร น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 14 ชัว่โมง (Cheng et al., 2007) จากนัน้ท าการนบัเซลล์  P. tannophilus โดยใช้ 
Haemacytometer 

 3.4.6.2.1 การผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการหมกัแบบ SHF  
   น าฟลาสก์วชัพืชท่ีผา่น การย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วยกรด  มาปรับให้เป็นกลางด้วย   
1 N NaOH จากนัน้เติมเซลล์เร่ิมต้น (2.5 ×107 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตรและอาหาร
สตูร Fermentation Medium (Cheng et al., 2007) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าท่ี 
150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 

 
 3.4.6.2.2 การผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการหมกัแบบ SSF 

  น าฟลาสก์วชัพืชท่ี เติม 50 mM Sodium phosphate buffer (pH 7.0) ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร ท่ีผา่นนึ่งฆ่าเชือ้ภายใต้ความดนัไอน า้ ตัง้ทิง้ไว้ให้ เย็น จากนัน้เติมเอนไซม์ไซแลเนส 
66.47 มิลลิยนิูต และเติมเซลล์เร่ิมต้น (2.5 ×107 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร) ของ P. tannophilus ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร และอาหาร อาหารสตูร Fermentation Medium (Cheng et al., 2007) (ภาคผนวก ก ) 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าท่ี 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  
   ท าการตรวจสอบปริมาณของแอลกอฮอล์ท่ีเกิดขึน้ในวนัท่ี  3 5 และ 7 ของการ
หมกัโดยเทคนิค Gas Chromatography (สภุาภรณ์ โสภณพฒันะโภคา , 2546) โดยใช้คอลมัน์ 
Porapak Q column แบบ ionization detector แล้วน าพืน้ท่ีใต้กราฟท่ีได้มาค านวณ ปริมาณ        
เอทานอลเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน ท าการทดลอง 3 ซ า้และน าข้อมลูท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและ
สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การคัดแยกและจ าแนกชนิด Aureobasidium pullulans 

4.1.1 การคดัแยก A. pullulans 
  จากการส ารวจ เก็บตวัอย่าง และคดัแยก A. pullulans จากใบไม้ชนิดตา่งๆ จ านวน 239 

ตวัอย่างใบไม้ (ช่วงเดือนพฤศจิกายน พ .ศ. 2550 – พฤษภาคม พ .ศ. 2551) ในพืน้ท่ี 19 จงัหวดั 

คือ กรุงเทพฯ  กาญจนบรีุ  ชลบรีุ  ชยันาท  ชมุพร  เชียงราย เชียงใหม่  นครปฐม  นครศรีธรรมราช 

นนทบรีุ  ประจวบคีรีขนัธ์  พิษณโุลก  เพชรบรูณ์  แมฮ่่องสอน ร้อยเอด็  ลพบรีุ  สิงห์บรีุ  สโุขทยั  และ

อดุรธานี (รูปท่ี13) พบวา่สามารถคดัแยกราท่ีมีลกัษณะคล้าย A. pullulans ได้ทัง้หมด 20          

ไอโซเลต จากใบไม้ของพืช 16 ชนิด ดงันี ้หกูวาง ปลาหมกึยกัษ์ โมก เลบ็ครุฑ มะขาม แก้ว ชงโค 

เขม็ แค มะละกอ อินทนิน ชงโค พิกลุ กระถินณรงค์ ไทร และกนัเกรา ซึ่งใบไม้เหลา่นีเ้ก็บจากพืน้ท่ี 

4 จงัหวดั ดงันี ้กรุงเทพฯ ชลบรีุ นครปฐม และร้อยเอด็ (ตารางท่ี 2)  
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รูปท่ี 13 สถานท่ีเก็บตวัอย่างใบไม้ท่ีน ามาคดัแยก A. pullulans    
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ตารางท่ี 2 ไอโซเลตของ A. pullulans ท่ีคดัแยกได้ ชนิดของตวัอย่างพืชท่ีพบ สถานท่ีและวนัท่ีเก็บตวัอย่าง 

Isolates ชนิดของใบไม้ ชื่อวทิยาศาสตร์ จากสถานท่ี วันท่ีเก็บตัวอย่าง 
No.1 หกูวาง Terminalia catappa Linn. เขตปทมุวนั จ.กรุงเทพฯ 20 พ.ย. 50 
No.2 ปลาหมึกยกัษ์ Scheffler actinophylla เขตปทมุวนั จ.กรุงเทพฯ 20 พ.ย. 50 
No.15 โมก Wrightia religiosa Benth. เขตปทมุวนั จ.กรุงเทพฯ 10 ก.พ. 51 

No.16 เลบ็ครุฑ Polyscias fruticosa (L.) Harms เขตปทมุวนั จ.กรุงเทพฯ 10 ก.พ. 51 
No.27 มะขาม Tamarindus indica Linn. เขตลมุพนีิ จ.กรุงเทพฯ 22 เม.ย. 51 

No.55 แก้ว Murraya paniculata. อ าเภอเกาะสีชงั จ.ชลบรีุ 18 เม.ย. 51 
No.59 ชงโค Bauhinia purpurea Linn. อ าเภอเกาะสีชงั จ.ชลบรีุ 18 เม.ย. 51 
No.63 เข็ม Ixora chinensis Lamk. อ าเภอเกาะสีชงั จ.ชลบรีุ 18 เม.ย. 51 

No.66 แค Gliricidia sepium (Jacq.) Steud. อ าเภอสามพราน จ.นครปฐม 21 เม.ย. 51 
No.83 มะละกอ Carica papaya Linn. อ าเภอธวชับรีุ จ.ร้อยเอ็ด 21 เม.ย. 51 

No.92 อินทนนิ Lagerstroemia speciosa (L.) Pers. อ าเภอธวชับรีุ จ.ร้อยเอ็ด 21 เม.ย. 51 
No.98 ชงโค Bauhinia purpurea Linn. อ าเภอธวชับรีุ จ.ร้อยเอ็ด 21 เม.ย. 51 
No.102 พกิุล Mimusops elengi Linn. อ าเภอธวชับรีุ จ.ร้อยเอ็ด 21 เม.ย. 51 

No.107 กระถินณรงค์ Acacia auriculaeformis , Cunn. อ าเภอธวชับรีุ จ.ร้อยเอ็ด 23 เม.ย. 51 
No.109B ไทร Ficus altissima Blume. อ าเภอธวชับรีุ จ.ร้อยเอ็ด 23 เม.ย. 51 

No.109P ไทร Ficus altissima Blume. อ าเภอธวชับรีุ จ.ร้อยเอ็ด 23 เม.ย. 51 
No.114 กนัเกรา Millingtonia hortensis Linn. อ าเภอธวชับรีุ จ.ร้อยเอ็ด 23 เม.ย. 51 
No.149 หกูวาง Terminalia catappa Linn. อ าเภอศรีราชา จ.ชลบรีุ 4 พ.ค. 51 

No.150 O กระถินณรงค์ Acacia auriculaeformis , Cunn. อ าเภอศรีราชา จ.ชลบรีุ 4 พ.ค. 51 
No.150 W กระถินณรงค์ Acacia auriculaeformis , Cunn. อ าเภอศรีราชา จ.ชลบรีุ 4 พ.ค. 51 
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4.1.2 การจ าแนกชนิด A. pullulans 
น าเชือ้ A. pullulans ท่ีท าการคดัแยกจนได้โคโลนีเดี่ยวแล้วจ านวน  20 ไอโซเลตมาเลีย้ง

บนอาหารสตูร PDA MEA YMA และ YMX ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั เพ่ือศกึษาลกัษณะการ
เจริญของโคโลนีบนอาหารแขง็ (ตารางท่ี 2) และศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล์ภายใต้
กล้องจลุทรรศน์ โดยการเตรียมสไลด์ของ A. pullulans ท่ีเลีย้งในอาหารเหลวสตูร YMB ท่ีบ่มบน
เคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 วนั พบวา่ลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาของ  A. pullulans แตล่ะไอโซเลตมีความคล้ายคลงึกนัหลายประการ คือ เซลล์มี   
การเจริญโดยการเพ่ิมจ านวนเซลล์แบบแตกหน่อ โดยลกัษณะของเซลล์ท่ีเกิดขึน้มีทัง้แบบ    
บลาสโตสปอร์  เซลล์พอง โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย คลาไมโดสปอร์ เส้นใยสร้างเมด็สี    
และแบบเส้นใย นอกจากนัน้พบวา่ A. pullulans จ านวน 5 ไอโซเลตสามารถ สร้างเมด็สี ชนิดอ่ืนๆ 
ท่ีไมใ่ช่สีด า (color variants) (ตารางท่ี 3) ทัง้นีพ้บวา่ A. pullulans 7 ไอโซเลต สามารถวงสี     
(color ring) ได้ เมื่อ A. pullulans เติบโตในภาวะท่ีได้รับแสงสลบักบัภาวะท่ีไมไ่ด้รับแสง            
ซึ่งลกัษณะท่ีได้จะเห็นเป็นวงสีเข้มสลบักบัวงสีท่ีออ่น  
 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ  A. pullulans ทัง้ 20 ไอโซเลต  ท่ีเลีย้งบนอาหารแขง็สตูร 
YMA และท่ีเลีย้งในอาหารเหลวสตูร YMB มีดงันี ้
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้  A. pullulans ไอโซเลต No.1 (รูปท่ี 14) โคโลนีสีชมพอูอ่นและ    
จะเปลี่ยนเป็นสีด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนั ปรากฏเส้นใยเป็นเส้นสัน้ๆ รอบโคโลนีชดัเจน ลกัษณะ
เซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง การแบ่งเซลล์แบบแตกหน่อ             
และโคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย  
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้  A. pullulans ไอโซเลต No.2 (รูปท่ี 15) โคโลนีสีครีมและ
เปลี่ยนเป็นสีเหลือง เหลืองเข้ม แล้ วเปลี่ยนเป็นสีเขียวเข้มจนเกือบด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนั 
ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ พบบลาสโตสปอร์   
เส้นใยเทียม เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ และโคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย  
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้  A. pullulans ไอโซเลต No.15 (รูปท่ี 16) โคโลนีเป็นสีครีมและ
เปลี่ยนเป็นสีเหลืองเข้มและน า้ตาลออ่นจนเกือบด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใย
สัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง        
คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้  A. pullulans ไอโซเลต No.16 (รูปท่ี 17) โคโลนีเป็นสีครีมและท่ี
ปลายเส้นใยจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเข้มและน า้ตาลออ่นจนเกือบด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป 
ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์  
เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  
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 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.27 (รูปท่ี 18) โคโลนีเป็นสีขาวครีมและ
ตรงกลางของโคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเข้มจนถึงน า้ตาลออ่น จนเกือบด า เมื่อเลีย้งเป็นเ วลา     
7 วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์             
พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ     
และเส้นใย  
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.55 (รูปท่ี 19) โคโลนีเป็นสีครีมอมชมพู
และเปลี่ยนเป็นสีเหลืองถึงสีน า้ตาลออ่นจากตรงกลางของโคโลนี จนเกือบด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา     
7 วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์             
พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเ ส้นใย การแตกหน่อ    
และเส้นใย  
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.59 (รูปท่ี 20) โคโลนีเป็นสีขาวครีมและ
ตรงกลางของโคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเข้ม จนเกือบด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป      
ปรากฏเส้นใยสัน้ๆรอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้อง จลุทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์   
เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย 
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.63 (รูปท่ี 21) โคโลนีเป็นสีครีมอมชมพู
และตรงกลางของโคโลนีจะเปลี่ยนเป็นน า้ตาลออ่น ไปจนเกือบด า  เมื่อเลีย้งเป็นเวล า 7 วนัขึน้ไป 
ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์  
คลาไมโดสปอร์  โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.66 (รูปท่ี 22) โคโลนีเป็นสีครีมอมชมพู
และตรงกลางข องโคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีด า  เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ     
รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์ คลาไมโดสปอร์         
โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.83 (รูปท่ี 23) โคโลนีเป็นสีครีมอมชมพู
และตรงกลางของโคโลนีจะเปลี่ยนเป็นน า้ตาลออ่น จนเกือบด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป 
ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์ 
เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้  A. pullulans ไอโซเลต No.92 (รูปท่ี 24) โคโลนีเป็นสีครีมและ
และท่ีปลายเส้นใยจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเข้มและน า้ตาลออ่นจนเกือบด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนั
ขึน้ไป ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้อง จลุทรรศน์  พบบลาสโต
สปอร์ เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  
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 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้  A. pullulans ไอโซเลต No.98 (รูปท่ี 25) โคโลนีเป็นสีครีม เมื่อ
เลีย้งเป็นเวลา 3 วนัโคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีส้มออ่น และตรงกลางของโคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีด า เมื่อ
เลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้             
กล้องจลุทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย      
การแตกหน่อ และเส้นใย  
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.102 (รูปท่ี 26) โคโลนีเป็นสีครีมและท่ี
ปลายเส้นใยจะมีสีน า้ตาลออ่น จนเกือบด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ      
รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง               
คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  
 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.107 (รูปท่ี 27) โคโลนีเป็นสีชมพอูอ่น 
เปลี่ยนเป็นสีชมพ ูและตรงกลางของโคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีด า  เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป 
ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุ ลทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์ 
เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  

ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.109B (รูปท่ี 28) โคโลนีเป็นสีชมพอูอ่น 
เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 3 วนัโคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีมว่ง และตรงกลางของโคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีด าเมื่อ
เลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้             
กล้องจลุทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย         
การแตกหน่อ และเส้นใย  

ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.109P (รูปท่ี 29) โคโลนีเป็นสีชมพอูอ่น 
เปลี่ยนเป็นสีชมพ ูและตรงกลางของโคโลนีจะเปลี่ยนสีน า้ตาลออ่นจนเกือบด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 
วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์               
พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง คลาไมโดส ปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ    
และเส้นใย 

ลกัษณะโคโลนีของเชือ้  A. pullulans ไอโซเลต No.114 (รูปท่ี 30) โคโลนีเป็นสีครีมและ
ตรงกลางของโคโลนีจะเปลี่ยนสีส้มและเป็นสีด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ
รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซล ล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง                
คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  

ลกัษณะโคโลนีของเชือ้  A. pullulans ไอโซเลต No.149 (รูปท่ี 31) โคโลนีเป็นสีครีมและ
โคโลนีจะเปลี่ยนสีด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใยสัน้ๆ รอบโคโลนีชดัเจน ลกัษณะ
เซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลาย
ของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  
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ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.150O (รูปท่ี 32) โคโลนีเป็นสีส้มออ่น
และตรงกลางของโคโลนีจะเปลี่ยนสีส้มจนเกือบด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 7 วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใย
สัน้ๆ  รอบโคโลนีชดัเจน  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์  พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง        
คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  

ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ A. pullulans ไอโซเลต No.150W (รูปท่ี 33) โคโลนีเป็นสีครีม เมื่อ
เลีย้งเป็นเวลา 3 วนั จะเป็นสีส้มและตรงกลางของโคโลนีจะเปลี่ยนสีส้มและด า เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 
7 วนัขึน้ไป ปรากฏเส้นใยสัน้ๆรอบโคโลนีชดัเจน ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ พบบลาสโต
สปอร์ เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย การแตกหน่อ และเส้นใย  
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รูปท่ี 14 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.1 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั      
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์ (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์  และ (F) ลกัษณะ
เส้นใยท่ีสร้างเมด็สี 
 

A B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 15 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.2 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั      
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์  และ (F)     
ลกัษณะเส้นใย 
 

A 
B 

C 

E F 

D 



40 
 

 

                      
 

   
 

   
  
รูปท่ี 16  ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.15 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั   
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์ (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) ลกัษณะเส้นใยท่ีสร้างเมด็สี และ 
(F) ลกัษณะเส้นใย 
 

A B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 17 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No. 16 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั   
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)     
ลกัษณะเส้นใย 
 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 18 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.27 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั    
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีด้านข้างของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)   
ลกัษณะเส้นใย 
 
 
 
 

A 
B 

C 

E F 

D 



43 
 

 

                                  
 

   
 

   
 
รูปท่ี 19 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No. 55 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั   
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ี ด้านข้าง ของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)      
ลกัษณะเส้นใย 
 
 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 20 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.59 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั    
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)      
ลกัษณะเส้นใย 
  

A B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 21 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.63 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั    
(A) และลกัษณะภายใต้กล้ องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)     
ลกัษณะเส้นใย 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 22 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.66 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั    
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)     
ลกัษณะเส้นใยท่ีสร้างเมด็สี 
 
 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 23 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.83 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั    
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ี ปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)     
ลกัษณะเส้นใยท่ีสร้างเมด็สี 
 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 24 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.92 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั    
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)      
ลกัษณะเส้นใยท่ีสร้างโคนิเดียติดอยู่ด้านข้างของเส้นใย 
 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 25 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.98 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั    
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)      
ลกัษณะเส้นใยท่ีสร้างโคนิเดียติดอยู่ด้านข้างของเส้นใย 
 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 26 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  102 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั        
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)     
ลกัษณะเส้นใย 
 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 27 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.107 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั  
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)      
ลกัษณะเส้นใยท่ีสร้างโคนิเดียติดอยู่ด้านข้างของเส้นใย 
 

A 
B 

C 

E F 
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รูปท่ี 28 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.109B เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั 
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)      
ลกัษณะเส้นใยท่ีสร้างเมด็สี 
 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 29 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.109P เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั 
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์  (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์ และ (F)     
ลกัษณะเส้นใย 
 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 30 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.114 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั  
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์ (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) ลกัษณะเส้นใยท่ีสร้างเมด็สี และ 
(F) ลกัษณะเส้นใย 
 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 31 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.149 เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั  
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์ (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) ลกัษณะเส้นใยท่ีสร้างเม็ ดสี และ 
(F) ลกัษณะเส้นใย 
 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 32 ลกัษณะโคโลนีของ  A. pullulans ไอโซเลต  No.150O เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั 
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์ (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) คลาไมโดสปอร์และลกัษณะเส้นใย
ท่ีสร้างเมด็สี และ (F) ลกัษณะเส้นใย 

 

A 
B 

C 

E F 

D 
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รูปท่ี 33 ลกัษณะโคโลนีของ A. pullulans ไอโซเลต  No.150W เมื่อเลีย้งบน YMA เป็นเวลา 7 วนั 
(A) และลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์  เมื่อเลีย้งในอาหาร YMB เป็นเวลา 5 วนั (B) บลาสโต -
สปอร์ (C) เซลล์พอง (D) โคนิเดียติดอยู่ท่ีปลายของเส้นใย (E) ลกัษณะเส้นใยท่ีสร้างเมด็สี และ 
(F) ลกัษณะเส้นใย 

 
 
 
 

A 
B 

C 
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ตารางท่ี 3 สีโคโลนีของ A. pullulans ท่ีเติบโตบนอาหารเลีย้งเชือ้สตูร PDA MEA YMA และ YMX          
เป็นเวลา 3 วนั 
 

ไอโซเลต PDA MEA YMA YMX 
No. 1 สีครีม สีเทา สีชมพอูอ่น สีครีม 
No. 2 สีเหลืองออ่น สีเทาด า สีครีม สีครีม 
No. 15 สีครีม สีเทา สีชมพอูอ่น สีครีม 
No. 16 สีครีม สีเทาด า สีชมพอูอ่น สีครีม 
No. 27 สีขาว สีเทา สีครีม สีครีม 
No. 55 สีชมพอูอ่น สีเทา สีส้มออ่น สีครีม 
No. 59 สีเหลืองออ่น สีเทา สีเหลืองออ่น สีครีม 
No. 63 สีชมพอูอ่น สีเทา สีส้มออ่น สีครีม 
No. 66 สีชมพอูอ่น สีเทา สีครีม สีครีม 
No. 83 สีครีม สีเทา สีครีม สีครีม 
No. 92 สีครีม สีเทาด า สีครีม สีครีม 
No. 98 สีครีม สีเทา สีครีม สีครีม 
No. 102 สีครีม สีเทาด า สีครีม สีครีม 
No. 107 สีชมพอูอ่น สีเทา สีชมพอูอ่น สีครีม 
No. 109 B สีมว่ง สีเทาด า สีชมพอูอ่น สีครีม 
No. 109 P สีชมพอูอ่น สีเทา สีชมพอูอ่น สีครีม 
No. 114 สีครีม สีเทาด า สีครีม สีครีม 
No. 149 สีครีม สีเทาด า สีครีม สีครีม 
No. 150 O สีส้มออ่น สีเทา สีครีม สีครีม 
No. 150 W สีครีม สีเทา สีครีม สีครีม 

 
  
 
 
 
 
 



59 
 

 

4.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไซแลเนส 
4.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างไซแลเนสโดยวิธี plate screening 
เมื่อน า A. pullulans ทัง้ 20 ไอโซเลตมาตรวจสอบความสามารถในการสร้างไซแลเนสโดย

เลีย้งบนอาหารสตูร YMXA ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 3 วนั พบวา่ทกุไอโซเลตสามารถสร้างวงใสได้ 
(รูปท่ี 34) ซึ่งแสดงถึงไซแลนเนสแอกติวิตี ไอโซเลตท่ีพบวงใสกว้างท่ีสดุเมื่อเทียบกบัขนาดโคโลนี  
ได้แก่ ไอโซเลต No.109B มีคา่อตัราสว่นเส้นผา่นศนูย์กลางของวงใสตอ่เส้นผา่นศนูย์กลางโคโลนี
เท่ากบั 3.00±0.05 และไอโซเลตท่ีพบวงใสแคบท่ีสดุเมื่อเทียบกบัขนาดโคโลนีคือ ไอโซเลต No.59 
มีคา่อตัราสว่นเท่ากบั 1.29±0.03 (ตารางท่ี 4) โดยสามารถแบ่งกลุม่ของ  A. pullulans ตามการ
สร้างวงใสได้ 3 กลุม่ดงันี  ้กลุม่ท่ีสร้างวงใสแคบ (อตัราสว่นน้อยกวา่ 2.0) ได้แก่ ไอโซเลต No.2 
No.15 No.16 No.55 No.59 No.63 No.92 และ No.102 กลุม่ท่ีสร้างวงใสปานกลาง (อตัราสว่น 
2.0-2.5) ได้แก่ ไอโซเลต No.1 No.27 No.66 No.83 No.98 No.107 No.109P No.114 No.149 
และ No.150W และกลุม่ท่ีส ร้างวงใสกว้าง (อตัราสว่นมากกวา่ 2.5) ได้แก่ ไอโซเลต No.109B 
และ No.150O 

 
4.2.2 การวดัไซแลเนสแอกติวิตีเชิงปริมาณ  
เมื่อน า A. pullulan ทัง้ 20 ไอโซเลตมาเลีย้งในอาหารสตูร XPM ท่ีอณุหภมูิ  30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั เพ่ือศกึษาความสามารถในการผลิตไซแลเนสเชิงป ริมาณ พบวา่ทกุไอโซ
เลตสามารถผลิตไซแลเนสได้แตกตา่งกนั โดยไอโซเลต No.109B ให้แอกติวิตีสงูสดุท่ี 
165 .86±3.65 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร และไอโซเลต No.2 ให้แอกติวิตีน้อยสดุท่ี 15.83±14.17      
มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร (รูปท่ี 35) โดยสามารถแบ่งกลุม่ของ A. pullulans ตามการสร้างไซแลเนสได้ 
3 กลุม่ดงันี  ้กลุม่ท่ีผลิตไซแลเนสแอกติวิตีได้น้อยกวา่ 50 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร  ได้แก่ ไอโซเลต  
No.2 No.15 No.63 No.92 No.102  และ No.149 กลุม่ท่ีผลิตไซแลเนสแอกติวิตีได้ 50-100      
มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตรได้แก่ ไอโซเลต  No.1 No.16 No.27 No.55 No.59 No.66 No.83 No.150O 
และ  No.150W และกลุม่ท่ีผลิตไซแลเนสแอกติวิตีได้ 100-200  มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร ได้แก่         
ไอโซเลต No.98 No.107 No.109B No.109P และ No.114 

 
4.2.3 การคดัเลือก A. pullulans ท่ีผลิตไซแลเนสท่ีมีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู 

 ท าการคดัเลือกไอโซเลตของ A. pullulans ท่ีผลิตไซแลเนสท่ีมีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู 
โดยเตรียมไซแลนเนสตามวิธีในข้อ 3.4.2.2 น าเอนไซม์ท่ีได้ไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง  ก่อนน ามาท าการวดัแอกติวิตีท่ีภาวะปกติ  แล้วค านวณแอกติวิตีสมัพทัธ์
เปรียบเทียบกบัแ อคติวิตีของเอนไซม์ท่ี เก็บ ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนน ามา       
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วดัแอกติวิตีตามปกติ พบวา่สามารถแบ่งกลุม่ของ  A. pullulans ตามการผลิตไซแลเนสท่ีมีความ
เสถียรท่ีอณุหภมูิสงูได้ 3 กลุม่ดงันี ้กลุม่ท่ีสร้างไซแลเนสท่ีเสถียรท่ีอณุหภมูิสงูและ /หรือถกูกระตุ้ น
ด้วยอณุหภมูิสงู (แอกติวิตีสมัพทัธ์มากกวา่ 100 เปอร์เซ็นต์ ) ได้แก่ ไอโซเลต  No.1 No.15 No.27 
No.55 No.59 และ No.102 กลุม่ท่ีสร้างไซแลเนสท่ีคอ่นข้างเสถียร (แอกติวิตีสมัพทัธ์น้อยกวา่ 100 
เปอร์เซ็นต์) ได้แก่ ไอโซเลต No.2 No.16 No.83 No.98 No.107 No.109B No.114 และ No.149 
และกลุม่ท่ีสร้างไซแลเนสท่ีไวตอ่อณุหภมูิสงู (แอกติวิตีสมัพทัธ์เป็น 0 เปอร์เซ็นต์ ) ได้แก่ ไอโซเลต 
No.66 No.92 No.109P No.150O และ No.150W 
 

4.2.4 การตรวจสอบการสร้าง EPS 
 ท าการเลีย้ง A. pullulans  ทกุไอโซเลตในอาหารสตูร PM โดยน าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่า       
ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 วนั พบวา่  A. pullulans  ทัง้ 20          
ไอโซเลตสามารถผลิต EPS ได้ โดยท่ีไอโซเลต No.83 ให้น า้หนกั  EPS เฉล่ียสงูสดุท่ี  1.09±0.04 
มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และไอโซเลต No.2 ให้น า้หนกั EPS เฉล่ียน้อยสดุท่ี 0.15±0.03 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร (รูปท่ี 37) โดยสามารถแบ่งกลุม่ A. pullulans ตามความสามารถในการผลิต EPS ได้ 2 
กลุม่ดงันี ้  กลุม่ ท่ีสามารถผลิต EPS ได้น้อยกวา่  1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ได้แก่ ไอโซเลต  No.1 
No.2 No.15 No.16 No.27 No.55 No.59 No.63 No.66 No.92 No.98 No.102 No.107 No.114 
No.109B No.109P No.149 No.150O และ No.150W และกลุม่ท่ีสามารถผลิต EPS ได้มากกวา่ 
1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ได้แก่ ไอโซเลต No.83  
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รูปท่ี 34 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไซแลเนสของ A. pullulans ด้วยวิธี plate 
screening การสร้างไซแลเนสสงัเกตได้จากวงใสท่ีเกิดขึน้รอบโคโลนี ภายหลงัจากเลีย้งบนอาหาร
สตูร YMXA ท่ีมีไซแลน 1% (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอน ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา  3 วนั (A) ไอโซเลต 
No.1, (B) ไอโซเลต No.2, (C) ไอโซเลต No.15, (D) ไอโซเลต No.16, (E) ไอโซเลต No.27, (F)    
ไอโซเลต No.55, (G) ไอโซเลต No.59, (H) ไอโซเลต No.63, (I) ไอโซเลต No.66, (J) ไอโซเลต 
No.83, (K) ไอโซเลต No.92, (L) ไอโซเลต No.98, (M) ไอโซเลต No.102, (N) ไอโซเลต No.107, 
(O) ไอโซเลต No.109B, (P) ไอโซเลต No.109P, (Q) ไอโซเลต No.114, (R) ไอโซเลต No.149, (S) 
ไอโซเลต No.150O และ (T) ไอโซเลต No.150W 
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ตารางท่ี 4 ความสามารถในการสร้างวงใสของ  A. pullulans 20 ไอโซเลต ภายหลงัจากเลีย้งบน
อาหารสตูร YMXA ท่ีมีไซแลน 1% (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอน ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 3 วนั 
 

ไอโซเลต 
ขนาด
ของ 
วงใส 

เส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส/ 
เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี 

อัตราส่วน 
วันท่ีแสดง 
อัตรา

ส่วนสูงท่ีสุด 
No.1 +++++ 4.40/2.10 2.10±0.20 3 
No.2 +++++ 4.00/2.30 1.74±0.30 3 
No.15 +++ 1.60/1.10 1.45±0.10 1 
No.16 ++ 1.40/0.80 1.75±0.20 1 
No.27 ++ 1.40/0.70 2.00±0.30 1 
No.55 +++ 1.70/0.90 1.89±0.20 1 
No.59 + 0.90/0.70 1.29±0.20 1 
No.63 ++ 1.10/0.80 1.38±0.30 1 
No.66 ++++ 2.20/1.10 2.00±0.20 1 
No.83 +++++ 2.60/1.30 2.00±0.30 1 
No. 92 ++++ 2.30/1.20 1.92±0.20 1 
No. 98 +++++ 3.00/1.30 2.31±0.20 1 
No.102 +++ 1.90/1.20 1.58±0.10 1 
No.107 ++++ 2.20/0.90 2.44±0.10 1 
No.109B +++++ 2.70/0.90 3.00±0.30 1 
No.109P ++++ 2.50/1.10 2.27±0.30 1 
No.114 +++++ 2.80/1.20 2.33±0.20 1 
No.149 ++++ 2.40/1.10 2.18±0.20 1 
No.150O +++++ 2.80/1.10 2.55±0.30 1 
No.150W +++++ 2.70/1.30 2.08±0.20 1 

 

หมายเหตุ  ขนาดของวงใส: + คือ 1.0-2.0 เซนติเมตร , ++ คือ 2.0-2.5 เซนติเมตร  และ +++ คือ 

มากกวา่ 2.5 เซนติเมตร 
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รูปท่ี 35 ไซแลเนสแอกติวิตีของ A. pullulans 20 ไอโซเลต ภายหลงัจากเลีย้งในอาหารสตูร XPM ท่ีเติมน า้ตาลไซแลน 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอน 
โดยบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั ตวัเลขเหนือกราฟแท่งแสดงคา่เฉล่ียจากการทดลอง     
2 ซ า้  
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รูปท่ี 36 แอกติวิตีสมัพทัธ์อยู่ของไซแลเนสท่ีสร้างโดย A. pullulans 20 ไอโซเลต  หลงัจากท าการบ่มเอนไซม์หยาบท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็น เวลา 1 ชัว่โมง 
จากนัน้น ามาวดัแอกติวิตีท่ีภาวะปกติ แอกติวิตีสมัพทัธ์อยู่ค านวณโดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอนไซม์ท่ีเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  ก่อน
น ามาวดัแอกติวิตีตามปกติ ตวัเลขเหนือกราฟแท่งแสดงคา่เฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ า้ บาร์แสดงสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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รูปท่ี 37 การเติบโตและการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ (EPS) ของ A. pullulans 20 ไอโซเลต  ภายหลงัจากเลีย้งในอาหารสตูร PM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร    
ท่ีบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ตวัเลขเหนือกราฟแท่งแสดงคา่เฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ า้ 
บาร์แสดงสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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4.3 การศึกษาการเติบโตและการผลิตเอนไซม์ไซแลเนสของ A. pullulans 
 น า A. pullulans ไอโซเลต No.109B ท่ีมีความสามารถในการผลิตไซแลเนสได้มากท่ีสดุ
และสามารถคงแอกติวิตีได้มากกวา่ 70 เปอร์เซ็นต์ เมื่อบ่มท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 ชัว่โมง มาศกึษาการเติบโตและช่วงเวลาท่ีผลิตไซแลเนสโดยเลีย้งในอาหารสตูร XPM ท่ีเติม
น า้ตาลไซแลน 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอน โดยท าการเก็บตวัอย่างทกุ 12 ชัว่โมง พบวา่
ไอโซเลต No.109B ให้แอกติวิตีสงูสดุท่ี 439.98±14.33 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร เมื่อเลีย้งเป็นเวลา    
1 วนั และให้จ านวนเซลล์มากท่ีสดุ 3.27×107 เซลล์ เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 3 วนั (รูปท่ี 38) ซึ่งจากการ
ทดลองจะเห็นได้วา่ A. pullulans ไอโซเลต No.109B มีความสามารถในการผลิตไซแลเนสได้มาก
ท่ีสดุ ระหวา่งการเติบโตใน ช่วง early log phase เมื่อท าการเลีย้งไปเป็นเวลา 24 ชัว่โม ง



67 
 

 

 

 
 
รูปท่ี 38 การเติบโตและการผลิตเอนไซม์ไซแลเนสของ A. pullulans  ไอโซเลต No.109B ภายหลงัจากเลีย้งในอาหารสตูร XPM ท่ีเติมน า้ตาลไซแลน  1 เปอร์เซ็นต์  
(w/v) เป็นแหลง่คาร์บอน โดยบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส              แสดงปริมาณเซลล์ (×107 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร ) 
และ             แสดงไซแลเนสแอกติวิตี (มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร) 



68 
 

 

4.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซแลเนส 
ท าการศกึษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans  ไอโซเลต No.109B  

โดยการปรับองค์ประกอบของอาหารสตูร XPM และภาวะในการเลีย้ง ตามล าดบั ดงันี ้
4.4.1 แหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม  
จากการศกึษาผลของแหลง่คาร์บอนชนิดตา่งๆ ตอ่การผลิตไซแลเนส โดยเลีย้ง              

A. pullulans ไอโซเลต No.109B ในอาหารสตูร  XPM ท่ีปรับองค์ประกอบโดยเปลี่ยนจากการใช้
น า้ตาลไซแลนเป็นวสัดจุากการเกษตรคือ ซงัข้าวโพด ร าข้าว และจมกูข้าวสาลี ท่ีความเข้มข้น      
1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) พบวา่ไอโซเลต No.109B ให้ไซแลเนสแอกติวิตีสงูท่ีสดุเมื่อเลีย้งในอาหารท่ีใช้
ไซแลนและซงัข้าวโพดเป็นแหลง่คาร์บอนเป็ นเวลา 24 ชัว่โมง โดยให้คา่แอกติวิตีของเอนไซม์
เท่ากบั 439.98±9.66 และ 410.62±37.63 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั รองลงมาเป็น ร าข้าว 
และจมกูข้าวสาลี โดยให้คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 164.85±27.19 และ  86.73±30.39     
มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั (รูปท่ี  39) ทัง้นีอ้งค์ประกอบทางเคมีของวสัดจุากการเกษตร     
แตล่ะชนิดประกอบด้วย เซลลโูลส  เฮมิเซลลโูลส และลิกนิน ส าหรับซงัข้าวโพดมี 30.49 43.62 
และ 21.51 กรัมตอ่น า้หนกัแห้งเร่ิมต้น 100 กรัม ตามล าดบั ร าข้าวมี 38.59 35.54 และ 22.33        
กรัมตอ่น า้หนกัแห้งเร่ิมต้ น 100 กรัม ตามล าดบั และจมกูข้าวสาลี 40.73 11 .11 และ 42.60     
กรัมตอ่น า้หนกัแห้งเร่ิมต้น 100 กรัม ตามล าดบั (ตารางท่ี 3) 
 
ตารางท่ี 5 องค์ประกอบชีวมวลของวสัดจุากการเกษตรท่ีใช้ในการปรับอาหารสตูร XPM 
 

ชนิดของวสัดทุาง
การเกษตร 

ปริมาณชีวมวล (กรัมตอ่น า้หนกัแห้งเร่ิมต้น 100 กรัม) 
เซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส ลิกนิน 

ซงัข้าวโพด 43.621 36.491 21.511 
ร าข้าว 38.591 35.541 22.331 
จมกูข้าวสาลี 30.502 28.402 18.902 

 
1ท าการวิเคราะห์ ลิกนิน โฮโลเซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส แอลฟาเซลลโูลสด้วยวิธี : Standard Tappi 
(Technical Associate Pulp And Paper Industry, 2000-2001)  
2ปิยวรรณ สายมโนพนัธ์ และ พชัรินทร์ ฉตัรประเสริฐ, 2538 
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รูปท่ี 39 ผลของแหลง่คาร์บอนชนิดตา่งๆ ตอ่การผลิตไซแลเนสของ  A. pullulans  ไอโซเลต No.109B ท่ีเลีย้งในอาหารสตูร XPM ท่ีปรับแหลง่คาร์บอน โดยบ่มบน
เคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตวัเลขเหนือกราฟแท่งแสดงคา่เฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ า้ บาร์แสดง
สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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 4.4.2 แหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 
 จากการศกึษาผลของแหลง่ไนโตรเจนชนิดตา่งๆ ตอ่การผลิตไซแลเนส โดยเลีย้ง              
A. pullulans ไอโซเลต No.109B ในอาหารสตูร XPM ท่ีมีซงัข้าวโพด ท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
(w/v) เป็นแหลง่คาร์บอนและเปลี่ยนแหลง่ไนโตรเจนจากแอล- แอสพาราจีนโมโนไฮเดรตเป็น        
เปปโตน  โซเดียมไนเตรต  และแอมโมเนียมซลัเฟต ท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) พบว่า         
ไอโซเลต No.109B ให้ไซแลเนสแอกติวิตีสงูท่ีสดุเมื่อเลีย้งในอาหารท่ีมีซงัข้าวโพดเป็นแหลง่
คาร์บอนและมีแอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรตและเปปโตนเป็นแหลง่ไนโตรเจนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
โดยให้คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 439.98±56.60 และ 417.09±40.31 มิลลิยนิูตต่ อมิลลิลิตร
ตามล าดบั รองลงมาเป็นอาหารท่ีมีโซเดียมไนเตรต  และแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่ไนโตรเจน  
โดยให้คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 345.82±50.08 และ 324.89±23.11 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร
ตามล าดบั (รูปท่ี 40) 
 
 4.4.3 อณุหภมูิ  

จากการศกึษาผลของอณุหภมูิตอ่การผลิตไซ แลเนส โดยเลีย้ง  A. pullulans  ไอโซเลต 
No.109B ในอาหารสตูร XPM ท่ีมีซงัข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอน
และแอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรตท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน โดยบ่ม
บนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที  ท่ีอณุหภมูิ 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส  พบวา่
เมื่อเลีย้งท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส ไอโซเลต No.109B ให้ไซแลเนสแอกติวิตีสงูท่ีสดุ โดยให้   
คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 533.04±15.35 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตรรองลงมาเป็นการเลีย้ง         
ท่ีอณุหภมูิ 30 และ 40 องศาเ ซลเซียส โดยให้คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 445.93±31.97      
และ 137.50±23.10 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั (รูปท่ี 41)  
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รูปท่ี 40 ผลของแหลง่ไนโตรเจนชนิดตา่งๆ ตอ่การผลิตไซแลเนสของ A. pullulans ไอโซเลต No.109B ท่ีเลีย้งในอาหารสตูร XPM ท่ีปรับแหล่ งไนโตรเจน โดยบ่มบน
เคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตวัเลขเหนือกราฟแท่งแสดงคา่เฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ า้ บาร์แสดง
สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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รูปท่ี 41 ผลของอณุหภมูิตอ่การผลิตไซแลเนสของ  A. pullulans  ไอโซเลต  No. 109B ท่ีเลีย้งใน
อาหารสตูร XPM ท่ีมีซงัข้าวโพด 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอนและแอล- แอสพาราจีนโม -
โนไฮเดรต 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน โดยบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบ
ตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตวัเลขเหนือกราฟแท่งแสดงคา่เฉล่ียจากการทดลอง 
3 ซ า้  บาร์แสดงสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

4.4.4 ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหาร  
 จากการศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารท่ีมีผลตอ่การผลิตไซแลเนส  
โดยเลีย้ง  A. pullulans  ไอโซเลต No.109B ในอาหารสตูร  XPM ท่ีมีซงัข้าวโพดท่ีความ เข้มข้น             
1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอนและแอล- แอสพาราจีนโมโนไฮเดรตท่ีความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน โดยปรับความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารให้ได้ 4.0 5.0 
5.5 6.0 7.0 และ  8.0 ตามล าดบั ท าการบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที          
ท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ไอโซเลต No.109B ให้ไซแลเนสแอกติวิตี
สงูท่ีสดุเมื่อเลีย้งในอาหารท่ีมีความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารท่ี 6.0 โดยให้คา่แอกติวิตีของ
เอนไซม์เท่ากบั 559.75±25.03 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร รอ งลงมาคือความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของ
อาหารท่ี 5.5 7.0 5.0 4.0 และ 8.0 โดยให้คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 533.17±23.14 
466.19±14.16 334 .64±23.05 325 .90±37.91 และ 203 .34±19.20  มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร 
ตามล าดบั (รูปท่ี 42) 
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รูปท่ี 42 ผลของคา่ความเป็นกรดดา่งเ ร่ิมต้นของอาหารตอ่การผลิตไซแลเนสของ  A. pullulans         
ไอโซเลต No.109B ท่ีเลีย้งในอาหารสตูร XPM ท่ีมีซงัข้าวโพด 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่
คาร์บอนและแอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรต 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน โดยบ่มบน
เคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
ตวัเลขเหนือกราฟแท่งแสดงคา่เฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ า้  บาร์แสดงสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
                                
4.5 การเตรียมเอนไซม์ไซแลเนสเพื่อศึกษาลักษณะสมบัติ                                                                                                                                                                                        

4.5.1 การเตรียมเอนไซม์ไซแลเนส  
4.5.1.1 การท าให้เอมไซม์มีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั  

   เลีย้ง  A. pullulans  ไอโซเลต No.109B ในอาหารสตูร  XPM ท่ีมีการปรับ
องค์ประกอบและภาวะของการเลีย้งจากข้อ 4 ปริมาตร 2 ลิตร น าอาหารเหลวท่ีได้ไปท าการป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้ท าการกรองด้วยกระดาษกรอง  
Whatman No.1 และวดัแอกติวิตีของไซแล เนสทัง้หมดได้ 1,066,080.00 มิลลิยนิูต วดัโปรตีน
ทัง้หมดได้ 68,880.00 มิลลิกรัม และมีคา่แอกติวิตีจ าเพาะ  15.48 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน 
หลงัจากนัน้ท าให้มีความเข้มข้นของไซแลเนสสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนัโดยใช้ Viva Flow 25 
ท่ีมี membrane cut off ท่ี 10,000 Da แล้วน ามาวดัแอกติวิตีของไซแลเนส ทัง้สว่นท่ีผา่นและ      
ไมผ่า่นเมมเบรน พบวา่แอกติวิตีของไซแลเนสมีมาก ในสว่นท่ีกรองไมผ่า่นเมมเบรนโดยมีแอกติวิตี
ทัง้หมดเท่ากบั 1,186,614.50 มิลลิยนิูต วดัโปรตีนทัง้หมดได้ 44,583.33 มิลลิกรัม และแอกติวิตี
จ าเพาะ 26.62 มิลลิ ยนิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน สว่นท่ีผา่นเมมเบรนมีคา่แอกติวิตีของไซแลเนส
เลก็น้อยเท่ากบั 49,125.74 มิลลิยนิูต วดัโปรตีน ทัง้หมด ได้ 24,166.67 มิลลิกรัม และแอกติวิตี
จ าเพาะ 2.03 มิลลยินิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเปรียบเทียบแอกติวิตีของไซแลเนสก่อนและหลงั
การท าอลัตรา-ฟิลเตรชนั พบวา่วิธีการนีส้ามารถท าให้ไซแลเนสมีความเข้มข้นสงูขึน้ถึง 1.86 เท่า  
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4.5.1.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต 
    จากการตกตะกอนไซแลเนสท่ีผา่นการท าอลัตราฟิลเตรชนัปริมาตร 200 มิลลิลิตร 
ด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีความเข้มข้นในช่วง 0-20 20-40 40-60 60-80 และ 80-100 เปอร์เซ็นต์ 
พบวา่โปรตีนท่ีตกตะกอนในช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต 60-80 เปอร์เซ็นต์ มีแอกติวิตี
ทัง้หมดและแอกติวิตีจ าเพาะของไซแลเนสสงูท่ีสดุคือ  อยู่ท่ี 10,483.53 มิลลยินิูต และ 30.25 มิลลิ
ยนิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดบั รองลงมาคือโปรตีนท่ี ตกตะกอนในช่วงความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซลัเฟต  80-100 40-60 และ 20-40  โดยมีแอกติวิตีของไซแลเนสเท่ากบั  1,594.69 
1,215.48 และ 167.13 มิลลิยนิูต ตามล าดบัและแอกติวิตีจ าเพาะของไซแลเนสเท่ากบั  10.87 
8.82 และ  3.65 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดบั  สดุท้ายคือโป รตีนท่ีตกตะกอนใน          
ช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต 0-20 เปอร์เซ็นต์ มีแอกติวิตีทัง้หมดและแอกติวิตีจ าเพาะ
ของไซแลเนสน้อยท่ีสดุคืออยู่ท่ี 30.39 มิลลิ ยนิูต และ 3.22 มิลลิ ยนิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 6) 
 

4.5.2 การศกึษาลกัษณะสมบตัิของไซแลเนส 
จากการศกึษาการตกตะกอนโปรตีน ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต  

พบวา่ช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต 60-80 เปอร์เซ็นต์ ท าให้ ไซแลเนสมีความเข้มข้น
และแอกติวิตีจ าเพาะสงูท่ีสดุ ดงันัน้จึงน าเอนไซม์ท่ีได้จากช่วงความเข้มข้นนีม้าท าการศกึษา
ลกัษณะสมบตัิของไซแลเนสดงัตอ่ไปนี ้
  4.5.2.1 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของไซแลเนส  
  เมื่อศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของไซแลเนส  โดยการปรับ 
ความเป็นกรดดา่งของ reaction mixture ให้เป็น pH 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0 ก่อนท าการวดั   
แอกติวิตี ค านวณ แอกติวิตีสมัพทัธ์โดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของไซแลเนสท่ีวดัในภาวะปกติ        
(pH 7.0) พบวา่ไซแลเนสสามารถท างานได้ดีท่ีสดุท่ีความเป็นกรดดา่ง 7.0 (ใน 50 mM Sodium 
phosphate buffer) โดยมีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 100 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือความเป็นกรดดา่ง 
6.0 (ใน 50 mM Sodium phosphate buffer และใน 50 mM Sodium citrate buffer) 5.0        
(ใน 50 mM Sodium citrate buffer และใน 50 mM Sodium acetate buffer) และ 4.0 (ใน 50 
mM Sodium acetate buffer) โดยมีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 81.91และ 76.74 (pH 6.0) 74.38 และ 
71.51(pH 5.0) และ 62.77 (pH 4.0) เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และสดุท้ายท่ีความเป็นกรดดา่ง 8.0 
(ใน 50 mM Sodium phosphate buffer) โดยมีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 60.68 เปอร์เซ็นต์           
โดยสรุปได้วา่ ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมในการท างานของไซแลเนสคือ 7.0 ใน 50 mM 
Sodium phosphate buffer (รูปท่ี 43) 
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ตารางท่ี 6 การตกตะกอนโปรตีนของไซแลเนส จาก A. pullulans ไอโซเลต No.109B ด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต  
 
 

ช่วงเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของ
เกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 

Total volume 
(ml) 

Activity 
(mU/ml) 

Total protein 
(mg) 

Total activity 
(mU) 

Specific 
acitivity 

(mU/mg) 

Purification 
folds 

เอนไซม์หยาบ 
(ก่อนตกตะกอน) 

200.00 988.85 6,888.89 197,770.00 26.62 1.00 

0-20 4.00 7.60 9.44 30.39 3.22 0.12 
20-40 6.00 27.85 45.83 167.13 3.65 0.14 
40-60 8.00 151.94 137.78 1,215.48 8.82 0.33 
60-80 10.00 1048.35 346.53 10,483.53 30.25 1.14 
80-100 11.00 144.97 146.67 1,594.69 10.87 0.41 
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รูปท่ี 43 ผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของไซแลเนส  โดยการปรับความเป็นกรดดา่ง
ของ Reaction mixture ให้เป็น pH 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0 ก่อนท าการวดัแอกติวิตี แล้วค านวณ 
แอกติวิตีสมัพทัธ์โดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของไซแลเนสท่ีวดัในภาวะปกติ  (pH 7.0) ตวัเลข
แสดงคา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ 
 

4.5.2.2 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของไซแลเนส 
   เมื่อศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของ ไซแลเนส  โดยการบ่ม  reaction 
mixture ท่ีอุณหภมูิ 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส แล้วค านวณแอกติวิตีสมัพทัธ์โดย
เปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของไซแลเนสท่ีวดัในภาวะปกติ  (อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ) พบวา่       
ไซแลเนส ท างานได้ดีในช่วง 30-60 องศาเซลเซียส โดยมีแอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ีอยู่ในช่วง           
95.22-111.94 เปอร์เซ็นต์ (รูปท่ี 44) 
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รูปท่ี 44 ผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของไซแลเนส  โดยการบ่ม  reaction mixture ท่ีอณุหภมูิ 
30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส แล้วค านวณแอกติวิตีสมัพทัธ์โดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของ     
ไซแลเนสท่ีวดัในภาวะปกติ (อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส) ตวัเลขแสดงคา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 
3 ซ า้ 
 
   4.5.2.3 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่ความเสถียรของไซแลเนส  
   เมื่อศกึษาผลของความเป็นกรดดา่ง ท่ีมีตอ่ความเสถียรของไซแลเนส โดยการบ่ม
เอนไซม์ท่ี pH 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วน ามาวั ดคา่แอกติวิตีของเอนไซม์
ในภาวะปกติเปรียบเทียบกบัเอนไซม์ท่ีอยู่ใน  50 mM Sodium phosphate buffer (pH 7.0)            
ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส พบวา่ ไซแลเนส มีความเสถียรในช่วงความเป็นกรดดา่ง 4.0-7.0      
(ใน 50 mM Sodium acetate buffer และ  50 mM Sodium phosphate buffer) โดยมีคา่        
แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ีอยู่ในช่วง 86.25-107.86 เปอร์เซ็นต์  (สงูสดุท่ีความเป็นกรดดา่ง  5.0) โดยเมื่อ
เปลี่ยนความเป็นกรดดา่งสงูขึน้เป็น 8.0 แอกติวิตีสมัพทัธ์ของไซแลเนสลดลงเป็น 74.80 เปอร์เซ็นต์ 
ทัง้นีก้ารบ่มเอนไซม์ใน 50 mM Sodium citrate buffer (pH 5.0 และ  6.0) ให้คา่แอกติวิตี     
สมัพทัธ์ต ่ากวา่การบ่มใน 50 mM Sodium acetate buffer (pH 5.0) และ 50 mM Sodium 
phosphate buffer (pH 6.0) โดยมีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 72.10 และ 35.64 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั  
(รูปท่ี 45) 
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รูปท่ี 45 ผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่ความเสถียรของ ไซแลเนส  โดยการบ่มเอนไซม์ท่ี pH 4.0 
5.0 6.0 7.0 และ 8.0  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วน ามาวดัคา่แอกติวิตีของเอนไซม์ในภาวะปกติ 
ค านวณแอกติวิตีสมัพทัธ์ โดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอนไซม์ท่ีอยู่ใน  50 mM Sodium 
phosphate buffer (pH 7.0) ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ตวัเลขแสดงคา่เฉล่ียท่ีได้จากการ
ทดลอง 3 ซ า้ 
 
   4.5.2.4 ศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของไซแลเนส  
   เมื่อศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของไซแลเนส  โดยการบ่มเอนไซม์ท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส อณุหภมูิห้อง  (ประมาณ 28 องศ าเซลเซียส ) 30 40 50 และ 60      
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วน ามาวดัคา่แอกติวิตีของเอนไซม์ในภาวะปกติเปรียบเทียบ
กบัเอนไซม์ท่ี เก็บ ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส พบวา่ ไซแลเนส มีความเสถียรท่ีอณุหภมูิ 4         
องศาเซลเซียส โดยมีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ 100 เปอร์เซ็นต์ และเมื่ออณุหภมูิสงูขึน้ ความเสถียรของ              
ไซแลเนส จะลดลง  โดยท่ีอณุหภมูิห้อง 30 40 และ 50 องศาเซลเซียส ไซแลเนส มีคา่แอกติวิตี
สมัพทัธ์อยู่ท่ี 77.67 75 .40 74 .25 และ 67.60 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และน้อยท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ     
60 องศาเซลเซียส มีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ 58.90 เปอร์เซ็นต์ (รูปท่ี 46) 
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รูปท่ี  46 ผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของ ไซแลเนส  โดยการบ่มเอนไซม์ท่ีอณุหภมูิ 4 
อณุหภมูิห้อง 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วน ามาวดัคา่แอกติวิตีของ
เอนไซม์ในภาวะปกติเปรียบเทียบกบัเอนไ ซม์ท่ี เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  ตวัเลขแสดง
คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ 
 
4.6 การย่อยเฮมิเซลลูโลส และการผลิตเอทานอลด้วยการย่อยสลายและการหมักแบบ
แยกส่วน (separate hydrolysis and fermentation, SHF) กระบวนการหมักและย่อยสลาย
แบบต่อเน่ือง (simultaneous sacchrification and fermentation, SSF) 
  ท าการศกึษาเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลชีวภาพจากวชัพืช 2 ชนิด คือ หญ้าคาและ
หญ้าแฝก 

4.6.1 การย่อยเฮมิเซลลโูลส 
  4.6.1.1 การย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วยกรด 
 น าวชัพืชทัง้ 2 ชนิด คือ หญ้าคาและหญ้าแฝก มา ย่อยเฮมิเซลลโูลส โดยใช้       

กรดซั ลฟริูกเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์  (w/v) วิเคราะห์หาปริมาณน า้ตาลดี- ไซโลส ดี- กลโูคส           
และ   แอล-อะราบิโนส ด้วยเคร่ือง HPLC พบวา่การย่อยหญ้าคา ด้วยกรดเป็นเวลา 24 และ 48 
ชัว่โมง ได้น า้ตาลดี-ไซโลส 266.72±0.38 และ 406.62±3.54 มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิม ต้น 
ตามล าดบั ดี- กลโูคส 8.81±0.18 และ 13 .22±0.17 มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น  
ตามล าดบั  และแอล-อะราบิโนส  323.54±16.30 และ 497.86±20.09 มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัม
วชัพืชเร่ิมต้น ตามล าดบั ส าหรับการย่อยหญ้าแฝกด้วยกรดเป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ได้น า้ตาล
ดี-ไซโลส 303 .08±0.80 และ 409.26±6.75 มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น ตามล าดบั       
ดี-กลโูคส 6.61±0.12 และ 18.30±0.73 มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น ตามล าดบั  และ  
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แอล-อะราบิโนส  462 .14±16.30 และ 549 .79±17.50 มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 7)  
 

4.6.1.2 การย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วยเอนไซม์ 
  ท าการย่อยเฮมิเซลลโูลส โดยใช้เอนไซม์ไซแลเนส 66.47 มิลลิยนิูต แล้ววิเคราะห์

หาปริมาณน า้ตาลดี-ไซโลส ดี-กลโูคส และแอล-อะราบิโนส ด้วยเคร่ือง HPLC พบวา่การย่อยหญ้า
คาด้วยเอนไซม์เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง  ได้น า้ตาลดี- ไซโลส 64.10±0.13และ 119.90±0.24 
มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น ตามล าดบั ดี-กลโูคส 0.52±0.07 และ 2.85±2.43 มิลลิกรัม
น า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น  ตามล าดบั  และแอล- อะราบิโนส  11.16±0.45 และ 74.43±3.46 
มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น ตามล าดั บ และพบวา่การย่อยหญ้าแฝก ด้วยเอนไซม์เป็น
เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง   ได้น า้ตาลดี-ไซโลส 118.88±0.60 และ 151.96±0.03 มิลลิกรัมน า้ตาล
ตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น ตามล าดบั แอล-อะราบิโนส 73.02±0.24 และ 76.25±2.12 มิลลิกรัมน า้ตาล
ตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น ตามล าดบั ส าหรับน า้ตาลดี-กลโูคสไมส่ามารถตรวจพบได้หลงัจากย่อยเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง แตเ่มื่อเพ่ิมระยะเวลาในการย่อยเป็น 48 ชัว่โมง มีน า้ตาลดี- กลโูคส 0.86±0.027 
มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น ตามล าดบั (ตารางท่ี 8) 
 

4.6.2 การผลิตเอทานอลด้วยการย่อยสลายและการหมกัแบบแยกสว่น (separate 
hydrolysis and fermentation, SHF) กระบวนการหมกัและย่อยสลายแบบตอ่เน่ือง 
(simultaneous sacchrification and fermentation, SSF) 

  จากการผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการหมกัแบบ SHF (ส าหรับวชัพืชท่ีย่อยด้วย
กรด) และ SSF (ส าหรับวชัพืชท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ ) ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  โดยการใช้วสัดุ
หมกัท่ีแตกตา่งกนัคือ หญ้าคาและหญ้าแฝก  ร่วมกบั  P. tannophilus สายพนัธุ์ NRRL-Y2460 
พบวา่ได้ผลการหมกัเอทานอลดงันี ้ 

  4.6.2.1 การผลิตเอทานอลด้วยการย่อยสลายด้วยกรดและการหมกัแบบแยกสว่น
(SHF) 

  เมื่อใช้หญ้าคาและหญ้าแฝกท่ีผา่นการย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วยกรดและท าการหมกั
แบบ SHF พบวา่การหมกัหญ้าคาให้ปริมาณเอทานอลสงูสดุในวนัท่ี 7 ท่ี 8.50 เปอร์เซ็นต์ (v/v) 
ส าหรับการหมกัหญ้าแฝกให้ปริมาณเอทานอลสงูสดุในวนัท่ี 7 เช่นเดียวกนัท่ี 8.71 เปอร์เซ็นต์ (v/v) 
(ตารางท่ี 9) 
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  4.6.2.2 การผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการห มกัและย่อยสลายแบบตอ่เน่ือง , 
SSF 

  เมื่อหมกัหญ้าคาและหญ้าแฝกแบบ  SSF โดยเอนไซม์ไซแลเนสร่วมกบั            
P. tannophilus NRRL-Y2460 พบวา่การหมกัหญ้าคาให้ปริมาณเอทานอลสงูสดุในวนัท่ี 7 ท่ี 7.63 
เปอร์เซ็นต์ (v/v) ส าหรับการหมกัหญ้าแฝกให้ปริมาณเอทานอลสงูสดุในวนัท่ี 7 เช่นเดียวกนัท่ี 7.74 
เปอร์เซ็นต์ (v/v) (ตารางท่ี 10) 

 
 
 
 
 



82 
 

 

 
ตารางท่ี 7 ปริมาณน า้ตาลท่ีได้จากการย่อยหญ้าคาและหญ้าแฝกบดแห้งด้วยกรดซลัฟริูกเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
 

ชนิดของ
หญ้า 

ปริมาณน า้ตาลดี-ไซโลส 
(มิลลิกรัมตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น) 

ปริมาณน า้ตาลดี-กลโูคส 
(มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น) 

ปริมาณน า้ตาลแอล-อะราบิโนส 
(มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น) 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 24 ชม. 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 48 ชม. 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 24 ชม. 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 48 ชม. 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 24 ชม. 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 48 ชม. 

หญ้าคา 80.02±0.11 121.98±1.06 2.64±0.05 3.97±0.05 97.06±0.83 149.36±6.03 
หญ้าแฝก 90.92±1.50 122.78±2.02 1.98±0.04 5.49±0.22 138.64±4.89 164.94±5.25 

 
ตารางท่ี 8 ปริมาณน า้ตาลท่ีได้จากการย่อยหญ้าคาและหญ้าแฝกบดแห้งด้วยเอนไซม์ไซแลเนส 66.47 มิลลิยนิูต 
 

ชนิดของ
หญ้า 

ปริมาณน า้ตาลดี-ไซโลส 
(มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น) 

ปริมาณน า้ตาลดี-กลโูคส 
(มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น) 

ปริมาณน า้ตาลแอล-อะราบิโนส 
(มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่กรัมวชัพืชเร่ิมต้น) 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 24 ชม. 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 48 ชม. 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 24 ชม. 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 48 ชม. 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 24 ชม. 

ระยะเวลา 
ในการย่อย 48 ชม. 

หญ้าคา 9.38±0.20 17.55±0.30 0.80±0.10 0.58±0.04 1.63±0.07 10.90±0.51 

หญ้าแฝก 17.40±0.90 22.25±0.24 ไมพ่บ 0.13±0.10 10.69±0.52 11.16±0.31 
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ตารางท่ี 9 ปริมาณเอทานอลท่ีได้จากการหมกัแบบ SHF โดยใช้วสัดหุมกัคือ หญ้าคาและหญ้าแฝกน า้หนกัแห้งเร่ิมต้น 3 กรัม ท่ีผา่น การย่อยเฮมิเซลลโูลส
ด้วยกรดซลัฟริูกเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้น ามาท าการปรับความเป็นกรดดา่งด้วย 1 N NaOH ให้คา่ความเป็น
กรดดา่งเท่ากบั 7 .0 ก่อนน ามาหมกัด้วย P. tannophilus NRRL-Y2460 ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 
 

วนัท่ีของ 
การหมกั 

ปริมาณเอทานอล 
(เปอร์เซ็นต์ (v/v)) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอ่100 มิลลิลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมเอทานอลตอ่กรัมวชัพืช) 

หญ้าคา หญ้าแฝก หญ้าคา หญ้าแฝก หญ้าคา หญ้าแฝก 
3 4.66±0.01 5.15±0.07 3.68±0.09 4.07±0.05 1.23±0.03 1.36±0.02 
5 5.57±0.15 5.94±0.10 4.40±0.11 4.67±0.07 1.47±0.04 1.56±0.03 
7 8.50±0.10 8.71±0.03 6.71±0.24 6.87±0.08 2.24±0.01 2.29±0.03 
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ตารางท่ี 10 ปริมาณเอทาลท่ีได้จากการหมกัแบบ SSF โดยใช้วสัดหุมกัคือ  หญ้าคาและหญ้าแฝกน า้หนกัแห้งเร่ิมต้น 3 กรัม ท่ีผา่น การฆ่าเชือ้ใน  50 mM 
Sodium phosphate buffer (pH 7.0) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง โดยใช้ เอนไซม์ไซแลเนส 66.47 มิลลิยนิูต ร่วมกบั P. tannophilus NRRL-
Y2460  ในการหมกัท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 
 

วนัท่ีของ 
การหมกั 

ปริมาณเอทานอล 
(เปอร์เซ็นต์ (v/v)) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอ่100 มิลลิลิตร) 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมเอทานอลตอ่กรัมวชัพืช) 

หญ้าคา หญ้าแฝก หญ้าคา หญ้าแฝก หญ้าคา หญ้าแฝก 
3 3.52±0.02 4.04±0.14 2.78±0.07 3.66±0.11 0.93±0.02 1.22±0.04 
5 4.76±0.10 5.51±0.10 4.35±0.80 3.75±0.07 1.45±0.03 1.25±0.03 
7 7.63±0.02 7.74±0.09 6.02±0.02 6.11±0.69 2.01±0.01 2.04±0.02 
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บทที่  5 
 

การอภปิรายผลการวิจยั 
 
5.1 การคัดแยกและจ าแนกชนิด Aureobasidium pullulans 

5.1.1 การคดัแยก A. pullulans 
จากการส ารวจ เก็บตวัอย่าง และคดัแยก A. pullulans จากใบไม้ช นิดตา่งๆ จ านวน 239 

ตวัอย่าง สามารถแยก A. pullulans ได้เพียง 20 ไอโซเลต  เน่ืองจากใบไม้มีจลุินทรีย์หลากหลาย
ชนิดท่ีสามารถเจริญ อยู่ได้ อีกทัง้ระยะเวลาระหวา่งการ เก็บตวัอย่าง กบัการแยกเชือ้บางครัง้กิน
เวลานาน จึงท าให้ใบไม้มีสภาพไมส่มบรูณ์ แห้งหรือเน่าไปได้ หรือเมื่อน ามาแยกแล้วได้จลุินทรีย์  
ได้แก่ เชือ้ราเส้นใยสีเขียว เส้นใยสีเหลือง เส้นใยสีขาว และเส้ นใยสีด า รวมถึงเชือ้แบคทีเรีย และ
ยีสต์ชนิดอ่ืนๆ จึงท าไมป่ระสบความส าเร็จในการ คดัแยก  A. pullulans  ในบางตวัอย่าง ทัง้นี ้ การ
คดัแยกใช้อาหารสตูร MEA แบบ half strength (Atlas, 1993) เพ่ือลดปริมาณสารอาหารในอาหาร
คดัแยกเชือ้ และผสม Rose b engal 0.01 เปอร์เซ็นต์  (w/v) เพ่ือท าให้เชือ้ราชนิดอ่ืนเติบโต ช้าลง
และเติม Chloramphenicol 0.30 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร (Leathers, 1984) เพ่ือไมใ่ห้เชือ้แบคทีเรีย  
เติบโตได้ ท าให้สามารถลดจ านวนเชือ้ชนิดอ่ืนท่ีไมต้่องการให้ขึน้บนอาหารท่ีใช้คดัแยกจนมีจ านวน
ไมม่ากเกินไปจนยากตอ่การแยก A. pullulans 

 
5.1.2 การจ าแนกชนิด A. pullulans 
ในการจดัจ าแนก A. pullulans โดยอาศยัการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายใต้

กล้องจลุทรรศน์  พบวา่ A. pullulans มีรูปร่าง ได้หลายลกัษณะ ได้แก่  บลาสโตสปอร์ เซลล์พอง 
คลาไมโดสปอร์ เส้นใย เส้นใยเทียม และรูปร่างแบบเส้นใยท่ีมีการเจริญ โดยการแตกแขนงแบบ 
branching หรือมีการสร้างโคนิเดียตรงบริเวณด้านข้างและด้านปลายของเส้นใยเป็นต้น ซึ่งในการ
จดัจ าแนก ใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายใต้กล้องจลุทรรศน์ เปรียบเทียบกบัลกัษณะ ของ        
A. pullulans ท่ี Hermanides-Nijhof (1977) ได้รายงาน ไว้ และจากการศกึษา ของ Romos and 
Acha, 1975) ท่ีอธิบายถึงการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเซลล์ของ A. pullulans ในระหวา่งการเติบโต วา่
มีได้หลายแบบ โดยขึน้อยู่กบัระยะเวลาในการเลีย้งและองค์ประกอบของอาหาร เช่น การแตกหน่อ
จะพบเมื่อเลีย้งในอาหารท่ีมีไนเตรต หรือการเปลี่ยนลกัษณะของบลาสโตสปอร์ เป็นเซลล์พองเมื่อ
เลีย้งในอาหารท่ีมีแอมโมเนียม เป็นต้น นอกจากการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์ แล้ว ยงัได้ท าการศกึษาลกัษณะของโคโลนีและการสร้างเมด็สี บนอาหาร สตูรตา่งๆ 
ได้แก่  PDA PDB YMA YMB MEA และ YMXA ซึ่งมีรายงานวา่เมื่อท าการเลีย้ง A. pullulans   
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เป็นระยะเวลานานขึน้สีของโคโลนีจะเข้มขึน้ กลายเป็นสีน า้ตาลหรือด าได้ (Hermanides-Nijhof, 
1977; Domsch et al.,1993) ซึ่งจากผล การศกึษา สรุปได้วา่ราทัง้ 20 ไอโซเลตท่ีแยกได้เป็น       
A. pullulans ทัง้หมด 

ในการใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาจ าแนกชนิด A. pullulans  นัน้คอ่นข้างท าได้ยาก
เน่ืองจากเซลล์ของ A. pullulans มีหลายแบบดงักลา่วข้างต้น และเซลล์บางแบบมีความคล้ายคลงึ
กบัยีสต์ชนิดอ่ืน  โดยเฉพาะ Trichosporon pullulans  Hormonema spp. และ Aureobasidium  
ชนิดอ่ืน ๆ  ซึ่งโดยทัว่ไปมกัมี ลกัษณะโคโลนี ในระยะแรก ของการเลีย้งเป็นสีครี มหรือชมพ ูและ
เปลี่ยนเป็นสีเข้มขึน้เมื่อเลีย้งเป็นเวลานานขึน้ เน่ืองจากสามารถสร้างคลาไมโดสปอร์ และสามารถ
สร้างเอนโดโคนิเดียได้เช่นเดียวกนั (De Hoog and Yurlova, 1994) หรือในกรณี  T. pullulans   
ซึ่งเป็นยีสต์ท่ีมีเซลล์รูปร่างหลายแบบ เช่น เส้นใย บลาสโตสปอร์ โคนิเดีย เป็นต้น แม้วา่โคโลนีของ 
T. pullulans จะมีสีครีมหรือชมพตูัง้แตใ่นระยะแรกของการเลีย้ง แตต่ลอดการเลีย้งจะไมเ่ปลี่ยนสี 
(Dennis and Buhagiar, 1973) แตก่็มี  A. pullulans  บางสายพนัธุ์ท่ีไม่ สามารถ ผลิตเมด็            
สีเมลานิน ท่ีมีสีเข้ม เช่นกนั ดงันัน้การจ าแ นก  A. pullulans  ต้องอาศยัวิธีอ่ืนมาประกอบ
นอกเหนือจากวิธีสงัเกตลกัษณะทางสณัฐานวิทยา เช่น การใช้แหลง่อาหารตา่งๆกนั (Substrate 
utilization) ภาวะการสร้างพอลิแซ็คคาไรด์ (De Hoog และ Yurlova, 1994) และการเปรียบเทียบ
ล าดบัเบสบริเวณ ITS (Manitchotpisit et al., 2009) เป็นต้น 

ส าหรับการศกึษา A. pullulans ในประเทศไทย พบวา่สามารถแยกได้จาก ทัง้ในอากาศ 
(airborne) (Punnapayak et al., 2003) ผนงัห้องน า้  ผนงัท่ีทาสี  (Prasongsuk  et al., 2005; 
Lotrakul et al., 2009)  และบนผิวใบไม้ (Prasongsuk et al., 2005; Manitchotpisit et al., 2009)
และจากรายงาน พบวา่ปัจจบุนั มีผู้ คดัแยก A. pullulans ในประเทศไทยได้ทัง้สิน้อย่างน้อย          
65 ไอโซเลต  ซึ่งในการศกึษานี ้ พบวา่ใบพืชบางชนิดท่ีแยก A. pullulans ได้ เป็นชนิดเดียว กบัท่ี 
Prasongsuk  และคณะ (2005) และ  Manitchotpisit และคณะ (2009) ได้รายงานไว้  คือ           
ใบมะขาม ใบพิกลุ และใบไทร ในขณะท่ี ใบหกูวาง ใบโมก ใบปลาหมกึยกัษ์ ใบ เลบ็ครุฑ ใบแก้ว       
ใบชงโค ใบเขม็ ใบแค ใบมะละกอ ใบอินทนิน ใบกระถินณรงค์ และใบกนัเกรา นบัเป็นชนิดท่ีมีการ
รายงานเป็นครัง้แรกในประเทศไทยวา่สามารถแยก A. pullulans ได้ อย่างไรก็ดี มีพืชบางชนิดท่ีมี
รายงานวา่สามารถคดัแยก A. pullulans ได้แตใ่นการศกึษานีไ้มป่ระสบความส าเร็จในการแยก 
เช่น ใบเฟ่ืองฟ้า ใบมะมว่ง ใบชมพ ูใบมงัคดุ ใบจามจรีุ และใบต้นตีนเป็ด เป็นต้น ส าหรับการสร้าง
เมด็สี พบวา่มี 5 ไอโซเลต  ท่ีสามารถสร้างเมด็สี ท่ีไมเ่ป็นสีเขียวคล า้  น า้ตาล หรือ ด า ได้ เมื่อเลีย้ง
บนอาหารสตูร PDA เป็นเวลาอย่างน้อย 3 วนั โดยจดัเป็น  color variant ได้แก่  ไอโซเลต No.107 
สร้างเมด็สีชมพู No.109B สร้างเมด็สีมว่ง  No.109P สร้างเมด็สีชมพ ูNo.114 สร้างเมด็สีส้ม  และ 
No.150O สร้างเมด็สีส้ม โดย color variant ของ A. pullulans คือ สายพนัธุ์ท่ีสามารถ สร้างเมด็สี
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ชนิดอ่ืนๆ ท่ีไม่ สร้างเมด็ สีด า  ซึ่งจากรายงาน วา่สามารถคดัแยกได้จากเขตร้อน  นอกจากนี ้  
Leathers (1984) ได้รายงานวา่  A. pullulans สายพนัธุ์ท่ี เป็น color variant จะสามารถผลิต       
ไซแลเนสได้ในปริมาณมาก  ทัง้นีใ้นการศกึษานี ้ พบวา่  มี 7 ไอโซเลตท่ีสามารถสร้างวงสี         
(color ring) โดยวงสท่ีีพบจะเกิดเมื่อ A. pullulans เติบโตในภาวะท่ีได้รับแสงสลบักบัภาวะท่ีไมไ่ด้
รับแสง ซึ่ง ลกัษณะของโคโลนี จะมีวงสีเข้มสลบักบัวงสีท่ีออ่น  ได้แก่ No.1 No.15 No.16 No.83 
No.102 No.109B และ No.109P ทัง้นีก้ารสร้าง color ring ของ A. pullulans ถกูรายงานเป็นครัง้
แรกในสายพนัธุ์ท่ีคดัแยกได้จากประเทศไทยเช่นกนั (Manitchotpisit et al., 2009) นอกจากนีเ้มื่อ
ท าการเปรียบเทียบลกัษณะของ  A. pullulans ทัง้ 20 ไอโซเลต  นีก้บั A. pullulans ใน Clade 
ตา่งๆ ท่ี รายงานไว้โดย  Manitchotpisit และคณะ (2009) พบวา่มีจ านวน 13 ไอโซเลต  ท่ีมีความ
คล้ายคลงึโดย สามารถจดัอยู่ใน Clade ตา่งๆ ได้ดงันี ้ Clade 1 จ านวน 5 ไอโซเลต  คือ ไอโซเลต  
No.1 No.92 No.102 No.107 และ No.149 Clade 5 จ านวน 1 ไอโซเลต  คือ ไอโซเลต  No.55 
Clade 6 จ านวน 1 ไอโซเลต คือ ไอโซเลต No.63 Clade 9 จ านวน 2 ไอโซเลต  คือ ไอโซเลต  No.1 
No.2 Clade 10 จ านวน 2 ไอโซเลต คือ ไอโซเลต  No.109B No. 109P Clade 11 จ านวน 2 ไอโซ-
เลต คือ ไอโซเลต No.16 No.27 และมี 7 ไอโซเลตท่ี มีลกัษณะท่ีไมค่ล้ายคลงึกบั A. pullulans ใน
ทัง้ 12 Clade ซึ่งแสดงให้เห็นวา่ ความหลากหลายทางพนัธกุรรม ของ A. pullulans จากเขตร้อน
อาจมีมากกวา่ท่ีเคยมีรายงานไว้  
 
5.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไซแลเนส 

5.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างไซแลเนสโดยวิธี plate screening 
 จากการตรวจสอบความสามารถในการสร้างไซแลเนสโดยเลีย้ง  A. pullulans บนอาหาร
สตูร YMXA ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 3 วนั ตามวิธีของ Christov และ Prior (1994) แล้วสงัเกต
การสร้างไซแลเนส จากการเกิด วงใสรอบๆ โคโลนี  ซึ่งเกิด จากการย่อยผงไซแลนในอาหารโดย       
ไซแลเนส ผลพบวา่ทกุไอโซเลตสามารถสร้างวงใสได้ ซึ่งแสดงถึงไซแลนเนสแอกติวิตี โดยไอโซเลต
ท่ีพบวงใสกว้างท่ีสดุคือ ไอโซเลต No.109B มีคา่อตัราสว่นเส้นผา่นศนูย์กลางของวงใสตอ่เส้นผา่น
ศนูย์กลางโคโลนีเท่ากบั 3.00±0.05 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างไซแลเนส โดยวิธี 
plate screening นีเ้ป็นเพียงการตรวจสอบเบือ้งต้นเชิงคณุภาพ (qualitative preliminary test) 
ดงันัน้เพ่ือให้ทราบปริมาณไซแลเนสท่ี A. pullulans สามารถผลิตได้จริง จึงต้องมีการวดัไซแลเนส       
แอกติวิตีเชิงปริมาณในขัน้ตอ่ไป 
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5.2.2 การวดัไซแลเนสแอกติวิตีเชิงปริมาณ 
โดยทัว่ไป A. pullulans  มีความสามารถในการผลิตไซแลเนสได้แตกตา่งกนั  ขึน้อยู่กบั  

สายพนัธุ์และภาวะของการเลีย้ง โดย Leathers (1984) ได้ท าการศกึษาความสามารถในการผลิต      
ไซแลเนส ของ  A. pullulans  สายพนัธุ์ท่ีคดัแยกได้จากเขตร้อน  จ านวน 13 สายพนัธุ์ พบวา่ มี      
การผลิตไซแลเนสอยู่ในช่วง 2.59-373.00 ยนิูตตอ่มิล ลิลิตร นอกจากนัน้ Myburgh และคณะ 
(1991) ได้ท าการศกึษาถึงความสามารถของ A. pullulans สายพนัธุ์ NRRL Y 2311-1 ซึ่งเป็นสาย
พนัธุ์เขตร้อนเช่นกนั แตไ่ด้ท าการเลีย้งในอาหารท่ีมีแหลง่คาร์บอนท่ีความเข้มข้นตา่งจาก 
Leathers (1984) พบวา่มีการผลิตไซแลเนสอยู่ในช่วง 15.00-82.00 ยนิูตตอ่มิล ลิลิตร ในขณะท่ี 
Manitchotpisit และคณะ (2009) รายงานวา่ A. pullulans สายพนัธุ์ท่ีคดัแยกได้จากประเทศไทย 
และเขตอบอุน่จ านวน 49 สายพนัธุ์ สามารถผลิตไซแลเนสอยู่ในช่วง 7.70-94.30 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร 
ส าหรับ ในการศกึษานี ้พบวา่  A. pullulans  ทัง้ 20 ไอโซเลตท่ีคดัแยกได้ ให้ผลการผลิต                 
ไซแลเนสต ่ากวา่ท่ีเคยมีรายงานคือ อยู่ในช่วง 15.83-165.83 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร 

 
5.2.3 การคดัเลือก A. pullulans ท่ีผลิตไซแลเนสท่ีมีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู 
ในการใช้เอนไซม์ไซแลเนสทางอตุสาหกรรม อาจมีบางกระบวนการท่ีก่อให้เกิดอณุหภมูสิงู 

ซึ่งหากสามาร ถคดัเลือกเอนไซม์ท่ีมีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสู งก็น่าจะเป็นประโยชน์ เน่ืองจาก        
จะสามารถใช้เอนไซม์ ในการกระตุ้นปฏิกิริยานานขึน้ ได้ จากการตรวจหา  A. pullulans ท่ีผลิต      
ไซแลเนสท่ีมีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู พบวา่  ไอโซเลต No.1 No.15 No.27 No.55 No.59 และ 
No.102 สามารถผลิตไซแลเนสท่ีมีความเสถียรท่ี 60 องศาเซลเซียส โดยมีแอกติวิตีสมัพทัธ์ สงูกวา่  
100 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากบ่มเป็นเวลา 1 ชัว่โมง อย่างไรก็ดี ไอโซเลตเหลา่นีม้ีความสามารถในการ
ผลิตไซแลเนสคอ่นข้างต ่า โดยสร้าง เอนไซม์ ได้น้อยกวา่ 100 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร  จึงไม่ เลือก      
ไอโซเลตเหลา่นีม้าท าการศกึษาในขัน้ตอนตอ่ไป สว่นไอโซเลต No.109B สามารถสร้างไซแลเนสได้
มากท่ีสดุใน 20 ไอโซเลต และ คอ่นข้าง เสถียรท่ีอณุหภมูิสงู  โดยมีแอกติวิตี สมัพทัธ์มากกวา่  70 
เปอร์เซ็นต์  หลงัจากบ่มท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จึงได้เลือกไอ โซเลตนีส้ าหรับ
การศกึษาในขัน้ตอ่ไป  
 

5.2.4 การตรวจสอบการสร้าง EPS 
Manitchotpisit และคณะ (2009) จดั A. pullulans  ตามความสามารถใน การสร้าง EPS 

ออกเป็น 3 กลุม่ คือ กลุม่ท่ีสร้าง EPS ได้น้อยกวา่ 10 กรัมตอ่ลิตร  กลุม่ท่ีสร้าง EPS ได้ในช่วง     
10-20 กรัมตอ่ลิตร และกลุม่ท่ีสร้าง EPS ได้มากกวา่ 10 กรัมตอ่ลิตร ส าหรับในการศกึษานี ้ พบวา่ 
A. pullulans 19 ไอโซเลตจดัอยู่ในกลุม่ท่ีสามารถสร้าง EPS ได้น้อยกวา่ 10 กรัมตอ่ลิต ร มีเพียง  
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ไอโซเลต No.83 ท่ีสามารถสร้าง EPS ได้ 10.85 กรัมตอ่ลิตร จึงจดัอยู่ในกลุม่ท่ีสามารถสร้าง EPS 
ได้ในระดบัปานกลาง  ซึ่งคล้ายคลงึกบัรายงานของ  Prasongsuk  และคณะ (2005) ท่ีพบวา่             
A. pullulans สายพนัธุ์ท่ีคดัแยกได้ในประเทศไทยมีความสามารถในการผลิต EPS คอ่นข้างน้อย
เช่นกนั โดยอยู่ในช่วง 3.7-7.9 กรัมตอ่ลิตร  และ Leathers (1988) พบวา่ A. pullulans  สายพนัธุ์   
Y-17,001 สามารถผลิต EPS ได้สงูสดุ ท่ี 8.4 กรัมตอ่ลิตร และสายพนัธุ์อ่ืนๆ อยู่ในช่วง 3.9-7.8 
กรัมตอ่ลิตร  ซึ่งการตรวจสอบการสร้าง  EPS ในการศกึษาครัง้นี ้เพ่ือต้องการศกึษาเป็นข้อมลู
เบือ้งต้นส าหรับผู้ ท่ีสนใจจะน า A. pullulans ทัง้ 20 ไอโซเลตท่ีได้นัน้ไปศกึษาต่อถึงคณุสมบตัิของ 
EPS หรือท าการผลิต EPS และน าท่ีได้ไปประยกุต์ใช้ตอ่ไป 

 
5.3 การศึกษาการเติบโตและการผลิตเอนไซม์ไซแลเนสของ A. pullulans 

จากการศกึษาการเติบโตและการผลิตเอนไซม์ไซแลเนสของ A. pullulans  ไอโซเลต 
No.109B พบวา่ให้แอกติวิตีสงูสดุท่ี 439.98±14.33 มิลลิยูนิตตอ่มิลลิลิตร เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และให้จ านวนเซลล์มากท่ีสดุ 3.27×107 เซลล์ เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 3 วนั ซึ่งการผลิตไซแลเนส
ได้มากท่ีสดุนัน้อยู่ในระหวา่งการเติบโตในช่วง early log phase หรือใน  24 ชัว่โมงแรก ซึ่งผลท่ีได้
ตา่งจากรายงานของ Karni และคณะ (1993) ท่ีระบวุา่  A. pullulans  สายพนัธุ์ NCIM 1050 จาก
ประเทศอินเดีย  สามารถผลิตไซแลเนส ได้สงูสดุ  เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 3 วนั ในระยะการเติบโตช่วง 
stationary phase โดยให้แอกติวิตีสงูสดุท่ี 31 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร และให้จ านวนเซลล์มากท่ีสดุ 
10×107 เซลล์ แตอ่ย่างไรก็ดี Karni และคณะ ท าการเลีย้ง A. pullulans สายพนัธุ์ NCIM 1050 ท่ี
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีใช้กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอน ซึ่งอาจเป็นสาเหตขุองการ
เติบโตและการผลิตเอนไซม์ไซแลเนสท่ีแตกตา่งจากการศกึษานี ้นอกเหนือจากสายพนัธุ์ท่ีตา่งกนั 
ทัง้นีก้ารศกึษาการเติบโตและการผลิตเอนไซม์ไซแลเนสของ A. pullulans มีผู้ศกึษาไมม่ากนกั จึง
ท าให้การเปรียบเทียบปัจจยัท่ีอาจมีผลกระทบท าได้ยาก นอกจากนีผู้้ศกึษาสว่นใหญ่มกัท าการเก็บ
เอนไซม์ไซแลเนสในวนัท่ี 3 ของการเลีย้ง  ตามวิธีของ Leathers (1984,1986) ซึ่งจากการศกึษา นี ้
พบวา่ช่วงเวลาท่ีเหมาะสมของการเก็บไซแลเนสท่ีได้จาก A. pullulans ไอโซเลต No.109B จะอยู่ท่ี  
24 ชัว่โมง แสดงให้เห็นวา่ควรได้มีการศกึษาระยะเวลาของการผลิต ไซแลเนส  ของ A. pullulans  
แตล่ะสายพนัธุ์โดยเฉพาะสายพนัธุ์จากเขตร้อนเช่นประเทศไทย เน่ืองจากอาจมีช่วงเวลาของการ
ผลิตท่ีแตกตา่งจากสายพนัธุ์จากเขตอบอุน่ เพ่ือให้สามารถเก็บเก่ียวเอนไซม์ได้ในปริมาณมากท่ีสดุ 
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5.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซแลเนส 

5.4.1 แหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม 
แหลง่คาร์บอนเป็นปัจจยัท่ีมีความส าคญัตอ่การเจริญเติบโต และการผลิตเอนไซม์  เพราะ

เป็น primary metabolite ท่ีจ าเป็นตอ่การด ารงชีพ เน่ืองจากเชือ้ราจ าเป็นต้องผลิตเอนไซม์ออกมา
เพ่ือย่อยสลายสารตัง้ต้นท่ีมีโมเลกลุใหญ่ เช่น  คาร์โบไฮเดรตชนิดตา่งๆ เพ่ือให้ไ ด้ผลผลิตเป็น
น า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีเลก็ลง จึงจะดดูซึมเข้าในเซลล์ได้ เพ่ือให้ได้มาซึ่งพลงังานในการเจริญเติบโต 
ดงันัน้ถ้าหากต้องการเอนไซม์ชนิดใดก็ต้องเลือกใช้แหลง่คาร์บอนให้เหมาะสม โดยเฉพาะกบั
เอนไซม์ท่ีเป็น inducible enzymes ซึ่งการผลิตเอนไซม์กลุม่นีจ้ะเกิดขึน้เมื่อเซลล์มีความ
จ าเป็นต้องใช้หรือถกูเหน่ียวน าให้ผลิตเท่านัน้ เช่น ในการผลิตเอนไซม์เฮมิเซลลเูลสก็ต้องเลีย้งราใน
อาหารท่ีมีเฮมิเซลลโูลส ซึ่งจากการศกึษาพบวา่ ไอโซเลต No.109B ให้ไซแลเนสแอกติวิตีสงูท่ีสดุ
เมื่อเลีย้งในอาหารท่ีใช้ไซแลนเป็นแหลง่คาร์บอนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยให้คา่แอกติวิตีของ
เอนไซม์เท่ากบั 439.98±9.66 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร แตเ่น่ืองจากไซแลนบริสทุธ์ิมีราคาแพง ดงันัน้จึงได้
เลือกวสัดทุางการเกษตรท่ีมีไซแลนเป็นองค์ประกอบมาใช้เป็นแหลง่คาร์บอนในการผลิตไซแล -    
เนสแทนไซแลน ซึ่งมีรายงานวา่สามารถน า ร าข้าว กากชานอ้อย เปลือกถัว่ลิสง ใช้เป็นสารในการ
ผลิตไซแลเนสได้ (เนริสา คณุประทมุ , 2543) โดยในการทดล องนีไ้ด้เลือกวสัดทุางการเกษ ตร 3 
ชนิดคือ ซงัข้าวโพด ร าข้าว และจมกูข้าว โดยพบวา่สามารถกระตุ้นให้  A. pullulans  No.109B 
ผลิต   ไซแลเนสได้ โดยมีคา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 410.62±37.63 164.85±27.19 และ 
86.73±30.39 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั  แม้วา่ไซแลเนสท่ีได้จากการเลีย้ง A. pullulans 
No.109B ในอาหารท่ีมีซงัข้าวโพดจะมีปริมาณต ่ากวา่ในอาหารท่ีมีไซแลนเลก็น้อย แตเ่น่ืองจาก  
ซงัข้าวโพดมีราคาต ่ากวา่ไซแลนมากจึงได้เลือกท่ีจะใช้ซงัข้าวโพดในการการศกึษาขัน้ตอ่ไป 

จากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของวสัดทุางการเกษตรท่ีเลือกมาศกึษา พบวา่
ซงัข้าวโ พดมีปริมาณเฮมิเซลลโูลสสงูท่ีสดุคือ 36.49 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ ร าข้าว 35.54 
เปอร์เซ็นต์ และจมกูข้าวสาลี 28.40 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกบัผลการผลิตไซแลเนสจาก            
A. pullulans  ไอโซเลต No.109B ทัง้นีม้ีรายงานวา่ การน าซงัข้าวโพดมาเป็นแหลง่คาร์บอนใน    
การผลิตไซแลเนสจากรา Thermomyces lanuginosus พบวา่ได้แอกติวิตีของไซแลเนสสงูกวา่การ
ใช้เศษวสัดทุางการเกษตรชนิดอ่ืนๆ ถึง 1.43 เท่า (Hayn et al., 1993) 
 

5.4.2 แหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 
แหลง่ไนโตรเจนเป็นปัจจยัท่ีจ าเป็นตอ่การเติบโต เช่นเดียวกบัแหลง่คาร์บอน โดยมีผลตอ่
กระบวนการตา่งๆ มากมาย เช่น การสร้างโปรตีน ซึ่งรวมถึงการผลิตเอนไซม์ จากการศกึษาพบวา่  
A. pullulans ไอโซเลต No.109B สามารถใช้แหลง่ไนโตรเจนได้ทกุชนิดไมว่า่จะเป็น สารอินทรีย์ 



91 
 
(แอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรตและเปปโตน) หรือสารอนินทรีย์ (โซเดียมไนเตรตและแอมโมเนียม
ซลัเฟต) โดยทัว่ไปจลุินทรีย์จะเจริญในอาหารท่ีมีไนโตรเจนอินทรี ย์ได้เร็วกวา่อาหารท่ีมีไนโตรเจน  
อนินทรีย์ (สมใจ ศิริโภค, 2547) และพบวา่แหลง่ไนโตรเจนอินทรีย์ เช่น แอล-แอสพาราจีนโมโนไฮ-
เดรตและเปปโตน สามารถกระตุ้นให้  A. pullulans  ไอโซเลต No.109B ผลิต  ไซแลเนสได้ใน
ปริมาณท่ีสงูกวา่เมื่อใช้แหลง่โปรตีนอนินทรีย์ โดยให้คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 439.98±9.66 
และ 417.09±40.31 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะ แอล-แอสพาราจีนโม -
โนไฮเ ดรต และ เปปโตน  มีไนโตรเจนอินทรีย์ท่ีอยู่ในรูปท่ีสามารถน าไปใช้ได้ทนัทีโดยไมต้่อง
สงัเคราะห์ขึน้มาใหม ่ดงันัน้จึงได้เลือกอาหารสตูรท่ีมีซังข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
เป็นแหลง่คาร์บอนและแอล- แอสพาราจีนโมโนไฮ เดรต ท่ีความเข้มข้น  2 เปอร์เซ็นต์ (w/v)         
เป็นแหลง่ไนโตรเจน ซึ่งให้ผลผลิตไซแลเนสสงูท่ีสดุ ส าหรับในการศกึษาขัน้ตอ่ไป 
 

5.4.3 อณุหภมูิ 
จากการศกึษาผลของอณุหภมูิตอ่การผลิตไซแลเนส โดยเลีย้ง  A. pullulans       

ไอโซเลต No.109B ในอาหารสตูร  XPM ท่ีมีซงัข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v)          
เป็นแหลง่คาร์บอนและแอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรตท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่
ไนโตรเจน โดยบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที พบวา่ ท่ีอณุหภมูิ 35 องศา -
เซลเซียส ไอโซเลต A. pullulans  No.109B สามารถผลิต ไซแลเนสได้สงูท่ีสดุ ท่ี 533.04±15.35 
มิลลยินิูตตอ่มิลลิลิตร ซึ่งให้ผลท่ีคล้ายคลงึกบัการศกึษาท่ีพบวา่ A. pullulans สายพนัธุ์ท่ีสามารถ
สร้างเมด็สีชนิดอ่ืนๆท่ีไมส่ร้างเมด็สีด า (color variant) ได้จะเจริญได้ดีท่ีอณุหภมูิสงู (Wickerham 
and Kurtzman, 1975) ซึ่ง A. pullulans   ไอโซเลต No.109B เป็นสายพันธุ์ท่ีสามารถสร้างเมด็สี
ได้เช่นกนั โดยเมื่อเลีย้งเป็นเวลานาน 3 วนั สีของอาหารท่ีใช้ในการเลีย้ง  A. pullulans  ไอโซเลต 
No.109B จะเปลี่ยนเป็นสีมว่งออ่น แตจ่ากหลายงานวิจยัพบวา่ A. pullulans สามารถเติบโตและ
ผลิตไซแลเนสได้ดี ท่ีอณุหภมูิ 28-30 องศาเซลเซียส (Christov and Prior, 1993; Li et al., 1993; 
Ohta et al., 2001; Ohta et al., 2010) ซึ่งผลของอณุหภมูิท่ีใช้ในการเติบโตและผลิตไซแลเนส A. 
pullulans ไอโซเลต No.109B จะแตกตา่งจาก งานวิจยั เหลา่นี  ้ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะ  A. pullulans   
ไอโซเลต No.109B นีค้ดัแยกได้จากเขตร้อน จึงสามารถเติบโตและสร้างเอนไซม์ได้ดีท่ีอณุหภมูิท่ี
สงูกวา่สายพนัธุ์ท่ีมีการศกึษาในเขตอบอุน่เลก็น้อย 

 
5.4.4 ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหาร 

จากการศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารท่ีมีผลตอ่การผลิตไซแลเนส  พบวา่ A. 
pullulans ไอโซเลต No.109B ให้ไซแลเนสแอกติ วิตีสงูท่ีสดุเมื่อเลีย้งในอาหารท่ี มีความเป็นกรด -
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ดา่งเร่ิมต้ น 6.0 โดยให้คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 559.75±23.14 มิลลิยนิูตตอ่มิลลิลิตร     
และไซแลเนสจะผลิตได้น้อยลงเมื่อมีความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารสงูขึน้หรือลดลงกวา่นี ้   
ซึ่งให้ผลคล้ายคลงึกบัการศกึษาท่ีพบวา่ A. pullulans สามารถผลิตไซแลเนสได้ดีท่ีความเป็นกรด -
ดา่งเร่ิมต้นของอาหาร ในช่วง 5.0-6.0 และเมื่อความเป็นกรดดา่งของอาหารเร่ิมต้นเพ่ิมขึน้หรือ
ลดลงมากกวา่นีจ้ะมีผลท าให้ A. pullulans  สามารถผลิตไซแลเนสได้ลดลงเช่นกนั  (Li et al., 
1993; Ohta et al., 2001; Ohta et al., 2010) 
 
5. การเตรียมเอนไซม์ไซแลเนสเพื่อศึกษาลักษณะสมบัติ 

5.1 การเตรียมเอนไซม์ไซแลเนส 
5.1.1 การท าให้เอนไซม์มีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั 

จากการท าให้เอนไซม์มีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั โดยเลือกใช้ membrane cut 
off ท่ี 10,000 Da นัน้  เน่ืองจากมีรายงานการศกึษาวา่ไซแลเนส จาก A. pullulansนัน้มี             
มวลโมเลกลุอยู่ในช่วง 20,000-21,000 Da (Leathers, 1984) ดงันัน้จึงคาดวา่ไซแลเนสจะไม่
สามารถกรองผา่นเมมเบรนได้เน่ืองจากมีขนาดใหญ่กวา่ขนาดของรูพรุนของเมมเบรน ซึ่งจากผล
การศกึษานีพ้บวา่  แอกติวิตีของไซแลเนสมีมากอยู่ในสว่นท่ีกรองไมผ่า่นเมมเบรน ตรงตามท่ีคาด
ไว้โดยมีแอกติวิตีทัง้หมดเท่ากบั 1,186,614.50 มิลลิยนิูตและแอกติวิตีจ าเพาะ 26.62 มิลลยินิูตตอ่
มิลลิกรัมโปรตีน โดยวิธีการนีส้ามารถท าให้ไซแลเนสมีความเข้มข้นสงูขึน้ถึง 1.86 เท่า และยงั
พบวา่ในสว่นท่ีผา่นเมมเบรนนัน้มีแอกติวิตีของไซแลเนสเลก็น้อยอาจเน่ืองมาจาก  ในขัน้ตอนการ
ท าอลัตราฟิลเตรชนั มีการเพ่ิมความดนั จึงอาจเป็นผลท าให้ไซแลเนสหลดุผา่นรูพรุนของเมมเบรน
ได้ หรืออาจเป็นไปได้วา่ไซแลเนสเกิดการย่อยของโปรตีนจึงท าให้มีขนาดเลก็ลง จนมีขนาดมวล-
โมเลกลุน้อยกวา่ 10,000 Da ท าให้กรองผา่นเมมเบรนได้ 
 

5.1.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต 
การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นวิธีท่ีอาศยัคณุสมบตัิของการละลาย

โปรตีนท่ีเปลี่ยนแปลงไปตามความเข้มข้นประจ ุ(ionic strength) โดยความเข้มข้นของเกลือสงูขึน้
จะท าให้ความเข้มข้นของประจมุากขึน้ด้วย การละลายของโปรตีนจึงลดลง เพราะไอออนจะไปจบั
กบัน า้ได้ดีกวา่ ท าให้โปรตีนเกิดการตกตะกอนลงมา  (เพ็ญแข วนัไชยธนวงศ์ , 2544) จากการ
ตกตะกอนไซแลเนสด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต พบวา่ ไซแลเนสตกตะกอนในช่วงความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซลัเฟต 60-80 เปอ ร์เซ็นต์  โดยมีแอกติวิตีและแอกติวิตีจ าเพาะของ ไซแลเนส ท่ี 
10,483.53 มิลลยินิูต และ 30.25 มิลลยินิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดบั 
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5.2 การศกึษาลกัษณะสมบตัิของไซแลเนส 
5.2.1 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของไซแลเนส 

  จากการศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ี มีตอ่การท างานของ ไซแลเนส  พบวา่   
ไซแลเนสสามารถท างานได้ดีท่ีสดุ ท่ีความเป็นกรดดา่ง 7.0 ใน (50 mM Sodium phosphate 
buffer) โดยมีแอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 100 เปอร์เซ็นต์ แตเ่มื่อเปลี่ยนความเป็นกรดดา่งเป็นช่วง 4.0-6.0 
ท าให้การท างานไซแลเนสลดลง โดยทัว่ไปแล้วไซแลเนสท่ีผลิตได้จาก A. pullulans จะมีความเป็น
กรดดา่งท่ีเหมาะสมตอ่การท างานในช่วง 3.0-7.0 เช่น  A. pullulans  สายพนัธุ์ ATCC 42023 
สามารถท างานได้ดีท่ี ความเป็นกรดดา่ง 3.0-4.5 (Myburgh et al., 1991; Leathers, 1984; Li et 
al., 1993) แตย่งัมีการศกึษาพบวา่ A. pullulans ใน var. melanigenum สามารถผลิต ไซแลเนส ท่ี
ท างานได้ดีท่ีความเป็นกรดดา่ง 2.0 ซึ่งจดัวา่เป็น acidophilic xylanase (Ohta et al., 2001) 
 

5.2.2 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของไซแลเนส 
จากศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของ ไซแลเนส  พบวา่ ไซแลเนส ท างานได้ดีในช่ว ง
อณุหภมูิ 30-60 องศาเซลเซียส โดยมีแอกติวิตีสมัพทัธ์ สงูสดุ ท่ี 111.94 เปอร์เซ็นต์  ท่ีอณุหภมูิ  30 
องศาเซลเซียส  ทัง้นีอ้ณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การท างานของ ไซแลเนสนัน้จะขึน้อยู่กบัชนิดของรา 
โดยทัว่ไป อณุหภมูิท่ีเหมาะสม ตอ่การท างานของ ไซแลเนส จะอยู่ ในช่วง 30-60 องศาเซลเ ซียส
เช่นเดียวกนั (Myburgh et al., 1991) มีรายงานวา่ไซแลเนสจาก A. pullulans  สายพนัธุ์ NRRL Y 
2311-1 และ A. pullulans  สายพนัธุ์ CBS 58475 มีอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การท างาน ท่ี 60    
องศาเซลเซียส ซึ่งจดัวา่เป็น thermophilic enzyme (Myburgh et al., 1991; Leathers, 1984; 
Dobberstein and Emeis, 1989) ซึ่งคล้ายคลงึกบัการศกึษานี ้
 

5.2.3 การศกึษาผลของ pH ท่ีมีตอ่ความเสถียรของไซแลเนส 
จากการศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่ความเสถียรของ ไซแลเนส  พบวา่             

ไซแลเนสจาก A. pullulans ไอโซเลต No.109B จะมีความเสถียรในช่วงความเป็นกรดดา่ง 4.0-7.0 
(ใน 50 mM Sodium acetate buffer และ 50 mM Sodium phosphate buffer) หลงัจากบ่มเป็น
เวลา 1 ชัว่โมง  โดยมีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ อยู่ในช่วง  86.25-107.86 เปอร์เซ็นต์  ทัง้นีร้ายงานสว่น
ใหญ่ระบวุา่ไซแลเนสจาก A. pullulans จะเสถียรในภาวะท่ีคอ่นข้ างเป็นกรด เช่น A. pullulans 
สายพนัธุ์ NRRL Y 2311-1 มีความเสถียรอยู่ในช่วงความเป็นกรดดา่ง 4.0-4.8 (Leathers, 1984; 
Li et al.,  1993) ในขณะท่ี ไซแลเนสท่ีผลิต ได้จากราโดยทัว่ไป จะมีความเสถียรในช่วงความเป็น
กรดดา่ง 4.5-5.0 เช่น T. reesei จะมีความเสถียรท่ีความเป็น กรดดา่ง 4.5 และ T. harzianum    
จะมีความเสถียร ท่ีความเป็นกรดดา่ง  5.0 (Myburgh et al., 1991) ดงันัน้ไซแลเนสท่ีผลิตได้ จาก   
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A. pullulans No. 109B จึงจดัวา่มีความเสถียรในช่วงความเป็นกรดดา่งท่ีกว้างกวา่ ไซแลเนสของ
ราโดยทัว่ไป  แตท่ัง้นีช้นิดของบฟัเฟอร์มีผลอย่างมา กตอ่ความเสถียรของไซแลเนส โดยใน
การศกึษานีพ้บวา่ท่ีความเป็นกรดดา่งเดียวกนั เมื่อเปลี่ยนบฟัเฟอร์จาก  50 mM Sodium acetate 
buffer หรือ 50 mM Sodium phosphate buffer มาเป็น 50 mM Sodium citrate buffer           
ไซแลเนสจะสญูเสียความเสถียรไป โดยสงัเกตได้จากแอกติวิตีท่ีลดลง 
 

5.2.4 ศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของไซแลเนส 
จากการศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของ ไซแลเนส พบวา่ไซแลเนส มีความเสถียร
พอสมควรท่ีอณุหภมูิห้องหรือประมาณ 28 องศาเซลเซียส ถึงแม้วา่แอกติวิตีจะลดลงเลก็น้อยหลงั
ท าการบ่มไว้อณุหภมูิห้องเป็นเวล านาน 1 ชัว่โมง โดยทัว่ไป เอนไซม์ไซแลเนส ท่ีผลิตได้ จาก          
A. pullulans จะมีความเสถียร ในช่วงอณุหภมูิ  30-80 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ดีผลท่ีได้ใน
การศกึษานี ้ คล้ายคลงึ กบัการศกึษาไซแลเนส จาก A. pullulans  สายพนัธุ์ NRRL Y 2311-1          
ท่ีพบวา่มีความเสถียรท่ีอุ ณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส โดยแอกติวิตีจะลงลด เมื่อท าการบ่มไว้เป็น
เวลานานกวา่  3 ชัว่โมง  และ ความเสถียรของเอนไซม์จะย่ิงลดลงเมื่ออณุหภมูิสงูขึน้         
(Myburgh et al., 1991) ส าหรับไซแลเนสจาก  A. pullulans  สายพนัธุ์ ATCC 20524 พบวา่มี
ความเสถียรท่ีอณุหภมูิห้องถึงอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส และแอกติวิตีจะลงลดเมื่อท าการบ่มไว้
เป็นเวลานานกวา่ 3 ชัว่โมงเช่นกนั แต่ เมื่อบ่ม ท่ีอณุหภมูิ 80 องศาเซลเซียส พบวา่ไมม่ีแอกติวิตี
เหลือเลย 
 
5.6 การย่อยเฮมิเซลลูโลส และการผลิตเอทานอลด้วย การย่อยสลายและการหมักแบบ
แยกส่วน  (separate hydrolysis and fermentation, SHF) และกระบวนการหมักและย่อย
สลายแบบต่อเน่ือง (simultaneous sacchrification and fermentation, SSF) 

มีรายงานวา่ โครงสร้างของเฮมิเซลลโูลสในหญ้านัน้จะประกอบด้วยอะราบิโนไซแลน เป็น
องค์ประกอบหลกั โดยอะราบิโนไซแลน นัน้ประกอบด้วย น า้ตาลแอล- อะราบิโนส ดี-ไซโลส และ   
ดี-กลโูคส (Eriksson, 1990)  ซึ่งสอดคล้องกบัปริมาณน า้ตาลท่ีได้จากการย่อยวชัพืชในการศกึษา
นี ้คือ น า้ตาลแอล-อะราบิโนส ดี-ไซโลส และดี-กลโูคส ตามล าดบั โดยการย่อยสลายเฮมิเซลลโูลส
ด้วยกรดและเอนไซม์ จะเกิดปฏิกิริยาการตดัสายก่ิงของเฮมิเซลลโูลสท่ีหมูอ่ะราบิโนสก่อน ท าให้ได้
น า้ตาลแอล- อะราบิโนส  และเอนไซม์ ไซแลเนส จะท าหน้าท่ี เข้าไป การสลายพนัธะ บีตา -1, 4-     
ไซโลซิ ดิกในสายหลกัของไซแลน แบบสุม่  เรียกกระบวนการท่ีเกิดขึน้นีว้า่ กลไกแบบเอนโด    
(endo-mechanism) ผลของการย่อยจะได้ดี-ไซโลสและโอลิโกแซคคาไรค์สายสัน้ๆ เป็นผลิตภณัฑ์
สดุท้าย (Gilbert et al., 1993) และจาก การศกึษาพบวา่ ปริมาณน า้ตาลท่ีได้ จากการย่อย            
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เฮมิเซลลโูลสกรดซลัฟริูกให้ปริมาณน า้ตาลมากกวา่การ ย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วย เอนไซม์ไซแลเนส 
เน่ืองจากการย่อยสลายเฮมิเซลลโูลสด้วยกรดปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้จะรุนแรง และไม่ จ าเพาะท าให้
ได้ผลผลิตในปริมาณมาก  แต่ผลผลิตท่ีได้จะไมบ่ริสทุธ์ิ สว่นการย่อยสลายเฮมิเซลลโูลสด้วย
เอนไซม์ไซแลเนส นัน้จะให้ปริมาณน า้ตาลท่ีน้อย  เน่ืองจาก ชัน้ของ เฮมิเซลลโูลส อยู่ ระหวา่ง
เซลลโูลสและลิกนิน ดงันัน้ ท าให้ เอนไซม์ไซแลเนส เข้าไปท าการกระตุ้นปฏิกิริยา ได้ยาก  อีกทัง้
โครงสร้างของไซแลนซึ่งเป็นองค์ประกอบสว่นใหญ่ของเฮมิเซลลโูลสนัน้มีสายก่ิงหลายแบบ  จึงท า
ให้การย่อยไซแลนอย่างสมบรูณ์จ าเป็นต้องอาศยัเอนไซม์ในกลุม่ย่อยสลายไซแลน หลายชนิด ร่วม
ด้วยเช่น แอลฟา -แอล -อะราบิโนสิเดส  แอลฟา -ดี-กลคูโูรนิเดส  อะซิทิล (ไซแลน ) เอสเทอเรส  
และเฟอรูโลอิล เอสเทอเรส เป็นต้น (Chavez et al., 2001) 

กระบวนการในการผลิตเอทานอลสามารถท าได้หลายวิธีเช่น การย่อยสลายและการหมกั
แบบแยกสว่น (SHF)  และกระบวนการหมกัและย่อยสลายแบบตอ่เน่ือง (SSF) โดยการย่อยสลาย
และการหมกัแบบแยกสว่นนัน้ เป็นกระบวนการท่ีมีการแยกขัน้ตอนระหวา่งการย่อยสลายสารตัง้ -
ต้นด้วย กรดหรือ เอนไซม์เพ่ือให้ได้น า้ตาลก่อน แล้วจึงน าไป สูก่ระบวนการ หมกัตอ่เพ่ือให้ได้           
เอทานอล แตวิ่ธีนีม้ีข้อเสียคือ ปริมาณน า้ตาล ท่ีได้อาจมีมากเกิน ไปจนมีผลยบัยัง้การเติบโตของ
จลุินทรีย์ท่ีใช้ในการหมกั ท าให้ได้ผลผลิตของเอทานอลลดลง และหากต้องใช้เอนไซม์ในการย่อย
สลายการหมกัแบบแยกสว่นต้องใช้เอนไซม์ในปริมาณมากเพ่ือท่ีจะให้ได้ผลผลิตเอทานอลสงู      
อีกทัง้ในขัน้ตอนการน าน า้ตาลไปใช้ในกระบวนการหมกั มกัจะเกิดการปนเปือ้นจลุินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ 
ได้  สว่นกระบวนการหมกัและย่อยสลายแบบตอ่เน่ือง นัน้ จะเป็นกระบวนการท่ีรวมเอาการย่อย
สลายสารตัง้ต้นและการหมกัไว้ในขัน้ตอนเดียวกนั ซึ่งน า้ตาลท่ีเกิดขึน้ในระบบจะถกูน าไปใช้ เป็น
สารตัง้ต้น ในการหมกัโดยจลุินทรีย์อย่างตอ่เน่ือง ซึ่งถือเป็น ข้อดีของกระบวนการหมกัแบบนี ้
เน่ืองจาก  เอนไซม์จะ ย่อยสลายสารตัง้ต้นให้เป็นน า้ตาลแล ะจลุินทรีย์ก็จะสามารถใช้ น า้ตาลไป
เร่ือยๆ จนไมเ่กิดการสะสมของน า้ตาลในปริมาณสงู ท่ีจะท าให้เป็นอนัตรายตอ่เซลล์ของจลุินทรีย์
รวมทัง้วิธีนีก้ารย่อยสลายสารตัง้ต้นและการหมกันัน้เกิดขึน้ในขัน้ตอนเดียวกนั ท าให้ช่วยลดปัญหา
การปนเปือ้นจลุินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ ได้อีกด้วย (เพ็ญแข วนัไชยธนวงศ์ , 2544; หรรษา ปณุณะพยคัฆ์ , 
2552) 

ส าหรับ การหมกัเอทานอลแบบ SHF พบวา่การหมกัหญ้าคาและหญ้าแฝกใ ห้ปริมาณ       
เอทานอลสงูสดุในวนัท่ี 7 ท่ี 2.24±0.01 และ 2.29±0.03 กรัมเอทานอล ตอ่กรัมวชัพืช  ตามล าดบั 
และการหมกัหญ้าคาและหญ้าแฝกแบบ  SSF โดยใช้เอนไซม์ไซแ ลเนสร่วมกบั P. tannophilus 
NRRL-Y2460 พบวา่การหมกัหญ้าคาและหญ้าแฝกให้ปริมาณเอทานอลสงูสดุในวนัท่ี 7 ท่ี 
2.01±0.01 และ  2.04±0.02 กรัมเอทานอล ตอ่กรัมวชัพืช  ตามล าดบั  มีการศกึษาพบวา่              
P. tannophilus สามารถผลิตเอทานอลจากน า้ตาลดี- ไซโลส ได้ 0.366 กรัมเอท านอลตอ่กรัม
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น า้ตาลดี- ไซโลส ในวนัท่ี 3 ของการหมกัเอทานอล ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส           
(Schneider et al., 1983) และยงัมีการศกึษาถึงความสามารถในการผลิตเอทานอล                
P. tannophilus สายพนัธุ์ RL-171 พบวา่สามารถผลิตเอทานอลจากน า้ตาลดี -ไซโลส  โดยให้
ปริมาณเอทานอล 0.3 กรัมเอทานอล ตอ่กรัมน า้ตาลดี -ไซโลส  ท่ีอณุหภมูิ 32 องศาเซลเซียส 
(Dekke, 1983) เมื่อเปรียบเทียบกบัการศกึษานีพ้บวา่ P. tannophilus สามารถผลิตเอทานอลจาก
วสัดหุมกัหญ้าคาและหญ้าแฝกท่ีผา่นการย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วยกรด โดยให้ปริมาณเอทานอล 
1.23±0.03 และ 1.36±0.02 กรัมเอทานอล ตอ่กรัมวชัพืช  ตามล าดบั และ สามารถผลิตเอทานอล
จากวสัดหุมกัหญ้าคาและหญ้าแฝกท่ีผา่นการย่อย  เฮมิเซลลโูลสด้วย เอนไซม์ไซแลเนส  โดยให้
ปริมาณเอทานอล 0.93±0.02 และ 1.22±0.04 กรัม    เอทานอลตอ่กรัมวชัพืช  ตามล าดบั ในวนัท่ี 
3 ของการหมกัเช่นกนั จะเห็นได้วา่ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้ จากการศกึษานี ้มีปริมาณมากกวา่
การผลิตเอทานอล จากการศกึษาท่ีผา่นมา  อาจเน่ืองมาจาก ในวสัดหุมกั หญ้าคาและหญ้าแฝก  
นอกจากจะมีน า้ตาลดี-ไซโลสแล้ว    ยงัมีน า้ตาลชนิดอ่ืนๆ เป็นองค์ประกอบเช่น แอล-อะราบิโนส   
ดี-กลโูคส ดี-กาแลกโตส และ  ดี-กลโูคโรนิก ซึ่งน า้ตาลเหลา่นี ้ P. tannophilus สามารถน ามาใช้
เป็นสารตัง้ต้นในการผลิตเอทานอลได้ (Dekker, 1983) ซึ่งมีการศกึษา หาศกัยภาพการเปลี่ยน   
เฮกโซสและไซโลสไปเป็นเอทานอลโดย P. tannophilus สายพนัธุ์ไวลด์ไทป์และสายพนัธุ์มิวแทนต์ 
โดยเลีย้งในสว่นผสมของน า้ตาลท่ีเลี ยนแบบตามชนิดของเนือ้ไม้  ซึ่งจะมีน า้ตาล ดี- กลโูคส ดี-      
กาแลกโตส และแอล- อะราบิโนส เป็น องค์ประกอบ  จากการศกึษานีพ้บวา่ P. tannophilus จะ
เจริญได้ในดี-กาแลกโตสและสามารถเปลี่ยนไปเป็นเอทานอลได้ โดยการใช้ดี- แลกโตสจะเป็นไป
อย่างช้าๆ เมื่อเทียบกบัน า้ตาลชนิดอ่ืนๆ แล ะปริมาณเอทานอลท่ีได้จากสายพนัธุ์มิวแทนต์ให้
ผลผลิตเอทานอลสงูกวา่ (Schneider et al., 1983) 
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บทที่ 6 
 

สรุปผลการวิจยั และข้อเสนอแนะ 
 
6.1 การคัดแยกและจ าแนกชนิด Aureobasidium pullulans 

6.1.1 การคดัแยก A. pullulans 
  จากการส ารวจ เก็บตวัอย่าง  และคดัแยก A. pullulans จากใบไม้ชนิดตา่งๆ  ในประเทศ

ไทย (ช่วงเดือนพฤ ศจิกายน พ .ศ. 2550 – พฤษภาคม พ.ศ. 2551) ในพืน้ท่ี  4 จงัหวดั ดงันี ้

กรุงเทพฯ ชลบรีุ นครปฐม และร้อยเอด็ สามารถคดัแยกเชือ้ราท่ีมีลกัษณะคล้าย A. pullulans    

ได้ทัง้หมด 20 ไอโซเลต 

6.1.2 การจ าแนกชนิด A. pullulans  
จากการจ าแนกชนิดโดยใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาพบวา่ทกุไอโซเลตเป็น A. pullulans 

โดยก าหนด ไอโซเลต  ดงันี  ้No.1 No.2 No.15 No.16 No.27 No.55 No.59 No.63 No.66 No.83 

No.92 No.98 No.102 No.107 No.109B No.109P No.114 No.149 No.150O และ No.150W 

6.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไซแลเนส 
6.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างไซแลเนสโดยวิธี plate screening 
A. pullulans ทกุไอโซเลตสามารถสร้างวงใสได้  ซึ่งแสดงถึงไซแลเนสแอกติวิตี  โดยไอโซ

เลต No.109B มีคา่อตัราสว่น เส้นผา่นศนูย์กลางของวงใสตอ่เส้นผา่นศนูย์กลางโคโลนี สงูท่ีสดุ
เท่ากบั 3.00±0.05 และไอโซเลต No.59 มีคา่อตัราสว่น เส้นผา่นศนูย์กลางของวงใสตอ่เส้นผา่น
ศนูย์กลางโคโลนีน้อยท่ีสดุเท่ากบั 1.29±0.03 

 
6.2.2 การวดัไซแลเนสแอกติวิตีเชิงปริมาณ  
การวดัไซแลเนสแอกติวิตีเชิงปริมาณ พบวา่ไอโซเลต No.109B ให้แอกติวิตีสงูสดุท่ี 

165.86±0.01 มิลลิ ยนิูตตอ่มิลลิลิตร  และไอโซเลต No.2 ให้แอกติวิตีน้อยสดุท่ี 15.83±0.04      
มิลลยินิูตตอ่มิลลิลิตร 
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6.2.3 การคดัเลือก A. pullulans ท่ีผลิตไซแลเนสท่ีมีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู 
 การวดัแอกติวิตีของผลิตไซแลเนสท่ีมีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู พบวา่ไอโซเลต No.109B 
มีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู โดยมีแอกติวิตีท่ีเหลืออยู่ประมาณ 70.38 เปอร์เซ็นต์  จากแอกติวิตี
เร่ิมต้นก่อนการบ่ม 
 

6.2.4 การตรวจสอบการสร้าง EPS 
 การตรวจสอบการสร้าง  EPS ของ A. pullulans  พบวา่โซเลต No.83 ให้น า้หนกั  EPS 
เฉล่ียสงูสดุท่ี 1.09±0.04 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และไอโซเลต No.2 ให้น า้หนกั  EPS เฉล่ียน้อยสดุ  
ท่ี 0.15±0.03 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 
6.3 การศึกษาการเติบโตและการผลิตเอนไซม์ไซแลเนสของ A.  pullulans 
  เลือก A. pullulans ไอโซเลต No.109B ท่ีมีความสามารถในการผลิตไซแลเนสได้มากท่ีสดุ
และสามารถคงแอกติวิตีได้มากกวา่ 70 เปอร์เซ็นต์  หลงัจากบ่มท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา      
1 ชัว่โมง มาท าการศกึษาการเติบ โตและการผลิตเอนไซม์ไซแลเนส พบวา่ไอโซเลต No.109B ให้
แอกติวิตีสงูสดุท่ี 439.98±14.33 มิลลยินิูตตอ่มิลลิลิตร เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ซึ่งอยู่ในการ
เติบโตช่วง early log phase และให้จ านวนเซลล์มากท่ีสดุ 3.27×107 เซลล์ เมื่อเลีย้งเป็นเวลา      
3 วนั  
 
6.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซแลเนส 

6.4.1 แหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม  
A. pullulans ไอโซเลต No.109B ให้ไซแลเนสแอกติวิตีสงูท่ีสดุเมื่อเลีย้งในอาหารท่ีใช้ไซ

แลนและซงัข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
โดยให้คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 439.98±9.66 และ 410.62±37.63 มิลลยินิูตตอ่มิลลิลิตร 

 
 6.4.2 แหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 
 A. pullulans  ไอโซเลต No.109B ให้ไซแลเนสแอกติวิตีสงูท่ีสดุเมื่อเลีย้งในอาหารท่ีมี       
ซงัข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอนและมีแอล-แอสพาราจีนโมโนไฮ -
เดรตและเปปโตน ท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง    
โดยให้คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 439.98±9.66 และ 417.09±40.31 มิลลยินิูตตอ่มิลลิลิตร 
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 6.4.3 อณุหภมูิ  

A. pullulans  ไอโซเลต No.109B ให้ไซแ ลเนสแอกติวิตีสงูท่ีสดุเมื่อเลีย้ง ท่ีอณุหภมูิ 35 
องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีซงัข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอนและ
แอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรตท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน โดยให้      
คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 533.04±15.35 มิลลยินิูตตอ่มิลลิลิตร 
 

6.4.4 ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหาร  
A. pullulans  ไอโซเลต No.109B ให้ไซแลเนสแอกติวิตีสงูท่ีสดุเมื่อเลีย้ง ท่ีอณุหภมูิ 35 

องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีซงัข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอนและ
แอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรตท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน เมื่อความ
เป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารเท่ากบั 6.0 โดยให้คา่แอกติวิตีของเอนไซม์เท่ากบั 559.75±25.03 
มิลลยินิูตตอ่มิลลิลิตร 
 เมื่อประมวลผลจากการทดลองทัง้หมดพบวา่ A. pullulans  ไอโซเลต No.109B สามารถ
ผลิตไซแลเนสเพ่ิมสงูขึน้กวา่การเลีย้งในอาหารสตูร XPM ท่ีไมผ่า่นการปรับแหลง่ไนโตรเจน         
ถึง 1.27 เท่า  
 
6.5. การเตรียมเอนไซม์ไซแลเนสเพื่อศึกษาลักษณะสมบัติ 

6.5.1 การเตรียมเอนไซม์ไซแลเนส  
6.5.1.1 การท าให้เอมไซม์มีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั  
การท าให้เอนไซม์มีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั โดยใช้  Viva Flow 

250 ท่ีมี membrane cut off ท่ี 10,000 Da ไซแลเนสจะอยู่ในสว่นท่ีไมผ่า่นการกรองโดยมี       
ความเข้มข้นสงูขึน้กวา่เดิมถึง 1.86 เท่า  
 

6.5.1.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต 
  จากการตกตะกอนไซแลเนสด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต พบวา่โปรตีนของ              

ไซแลเนสจะตกตะกอนในช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต 60-80 เปอร์เซ็นต์ มีแอกติวิตี
ทัง้หมดและแอกติวิตีจ าเพาะของไซแลเนสสงูท่ีสดุคือ อยู่ท่ี 10,483.53 มิลลิยนิูต และ 30.25   
มิลลยินิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดบั  
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6.5.2 การศกึษาลกัษณะสมบตัิของไซแลเนส 
  6.5.2.1 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของไซแลเนส  

   ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมในการท างานของไซแลเนส คือ 7.0 ใน 50 mM 
Sodium phosphate buffer และเมื่อเปลี่ยนความเป็นกรดดา่ง ให้สงูขึน้หรือลดลงมากกวา่นี ้ จะมี
ผลท าให้เอนไซม์ท างานได้น้อยลง 
 

6.5.2.2 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของไซแลเนส 
   อณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการท างานของไซแลเนส คือ 30-60 องศาเซลเซียส  
 
   6.5.2.3 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่ความเสถียรของไซแลเนส  

  ไซแลเนสมีความเสถียรในช่วงความเป็นกรดดา่ง 4.0-7.0 โดยมีความเสถียร มาก
ท่ีสดุท่ีความเป็นกรดดา่ง 5.0 ใน 50 mM Sodium acetate buffer เมื่อเปลี่ยนความเป็นกรดดา่งให้
สงูขึน้หรือลดลงมากกวา่ช่วงนีจ้ะมีผลท าให้เอนไซม์เสียสภาพไป 
 
   6.5.2.4 ศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของไซแลเนส   

ไซแลเนส จะมีควา มเสถียรมากท่ีสดุท่ีอณุหภมูิห้องหรือประมาณ  28              
องศาเซลเซียส หรือต ่ากวา่ และเมื่ออณุหภมูิสงูขึน้จะมีผลท าให้เอนไซม์ท่ีมีความเสถียรน้อยลง 
 
6.6 การย่อยเฮมิเซลลูโลส และการผลิตเอทานอลด้วยการย่อยสลายและการหมักแบบ
แยกส่วน (separate hydrolysis and fermentation, SHF) กระบวนการหมักและย่อยสลาย
แบบต่อเน่ือง (simultaneous sacchrification and fermentation, SSF) 

6.6.1 การย่อยเฮมิเซลลโูลส และการวดัความสามารถในการย่อยสลายเฮมิเซลลโูลสใน
วชัพืช 
  6.6.1.1 การย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วยกรดซลัฟริูกเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 

 หญ้าแฝก เมื่อถกูย่อยด้ วยกรดซลัฟริูกเข้มข้น  0.5 เปอร์เซ็นต์  (w/v) ให้ปริมาณ
น า้ตาลไซโลส ใกล้เคียงกบั หญ้าคา  เมื่อย่อย เป็นเวลา  48 ชัว่โมง  คือ ท่ี 409 .26±6.75 และ 
406.62±3.54 มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่มิลลิกรัมวชัพืชเร่ิมต้นตามล าดบั 
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6.6.1.2 การย่อยเฮมิเซลลโูลสด้วยเอนไซม์ 
 หญ้าแฝก เมื่อถกูย่อยด้วยไซแลเนสจาก A. pullulans No. 109B ให้ปริมาณ

น า้ตาลไซโลสมากวา่หญ้าคา เมื่อย่อยเป็นเวลา 48 ชัว่โมง คือท่ี 151.96±0.03 และ 119.90±0.24 
มิลลิกรัมน า้ตาลตอ่มิลลิกรัมวชัพืชเร่ิมต้นตามล าดบั 

 
6.6.2 การผลิตเอทาน อลด้วยการย่อยสลายและการหมกัแบบแยกสว่น (separate 

hydrolysis and fermentation, SHF) กระบวนการหมกัและย่อยสลายแบบตอ่เน่ือง 
(simultaneous sacchrification and fermentation, SSF) 

 
6.6.2.1 การผลิตเอทานอลด้วยการย่อยสลายและการหมกัแบบแยกสว่น, SHF 

  เมื่อหมกัหญ้าคาและหญ้าแฝกท่ีผา่นการย่อยด้วยกรดแบบ SHF พบวา่การหมกั
หญ้าคาให้ปริมาณเอทานอลสงูสดุในวนัท่ี 7 ท่ี 8.50 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ส าหรับหญ้าแฝกให้ปริมาณ
เอทานอลสงูสดุในวนัท่ี 7 เช่นเดียวกนัท่ี 8.71 เปอร์เซ็นต์ (v/v) 

 
  6.6.2.2 การผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการหมกัและย่อยสลายแบบต่ อเน่ือง , 

SSF 
เมื่อหมกั หญ้าคาและหญ้าแฝก แบบ SSF โดยใช้ไซแลเนส ร่วมกบั                 

P. tannophilus  พบวา่การหมกัหญ้าคาให้ปริมาณเอทานอลสงูสดุในวนัท่ี 7 ท่ี 7.63 เปอร์เซ็นต์  
(v/v) ซึ่งใกล้เคียงกบัการหมกัหญ้าแฝกท่ีให้ปริมาณเอทานอลสงูสดุในวนัท่ี 7 เช่นเดียวกั นท่ี 7.74 
เปอร์เซ็นต์ (v/v)   

 
6.7 ข้อเสนอแนะ  
 จากการศกึษานีพ้บวา่ปริมาณไซแลเนสท่ีผลิตได้นัน้คอ่นข้างน้อย ดงันัน้ควรท่ีท าการคดั
แยกเพ่ือหา  A. pullulans  ไอโซเลต ท่ีสามารถผลิต ไซแลเนสให้ได้ปริมาณท่ีมากขึน้ ร่วมทัง้
ท าการศกึษาหาภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตไซแลเนสตอ่ไป 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และวธีิเตรียม 
 
1. Malt Extract Agar (MEA) + (rose bengal  0.01 กรัมตอ่ลิตร), (Atlas, 1993) 
 Malt extract   25 กรัม 
 วุ้น    15 กรัม 

น า้ตาลกลโูคส   20 กรัม 
Bacto-Peptone   1 กรัม 
น า้กลัน่ 
ละลายสว่นผสมทัง้หมดยกเว้นวุ้นด้วยน า้กลัน่ แล้วเติมวุ้น จากนัน้น าไปต้มจนวุ้นละลายหมด 

แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยเคร่ืองนึ่งความดนัไอ 
 
2. Potato Dextrose Agar (PDA), (Atlas, 1993) 
 มนัฝร่ัง    200 กรัม 
 น า้ตาลเดกซ์โทรส   20 กรัม 
 วุ้น     15 กรัม 
 น า้กลัน่ 

น ามนัฝร่ังท่ีล้างสะอาดแล้วมาหัน่มนัฝร่ังเป็นชิน้ลกูเตา๋ขนาดประมาณ 1 X 1 เซนติเมตร น าไป
ต้มในน า้กลัน่ประมาณ 500 มิลลิลิตร จนมนัฝร่ังสกุ จากนัน้ใช้ผ้าขาวบางกรองเอาแตส่ว่นน า้เติม
สว่นประกอบท่ีเหลือลงไป คนให้ละลายหมด จากปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร ด้วยน า้กลัน่ น าไปนึ่งฆ่า
เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ นาน 15 นาที 
 
3. Yeast Malt Agar (YMA), (Atlas, 1993) 
 Yeast extract   5 กรัม 
 Malt extract    5 กรัม 
 Bacto peptone    5 กรัม 
 น า้ตาลกลโูคส   20 กรัม 
 วุ้น    15 กรัม 

น า้กลัน่ 
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ละลายสว่นผสมทัง้หมดยกเว้นวุ้นด้วยน า้กลัน่ แล้วเติมวุ้น จากนัน้น าไปต้มจนวุ้นละลายหมด 
แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยเคร่ืองนึ่งความดนัไอ 
 
4. Yeast Malt Broth (YMB), (Atlas, 1993) 
 Yeast extract    5 กรัม 
 Malt extract    5 กรัม 
 Bacto peptone    5 กรัม 
 น า้ตาลกลโูคส   20 กรัม 

น า้กลัน่ 
ละลายสว่นผสมแตล่ะชนิดด้วยน า้กลัน่ โดยละลายแยกจากกนั แล้วน ามาผสมกนั             

ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ 
 

5. Yeast Malt Xylan Agar (YMXA), (Christov and Prior, 1993) 
 Yeast extract   5 กรัม 
 Malt extract   5 กรัม 
 Bacto peptone    5 กรัม 
 น า้ตาลไซแลน   20 กรัม 
 วุ้น    15 กรัม 

น า้กลัน่ 
ละลายสว่นผสมแตล่ะชนิดด้วยน า้กลัน่ โดยละลายแยกจากกนั แล้วน ามาผสมกนั             

ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ 
 
6. Basal Medium (Leathers et al., 1984) 
 น า้ตาลไซแลน   10 กรัม 
 Yeast-nitrogenous base 6.7 กรัม 
 Asperagine   2 กรัม 
 KH2PO4   5 กรัม 

ละลายสว่นผสมแตล่ะชนิดด้วยน า้กลัน่ โดยละลายแยกจากกนั แล้วน ามาผสมกนั            
ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ 
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7. Xylanase Production medium (XPM), (Leathers et al., 1984) 
 น า้ตาลไซแลน   10 กรัม 
 Yeast-nitrogenous base 6.7 กรัม 
 Asperagine   2 กรัม 
 KH2PO4   5 กรัม 

ละลายสว่นผสมแตล่ะชนิดด้วยน า้กลัน่ โดยละลายแยกจากกนั แล้วน ามาผสมกนั            
ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ 
 
8. Production medium (PM), (Ueda et al., 1963) 
 น า้ตาลซูโครส   50  กรัม 
 Bacto-Peptone   0.6 กรัม 
 K2HPO4   5 กรัม 
 MgSO4.7H2O   0.4 กรัม 
 NaCl    1 กรัม 
 Yeast extract   0.4 กรัม 

ละลายสว่นผสมแตล่ะชนิดด้วยน า้กลัน่ โดยละลายแยกจากกนั แล้วน ามาผสมกั น             
ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ 
 
9. อาหารเหลวส าหรับ Pachysolen tannaophilus สายพนัธุ์ NRRL-Y2460 (Cheng et al., 2007) 
 KH2PO4   5 กรัม 

(Na4)2SO4   2 กรัม 
Yeast extract    3 กรัม 

 Bacto peptone    1 กรัม 
MgSO4.7H2O   0.2 กรัม 
Xylose    20 กรัม 
ละลายสว่นผสมแตล่ะชนิดด้วยน า้กลัน่ โดยละลายแยกจากกนั แล้วน ามาผสมกนั            

ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ 
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10. Fermentation medium (Cheng et al., 2007) 

KH2PO4   5 กรัม 
(Na4)2SO4   2 กรัม 
Yeast extract    3 กรัม 

 Bacto peptone   1 กรัม 
MgSO4.7H2O   0.2 กรัม 
ละลายสว่นผสมแตล่ะชนิดด้วยน า้กลัน่ โดยละลายแยกจากกนั แล้วน ามาผสมกนั            

ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ 
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ภาคผนวก ข 
 
1. การเตรียมสารเคมีส าหรับการวัดแอคติวตีิของเอนไซม์ไซแลเนส  

1.1  Reagent  A 
Na2CO3    25 กรัม 
NaK Tartrate (Rochelle salt)  25 กรัม  
NaHCO3    20 กรัม 
Na2SO4     200 กรัม 
ละลายสารดงักลา่วให้เข้ากนั ปรับปริมาตรโดยใช้ volumetric flask ให้มีปริมาตรสดุท้าย 

1000 มิลลิลิตร 
1.2 Reagent B (copper alkaline reagent) 

 CuSO4     15 กรัม 
ละลายสารดงักลา่วแล้วปรับปริมาตรโดยใช้ volumetric flask ให้มีปริมาตรสดุท้าย           

100 มิลลิลิตร จากนัน้เติม 2 หยดกรดซลัฟริูกเข้มข้น 
1.3 Reagent C 

 ท าการปิเปต 25 มิลลิลิตรของ Reagent A ผสมกบั  1 มิลลิลิตรของ Reagent B (ต้องเตรียม
ใหมท่กุครัง้ท่ีใช้) 

1.4 Reagent D (arsenomolybdate reagent) 
 ชัง่ ammonium molybdate 25 กรัม ละลายใน 450 มิลลิลิตร เติม 21 มิลลิลิตรของกรด       
ซลัฟริูกเข้มข้น ในขณะกวนให้เข้ากนั จากนัน้เติม 3 กรัมของ Na2HASO4.7H20 ท่ีละลายอยู่ในน า้      
25 มิลลิลิตรลงไป แล้วจึงน าสารละลายท่ี ได้ใสใ่นขวดลีน า้ตาล และน าไปบ่มท่ี 37 องสาเซลเซียส    
เป็นเวลา 2 วนั 
 
2. การวัดแอคติวตีิของเอนไซม์ไซแลเนส 
 2.1 น าเอนไซม์ ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ใสล่งในหลอดทดลอง 
 2.2 เติม ไซแลน ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) และ50 mM Sodium phosphate buffer pH 
7.0 ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร 
 2.3 น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 2.4 เติมสารละลาย Reagent C ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนั แล้วน าไปต้มในน า้
เดือดนาน 20 นาที ตัง้ทิง้ไว้ให้เย็นท่ีอณุหภมูิห้อง  
 2.5 เติมสารละลาย Reagent D ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนั 
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 2. 6 เติมน า้กลัน่หลอดละ 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนั น าไปวดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
520 นาโนเมตร และน าคา่การดดูกลืนแสงท่ีได้ไปเปรียบเทียบหาปริมาณน า้ตาลไซโลส จากกราฟ
มาตรฐาน  
 
การสร้างกราฟน า้ตาลไซโลสมาตรฐาน   

การสร้างกราฟน า้ตาลไซโลสมาตรฐานท าได้โดย เตรียมสารละลายไซโลสท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
คือ 25 50 75 100 125 150 175 และ 200 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลอง เติม reagent C 
หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร น าไปตัง้ในน า้เดือด 20 นาที ตัง้ทิง้ไว้ให้เย็น เติม reagent D หลอดละ            
1 มิลลิลิตร จากนัน้เติมน า้กลัน่ลงไปหลอดละ 5 มิลลิลิตร น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร น าคา่ท่ีได้มาสร้างกราฟการดดูกลืนแสงกบัปริมาณน า้ตาลไซโลส (รูปท่ี47)  

 

 
 
รูปท่ี 47 กราฟปริมาณไซโลสมาตรฐาน 
 
3. การเตรียมสารเคมีส าหรับการวัดโปรตีน (Lowry et al., 1951) 

3.1 เตรียมสารละลาย BSA มาตรฐาน เข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร แล้วน าไปละลายด้วย
น า้กลัน่ 

3.2 การเตรียมสารละลาย Lowry reagent I ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
   3.2.1 เตรียม sodium potassium tartrate ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ละลาย
ในน า้กลัน่ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
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   3.2.2 เตรียม copper sulphate ความเข้มข้น  1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ละลายในน า้กลัน่ 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
   3.2.3 เตรียม sodium carbonate ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ปริมาตร 400
มิลลิลิตร ละลายใน 0.1 N sodium hydroxide 

   เติมสารละลาย 1.2.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย 2.2.2 ปริมาตร         
1 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้เติมสารละลาย 2.2.3 ปริมาตร 98 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั โดยสาร         
Lowry reagent I จะต้องเตรียมใหมท่กุครัง้  

3.3 การเตรียมสารละลาย Lowry reagent I ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
น า phenol reagent ปริมาร 50 มิลลิลิตร มาผสมกบัน า้กลัน่ใปริมาตร 50มิลลิลิตร  

 
4. การท ากราฟมาตรฐานโปรตีน Bovine Serum Albumin (BSA) 

4.1เตรียมสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร  
4.2 ใสล่ะลาย BSA ความเข้มข้นตา่ง ๆ จากข้อ 1 ลงในหลอดทดลอง หลอดละ 1 มิลลิลิตร 

ชดุควบคมุท าการเติมน า้กลัน่แทนสารละลาย BSA ท าการทดลอง 3 ซ า้ 
4.3 เติมสารละลาย Lowry reagent I (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง

แตล่ะหลอด เขย่าให้เข้ากนัตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที หลงัจากนัน้เติมสารละลาย Lowry reagent II (ภาคผนวก 
ข) ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตล่ะหลอด เขย่าให้เข้ากนัตัง้ทิง้ไว้ 30 นาที  

4.4 น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร 
4.5 น าคา่ท่ีได้มาสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงและปริมาณโปรตีน 
 

 
 
รูปท่ี 48 กราฟปริมาณโปรตีนมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ค 
 
การค านวณค่าแอคติวตีิของเอนไซม์ 
การค านวณหาค่า unit of enzyme ตามวธีิการของ The International Union of Biochemistry  
การค านวณหาคา่ unit of enzymeของไซแลเนส 
ก าหนดให้ 1 หน่วยของเอนไซม์ คือ ปริมาณของเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลายสารตัง้ต้น ให้เป็น
ผลิตภณัฑ์สดุท้าย 1 ไมโครกรัม ในเวลา 1 นาที ภายใต้ภาวะท่ีใช้ทดสอบ นัน้คือ          
 1 หน่วยของเอนไซม์ =  1 ไมโครโมลของสารตัง้ต้นท่ีถกูย่อยใน 1 นาที   
    =  1 ไมโครโมลของไซโลสท่ีถกูปลดปลอ่ยออกมาใน 1 นาที  
    =   0.150 มิลลิกรัม ของไซโลสท่ีถกูปลดปลอ่ยออกมาใน 1 นาที  
 
สูตรในการค านวณ 

Units/ml enzyme = (0.25)(10)
(Df))(O.D/2.632




 

 
โดยท่ี  2.632   = ปริมาณน า้ตาลท่ีเทียบได้จากกราฟมาตรฐาน 
 Df = Dilution facter 
 10 = ระยะเวลาในการวดัปริมาณไซแลเนส (นาที) 
 0.25    = ปริมาตรของเอนไซม์ท่ีใช้ในการศกึษา 
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ภาคผนวก ง 
 
การนับจ านวนเซลล์ด้วยวธีิ Direct microscopic count โดยใช้ Haemacytometer 
1.  การนับจ านวนเซลล์ยีสต์ด้วยวธีิ Direct Microscopic Count โดยใช้ Haemacytometer 
Haemacytometer เป็นอปุกรณ์ท่ีใช้ส าหรับนบัเมด็เลือด แตส่ามารถน ามาประยกุต์ใช้ในการนบัสปอร์
ของราหรือจ านวนเซลล์จลุินทรีย์ได้ Haemacytometer เป็นสไลด์มีช่องแบ่งไว้เป็นตาราง เมื่อปิดด้วย 
cover glass ซึ่งใช้เฉพาะกบัอปุกรณ์จะท าให้มีความลกึระหวา่งตวัสไลด์กบั cover glass ท าให้บรรจุ
ของเหลวซึ่งมีตวัอย่างท่ีต้องการนบัจ านวนไว้ได้ ขีดแบ่งจะแบ่งออกเป็นช่องสี่เหลี่ยม จตรุัส 25 ช่อง    
แตล่ะช่องมีขนาด 0.2 x 0.2 ตารางมิลลิเมตร 
 

 
 
รูปท่ี 49 ตวัอย่างแนวเส้นของ Haemacytometer 
 

ซึ่งภายในแตล่ะช่องจะแบ่งย่อยออกเป็น 16 ช่องเลก็ แตล่ะช่องมีขนาด 0.05 x 0.05 ตาราง
มิลลิเมตร ดงันัน้เมื่อปิดทบัสไลด์ด้วย cover glass ซึ่งใช้เฉพาะกบัอปุกรณ์นี ้ของเหลว ท่ีบรรจอุยู่จึงมี
ปริมาตรเท่ากบั 0.00025 ลกูบาศก์มิลลิเมตร 

ในการนบัจ านวนเซลล์ควรเจือจางเซลล์ให้มีปริมาณท่ีสามารถนบัได้สะดวกและแมน่ย าไมเ่จือ
จางหรือหนาแน่นจนเกินไป ในการนบัให้หยดน า้ตวัอย่างท่ีต้องการนบัจ านวนเซลล์ลงบน 
Haemacytometer แล้วปิดทบัด้วย cover glass จากนัน้น าไปตรวจนบัภายใต้กล้องจลุทรรศน์         
ถ้านบัจากช่องใหญ่ควรนบัอย่างน้อย 5 ช่อง 
วธีิการค านวณ 
 ปริมาตรใน 25 ช่องใหญ่ (400 ช่องเลก็)  =  0.1 ลกูบาศก์มิลลิเมตร 
 สมมติคา่เฉล่ียจ านวนเซลล์ใน 1 ช่องใหญ่  = X เซลล์ 
 สมมติคา่เฉล่ียจ านวนเซลล์ใน 1 ช่องเลก็  = Y เซลล์ 
 นัน่คือ     X = 16Y เซลล์ 
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ดงันัน้ 
ใน 0.1 ลบ.มม. มีจ านวนเซลล์ทัง้หมด   X x 25             หรือ  Y x 16 x 25   เซลล์ 
ใน 1.0 ลบ.มม. มีจ านวนเซลล์ทัง้หมด  X x 25 x 10             หรือ Y x 16 x 25 x 10  เซลล์ 
ใน 1 ลบ.ซม. มีจ านวนเซลล์ทัง้หมด     X x 25 x 10 x 1000 หรือ Y x 16 x 25 x 10 x 1000    เซลล์ 
หรือเท่ากบั X x 25 x 104 หรือ  4Y x 106 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก จ 
 

1. วธีิการค านวณปริมาณน า้ตาลโดยใช้ HPLC  
 เป็นกระบวนการเปรียบเทียบสารประกอบท่ีไมส่ามารถความเข้มข้น กบัสารละลาย ท่ีทราบ
ความเข้มข้น มีวิธีดงันี ้ 
  1. เตรียมสารละลายน า้ตาลท่ีทราบความเข้มข้น จากนัน้น าไปฉีด HPLC เพ่ือท าการ
ตรวจสอบ Chromatograph ซึ่งจะแสดงพีคของชดุข้อมลูกบัควา่มเข้มข้นของสารละลายท่ีฉีดเข้าไป 
 2. หาพืน้ท่ีใต้กราฟ โดยการสร้าวกราฟเปรียบเทียบกบัความเข้มข้นมาตรฐาน 
 
ตารางท่ี 11 พืน้ท่ีใต้กราฟของน า้ตาลไซโลสมาตรฐาน  
 

ความเข้มข้นน า้ตาลไซโลส (mg/ml) พืน้ท่ีใต้กราฟ 
0 0.00 
1 336.27 
2 1277.09 
3 2512.65 
4 4069.41 
5 5920.95 

10 14877.26 
 

 
 
รูปท่ี 50 กราฟปริมาณน า้ตาลไซโลสมาตรฐาน 
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ตารางท่ี 12 พืน้ท่ีใต้กราฟของน า้ตาลกลโูคสมาตรฐาน 
 

ความเข้มข้นน า้ตาลกลโูคส (mg/ml) พืน้ท่ีใต้กราฟ 
0 0.00 
1 807.24 
2 1946.70 
3 3449.75 
4 5499.96 
5 7750.62 

 
 

 
 
รูปท่ี 51 กราฟปริมาณน า้ตาลกลโูคสมาตรฐาน 
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ตารางท่ี 13 พืน้ท่ีใต้กราฟของน า้ตาลอะราบิโนสมาตรฐาน 
 

ความเข้มข้นน า้ตาลอะราบิโนส (mg/ml) พืน้ท่ีใต้กราฟ 
0 0.00 

0.2 20.20 
0.4 42.82 
0.6 65.06 
0.8 97.77 
1.0 150.93 

 
 

 
 
รูปท่ี 52 กราฟปริมาณน า้ตาลอะราบิโนสมาตรฐาน 
 
 
 
 
 
 
 
 



126 
 
2. วธีิการค านวณปริมาณเอทานอลมาตรฐาน       
  

การสร้างกราฟเอทานอลมาตรฐานท าได้โดย เตรียมเอทานอลความเข้มข้น 0.2 0.4 0.6 0.8 
และ 1.0% (v/v) แล้วน าไปตรวจสอบความเข้มข้นด้วยเคร่ือง Gas Chromatography (GC) น าพืน้ท่ีใต้
กราฟท่ีได้ของแตล่ะความเข้มข้นมาสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของเอทานอล
และพืน้ท่ีใต้กราฟ  
 

ตารางท่ี 14 พืน้ท่ีใต้กราฟของเอทานอลมาตรฐาน 

 

ความเข้มข้นเอทานอล (%v/v) พืน้ท่ีใต้กราฟ 
0.2 787.82 
0.5 2084.42 
0.8 3142.65 
1.0 3701.37 
2.0 7501.67 
5.0 15773.00 
10.0 32609.00 
15.0 51197.00 

 
 

 
 

รูปท่ี 53 กราฟปริมาณเอทานอลมาตรฐาน 
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ประวัตผิู้ เขยีนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาว สรัสวดี  โรจนกศุล เกิดเมื่อวนัท่ี 14 กมุภาพนัธ์ พ .ศ. 2528 ท่ีจงัหวดัร้อยเอด็  
ส าเร็จปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต ภาควิชาชีววิทยา ค ณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยันเรศวร     
จ.พิษณโุลก เมื่อปี พ.ศ. 2550 จากนัน้ได้ศกึษาตอ่ในระดบัปริญญามหา บณัฑิต  หลกัสตูร
เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ส าเร็จการศกึษาในปี พ.ศ. 2553  

 
ทุนสนับสนุนการท าวจิัย 

ขณะศกึษาได้รับทนุทนุอดุหนนุวิทยานิพนธ์ส าหรับนิสิต ครัง้ท่ี 1 ปีงบประมาณ 2553 จาก
บณัฑิตวิทยาลยั จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั หมายเลขโครงการ F-31-GS-ES13 เลขท่ี 92 และ
ได้รับทนุสนบัสนนุนิสิตระดบัปริญญามหาบณัฑิต เพ่ือไปเสนอผลงานวิชาการในตา่งประเทศจาก
บณัฑิตวิทยาลยั จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

 
การเสนอผลงาน 
Rotjanagusol, S., Lotrakul, P., Prasongsuk S., Punnapayak, H. 2009. Isolation and 
Screening of Xylanase-Producing Aureobasidium pullulans Isolated in Thailand. In 
Proceeding of The 21st Annual Meeting and International Conferrence of Thai Society for 
Biotechnology: 297-303. Queen Sirikit National Convention Center Bangkok, Thailand. 
September 24-25, 2009. 
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