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 Streptomyces mexicanus 901 เป็นแอคติโนมยัสีทท่ี คดัแยกจากน ้าเสียของโรงงานกระดาษ
สามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูง และสามารถเจริญไดใ้นช่วงพีเอช 5.0-9.0  เม่ือเล้ียงบนสูตรอาหารท่ี
แตกต่างกนั พบวา่ S. mexicanus 901  สามารถเจริญไดดี้บนอาหารแขง็ ISP2  ตรวจสอบการ ผลิต
เอนไซมข์อง S. mexicanus 901 บนอาหารแขง็ท่ีมีไซแลน คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส และแป้ง ความ
เขน้ขน้ 1.0% พบวา่สามารถผลิตไซลาเนส คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และอะไมเลสได ้ศึกษาสภาวะ
ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลาเนส ในอาหาร ISP2 ท่ีมีวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ความเขม้ขน้
แตกต่างกนั ( 0.5-2.0%) เป็นแหล่งคาร์บอน  พบวา่  S. mexicanus 901 สามารถผลิตไซลาเนสไดดี้
ท่ีสุดในอาหารท่ีมีซงัขา้วโพดความเขม้ขน้  2.0% เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหาร
เท่ากบั 7.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีการเขยา่ความเร็ว  250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั 
เม่ือน าไซลาเนสมาท าใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วน ดว้ยวธีิอลัตร้าฟิลเตรชนั และเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟี 
พบวา่ไซลาเนสมีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 6.41 เท่า ไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วนน้ีสามารถท างานไดดี้
ท่ีสุดท่ีค่าพีเอช 5.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีความเสถียรในช่วงพีเอช 3.0-6.0 และมีความเสถียร
ในช่วงอุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเซียส กิจกรรมของไซลาเนสถูกกระตุน้ในสภาวะท่ีมี Mn2+ 
ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ และถูกยบัย ั้งโดย EDTA  ผลจาการยบัย ั้งของ EDTA แสดงใหเ้ห็นวา่  
ไซลาเนสตอ้งการไอออนโลหะในการท างานของเอนไซม ์
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                          /         /         
           ลายมือช่ือนิสิต                ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั



 

 

Pearsai  Khaibuddee  2014: Production, Partial Purification and Characterization of  
Xylanase from Streptomyces mexicanus 901.  Master of Science (Biotechnology),  
Major Field: Biotechnology, Department of Biotechnology.  Thesis Advisor: Associate 
Professor Mangkorn  Rodprapakorn, Ph.D.  92 pages. 

 
 

Streptomyces mexicanus 901 was thermophilic actinomycete isolated from waste water in 
paper industry and growth occured between pH 5.0-9.0. When actinomycetes were grown on 
different medium it was found that S. mexicanus 901 grew well on ISP2 agar. Enzyme production 
of S. mexicanus 901 on agar medium containing with 1.0% xylan, CMC and starch were 
investigated. The result found that S. mexicanus 901 could produce xylanase, CMCase and 
amylase. Optimum condition on xylanase production in ISP2 medium with various agricultural 
waste as carbon sources at various concentrations (0.5-2.0%) was studied. The maximum level of 
xylanase production by S. mexicanus 901 was observed when used 2.0% corncob as carbon 
source at initial pH 7.0, 50๐ C in shaking condition at 250 rpm for 5 day. Crude xylanase was 
partially purified by ultrafiltration and gel filtration chromatography. The result showed that  
xylanase was purified 6.41 fold. Partial purified xylanase exhibited highest activity at pH 5.0 and 
50๐C. Stability was high at pH range 3.0-6.0 and 30-50๐C. Xylanase activity was stimulated by 
10 mM Mn2+ and was inhibited by EDTA. The inhibitory effect of EDTA indicates that metal  
ions are needed for xylanase activity.  
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ลิกโนเซลลูโลสมีองคป์ระกอบหลกั  3 ชนิด ไดแ้ก่ เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  

ในธรรมชาติเฮมิเซลลูโลสจะอยูร่วมกบัเซลลูโลสและลิกนิน ท าหนา้ท่ีเป็นตวัประสานกลุ่มเส้นใย
ของผนงัเซลลพ์ืชท าใหเ้ซลลพ์ืชมีความแขง็แรงและคงรูป  โดยไซแลนเป็นองคป์ระกอบหลกัของ 
เฮมิเซลลูโลสมีหน่วยยอ่ยเป็นน ้าตาลไซโลสเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ β-1,4-linkage และมีน ้าตาล
หรืออนุพนัธ์ของน ้าตาลเป็นองคป์ระกอบ ไซแลนพบมากในวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร  ซ่ึงเป็น
วตัถุดิบท่ีหาไดง่้ายในประเทศเกษตรกรรมอยา่งประเทศไทย  เม่ือเฮมิเซลลูโลสถูกยอ่ยสลายโดย
สมบูรณ์ผลิตภณัฑ์ ท่ีได้สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ไดม้ากมาย  เช่น ใชเ้ป็นวตัถุดิบใน การผลิต
เอทานอล กรดอินทรีย ์ โปรตีนเซลลเ์ดียว หรือผลิตภณัฑต่์าง  ๆท่ีมีความส าคญัในระดบัอุตสาหกรรม 
การยอ่ยสลายเฮมิเซลลูโลสสามารถท าไดโ้ดยวธีิการทางเคมีหรือการยอ่ยดว้ยเอนไซม์  

 
ไซลาเนสเป็นเอนไซมท่ี์มีบทบาทส าคญัในการยอ่ยสลายไซแลน ในการยอ่ยสลายไซแลน

ใหส้มบูรณ์นั้นตอ้งอาศยัเอนไซมใ์นกลุ่มไซลาโนไลติกเอนไซม ์ท่ีสามารถยอ่ยบริเวณโครงสร้างหลกั
ของไซแลนและบริเวณโซ่ก่ิงของไซแลน  มีการน าไซลาเนสมาใชย้อ่ยวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร
เพื่อเปล่ียน ให้ เป็นสารท่ีมีมูลค่าเพิ่มข้ึน  นอกจากน้ีไซลาเนสยงัสามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้น
อุตสาหกรรม บางประเภท เช่น อุตสาหกรรมอาหารสัตว์ ช่วยท าใหส้ัตวมี์การดูดซึมและยอ่ยอาหาร
ของสัตวไ์ดดี้ข้ึน  ในอุตสาหกรรมน ้าผลไม้จะช่วยท าใหน้ ้าผลไมมี้ความใส  อุตสาหกรรมขนมปังมี
การน าไซลาเนสมาใชเ้พื่อเพิ่มคุณภาพของขนมปัง ท าใหข้นมปังข้ึนฟูเน้ือสัมผสัดี และอุตสาหกรรม 
กระดาษมีการน าไซลาเนสมาใชใ้นการปรับสภาพของเยือ่กระดาษก่อนการฟอกขาวซ่ึงช่วยลด
ปริมาณคลอรีนในการฟอกเยือ่กระดาษ (Beg et al., 2001) และลดการปล่อยสารพิษสู่ส่ิงแวดลอ้ม  

 
จุลินทรียเ์ป็นแหล่งผลิตไซลาเนสท่ีส าคญัในระดบัอุตสาหกรรม มีรายงานวา่ทั้งแบคทีเรีย

รา และยสีตส์ามารถผลิตไซลาเนสได ้โดยสามารถผลิตไดใ้นปริมาณมากและใชร้ะยะเวลาสั้น 
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แต่ในการผลิตไซลาเนสนั้นจะมีค่าใชจ่้ายค่อนขา้งสูง ทั้งในเร่ืองของเคร่ืองมือ และสารอาหารท่ีใช้
ในการหมกัโดยเฉพาะแหล่งคาร์บอนท่ีใชใ้นการเจริญ ของจุลินทรีย์ และเหน่ียวน าใหมี้การผลิต
ไซลาเนส ดงันั้นแหล่งคาร์บอนราคาถูกจึงไดรั้บความสนใจในมุมมองทางการคา้ ซ่ึงแหล่งคาร์บอน
ท่ีจุลินทรียใ์ชใ้นการผลิตไซลาเนสนั้นก็คือ ไซแลน พบมากในวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร  เช่น 
เปลือกขา้วโพด ซงัขา้วโพด ฟางขา้ว ร าขา้วสาลี และแกลบซ่ึงมีราคาถูก ในการผลิตไซลาเนสนอก
จากแหล่งคาร์บอนแลว้สภาวะแวดลอ้มในการผลิต ไดแ้ก่ พีเอช อุณหภูมิ และอตัราการใหอ้ากาศ
ก็มีผลในการผลิต ไซลาเนสของจุลินทรียเ์ช่นกนั 

 
จากการศึกษาของ Sirisuntornsakul et al. (2013) ไดท้  าการคดัแยกแอคติโนมยัสีทจากน ้า

เสียโรงงานกระดาษ ซ่ึงสามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูงและมีประสิทธิภาพในการผลิตไซลาเนส 

โดยคดัเลือกสายพนัธ์ุ Streptomyces mexicanus 901 ซ่ึงนอกจากสามารถผลิตไซลาเนสไดใ้น
ปริมาณท่ีสูงแลว้ยงัมีการผลิตเซลลูเลสอีกดว้ย 

 
ดงันั้น งานวจิยัน้ีจึง ศึกษาการใชแ้หล่งคาร์บอนราคาถูกในการผลิตไซลาเนสจา ก 

Streptomyces mexicanus 901 สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซลาเนส จากนั้นน าไซลาเนสท่ี
ผลิตไดม้าท าใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วน และศึกษาการท างานและความเสถียรต่ออุณหภูมิและพีเอชของ 
ไซลาเนสเพื่อประสิทธิภาพในการน าไปใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
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วตัถุประสงค์ 
 

1.  ศึกษาสัณฐานวทิยาและคุณลกัษณะของ Streptomyces mexicanus 901 
 
2.  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซลาเนส 
 
3.  ศึกษาการท าไซลาเนสใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วน 
 
4.  ศึกษาคุณสมบติัของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
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การตรวจเอกสาร 

 
1.  ไซแลน 

 
ไซแลนเป็นองคป์ระกอบหลกัของเฮมิเซลลูโลสซ่ึงพบมากในผนงัเซลลพ์ืชมีน ้าตาลไซโลส

เป็นแกนหลกั (backbone)  จบักนัดว้ยพนัธะ β-1,4-linkage  และมีน ้าตาลชนิดอ่ืนๆ ท าหนา้ท่ีเป็นโซ่
ก่ิง (branch chain)  ไดแ้ก่  acetyl group, arabinosyl group และ glucuronosyl group (Biely, 1985; 
Wong et al., 1988)  ในธรรมชาติโครงสร้างของไซแลนมกัอยูร่วมกบัคาร์โบไฮเดรตชนิดอ่ืนๆ โดย
เช่ือมกนัแบบ non-covalent bond  ไซแลนส่วนใหญ่ในเฮมิเซลลูโลสยดึเกาะกบัเซลลูโลสดว้ยพนัธะ
ไฮโดรเจน  ดงันั้นไซแลนจึงมีหนา้ท่ีเป็นตวัประสานระหวา่งโครงสร้างของเส้นใยกบัผนงัเซลลพ์ืช 
นอกจากน้ีโครงสร้างของไซแลนยงัมีความแตกต่างกนัข้ึนกบัแหล่งท่ีพบ เช่น ในหญา้มีโครงสร้าง
หลกัเป็นโฮโมพอลิเมอร์ของไซโลส  ในขณะท่ีไซแลนในเมล็ดธญัพืชมีโครงสร้างท่ีมีก่ิงกา้นมาก  
คือเป็นเฮเทอโรพอลิเมอร์  และยงัมีกลุ่มอ่ืนต่อท่ีโซ่ก่ิงของแกนหลกั ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นอะราบิโนส
และกรดกลูคูโลนิก  ดงันั้นการยอ่ยไซแลนใหส้มบูรณ์  นอกจากตอ้งใชไ้ซลาเนสชนิดเอนโดและ
เอกโซแลว้ยงัตอ้งใชเ้อนไซมท่ี์ยอ่ยโซ่ก่ิงอีกดว้ย (ภาพ ท่ี 1)  เอนไซมท์ั้งระบบน้ีรวมเรียกวา่  
ไซลาโนไลติกเอนไซม ์(เป่ียมสุข, 2551)  

 

ภาพที ่1  โครงสร้างของไซแลนและการท างานร่วมกนัของเอนไซมใ์นกลุ่มไซลาโนไลติกเอนไซม์ 
  1: endoxylanases; 2: β-L-arabinofuranosidases; 3: glucuronidases; 4: feruloyl and   
  coumaroyl esterases; 5: acetyl xylan esterases  
 

ทีม่า: Chávez et al. (2006) 
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2.  ไซลาโนไลติกเอนไซม์ (Xylanolytic enzymes) 
 

ไซแลนเป็น heteropolysaccharide มีลกัษณะเป็นก่ิงกา้นสาขาถูกยอ่ยสลายไดโ้ดยเอนไซม์
ในกลุ่มไซลาโนไลติกเอนไซม์  เอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยสลายโครงสร้างหลกัของไซแลน ไดแ้ก่     
เอนโดไซลาเนส และเอกโซไซลาเนส โดยเอนไซมเ์หล่าน้ีจะท าหนา้ท่ียอ่ยสลายพนัธะ β-1,4 linkage 
ท่ีเช่ือมระหวา่งน ้าตาลไซโลสในแกนหลกั  และมีเอนไซมอี์กกลุ่มหน่ึงท่ีท าหนา้ท่ียอ่ย สลายบริเวณ
โซ่ก่ิงของไซแลน ไดแ้ก่ acetylxylan esterase, α-arabinofuranosidase และ ferulic acid esterase การ
ใชเ้อนไซมห์ลายชนิดร่วมกนัจะท าใหก้ารยอ่ยสลายไซแลนมีประสิทธิภาพมากข้ึน โดยเอนไซมใ์น
กลุ่มท่ียอ่ยส่วนท่ีเป็นโซ่ก่ิงจะช่วยลดผลของ steric effect ท่ีเกิดจากการยอ่ยสลาย ไซแลนโดยเอนโด-
ไซลาเนส (Silva et al., 1994; Stone et al., 1996)  ไซลาเนสแบ่งออกเป็น 6 ชนิด ตามต าแหน่งของ
สับสเตรทและผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึน (Sunna  and Antranikian, 1997) ดงัน้ี 

 
2.1  เอนโดไซลาเนส (endoxylanase) หรือ 1,4-β-D-xylan xylohydrolase (EC 3.2.1.8) ยอ่ย

สลายไซแลนโดยท าลายพนัธะไกลโคซิดิก (glycosidic) จากทางดา้นในของเฮทเทอโรไซแลน  
(heteroxylan) การเขา้ท าปฏิกิริยาของเอนไซมช์นิดน้ีต่อสับสเตรทจะเป็นแบบสุ่ม ข้ึนอยูก่บัความยาว
ของเฮทเทอโรไซแลน จ านวนโซ่ก่ิงของสับสเตรทหรือหมู่แทนท่ีบนสับสเตรทผลิตภณัฑท่ี์ไดเ้ป็น
ไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด ์(xylooligosaccharide) ท่ีจะถูกยอ่ยสลายต่อไปเป็นไซโลไตรโอส (xylotriose) 
ไซโลไบโอส (xylobiose) และไซโลส (xylose) เอนโดไซลาเนสยงัแบ่งออกไดเ้ป็นชนิดท่ีไม่สามารถ
ยอ่ยสลายไซแลนท่ีมีโซ่ก่ิงและชนิดท่ีสามารถยอ่ยสลายไซแลนท่ีมีโซ่ก่ิง 

 
       เม่ือเปรียบเทียบโครงสร้างของเอนโดไซลาเนสจากแหล่งต่างๆ พบวา่มี 2 กลุ่มใหญ่ 

คือ เอนโดไซลาเนสในไกลโคซิลไฮโดรเลสสกุลท่ี 10 และ 11 ซ่ึงเอนโดไซลาเนสสกุลท่ี 10 จะมี
ขนาดใหญ่ (มากกวา่ 30 kDa) โครงสร้าง (β/α)8 barrel  รูปคลา้ยถว้ย มีโครงรูปท่ียดืหยุน่ และใช้
สับสเตรทไดห้ลากหลายมากกวา่เอนโดไซลาเนสสกุล 11 ท่ีมีขนาดเล็กกวา่ ซ่ึงมีขนาดนอ้ยกวา่ 30 kDa 
และมีโครงสร้างส่วนใหญ่เป็นแผน่พบับีตา้ เอนโดไซลาเนสสกุล 10 ยอ่ยสับสเตรทไซแลนใกลก้บั
ต าแหน่งท่ีมีการแทนท่ีหรือมีโซ่ขา้งไดดี้กวา่ ท าใหเ้กิดผลิตภณัฑท่ี์มีขนาดเล็กกวา่ (เป่ียมสุข, 2551) 

 
2.2  เอกโซไซลาเนส (exoxylanase) หรือ 1,4-β-D-xylan xylohydrolase (EC 3.2.1.37) ยอ่ย

สลายไซแลน และไซโลโอลิโกแซคคาไรดส์ายยาว จากทางดา้นปลายของสาย ผลิตภณัฑท่ี์ไดเ้ป็น
ไซโลไบโอส หรือไซโลเตตระโอส การท างานของเอนไซมจ์ะลดลงเม่ือความยาวของสาย ไซโล-
โอลิโกแซคคาไรดส์ั้นลง หรือถูกยบัย ั้งดว้ยผลิตภณัฑท่ี์มีปริมาณเพิ่มข้ึน  
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2.3  เบตา้ไซโลซิเดส (β-xylosidase) หรือ β-D-xyloside xylohydrolase (EC 3.2.1.37) เป็น
exoglycosidases ยอ่ยสลายไซโลโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้นๆ และไซโลไบโอสจากปลายนอนรีดิวซ์ 
(non reducing end) ไดเ้ป็นไซโลส  เบตา้ไซโลซิเดสมีมวลโมเลกุลระหวา่ง 60-360 kDa  นอกจากน้ี
ยงัสามารถยอ่ยสลาย artificial substate  เช่น  p-nitrophenyl, β-D-xyloside  มีรายงานวา่เบตา้ไซโลซิเดส 
สามารถยอ่ยสลายไซแลนได ้แต่อตัราการยอ่ยสลายเกิดไดช้า้มากโดยใหผ้ลิตภณัฑเ์ป็นไซโลส  การ
ท างานของเอนไซมจ์ะลดลงเม่ือความยาวของสาย ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ เพิ่มข้ึนหรือเม่ือปริมาณ
ไซโลสเพิ่มข้ึน จุลินทรียท่ี์สามารถผลิตเบตา้ไซโลซิเดสพบในเช้ือรา แบคทีเรีย และยสีต ์    

 
2.4  เอนไซมแ์อลฟา-แอล-อะราบิโนฟูราโนซิเดส (α-L-arabinofuranosidase; EC 3.2.1.55) 

เป็นเอนไซมท่ี์มีความส าคญัในการยอ่ยสลายไซแลน แบ่งออกเป็น 2 ชนิด ไดแ้ก่ exo-acting α-L-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) สามารถยอ่ยสลาย p-nitrophenyl-α-L-arabinofuranosides และ
ก่ิงกา้นของอะราบิแนน และอีกชนิดคือ endo-1,5-α-L-arabinase (EC 3.2.1.99) จะจ าเพาะต่ออะรา-
บิแนนท่ีเป็นเส้นตรงเท่านั้น โดยท่ีเอนไซม ์α-L-arabinofuranosides สามารถยอ่ยสลายพนัธะไดท้ั้ง 
1,3-α-L-arabinofuranosides และ 1,5-α-L-arabinofuranosides ในอะราบิโนไซแลนใหอ้ะราบิโนส
และสายพอลิเมอร์ของไซโลสเป็นผลิตภณัฑ์ 

  
2.5  เอนไซมแ์อลฟากลูคูโรนิเดส (α-glucuronidase; EC 3.2.1.139) ยอ่ยสลายพนัธะ α-1, 2 

glycosidic  ระหวา่งกรดกลูคูโรนิก (glucuronic acid)  และไซโลสในกลูคูโรโนไซแลน (glucuronoxylan) 
ให ้4-O-methylglucuronic acid และไซโลสเป็นผลิตภณัฑ ์โดยความจ าเพาะต่อสับสเตรทของ  
α-glucuronidase ข้ึนอยูก่บัแหล่งท่ีมาของเอนไซม ์เช่น เอนไซมท่ี์ไดจ้าก  Agaricus bisporus 
ตอ้งการสับสเตรทเป็นกลูคูโรโนไซแลนท่ีมีมวลโมเลกุลต ่า 

  
2.6  อะซิติลไซแลนเอสเทอเรส (acetylxylan esterase; EC 3.1.1.6) เอนไซมน้ี์จะก าจดัหมู่

โออะซิติล (O-acetyl) ท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี 2 และท่ี 3 ในสายอะซิติลไซแลน (acetylxylan) ให้
ผลิตภณัฑเ์ป็นกรดอะซิติก (acetic acid) และพอลิเมอร์ของไซโลส จุลินทรียท่ี์สามารถผลิตอะซิติล-
ไซแลนเอสเทอเรส ไดแ้ก่ ราและแบคทีเรีย 

  
2.7  เฟอร์รูลิกแอซิดเอสเทอเรส (ferulic acid esterase; EC 3.1.1.73) และพารา-คิวเมอร์ริก

แอซิดเอสเทอเรส (p-coumaric acid esterase; EC 3.1.1.1) กรดเฟอร์รูลิกและ p-coumarid acid เช่ือม
ดว้ยพนัธะเอสเทอร์ โดยเฟอร์รูลิกแอซิดเอสเทอเรสจะท าลายพนัธะเอสเทอร์ระหวา่งโซ่ขา้ง  (side 



7 

 

chain) ของอะราบิโนสและกรดเฟอร์รูริกในไซแลน คลา้ยกบั p-coumarid acid esterase จะท าลาย
พนัธะเอสเทอร์ระหวา่งอะราบิโนส และ  p-coumarid acid ใหผ้ลิตภณัฑเ์ป็นกรดเฟอร์รูริก 

 
3.  แหล่งของไซลาเนส 

 
ไซลาเนสเป็นเอนไซมส์ าคญัท่ีมีบทบาทต่อการยอ่ยสลายไซแลน ซ่ึงมีรายงานวา่ทั้ง

แบคทีเรีย แอคติโนมยัสีท เช้ือรา และยสีตส์ามารถผลิตไซลาเนสได ้  โดยจุลินทรียต่์างๆ มกัผลิต   
ไซลาเนสออกมามากกวา่  1 ชนิด และส่วนใหญ่จุลินทรียท่ี์สามารถผลิตไซลาโนไลติกเอนไซมไ์ด้
จะสามารถผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซมร่์วมดว้ย (Ohmiya et al., 1997) ซ่ึงแต่ละชนิดมีความสามารถ
ในการยอ่ยสลายไซแลนไดต่้างกนัท าใหไ้ดผ้ลิตภณัฑน์ ้าตาลท่ีมีขนาดต่างกนัดว้ย มีรายงานการผลิต
ไซลาเนสจากเช้ือจุลินทรียต่์างๆ จ านวนมาก และเอนไซมจ์ากจุลินทรียท่ี์เจริญท่ีอุณหภูมิสูงมีความ
น่าสนใจเป็นอยา่งยิง่ในกระบวนการทางอุตสาหกรรม เพราะนอกจากจะมีกิจกรรมเอนไซมสู์งแลว้
ยงัมีเสถียรภาพท่ีอุณหภูมิสูงอีกดว้ย ซ่ึงเหมาะสมส าหรับการน าไปใชไ้ดจ้ริงในอุตสาหกรรม  

 
3.1  ไซลาเนสจากแบคทีเรีย 
 
        López et al. (1998) รายงานวา่ Bacillus sp. สามารถผลิตไซลาเนสท่ีมีขนาด 22-120 

kDa  และมีค่า pI อยูใ่นช่วง 7.0-9.0  การผลิตไซลาเนสสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช
7.8  โดยมีไซโลสและไซแลนเป็นตวัเหน่ียวน าใหมี้การผลิตไซลาเนส ซ่ึงไซลาเนสมีความเสถียรท่ี
ค่าพีเอช 9.0 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยสลายไซแลนคือ ไซโลไตรโอส
และไซโลเตตระโอส แต่ไม่พบไซโลส 

 
       Battan et al. (2007) รายงานวา่ Bacillus pumilus สามารถผลิตไซลาเนสท่ีมีกิจกรรมสูง

เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีร าขา้วสาลีเป็นแหล่งคาร์บอน อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 8.0  มีความ 
เสถียรในช่วงพีเอชเป็นด่าง อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  

 
       Ko et al. (2010) รายงาน Paenibacillus campinasensis BL11 สามารถผลิตไซลาเนส  

ท่ีมีมวลโมเลกุลขนาด 41 kDa มีกิจกรรมของไซลาเนสเป็น  10.5 U/ml ภายใตส้ภาวะท่ีมีการให้
อากาศ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 8.0 การผลิตไซลาเนสสูงสุดเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีฟางขา้ว
เป็นแหล่งคาร์บอน เม่ือเล้ียงเป็นเวลา 2 วนั และไซลาเนสน้ีมีความเสถียรท่ีพีเอชและอุณหภูมิสูง  
และมีศกัยภาพในการน าไปใชใ้นกระบวนการฟอกเยือ่   
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       Lo et al. (2010) รายงานวา่ Acinetobacter junii ท่ีแยกไดจ้ากดินทางใตข้องไตห้วนั
สามารถผลิตไซลาเนสและเซลลูเลสท่ีมีประสิทธิภาพ ในการน าไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรม
สภาวะท่ีเหมาะต่อการผลิตไซลาเนสจากสายพนัธ์ุน้ีคือท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าพีเอช 7.0
เม่ือเล้ียงในอาหาร BHM ท่ีมี CMC และไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอน  
 

3.2  ไซลาเนสจากแอคติโนมยัสีท 
 
        Tuncer et al. (1999) ศึกษาการผลิตเอนโดไซลาเนสจาก Thermomonospora fusca 

BD25 ในอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่าง กนั พบวา่สามารถผลิตเอนโดไซลาเนส ไดสู้งสุด 2.68 
U/ml และ 1.92 U/ml  เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี  oat spelt xylan และฟางขา้ว ตามล าดบั ท่ีอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส 

 
       Nascimento et al. (2002) รายงานวา่ Streptomyces sp. AMT-3 ท่ีแยกจากดินในประเทศ

บราซิลสามารถผลิตไซลาเนสไดสู้งท่ีสุด เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี larchwood xylan เป็นแหล่งคาร์บอน
โดยไซลาเนสมีกิจกรรมสูงในช่วงอุณหภูมิ 55-65 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอช 6.0  

 
       Ding et al. (2004) ศึกษาการผลิตไซลาเนส จาก Streptomyces olivaceoviridis E-86 

พบวา่การผลิตไซลาเนสสูงสุดเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีซงัขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอน  และ  beef 
peptone เป็นแหล่งไนโตรเจน  ท่ีพีเอช  6.0  การผลิตไซลาเนสเพิ่มเป็นสองเท่าเม่ือเติม Tween-80 
ความเขม้ขน้ 1.5% (ปริมาตรต่อปริมาตร ) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  พบวา่มีค่า กิจกรรมของไซลาเนส
เท่ากบั 1,653 U/ml 

 
       Yang et al. (2007) รายงานวา่ Thermobifida fusca NTU22 สามารถผลิตไซลาโนไลติก 

เอนไซมท่ี์มี ค่ากิจกรรมของไซลาเนส เท่ากบั 14.0 U/ml เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีชานออ้ยเป็นแหล่ง
คาร์บอนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง  และสภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของ
ไซลาเนสอยูใ่นช่วงพีเอช 6.0-8.0 และอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  

 
       Nawel et al. (2011) ศึกษาการผลิตไซลาเนสจาก  Jonesia denitrificans ท่ีแยกไดจ้าก

ดินในประเทศแอลจีเรีย  เม่ือเล้ียงเช้ือในถงัหมกัพบวา่ สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ ผลิตไซลาเนสคือท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  พีเอช 7.5  มีค่ากิจกรรมของไซลาเน สสูงสุดเท่ากบั  10.81 U/ml และ
สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของไซลาเนสคือท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 ในสภาวะ
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ท่ีมีไอออนโลหะ Mn2+ ส่งผลใหกิ้จกรรมของไซลาเนสเพิ่มข้ึน แต่ในขณะท่ีมี Hg2+ และ NH4  มีผล
ยบัย ั้งการท างานของไซลาเนส 

  
       Kumar et al. (2012)  ศึกษาการผลิตไซลาเนสใน Streptomyces sp. RCK-2010  พบวา่

สามารถผลิตไซลาเนส ได้ดีท่ีสุดเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีร าขา้วสาลีเป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีพีเอช 8.0 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส   และสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างาน ของไซลาเน สพบท่ีอุณหภูมิ  
60 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0  นอกจากน้ีไซลาเนสยงัมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิสูงดว้ย 
 

3.3  ไซลาเนสจากรา 
 
        Khalil (2002)  รายงานวา่ Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767  สามารถผลิต

เซลลูโลไลติกเอนไซมแ์ละไซลาโนไลติกเอนไซม ์ เม่ือเล้ียงในอาหารมีชานออ้ยความเขม้ขน้ 1.0% 
ร่วมกบั ท่ีไม่มีกลูโคส และมี กลูโคสความเขม้ขน้ 1.0% เป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่กิจกรรมของ
เอนไซมสู์งกวา่ เม่ือเล้ียงในท่ีมีชานออ้ย  1.0% เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอยา่งเดียว   และสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการท างานของไซลาเนสคือท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 5.0  
 

        Colina et al. (2003) ศึกษาผลของพีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตไซลาเนสจาก Trichoderma 
reesei rut C-30 ในระดบัฟลาสกแ์ละถงัหมกั โดยใชฟ้างขา้วเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่กิจกรรมของ
ไซลาเนสสูงสุดท่ีพีเอชเร่ิมตน้ ของอาหารเท่ากบั  4.8 ทั้งในระดบัฟลาสกแ์ละถงัหมกั เช้ือเจริญไดดี้
ใน 24 ชัว่โมงแรก  และใชโ้ปรตีนท่ีละลายน ้าไดจ้ากฟางขา้วเป็นผลท าใหพ้ีเอชของอาหารเพิ่มข้ึนเป็น 
6.4-6.7 ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลาเนส 

 
       Li et al. (2006) รายงานวา่ Paecilomyces themophila เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีซงัขา้วโพด

เป็นแหล่งคาร์บอนสามารถผลิตไซลาเนสท่ีมีค่ากิจกรรม 1,470 U/ml  พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อ
การท างานอยูใ่นช่วง 75-80 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0  และไซลาเนสมีความเสถียรในช่วงพีเอช 6.0-
11.0    
 

3.4  ไซลาเนสจากยสีต ์
 
        Bastawde et al. (1994) รายงานวา่ยสีตส์ายพนัธ์ุใหม่ NCIM 3574 ท่ีคดัแยกจากเศษไม้

ท่ีผเุป่ือย พบวา่ยสีตส์ายพนัธ์ุน้ีสามารถผลิตไซลาเนสได ้40 U/ml และ 50 U/ml  เม่ือเล้ียงในอาหาร
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ท่ีมีไซโลสและอะราบิโนส ตามล าดบั แต่ไม่พบกิจกรรมของไซลาเนสเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีกลูโคส 
ไซลาเนสท่ีผลิตไดส้ามารถยอ่ยสลายไซแลน และใหผ้ลิตภณัฑเ์ป็นไซโลส ไซโลไบโอส และอะรา-
บิโนส  
 
4.  สัณฐานวทิยาและคุณลกัษณะของ Streptomyces mexicanus 
 

S. mexicanus เป็นแอโรบแบคทีเรีย ติดสีแกรมบวกมีบา้งท่ีติดสีแกรมลบ เป็น thermophilic 
actinomycete สร้างเส้นใยยาวท่ีมีการแตกแขนงได้  โดยเช้ือจะสร้างเส้นใยท่ีเจริญลงไปในอาหาร
เรียกวา่ เส้นใยอาหาร (substrate mycelium) และยงัสร้างเส้นใยบนผวิโคโลนีเรียกวา่เส้นใยอากาศ 
(aerial mycelium) ซ่ึงรูปแบบการเรียงเส้นสายของสปอร์  (spore chains) เป็นแบบ Rectiflexibiles 
คือ เรียงต่อกนัเป็นเส้นตรงหรือโคง้เล็กนอ้ย สปอร์เรียบ (smooth)  และมีสีเขียว โครงสร้างสปอร์จะ
เป็นแบบทรงกลม  (spherical)  ขนาดประมาณ 0.88 µm หรือมีรูปไข่ ( oval) เล็กนอ้ย  สีของเส้นใย
อากาศมีสีเทาและมีเขียวเล็กนอ้ย ส่วน เส้นใยอาหาร มีสีเบจ (beige) เม่ือเล้ียงบนอาหารมาตรฐาน  
(standard media) และสีของรงควตัถุท่ีปล่อยออกมา  (diffusible pigment) จะมีสี yellowish เกิดข้ึน
บนอาหาร yeast-extract, malt-extract และ oatmeal agar และไม่มีการผลิตเมลานิน (melanin 
pigments) บนอาหาร peptone/iron หรือ tyrosine agars  การผลิตไฮโดรเจนซลัไฟด ์(H2S) เป็นบวก 
สามารถยอ่ยสลายอาร์บูติน, แป้ง, ไซแลน, อะดีนีน, เคซีน, ไฮโปแซนทีน และไทโรซีน นอกจากน้ี
ยงัสามารถใช ้arabinose, fructose, glucose, raffinose, mannitol, raffinose, xylose, galactose, maltose, 
glycerol, lactose, cellobiose, trehalose และ sodium acetate เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอยา่งเดียว  
S. mexicanus  สามารถเจริญ ไดใ้นช่วงอุณหภูมิ  20-55 องศาเซลเซียส ช่วงพีเอช  4.3-8.0  ในท่ีมี  
NaCl ความเขม้ขน้ 6.0% (น ้าหนกัต่อปริมาตร )  และ ampicillin (100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร )  การ
เจริญจะถูกยบัย ั้งเม่ือมี chloram-phenicol, erythromycin, gentamicin, nalidixic acid sodium salt, 
kanamycin sulphate, rifampicin, tetracycline hydrochloride, thiostrepton และ NaCl ความเขม้ขน้ 
7.0% (Petrosyan et al., 2003) 
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5.  ปัจจัยทีเ่กีย่วข้องต่อการผลติไซลาเนสจากจุลนิทรีย์ 
 

กระบวนการหมกัเพื่อผลิตเอนไซมโ์ดยจุลินทรียแ์ต่ละชนิดนั้นจะแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บั
สภาวะแวดลอ้มท่ีใชใ้นการหมกั  การผลิตเอนไซมใ์หไ้ดป้ริมาณสูงจะตอ้งมีการควบคุมปัจจยัต่างๆ 
ใหเ้หมาะสมกบัจุลินทรียช์นิดนั้นๆ ซ่ึงไซลาเนสเป็นเอนไซมท่ี์สามารถเหน่ียวน าใหมี้การผลิต
เกิดข้ึนได ้โดยการใชส้ารอาหารท่ีเหมาะสมกบัการเจริญของเช้ือและการผลิตไซลาเนส ดงันั้นการ
เลือกใชช้นิดและปริมาณของสารอาหารใหเ้หมาะสมกบัจุลินทรียจ์ะท าใหไ้ด้ ไซลาเนสในปริมาณ
ท่ีสูง นอกจากนั้นสภาวะแวดลอ้มอ่ืนๆ ในการหมกัก็มีผลต่อการผลิตไซลาเนสดว้ยเช่นกนั 
 

5.1  แหล่งคาร์บอน 
 

        แหล่งคาร์บอนมีความส าคญัต่อการเจริญของจุลินทรีย ์  โดยจะถูกใชเ้ป็นแหล่ง
พลงังานของเซลล ์และแหล่งคาร์บอนยงัมีความจ าเป็นในการชกัน าใหมี้การผลิต ไซลาเนส ใน
จุลินทรีย ์  นอกจากแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมจะมีผลในการชกัน าการผลิต ไซลาเนสของจุลินทรีย์
แลว้  ปริมาณของแหล่งคาร์บอนก็เป็นปัจจยัส าคญัในการผลิตไซลาเนสของจุลินทรียด์ว้ย  ถา้ความ
เขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนนอ้ยเกินไปจะท าใหจุ้ลินทรียเ์จริญและผลิตไซลาเนสไดอ้ยา่งไม่เตม็ท่ี  
แต่ถา้ใชแ้หล่งคาร์บอนมากเกินไปหรือมีความเขม้ขน้มากเกินไปอาจจะมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของจุลินทรียไ์ด ้การเหน่ียวน าการผลิตไซลาเนสของจุลินทรียจ์ะเกิดข้ึนโดยแหล่งอาหารท่ีมีไซแลน
เป็นองคป์ระกอบและมีลกัษณะเป็นเฮเทอโรพอลิเมอร์ท่ีมีน ้าตาลไซโลสเป็นโครงสร้างหลกั  
ซ่ึงวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรบางประเภทจะมีองคป์ระกอบของเฮมิเซลลูโลสค่อนขา้งสูงและยงั
มีราคาถูก ดงันั้นการน าวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อเหน่ียวน าใหมี้การ
ผลิตไซลาเนสของจุลินทรียจึ์งไดรั้บความสนใจ 

 
       วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็นสารพวกลิกโนเซลลูโลสท่ีมีองคป์ระกอบหลกัเป็น

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน อยูร่วมกนัในผนงัเซลลพ์ืช ซ่ึงปริมาณองคป์ระกอบของ สาร
ต่างๆ เหล่าน้ีข้ึนอยูก่บัชนิดของพืช (ตารางท่ี 1) ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมในแต่ละปีจึง
มีปริมาณวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรประเภทต่างๆ  เช่น ฟางขา้ว ซงัขา้วโพด เปลือกขา้วโพด  
ชานออ้ย และเปลือกถัว่เป็นจ านวนมาก  การน าวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชป้ระโยชน์มี
ค่อนขา้งนอ้ย  ส่วนใหญ่จะถูกทิ้งสะสมเป็นของเสียแต่ในปัจจุบนัมีการน าวสัดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตรมาใชใ้หเ้กิดประโยชน์มากข้ึน โดยน ามาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อการผลิตไซลาเนส  
เน่ืองจากเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีมีราคาถูกและมีปริมาณมากในแต่ละปี 
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       นอกจากน้ียงัน าวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชเ้ป็นอาหารสัตว์ ปุ๋ย หรือน ามาใชเ้ป็น
สารตั้งตน้ในการผลิตน ้าตาล  โดยใชเ้อนไซมท่ี์สามารถยอ่ยองคป์ระกอบท่ีเป็นพอลิแซ คคาไรดใ์น
ผนงัเซลลพ์ืช  ซ่ึงไดแ้ก่เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส น ้าตาลท่ีไดส้ามารถน าไปใชใ้นการผลิตสารให้
ความหวานท่ีมีมูลค่าสูง  เช่น น ้าตาลไซโลโอลิโกแซคคาไรด์  (Moure et al., 2006)  และไซลิทอล 
(Parajó et al., 1998) กรดอินทรีย ์(Pandey et al., 2000) หรือน าไปเป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอล
ทดแทนการผลิตเอทานอลจากแป้งหรือกระบวนการทางเคมีท่ีมีตน้ทุนการผลิตสูงกวา่  (Millati 
et al., 2005) 
 

ตารางที ่1  องคป์ระกอบของวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร  
 

 

ทีม่า: Kuhad (1993); Howard et al. (2003); Kuhad et al. (2011)  
 
 
 
 
 

ชนิดของวสัดุเหลือ
ทิ้ง 

องคป์ระกอบ (%) 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 

ฟางขา้วสาลี 50 30 15 
ฟางขา้ว  32 24 13 
ร าขา้วสาลี 36 28.3 20.1 
ร าขา้ว 34 24.5 28.2 
แกลบ  36 15 19 
ซงัขา้วโพด  42 39 14 
เปลือกขา้วโพด 

ชานออ้ย 

เปลือกถัว่ 

ไมเ้น้ือแขง็ 

43.8 
33 

25-30 
40-55 

39.6 
30 

25-30 
34-40 

14.3 
29 

30-40 
18-25 

ไมเ้น้ืออ่อน 45-50 25-35 25-35 
ข้ีเล่ือย 55 14 21 
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5.2  แหล่งไนโตรเจน 
 

       แหล่งไนโตรเจนมีความส าคญัต่อการเจริญ และการสร้างผลผลิตของจุลินทรีย ์โดย
จุลินทรียส์ามารถเจริญและใหผ้ลผลิตสูงในอาหารท่ีประกอบดว้ยแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนัไป 
ดงันั้นการเลือกใชแ้หล่งไนโตรเจนจึงข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรีย์ 

 
5.3  พีเอชเร่ิมตน้ 

 
       พีเอชเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมในสภาวะแวดลอ้มของการหมกัมีความส าคญัต่อการเจริญและ

การสร้างผลผลิตของจุลินทรีย ์ ซ่ึงจุลินทรียท่ี์ชอบด่างสามารถเจริญไดดี้ในสภาวะพีเอชสูงๆ ดงันั้น 
พีเอชเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมในการเจริญ  และการสร้างผลผลิตจึงข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรียท่ี์แตก  
ต่างกนั 
 

5.4  อุณหภูมิ 
 
       จุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะมีช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและสร้างผลผลิตอยู่

ช่วงหน่ึง ถา้อุณหภูมิสูงหรือต ่ากวา่ช่วงน้ีจะส่งผลกระทบต่อการเจริญและการสร้างผลผลิตของ
จุลินทรีย ์โดยจุลินทรียจ์ะเจริญและสร้างผลผลิตไดดี้นั้นข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรีย ์  

 

5.5  รอบในการเขยา่หรืออตัราการใหอ้ากาศ 
 

       กระบวนการหมกันั้นส่วนใหญ่จะใชจุ้ลินทรียท่ี์ตอ้งการออกซิเจน ซ่ึงจุลินทรียจ์ะใช้
ออกซิเจนท่ีละลายอยูใ่นน ้าหมกัเพื่อการเจริญและการสร้างผลผลิต ดงันั้นในกระบวนการหมกัจึงมี
ความจ าเป็นท่ีจะตอ้งมีการควบคุมการใหอ้ากาศในปริมาณท่ีเพียงพอหรือมีการกวนในอตัราท่ี
เหมาะสม โดยความเร็วรอบในการเขยา่ท่ีเหมาะสมจะท าใหจุ้ลินทรียท่ี์เล้ียงในอาหารเหลวไดรั้บ
ออกซิเจนอยา่งเพียงพอ  
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6.  การท าไซลาเนสให้บริสุทธ์ิ 
  

ปัจจุบนัมีการน าไซลาเนสจากจุลินทรียม์าประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมกระดาษ โดยจะน า
ไซลาเนสมาใชใ้นขั้นตอนการเตรียมเยือ่ก่อนการฟอกเยือ่ ซ่ึงไซลาเนสท่ีปราศจากเซลลูเลสเป็นท่ี
ตอ้งการในอุตสาหกรรมกระดาษ เพราะ ไซลาเนสท่ีปราศจากเซลลูเลสจะยอ่ยเพียงไซแลนท่ีเป็น
องคป์ระกอบของเฮมิเซลลูโลสออกจากเยือ่กระดาษ โดยไม่ท าลายโครงสร้างของเซลลูโลสซ่ึงเป็น
วตัถุดิบท่ีส าคญัในการท ากระดาษ ในการท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ินั้นมีหลายระดบั เช่น ท าใหบ้ริสุทธ์ิ
จากสารอ่ืน (ไขมนั หรือ inhibitors) หรือท าใหไ้ดโ้ปรตีนชนิดเดียว โดยไม่มีโปรตีนอ่ืนปะปน  
ซ่ึงระดบัความบริสุทธ์ิท่ีตอ้งการข้ึนอยูก่บัการน าเอนไซมไ์ปใช ้ โดยเอนไซมเ์ป็นโปรตีนชนิดหน่ึง  
ดงันั้นการท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิจึงใชห้ลกัการเดียวกนักบัการท าโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิ  โดยอาศยั
หลกัการพื้นฐานของลกัษณะทางกายภาพและชีวภาพของสารท่ีตอ้งการแยก  เช่น มวลหรือขนาด
โมเลกุล  ประจุไฟฟ้าบนโมเลกุล  ความสามารถในการละลาย  และความจ าเพาะกบัสารบางชนิด  
เป็นตน้ หลกัการท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิสามารถท าไดห้ลายวธีิ  ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัคุณสมบติัเฉพาะตวั
ของสาร แต่ละชนิด  
 

6.1  การท าใหเ้อนไซมเ์ขม้ขน้ข้ึน 
 
       6.1.1  อลัตร้าฟิลเตรชนั (Ultrafiltration) 
 
                 อลัตร้าฟิลเตรชนัเป็นกระบวนการแยกสารดว้ยการกรองผา่นเยือ่แผน่สังเคราะห์

หรือเมมเบรน ( membrane) โดยใชค้วามดนัในการดนัสารผา่นเมมเบรน ซ่ึงเมมเบรนท่ีใชใ้น
กระบวนการจะมีรูพรุน หรือ Molecular weight cut-off  ท่ีแตกต่างกนัไปในช่วง 1-300 kDa ในการ
แยกสารนั้นส่วนของสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กจะถูกดนัผา่นเมมเบรน โดยอาศยัแรงดนัในการดนั
สารใหผ้า่นเมมเบรน โดยโปรตีนท่ีสนใจจะมีขนาดใหญ่กวา่รูพรุนจึงไม่สามารถผา่นเมมเบรนออก
ไปได ้มกันิยมใชใ้นการท าสารละลายโปรตีนใหเ้ขม้ขน้ข้ึน โดยสามารถแยกสารท่ีมีขนาดโมเลกุล
เล็กออกไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
 

       6.1.2  การตกตะกอนโปรตีน  
 
                 การตกตะกอนโปรตีนเป็นวธีิท่ีนิยมใชส้ าหรับการท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิ ซ่ึงใช้

เป็นขั้นตน้ของกระบวนการท าใหบ้ริสุทธ์ิ ซ่ึงการท าใหเ้อนไซมเ์ขม้ขน้ข้ึน  จากนั้นท าเอนไซมใ์ห้
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บริสุทธ์ิข้ึน โดยเทคนิคโครมาโตกราฟี  ความสามารถในการละลายของโปรตีนในตวัท าละลาย
ข้ึนกบัการกระจายของกลุ่มประจุท่ีชอบน ้า (hydrophilic) และกลุ่มท่ีไม่ชอบน ้า (hydrophobic) ท่ีอยู่
บนผวิของโมเลกุลของโปรตีน ซ่ึงโปรตีนละลายน ้าไดดี้มีเหตุผลหลกัสองประการคือ โมเลกุลของ
โปรตีนส่วนท่ีชอบน ้าสามารถเกิดแรงกริยากบัน ้าได ้  เรียกส่วนน้ีวา่   hydrophilic patches สามารถ
เกิดแรงดึงดูดทางไฟฟ้าเอาโมเลกุลของน ้ามาลอ้มรอบโมเลกุลของโปรตีนได้ ท าใหโ้ปรตีนละลาย
น ้าได ้ อีกสาเหตุหน่ึงคือ บนโมเลกุลของโปรตีนมีประจุไฟฟ้าสุทธิสูงกวา่แรงดึงดูดไฟฟ้าสถิตยท์  า
ใหโ้มเลกุลของโปรตีนอยูห่่างกนั  จึงไม่สามารถรวมตวัเขา้มาอยูใ่กลก้นัแลว้ตกตะกอนลงมาได้  
ดงันั้นปัจจยัใดท่ีสามารถเพิ่มปฏิกิริยาระหวา่งโมเลกุลของโปรตีนดว้ยกนัเอง  (protein-protein 
interaction) หรือการลดปฏิกิริยาระหวา่งโมเลกุลของโปรตีนและน ้า (protein-water interaction) ท า
ใหค้วามสามารถในการละลายน ้าของโปรตีนลดลง ท าใหโ้ปรตีนเกิดการตกตะกอนมากข้ึน ส าหรับ
การตกตะกอนโปรตีนท่ีนิยมใชใ้นการท าไซลาเนสใหบ้ริสุทธ์ิ และเป็นวธีิท่ีไม่ท าใหเ้กิดการเสีย
สภาพ ไดแ้ก่  การเปล่ียนแปลงค่าความแรง ไอออน (Change in ionic strength) ซ่ึงการตกตะกอน
โปรตีนโดยใชเ้กลือชนิดท่ีมีความเป็นกลาง (Neutral salt) เป็นวธีิท่ีนิยมส าหรับการตกตะกอนล าดบัส่วน 
โดยเฉพาะเกลือท่ีมีไดวาเลนต ์( divalent ion) เช่น แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] หรือ
แมกนีเซียมคลอไรด ์( MgCl2) จะมีอิทธิพลต่อการละลายของโปรตีนอยา่งมาก ท่ีความเขม้ขน้ต ่าๆ  
ของเกลือ โปรตีนจะละลายน ้าได ้แต่เม่ือความเขม้ขน้ของเกลือสูงข้ึนจะมีแนวโนม้ท าใหโ้ปรตีนเกิด
การตกตะกอน เรียกวา่ "salting out effect" โดยท่ีความเขม้ขน้ของเกลือสูงจะไปเพิ่มความแรงไอออน 
(ionic strength) ของสารละลายใหสู้งข้ึน จนกระทัง่ไอออนของเกลือไปแยง่โมเลกุลของน ้าท่ี
ลอ้มรอบโมเลกุลของโปรตีน ท าใหน้ ้าจบักบัโปรตีนไดน้อ้ยลง และโปรตีนเกิดการจบัตวักนั
ตกตะกอนลงมา การรวมตวักนัของโปรตีนเกิดจากส่วนท่ีไม่ชอบน ้าบนโมเลกุลของโปรตีนแต่ละ
ตวัเคล่ือนท่ีเขา้มาอยูใ่กลก้นัโดยแรงดึงดูดระหวา่งส่วนท่ีไม่ชอบน ้าดว้ยกนัเอง  และเกิดเป็นกลุ่ม
กอ้นโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึน เม่ือน ้าหนกัสะสมเพิ่มข้ึนก็เกิดการตกตะกอนลง เกลือท่ีนิยมใชก้นั
มากท่ีสุด  คือ แอมโมเนียมซลัเฟต   เน่ืองจากเกลือชนิดน้ีมีค่าการละลายน ้าสูงมากและมีค่า
สัมประสิทธ์ิอุณหภูมิของการละลายค่อนขา้งต ่า (temperature coefficient of solubility)  ในช่วง  
0-30 องศาเซลเซียส  ท าใหส้ามารถใชใ้นการตกตะกอนโปรตีนท่ีอุณหภูมิต ่าได้   โดยไม่เกิดการ
สลายตวัของโครงสร้างโปรตีนหรือเอนไซมท่ี์สลายตวัไดง่้ายท่ีอุณหภูมิสูง  แต่มีขอ้ควรระวงัคือการ
ตกตะกอนโปรตีนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟต มกัจะท าใหเ้กิดการสูญเสียโปรตีนหรือเอนไซมท์ าใหไ้ด้
ปริมาณผลได ้ (Yield) ต ่า  นอกจากน้ียงัมีเกลือชนิดอ่ืนท่ีนิยมใชใ้นการตกตะกอนโปรตีน  เช่น 
โซเดียมคลอไรด์  แมกนีเซียมซลัเฟต  โปตสัเซียมซลัเฟต  และโซเดียมซลัเฟต เป็นตน้   โดยเกลือท่ีมี
ประจุแบบไดวาเลนต์  เช่น SO4

-2  และไตรวาเลนต์  เช่น PO4
-3  จะใหผ้ลในการตกตะกอนไดดี้กวา่
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พวกท่ีมีไอออนเด่ียว (univalent ion) เช่น Cl-1 ตวัอยา่งเช่น เกลือฟอสเฟตสามารถใหค้่า ionic 
strength สูงเป็น 3 เท่าของเกลือคลอไรดถ์า้ใชค้วามเขม้ขน้เป็นโมลาร์เท่ากนั 
 

การตกตะกอนโปรตีนดว้ยเกลือบางคร้ังจ าเป็นจะตอ้งมีการก าจดัเกลือออกจากโปรตีน  
เน่ืองจากเกลือจะรบกวนต่อการวเิคราะห์หรือมีผลต่อขั้นตอนการท าใหบ้ริสุทธ์ิล าดบัต่อไปท่ี
ตอ้งการ Low Ionic Strength ในการก าจดัเกลือออกท าไดโ้ดยการท า Dialysis (ชรินทร์, 2542) 

 
6.2  การท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิโดยเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟี 
 
       เจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟี (gel filtration chromatography) เป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกสาร

โดยอาศยัคุณสมบติัความแตกต่างกนัของขนาด มวล  และรูปร่างของสารตวัอยา่ง การแยกสารเกิด  
ข้ึนบนตวักลางท่ีเป็นเมด็เจลท่ีมีรูพรุน ความพรุนของเมด็เจลเกิดจากการเช่ือมไขวข้องพ อลิเมอร์ท่ี
ใชใ้นการสร้างเจล ( gel matrix) โดยภายในเมด็เจลแต่ละเมด็มีขนาดช่องวา่งท่ีจ  าเพาะซ่ึงจะยอมให้
สารท่ีมีขนาดโมเลกุลค่าหน่ึงผา่นเขา้ไปในเมด็เจลได ้ส่วนสารท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่กวา่ไม่
สามารถผา่นเขา้ไปไดจ้ะถูกชะออกมาจากคอลมัน์ก่อน จึงสามารถแยกสารท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็ก
และใหญ่ออกจากกนัได ้สารท่ีน ามาท าเป็นตวักลางในการเช่ือมไขวเ้ป็นเมด็เจลแบง่ออกเป็น 3 กลุ่ม
ดว้ยกนั คือ  
 

       6.2.1  เดกซ์แทรน (Dextran) เป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสท่ีผลิตข้ึนโดยใชแ้บคทีเรีย  
Leuconostoc mesenteroides จากนั้น ท าใหเ้กิดรูพรุนโดย น าพอลิเมอร์ดงักล่าวมา ท าปฏิกิริยา กบั 
อิพิคลอโรไฮดริน ( epichlorohydrin) ซ่ึงอิพิคลอโรไฮดรินจะมีหมู่กลีเซอรีล (glyceryl) ท าหนา้ท่ี
เช่ือมต่อสายเดกซ์แทรนท่ีต าแหน่งต่างๆ เกิดโครงสร้างเป็นรูพรุน ในกระบวนการผลิตเดกซ์แทรน  
ทางอุตสาหกรรมสามารถเตรียมใหไ้ดรู้พรุนขนาดต่างๆ กนั โดยการปรับเปล่ียนอตัราส่วนระหวา่ง
เดกซ์แทรนและอิพิคลอโรไฮดริน โดยเดกซ์แทรน มีช่ือทางการคา้วา่  Sephadex แบ่งออกเป็นเกรด
ต่างกนั เรียกวา่ G-type ซ่ึงมีความแตกต่างกนัของระดบัการเช่ือมไขว ้(degree of cross linked) และ
ช่วงของมวลโมเลกุลท่ียอมใหผ้า่นเขา้ในเมด็เจล แสดงดงัตารางท่ี 2  คุณสมบติัทางเคมีท่ีส าคญัของ 
Sephadex คือ ไม่ละลายในตวัท าละลายทุกชนิด  มีความเสถียรในน ้า สารละลายเกลือ ตวัท าละลาย
อินทรีย ์สารละลายด่างและกรดอ่อน  ส าหรับคุณสมบติัทางกายภาพท่ีส าคญัของเดกซ์แทรน คือ  
สามารถทนอุณหภูมิและความดนัสูงได้  แต่ถา้อยูใ่นรูปของเจลแหง้จะทนความร้อนไดไ้ม่เกิน 120 
องศาเซลเซียส ซ่ึงจะเกิดการหลอมตวัของเจล 
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       6.2.2  พอลิอะคริลาไมดเ์จล (Polyacrylamide gel) เป็นเมด็เจลท่ีเกิดจากการเช่ือมไขว้
กนัระหวา่งอะคริลาไมดเ์จลกบั N,N'-methylene-bis-acrylamide ดว้ยพนัธะเปปไทดไ์ดล้กัษณะเป็น
โครงร่างตาข่าย  มีช่ือทางการคา้วา่  Bio-Gel แบ่งเกรดเป็น P-type มีช่วงของมวลโมเลกุลท่ียอมให้
ผา่นเขา้ในเมด็เจล อยูใ่นช่วง  0.1-400 kDa  แสดงดงัตารางท่ี 2 ในการน าไปใชง้านมกัจะนิยมใช้
ส าหรับแยกโปรตีนต่างๆ ท่ีมีขนาดใกลเ้คียงกนั  คุณสมบติัท่ีส าคญัของพอลิอะคริลาไมดเ์จล คือ  
สามารถทนต่ออุณหภูมิและความดนัสูงได ้มีความเสถียรในช่วงพีเอช 2.0-10.0 แต่ไม่ทนต่อสาร
ประเภท oxidizing agent  
 

       6.2.3  อะกาโรสเจล (Agarose gel)  เป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ย D-galactose เช่ือมต่อ
กบั 3,6-anhydro-L-galactose  ในการสร้างเจลตอ้งมีขั้นตอนการก าจดัประจุบนโมเลกุลของพอลิ -
แซคคาไรดอ์อกก่อน โดยพอลิแซคคาไรดแ์ต่ละเส้นจะเขา้มารวมตวักนัแลว้พนัเป็นเกลียวคู่  (double 
helix) จากนั้นจึงเกิดการเช่ือมเป็นร่างแหท าใหไ้ดเ้จลท่ีมีความคงตวัสูง Agarose gels มีช่ือทางการคา้
วา่ Sepharose แบ่งออกเป็น B-type  แสดงดงัตารางท่ี 2  โดยช่วงของมวลโมเลกุลท่ียอมใหผ้า่น เขา้
ไปในเมด็เจลนั้น กวา้งมากจึงเหมาะส าหรับการแยกสารท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่มากๆ คุณสมบติัของ 
อะกาโรสคือ มีความคงตวัสูงเน่ืองจากพนัธะไฮโดรเจนท าใหมี้ความเสถียรในน ้า และ สารละลาย
เกลือท่ีพีเอช  4.0-9.0 และทนต่อสารประเภท  oxidizing agent มีขอ้ควรระวงั  คือ หลีกเล่ียงการ
ใชง้านกบัสารพวก  chaotropic salt  ซ่ึงเป็นสารท่ีท าลายพนัธะไฮโดรเจนภายในสายพอลิ เมอร์และ
หลอมละลายท่ีอุณหภูมิสูงกวา่  40 องศาเซลเซียส จึงไม่สามารถน ามาผา่นการฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงไอ
น ้าความดนัสูงได ้(ชรินทร์, 2542) 
 

       เจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟีนิยมใชใ้นการแยกสารตามขนาดโมเลกุล ใชใ้นการหา
มวลโมเลกุลของสาร และยงัใชใ้นการก าจดัเกลือออกจากโปรตีนหลงัจากตกตะกอนโปรตีนดว้ย
เกลือมีรายงานวา่สามารถท าไซลาเนสจาก Streptomyces rochei ใหบ้ริสุทธ์ิเพียงตกตะกอนโปรตีน
ดว้ย 60% แอมโมเนียมซลัเฟต จากนั้นน ามาผา่นเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟีโดยใช้ คอลมัน์  
Sephedex G-100 (Nadia et al., 2010) 
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ตารางที ่2  สารท่ีใชเ้ป็นตวักลางในการเช่ือมไขวก้นัเป็นเมด็เจล ในเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟี 
 

ชนิดสารท่ีใชท้  าเจล ช่ือทางการคา้ 
ช่วงของมวลโมเลกุลท่ียอมใหผ้า่น

เขา้ในเมด็เจล (kDa) 
Dextran Sephadex G-50 1-30 

Sephadex G-75 3-70 
Sephadex G-100 4-150 
Sephadex G-150 5-400 

 

Polyacrylamide Bio-Gel P-6 1-5 
Bio-Gel P-10 5-17 
Bio-Gel P-30 20-50 
Bio-Gel P-100 40-100 
Bio-Gel P-150 50-150 

 

Agarose Sepharose 6B 10-4000 
Sepharose 4B 60-20000 
Sepharose 2B 70-40000 

 
ทีม่า: ชรินทร์ (2542) 
 

6.3  การท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิโดยโครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ 
 
       โครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ (ion-exchanger chromatography) เป็นเทคนิค

การแยกสารออกจากกนัโดยอาศยัความแตกต่างของค่าประจุ (net charge) ของสารตวัอยา่ง มีเรซิน 
(resin) เป็นตวักลางในการแลกเปล่ียนประจุ เม่ือตวัแลกเปล่ียนประจุถูกท าใหอ่ิ้มตวัดว้ยสารละลาย
บฟัเฟอร์  หรือสารละลายเกลือใดๆ  ส่วนของสารท่ีมีประจุท่ีเป็นองคป์ระกอบในในบฟัเฟอร์หรือ
สารละลายเกลือจะเขา้มาลอ้มรอบตวัแลกเปล่ียนประจุเพื่อรักษาสภาพสมดุลยท์างไฟฟ้า เรียกประจุ
เหล่าน้ีวา่  เคาน์เตอร์ไอออน  (counter ion) เป็นไอออนท่ีมีประจุตรงขา้มกบัเรซิน  โดยสารตวัอยา่ง
แต่ละชนิดจะมีประจุต่างกนั ซ่ึงสามารถเกิดแรงกระท าทางไฟฟ้ากบัประจุในส่วนเคาน์เตอร์ไอออน 
ไดต่้างกนั สารท่ีมีประจุตรงขา้มกบัเรซินและมีความแรงประจุสูงก็จะไปแทนท่ีเคาน์เตอร์แลว้เขา้ไป
ยดึจบัเรซินไว ้ ส่วนสารท่ีมีประจุชนิดเดียวกนักบัเรซินก็จะหลุดออกจากคอลมัน์ก่อนโดยแรงผลกั
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ทางไฟฟ้าท าใหส้ามารถแยกสารผสมออกจากกนัได้   เม่ือตอ้งการไล่สารท่ีถูกยดึจบักบัตวัแลก  
เปล่ียนประจุใหห้ลุดออกมาสามารถท าไดโ้ดยการผา่นบฟัเฟอร์ท่ีมีประจุแรงกวา่เขา้ไป ซ่ึงจะไป
แทนท่ีสารท่ีจบักบัเรซินท าใหส้ารท่ีจบักบัเรซินหลุดออกมาตามความแรงประจุของสาร จึงสามารถ
แยกสารท่ีมีความแรงของประจุต่างกนัได้ สารท่ีใชเ้ป็นตวัแลกเปล่ียนประจุ ไดแ้ก่ เซลลูโลส อะกาโรส 
โพลีเอมีน อะคริลิค  (acrylic) หรือพอลิสไตรีน  (polystyrene) ท่ีเช่ือมไขวด้ว้ย  divinylbenzene
เป็นตน้  ลกัษณะท่ีส าคญัของสารเหล่าน้ี คือ มีความเป็นรูพรุน (porosity) ซ่ึงจะช่วยเพิ่มพื้นท่ีผวิของ
การแลกเปล่ียนประจุ   เรซินท่ีเป็นตวัแลกเปล่ียนประจุสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม จากการเป็น
ประจุของหมู่ลิแกนด ์(ligand) คือ 
 

       6.3.1  แคทไอออนเอกซ์เชนจเ์รซิน (cation exchange resin)  
 
                 เป็นเรซินชนิดแลกเปล่ียนประจุบวก  โดยท่ีลิแกนดข์องเรซินชนิดน้ีเป็นหมู่

จ  าพวกกรด  เม่ืออยูใ่น ionized form จะมีคุณสมบติัเป็นประจุลบ  ประจุของแคทไอออนเอกซ์เชนจ์
เรซินจึงเป็นประจุลบ โมเลกุลท่ีจะเขา้จบักบัเรซินหรือท่ีเรียกวา่ เคาน์เตอร์ไอออน จึงตอ้งเป็นประจุ
บวก (cation) แคทไอออนเอกซ์เชนจเ์รซินท่ีนิยมใชใ้นการแยกโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิ ไดแ้ก่ CM-Sephadex, 
CM-Sepharose และ CM-Cellulose เป็นตน้ 
 

       6.3.2  แอนไอออนเอกซ์เชนจเ์รซิน (anion exchange resin)  
 
                 เป็นเรซินชนิดแลกเปล่ียนประจุลบ  คุณสมบติัต่างๆ  ก็จะเป็นลกัษณะท่ีตรงกนั

ขา้มกบัแคทไอออนเอกซ์เชนจเ์รซิน คือลิแกนดเ์ป็นหมู่ฟังกช์นัจ าพวกเบส  สภาพ ionized form 
มีคุณสมบติัประจุบวก เม่ือประจุของลิแกนดเ์ป็นบวกโมเลกุลท่ีจะเขา้มาจบัหรือเคาน์เตอร์ไอออนจึง
ตอ้งเป็นประจุลบ  (anion) แอนไอออนเอกซ์เชนจเ์รซินท่ีนิยมใชใ้นการแยกโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิ  
ไดแ้ก่ DEAE-Sepharose, DEAE-Cellulose, DEAE-Sephacel และ QAE-Sephadex เป็นตน้ 

 
       ส าหรับการประยกุตใ์ชโ้ครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุในการแยกโปรตีน เรซิน

ท่ีนิยมน ามาใชม้กัจะเป็นชนิด weak เน่ืองจากการชะสารท่ีจบักบัเรซินใหห้ลุดออกมาจะใชส้ภาวะท่ี
ไม่รุนแรง ท าใหโ้ปรตีนไม่เสียสภาพ การท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิเป็นขั้นตอนท่ีมีความส าคญัต่อการ
น าไปใชใ้นอุตสาหกรรม เพราะเอนไซมส่์วนมากท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกัจะอยูใ่นรูปของสาร
ผสมท่ีประกอบดว้ยเซลล ์และสารประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีถูกใชไ้ม่หมด นอกจากน้ีเอนไซม์
ท่ีอยูใ่นน ้าหมกัจะมีความเขม้ขน้ต ่า ดงันั้นการเลือกวธีิการท่ีเหมาะสมส าหรับการท าเอนไซมใ์ห้
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บริสุทธ์ิจึงข้ึนอยูก่บัชนิดหรือคุณสมบติัของเอนไซม ์ไดแ้ก่ น ้าหนกัโมเลกุล ค่า pI ค่าพีเอช และ
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานและความเสถียรของเอนไซม ์เป็นตน้ นอกจากน้ีระดบัความ
บริสุทธ์ิของเอนไซมท่ี์ตอ้งการน าไปใช ้และเคร่ืองมือท่ีมีอยูห่รือท่ีสามารถหาไดเ้ป็นอีกส่วนท่ี
ส าคญัในการเลือกวธีิการท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิ  
 

คุณสมบติัของไซลาเนสท่ีผลิตจาก Streptomyces sp. จะมีน ้าหนกัโมเลกุลอยูร่ะหวา่ง 20-54 kDa 
มีค่า pI อยูร่ะหวา่ง 4.2-10 และสามารถท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูง 50-70 องศาเซลเซียส  ซ่ึงแสดงวา่
ไซลาเนสจาก Streptomyces sp. สามารถทนต่ออุณหภูมิสูงได ้ ดงันั้นขั้นตอนการท าไซลาเนสให้  
บริสุทธ์ิจึงไม่ตอ้งท าท่ีอุณหภูมิต ่ามากๆ แสดงดงัตารางท่ี 3  
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ตารางที ่3  คุณสมบติัของไซลาเนสจาก Streptomyces species 

 

Microorganism Xylanase MW (kDa) Final purification step 
Optimum 

pI Reference 
pH Temp (๐C) 

Streptomyces sp. T7 - 21.8 Sephadex G-50 4.5-5.5 60 7.8 Keskar et al. (1989) 

Streptomyces sp. 7b - 30 CM-Sephadex 6.0 50 N.D Bajaj and  Singh (2010) 

S.  roseiscleroticus - 22.6 Bio-Gel A 6.5-7.0 60 9.5 Grabski and Jeffries (1991) 

S.  rameus L2001 - 21.1 CM Sepharose 5.3 70 N.D Li et al. (2010) 

Streptomyces sp. 3137 X-I 50 
Bio Gel P-100 

5.5-6.5 60-65 7.1 
Marui et al. (1985) X-II-A 25 5.0-6.0 60-65 10.1 

X-II-B 25.68 5.0-6.0 60-65 10.3 
Streptomyces sp. EC10 XIA 32 

Sephadex G-100 
7.0-8.0 60 6.8 

Lumba and Penninckx (1992) XIB 22 7.0-8.0 60 8.9 
XII 21 7.0-8.0 60 5.2 

Streptomyces sp. A451 xyl I 22.8 
Sephadex G-75 

5.6 50 8.6 
He et al. (1993) 

xyl II 33.1 5.4 50 8.9 
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ตารางที ่3  (ต่อ)  
 

Microorganism Xylanase MW (kDa) Final purification step 
Optimum 

pI Reference 
pH Temp (๐C) 

S. cyaneus I 37.5 
DEAE-Sepharose 

8.0 72 5.1 
Wang et al. (1993) II 34 6.5 65 5.2 

III 45 N.D N.D N.D 
S. thermoviolaceus 

OPC-520 
I 54 

Sephadex G-75 
7.0 70 4.2 

Tsujibo et al.  (1992) 
II 33 7.0 60 8.0 

S. actuosus A-151 FI-A 30 

CM-Sepharose CL-6B 

5.0–6.0 70 N.D 

Wang et al. (2003) 
FI-B 45 5.0–6.0 60 N.D 
FII-A 26 5.0–6.0 70 N.D 
FII-B 20 4.0 70 N.D 

  
หมายเหตุ  N.D (not determined) หมายถึง ไม่ไดมี้การระบุไว ้
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6.4.  อิเล็คโตรโฟรีซิส (electrophoresis)  
 
        เป็นวธีิท่ีใชต้รวจสอบความบริสุทธ์ิของโปรตีนระหวา่งขั้นตอนการท าโปรตีนให้

บริสุทธ์ิ นอกจากน้ียงัเป็นวธีิท่ีใชใ้นการหาน ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีน  ซ่ึงเป็นวธีิท่ีอาศยัหลกัการ
เคล่ือนท่ีของโมเลกุลโปรตีนผา่นสนามไฟฟ้า โปรตีนท่ีมีประจุและขนาดของมวลโมเลกุลต่างกนัจะ
เคล่ือนท่ีดว้ยความเร็ วต่างกนัท าใหส้ามารถแยกสารออกจากกนัได ้  โปรตีนท่ีมีประจุจะถูกบงัคบั
ใหเ้คล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าไปยงัขั้วไฟฟ้าท่ีมีประจุตรงขา้ม โปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่กวา่จะเคล่ือนท่ีได้
ชา้กวา่โปรตีนขนาดเล็ก วธีิท่ีนิยมใช ้คือ อิเล็คโตรโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE   

 
        หลกัการของอิเล็คโตโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE คือ SDS จะท าใหโ้ปรตีนเสียสภาพ  

เปล่ียนสภาพจากทรงกลม (globular) ไปอยูใ่นสภาพท่ีเหยยีดตรง โดย SDS ท่ีมีประจุลบจะไปเกาะ
กบัโปรตีนอยา่งแน่นหนามากท าใหโ้ปรตีนทั้งหมดมีประจุลบ นอกจากน้ีโปรตีนท่ีประกอบดว้ย
หน่วยหลายหน่วยเกาะกนัอยูก่็จะแยกออกเป็นแต่ละหน่วยยอ่ย  ดงันั้นการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้า
ของโปรตีนทุกตวัในกรณีน้ี   จึงเป็นการเคล่ือนท่ีโดยอาศยัความแตกต่างในน ้าหนกัโมเลกุลเพียง
อยา่งเดียว โดยจะเป็นการเคล่ือนท่ีไปสู่ขั้วไฟฟ้าบวก ซ่ึงสามารถหาน ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีนได้ 
จากระยะการเคล่ือนท่ีของโปรตีนท่ีตอ้งการทราบน ้าหนกัโมเลกุลกบัโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบ
น ้าหนกัโมเลกุลแลว้  นอกจากน้ีการปรากฏของแถบโปรตีนเพียงแถบเดีย วยงัเป็นตวับ่งช้ีถึงความ
บริสุทธ์ิของโปรตีน 

 
7.  ประโยชน์ของไซลาเนสในอุตสาหกรรม 

 
ไซลาเนสเป็นเอนไซมท่ี์มีความส าคญัต่อส่ิงแวดลอ้มและอุตสาหกรรม ส่วนใหญ่ไซลาเนส

จะถูกน าไปใชใ้นอุตสาหกรรมท่ีเก่ียวขอ้งกบัวสัดุทางการเกษตร เช่น อุตสาหกรรมกระดาษและ
อุตสาหกรรมอาหาร เป็นตน้ โดยการน าไปใชง้านจะเป็นการปรับปรุงคุณภาพของผลิตภณัฑใ์ห้
สูงข้ึน การเพิ่มคุณค่าทางอาหาร  หรือการลดปริมาณของน ้าเสียท่ีปล่อยออกจากโรงงาน ซ่ึงไดรั้บ
ความสนใจมาก  เน่ืองจากเป็นส่ิงท่ีไดจ้ากธรรมชาติไม่ก่อใหเ้กิดความเป็นพิษกบัส่ิงแวดลอ้มและ
ไม่มีปฏิกิริยารุนแรงจึงมีการพฒันาอยา่งต่อเน่ืองเพื่อใหส้ามารถน าไปใชไ้ดจ้ริงในอุตสาหกรรม  
และใหป้ระโยชน์สูงสุด (Beg et al., 2001) 
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7.1  อุตสาหกรรมกระดาษ 
 
       ในอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ   เยือ่ท่ีจะ น ามาท ากระดาษ นั้นจะมีสีเหลืองหรือ

สีน ้าตาลซ่ึงเกิดจากองคป์ระกอบของลิกนินในวตัถุดิบ ในขั้นตอนการเตรียมเยือ่ก่อนการฟอกเยือ่ได้
มีการน าไซลาเนสมาใชใ้นขั้นตอนน้ี โดยไซลาเนสจะยอ่ยไซแลนซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของเฮมิเซลลูโลส
ออกจากเยือ่กระดาษ  ช่วยให้การสกดัลิกนินออกจากเยือ่กระดาษในระหวา่งขั้นตอนการตม้เยือ่ไดดี้
ข้ึน (Saleem et al., 2009) ท าใหเ้ยือ่ท่ีไดมี้ความขาวสวา่ง (brightness) เพิ่มมากข้ึน นอกจากน้ียงัช่วย
ลดปริมาณการใชค้ลอ รีนในกระบวนการผลิตกระดาษ  ช่วยลดการปล่อยสารพิษสู่ส่ิงแวดลอ้ม และ
ยงัเป็นการลดการสูญเสียสับสเตรทในกระบวนการผลิต เน่ืองจากเอนไซมมี์ความจ าเพาะเจาะจงกบั
สับสเตรทมากกวา่สารเคมี เพราะสารเคมีท่ีใชใ้นการฟอกเยือ่จะเกิดปฏิกิริยาท่ีรุนแรงอีกทั้งยงัท าให้
สูญเสียสับสเตรทอีกดว้ย (Ander, 1994)   
 

7.2  อุตสาหกรรมอาหารสัตว์ 
 
       อุตสาหกรรมอาหารสัตวมี์การน า ไซลาเนสมาผสมในอาหารสัตวเ์พื่อเพิ่มคุณค่าทาง

โภชนาการใหก้บัอาหารสัตวบ์างประเภท เช่น ไก่ หมู และววั เน่ืองจากการยอ่ยอาหารของสัตว์
เหล่าน้ีมกัเกิดข้ึนแบบไม่สมบูรณ์ จึงใช้ไซลาเนสเสริมในอาหารสัตวเ์พื่อช่วยในการยอ่ยสารพวก  
พอลิแซคคาไรดท่ี์ไม่ใช่แป้ง (non-starch polysaccharide, NSP) ประเภทเส้นใยเซลลูโลส และเพน
โตแซน (pentosan) ท าใหมี้ผลไปช่วยลดความหนืด (viscosity) ในกระเพาะของสัตว์  และช่วยให้
สัตวส์ามารถดูดซึมสารอาหารไดง่้ายและเร็วข้ึน นอกจากน้ีไซลาเนสยงัสร้างสารท่ีมีประโยชน์ต่อ 
microflora ของพวกสัตวเ์ค้ียวเอ้ืองดว้ย (Gilbert and Hezlewood, 1993) 
 

7.3  การผลิตเอทานอล 
 
       ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น ชานออ้ย ฟางขา้ว 

ซ่ึงมีองคป์ระกอบเป็นไซแลนและเซลลูโลส ภายหลงัจากการยอ่ยจะไดผ้ลผลิตเป็นน ้าตาลไซโลส 
และน ้าตาลกลูโคส ตามล าดบั จากนั้นจึงใชย้สีตห์มกัน ้าตาลท่ีไดเ้ปล่ียนเป็นเอทานอล กระบวนการ
ผลิตโดยส่วนใหญ่ใชก้รดในการยอ่ยวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเหล่าน้ี หรือใชค้วามร้อนสูงร่วม
ดว้ยในการยอ่ยสลายเพื่อใหไ้ดผ้ลผลิตเป็นน ้าตาลรีดิวซ์ (Morjanoff and Gray, 1987)  กระบวนการ
ผลิตเหล่าน้ีจะมีสารประกอบพวกฟีนอล (phenolic compound) เกิดข้ึน   ซ่ึงฟีนอลน้ีจะมีผลต่ อ
การยบัย ั้งการเจริญของยสีตจึ์งตอ้งการมีการก าจดัฟีนอลออกโดยวธีิต่างๆ เช่น การใชเ้อนไซม์   
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ฟีโนโลซิเดสแลคเคส (phenoloxidase laccase) การใชเ้รซินและถ่านกมัมนัต ์ (active charcoal) 
จากนั้นจึงใชด่้างในการปรับพีเอชใหเ้ป็นกลางเพื่อใหเ้หมาะสมกบัการเจริญของยสีต ์ (Watson et 
al., 1984)  ส่วนกระบวนการผลิตอีกวธีิคือ การใชเ้อนไซมย์อ่ยวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ไดแ้ก่ 
เอนไซมไ์ซลาเนสและเอนไซมเ์ซลลูเลส พบวา่ใหน้ ้าตาลรีดิวซ์สูง อีกทั้งยงัสามารถใส่ยสีตล์งไป
เพื่อหมกัใหเ้กิดเป็นเอทานอลไดเ้ลย เป็นการลดขั้นตอนการก าจดัฟีนอลและการปรับพีเอชให้
เหมาะสมกบัการเจริญของยสีต ์(Martin et al., 2002) 
  

7.4  อุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองด่ืม 
 
       ในการท าขนม เช่น เคก้ คุกก้ี แครกเกอร์ และอาหารอ่ืนๆ เอนไซมไ์ซลาเนสจะช่วยใน

การท าลายพนัธะในพอลิแซคคาไรด ์ช่วยใหก้ารท าขนมและอาหารเร็วข้ึน และช่วย เพิ่มความพรุน
ในขนมปังโดยไซลาเนสจะไปก าจดัส่วนของอะราบิโนไซแลน (arabinoxylan) ท่ีเป็นองคป์ระกอบ
ในแป้ง (Butt et al., 2008)  นอกจากน้ีไซลาเนสยงัช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการกรองในอุตสาหกรรม
น ้าผลไม ้ท าใหน้ ้าผลไมใ้สข้ึน และช่วยลดความหนืดของผลิตภณัฑน์ ้าผลไมเ้ขม้ขน้ โดยไซลาเนส
จะท าหนา้ท่ีช่วยยอ่ยเฮมิเซลลูโลสท่ีเป็นสารแขวนลอยออก  ท าใหน้ ้าผลไมใ้สข้ึน โดยท่ีไม่ท าใหสี้
หรือวติามินของผลไมสู้ญเสียไป (Godfrey and West, 1996)  
 

7.5  อุตสาหกรรมส่ิงทอ 
 
       หลงัจากส้ินสุดกระบวนการทอผา้จะมีน ้าเสียท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการถกัทอและยอ้มสี

เกิดข้ึน  ซ่ึงหากถูกปล่อยออกสู่แหล่งน ้าธรรมชาติจะก่อความเสียหายใหก้บัส่ิงแวดลอ้มเป็นอยา่งมาก 
จึงไดมี้การน าไซลาเนสมาใชบ้  าบดัน ้าทิ้งท่ีเกิดจากกระบวนการทอผา้ก่อนปล่อยออกสู่แม่น ้าล าคลอง 
ซ่ึงจะช่วยลดความเป็นพิษของน ้า และลดตน้ทุนของการใชส้ารเคมีลง  ซ่ึงตน้ทุนท่ีใชใ้นการบ าบดั
ดว้ยเอนไซมจ์ะนอ้ยกวา่การผา่นกระบวนการเคมี  (Tanticharoen and Cheevadhanarak, 1984) 
นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่ไซลาเนสมีประสิทธิภาพในการน ามาใชใ้นขั้นตอนการลอกแป้ง (Desizing) 
ซ่ึงเป็นขั้นตอนท่ีมีความจ าเป็นส าหรับผา้ทอ  เน่ืองจากในการทอผา้จะตอ้งมีการลงแป้งเส้นดา้ยยนื
ก่อนเพื่อใหเ้กิดประสิทธิภาพในการทอและทนทานต่อการเสียดสีในระหวา่งการทอมากข้ึน  
แต่ก่อนท่ีจะท าการยอ้มหรือพิมพผ์า้ตอ้งผา่นขั้นตอนการลอกแป้งออก   ซ่ึงการใชเ้อนไซมใ์น
ขั้นตอนน้ีท าใหคุ้ณสมบติัของส่ิงทอท่ีไดดี้กวา่การใชส้ารเคมี (Battan et al., 2012) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1.  ตูเ้ข่ียเช้ือ (microflow biological safety cabinet) 
2.  ตูบ้่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ (temperature incubator) 
3.  เคร่ืองเขยา่เช้ือท่ีมีการควบคุมอุณหภูมิ (thermo shaker) 
4.  หมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) 
5.  เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง  
6.  เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) 
7.  เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
8.  อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
9.  เคร่ืองป่ันเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerator centrifuge) 
10.  เคร่ืองอลัตร้าฟิลเตรชนั 
11.  เคร่ืองเก็บสารละลายจากคอลมัน์ (Fraction collector, Advantec SF-160) 
12.  อุปกรณ์อิเล็กโตรโฟรีซิส 
13.  เคร่ืองแกว้พร้อมอุปกรณ์ต่างๆ ท่ีจ  าเป็น (ดงัระบุในแต่ละการทดลอง) 
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วธีิการ 
 

1.  แหล่งจุลนิทรีย์ 
 

Streptomyces mexicanus 901 ท่ีเจริญบนอาหาร ISP2 โดยแยกมาจากน ้าเสียโรงงานกระดาษ 
(Sirisuntornsakul et al., 2013) 
 
2.  การเตรียมแหล่งคาร์บอนจากวสัดุเหลอืทิง้ทางการเกษตร 
 

วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร  ไดแ้ก่ เปลือกขา้วโพด  ซงัขา้วโพด ฟางขา้ว และแกลบ น ามา
ป่ันใหมี้ขนาดเล็กดว้ยเคร่ืองป่ันน ้าผลไม ้และร่อนผา่นตะแกรงขนาด 40 mesh จากนั้นลา้งน ้าตาลท่ี
ปนอยูอ่อกดว้ยน ้ากลัน่จนกระทัง่น ้าท่ีชะออกมาไม่มีสีเหลือง และน ามาอบท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
จนกระทัง่วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรแหง้ 

 
3.  การศึกษาสัณฐานวทิยาและคุณสมบัติของ S. mexicanus 901 
 

3.1  สัณฐานวทิยาของ S. mexicanus 901 
 
       เล้ียง  S. mexicanus 901 บนอาหารอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแตกต่างกนั   ไดแ้ก่  ISP2, ISP3, 

ISP4, GYE, Berg’s medium และ Nutrient agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วนั ตรวจดู
ลกัษณะและสีของโคโลนี การสร้างเส้นใย การติดสีแกรม และลกัษณะสปอร์  

 
3.2  ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม ์ดดัแปลงมาจาก ชาญวทิย ์(2546) 
 
       3.2.1  ทดสอบความสามารถในการผลิตไซลาเนส 
 
                  เล้ียง S. mexicanus 901 บนอาหารแขง็ xylan medium บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส นาน 3 วนั จากนั้นใชส้ารละลายไอโอดีนเทบนจานอาหาร แบคทีเรียสามารถยอ่ยสลาย 
ไซแลนไดจ้ะเกิด ส่วนใส (clear zone) ปรากฏอยูร่อบโคโลนี หาอตัราส่วนระหวา่งเส้นผา่นศูนย์  
กลางส่วนใสรอบโคโลนีต่อเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนี (Hydrolysis capacity; HC) 
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      3.2.2  ทดสอบความสามารถในการผลิตคาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
 

                  เล้ียง S. mexicanus 901 บนอาหารแขง็  CMC medium บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา-
เซลเซียส นาน 3 วนั จากนั้นยอ้มสีดว้ยสารละลาย Congo red นาน 15 นาที แลว้ลา้งสีออกดว้ย NaCl 
ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ หาอตัราส่วนระหวา่งเส้นผา่นศูนยก์ลางส่วนใสรอบโคโลนีต่อเส้นผา่นศูนย ์
กลางของโคโลนี (Hydrolysis capacity; HC) 
 

      3.2.3  ทดสอบความสามารถในการผลิตอะไมเลส 
 

                  เล้ียง S. mexicanus 901 บนอาหารแขง็  Yeast starch medium บ่มท่ีอุณหภูมิ  50 
องศาเซลเซียส นาน 3 วนั จากนั้นใชส้ารละลายไอโอดีนเทบนจานอาหาร หาอตัราส่วนระหวา่งเส้น
ผา่นศูนยก์ลางส่วนใสรอบโคโลนีต่อเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนี (Hydrolysis capacity; HC) 
 

3.3  พีเอชเร่ิมตน้ต่อการเจริญ 
 
       เล้ียง S. mexicanus 901 ในอาหารเหลว ISP2  ท่ีมีค่าพีเอช 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 และ 9.0 บ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 3 วนั จากนั้นน ามา
ป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที เพื่อแยกตกตะกอนเซลล ์และ วเิคราะห์หาน ้าหนกั
เซลลแ์หง้  

 
3.4  อุณหภูมิต่อการเจริญและการผลิตไซลาเนส 
 
       ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อ เจริญและการผลิตไซลาเนส  โดยเล้ียง  S. mexicanus 901 ใน

อาหาร ISP2 ท่ีค่าพีเอชท่ีเหมาะสม บ่ม ท่ีอุณหภูมิต่างกนั ไดแ้ก่ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส  
บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 3 วนั จากนั้นน ามาป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที 
นาน 20 นาที น าตะกอนเซลลท่ี์ไดม้า วเิคราะห์หาน ้าหนกัเซลลแ์หง้  และส่วนใสท่ีไดน้ ามาวเิคระห์
หากิจกรรมของไซลาเนส 
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4.  การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติไซลาเนส 
 

4.1  ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตไซลาเนส 
 
       เล้ียง  Streptomyces mexicanus 901 ในอาหารสูตร  ISP2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน  

ฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีการเติมแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ เปลือกขา้วโพด  
ซงัขา้วโพด ฟางขา้ว และแกลบ  ศึกษาผลความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน ด าเนินการโดยใช้ ความ
เขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน 0.5%, 1.0%, 1.5% และ 2.0%  เก็บตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง น ามาป่ันเหวีย่ง
ท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที และเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เพื่อมาท าการ
วเิคราะห์หากิจกรรมของไซลาเนส 

 
4.2  พีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลาเนส 
 
       ศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมต่ อการผลิตไซลาเนส โดยการเตรียมอาหาร  ISP2 ท่ีมีค่าพีเอช

เร่ิมตน้แตกต่างกนั ดงัน้ี 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 และ 11.0 เติมกลา้เช้ือแลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา-
เซลเซียส และศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตไซลาเนส โดยท าการเล้ียงเช้ือในอาหาร ISP2 ท่ี
อุณหภูมิแตกต่างกนั ดงัน้ี 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอชท่ีเหมาะสม บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 
250 รอบต่อนาที เก็บตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง นาน 5 วนั น ามาป่ันเหวีย่งและ เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เพื่อมาท าการวเิคราะห์หากิจกรรมของไซลาเนส 

 
4.3  ผลความเร็วรอบการเขยา่ต่อการผลิตไซลาเนสในระดบัฟลาสก์ 
 
      เล้ียง S. mexicanus 901 ในอาหาร ISP2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก ์250 มิลลิลิตร 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ ควบคุมอุณหภูมิ ท่ีมีความเร็วแตกต่างกนั ดงัน้ี 200, 
250 และ 300 รอบต่อนาที เก็บตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง นาน 5 วนั น ามาป่ันเหวีย่งและเก็บรักษาไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อมาท าการวเิคราะห์หากิจกรรมของไซลาเนส  
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4.4  การวเิคราะห์กิจกรรมของไซลาเนส  
 
       วเิคราะห์หากิจกรรมของไซลาเนสของน ้าหมกัท่ีไดจ้ากการเล้ียง S. mexicanus 901 

ดว้ยวธีิซ่ึงดดัแปลงจากวธีิของ Saleem et al. (2009) โดยบ่มไซลาเนสร่วมกบัไซแลนความเขม้ขน้ 
1.0% (น ้าหนกัต่อปริมาตร) ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.0  
ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  นาน 30 นาที  ตรวจหาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนดว้ยวธีิ  
Dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller, 1959) (ภาคผนวก ข) 

 
       1 ยนิูต (U) ของไซลาเนส  หมายถึง  ปริมาณของเอนไซมท่ี์ยอ่ย สับสเตรต  โดยให้

ผลิตภณัฑเ์ป็นน ้าตาลไซโลส  1 ไมโครโมลต่อนาที  ภายใต้สภาวะท่ีท าการทดสอบ  
 
4.5  การวเิคระห์ปริมาณโปรตีน  
 
       วเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนตามวธีิของ Lowry et al. (1951)  (ภาคผนวก ข ขอ้ 2) 

 
5.  การท าไซลาเนสให้บริสุทธ์ิบางส่วน 
 

5.1  การท าไซลาเนสใหเ้ขม้ขน้ข้ึนดว้ยอลัตร้าฟิลเตรชนั 
 

        น าส่วนใสของไซลาเนสท่ีไดจ้ากการเล้ียง S. mexicanus 901 ในสภาวะท่ีเหมาะสมมา
ผา่นอลัตร้าฟิลเตรชนั เพื่อไล่น ้าและโปรตีนท่ีปนเป้ือนออก โดยใชแ้ผน่กรอง เซลลูโลสท่ีมี  
Molecular weight cut-off เท่ากบั 10 kDa ไซลาเนสท่ีไดน้ าไปศึกษาขั้นต่อไป 
 

5.2  เจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟี 
 
       บรรจุเจล Sephadex G-100 ท่ีผา่นการท าให้ พองตวั แลว้ (75.0% gel slurry) ลงใน

คอลมัน์ขนาด เส้นผา่นศูนยก์ลาง 2 เซนติเมตร ยาว 50 เซนติเมตร  โดยการกวน  75.0% gel slurry 
ใหเ้ขา้กนัแลว้ค่อยๆ เทลงในคอลมัน์จนเกือบเตม็ จากนั้นปล่อยทิ้งไวจ้นเจลเซทตวัอยา่งมีระบบดว้ย
อตัราการไหลคงท่ีจนกระทัง่ได ้ bed volume ท่ีตอ้งการ จากนั้นปรับสภาพคอลมัน์ (equilibrate 
column) โดยการปล่อยซิเตรทบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 5.0 ผา่นคอลมัน์จน
ครบ 3 bed volum  
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       น าไซลาเนสเขม้ขน้ท่ีตอ้งการท าใหบ้ริสุทธ์ิมาใส่ลงบนผวิหนา้ เจล Sephadex G-100 
ปล่อยใหไ้ซลาเนสเขา้ไปในเจลจนหมด  แลว้ปล่อยใหส้ารละลายซิเตรทบฟัเฟอร์ไหลผา่นคอลมัน์
ดว้ยอตัราการไหล (flow rate) 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที เก็บตวัอยา่งท่ีออกจากคอลมัน์หลอดละ 2 มิลลิลิตร 
และชะดว้ยบฟัเฟอร์ต่อไปเร่ือยๆ จนกระทัง่ตวัอยา่งท่ีออกจาคอลมัน์ไม่มีปริมาณโปรตีนเม่ือวดัท่ีค่า
การดูดกลืนแสง 280 นาโนเมตร แต่อยา่ปล่อยใหผ้วิหนา้เจลแหง้ น าตวัอยา่งแต่ละหลอดมา
วเิคราะห์หาค่ากิจกรรมของไซลาเนสและปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิของ Lowry et al. (1951) 

 
5.3  อิเล็คโตรโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE 
 
        น าไซลาเนสท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วนดว้ยอลัตร้าฟิลเตรชนัและเจลฟิลเตรชนั

โครมาโตกราฟีมาตรวจสอบความบริสุทธ์ิของไซลาเนสท่ีได ้โดยการท าอิเล็คโตรโฟรีซิสแบบ  
SDS-PAGE (ภาคผนวก ข4) แลว้เปรียบเทียบแถบของโปรตีนท่ีปรากฏบนเจลระหวา่งไซลาเนสท่ี
ผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วนและ Crude xylanase 

 
6.  ศึกษาคุณสมบัติของไซลาเนสทีบ่ริสุทธ์ิบางส่วน 
 

6.1  ผลของพีเอชต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 
       น าไซลาเนสท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วนมา ศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างาน

ในช่วงพีเอช 3.0-12.0 โดยใชส้ารละลายซิเตรทบฟัเฟอร์ควบคุมพีเอชในช่วง 3.0-5.0 ใชส้ารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ควบคุมพีเอชในช่วง 6.0-8.0 และใชส้ารละลาย glycine-NaOH บฟัเฟอร์ควบคุม
พีเอชในช่วง 9.0-12.0 (ภาคผนวก ข) ตรวจวดักิจกรรมของไซลาเนสตามขอ้ 3.4 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศา-
เซลเซียส นาน 30 นาที 

 
6.2  ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 
       น าไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วนมาวเิคราะห์หากิจกรรมของไซลาเนสตามขอ้ 3.4 โดย

บ่มท่ีอุณหภูมิแตกต่างกนั 30-80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ท่ีค่าพีเอชท่ีเหมาะสม 
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6.3  ผลของพีเอชต่อความเสถียรของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 
       น าไซลาเนส ท่ีบริสุทธ์ิบางส่วนมา บ่มกบัสารละลายบฟัเฟอร์ ท่ีพีเอช แตกต่างกนั  

3.0-12.0 ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นน ามาตรวจสอบกิจกรรมของ  
ไซลาเนสท่ีเหลือตามขอ้ 3.4 ท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของไซลาเนส 

 
6.4  ผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 
       น าไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วนมาบ่มท่ีอุณหภูมิ 30-80 องศาเซลเซียส  นาน 1 ชัว่โมง 

จากนั้นท าใหเ้ยน็ลงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลว้น ามาตรวจสอบกิจกรรมของไซลาเนสท่ีเหลือ
ตามขอ้ 3.4 ท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของไซลาเนส 

 
6.5  ผลของไอออนโลหะและสารคีเลตต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 
       วเิคราะห์ กิจกรรมของ ไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน ในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีมีไอออน

ของโลหะต่อไปน้ี Na+, K+, Mg2+, Mn2+, Co2+, Fe2+ และ Ca+ ท่ีมีความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ โดยใช ้
1.0% ไซแลนเป็นสับสเตรท เพื่อศึกษาผลการยบัย ั้งหรือกระตุน้กิจกรรมของ ไซลาเนสจากไอออน
ของโลหะเหล่าน้ี 

 
       ศึกษาผลของสารคีเลตต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน โดยวดักิจกรรม

ของไซลาเนสในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีมีสารคีเลต ไดแ้ก่ ethylene-diaminetetraacetic acid (EDTA) 
ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์  

 
 6.6  การยอ่ยไซแลนของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

       ศึกษาการยอ่ยไซแลนของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน โดยบ่มไซแลน 2.0% (น ้าหนกั
ต่อปริมาตร ) ร่วมกบัไซลาเนส  (10 U/ml) ท่ีอุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส ตรวจวดัปริมาณน ้าตาล
รีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนท่ีเวลาต่างๆ นาน 180 นาที ดว้ยวธีิ Dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller, 1959) แลว้
น าปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนในแต่ละช่วงเวลามาเขียนกราฟ  เพื่อตรวจดูความสามารถในการ
ยอ่ยไซแลนของไซลาเนส 
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ผลและวจิารณ์  
 

1.  สัณฐานวทิยาและคุณสมบัติของ Streptomyces mexicanus 901 
 
 1.1  สัณฐานวทิยาของ Streptomyces mexicanus 901 
 

        จากการเล้ียง  S. mexicanus 901 บนสูตรอาหารท่ีแตกต่างกนั  เพื่อหา สูตรอาหารท่ี
เหมาะสมในการเพาะเล้ียง  พบวา่ S. mexicanus 901 เจริญไดบ้นทุกสูตรอาหารโดย เจริญไดดี้เม่ือ
เล้ียงบนสูตรอาหาร  ISP2 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือท่ีเจริญบนสูตรอาหาร น้ี  ผวิของโคโลนีมี
ลกัษณะยน่ มีการสร้างสปอร์สีขาว เม่ืออายมุากข้ึนสปอร์จะมีสีน ้าตาล เทา และสีของ รงควตัถุท่ี
ปล่อยออกมามีสีเหลืองน ้าตาล  แสดงดงัภาพท่ี 2ก ส่วนลกัษณะโคโลนีท่ีเจริญบนสูตร อาหาร ISP3 
และ Berg’s medium ผวิหนา้ของโคโลนีมีลกัษณะยน่ มีสีขาวคลา้ยผงแป้ง แสดงดงัภาพท่ี 2ข และ  
2จ  ส าหรับสูตรอาหาร ISP4 โคโลนีมีสีขาว ลกัษณะแขง็และฝังลงในเน้ือวุน้ โคโลนีมีขนาดเล็ก  
(ภาพท่ี 2ค)  ลกัษณะโคโลนีบนสูตรอาหาร  NA มีสีขาว ผวิเรียบ โคโลนียดึติดแน่นกบัผวิหนา้ วุน้ 
โคโลนีมีขนาดเล็ก เส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 1.0 มิลลิเมตร แสดงดงั ภาพท่ี 2ง  และบน
สูตรอาหารแขง็ GYE พบวา่โคโลนีมีสีขาว ผวิหนา้โคโลนีวาว และ โคง้นูน โคโลนีมีขนาดใหญ่ 
แสดงดงัภาพท่ี 2ฉ 

 
       สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Petrosyan et al. (2003) พบวา่ S. mexicanus สามารถเจริญ

ไดบ้นสูตรอาหาร ISP2, ISP3 และ ISP4 โดยสามารถเจริญไดดี้บนสูตรอาหาร ISP2 และ ISP3 เช้ือ
จะสร้างเส้นใยบนผวิโคโลนีเรียกวา่เส้นใยอากาศ (aerial mycelium) มีสีเทา และสร้างเส้นใยส าหรับ
ยดึติดกบัผวิอาหารเรียกวา่เส้นใยอาหาร (substrate mycelium) ท่ีมีสีเหลืองน ้าตาล และเม่ือเจริญบน
สูตรอาหาร ISP4 จะสร้างเส้นใยอาหารท่ีมีสีเบจ 

 
        นอกจากน้ียงัใกลเ้คียง กบัการศึกษาสัณฐานวทิยาของ Streptomyces sp. 3B เม่ือเล้ียง

บนสูตรอาหารแตกต่างกนั พบวา่ Streptomyces sp. 3B สามารถเจริญไดดี้เม่ือเล้ีย งบนสูตรอาหาร  
ISP2 โดยเช้ือจะสร้างเส้นใยอากาศมีสีขาว และสร้างเส้นใยอาหาร ท่ีมีสีเหลืองน ้าตาล  เม่ือเล้ียงเช้ือ
บนสูตรอาหาร ISP3 สีของเส้นใยอากาศ จะมีสีขาว และสีของ เส้นใยอาหาร มีสีเหลืองน ้าตาลและ
เม่ือเจริญบนสูตรอาหาร ISP4 เส้นใยอากาศ จะมีสีชมพอู่อน และ เส้นใยอาหาร มีสีเหลืองน ้าตาล  
(Stefka et al., 2005) 
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ภาพที ่2  ลกัษณะโคโลนีของ Streptomyces mexicanus 901บนสูตรอาหาร ก: ISP2, ข: ISP3,  

  ค: ISP4, ง: NA, จ: Berg’s medium ฉ: GYE 
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ศึกษาลกัษณะของ S. mexicanus 901 โดยการยอ้มสีแบบแกรม และตรวจดูภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า จากภาพท่ี 3 พบวา่ S. mexicanus 901 ติดสีม่วงซ่ึงเป็นผลมาจากสี
ของ crystal violet  จึงสามารถระบุไดว้า่   S. mexicanus 901 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก โดยท่ีติดสี  
crystal violet  เน่ืองจากผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแกรมบวกมีปริมาณของไขมนัท่ีนอ้ยกวา่เม่ือหยด  
แอลกอฮอลแ์ลว้เกิดเป็น complex ของสีข้ึน ซ่ึงไม่สามารถผา่นช่องของผนงัเซลลอ์อกมาไดจึ้งยงัคง
ติดสี crystal violet  และตรวจดูลกัษณะของเส้นใยพบวา่เป็นเส้นใยยาวมีการแตกแขนง และอยูร่วม 
กนัเป็นกลุ่ม โดยเส้นใยมีการแตกหกัเป็นท่อน ส่วนของท่อนท่ีแตกหกัไม่เคล่ือนท่ี  
 

 
 

ภาพที ่3  การติดสีแกรมและลกัษณะเส้นใยของ Streptomyces mexicanus 901 ภายใตก้ลอ้ง  
               จุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1,000 เท่า 

 
 
 
 
 
 

 

10 µm 
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             1.2  ความสามารถในการผลิตเอนไซมข์อง S. mexicanus 901 
 

      จากการทดสอบความสามาร ถในการผลิตเอนไซม ์ไดแ้ก่ ไซลาเนส คาร์บอกซีเมทิล-
เซลลูเลส และอะไมเลสจาก S. mexicanus 901 พบวา่ S. mexicanus 901 สามารถผลิตเอนไซมไ์ดท้ั้ง
สามชนิด โดยสามารถผลิตไซลาเนสไดดี้ท่ีสุด มีอตัราส่วนระหวา่งเส้นผา่นศูนยก์ลางส่วนใสรอบ
โคโลนีต่อเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนี (Hydrolysis capacity; HC) เท่ากบั 3.92 รองลงมาคือ  
คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และอะไมเลส มีอตัราส่วนระหวา่งเส้นผา่นศูนยก์ลางส่วนใสรอบโคโลนี
ต่อเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนี (Hydrolysis capacity; HC) เท่ากบั 3.00 และ 1.67 ตามล าดบั  
แสดงดงัภาพท่ี 4 

 

  
 

 
 

       ภาพที ่4  ความสามารถในการผลิตเอนไซมช์นิดต่างๆ ของ Streptomyces mexicanus 901 
                      ก: ไซลาเนส  ข: คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  ค: อะไมเลส 
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        S. mexicanus 901 สามารถผลิตเอนไซมไ์ดท้ั้งไซลาเนส คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และ 
อะไมเลส จึงสามารถน ามาใชใ้นการยอ่ยสลายพอลิแซคคาไรดต่์างๆ ไดโ้ดยตรง ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้าก
การยอ่ยสลาย เช่น โอลิโกแซคคาไรด ์กลูโคส หรือไซโลส สามารถน ามาเป็นสารตั้งตน้ในกระบวน 
การผลิตเอทานอล สารใหค้วามหวาน หรือผลิตภณัฑต่์างๆ  ท่ีมีความส าคญัในระดบัอุตสาหกรรม  
นอกจากน้ียงัสามารถน ามาใชใ้นขั้นตอนการก าจดัหมึกออกจากกระดาษท่ีใชแ้ลว้ในอุตสาหกรรม
การผลิตกระดาษรีไซเคิล (recycled paper) ซ่ึงการน าจุลินทรียม์าใชโ้ดยตรงจะช่วยลดตน้ทุนในขั้น 
ตอนการผลิตเอนไซม ์ อยา่งไรก็ตามการผลิตเพื่อใหไ้ดเ้อนไซมใ์นปริมาณมากยงัเป็นท่ีตอ้งการใน
ระดบัอุตสาหกรรม เน่ืองจากในบางอุตสาหกรรม เช่น อุตสาหกรรมกระดาษตอ้งการไซลาเนสท่ี
ปราศจากเซลลูเลสหรือมีเซลลูเลสปนอยูใ่นปริมาณต ่า น ามาใชใ้นขั้นตอนการเตรียมเยือ่ก่อนการ
ฟอกเยือ่ จากคุณสมบติัของ S. mexicanus 901 ท่ีสามารถผลิตไซลาเนสไดดี้ท่ีสุด ดงันั้นในการศึกษา
คร้ังน้ีจึงใหค้วามสนใจในการผลิตไซลาเนสจาก S. mexicanus 901  
 

1.3  ผลของพีเอชเร่ิมตน้ต่อการเจริญของ S. mexicanus 901 
 
       จากการศึกษาผลของพีเอชเร่ิมตน้ต่อการเจริญของ S. mexicanus 901 ในสูตรอาหาร  

ISP2  พบวา่ S. mexicanus 901 สามารถเจริญไดใ้นช่วงพีเอช 5.0-9.0  โดยเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีค่าพีเอช
เร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 7.0  มีน ้าหนกัเซลลแ์หง้เท่ากบั 1.88 กรัมต่อลิตร แสดงดงัภาพท่ี 5 ซ่ึงใกล ้
เคียงกบัการศึกษาของ  Petrosyan et al. (2003) พบวา่  S. mexicanus  ท่ีคดัแยกจากดินในประเทศ
เมก็ซิโกสามารถเจริญไดใ้นอาหาร minimal medium ท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้อยูใ่นช่วง 4.3-8.0  เน่ืองจาก 
S. mexicanus 901 เป็นแอคติโนมยัสีทท่ีเจริญไดดี้ในสภาวะแวดลอ้มท่ีเป็นกลาง ดงันั้นในการศึกษา
ต่อไปจะท าการเล้ียง S. mexicanus 901 ในอาหาร ISP2 ท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 
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ภาพที ่5  ผลของพีเอชเร่ิมตน้ต่อการเจริญของ Streptomyces mexicanus 901 
 

1.4  ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญและการผลิตไซลาเนสของ S. mexicanus 901 
 
       เน่ืองจากงานวจิยัน้ีมุ่งเนน้ไปท่ีการผลิตไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 จึงไดศึ้กษาผล

ของอุณหภูมิต่อการเจริญควบคู่ไปกบัการผลิตไซลาเนส โดยเล้ียง S. mexicanus 901 ในอาหาร ISP2 
ท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอยา่งเดียว ท่ีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 7.0 นาน 3 วนั 
พบวา่ S. mexicanus 901 สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 30-60 องศาเซลเซียส และเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีน ้าหนกัเซลลแ์หง้เท่ากบั 4.06 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือท่ีอุณหภูมิ 30, 
50 และ 60 องศาเซลเซียส มีน ้าหนกัเซลลแ์หง้เท่ากบั 3.77 กรัมต่อลิตร, 1.99 กรัมต่อลิตร และ 1.83 
กรัมต่อลิตร ตามล าดบั แสดงดงัภาพท่ี 6 

 
       เม่ือพิจารณาการผลิตไซลาเนสท่ีอุณหภูมิ 30-60 องศาเซลเซียส พบวา่  S. mexicanus 

901 สามารถผลิตไซลาเนสไดท่ี้อุณหภูมิ 30-60 องศาเซลเซียส  แมไ้ม่มีไซแลนซ่ึงเป็นตวัเหน่ียวน า
ในการผลิตไซลาเนส  โดยท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  S. mexicanus 901 สามารถผลิตไซลาเนส  
ไดดี้ท่ีสุด มีค่ากิจกรรมของไซลาเนสเท่ากบั 1.88 U/ml รองลงมาคือท่ีอุณหภูมิ 60, 40 และ 30 องศา-
เซลเซียส มีค่ากิจกรรมของไซลาเนสเท่ากบั 1.25 U/ml, 0.63 U/ml  และ  0.54 U/ml ตามล าดบั  
แมว้า่ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  S. mexicanus 901 สามารถเจริญไดดี้ท่ีสุด แต่เน่ืองจากมีการผลิต
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ไซลาเนสในปริมาณนอ้ย  ดงันั้นในการศึกษาการผลิตไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 จะท าการ
ทดลองท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
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ภาพที ่6  ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญและการผลิตไซลาเนสของ Streptomyces mexicanus 901        
 

       จากการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่ S. mexicanus 901 สามารถเจริญไดใ้นช่วงอุณหภูมิ 30-
60 องศาเซลเซียส ซ่ึงใกลเ้คียงกบัการศึกษาของ Petrosyan et al. (2003) พบวา่ S. mexicanus ท่ีคดั
แยกจากดินในประเทศเมก็ซิโกเป็น thermophilic actinomycete สามารถเจริญไดใ้นช่วงอุณหภูมิ  
20-55 องศาเซลเซียส และเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นอกจากน้ียงัเจริญไดดี้ใน
อาหาร minimal medium ท่ีมีไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอยา่งเดียว 
 
 
 
 
 
 
 



40 

 

2.  สภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติไซลาเนส 
 

2.1  ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตไซลาเนส 
 
       จากการเล้ียงเช้ือ S. mexicanus 901 ในอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนั พบวา่

การผลิตไซลาเนสสูงสุดเม่ือใชซ้งัขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอน  มีค่ากิจกรรมของไซลาเนสเท่ากบั  
46.16 U/ml รองลงมาคือเปลือกขา้วโพด ฟางขา้ว และแกลบ มีค่ากิจกรรมของไซลาเนสเท่ากบั  
42.45 U/ml, 36.97 U/ml และ 35.53 U/ml ตามล าดบั แสดงดงัภาพท่ี 7 ซงัขา้วโพดสามารถเหน่ียว 
น าการผลิตไซลาเนสไดสู้งสุดเน่ืองจากมีปริมาณของไซแลนสูงกวา่วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร
ชนิดอ่ืนและมีปริมาณลิกนินต ่า (Kuhad et al., 2011)   

 
       สอดคลอ้งกบั การศึกษาของ Ding et al. (2004) พบวา่  S. olivaceoviridis E-86 ผลิต

ไซลาเนสไดสู้งสุดเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีซงัขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอนร่วมกบัการใช ้beef peptone 
เป็นแหล่งไนโตรเจน  ท่ีค่าพีเอช  6.0 และการศึกษาของ  Li et al. (2006)  พบวา่  Paecilomyces 
themophila สามารถผลิตไซลาเนสไดดี้ท่ีสุด เ ม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีซงัขา้วโพด ความเขม้ขน้ 4.0% 
(น ้าหนกัต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วนั 

 
       เม่ือศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลาเนสเม่ือเล้ียงในแหล่งคาร์บอนต่างๆ 

พบวา่การผลิตไซลาเนส ของทุกแหล่งคาร์บอน ไดแ้ก่ เปลือกขา้วโพด ซงัขา้วโพด ฟางขา้ว และ
แกลบ ในช่วงแรกของการเพาะเล้ียงมีการผลิตไซลาเนสในปริมาณนอ้ย แต่เม่ือระยะเวลาในการ
เพาะเล้ียงนานข้ึนการผลิตไซลาเนสเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง  และสูงสุด ในวนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียง  
หลงัจากนั้นการผลิตไซลาเนสคงท่ี เม่ือใชซ้งัขา้วโพด ฟางขา้ว และแกลบเป็นแหล่งคาร์บอน  แต่
เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอนหลงัจากวนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียง การผลิตไซลาเนสยงัคง
เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ย แต่ระยะเวลาในการผลิตไซลาเนสท่ีนานมากไม่เหมาะสมส าหรับการผลิตไซลาเนส 
เพราะนอกจากจะท าใหเ้สียเวลาแลว้ยงัท าใหส้ิ้นเปลืองพลงังานต่างๆ ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียง  ซ่ึงถา้
น าไปผลิตในระดบัอุตสาหกรรมจะท าใหมี้ค่าใชจ่้ายในการผลิตท่ีสูง ดงันั้นในการศึกษาน้ีจึงใช้
ระยะเวลาในการผลิตไซลาเนสนาน 5 วนั   
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ภาพที ่7  ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตไซลาเนสจาก Streptomyces mexicanus 901 
 
2.2  ผลของความเขม้ขน้ของซงัขา้วโพดต่อการผลิตไซลาเนส 
 
        เม่ือผลิตไซลาเนสโดยใชซ้งัขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนั  

0.5%-2.0%  พบวา่ในช่วงแรกของการเพาะเล้ียง  (วนัท่ี 1-3) S. mexicanus 901 สามารถผลิต  
ไซลาเนสท่ีความเขม้ขน้ของซงัขา้วโพดต ่า (0.5% และ 1.0%) ไดดี้กวา่ท่ีความเขม้ขน้สูง (1.5% และ 
2.0%)  ทั้งน้ีเน่ืองจากในช่วงแรกจุลินทรียย์งัมีปริมาณนอ้ย  ปริมาณของซงัขา้วโพดท่ีความเขม้ขน้
ของซงัขา้วโพดต ่าจึงเหมาะสมกบัปริมาณของจุลินทรีย ์ แต่เม่ือระยะเวลาในการ เพาะเล้ียงนานข้ึน
คือในวนัท่ี 4 และ 5 ของการเพาะเล้ียง การผลิตไซลาเนสท่ีความเขม้ขน้ของซงัขา้วโพดสูงดีกวา่ท่ี
ความเขม้ขน้ต ่า โดยสามารถผลิตไซลาเนสสูงสุดเท่ากบั 80.89 U/ml เม่ือใชซ้งัขา้วโพดความเขม้ขน้ 
2.0% เป็นแหล่งคาร์บอน แสดงดงัภาพท่ี 8 
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ภาพที ่8  ผลความเขม้ขน้ของซงัขา้วโพดต่อการผลิตไซลาเนสจาก Streptomyces mexicanus 901 
 
      ในการผลิตไซลาเนสจากจุลินทรียน์อกจากแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมแลว้ปริมาณความ

เขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนก็มีผลต่อการเจริญและการเหน่ียวน าการผลิตไซลาเนส โดยการเหน่ียวน า
การผลิตไซลาเนสของจุลินทรียเ์กิดข้ึนจากแหล่งคาร์บอนท่ีมีไซแลนเป็นองคป์ระกอบ  ซ่ึงจากการ 
ศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ซงัขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะต่อการผลิตไซลาเนส ในการเหน่ียวน าการ
ผลิตไซลาเนสนั้นไซโลโอลิโกแซคคาไรดข์นาดเล็กท่ีมีอยูใ่นซงัขา้วโพดจะแพร่เขา้สู่เซลลข์อง
จุลินทรียแ์ลว้กระตุน้ใหจุ้ลินทรียผ์ลิตไซลาเนสออกมาภายนอกเซลล์  เพื่อยอ่ยไซแลนท่ีมีโมเลกุล
ใหญ่ซ่ึงไม่สามารถผา่นเขา้สู่เซลลข์องจุลินทรียไ์ดใ้หมี้โมเลกุลเล็กลง เป็นไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ 
จากนั้นไซโลโอลิโกแซคคาไรดจ์ะผา่นเขา้เซลลแ์ละกระตุน้ให้จุลินทรียผ์ลิตไซลาเนสต่อไป แต่ถา้
ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนนอ้ยเกินไปจะท าใหจุ้ลินทรียเ์จริญและผลิตไซลาเนสไดอ้ยา่งไม่
เตม็ท่ี (สันทณีย์ , 2541) จึงส่งผลใหท่ี้ความเขม้ขน้ของซงัขา้วโพดต ่าผลิตไซลาเนสไดน้อ้ยกวา่ท่ี
ความเขม้ขน้ของซงัขา้วโพดสูง    
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2.3  ผลของพีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตไซลาเนส 
 
       จากการเล้ียง  S. mexicanus 901 ในอาหารท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้แตกต่างกนั พบวา่  S. 

mexicanus 901 สามารถผลิตไซลาเนสไดใ้นสภาวะท่ีมีค่าพีเอชกลางถึงสูง และการผลิตไซลาเนส 
สูงสุดเม่ือค่าพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0  รองลงมาคือท่ีค่าพีเอช 8.0 และ 9.0  โดยมีค่ากิจกรรมของ
ไซลาเนสเท่ากบั 56.18 U/ml, 51.58 U/ml และ 43.63 U/ml ตามล าดบั ทั้งน้ีเน่ืองจากจุลินทรียเ์จริญ
ได ้ดีท่ีค่าพีเอชเร่ิมตน้เป็น 7.0 และไซลาเนสท่ีผลิตไดน้ั้นสามารถท างานไดดี้ท่ีค่าพีเอช 7.0 และเม่ือ
ค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเพิ่มข้ึนเป็น 10.0 และ 11.0  พบวา่การผลิตไซลาเนสลดลง  มีค่ากิจกรรม
ของไซลาเนสเท่ากบั 23.0 U/ml และ 11.41 U/ml ตามล าดบั แสดงดงัภาพท่ี  9  สอดคลอ้งกบัการ
ผลิตไซลาเนสจาก S. cuspidosporus (Maheswari and Chandra, 2000), Streptomyces sp. Ab106 
(Techapun et al., 2002) และ S. thermocarboxydus subsp. MW8 (Chi et al., 2013) ท่ีสามารถผลิต
ไซลาเนสได ้ดีท่ีสุดเม่ือเล้ียงในสภาวะท่ีค่าพีเอชของอาหารเท่ากบั 7.0  
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ภาพที ่9  ผลของพีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตไซลาเนสจาก Streptomyces mexicanus 901 
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2.4  ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตไซลาเนส 
 
       จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตไซลาเนส พบวา่ เม่ือเล้ียง S. mexicanus 901 

ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส สามารถผลิตไซลาเนสไดเ้ท่ากบั 25.38 U/ml และเม่ือเพิ่มอุณหภูมิ ใน
การเพาะเล้ียง เป็น 50 องศาเซลเซียส การผลิตไซลาเนสเพิ่มข้ึน  มีค่ากิจกรรมของไซลาเนสเท่ากบั
59.47 U/ml แต่เม่ือเพิ่มอุณหภูมิในการเพาะเล้ียงเป็น 60 องศาเซลเซียส การผลิตไซลาเนสลดลงโดย
มีค่ากิจกรรมของไซลาเนสเท่ากบั 52.94 U/ml  แสดงดงัภาพท่ี 10  

 
       ส าหรับค่ากิจกรรมของไซลาเนสท่ีผลิตจาก S. mexicanus 901 เพิ่มข้ึนเม่ือเพาะเล้ียงท่ี

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และลดลงเม่ือเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เน่ืองจากการเพิ่ม
อุณหภูมิในการเพาะเล้ียงจาก 40 องศาเซลเซียส เป็น 50 องศาเซลเซียส ท าใหไ้ซลาเนสท่ีผลิตจาก  
S. mexicanus 901 ท างานไดม้ากข้ึน  เพราะวา่การเพิ่มอุณหภูมิจะเป็นการเร่งใหไ้ซลาเนสเกิด  
ปฏิกิริยาจบักบัสับสเตรทไดม้ากข้ึน แต่เม่ือเพิ่มอุณหภูมิในการเพาะเล้ียงเป็น 60 องศาเซลเซียส  
กิจกรรมของไซลาเนสลดลง เน่ืองจากท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นั้นสูงเกินไปส่งผลใหไ้ซลาเนส
ท่ีผลิตไดเ้กิดการเสียสภาพ (สัญทศัน์, 2553)   

 
        จากผลการทดลองพบวา่ S. mexicanus 901 สามารถผลิตไซลาเนสไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Keskar et al. (1989) พบวา่ Streptomyces sp. T7 ท่ี
คดัแยกจากดินท่ีอุดมไปดว้ยอินทรียวตัถุในประเทศอินเดีย สามารถผลิตไซลาเนสไดดี้เม่ือเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  นอกจากน้ี Tsujibo et al. (1992) รายงานวา่ S. thermoviolaceus OPC-520 
สามารถผลิตไซลาเนสไดดี้เม่ือเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และการศึกษาของ Techapun et al. 
(2003)  พบวา่ Streptomyces sp. Ab106 ผลิตไซลาเนสไดดี้ท่ีสุดเม่ือเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
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ภาพที ่10  ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตไซลาเนสจาก Streptomyces mexicanus 901 
 

 2.5  ผลของความเร็วรอบในการเขยา่ต่อการผลิตไซลาเนส 
 
        S. mexicanus 901 เป็นแอคติโนมยัสีทท่ีตอ้งการอากาศในการเจริญและผลิตผลิตภณัฑ ์
จากการศึกษาผลของความเร็วรอบในการเขยา่ต่อการผลิตไซลาเนส พบวา่เม่ือเล้ียง S. mexicanus 901 
ในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีมีการเขยา่เพื่อใหอ้ากาศความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที สามารถผลิตไซลาเนส
ไดเ้ท่ากบั 54.02 U/ml  เม่ือเพิ่มความเร็วรอบในการเขยา่เป็น 250 รอบต่อนาที  สามารถผลิตไซลาเนส 
ไดดี้ข้ึน โดยมีค่ากิจกรรมของไซลาเนสเท่ากบั 59.47 U/ml  ทั้งท่ีอาจเน่ืองจากท่ีความเร็วรอบในการ
เขยา่ต ่า (200 รอบต่อนาที) ส่งผลใหป้ริมาณออกซิเจนท่ีละลายอยูใ่นน ้าหมกัไม่เพียงพอต่อการเจริญ
และผลิตไซลาเนส  แต่เม่ือเพิ่มความเร็วรอบในการเขยา่เป็น 250 รอบต่อนาที ท าใหมี้ปริมาณ
ออกซิเจนท่ีละลายอยูใ่นน ้าหมกัเพิ่มข้ึน S. mexicanus 901  มีปริมาณออกซิเจนท่ีเพียงพอต่อการ
เจริญและผลิตไซลาเนส  และเม่ือเพิ่มความเร็วรอบในการเขยา่เป็น 300 รอบต่อนาที  พบวา่การผลิต
ไซลาเนสลดลง มีค่ากิจกรรมของไซลาเนสเท่ากบั 52.5 9 U/ml  แสดงดงัภาพท่ี 11 เน่ืองจาก
ความเร็วรอบในการเขยา่ท่ีสูงมากอาจส่งผลใหเ้ซลลข์อง S. mexicanus 901 เกิดการแตกหกัและ
เจริญไดไ้ม่ดี ท าใหก้ารผลิตไซลาเนสลดลง  
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ภาพที ่11  ผลของความเร็วรอบในการเขยา่ต่อการผลิตไซลาเนสจาก Streptomyces mexicanus 901 
 
3.  การท าไซลาเนสให้บริสุทธ์ิบางส่วน 
 

น าไซลาเนสท่ีผลิตจาก  S. mexicanus 901 มาท าใหบ้ริสุทธ์ิ ข้ึน โดยการน าไซลาเนสมาท า
ใหเ้ขม้ขน้ข้ึนดว้ยวธีิอลัตร้าฟิลเตรชนั จากนั้นน ามาผา่นเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟี และตรวจสอบ
ความบริสุทธ์ิของไซลาเนสดว้ยวธีิอิเล็คโตรโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE 
 

3.1  การท าไซลาเนสใหเ้ขม้ขน้ข้ึนดว้ยวธีิอลัตร้าฟิลเตรชนั 
 

        น าไซลาเนสท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียง  S. mexicanus 901 ปริมาตรรวม 1.0 ลิตร มาผา่น
เคร่ืองอลัตร้าฟิลเตรชนั โดยใชแ้ผน่กรองเซลลูโลสขนาด 10 kDa พบวา่ไซลาเนสมีความเขม้ขน้ข้ึน 
โดยมีค่ากิจกรรมไซลาเนสทั้งหมดเท่ากบั 8,438.36 U  มีปริมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากบั 313.87 มิลลิกรัม 
โดยมีค่าแอคติวต้ีิจ  าเพาะเท่ากบั 26.89 U/mg protein  ซ่ึงไซลาเนสเม่ือผา่นขั้นตอนน้ีมีความบริสุทธ์ิ
เพิ่มข้ึน 3.11 เท่าของไซลาเนสเร่ิมตน้ แสดงดงัตารางท่ี 4     
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 3.2  เจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟี 
 
         เม่ือน าไซลาเนสท่ีผา่นขั้นตอนการท าอลัตร้าฟิลเตรชนัมาแยกไซลาเนสออกจาก
โปรตีนชนิดอ่ืนดว้ยเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟี มีอตัราการไหลเท่ากบั 30 มิลลิลิตรต่อชัว่โมง  
น าตวัอยา่งแต่ละหลอดมาวดัปริมาณโปรตีนท่ีค่าการดูดกลืนแสง 280 นาโนเมตร   และหาค่า
กิจกรรมของไซลาเนส  พบวา่โปรตีนท่ีถูกชะออกมาจากคอลมัน์ปรากฏกราฟออกมาเป็นส่วนเดียว 
ในช่วงหลอดท่ี 26-84 แสดงผลดงัภาพท่ี 12  เม่ือน ามาตรวจสอบค่ากิจกรรมของไซลาเนสจะ
ปรากฏกราฟออกมาเป็นส่วนเดียวอยา่งชดัเจน ซ่ึงลกัษณะกราฟของกิจกรรมไซลาเนสมีความ  
สัมพนัธ์กบักราฟของโปรตีน  ท าการรวมไซลาเนสในช่วงหลอดท่ี 40-60 แลว้น ามาวดัค่ากิจกรรม
ของไซลาเนสและปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิของ Lowry et al. (1951) พบวา่มีค่ากิจกรรมของไซลาเนส
ทั้งหมดเท่ากบั 7,456.84 U และมีปริมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากบั 134.52 มิลลิกรัม ไซลาเนสเม่ือผา่น
เจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟีมีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 6.41 เท่าของไซลาเนสเร่ิมตน้ (ตารางท่ี 4) 
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ภาพที ่12  ปริมาณโปรตีนและค่ากิจกรรมของไซลาเนสท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วน 
                          ดว้ยเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟี   
 
 
 



48 

 

ตารางที ่4  การท าไซลาเนสจาก Streptomyces mexicanus 901 ใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วน 
 

Purification step 
Volume 

(ml) 

Total 
protein 
(mg) 

Total 
activity 

(U) 

Specific 
activity 
(U/mg 

protein) 

Purification 
(fold) 

Recovery 
(%) 

Crude xylanase 1,000 4,757.80 41,173.70 8.65 1.00 100.00 
Ultrafiltration 20 313.87 8,438.36 26.89 3.11 20.50 
Sephadex G-100 168 134.52 7,456.84 55.43 6.41 18.11 

 
หมายเหตุ  - Specific activity  หมายถึง กิจกรรมของเอนไซมท์ั้งหมด (Total activity) ต่อปริมาณ 

     โปรตีนทั้งหมด (Total protein)  
   - ความบริสุทธ์ิของเอนไซม ์(Purification; fold)  หมายถึง  Specific activity ของเอนไซม์ 
      ท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิ ต่อ  Specific activity ของ Crude xylanase 
   - Recovery (%) คือ  กิจกรรมของเอนไซมท์ั้งหมด ต่อกิจกรรมของเอนไซมท์ั้งหมดของ 
     Crude xylanase 
 

 3.3  การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของไซลาเนสดว้ยวธีิอิเล็คโตรโฟรีซิส 
 
        น าไซลาเนสท่ีผา่นขั้นตอนการท าใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วนมาวเิคราะห์เปรียบเทียบความ
บริสุทธ์ิของไซลาเนส  โดยการท าอิเล็คโตรโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE  พบวา่จ านวนแถบโปรตีนท่ี
ติดสียอ้มของไซลาเนสท่ีผา่นขั้นตอนอลัตร้าฟิลเตรชนัและเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟี (ช่องท่ี 2) 
มีจ  านวนนอ้ยกวา่ในส่วนของ Crude xylanase (ช่องท่ี 1) แสดงดงัภาพท่ี 13  บ่งบอกวา่ไซลาเนสท่ี
ไดมี้ความบริสุทธ์ิข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัตารางท่ี 4 โดยไซลาเนสท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วนมี
ความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 6.41 เท่าของไซลาเนสเร่ิมตน้ 
 
        จ  านวนแถบโปรตีนของไซลาเนสท่ีปรากฏเม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐานท่ี
ทราบน ้าหนกัโมเลกุล แสดงใหเ้ห็นวา่ไซลาเนสท่ีไดจ้ากท าใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วนมีน ้าหนกัโมเลกุล  
ประมาณ 20 kDa ใกลเ้คียงกบัการศึกษาของ Li et al. (2010) ท่ีพบวา่ไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิซ่ึงผลิตจาก 
S. rameus L2001 มีน ้าหนกัโมเลกุล 21 kDa  และการศึกษา Wang et al. (2003)  ท่ีพบวา่ไซลาเนส 
FII-B ท่ีผลิตจาก S. actuosus A-151 มีน ้าหนกัโมเลกุล 20 kDa  นอกจากน้ี Lumba and Penninckx (1992)  
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ศึกษาการท าไซลาเนสใหบ้ริสุทธ์ิท่ีผลิตจาก Streptomyces sp. EC10  พบวา่ไซ-ลาเนส XIB, XIB มี
น ้าหนกัโมเลกุล 21 และ 22 kDa ตามล าดบั  
 

 
 

ภาพที ่13  การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของไซลาเนสจาก Streptomyces mexicanus 901 
                           ดว้ยอิเล็คโตรโฟรีซิส แบบ SDS-PAGE    

ช่อง M  โปรตีนมาตรฐาน   
ช่อง 1  Crude xylanase   
ช่อง 2  ไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 
 



50 

 

4.  คุณสมบัติของไซลาเนสทีบ่ริสุทธ์ิบางส่วน 
 

4.1  ผลของพีเอชต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

        การศึกษาผลของพีเอชต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน โดยศึกษาในช่วง
พีเอช 3.0-12.0  พบวา่มีค่ากิจกรรมของไซลาเนสสูงในช่วงพีเอช 3.0-6.0  ซ่ึงมีค่ากิจกรรมสัมพทัธ์  
(relative activity) มากกวา่ 70.0%  และท่ีค่าพีเอช 5.0  มีค่ากิจกรรมของไซลาเนสสูงสุดเท่ากบั  
99.74 U/ml  แต่ในสภาวะท่ีเป็นด่าง (ค่าพีเอช 8.0-12.0) การท างานของไซลาเนสลดลง โดยมีค่า
กิจกรรมสัมพทัธ์เพียง 7.71%  ท่ีค่าพีเอช 12.0  แสดงดงัภาพท่ี 14  สอดคลอ้งกบัรายงานของไซลาเนส
ท่ีผลิตจาก  S. thermocyaneociolaceus มีค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานเท่ากบั 5.0 (Shin et al., 
2009)  และไซลาเนสท่ีผลิตจาก  Streptomyces sp. 3137 สามารถท างานไดดี้ท่ีค่าพีเอช 5.0-6.0 
(Marui et al., 1985)  นอกจากน้ียงัใกลเ้คียงกบัไซลาเนสจาก  S. olivaceoviridis A1 (Zhang et al., 
2003)  และ S. rameus L2001 (Li et al., 2010) ซ่ึงท างานไดดี้ท่ีค่าพีเอช 5.2 และ 5.3 ตามล าดบั   
 

        ค่าพีเอชท่ีเปล่ียนแปลงไปมีผลต่อกิจกรรมของไซลาเนสโดยตรง เน่ืองจากค่าพีเอชท่ี
สูงมากหรือต ่ามากจะมีผลท าใหป้ระจุของไซลาเนสหรือสับสเตรทเปล่ียนแปลงไปจนไม่เหมาะสม
ท่ีจะท าปฏิกิริยากนั และยงัท าใหบ้ริเวณเร่งในโครงสร้างสามมิติของไซลาเนสเปล่ียนแปลงไปดว้ย
ส่งผลใหกิ้จกรรมของไซลาเนสลดลง (Li et al., 2010) โดยเอนไซมแ์ต่ละชนิดจะท างานไดดี้ท่ีสุดท่ี
ค่าพีเอชแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัชนิดของเอนไซม์ 
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ภาพที ่14  ผลของพีเอชต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 
4.2  ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 
       จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วนในช่วง

อุณหภูมิ 30-80 องศาเซลเซียส ท่ีค่าพีเอช 5.0 พบวา่ไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วนสามารถท างานไดดี้
ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส   และสามารถท างานไดดี้ในช่วงอุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส  
โดยมีค่ากิจกรรมสัมพทัธ์มากกวา่ 80.0%  แต่เม่ืออุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนความสามารถในการท างานของ
ไซลาเนสลดลงมีค่ากิจกรรมสัมพทัธ์เพียง 35.45% และ 0.29% ท่ีอุณหภูมิ 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
ตามล าดบั แสดงดงัภาพท่ี 15  ทั้งน้ีเพราะวา่การเพิ่มอุณหภูมิท าใหไ้ซลาเนสสามารถยอ่ยไซแลนไดดี้ข้ึน 
แต่การเพิ่มอุณหภูมินั้นมีขีดก าจดั เม่ืออุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนเร่ือยๆ จนถึงจุดท่ีท าใหโ้ครงสร้างสามมิติ
ของไซลาเนสเกิดการเสียสภาพ ส่งผลท าใหก้ารท างานของไซลาเนสลดลง ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
รายงานของไซลาเนสจาก Streptomyces spp. SKK1-8 (Meryandini et al., 2006), Streptomyces 
sp. 7b (Bajaj and Singh, 2010)  และ  S. thermocarboxydus subsp. MW8 (Chi et al., 2013) ท่ี
สามารถท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
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ภาพที ่15  ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

4.3  ผลของพีเอชต่อความเสถียรของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

        จากการศึกษาผลของพีเอชต่อความเสถียรของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน ในช่วง  
พีเอช 3.0-12.0 หลงัจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง พบวา่ ไซลาเนสมีความ
เสถียรในช่วงพีเอช 3.0-6.0  มีค่ากิจกรรมของไซลาเนสท่ีเหลือ (residual activity) มากกวา่ 80.0% 
และมีความเสถียรสูงท่ีค่าพีเอช 4.0-5.0 โดยมีค่ากิจกรรมของไซลาเนสท่ีเหลือสูงกวา่ 90.0%  แต่ใน
สภาวะท่ีมีความเป็นด่างสูง (9.0-12.0) ความเสถียรของไซลาเนสลดลง ท่ีค่าพีเอช 12.0 มีค่ากิจกรรม
ของไซลาเนสท่ีเหลือเพียง 41.44% แสดงดงัภาพท่ี 16   
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ภาพที ่16  ผลของพีเอชต่อความเสถียรของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

4.4  ผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 
       การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วนท่ีอุณหภูมิ  

30-80 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง  พบวา่ ไซลาเนสมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเซียส 
มีค่ากิจกรรมของไซลาเนสท่ีเหลือมากกวา่ 90.0%  แต่เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนมากกวา่ 50 องศาเซลเซียส 
ความเสถียรของไซลาเนสลดลงอยา่งรวดเร็วและสูญเสียกิจกรรมของไซลาเนสทั้งหมดท่ีอุณหภูมิ  
70 องศาเซลเซียส ข้ึนไป (ภาพท่ี 17)  เน่ืองจากท่ีสภาวะอุณหภูมิสูงมากๆ จะท าใหโ้ครงสร้างของ
ไซลาเนสเปล่ียนแปลงไปจึงท าใหค้วามเสถียรของไซลาเนสลดลง นอกจากน้ียงัท าใหค้วามสามารถ
ในการจบักนัของไซลาเนสและสับสเตรทลดลงดว้ย (Daniel, 1996)   
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ภาพที ่17  ผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

4.5  ผลของไอออนโลหะและสารคีเลตต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

        กระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมมกัจะมีไอออนโลหะเจือปนอยูเ่พื่อประสิทธิภาพใน
การน าไปใชง้านจึงไดศึ้กษาผลของไอออนโลหะต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน  
แสดงดงัตารางท่ี 5  พบวา่  Na+, Ca2+, K+, Mg2+ และ Fe2+ ไม่มีผลต่อการท างานของไซลาเนสอยา่งมี
นยัส าคญั  สอดคลอ้งกบัรายงานของไซลาเนสจาก Streptomyces sp. CS624 (Mander et al., 2014), 
Jonesia denitrificans (Nawel et al., 2011) และ  Fusarium proliferatum (Saha, 2002) ท่ีพบวา่
ไอออนโลหะเหล่าน้ีไม่มีผลต่อการท างานของไซลาเนส แต่ในสภาวะท่ีมี Mn2+ สามารถกระตุน้การ
ท างานของไซลาเนสอยา่งมีนยัส าคญั โดยมีค่ากิจกรรมสัมพทัธ์เท่ากบั 126.67%  เม่ือเทียบกบัหลอด
ควบคุมท่ีไม่มีการเติมไอออนโลหะ  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของไซลาเนสจาก  Jonesia  denitrificans 
ท่ีท  างานไดดี้ข้ึนในสภาวะท่ีมี Mn2+ (Nawel et al., 2011) 
 

        เม่ือศึกษาผลของ สารคีเลต  (chelate) ต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน
พบวา่การท างานของไซลาเนสลดลงอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเติม 10 มิลลิโมลาร์ EDTA มีค่ากิจกรรม
สัมพทัธ์เท่ากบั 87.43%  เน่ืองจาก EDTA จะเขา้ไปจบักบัไอออนโลหะในโมเลกุลของเอนไซมใ์ห้
หลุดออกมาท าใหโ้ครงสร้างของเอนไซมเ์ปล่ียนแปลงไป เป็นผลท าใหกิ้จกรรมของไซลาเนสลดลง  
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จากคุณสมบติัน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ไซลาเนสท่ีผลิตจาก S. mexicanus 901 ตอ้งการไอออนโลหะในการ
ท างานของเอนไซม ์ สอดคลอ้งกบัไซลาเนสท่ีผลิตจาก Streptomyces sp. CS624 (Mander et al., 
2014) และ S. matensis DW67 (Yan et al., 2009)   

 
ตารางที ่5  ผลของไอออนโลหะและสารคีเลตต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน                
 

ไอออนโลหะ/สารคีเลต กิจกรรมของไซลาเนส (U/ml) กิจกรรมสัมพทัธ์ิ (%) 
ชุดควบคุม 92.71±1.89 100.00a 

CaCl2 86.28±1.23 93.10a 

NaCl 88.02±1.39 94.97a 

KCl 86.86±1.39 93.72a 

MnSO4 117.40±1.89 126.67b 

MgSO4 89.01±0.98 96.03a 

FeSO4 88.19±1.48 95.16a 

EDTA 81.01±3.61 87.43c 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยตวัอกัษรต่างกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั  

    ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 โดยใชว้ธีิ Duncan Multiple Range Test  
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 4.6  รูปแบบการยอ่ยไซแลนของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 
        รูปแบบการยอ่ยไซแลนของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วนแสดงดงัภาพท่ี 18 จะเห็นได้
วา่การยอ่ยไซแลนเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วภายใน 5 นาทีแรก มีปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 3.71 กรัมต่อลิตร  
และปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ืองเม่ือระยะเวลาในการบ่มนานข้ึน แต่หลงัจากท่ีเวลา  
30 นาที  การยอ่ยไซแลนเร่ิมคงท่ี สังเกตจากปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเร่ิมจะคงท่ี เน่ืองมาจากปริมาณ
ของไซแลนท่ีลดลง  และเม่ือระยะเวลาในการบ่มนานข้ึนไซลาเนสอาจเกิดการสูญเสียความเสถียร
ของเอนไซม ์เป็นผลใหป้ริมาณน ้าตาลรีดิวซ์คงท่ีเม่ือระยะเวลาในการบ่มนานข้ึน (Kuhad et al., 1999) 
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ภาพที ่18  ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีปล่อยออกมาท่ีเวลาต่างๆ ในระหวา่งการยอ่ยไซแลน 
                            ของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

 S. mexicanus 901 เป็นแอคติโนมยัสีทท่ี ติดสีแกรมบวก สร้างเส้นใยยาวท่ีมีการแตกแขนง  
และอยูร่วมกนัเป็นกลุ่ม เจริญไดดี้บนอาหาร ISP2 มีการสร้างสปอร์สีขาว เม่ืออายมุากข้ึนสปอร์จะมี
สีน ้าตาล เทา และสีของรงควตัถุท่ีปล่อยออกมามีสีเหลืองน ้าตาลเกิดข้ึนบนอาหาร  นอกจากน้ียงั
สามารถผลิตไซลาเนส คาร์บอกซิเมทิลเซลลูเลส และอะไมเลสได ้ โดยสามารถผลิตไซลาเนสไดดี้
ท่ีสุด มีอตัราส่วนระหวา่งส่วนใสต่อเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีเท่ากบั 3.92  S. mexicanus 901 
สามารถเจริญได้ ในช่วงพีเอช  5.0-9.0  โดยเจริญไดดี้ท่ีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 7.0 และ
สามารถเจริญไดใ้นช่วง อุณหภูมิ  30-60 องศาเซลเซียส   เน่ืองจากงานวจิยัน้ีมุ่งเนน้ไปท่ีการผลิต  
ไซลาเนสจึงไดศึ้กษาผลของการผลิตไซลาเนสเม่ือไม่มีไซแลนเป็นตวัเหน่ียวน าในการผลิต พบวา่  
S. mexicanus 901 สามารถผลิตไซลาเนสไดสู้งสุดท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
 
 การผลิตไซลาเนสสูงสุดเม่ือเล้ียง S. mexicanus 901 ในอาหาร ISP2  ท่ีมีซงัขา้วโพดความ
เขม้ขน้ 2.0% เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 7.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา-
เซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วนั  ส าหรับการผลิตไซลาเนสโดยใช้
ซงัขา้วโพดซ่ึงหาไดง่้ายและราคาถูกเป็นแหล่งคาร์บอนแทนการใชไ้ซแลนท่ีมีราคาแพงนั้นจะช่วย
ลดค่าใชจ่้ายในกระบวนการผลิตได ้ นอกจากน้ี S. mexicanus 901 สามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูง 
ดงันั้นเม่ือน าไปประยกุตใ์ชใ้นระดบัอุตสาหกรรมจึงไม่ตอ้งการการหล่อเยน็มากนกัในระหวา่งท า
การหมกั ซ่ึงจะช่วยลดตน้ทุนในการผลิตไซลาเนสลง 
 
 การท าไซลาเนสจาก S. mexicanus 90 ใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วน โดยการท าไซลาเนสใหเ้ขม้ขน้
ข้ึนดว้ยวธีิอลัตร้าฟิลเตชนั และจากนั้นน ามาท าใหบ้ริสุทธ์ิข้ึนดว้ยวธีิเจลฟิลเตรชนัโครมาโตกราฟี  
โดยใชเ้จล Sephadex G-100 ไซลาเนสท่ีแยกไดมี้ความบริสุทธ์ิข้ึน 6.41 เท่า และเม่ือตรวจสอบ
ความบริสุทธ์ิของไซลาเนสดว้ยอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE พบวา่จ านวนแถบโปรตีนของ
ไซลาเนสท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิมีจ  านวนนอ้ยกวา่แถบโปรตีนของ Crude xylanase บ่งบอกวา่  
ไซลาเนสท่ีแยกไดมี้ความบริสุทธ์ิข้ึน 
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 ไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วนสามารถท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีค่าพีเอช 5.0  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
และมีความเสถียรในช่วงพีเอช 3.0-6.0  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง  และมีความเสถียร
ในช่วงอุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง  กิจกรรมของไซลาเนสถูกกระตุน้ในสภาวะท่ี
มี Mn2+ และกิจกรรมของไซลาเนสลดลงในสภาวะท่ีมี EDTA  เน่ืองจาก EDTA จะเขา้ไปจบักบั
ไอออนโลหะในโมเลกุลของเอนไซมใ์หห้ลุดออกมาส่งผลใหโ้ครงสร้างของไซลาเนสเปล่ียนแปลงไป 
ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ไซลาเนสท่ีผลิตจาก S. mexicanus 901 ตอ้งการไอออนโลหะในการท างานของ
เอนไซม ์นอกจากน้ีไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วนสามารถยอ่ยสลายไซแลนไดดี้ โดยน ้าตาลรีดิวซ์ท่ี
ปล่อยออกมาเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง  แต่หลงัจากท่ีเวลา 30 นาที น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีปล่อยออกมามีปริมาณ
คงท่ี 
 

ข้อเสนอแนะ 
 
 1.  การน าไซลาเนสไปใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมนั้นตอ้งการไซลาเนสในปริมาณมาก จึง
ควรศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซลาเนสในระดบัถงัหมกั เพื่อประโยชน์ในการน าไปใช้
งานไดจ้ริงในอุตสาหกรรม 
 
 2.  ไซลาเนสเป็นเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยเฮมิเซลลูโลสท่ีเป็นองคป์ระกอบของวสัดุเหลือทิ้ง
ทางการเกษตร ซ่ึงผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้าการยอ่ยวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรสามารถน ามาเป็นสารตั้งตน้
ในกระบวนการผลิตเอทานอลหรือพลาสติกชีวภาพซ่ึงไดรั้บความสนใจในปัจจุบนั ดงันั้นจึงควร
ศึกษาความสามารถในการยอ่ยวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรของไซลาเนส เพื่อประโยชน์ในการ
น าไปประยกุตใ์ชง้าน 
 
 3.  ไซลาเนสท่ีศึกษามีคุณสมบติัท่ีสามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมต่างๆ ได ้เช่น 
ในอุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรมอาหารสัตว ์หรืออุตสาหกรรมส่ิงทอ เป็นตน้ จึงควรศึกษา
การประยกุตใ์ชไ้ซลาเนสในอุตสาหกรรมต่างๆ เหล่าน้ี  
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1.  อาหารเลีย้งเช้ือ 
 

1.1  Nutrient agar (NA) ประกอบดว้ย  
 
       Beef extract    3.0  กรัม  
       Peptone    5.0  กรัม  
       Agar               15.0  กรัม 
       Distilled water    1.0  ลิตร 
 
1.2  Berg’s medium ประกอบดว้ย 
 
        NaNO3     2.0  กรัม   
        K2HPO4     0.5  กรัม  
        MgSO4.7H2O    0.2  กรัม   
        MnSO2.H2O    0.02  กรัม   
        FeSO4.7H2O    0.02  กรัม   
        CaCl2.2H2O    0.02  กรัม   
        Oat spelt xylan   5.0  กรัม   
        Distilled water    1.0  ลิตร 
 
1.3  Yeast extract - malt extract agar (ISP2) ประกอบดว้ย 
 
        Yeast extract    4.0  กรัม 
        Malt extract    10.0  กรัม  
        Glucose     4.0  กรัม  
        Agar     15.0 กรัม  
        Distilled water    1.0  ลิตร 
        ปรับพีเอชใหเ้ป็น 7.0 
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1.4  Oatmeal agar (ISP3) ประกอบดว้ย 
 
        Quaker white oats    20.0  กรัม   
        Trace salt solution    1.0  มิลลิลิตร  
        Distilled water    1.0  ลิตร 
        ปรับพีเอชใหเ้ป็น 7.2 
        Trace salt solution :  

 
        FeSO4.7H2O    0.1  กรัม  
        MnCl2.4H2O    0.1  กรัม   
        ZnSO4.7H2O    0.1  กรัม  
        Distilled water   100  มิลลิลิตร  
 
1.5  Inorganic salts-starch agar (ISP4) ประกอบดว้ย 
 
       Soluble starch    1.0 กรัม  
       K2HPO4     1.0 กรัม  
       MgSO4.7H2O    1.0 กรัม  
       NaCl     1.0 กรัม  
       (NH4)2SO4     2.0 กรัม  
       CaCO3     2.0 กรัม  
       Trace salt solution    1.0 มิลลิลิตร 
       Distilled water    1.0  ลิตร 
      ปรับพีเอชใหเ้ป็น 7.2 
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1.6  Glucose Yeast Extract Agar (GYE) ประกอบดว้ย   
 
        Glucose     10.0 กรัม  
        Yeast extract    10.0 กรัม 
        Agar     15.0 กรัม  
        Distilled water    1.0  ลิตร 
        ปรับพีเอชใหเ้ป็น 6.8 
 
1.7  Xylan medium  
 
        Xylan     10.0 กรัม  
        Peptone     5.0  กรัม  
        Yeast extract    3.0  กรัม  
        Malt extract    3.0 กรัม  
        KH2PO4     2.0 กรัม  
        MgSO4.7H2O    0.3  กรัม   
        CaCl2     0.3  กรัม   
        Agar    15.0 กรัม  
        Distilled water    1.0  ลิตร 
 
1.8  CMC medium 
 
       Carboxyl Methyl Cellulose   10.0 กรัม  
       Peptone     5.0  กรัม  
       Yeast extract    5.0  กรัม  
       KH2PO4     5.0  กรัม  
       MgSO4.7H2O    0.5  กรัม   
       Agar    15.0 กรัม  
       Distilled water    1.0  ลิตร 
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1.9  Yeast starch agar 
 
        Soluble starch    10.0  กรัม   
        Yeast extract    2.0  กรัม  
        Agar    15.0  กรัม   
        Distilled water    1.0  ลิตร 
       ปรับพีเอชใหเ้ป็น 7.0 

 
2.  บัฟเฟอร์ส าหรับวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ ตามระบบ Sorensen buffer  
 

2.1  สารละลายซิเตรทบฟัเฟอร์ 
 
       สารละลาย A: สารละลายกรดซิติกเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ เตรียมโดยชัง่กรดซิต ริก 

10.51 กรัม ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
 

        สารละลาย B: สารลายโซเดียมซิเตรทเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ เตรียมโดยชัง่ไตรโซเดียม 
ซิเตรท 14.70 กรัม ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
 
        ผสมสารละลาย A และ B ตามค่าพีเอชท่ีตอ้งการ 
 

2.2  สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์  
 
       สารละลาย A: สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ เตรียม

โดยชัง่ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 13.40 กรัม ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
 
       สารละลาย B: สารละลายโมโนเบสิคโซเดียมฟอสเฟตเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ เตรียม

โดยชัง่โมโนเบสิคโซเดียมฟอสเฟต 6.81 กรัม ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
 
       ผสมสารละลาย A และ B ตามค่าพีเอชท่ีตอ้งการ 
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1.3  สารละลาย glycine–NaOH บฟัเฟอร์ 
 
       สารละลาย A: สายละลาย glycine-NaCl ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์  เตรียมโดยชัง่

ไกลซีน 3.753 กรัม และโซเดียมคลอไรด ์2.92 กรัม ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
 
       สารละลาย B: สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ เตรียมโดย

ชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด ์2.0 กรัม ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
 
       ผสมสารละลาย A และ B ตามค่าพีเอชท่ีตอ้งการ  
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ภาคผนวก ข 
วธีิวเิคราะห์ทางเคมี 
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1.  การทดสอบความสามารถในการผลติเอนไซม์ 
 
 1.1  การเตรียมสียอ้ม 
 
        1.1.1  สารละลาย Congo red ความเขม้ขน้ 0.01% 
 

                  Congo red  0.1 กรัม  
                  น ้ากลัน่  100 มิลลิลิตร  
 
                  ละลาย Congo red 0.1 กรัม ในน ้ากลั้นปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

 
        1.1.2  สารละลายไอโอดีน 
 
                   Crystal’s iodine 1.0 กรัม 
                   Potassium iodine 2.0 กรัม 
                   น ้ากลัน่  300 มิลลิลิตร 
 
                   ละลาย Crystal’s iodine 1.0 กรัม และ Potassium iodine 2.0 กรัม ใหเ้ขา้กนัโดย
ค่อยๆ เติมน ้ากลัน่จนมีปริมาตรครบ 300 มิลลิลิตร เพื่อใหผ้ลึกละลายหมด จากนั้นเก็บสารละลายไว้
ในขวดสีชา เพื่อป้องกนัแสง ถา้เก็บไวน้านจนสารละลายมีสีเหลืองไม่ควรน ามาใช้ 
 
 1.2  การค านวณค่า Hydrolysis capacity (HC) ดดัแปลงมาจาก Lu et al. (2005) 
 
        ความสามารถในการผลิตเอนไซมแ์ต่ละชนิดรายงานผลอยูใ่นรูปของอตัราส่วน
ระหวา่งเส้นผา่นศูนยก์ลางส่วนใสรอบโคโลนีต่อเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี (Hydrolysis capacity; 
HC) โดยค านวณดงัน้ี 
 
Hydrolysis capacity (HC) =   เส้นผา่นศูนยก์ลางส่วนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร) 
     เส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี  (มิลลิเมตร) 
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2.  การวเิคราะห์กจิกรรมของไซลาเนส  
 

2.1  การเตรียมสารละลาย Dinitrosalicylic acid (DNS) ดดัแปลงมาจาก Miller (1959) 
 
        3,5-Dinitrosalicylic acid  20 กรัม 
        Sodium hydroxide   32 กรัม 
        Sodium potassium tartrate  600 กรัม 
 
       โดยชัง่ 3,5-Dinitrosalicylic acid 20 กรัม ละลายน ้า 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติม Sodium 

hydroxide จ านวน 300 มิลลิลิตรลงไป คนใหใ้ส แลว้ค่อยๆ เติม Sodium potassium tartrate จ  านวน 
600 กรัม ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ 2,000 มิลลิลิตร และเก็บในท่ีมืด  

  
2.2  การเตรียมกราฟมาตรฐานของน ้าตาลไซโลส 
 
       เตรียมจากการใส่สารละลาย ไซโลสท่ีมีความเขม้ขน้ระหวา่ง 0.0-3.0 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองซ่ึงแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที แลว้เติมสารละลาย DNS 0.2 มิลลิลิตร น าไปตม้นาน 5 นาที แลว้หยดุปฏิกิริยาทนัที
ดว้ยการแช่ น ้าแขง็  จากนั้น เติมน ้ากลัน่ 2.0 มิลลิลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัและทิ้งใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
น าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้  
มาเขียนกราฟระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงและความเขม้ขน้ของสารละลาย ไซโลส (ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 
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ภาพผนวกที ่ข1  กราฟมาตรฐานน ้าตาลไซโลส 
 
2.3  การวเิคราะห์กิจกรรมของไซลาเนส 
 
       การวเิคราะห์กิจกรรมของไซลาเนส ดดัแปลงจากวธีิของ Saleem et al. (2009) โดย

เตรียมสารละลายไซแลนความเขม้ขน้ 1.0% (น ้าหนกัต่อปริมาตร) ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์
ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.0 ใชเ้ป็นสับสเตรท น าสารละลายไซแลนปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
น ามาผสมกบั สารละลายเอนไซมท่ี์เจือจางในบฟัเฟอร์ชนิดเดียวกนัปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  นาน 30 นาที แลว้น ามา เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร  
น าไปตม้นาน 5 นาที แลว้หยดุปฏิกิริยาโดยการแช่ในน ้าแขง็ จากนั้นเติมน ้ากลัน่ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวดัปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึน โดยใชเ้คร่ือง spectrophotometer 
ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร เตรียมสารละลาย blank โดยใชน้ ้ากลัน่ 2.0 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด
ทดลองแลว้เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นวเิคราะห์ตามขั้นตอนขา้งตน้ และหา
ค่ากิจกรรมของไซลาเนสโดยเทียบกบักราฟมาตรฐานน ้าตาลไซโลส 

 
 
 

Xylose concentration (µg/ml) 
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3.  การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน 
 

3.1  สารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 
 

         3.1.1  สารละลาย A 
 
                    Na2CO3   2.0 % 
                    NaOH  0.1 โมลาร์ 
 
                   ชัง่ NaOH  0.4 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ จากนั้นเติม Na2CO3  2.0 กรัม ปรับ
ปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร 
 
         3.1.2  สารละลาย B 
                    CuSO4∙5H2O  0.5 % 
                    K4C4H4O6   1.0 % 
 
                    ชัง่ K4C4H4O6  1.0 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ เติม CuSO4∙5H2O  0.5 กรัม ปรับ
ปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร 
 
          3.1.3  สารละลาย C 
 
                     ผสมสารละลาย A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และสารละลาย B ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั เตรียมทุกคร้ังก่อนใช้ 
 
           3.1.4  สารละลาย D 
 
                      เจือจางสารละลาย Folin-Ciocalteu ดว้ยน ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:1 เตรียมทุก
คร้ังก่อนใช ้
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 3.2  การเตรียมกราฟมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) 
 

        น าใส่สารละลาย bovine serum albumin ท่ีมีความเขม้ขน้ระหวา่ง 0-600 ไมโครกรัม-
ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร มาเติมสารละลาย C ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
10 นาที  จากนั้นเติมสารละลาย D ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง  20 นาที  แลว้น า
สารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้  
มาเขียนกราฟระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงและความเขม้ขน้ของสารละลาย  bovine serum albumin 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เตรียมสารละลาย blank โดยใชน้ ้ากลัน่ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด
ทดลองจากนั้นวเิคราะห์ตามขั้นตอนขา้งตน้ 
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ภาพผนวกที ่ข2  กราฟมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) 
 
 
 
 

BSA concentration (µg/ml) 
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 3.3  การวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีน 
 

       วเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิ ของ Lowry et al. (1951) โดยน าตวัอยา่งเอนไซม์  
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร มาเติมสารละลาย  C ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง  10 นาที 
จากนั้นเติมสารละลาย D ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง  20 นาที แลว้น าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร และหาค่าปริมาณโปรตีน โดยน าค่าการดูดกลืนแสง
เทียบกบัปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน bovine serum albumin  

 
4.  อเิลค็โตรโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE ดดัแปลงจาก Laemmli (1970) 
 
 4.1  สารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 
 
        4.1.1  สารละลาย 30.0% Acrylamide/Bis โดยใชชุ้ดส าเร็จ (BIO-RAD) 
 
        4.1.2  สารละลาย SDS ความเขม้ขน้ 10.0%: เตรียมโดยชัง่ SDS 10.0 กรัม ละลายในน ้า
ท่ีก าจดัไอออน ( deionized water) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร กวนเบาๆ จนสารละลายใส ปรับปริมาตร
เป็น 100 มิลลิลิตร 
 
        4.1.3  สารละลาย Tris-HCl ความเขม้ขน้ 1.5 โมลาร์ พีเอช 8.8: เตรียมโดยละลาย Tris 
base 27.23 กรัม ในน ้าท่ีก าจดัไอออนปริมาตร  80 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหเ้ป็น 8.8  ดว้ยสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขม้ขน้ 6.0 โมลาร์ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 150 มิลลิลิตร เก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
        4.1.4  สารละลาย Tris-HCl ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ พีเอช 6.8: เตรียมโดยละลาย Tris 
base 6.0 กรัม ในน ้าท่ีก าจดัไอออนปริมาตร 60 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหเ้ป็น 6.8  ดว้ยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขม้ขน้ 6.0 โมลาร์ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  

       4.1.5  สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต (NH4)2S2O8 ความเขม้ขน้ 10.0%: เตรียม
โดยละลายแอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต 0.1 กรัม ในน ้าท่ีก าจดัไอออน 1 มิลลิลิตร เตรียมทุกคร้ังก่อน
ใชง้าน  
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        4.1.6  TEMED (N, N, N’, N’-tetra ethylene diamine) 
 
        4.1.7  สารละลาย Running buffer พีเอช 8.3: เตรียมโดยชัง่ Tris base 30.3 กรัม ไกลซีน 
144 กรัม และ SDS 10.0 กรัม ละลายในน ้าท่ีก าจดัไอออน ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1.0 ลิตร 
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
        4.1.8  Sample buffer (SDS reducing buffer) (BIO-RAD): ส าหรับการใชง้านใหน้ า  
Sample buffer ปริมาตร 950 มิลลิลิตร มาผสมกบั β-mercaptoethanol ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  
 
        4.1.9  สารละลายสี Coomassie blue โดยใชชุ้ดสียอ้มส าเร็จ (BIO-RAD)  
  
        4.1.10  ชุดโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน ้าหนกัโมเลกุล (10-250 kDa) 
 
 4.2  การเตรียมเจล (slab gel) 
 
        4.2.1  การเตรียมสารละลาย Resolving gel หรือ Running gel โดยผสมสารละลาย  
30.0% Acrylamide/Bis  ปริมาตร 8 มิลลิลิตร สารละลาย Tris-HCl ความเขม้ขน้ 1.5 โมลาร์ พีเอช  
8.8 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร สารละลาย SDS ความเขม้ขน้ 10.0% ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และน ้าท่ีก าจดั
ไอออนปริมาตร 6.8 มิลลิลิตร น าสารละลายไปก าจดัฟองอากาศ (degas) นาน 15 นาที จากนั้นเติม
สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟตความเขม้ขน้ 10.0% ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และ TEMED 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยไม่ใหมี้ฟองอากาศ น าสารละลายเจลเทลงในช่องวา่ง
ระหวา่งแผน่กระจกของชุดเคร่ืองมือ ทิ้งไวจ้นเจลแขง็ตวั  

 
       4.2.2  สารละลาย Stacking gel ท่ีเตรียมโดยผสมสารละลาย 30.0% Acrylamide/Bis 

ปริมาตร 1.3 มิลลิลิตร สารละลาย Tris-HCl  ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ พีเอช 6.8 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 
สารละลาย SDS ความเขม้ขน้ 10.0% ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และน ้าท่ีก าจดัไอออนปริมาตร 6.1 มิลลิลิตร 
น าสารละลายไปก าจดัฟองอากาศ นาน  15 นาที จากนั้นเติมสารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต
ความเขม้ขน้ 10.0% ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ TEMED ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั
โดยไม่ใหมี้ฟองอากาศ  จากนั้นเทสารละลายเจลลงบน Resolving gel ท่ีแขง็ตวั ระวงัอยา่ใหมี้
ฟองอากาศ ท าช่อง (well) ส าหรับใส่ตวัอยา่งโดยใส่หว ี(template comb) ลงบน Stacking gel ทิ้งไว้
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จนเจลแขง็ตวั น าหวอีอกจะเกิดช่องส าหรับใส่ตวัอยา่ง จากนั้นเติม Running buffer ลงใน chamber
โดยใหเ้จลแช่อยูใ่นบฟัเฟอร์  

 
4.3  วธีิการท าอิเล็คโตรโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE 
 
        น าชุดโปรตีนมาตรฐานและตวัอยา่งโปรตีนท่ีทราบความเขม้ขน้มาเติมดว้ย Sample 

buffer ในอตัราส่วน 1:1 จากนั้นน าไปตม้ในน ้าเดือดนาน 4 นาที ท าใหเ้ยน็ลง จากนั้นน ามาใส่ลงใน
แต่ละช่องโดยใชป้ริมาตร 20-25 ไมโครลิตร โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 35 มิลลิแอมแปร์ และค่าความ
ต่างศกัย ์ 180 โวลต ์หยดุกระแสไฟฟ้าเม่ือแถบสีน ้าเงินเคล่ือนท่ีลงมาเกือบถึงดา้นปลายของ  
Resolving gel จากนั้นน าแผน่เจลออกจากชุดเคร่ืองมือมายอ้มดว้ยชุดยอ้มส าเร็จ Coomassie blue 
นาน 50 นาที เทสียอ้มทิ้งแลว้ลา้งดว้ยน ้าท่ีก าจดัไอออนจนเห็นแถบท่ีของโปรตีนท่ีตอ้งการชดัเจน  

 
5.  การหาค่าน า้หนักเซลล์แห้ง 
 

ป่ันเหวีย่งน ้าหมกัท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที แยกส่วนใส (supernatant) เพื่อน ามา
วเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์จากนั้นเติมน ้ากลัน่และน าไปเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที 
อีกคร้ัง เทส่วนใสทิ้ง น าตะกอนเซลลท่ี์ไดใ้ส่ลงบนแผน่อลูมิเนียมฟอยลท่ี์ทราบน ้าหนกัแหง้และน า 
ไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง  แลว้จึงน าแผน่อลูมิเนียมฟอยลม์าทิ้งใหเ้ยน็ใน
โถดูดความช้ืน (desicator) ชัง่หาน ้าหนกัท่ีแน่นอนจากนั้นน าผลท่ีไดม้าค านวณหาค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
ดงัสมการ 
 
น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง (กรัม/ลิตร)  =    น ้าหนกัแผน่อลูมิเนียมฟอยลแ์ละเซลลแ์ห้ง (กรัม) – น ้าหนกัแผน่อลูมิเนียมฟอยล(์กรัม) 

      ปริมาตรของตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) x 10-3 
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ภาคผนวก ค 
ขอ้มูลดิบจากการทดลอง 
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ตารางผนวกที ่ค1  ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  
   และอะไมเลสของ Streptomyces mexicanus 901 

 
สับ 

เอนไซมส์เตรท 
เส้นผา่นศูนยก์ลาง (มิลลิเมตร)  

Hydrolysis capacity (HC) 
ส่วนใสรอบโคโลนี โคโลนี 

ไซลาเนส 
คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
อะไมเลส 

51 
30 
25 

13 
10 
10 

3.92 
3.00 
1.67 

 
ตารางผนวกที ่ค2  ผลของพีเอชเร่ิมตน้ต่อการเจริญของ Streptomyces mexicanus 901 
 

ค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหาร น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) 
5.0 1.621±0.05 
6.0 1.601±0.01 
7.0 1.884±0.06 
8.0 1.584±0.09 
9.0 1.361±0.02 

 
ตารางผนวกที ่ค3  ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญและการผลิตไซลาเนสของ  

                 Streptomyces mexicanus 901 
 

อุณหภูมิ (๐C) น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) Xylanase activity (U/ml) 
30 3.765±0.02 0.543±0.07 
40 4.062±0.21 0.632±0.22 
50 1.987±0.09 1.878±0.19 
60 1.829±0.03 1.248±0.21 
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ตารางผนวกที ่ค4  การผลิตไซลาเนสจาก Streptomyces mexicanus 901 โดยใช ้                        
                              วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็นแหล่งคาร์บอน 
 

เวลา (วนั) 
Xylanase activity (U/ml) 

เปลือกขา้วโพด ซงัขา้วโพด ฟางขา้ว แกลบ 
1 0.84±0.14 0.59±0.01 0.57±0.24 0.68±0.07 
3 26.77±1.95 28.96±0.00 25.64±2.20 25.32±1.50 
5 42.45±0.00 46.16±0.66 36.97±0.62 35.53±0.46 
7 43.03±0.53 43.80±0.25 35.60±3.65 34.02±1.48 
9 44.20±2.52 44.25±4.52 37.29±0.52 36.40±0.17 

11 45.03±3.15 44.66±0.58 38.62±1.07 37.99±3.25 
 
ตารางผนวกที ่ค5  ผลความเขม้ขน้ของซงัขา้วโพดต่อการผลิตไซลาเนสจาก  
                               Streptomyces mexicanus 901 
 

เวลา (วนั) 
Xylanase activity (U/ml) 

0.5% 1.0% 1.5% 2.0% 
0 0.28±0.14 0.20±0.01 0.36±0.03 0.13±0.03 
1 0.85±0.00 0.89±0.02 0.82±0.23 0.66±0.33 
2 46.75±1.32 44.17±3.71 35.32±3.48 27.57±2.87 
3 59.71±4.60 62.86±5.22 63.27±4.74 62.79±1.41 
4 70.37±3.27 70.65±4.58 74.26±1.08 79.10±2.99 
5 70.35±2.17 75.30±2.69 76.57±2.21 80.89±1.41 
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ตารางผนวกที ่ค6  ผลของพีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตไซลาเนสจาก Streptomyces mexicanus 901 
 

เวลา (วนั) 
Xylanase activity (U/ml) 

pH 7 pH 8 pH 9 pH 10 pH 11 
0 0.051±0.07 0.631±0.66 0.378±0.35 0.110±0.10 0.269±0.00 
1 0.300±0.01 0.211±0.25 0.872±0.29 1.677±1.49 0.943±0.00 
2 51.20±0.16 50.14±1.67 44.32±1.65 25.12±3.80 13.66±2.83 
3 52.04±0.78 48.24±0.32 43.98±2.43 22.27±2.69 12.71±2.83 
4 54.23±1.56 50.95±0.59 44.48±0.89 23.49±5.36 13.18±1.42 
5 56.18±1.81 51.58±1.28 43.63±1.43 23.00±3.18 11.41±2.31 

 
ตารางผนวกที ่ค7  ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตไซลาเนสจาก Streptomyces mexicanus 901 
 

เวลา (วนั) 
Xylanase activity (U/ml) 

อุณหภูมิ 40๐C อุณหภูมิ 50๐C อุณหภูมิ 60๐C 
0 0.724±0.13 0.0±0.58 0.761±0.05 
1 0.115±0.08 0.290±0.06 1.726±0.00 
2 5.354±3.05 46.72±0.66 39.02±3.98 
3 17.28±2.39 52.60±2.25 50.99±1.01 
4 21.73±1.19 55.62±1.38 52.16±0.05 
5 25.38±1.67 59.47±1.41 52.94±1.78 
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ตารางผนวกที ่ค8  ผลของความเร็วรอบในการเขยา่ต่อการผลิตไซลาเนสจาก  
                               Streptomyces mexicanus 901 
 

เวลา (วนั) 
Xylanase activity (U/ml) 

200 รอบต่อนาที 250 รอบต่อนาที 300 รอบต่อนาที 
0 0.00±0.67 0.00±0.58 1.280±0.80 
1 0.036±0.10 0.290±0.03 0.652±0.66 
2 0.724±0.05 46.72±0.56 44.82±0.18 
3 48.57±2.57 52.60±0.29 50.46±0.49 
4 51.33±0.98 55.62±0.65 51.08±0.52 
5 54.02±1.20 59.47±0.38 52.59±0.48 

 
ตารางผนวกที ่ค9  ผลของพีเอชต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

pH Xylanase activity (U/ml) Relative activity (%) 
3.0 71.32±2.57 71.49 
4.0 76.40±1.24 76.61 
4.5 81.87±0.90 82.08 
5.0 99.74±1.62 100.00 
5.5 95.74±1.60 96.00 
6.0 85.31±1.02 85.54 
7.0 50.46±0.82 50.60 
8.0 48.89±0.80 49.02 
9.0 33.76±6.02 33.80 

10.0 13.70±0.91 13.74 
11.0 7.98±0.13 8.00 
12.0 7.69±0.13 7.71 
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ตารางผนวกที ่ค10  ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

อุณหภูมิ (๐C) Xylanase activity (U/ml) Relative activity (%) 
30 25.59±0.02 25.97 
40 84.04±0.92 85.27 
50 98.55±0.06 100.00 
60 83.25±0.06 84.47 
70 34.94±2.68 35.45 
80 0.290±0.00 0.294 

 
ตารางผนวกที ่ค11  ผลของพีเอชต่อความเสถียรของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

pH Xylanase activity (U/ml) Relative activity (%) 
ชุดควบคุม 100.89±3.37 100.00 

3.0 87.61±4.75 86.84 
4.0 97.47±2.38 96.60 
5.0 99.435±0.74 98.56 
6.0 88.95±0.66 88.16 
7.0 80.41±2.65 79.71 
8.0 77.22±1.80 76.54 
9.0 64.78±1.30 64.21 

10.0 58.78±0.72 58.26 
11.0 54.43±2.56 53.95 
12.0 41.80±2.54 41.44 
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ตารางผนวกที ่ค12  ผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

อุณหภูมิ (๐C) Xylanase activity (U/ml) Relative activity (%) 
ชุดควบคุม 93.76±1.49 100.00 

30 91.31±7.23 97.38 
40 90.34±2.31 96.35 
50 88.93±3.16 94.85 
60 32.71±0.23 34.88 
70 0.140±0.00 0.149 
80 0.00±0.00 0.00 

 
ตารางผนวกที ่ค13  การยอ่ยไซแลนของไซลาเนสท่ีบริสุทธ์ิบางส่วน 
 

เวลา (นาที) Reducing sugar (mg/ml) 
0 0.533±0.01 
5 3.71±0.16 

10 4.24±0.07 
15 4.66±0.10 
30 5.08±0.22 
60 5.43±0.03 
90 5.52±0.01 

120 5.73±0.14 
150 5.70±0.03 
180 5.70±0.13 

 
 



92 

ประวตัิการศึกษาและการท างาน  
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวแพรสาย  ไขบุดดี 
วนัท่ีเกิด 7 มิถุนายน 2530 
สถานท่ีเกิด  อ าเภอเมือง จงัหวดัก าแพงเพชร  
ประวติัการศึกษา วท.บ. (เทคโนโลยชีีวภาพ) มหาวทิยาลยันเรศวร 
ต าแหน่งปัจจุบนั - 
สถานท่ีท างานปัจจุบนั - 
ผลงานดีเด่นและ/หรือรางวลัทางวชิาการ - 
ทุนการศึกษาท่ีไดรั้บ - 
 




