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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ประวัติความเปนมา 

 

เซลลพืชเปนแหลงคารบอนที่ใหญที่สุดในธรรมชาติ ประกอบดวยพอลิเมอรที่ เปน

องคประกอบหลัก 3 ชนิดคือ เซลลูโลส (cellulose) เปนพอลิเมอรของกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะ

บีตา-1,4-ไกลโคซิดิก (β-1,4-glycosidic) มีสูตรทั่วไปคือ (C6H10O5)n พบมากที่สุดในปริมาณ 30-

50 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) มี 20-35 เปอรเซ็นต เปนพอลิเมอรของ

น้ําตาลเพนโทสและ/หรือน้ําตาลเฮกโซสไดแก ไซแลน (xylan) กลูแคน (glucan) และแมนแนน 

(mannan) โดยไซแลนจัดเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลส (Ebringerova และ Heinze, 

2000) ชนิดสุดทายคือ ลิกนิน (lignin) เปนสารประกอบเชิงซอนประเภทพอลิฟโนลิก 

(polyphenolic) เกาะกันเปนกลุมใหญ ซึ่งมักหอหุมชั้นเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเอาไว (Wong 

และคณะ, 1988)  

ไซแลนเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสในเซลลพืช โดยยึดเกาะกับเซลลูโลสและ  

เฮมิเซลลูโลสดวยพันธะไฮโดรเจน ยึดเกาะกับลิกนิกดวยพันธะโควาเลนท (covalent) และยึดเกาะ

กับพอลิแซคคาไรดชนิดอ่ืนดวยพันธะนอนโควาเลนท (non covalent) ทําใหการยอยสลาย

เซลลูโลสดวยเซลลูเลสในธรรมชาติเปนไปไดยาก (Beg และคณะ, 2001) สามารถพบไซแลนไดใน

ธรรมชาติทั้งในไมเนื้อออน ไมเนื้อแข็ง พืชลมลุก หญา มอส เฟรน ในผนังเซลลชั้นแรกของพืชใบ

เลี้ยงเดี่ยว รวมทั้งในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเชน กากเมล็ดฝาย รําขาว ฟางขาว ซังขาวโพด 

เปลือกเมล็ดทานตะวัน (Magee และ Kosaric, 1985) และในเปลือกเมล็ดธัญพืชตางๆ เปนตน 

(Ericksson และคณะ, 1990) นอกจากนั้นยังสามารถพบไดในวัสดุเหลือทิ้งในระหวางกระบวนการ

ลอกเนื้อไมเพื่อทําเยื่อกระดาษ (pulping) (Biely, 1985) พืชแตละชนิดจะมีไซแลนในปริมาณที่

แตกตางกัน โดยในไมเนื้อแข็งจะมีปริมาณไซแลนมากกวา 30 เปอรเซ็นตของนํ้าหนักแหง (Wood 

และ McCrae, 1996) ในไมเนื้อออนมีประมาณ 7-12 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง (Haltrich และ 

คณะ, 1996) สวนในไมลมลุกและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจะมีไซแลนอยูประมาณ 20-40 

เปอรเซ็นต (Saddler และคณะ,1983)  
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1.2 โครงสรางของไซแลน 
 

โครงสรางของไซแลนเปนพอลิเมอรประกอบดวยไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-1,4-

ไซโลซิดิก (β-1,4-xylosidic) เปนสายหลัก (Ebringerova และ Heinze, 2000) และมีสารประกอบ

อ่ืนมาเชื่อมตอเปนหมูขางเคียงเชน หมูอะราบิโนสตอที่ตําแหนง O-3 ของไซโลส หมูกลูคูโรนิลตอที่

ตําแหนง O-2 ของไซโลส และหมูแอซีติลตอที่ตําแหนง O-2 และ O-3 ของไซโลส (Puls และ 

Schuseil, 1993)  โดยไซแลนจากพืชแตละชนิดมีหมูขางเคียงชนิดตางๆ ในปริมาณที่แตกตางกัน 

โดยไซแลนในไมเนื้อออน และพืชใบเลี้ยงเดี่ยวเชน พืชจําพวกหญาไดแก ฟางขาว ธัญพืชจําพวก

เปลือกขาวโอต รําขาวสาลี จะมีอะราบิโนสเปนหลัก (Schyns และคณะ, 1994) สวนไซแลนในไม

เนื้อแข็งจะมีหมูแอซีติลเปนหลัก (Degrassi และคณะ, 2003) ตัวอยางเชน ไซแลนจากไมเบิรชซึ่ง

จัดเปนไมเนื้อแข็งประกอบดวยไซโลส 89.3 เปอรเซ็นต อะราบิโนส 1 เปอรเซ็นต กลูโคส 1.4 

เปอรเซ็นต และแอนไฮดรูโรนิค แอซิด (Kormelink และ Voragen, 1993) สวนอะราบิโนไซแลน

จากขาวสาลี ประกอบดวย ไซโลส 65.8 เปอรเซ็นต อะราบิโนส 33.5 เปอรเซ็นต กาแลคโทส 0.1 

เปอรเซ็นต แมนโนส 0.1 เปอรเซ็นต และกลูโคส 0.3 เปอรเซ็นต (Gruppen และคณะ, 1992) 

 
 1.2.1 โครงสรางของไซแลนในไมเนื้อแข็ง 

 

โครงสรางของไซแลนในไมเนื้อแข็งคือ โอ-แอซีติล-4-โอ-เมธิลกลูคูโรโนไซแลน (O-

acetyl-4-O-methylglucuronoxylan) ซึ่งมีสายหลักเปนไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-1,4 

ไซโลซิดิก (β-1,4-xylosidic) และมี 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิคแอซิด (4-O-methyl-D-glucuronic 

acid) เชื่อมตอที่ตําแหนง O-2 และมีหมูแอซีติล (acetyl) ตอที่ตําแหนง O-3 และ O-2 ของไซโลส 

(Hon และ Shiraishi, 1990) ดังแสดงในรูปที่ 1.1 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.1 ลักษณะโครงสรางของโอ-แอซีติล-4-โอ-เมธิลกลูคูโรโนไซแลน จากไมเนื้อแข็ง (Hon และ 

Shiraishi, 1990) 

4-O-Me-α-D-GlcAp 
1 

2 

Ac 

2 

1 

3 

Ac 
1 

                  4)-β-D-Xylp-(1    4)-β-D-Xylp-(1    4)-β-D-Xylp-(1    4)-β-D-Xylp-(1    
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 ในไมเนื้อแข็งจะพบหมูแอซีติลเปนหมูขางเคียงในปริมาณที่แตกตางกันตามชนิดของพืช 

โดยมักมีอัตราสวนของไซโลสและหมูแอซีติลเปน 10 ตอ 7 (Kantelinen และคณะ, 1993) สวน   

ไซแลนในไมเนื้อออนบางชนิดพบวามีหมูแอซีติลเปนหมูขางเคียงประมาณ 1-2 เปอรเซ็นต 

(Maijala, 2000) บางชนิดก็ไมพบหมูแอซีติลเปนหมูขางเคียงเลย (Basaran และ Hang, 2000) 

โดยหมูแอซีติลเหลานี้ชวยใหไซแลนละลายน้ําไดดีขึ้น 

 
 1.2.2 โครงสรางของไซแลนในไมเนื้อออน 
   

  โครงสรางของไซแลนในไมเนื้อออน คือ อะราบิโน-(4-โอ-เมธิลกลูคูโรโน) ไซแลน 

(arabino-(4-O-methylglucurono) xylan) ซึ่งมีสายหลักเปนไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-1,4 

ไซโลซิดิก (β-1,4-xylosidic) และมี 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิคแอซิด (4-O-methyl-D-glucuronic 

acid) เชื่อมตอที่ตําแหนง O-2 และมีหมูแอล-อะราบิโนส (L-arabinose) เชื่อมตอที่ตําแหนง O-3 

ของไซโลส (Hon และ Shiraishi, 1990) ดังแสดงในรูปที่ 1.2 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.2 ลักษณะโครงสรางของอะราบิโน-(4-โอ-เมธิลกลูคูโรโน) ไซแลน จากไมเนื้อออน (Hon 

และ Shiraishi, 1990) 

 

 ไซแลนในไมเนื้อออนบางชนิดพบวามีหมูแอซีติลเปนหมูขางเคียงประมาณ 1-2 เปอรเซ็นต 

(Maijala, 2000) 
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1.2.3 ไซแลนที่พบในเปลือกเมล็ดธัญพืชจะเปนอะราบิโนไซแลน (arabinoxylan) 

จะมีหมูขางเคียงเปนหมูอะราบิโนซิล (arabinosyl) เพียงหมูเดียว ดังรูปที่ 1.3 

 

 
 
รูปที่1.3 ลักษณะโครงสรางของไซแลนในเปลือกเมล็ดธัญพืชตางๆ (Pul และ Schuseil, 1993) 

 
1.3 การยอยสลายไซแลน 
  

 การยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว สามารถยอยสลายไดโดยการใชสารเคมี 

(chemical hydrolysis) และการยอยสลายดวยเอนไซม (enzyme hydrolysis) หรือใชทั้งสองอยาง

รวมกัน (Tsao และ Chiang, 1983) 

 

 1.3.1 การยอยสลายไซแลนดวยสารเคมี สามารถทําได 2 วิธี 

 
1.3.1.1 การยอยสลายไซแลนดวยกรด 

   

  การยอยสลายไซแลนดวยกรดเพื่อใหไดไซโลสเปนวิธีที่งาย รวดเร็ว แตปฏิกิริยาที่

เกิดขึ้นจะรุนแรงและไมจําเพาะเจาะจง ทําใหผลผลิตที่ไดไมบริสุทธิ์ เกิดผลิตภัณฑที่เปนสารพิษ 

เชน เฟอฟูรัล (furfural) ซึ่งเปนสารที่มีผลตอการนําไปเลี้ยงจุลินทรีย (Paturan, 1989) และยังตอง

ใชวสัดุอุปกรณที่ทนตอความเปนกรดและอุณหภูมิสูงได 

   
1.3.1.2 การยอยสลายไซแลนดวยดาง 

   

  การยอยสลายไซแลนดวยดางมักนําไปใชในอุตสาหกรรมทํากระดาษ ซึ่งมักจะนํา

ชิ้นของเปลือกไมมาตมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน เพื่อทําใหเปลือกไมยุยและเปน

การกําจัดลิกนินออกจากชั้นลิกโนเซลลูโลสบางสวนดวย หลังจากนั้นนําไปผานกระบวนการฟอกสี
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เยื่อกระดาษโดยใชสารเคมีที่มีคลอไรดเปนองคประกอบเชน คลอรีนไดออกไซด (chlorinedioxide) 

กาซคลอรีน (Cl2) เปนตน ที่อุณหภูมิสูงไมต่ํากวา 100 องศาเซลเซียสและความเปนกรดดางไมต่ํา

กวา 10 แตทําใหเกิดสารประกอบที่เปนพิษพวกไดออกซิน (dioxin) และสารประกอบอะโรมาติก

คลอไรดที่เปนพิษอ่ืนๆ ดวยเชน คลอโรฟนอล (chlorophenol) คลอโรไบฟนิล (chlorobiphenyl) 

และอนุพันธคลอโรลิกนิน (chlorolignin) อ่ืนๆ สารประกอบเหลานี้เปนสารพิษกอมะเร็ง ซึ่งมักจะ

ถูกปลดปลอยออกมาสูส่ิงแวดลอม ยากตอการยอยสลายและมักจะสะสมเปนปริมาณมาก 

(Visser และคณะ, 1992)  

  
1.3.2 การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซม 

  

การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมเปนปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะสูงกวาการใช

สารเคมี และไมกอใหเกิดสารพิษตกคางอีกทั้งยังไดไซโลสในปริมาณที่สูง ซ่ึงเอนไซมทีใ่ชยอยสลาย

พันธะบีตา-1,4-ไซโลสิดิกของสายหลัก ใหไดไซโลส (xylose) หรือไซโลโอลิโกแซคคาไรด 

(xylooligosaccharide) ซึ่งเอนไซมที่ใชในการยอยสลายไซแลนประกอบดวยเอนไซม 2 กลุมใหญ

คือ 

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

(1,4-β-D-xylan-xylanohydrolase: EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลสิ

ดิกแบบสุม เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายใน (endo-mechanism) ไดไซโลสและโอลิ

โกแซคคาไรดสายสั้น ๆ เปนผลิตภัณฑสุดทาย (Gilbert และคณะ, 1993) 

2. บีตา-ไซโลสิเดส (β-xylosidase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซโลไฮโดรเลส 

(1,4-β-D-xylan-xylohydrolase: EC 3.2.1.37) เอนไซมชนิดนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-

ไซโลไพราโนไซดในโอลิโกแซคคาไรดสั้นๆทีละหนวยจากปลายสายดานนอนรีดิวซ (non-reducing 

end) เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายนอก (exo-mechanism) ไดไซโลสเปนผลิตภัณฑ

สุดทาย (Dekker และ Richards, 1976) 

เนื่องจากไซแลนมีโครงสรางซับซอน หมูขางเคียงมีสวนบดบังการทํางานของ

เอนไซมยอยสลายสายหลัก ดังนั้นการยอยสลายไซแลนใหสมบูรณจึงตองอาศัยเอนไซมที่สามารถ

ยอยหมูขางเคียงรวมดวยไดแก 

- แอซีติล (ไซแลน) เอสเทอเรส (acetyl (xylan) esterase: EC 3.1.1.6) ยอยสลายพันธะ

บีตา-1,2 หรือบีตา-1,3 ที่เชื่อมระหวางหมูแอซีติลกับสายหลัก ใหผลิตภัณฑเปนกรดแอซีติก 

(Johnson และคณะ, 1988) 
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- แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (α-L-arabinofuranosidase: EC 3.2.1.55) ยอย

สลายพันธะแอลฟา-1,3 ของหมูนอนรีดิวซ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนซิล ไดอะราบิโนสเปน

ผลิตภัณฑสุดทาย (Kormelink และคณะ, 1991) 

- แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดส (α-D-glucuronidase: EC 3.2.1.139) ยอยสลายพันธะแอลฟา-

1,2 ใน 4-โอ-เมทธิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิด จากโมเลกุลของไซแลน แตหมูแอลฟา-เมทธิล-ดี-กลูคูโรนิก

แอซิดพบวามีอยูในปริมาณนอยคือ ต่ํากวา 10 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบวาในกระบวนการฟอก

เยื่อกระดาษขั้นตนดวยดางจะมี 4-โอ-เมทธิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิดเหลืออยูเพียง 0.6 เปอรเซ็นต เมื่อ

เทียบกับปริมาณไซโลสทั้งหมดในไซแลน (Teleman และคณะ, 2001) ดังนั้นแอลฟา-ดี-กลูคูโรนิ

เดส จึงจัดวามีบทบาทสําคัญนอยกวาเอนไซมชนิดอื่นในกลุมยอยสลายไซแลน 

จากเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนทั้งหมดที่กลาวมาแลว สามารถแสดงแผนภาพรวม

การทาํงานของเอนไซมในกลุมนี้เพื่อยอยสลายโครงสรางของไซแลนไดดังแสดงในรูปนี้ 

 

 
 

รูปที่ 1.4 ลักษณะโมเลกุลของไซแลนและการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมกลุมยอยไซแลน 

(Biely, 1985) 

 Ac  แทน หมูแอซีติล 

 Araf  แทน แอล-อะราบิโนฟวราโนส 

MeGlcA แทน กรด 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิค  

Xyl  แทน ดี-ไซโลส 
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ปจจุบันมีการนําเอนไซมดังกลาวมายอยไซแลนใหเปนไซโลส อะราบิโนส กรดแอซีติก และ

กรดกลูคูโรนิก ไซโลสที่ไดสามารถนําไปผลิตสารที่มีประโยชนโดยกระบวนการหมักดวยจุลินทรีย

เชน แอลกอฮอล ยาปฏิชีวนะ สารเชื้อเพลิงอื่นๆ นอกจากนี้ยังสามารถใชไซโลสเปนสารเหนี่ยวนํา

ในการสรางกลูโคสไอโซเมอเรสโดยจุลินทรียซึ่งใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทส (high 

fructose syrup) (Chen,1980) สวนอะราบิโนสใชเปนสารใหความหวานไดเชนกัน เนื่องจากมีรส

หวานและรางกายไมดูดซึม (Seri และคณะ, 1996) และยังสามารถปองกันการเกิดภาวะน้ําตาลใน

เลือดสูงในผูปวยโรคเบาหวานหลังการรับประทานซูโครส (Matsuo และคณะ, 2000) เปนตน 

นอกจากนี้ยังมีการนําเอนไซมยอยสลายไซแลนไปใชในกระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ (Bajpai, 

1999) เนื่องจากเปนวิธีที่ไมกอใหเกิดสารพิษตกคางเมื่อเทียบกับการใชสารเคมี และยังนํามาใชใน

อุตสาหกรรมการทําน้ําผลไม อุตสาหกรรมขนมปง เพื่อปรับปรุงคุณภาพ (Maat และคณะ, 1992) 

รวมถึงอุตสาหกรรมอาหารสัตวโดยชวยยอยไซแลนซ่ึงปนอยูในอาหาร ทําใหงายตอการดูดซึม

อาหาร (Gilbert และ Hazlewood, 1993) 
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บทที่ 2 

 
ปริทัศนวรรณกรรม 

 
2.1 เอนไซมยอยสลายสายหลักของไซแลน 
 

2.1.1 ไซแลเนส (EC 3.2.1.8) 
 

เอนโดไซแลเนส หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซลาโนไฮโดรเลส (1,4-β-D-xylan-

xylanohydrolase: EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลสิดิกแบบสุม เรียก

กระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายใน ไดไซโลสและโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ เปนผลิตภัณฑ

สุดทาย (Gilbert และคณะ, 1993) 

 
2.1.2 บีตา-ไซโลสิเดส (EC 3.2.1.37) 
 

บีตา-ไซโลสิเดส หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซโลไฮโดรเลส (1,4-β-D-xylan-

xylohydrolase: EC 3.2.1.37) เอนไซมชนิดนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซดใน

โอลิโกแซคคาไรดสั้นๆทีละหนวยจากปลายสายดานนอนรีดิวซ (non-reducing end) เรียก

กระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายนอก ไดไซโลสเปนผลิตภัณฑสุดทาย (Dekker และ 

Richards, 1976) 
 

2.2 เอนไซมยอยสายกิ่งของไซแลน 
 

2.2.1 แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (EC 3.2.1.55) 
 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (EC 3.2.1.55) เปนเอนไซมชนิด exo-type 

ที่ยอยพันธะแอลฟา-1,2 และแอลฟา-1,3 จากปลายสายดานนอนรีดิวซของหมู แอลฟา-แอล-อะ

ราบิโนฟวราโนสจากไซแลน อะราบิโนไซแลน และอะราบิโนกาแลคแทน (Manin และคณะ, 

1994) ไดอะราบิโนสเปนผลิตภัณฑสุดทาย (Kormelink และคณะ, 1991) 
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2.2.2 แอซีติลเอสเทอเรส (EC 3.1.1.6) 
 

แอซีติล (ไซแลน) เอสเทอเรส (acetyl (xylan) esterase: EC 3.1.1.6) ยอยสลาย

พันธะบีตา-1,2 หรือบีตา-1,3 ที่เชื่อมระหวางหมูแอซีติลกับสายหลักของไซแลน สงผลใหเอนไซม

ยอยสลายสายหลักเขายอยสลายไซแลนไดดีข้ึน โดยผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายคือ ไซโลโอลิ

โกแซคคาไรด ไซโลส และกรดแอซีติก (Johnson และคณะ, 1988)  
 

2.3 ประโยชนของเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน 
  

เอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนมีบทบาทสําคัญตออุตสาหกรรมหลายชนิด และเปนที่

สนใจกันมากเพราะสามารถนํามาใชใหเกิดประโยชนไดจริงเชน การแปรสภาพวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรมาเปนเชื้อเพลิงและสารเคมี (Screenath และ Jeffries, 2000) อุตสาหกรรมฟอกเยื่อ

กระดาษ (Bajpai, 1999) อุตสาหกรรมทําน้ําผลไมใหใสข้ึน (Polizeli และคณะ, 2005) 

อุตสาหกรรมขนมปง เพื่อปรับปรุงคุณภาพ (Maat และคณะ, 1992) อุตสาหกรรมการทําไวนเพื่อ

เพิ่มกลิ่นรสในไวน (Saha, 2000) และใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวเพื่อลดความหนืดของอาหาร

สัตวลงทําใหยอยงายขึ้นและเพิ่มการดูดซึม (Gilbert และ Hazlewood, 1993) เปนตน 

 การทํางานรวมกันของเอนไซมยอยสายกิ่งกับเอนไซมยอยสายหลักจะชวยใหเกิดการยอย

สลายไซแลนไดอยางสมบูรณ จะไดผลิตภัณฑสุดทายเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวคือ ไซโลสและ     

อะราบิโนส ซึ่งสามารถนําไปใชผลิตสารหรือผลิตภัณฑที่มีประโยชนและมีคุณคาทางเศรษฐกิจสูง

ไดมากมาย เชน ไซโลสเปนสารชักนําในการสรางไซโลสไอโซเมอเรส หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวากลูโคส

ไอโซเมอเรส เรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรักโตสซึ่งใชในการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโตส (high 

fructose syrup) และถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตขนมหวานและลูกกวาด (Chen, 1980) 

นอกจากนี้ยังสามารถใชไซโลสเปนสารอาหารใหกับจุลินทรียในกระบวนการหมักเพื่อผลิตโปรตีน

เซลลเดียว (single cell protein) ใชเปนสารตั้งตนในการผลิตไซลิทอล (Barbosa และคณะ, 

1996) ซึ่งเปนสารที่ใชทางการแพทยทดแทนน้ําตาลใหกับผูปวยโรคเบาหวาน หรือใชเพื่อใหความ

หวานในลูกอม ยาสีฟน หมากฝรั่ง โดยไมทําใหฟนผุ (Parajo และคณะ, 1998) โดยมีกระบวนการ

เปลี่ยนรูปดังรูปที่ 2.1 นอกจากนั้นยังใชเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอลและบิวทานอล (Neale 

และคณะ, 1988) นอกจากไซโลสแลวอะราบิโนสยังสามารถใชเปนสารใหความหวานไดเชนกัน 

เนื่องจากมีรสหวานและรางกายไมดูดซึม (Seri และคณะ, 1996) และยังสามารถปองกันการเกิด

ภาวะน้ําตาลในเลือดสูงในผูปวยเบาหวานหลังการรับประทานซูโครสเขาไปไดอีกดวย (Matsuo 

และคณะ, 2000) 
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xylose 

 

 

 

 

 

xylitol 
 
รูปที่ 2.1 การเปลี่ยนไซโลสเปนไซลิทอล (Walker, 1998) 

 

 การใชประโยชนของน้ําตาลจากเฮมิเซลลูโลส มีความสําคัญในการนําวัสดุทางการเกษตร

กลับคืนมาใชใหม โดยเปลี่ยนเปนสารประกอบที่มีมูลคาสูงขึ้นดวยกระบวนการหมักเชน เอทานอล

และสารประกอบอื่นๆ ดังกลาวขางตน การใชกรดเจือจางที่อุณหภูมิสูงสามารถยอยเฮมิเซลลูโลส

ใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวได (Saha และ Bothast, 1998) อยางไรก็ดีวิธีการนี้จะใหผลิตผล

ขางเคียงที่เปนพิษตอจุลินทรียที่เกี่ยวของกับการหมักดวย ดังนั้นเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน 

(xylan-degrading enzyme) จึงมีความสําคัญมากในการยอยสลายผลผลิตทางการเกษตรไปเปน

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวสําหรับเปนสารตั้งตนในกระบวนการหมัก ทั้งนี้เพราะเปนปฏิกิริยาที่ไมรุนแรง 

มีความจําเพาะเจาะจง ไมกอใหเกิดสารขางเคียงที่เปนพิษตอจุลินทรีย 

 ในปจจุบันนี้การผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเปนที่สนใจอยางมาก 

เนื่องจากชวยเพิ่มคุณคาของวัสดุเหลือทิ้งและลดการใชเชื้อเพลิงฟอสซิล (fossil fuel) ในป 2002 

เอทานอลกวา 2 ลานแกลลอนถูกผลิตขึ้นจากการหมักแปงเปนหลัก และแนวโนมการใชเอทานอล

ในอนาคตประเมินกันวาจะมีอัตราเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว เนื่องจากเปนสารที่มีความปลอดภัยกับ

ส่ิงแวดลอมมากกวาการใช methyl tertiary butyl ether (MTBE) ซึ่งเปนสารผสมในน้ํามันเพื่อการ

เผาไหมที่สะอาด และใชกันอยางแพรหลายที่สดุ นอกจากนี้พบวา MTBE มีการปนเปอนในแหลง

น้ําธรรมชาติ (Saha, 2003) 

 วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่ยังไมไดใชประโยชน สามารถใชเปนวัตถุดิบราคาถูกในการ

ผลิตเอทานอลได การยอยสลายเฮมิเซลลูโลสดวยเอนไซมจะไดน้ําตาลตางๆ ข้ึนกับแหลงที่มา เชน 

ไซโลส กาแลคโตส แมนโนส ฟรุกโตส แรมโนส กลูโคส และอะราบิโนส แมวา Saccharomyces 

cerevisiae ทั่วๆ ไป จะเปลี่ยนกลูโคสไปเปนเอทานอลไดอยางรวดเร็ว แตก็ไมสามารถเปลี่ยน

น้ําตาลชนิดอื่นๆ เชน ไซโลสไปเปนเอทานอลได (Saha, 2003) 

NAD+ 

NADH 
xylose reductase 
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 Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis และ Candida shehate เปนยีสตที่สามารถ

เปลี่ยนไซโลสและอะราบิโนสไปเปนเอทานอลได (Walker, 1998) ดังรูปที่ 2.2 และ 2.3 แตในเชิง

พาณิชยการใชยีสตเหลานี้ในการหมักเอทานอลมีอยูไมมากเพราะมีความทนตอเอทานอลไดต่ํา 

กระบวนการหมักเปนไปอยางเชื่องชา และการควบคุมออกซิเจนเพื่อใหไดภาวะที่เหมาะสมทําได

ยาก (Du Preez, 1994) แตอยางไรก็ตามไซโลสสามารถถูกเปลี่ยนเปนไซลูโลสโดยใชไซโลสไอโซ

เมอเรส และยีสตทั่วๆ ไปสามารถหมักไซลูโลสเปนเอทานอลได (Gong และคณะ, 1981) จึงมีการ

ใชเทคโนโลยีรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอโดยทรานสฟอรมยีนประมวลรหัสไซโลสไอโซเมอเรสจากยีสต

เขาสู Saccharomyces cerevisiae ทําใหสามารถหมักไซโลสเปนเอทานอลได (Walker, 1998) 

ดังรูปที่ 2.4  
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D-xylose 
          membrane transport 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2 การหมักไซโลสเปนเอทานอลโดย Candida shehate (Walker, 1998) 
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Pyruvate 
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xylose reductase 

xylitol dehydrogenase 
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ATP 
ADP 

Pentose phosphate pathway 

glycolysis 

pyruvate decarboxylase 

xylulokinase 

alcohol dehydrogenase 

CO2 
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L-Arabinose 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

รูปที่ 2.3 การหมักอะราบิโนสเปนเอทานอลโดยยีสต (Walker, 1998) 
 

NADPH-dependent 

aldopentose reductase 

Pentitol-NAD-dehydrogenase  

L-xylulose-NADPH reductase  

Pentitol-NAD-dehydrogenase  

L-Arabinitol 

L-Xylulose 

Xylitol 

D-Xylulose 

Ethanol 
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รูปที่ 2.4 การหมักไซโลสเปนเอทานอล โดย Saccharomyces cerevisiae ที่ปรับปรุงสายพันธุให

มีไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) (Kuyper และคณะ, 2004) 

  C3P คือ triose-3-phosphate 

C5P คือ pentose-5-phosphate 

  C6P คือ hexose-6-phosphate 

  PPP คือ pentose phosphate pathway 

 

 

 

6 xylose                   10 ethanol + 10 CO2 + 10 ATP 

6 xylose isomerase 

6 xylose 6 xylitol 6 xylulose 

6 NAD(P) 

6 NAD(P)H 

6 C5P 

4 C6P 

2 C3P 8 C3P 

8 CO2 

16 ATP 

2 CO2 

4 ATP 

1 ATP 

8 ethanol 2 ethanol 

PPP 
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เนื่องจากไซแลนมีโครงสรางซับซอนโดยมีหมูขางเคียงหลายชนิดดังกลาวขางตน จึงทําให

การยอยดวยเอนไซมยอยสลายสายหลักเพียงอยางเดียวไมมีประสิทธิภาพดีเทาที่ควร จึงมี

การศึกษาการทํางานรวมกันกับเอนไซมที่ยอยหมูขางเคียงของไซแลน ซึ่งเปนการเพิ่มประสิทธิภาพ

การทํางานของเอนไซมยอยสลายสายหลักได 

ไดมีรายงานเกี่ยวกับการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสรวมกับเอนไซม

ยอยสลายไซแลนสายหลักในการยอยสลายไซแลน และเฮมิเซลลูโลสที่อยูในวัสดุทางเกษตรดังนี้ 

Bachmann และ McCarthy (1991) ศึกษาการทํางานของเอนโดไซแลเนส บีตา-ไซโลสิ

เดส และแอลฟา-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermomonospora fusca พบวาเมื่อใชเอนโดไซ

แลเนสและบีตา-ไซโลสิเดสรวมกันในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต ปริมาณน้ําตาล

รีดิวซที่ไดเพิ่มข้ึนจากการใชเอนโดไซแลเนสเพียงอยางเดียว แตปริมาณน้ําตาลรีดิวซไมเพิ่มข้ึนเมื่อ

ใชสับสเตรตเปนฟางขาวสาลี และเมื่อใชเอนโดไซแลเนสและแอลฟา-อะราบิโนฟวราโนสิเดสรวม

กันในการยอยสลายไซแลนจากฟางขาวสาลี พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดเพิ่มขึ้น 1.8 เทา เมื่อ

เทียบกับการใชเอนโดไซแลเนสเพียงอยางเดียว 

Lee และ Forsberg (1987) ศึกษาการทํางานรวมกันของไซแลเนส บีตา-ไซโลสิเดส และ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาใหปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้น 74 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนการยืนยันวาการยอยสลายพันธะแอลฟา-1,3 ของ     

อะราบิโนสที่เกาะกับไซแลนสายหลัก ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายไซแลน 

Bezalel และคณะ (1993) ไดทําการปรับปรุงประสิทธิภาพการฟอกเยื่อกระดาษของ      

ไซแลเนส T6 ที่ผลิตจาก Bacillus stearothermophilus L1 โดยทดลองใหมีการทํางานรวมกันกับ

เอนไซมในกลุมเฮมิเซลลูเลส (hemicellulase) อ่ืนๆ พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ        

เดสจาก Bacillus stearothermophilus L1 สามารถทํางานรวมกับไซแลเนส T6 ได โดยสามารถ

ปลดปลอยลิกนินออกจากเยื่อกระดาษที่ยังไมไดฟอกสีไดเพิ่มข้ึนอยางชัดเจน 

Morales และคณะ (1995) ศึกษาการทํางานรวมกันระหวางไซแลเนส และแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจาก Bacillus polymyxa พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสสามารถยอยสลายพันธะ แอลฟา-1,5 ของอะราบิโนไซแลนไดอะราบิโนส เมื่อมีไซแลเนส

ทํางานรวมดวย 

Wood และ McCrae (1996) ศึกษาผลของการทํางานรวมกันระหวางเอนโด-1,4-บีตา-ดี-

ไซแลเนสกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Aspergillus awamori พบวาชวยเพิ่มการ

ปลอยอะราบิโนสของอะราบิโนไซแลนจากฟางขาวโอตจาก 10.3 เปน 42.2 เปอรเซ็นต และชวย

เพิ่มการปลอยอะราบิโนสของอะราบิโนไซแลนจากฟางขาวสาลีขึ้นจาก 10.2 เปน 69.8 เปอรเซ็นต 

ภายใตสภาวะที่ทดสอบ 
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de Vries และคณะ (2000) ศึกษาการทํางานรวมกันของเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน

จาก Aspergillus ในการยอยสลายเพนโตซานที่ไมละลายน้ํา (water insoluble pentosan) จาก

แปงขาวสาลี พบวาเมื่อใชเอนโดไซแลเนสรวมกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และอะราบิ

โนไซแลน อะราบิโนฟวราโนไฮโดรเลส จะชวยใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 2.5 และ 2 เทา 

ตามลําดับ  

Hashimoto และ Nakata (2003) ศึกษาการยอยสลายอะราบิโนไซแลนดวยเอนไซมผสม

ซึ่งประกอบดวยไซแลเนส บีตา-ไซโลสิเดส และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจาก 

Aspergillus oryzae HL15 ในภาวะที่เหมือนกับในถังหมักซีอ๊ิว (soy sauce moromi mash) ซึ่งมี

คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 และความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเทากับ 15 เปอรเซ็นต ซึ่งให

ผลิตภัณฑสุดทายเปนอะราบิโนสและไซโลส  

Rahman และคณะ (2003) ศึกษาบทบาทของไซแลเนส แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสและบีตา-ไซโลสิเดสจาก Penicllium sp. AHT-1 ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต 

พบวาชวยเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดิวซจาก 25 เปน 61 เปอรเซ็นต และลําดับในการทําปฏิกิริยาของ

เอนไซมในการยอยสลายไซแลนจะเริ่มจากแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตามดวยไซแลเนส 

และสุดทายคือบีตา-ไซโลสิเดส 

Tuncer และ Ball (2003) ศึกษาการทํางานรวมกันของเอนโดไซแลเนส บีตา-ไซโลสิเดส 

และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermomonospora fusca BD25 ในการยอย

สลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ได เพิ่มข้ึนจากการใชเอนโด          

ไซแลเนสเพียงอยางเดียวจาก 28.1 เปน 58.1 เปอรเซ็นตของสารตั้งตน โดยไดไซโลสและอะราบิ

โนสเปนผลิตภัณฑหลัก 

Koukiekolo และคณะ (2005) ศึกษาการทํางานรวมกันของเฮมิเซลลูเลสคือ อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส A และไซแลเนส A จาก Clostridium cellulovorans ในการยอยสลายไซแลนจาก

เซลลูโลส/อะราบิโนไซแลนและเสนใยของขาวโพด พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดเพิ่มข้ึน 2.6 และ 

2.3 เทา ตามลําดับ เมื่อเทียบกับผลรวมของปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากแตละปฏิกริยาที่ใช

เอนไซมเพียงชนิดเดียว 

Kambourova และคณะ (2006) ศึกษาการทํางานรวมกันของไซแลเนสจาก 

Anoxybacillus flavithermus BC และบีตา-ไซโลสิเดส/แอลฟา-อะราบิโนสิเดสจาก Sulfolobus 

solfataricus Oα ในการยอยสลายไซแลนจากไมเบิรช ไมบีช และเปลือกขาวโอต พบวาเมื่อใช

เอนไซมดังกลาวรวมกัน จะชวยเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ซึ่งในการยอยสลายไซแลนจากไมบีช   

จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากที่สุด โดยสามารถยอยสลายไซแลนได 32.8 เปอรเซ็นต เมื่อใช         
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ไซแลเนสเพียงอยางเดียว และเพิ่มข้ึนเปน 63.6 เปอรเซ็นต เมื่อใชบีตา-ไซโลสิเดส/แอลฟา-อะราบิ

โนสิเดสรวมดวย 

เอนไซมที่ตัดพันธะแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิดิก สามารถทําปฏิกิริยารวมกันกับไซ

แลเนส ในการยอยสลายอะราบิโนไซแลน (Greve และคณะ, 1984) การทํางานรวมกันระหวาง 

เอนโด-ไซแลเนส กับอะราบิโนฟวราโนสิเดส สามารถชวยยอยสลายอะราบิโนไซแลนในหญาได 

ดังนั้นจึงเปนการเพิ่มความสามารถในการยอยอาหารของสัตว (Graham และ Inborr, 1992) 

และไดมีรายงานวาแอซีติลเอสเทอเรสมีบทบาทสําคัญตอการเพิ่มประสิทธิภาพเอนไซม

ยอยสลายไซแลนสายหลักเชน Biely และคณะ (1986) รายงานวาการยอยสลายไซแลนเกิดขึ้น

รวดเร็วเมื่อบมปฏิกิริยาในแอซีติลเอสเทอเรสและไซแลเนสที่ผลิตจาก Schizophyllum commune 

ใหผลิตภัณฑคือ ไซโลส ไซโลโอลิโกเมอร และกรดแอซีติก 

Poutanen และคณะ (1990) ศึกษาถึงการทํางานของไซแลเนสรวมกับแอซีติลเอสเทอเรส

จาก Trichoderma reesei พบวาทั้งสองเอนไซมสงเสริมซ่ึงกันและกันในการยอยสลายพันธะไกล

โคซิดิก โดยแอซีติลเอสเทอเรสทําหนาที่ดึงหมูแอซีติลออกจากไซโลโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นกอน 

ทําใหไซแลเนสสามารถเขายอยสลายไซแลนไดอยางสมบูรณ และเมื่อใชไซแลเนส บีตาไซโลสิเดส

และแอซีติลเอสเทอเรสทํางานรวมกันจะไดปริมาณไซโลสมากที่สุด 

Puls และคณะ (1991) ศึกษาลําดับการยอยแอซีติล-4-โอ-เมธิลกลูคูโรโนไซแลนจากไมบีช

ดวยเอนไซมตางๆ โดยเมื่อนํามายอยดวยแอซีติลเอสเทอเรสรวมกับไซแลเนส พบวาไดผลิตภัณฑ

เปน กรดแอซีติก ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส เปนสวนใหญ และเมื่อบมดวยแอซีติลเอสเทอเรส

กอนแลวตามดวยไซแลเนส ไดไซโลไบโอสเปนสวนใหญ และไดไซโลสเพิ่มข้ึน แตเมื่อนําไซแลนมา

บมดวยไซแลเนสกอนก็สามารถชวยใหแอซีติลเอสเทอเรสทํางานไดดีเชนกัน แตผลิตภัณฑที่ไดจะมี

ขนาดใหญ คือ ไซโลไตรโอส และไซโลโอลิโกเมอรสายยาวที่ยังคงมีหมูขางเคียงบางสวนอยู 

Kormelink และคณะ (1993) รายงานวาเมื่อนําไซแลนจากไมเบิรชมาบมกับแอซีติลเอส

เทอเรสจาก Aspergillus niger เปนเวลา 1 ชั่วโมง พบวาเอนไซมมีความสามารถสูงในการยอยหมู

แอซีติล ไดผลิตภัณฑเปนกรดแอซีติก 62 เปอรเซ็นต (กําหนดใหปริมาณหมูแอซีติลทั้งหมดใน

สับสเตรทเทากับ 100 เปอรเซ็นต) จากนั้นบมตอดวยเอนโดไซแลเนส I จาก Aspergillus awamori 

นาน 1 ชั่วโมง พบวาใหผลิตภัณฑ คือ ไซโลโอลิโกเมอรตางๆ เพิ่มข้ึน 5 เทา และเมื่อบมตอเปน

เวลานาน 24 ชั่วโมง พบวาใหไซโลโอลิโกเมอรและไซโลสเพิ่มข้ึนเปน 66 และ 4 เทา ตามลําดับ 

โดยเปรียบเทียบกับบมปฏิกิริยาในเอนโดไซแลเนส I เพียงชนิดเดียวนาน 1 ชั่วโมง และเมื่อนําไซ

แลนจากไมเบิรชที่ถูกดึงหมูแอซีติลออกแลวโดยแอซีติลเอสเทอเรสมาบมกับบีตา-ไซโลสิเดส นาน 

24 ชั่วโมง ไดไซโลสเพิ่มข้ึน 1.7 เทา 
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Dupont และคณะ (1996) ศึกษาการทํางานรวมกันของแอซีติลเอสเทอเรสกับไซแลเนส A 

และไซแลเนส B จาก Streptomyces lividans ในการยอยสลายไซแลนจากไมเบิรชที่มีการนํามา

สังเคราะหโดยเพิ่มหมูแอซีติล พบวาเมื่อนําไซแลนไปยอยดวยแอซีติลเอสเทอเรสกอนเพื่อดึงหมูแอ

ซีติลออก แลวตามดวยไซแลเนสทําใหไซแลนถูกยอยสลายไดอยางสมบูรณ แอซีติลเอสเทอเรสมี

ความจําเพาะกับ O-acetylated polysaccharide ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการยอยเฮมิเซลลูโลส 

โดยเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายนี้มีความสําคัญตอการเจริญและการอยูรอดในธรรมชาติ

ของจุลินทรีย 

เฮมิเซลลูโลสในพืชมักมีหมูแอซีติลเปนองคประกอบปริมาณมาก โดยแอซีติลของไซแลน

สามารถขัดขวางการยอยสลายของเอนไซมที่ผลิตจากจุลินทรีย และเปนปจจัยสําคัญตอการยอย

ลิกโนเซลลูโลสในลําไสของสัตว ดังนั้นการยอยสลายหมูแอซีติลออกจากสายไซแลนดวยแอซีติล

เอสเทอเรสจึงเปนการเพิ่มความสามารถในการยอยอาหารของสัตวได (Puls และคณะ, 1991) 

แอซีติลเอสเทอเรสสามารถทํางานรวมกับไซแลเนสในการฟอกสีเยื่อกระดาษ เนื่องจาก

การยอยสลายไซแลนในเยื่อกระดาษจะทําใหลิกนินซึ่งเกาะกับไซแลนหลุดออกไปบางสวน และทํา

ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางบนเสนใยที่ทําใหงายตอการกําจัดลิกนิกโดยสารฟอกขาว จึงชวย

ลดปริมาณการใชสารเคมีไดเชน โซเดียมไฮดรอกไซด และคลอรีน สงผลใหกระดาษมีความขาว

และสวางมากขึ้น (Paice และคณะ, 1992) 

งานวิจัยเกี่ยวกับเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนที่ดําเนินมาอยางตอเนื่องในภาควิชาจุล

ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ไดรายงานถึงการผลิตไซแลเนส การทําให

บริสุทธิ์ และสมบัติของเอนไซมจาก Streptomyces sp. PC22 (Ungchaitham และ

Pinphanichakarn, 1998; Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000) การผลิตบีตา-ไซโลสิ

เดส การทําใหบริสุทธิ์ และสมบัติของเอนไซมจาก Streptomyces sp. CH7 (Pinphanichakarn 

และคณะ, 2004) การผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส การทําใหบริสุทธิ์ และสมบัติของ

เอนไซมจาก Streptomyces sp. PC22 (วชิุตา เหลาเรืองธนา, 2547; ปนปญญา เรียงรุงโรจน, 

2549) รวมถึงการผลิตแอซีติลเอสเทอเรส การทําใหบริสุทธิ์ และสมบัติของเอนไซมจาก 

Streptomyces sp. PC22 (เวฬุรีย ทองคํา, 2547; วัชรี ชุณหกุล, 2548)  

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงคที่จะศึกษาประสิทธิภาพในการทํางานรวมกันของเอนไซม

เหลานี้ในการยอยสลายไซแลน รวมทั้งเฮมิเซลลูโลสที่ไดจากธรรมชาติ ซึ่งจะเปนประโยชนตอการ

นําวัสดุทางการเกษตรกลับคืนมาใชเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตผลิตภัณฑตางๆ ดวย

กระบวนการหมักตอไป (Chen, 1980) 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 
3.1  เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

 
1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Innova 4330 บริษัท New Brunwick Scientific Co., 

Inc., Edison, N.J., USA และรุน Gyromax 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., 

USA 

2. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดทําความเย็น รุน 6500 บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30I  

 บริษัท Beckman Coulter, Germany 

3. เครื่องปนเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน Kubota 1920 บริษัท Kubota, Japan 

4. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (Digital pH meter) รุน SevenEasy บริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 

5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic Unicam, USA, รุน Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA และรุน 

Perkin Elmer instruments Lamda 25 UV/VIS Spectrometer บริษัท PerkinElmer, 

Inc., USA 

6. เครื่องชั่งรุน PG 2002-S, รุน PB 3002 และรุน AG285 บริษัท Mettler Toledo Co., 

Ltd., Switzerland 

7. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 และรุน ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 

Japan, รุน MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุน HV-25, บริษัท 

Hirayama, Co., Ltd., Japan 

8. ตูเขี่ยเชื้อ Clean รุน V3-4 และรุน V6 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand 

9. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส Mitsubishi Electric รุน MR-F56R-SL บริษัทกันยงอีเลค 

ทริก จํากัด (มหาชน), ประเทศไทย 

10. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน W 200 และรุน WB 22 บริษัท Memmert, 

Germany  

11. อางน้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน GFL 1086 บริษัท Gesellschaft für Labortechnik 

Co., Ltd., Germany 

12. เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุน G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 
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13. เครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) รุน 502-P บริษัท PMC, USA และรุน HS10-2 

บริษัท Torrey Pines Scientific, Inc. USA 

14. เครื่องโครมาโทกราฟ รุน Bio-Logic LP บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

15. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง ชนิดอาง รุน Soronex RK 100 บริษัท Bandelin 

Electronic, Germany 

16. เครื่องดูดอากาศ รุน A-3S บริษัท Eyela, Japan 

17. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 

18. ตูอบความรอน รุน UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 

19. ไมโครปเปตต ขนาด 20, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 

20. ฮีมาไซโทมิเตอร บริษัท Schott Duran, Germany 

 
3.2  เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

1. ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

2. ไซแลนจากไมเบิรช (xylan from birchwood) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

3. ไซแลนจากไมบีช (xylan from beechwood) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

4. พารา-ไนโตรฟนิล แอซีเตต (p-nitrophenyl acetate) บริษทั Sigma Chemical Co., 

USA 

5. พารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด (p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside) 

บริษัท Sigma Chemical Co., USA  

6. พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-

arabinofuranoside) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

7. พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

8. แมคโคร-เพรบ ดีอีเออี (Macro-Prep DEAE) บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA   

9. ไฮดรอกซีอะปาไทด (Hydroxyapatite) บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

10. แอมโมเนยีมซัลเฟต (Ammonium sulfate) บริษัท Merck, Germany 

11. อะลูมินา (Alumina) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

12. โบวีนซีรัมอัลบูมิน บริษัท Sigma Chemical Co.,USA 

13. ทริปติกซอยบรอท (Tryptic Soy Broth) บริษัท Difco Laboratories, USA 

14. สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Ireland 

15. สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract) บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Ireland 
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16. พอลิเพบโตน (Polypeptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 

17. แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) บริษัท Merck, Germany 

18. กลูโคส (Glucose) บริษัท Merck, Germany 

19. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 

20. โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany 

21. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O) บริษัท Merck, Germany 

22. เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4⋅7H2O) บริษัท Merck, Germany 

23. กลีเซอรอล (Glycerol) บริษัท Merck, Germany 

24. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 

25. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 

26. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany 

27. โซเดียมแอซีเตต (CH3COONa) บริษัท Merck, Germany 

28. กรดแอซีติก (CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

29. ทริสไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

30. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

31. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต  (Na2HPO4⋅12H2O) บริษัท Merck, 

Germany 

32. โซเดียมโพแทสเซียมทาร เทรตเตตระไฮเดรต  (C4H4KNaO6.4H2O) บริษัท  Merck, 

Germany 

33. คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O) บริษัท Merck, Germany 

34. โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 

35. แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต ((NH4)6Mo7O24⋅4H2O) บริษัท Merck, Germany 

36. กรดซัลฟูริก (H2SO4) บริษัท Merck, Germany 

37. โซเดียมอารซีเนต (NaHAsO4) บริษัท Ajax Chemicals, Australia 

38. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) บริษัท Merck, Germany 

39. สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) บริษัท Merck, Germany 
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3.3 วิธีการดําเนินงานวิจัย 

  
 3.3.1 การเตรียมไซแลเนสจาก Streptomyces sp. PC22 
 

 3.3.1.1 การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 เพื่อผลิตไซแลเนส (Wateewuthajarn 

และ Pinphanichakarn, 2000) 

 

  Streptomyces sp. PC22 ผลิตไซแลเนส 2 ชนิด คือ ไซแลเนส I ซึ่งสรางใน

ปริมาณต่ํา และไซแลเนส II ซึ่งสรางปริมาณสูง (Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000) 

งานวิจัยนี้จะใชไซแลเนส II ในการศึกษาการทํางานรวมกันกับเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน

ชนิดอื่นๆ 
 

3.3.1.1.1 การเตรียมสปอร Streptomyces sp. PC22  

  

  ปลูกเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ในอาหารแข็งเอียงขาวไรย 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 1) บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จนสายใยเจริญเต็มที่ 

และนํามาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10-15 วัน จนสปอรแกเปนสีเทา จึงนํามาขูดสปอรออกโดย

เทคนิคปลอดเชื้อ โดยใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวแขวนลอย ดูดสปอรแขวนลอยที่ไดมากรองผาน

ชุดกรองสปอร นําสปอรแขวนลอยที่กรองไดมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางสปอรที่ไดดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นแขวนลอยใน 30 

เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 2 คร้ัง โดยเจือจางใหไดความเขมขนของสปอร

เทากับ 2×108 สปอรตอมิลลิลิตร แบงเก็บเปนปริมาตรนอย ๆ (aliquots) ที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 

 

 3.3.1.1.2 การเพาะเลี้ยง Streptomyces sp. PC22  

 

1. ถายสปอรแขวนลอยของเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ความเขมขน 2×108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริพติคซอยบรอท (Tryptic 

soy broth, TSB) pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมี

ขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 ชั่วโมง 
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2. ถายเชื้อจากหัวเชื้อ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน คอมเพล็กซ      

มีเดียม (Xylan complex medium) สําหรับผลิตไซแลเนส (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) pH 9.0 

ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บม

เชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 2 วัน 

3. นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและกากอาหารที่เหลือออกจากน้ํา
เลี้ยงเชื้อที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใส

ที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตี และปริมาณโปรตีนของไซแลเนสเพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 

 

  3.3.1.2 การทําไซแลเนส II ใหบริสุทธิ์ (Ungchaitham และ Pinphanichakarn, 

1998; Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000) 

 

  3.3.1.2.1 การทําไซแลเนส II ใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียม

ซัลเฟต 

 

   นําสารละลายเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 3.3.1.1.2 มาตกตะกอนดวย

แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80 เปอรเซ็นต พรอมทั้งกวนเบาๆ ดวยเครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic 

stirrer) กวนสารแขวนลอยเอนไซมประมาณ 1-2 ชั่วโมง นาํไปปนแยกตะกอนออกจากสวนน้ําใส

ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นละลายตะกอนโปรตีนที่ไดใน 50 

มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ซึ่งเปนบัฟเฟอรที่เหมาะสมสําหรับการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์โดย

คอลัมนแลกเปลี่ยนอิออนลบ โดยใชปริมาตรนอยที่สุดที่ละลายตะกอนไดหมด ไดอะไลสขามคืนใน

บัฟเฟอรชนิดเดิม คร้ังสุดทายไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 50 มิลลิโมลาร 

ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนออก วัด

ปริมาตร วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของไซแลเนส 

 

3.3.1.2.2 การทําไซแลเนส II ใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนโครมาโทกราฟบนแมคโคร- 

เพรบ ดีอีเออี (Macro-Prep DEAE) 

 

  ลางสารแขวนลอยแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคน

เบาๆ แลวปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสทิ้งพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทํา

เชนนี้หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู แชเจลใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 
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นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยการดูดเอาอากาศออกประมาณ 20-30 นาที แลวบรรจุเจลลง

ในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 28 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 50 มิลลิลิตร 

ผานสารละลาย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ลงในคอลัมน ปริมาตร 2-3 เทาของปริมาตร

เจล ดวยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆ ใสสารละลายเอนไซมที่ผานการตกตะกอน

ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80 เปอรเซ็นตจากขอ 3.3.1.2.1 ลงบนผิวหนาเจล ชะโปรตีนที่ไมถูก

จับกับแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ออกดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิมซ่ึงไซแลเนส I ไมสามรถจับกับแมค

โคร-เพรบ ดีอีเออี จึงถูกแยกออกจากไซแลเนส II ในขั้นตอนนี้ (Wateewuthajarn และ

Pinphanichakarn, 2000) ติดตามโปรตีนที่ถูกชะออกจากคอลัมนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนมีคาใกลศูนย จากนั้นจึงชะโปรตีนที่จับอยูกับเจลออกโดยใช 0-

1 โมลาร โซเดียมคลอไรดเกรเดียนทใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 เก็บสารละลายที่

ผานคอลัมนลําดับสวนละ 2.0 มลิลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของไซแลเนสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมเอาลําดับสวน

ที่พบแอคติวิตีของไซแลเนส II เขาดวยกัน ซึ่งจะถูกชะออกจากคอลัมนที่ความเขมขนของโซเดียม

คลอไรดในชวง  150 ถึง  300 มิลลิโมลาร  จากนั้นทําให เขมขนขึ้นโดยวิธี  concentrating 

centrifugation ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที ดวย concentrator tube ซึ่งมีเมมเบรนที่มีการคัด

ขนาดโมเลกุล (Molecular weight cut off) 10,000 ดาลตัน แลวนําตัวอยางไปไดอะไลสใน 20 

มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 เปนเวลาขามคืน สุดทายนําไปไดอะไลสใน 30 

เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เปนเวลา 4-5 

ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของไซแลเนส 

 
  3.3.1.3 การวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส 
 
   การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนสดัดแปลงมาจากวิธีของ Nakajima และ

คณะ (1984) โดยการวัดปริมาณน้ําตาลไซโลสที่เกิดจากการยอยสลายไซแลน ซึ่งสารละลายใน

ปฏิกิริยาประกอบดวย 

0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 10 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร ซึ่งละลายใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 

0.8  มิลลิลิตร ของ 100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 

0.2  มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยตมในอางน้ําเดือด 

10 นาที แลวนําไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ Somogyi (1952) และ Nelson (1944)  
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3.3.1.4 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi (1952) และ 
Nelson (1944) 

 

 นําสารตัวอยางที่จะวิเคราะหปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายอัลคาไลน         

คอปเปอร (alkaline copper reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให

เขากันแลวตมในอางน้ําเดือด 15 นาที แลวแชในน้ําเย็นทันที จากนั้นเติมสารละลายเนลสัน 

(Nelson’s reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.2) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 30 นาที เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม แลวนําไปวัด

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร  

คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของไซโลสความเขมขน 0-200

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 

1 หนวยของไซแลเนส คือ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายไซแลนแลวไดน้ําตาลรีดิวซ

เทียบเทากับไซโลส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทดลอง 
 

3.3.1.5 การศึกษาสมบัติของไซแลเนส II จาก Streptomyces sp. PC22 
 

3.3.1.5.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไซแลเนส II 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส II ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตามวิธีการใน

ขอ 3.3.1.3 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการบมในชวง 35-80 องศาเซลเซียส 

 

3.3.1.5.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของไซแลเนส II 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส II ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตามวิธีการใน

ขอ 3.3.1.3 โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรในปฏิกิริยาใหอยูในชวงความเปนกรดดาง

ตางๆ ดังนี้ 

โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอรในชวง 4.0-6.0 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอรในชวง 6.0-8.0 

ทริส ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอรในชวง 8.0-9.0 
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3.3.2 การเตรียมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
 

3.3.2.1 การเลี้ยง Streptomyces sp. CH7 เพื่อผลิตบีตา-ไซโลสิเดสภายใตภาวะ

ที่เหมาะสม ตามรายงานของ Pinphanichakarn และคณะ (2004) 
 

3.3.2.1.1 การเตรียมสปอร Streptomyces sp. CH7 

 

 ปลูกเชื้อ Streptomyces sp. CH7 ในอาหารแข็งเอียงขาวไรย 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 1) บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จนสายใยเจริญเต็มที่ 

และนํามาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10-15 วัน จนสปอรแกเปนสีเทา จึงนํามาขูดสปอรออกโดย

เทคนิคปลอดเชื้อ โดยใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวแขวนลอย ดูดสปอรแขวนลอยที่ไดมากรองผาน

ชุดกรองสปอร นําสปอรแขวนลอยที่กรองไดมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางสปอรที่ไดดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นแขวนลอยใน 30 

เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 2 คร้ัง โดยเจือจางใหไดความเขมขนของสปอร

เทากับ 2×108 สปอรตอมิลลิลิตร แบงเก็บเปนปริมาตรนอยๆ ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

จนกวาจะนํามาใช 

 

 3.3.2.1.2 การเพาะเลี้ยง Streptomyces sp. CH7 เพื่อผลิตบีตา-ไซโลสิเดส 

   

1. ถายสปอรแขวนลอยของเชื้อ Streptomyces sp. CH7 ความเขมขน 2×108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริพติคซอยบรอท pH 7.0 

ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บม

เชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 10 ชั่วโมง 

2. ถายเชื้อจากหัวเชื้อ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน คอมเพล็กซ      

มีเดียม pH 7.0 สําหรับผลิตบีตา-ไซโลสิเดส (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) pH 7.0 ปริมาตร 30 

มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่อง

เขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

  3.   กรองเซลล Streptomyces sp. CH7 ที่เล้ียงไดดวยกระดาษกรอง Whatman 

เบอร 4 ลางเซลลดวยน้ําหลายๆครั้ง จากนั้นนําเซลลที่ไดมาเตรียมบีตา-ไซโลสิเดส ตามวิธีที่
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ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Nakanishi และคณะ (1987) โดยนําเซลลที่ไดมาทําใหแตกโดยบดรวม

กับผงอะลูมินาในโกรงดวยอัตราสวนน้ําหนักเซลลเปยกตอผงอะลูมินาเทากับ 1 ตอ 1 จากนั้นเติม 

100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 เพื่อเปนตัวทําละลาย นําสวนผสมที่ไดไปปน

เหวี่ยง โดยใชเครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นาํ

สวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส และปริมาณโปรตีนเพื่อใชในการทดลอง

ขั้นตอไป 

 
3.3.2.2 การวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส 

 

   การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสเปนวิธีที่ดัดแปลงมาจาก 

Nakanishi และคณะ (1987) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย  

  25   ไมโครลิตร ของสารละลายพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด      

(p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside) ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ที่ละลายอยูใน 100 มิลลิโม

ลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 

  100 ไมโครลิตร ของ100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 

  125 ไมโครลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

 บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวย 1.25 

มิลลิลิตร ของ 0.5 มิลลิโมลาร โซเดียมคารบอเนต ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปน

ผสม นําไปวัดปริมาณพารา-ไนโตรฟนอลที่ถูกปลอยออกมาที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

กราฟมาตรฐานใชพารา-ไนโตรฟนอลความเขมขนในชวง 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 1.2) 

1 หนวยของบีตา-ไซโลสิเดส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-

ดี-ไซโลไพราโนไซด แลวใหพารา-ไนโตรฟนอล 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทดลอง 

 
3.3.2.3 การศึกษาสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 

 

3.3.2.3.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตามวิธีการ

ในขอ 3.3.2.2 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการบมในชวง 35-70 องศาเซลเซียส 
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3.3.2.3.2. ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตามวิธีการ

ในขอ 3.3.2.2 โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรในปฏิกิริยาใหอยูในชวงความเปนกรด

ดางตางๆ ดังนี้ 

โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอรในชวง 4.0-6.0 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอรในชวง 6.0-8.0 

ทริส ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอรในชวง 8.0-9.0 

 
3.3.3 การเตรียมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 

 
  3.3.3.1 การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 เพื่อผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว
ราโนสิเดส ภายใตภาวะที่เหมาะสม ตามรายงานของวิชุตา เหลาเรืองธนา (2547) 
 
  เตรียมหัวเชื้อโดยถายสปอรแขวนลอยของเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ความ

เขมขน 2×108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริพติค

ซอยบรอท pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวด

สปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 

45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 ชั่วโมง จากนั้นถายหัวเชื้อ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน 

คอมเพล็กซ มีเดียม สําหรับผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) 

pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยู

ภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 2 วัน นําตัวอยางที่ไดมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและกากอาหารที่เหลือออก

จากน้ําเลี้ยงเชื้อที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นํา

สวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีและปริมาณโปรตีนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเพื่อใช

ในการทดลองขั้นตอไป 
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  3.3.3.2 การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์ ตามรายงานของ     

ปนปญญา เรียงรุงโรจน (2548) 

 

   3.3.3.2.1 การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยการ

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 

  

   นําสารละลายเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 3.3.3.1 มาตกตะกอนดวย

แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 40-90 เปอรเซ็นต พรอมทั้งกวนเบาๆ ดวยเครื่องกวนแมเหล็ก กวนสาร

แขวนลอยเอนไซมประมาณ 1-2 ชั่วโมง นําไปปนแยกตะกอนออกจากสวนน้ําใสดวยความเร็ว 

10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นละลายตะกอนโปรตีนที่ไดใน 50 มิลลิโมลาร ทริส 

บัฟเฟอร pH 7.5 ซึ่งเปนบัฟเฟอรที่เหมาะสมสําหรับการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน

แลกเปลี่ยนอิออนลบ โดยใชปริมาตรนอยที่สุดที่ละลายตะกอนไดหมด ไดอะไลสขามคืนใน

บฟัเฟอรชนิดเดิม คร้ังสุดทายไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 50 มิลลิโมลาร 

ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนออก วัด

ปริมาตร วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   3.3.3.2.2 การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนโคร

มาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

 

บรรจุแมคโคร-เพรบ ดีอีเออีที่แขวนลอยใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร 

pH 7.5 ลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 28 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 50 

มิลลิลิตร ผานสารละลาย 50 มลิลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ลงในคอลัมน ปริมาตร 2-3 เทา

ของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆ ใสสารละลายเอนไซมที่ผานการ

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 40-90 เปอรเซ็นตจากขอ 3.3.3.2.1 ลงบนผิวหนาเจล ชะ

โปรตีนที่ไมถูกจับกับแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ออกดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม ติดตามโปรตีนโดย

การวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนมีคาใกลศูนย จากนั้นจึงชะโปรตีนที่

จับอยูกับเจล ออกโดยใช 0-1 โมลาร โซเดียมคลอไรดเกรเดียนทใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร 

pH 7.5 เก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 2.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสและไซแลเนสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมเอาลําดับสวนที่พบแอคติวิตีของแอลฟา-แอล- 

อะราบิโนฟวราโนสิเดสเขาดวยกัน ทําใหตัวอยางเขมขนขึ้นโดยวิธี concentrating centrifugation 
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ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที ดวย concentrator tube ซึ่งมีเมมเบรนที่มีการคัดขนาดโมเลกุล 

10,000 ดาลตัน จากนั้นนําตัวอยางไปไดอะไลสใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

6.8 เปนเวลาขามคืน สุดทายนําไปไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 20 มิลลิโม

ลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได

วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

    3.3.3.2.3 การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน     

ไฮดรอกซีอะปาไทด (Hydroxyapatite) 

 

  แชไฮดรอกซีอะปาไทดใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH    

6.8 ที่อุณหภูมิหอง นาน 12 ชั่วโมง เทสวนน้ําใสพรอมเจลละเอียดทิ้ง ทําเชนนี้หลายๆ คร้ัง จนไมมี

เจลละเอียดแขวนลอยอยู นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยการดูดเอาอากาศออกประมาณ 20-

30 นาที บรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร สูง 9.5 เซนติเมตร 

ปริมาตรเจล 3.7 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ดวย

อัตราการไหล 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง นําเอนไซมที่ไดจากการผานคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ใน

ขอ 3.3.3.2.2 มาผานลงคอลัมน ชะโปรตีนที่ไมจับคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม จากนั้นจึงชะ

โปรตีนที่ถูกจับดวยไฮดรอกซีอะปาไทดออกจากคอลัมนโดยการเพิ่มความเขมขนจาก 20-500 

มิลลิโมลาร ของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 1.0 

มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่พบแอคติวิตีของเอนไซม

เขาดวยกนั ทําใหเขมขนขึ้นดวยวิธี concentrating centrifugation ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที 

วัดปริมาตร วิเคราะหปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซม 

 
3.3.3.3 การวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเปนวิธีที่

ดัดแปลงมาจาก Manin และคณะ (1994) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 

  25   ไมโครลิตร ของสารละลายพารา-ไนโตรฟนิล-แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

ไซด (p-nitrophenyl α-L-arabinofuranosidase) ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ที่ละลายอยูใน 

100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0  

   200 ไมโครลิตร ของ 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 
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   25   ไมโครลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

 บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 

มิลลิลิตร ของ 500 มิลลิโมลาร โซเดียมคารบอเนต ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปน

ผสม นําไปวัดปริมาณพารา-ไนโตรฟนอล ที่ถูกปลอยออกมาที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

กราฟมาตรฐานใชพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขนในชวง 0-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 1.3) 

1 หนวยของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย

พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด แลวใหพารา-ไนโตรฟนอลปริมาตร 1 ไมโคร

โมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทดลอง 

 
3.3.3.4 การศึกษาสมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Streptomyces sp. PC22 
 

3.3.3.4.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ในปริมาณที่

เทาๆ กัน ตามวิธีการในขอ 3.3.3.3 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการบมในชวง 35-80 องศา

เซลเซียส 

 

3.3.3.4.2. ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสในปริมาณที่

เทาๆ กัน ตามวิธีการในขอ 3.3.3.3 โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรในปฏิกิริยาใหอยู

ในชวงความเปนกรดดางตางๆ ดังนี้ 

โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอรในชวง 4.0-6.0 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอรในชวง 6.0-8.0 

ทริส ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอรในชวง 8.0-9.0 
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 3.3.4 การเตรียมแอซีติลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 
 
  3.3.4.1 การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 เพื่อผลิตแอซีติลเอสเทอเรส ภายใต

ภาวะที่เหมาะสม ตามรายงานของเวฬุรีย ทองคํา (2547) 
 
  เตรียมหัวเชื้อโดยถายสปอรแขวนลอยของเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ความ

เขมขน 2×108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริพติค

ซอยบรอท pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวด

สปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 

45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 ชั่วโมง จากนั้นถายหัวเชื้อ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน 

คอมเพล็กซ มีเดียม สําหรับผลิตแอซีติลเอสเทอเรส (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) pH 9.0 ปริมาตร 

30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบน

เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

3 วัน นําตัวอยางที่ไดมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและกากอาหารที่เหลือออกจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่

ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไป

วิเคราะหแอคติวิตีและปริมาณโปรตีนของแอซีติลเอสเทอเรส เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 

 

  3.3.4.2 การทําแอซีติลเอสเทอเรสใหบริสุทธิ์ ตามรายงานของวัชรี ชุณหกุล 

(2548) 

 

3.3.4.2.1 การทําแอซีติล เอสเทอเรสใหบ ริ สุทธิ์ โดยการตกตะกอนดวย

แอมโมเนียมซัลเฟต 

 

   นําสารละลายเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 3.3.4.1 มาตกตะกอนดวย

แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 30-90 เปอรเซ็นต พรอมทั้งกวนเบาๆ ดวยเครื่องกวนแมเหล็ก กวนสาร

แขวนลอยเอนไซมประมาณ 1-2 ชั่วโมง นําไปปนแยกตะกอนออกจากสวนน้ําใสดวยความเร็ว 

10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นละลายตะกอนโปรตีนที่ไดใน 50 มิลลิโมลาร ทริส 

บัฟเฟอร pH 7.5 ซึ่งเปนบัฟเฟอรที่เหมาะสมสําหรับการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน

แลกเปลี่ยนอิออนลบ โดยใชปริมาตรนอยที่สุดที่ละลายตะกอนไดหมดไดอะไลสขามคืนในบัฟเฟอร

ชนิดเดิม ครั้งสุดทายไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 50 มิลลิโมลาร ทริส 
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บัฟเฟอร pH 7.5 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนออก วัดปริมาตร 

วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรส 

 

  3.3.4.2.2 การทําแอซีติลเอสเทอเรสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนโครมาโทกราฟฟบน

แมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

 

    บรรจุแมคโคร-เพรบ ดีอีเออีที่แขวนลอยใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร 

pH 7.5 ลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 28 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 50 

มิลลิลิตร ผานสารละลาย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ลงในคอลัมน ปริมาตร 2-3 เทา

ของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆ ใสสารละลายเอนไซมที่ผานการ

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 30-90 เปอรเซ็นตจากขอ 3.3.4.2.1 ลงบนผิวหนาเจล ชะ

โปรตีนที่ไมถูกจับกับแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ออกดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม ติดตามโปรตีนโดย

การวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนมีคาใกลศูนย จากนั้นจึงชะโปรตีนที่

จับอยูกับเจล ออกโดยใช 0-1 โมลาร โซเดียมคลอไรดเกรเดียนทใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร 

pH 7.5 เก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 2.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรสและไซแลเนส

ในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมเอาลําดับสวนที่พบแอคติวิตีของแอซีติลลเอสเทอเรสเขาดวยกัน 

ทําใหตัวอยางเขมขนขึ้นโดยวิธี concentrating centrifugation ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที ดวย 

concentrator tube ซึ่งมีเมมเบรนที่มีการคัดขนาดโมเลกุล 10,000 ดาลตัน จากนั้นนําตัวอยางไป

ไดอะไลสใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เปนเวลาขามคืน สุดทายนําไป

ไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

6.8 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตี

ของแอซีติลเอสเทอเรส 

    

    3.3.4.2.3 การทําแอซีติลเอสเทอเรสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทด  

 

     บรรจุไฮดรอกซีอะปาไทดที่แขวนลอยใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต 

บัฟเฟอร pH 6.8ลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร สูง 9.5 เซนติเมตร ปริมาตร

เจล 3.7 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ดวยอัตรา

การไหล 15 มิลลิลิตรตอชั่วโมง นําเอนไซมที่ไดจากการผานคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออีจากขอ 

3.3.4.2.2 มาผานลงคอลัมน ชะโปรตีนที่ไมจับคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม จากนั้นจึงชะโปรตีนที่
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ถูกจับดวยไฮดรอกซีอะปาไทดออกจากคอลัมนโดยการเพิ่มความเขมขนจาก 20-500 มิลลิโมลาร 

ของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร 

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรสใน

แตละลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่พบแอคติวิตีของเอนไซมเขาดวยกัน ทําใหเขมขนขึ้นดวย

วิธี concentrating centrifugation ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที วัดปริมาตร วิเคราะหปริมาณ

โปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซม 

 
  3.3.4.3 การวิเคราะหแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรส 

 
   การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรสเปนวิธีที่ดัดแปลงมาจาก 

Kormelink และคณะ (1993) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย  

0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายพารา-ไนโตรฟนิล แอซีเตต (p-nitrophenyl acetate) 

ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ที่ละลายใน 50 เปอรเซ็นต เมธานอล 

 0.1  มิลลิลิตร ของ 0.5 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.5 

 0.3  มิลลิลิตร ของน้ํากลั่น 

 0.5  มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยแชใน

น้ําแข็งนาน 10 นาที นําไปวัดปริมาณพารา-ไนโตรฟนอลที่ถูกปลอยออกมาที่ความยาวคลื่น 405 

นาโนเมตร 

กราฟมาตรฐานใช พารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขนในชวง 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 1.4) 

1 หนวยของแอซีติลเอสเทอเรส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายพารา-ไนโตรฟนลิ แอซี

เตต แลวใหพารา-ไนโตรฟนอล 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทดลอง 

 
3.3.4.4 การศึกษาสมบัติของแอซีติลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 

 

3.3.4.4.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของแอซีติลเอสเทอเรส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรส ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตาม

วิธีการในขอ 3.3.4.3 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการบมในชวง 35-75 องศาเซลเซียส 
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3.3.4.4.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอซีติลเอสเทอเรส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรส ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตาม

วิธีการในขอ 3.3.4.3 โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรในปฏิกิริยาใหอยูในชวงความเปน

กรดดางตางๆดังนี้ 

โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอรในชวง 4.0-6.0 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอรในชวง 6.0-8.0 

ทริส ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอรในชวง 8.0-9.0 

 
  3.3.5 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 
 

 วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยนําสารละลายตัวอยาง 1.0 มิลลิลิตร มาเติมสารละลาย

ผสมC (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.3) 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 20 นาที 

แลวเติมสารละลาย D (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.4) 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

  คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum 

albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 
 

3.3.6 ผลของความเขมขนและระยะเวลาบมปฏิกิริยาของเอนไซมแตละชนิดตอ
การยอยสลายไซแลน 

 
3.3.6.1 ผลของความเขมขนของเอนไซมแตละชนิด 

 
แปรผันความเขมขนของเอนไซมแตละชนิด โดยทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 

3.3.1.3 ใหไซแลนจากเปลือกขาวโอตและจากไมเบิรชความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปน

สับสเตรต 

บมปฏิกิริยาเปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร

pH 6.0 ซึ่งเปนชวงอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่ทุกเอนไซมทํางานไดในเกณฑที่มี

ประสิทธิภาพสูง (Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000; Pinphanichakarn และคณะ, 

2004; วัชรี ชุณหกุล, 2548; ปนปญญา เรียงรุงโรจน, 2549) 
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คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของไซโลสความเขมขน 0-200 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 
 

 3.3.6.2 ผลของระยะเวลาตอการทํางานของเอนไซมแตละชนิด 
 

แปรผันเวลาที่ใชในการบมปฏิกิริยาของเอนไซมแตละชนิด โดยทําการทดลอง

เชนเดียวกับขอ 3.3.1.3 ใหไซแลนจากเปลือกขาวโอตและจากไมเบิรชความเขมขน 10 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตรเปนสับสเตรต และใชความเขมขนของเอนไซมที่เหมาะสมจากการทดลองในขอ 

3.3.6.1 

บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ซึ่งเปน

ชวงอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่ทุกเอนไซมทํางานไดในเกณฑที่มีประสิทธิภาพสูง 

(Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000; Pinphanichakarn และคณะ, 2004; วัชรี 

ชุณหกุล, 2548; ปนปญญา เรียงรุงโรจน, 2549) 

 คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของไซโลสความเขมขน 0-200 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 

 
  3.3.7 การทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน
ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลน และวัสดุทางการเกษตร 
 
 วัสดุทางการเกษตรที่ใชในการทดลองมีดังนี้ เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด รําขาวเจา 

ฟางขาวเจา ขี้เลื่อย ขุยมะพราว และชานออย โดยวัสดุเหลานี้ผานการอบแหง บด และรอนดวย

ตะแกรงขนาด 60 เมช 

 ทําการทดลองโดยใหไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช ไมบีช และวัสดุทางการ

เกษตรความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเปนสับสเตรต และใชภาวะที่เหมาะสมจากการ

ทดลองในขอ 3.3.6.1 และ 3.3.6.2 ซึ่งใน 1 มิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยามีสวนประกอบดังนี้ 

0.1 มิลลิลิตร ของสารละลายไซแลนความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่ง

ละลายใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

0.8 มิลลิลิตร ของ 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

0.1 มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซม (เอนไซมเดี่ยวหรือเอนไซมรวมที่ความเขมขน 

0.5 หนวยตอมิลลิลิตร) 
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 นําสวนผสมนี้ไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลว

หยุดปฏิกิริยาโดยตมในน้ําเดือด เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 10 นาที แลวนําสวนน้ําใสไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของไซโลส

ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 

 
3.3.8 ศึกษาลําดับการทํางานของเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลักและเอนไซมผสม

กลุมยอยสายกิ่ง 
  

โดยเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลักคือ ไซแลเนส II และบีตา-ไซโลสิเดส และเอนไซม

ผสมกลุมยอยสายกิ่งคือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและแอซีติลเอสเทอเรส 

 ทําการทดลองตามวิธีการของ Murashima และคณะ (2003) โดยใชไซแลนจาก

เปลือกขาวโอต ไมเบิรช ไมบีช และวัสดุทางการเกษตรคือ เปลือกขาวโพดและซังขาวโพด ความ

เขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนสับสเตรต และใชภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองในขอ 

3.3.6.1 และ 3.3.6.2 จากนั้นเปรียบเทียบการยอยสลายไซแลนโดยปฏิกิริยา simultaneous หรือ 

sequential ดังแสดงผังขั้นตอนการทําปฏิกิริยาดังนี้ 

 

ปฏิกิรยิา simultaneous  ปฏิกิรยิา sequential 

ปฏิกิรยิาที ่1 ปฏิกิรยิาที ่2  ปฏิกิรยิาที ่1 ปฏิกิรยิาที ่2 

XII+Xyl+AFase+AE          -  XII+Xyl AFase+AE 

ปฏิกิริยาควบคุมของ simultaneous  AFase+AE XII+Xyl 

XII         -  ปฏิกิริยาควบคุมของ sequential 

Xyl         -  XII+Xyl        - 

AFase         -         - XII+Xyl 

AE         -  AFase+AE        - 

        -         -         - AFase+AE 

 กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

   - แทน ไมเติมเอนไซม 
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 ใน 1 มิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยามีสวนประกอบดังนี้ 

0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายสับสเตรตความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร     

ซึ่งละลายใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

0.8  มิลลิลิตร ของ 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซม (เอนไซมเดี่ยวหรือเอนไซมรวมที่ความเขมขน 

0.5 หนวยตอมิลลิลิตร) 

นําสวนผสมที่เติมเอนไซมในปฏิกิริยาที่ 1 ไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดยตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นเติม

เอนไซมในปฏิกิริยาที่ 2 บมตอที่ภาวะเดียวกัน เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐาน

ของไซโลสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 เตรียมไซแลเนส II แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสจาก 
Streptomyces sp. PC22 และบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
 
 งานวิจัยนี้ศึกษาการทํางานรวมกันของเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนโดยใชไซแลเนส II 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ซึ่ง

เอนไซมทั้ง 3 อยูในกลุมที่สรางและถูกปลอยออกนอกเซลล (extracellular enzyme) ดังนั้นจึงตอง

ทําเอนไซมดังกลาวใหบริสุทธิ์กอน โดยไซแลเนส II ทําตามรายงานของ Wateewuthajarn และ 

Pinphanichakarn (2000) แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสทําตามรายงานของ ปนปญญา 

เรียงรุงโรจน (2549) และแอซีติลเอสเทอเรสทําตามรายงานของ วัชรี ชุณหกุล (2548) สวนบีตา-

ไซโลสิเดสเปนเอนไซมจาก Streptomyces sp. CH7 ซึ่งสรางและถูกเก็บไวในเซลล (intracellular 

cellular) จึงเตรียมเอนไซมนี้ในระดับ cell free extract ตามรายงานของ Pinphanichakarn และ

คณะ (2004) แอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมแตละชนิดที่เตรียมไดสรุปในตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1 แอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมแตละชนิด 

 

  ชนิดของเอนไซม   แอคติวิตีจําเพาะ (หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน) 

  

 ไซแลเนส II      7.06 

 บีตา-ไซโลสิเดส      1.24 

 แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส            12.97 

 แอซีติลเอสเทอเรส     9.03 
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4.2 สมบัติของไซแลเนส II แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรส
จาก Streptomyces sp. PC22 และบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
 
 ในการทํางานรวมกันของเอนไซมนั้น ถาจะใหไดประสิทธิภาพสูงสุดทุกเอนไซมควรทํางาน

อยูภายใตภาวะเหมาะสม ดังนั้นการทดลองนี้จึงนําเอนไซมที่เตรียมไดมาตรวจยืนยันภาวะ

เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละชนิด เพื่อเลือกภาวะที่ดีที่สุดที่ทุกเอนไซมสามารถ

ทํางานรวมกันไดอยางมีประสิทธิภาพ 

  
 4.2.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของเอนไซม 
 

 นําเอนไซมทุกชนิดที่ เตรียมไดจากขอ 4.1 มาทําปฏิกิริยาภายใตภาวะที่แปร

อุณหภูมิบมปฏิกิริยาตางๆ กัน ในชวงประมาณ 35 ถึง 80 องศาเซลเซียส ไดผลการทดลองแสดง

ดังรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของไซแลเนส II (     ) แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส (    ) และแอซีติลเอสเทอเรส (     ) จาก Streptomyces sp. PC22 และบีตา-ไซโลสิเดส (    ) 

จาก Streptomyces sp. CH7 

กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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จากรูปที่ 4.1 จะเห็นไดวาทุกเอนไซมมีชวงอุณหภูมิเหมาะสมในการทํางานอยูในชวงคาบ

เกี่ยวกันโดยที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พบวาเปนอุณหภูมิที่ไซแลเนส II ใหแอคติวิตีสูงสุด 

ขณะที่บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรส สามารถ

ทํางานไดมากกวา 90 เปอรเซ็นต ดังนั้นในการศึกษาการทํางานรวมกันของเอนไซมเหลานี้จึงจะ

เลือกใชอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในการบมปฏิกิริยา 
 
4.2.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของเอนไซม 

 

นําเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 4.1 มาหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางาน 

โดยการทําปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 และบมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส ไดผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.2 
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รูปที่ 4.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของไซแลเนส II (     ) แอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดส (     ) และแอซีติลเอสเทอเรส (     ) จาก Streptomyces sp. PC22 และบีตา-

ไซโลสิเดส (     ) จาก Streptomyces sp. CH7 

  กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 

 จากรูปที่ 4.2 จะเห็นไดวาที่คาความเปนกรดดาง 6.0 ของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร เปน

คาที่ไซแลเนส II และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหแอคติวิตีสูงสุด อยางไรก็ตามบีตา-
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ไซโลสิเดสและแอซีติลเอสเทอเรสสามารถทํางานไดมากกวา 90 เปอรเซ็นต ดังนั้นในการศึกษาการ

ทํางานรวมกันของเอนไซมจึงใชโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

 
4.3 ผลของความเขมขนและระยะเวลาบมปฏิกิริยาของเอนไซมแตละชนิดตอการยอย
สลายไซแลน 
 
 ในการทดลองนี้จะหาความเขมขนที่เหมาะสมของเอนไซมแตละชนิด และระยะเวลาบม

ปฏิกิริยาเมื่อใชสับสเตรตเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลติรของสารผสมปฏิกิริยา โดยสับสเตรตที่ใช

คือ ไซแลนจากเปลือกขาวโอตใชเปนตัวแทนไซแลนในกลุมไมเนื้อออนรวมทั้งจากเปลือกธัญพืช 

และไซแลนจากไมเบิรชใชเปนตัวแทนไซแลนในกลุมไมเนื้อแข็ง 
 
 4.3.1 ผลของความเขมขนของเอนไซมแตละชนิดตอการยอยสลายไซแลน 
 

  นําเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 4.1 มาหาความเขมขนที่เหมาะสมในการทํางาน

ของแตละเอนไซม โดยแปรผันความเขมขนในชวง 0-1 หนวยตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา ใน

การยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตและไมเบิรชที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ

สารผสมปฏิกิริยา ภายใตภาวะที่เหมาะสมคอืบมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในโซเดียม

ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ซึ่งเปนชวงอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่ทุกเอนไซมทํางานไดใน

เกณฑที่มีประสิทธิภาพสูง บมปฏิกิริยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.3-4.6 
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รูปที่ 4.3 ผลของความเขมขนของไซแลเนส II ตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) 

และไมเบิรช (    ) 
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รูปที่ 4.4 ผลของความเขมขนของบีตา-ไซโลสิเดสตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต(    ) 

และไมเบิรช (    ) 
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รูปที่ 4.5 ผลของความเขมขนของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอการยอยสลายไซแลนจาก 

เปลือกขาวโอต (    ) และไมเบิรช (    ) 
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รูปที่ 4.6 ผลของความเขมขนของแอซีติลเอสเทอเรสตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) 

และไมเบิรช (    ) 
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จากรูปที่ 4.3-4.6 พบวาทุกเอนไซมมีความเขมขนที่เหมาะสมที่ 0.5 หนวยตอมิลลิลิตรของ

สารผสมปฏิกิริยาในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตและไมเบิรชที่ความเขมขน 10 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา ภายใตภาวะดังกลาว 

 ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงใชเอนไซมแตละชนิดที่ความเขมขน 0.5 หนวยตอมิลลิลิตรของ

สารผสมปฏกิิริยา 

 

4.3.2 ผลของระยะเวลาบมปฏิกิริยาตอการยอยสลายไซแลนของเอนไซมแตละชนิด 
 

 นําเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 4.1 มาหาระยะเวลาบมปฏิกิริยาที่เหมาะสม โดยแปรผัน

ระยะเวลาบมปฏิกิริยาในชวง 0-72 นาที ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตและไมเบิรช 

ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา ภายใตอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

ในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.7-4.10 
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รูปที่ 4.7 ผลของระยะเวลาบมปฏิกิริยาตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) และไมเบิรช (    ) ของ

ไซแลเนส II 
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รูปที่ 4.8 ผลของระยะเวลาบมปฏิกิริยาตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) และไมเบิรช (    )  

ของบีตา-ไซโลสิเดส 
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รูปที่ 4.9 ผลของระยะเวลาบมปฏิกิริยาตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) และไมเบิรช (    ) ของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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รูปที่ 4.10 ผลของระยะเวลาบมปฏิกิริยาตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) และไมเบิรช (    ) 

ของแอซีติลเอสเทอเรส 

 
 จากรูปที่ 4.7-4.10 พบวาเอนไซมแตละชนิดยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตและไม

เบิรชที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา ไดสูงสุดเมื่อบมปฏิกิริยาเปน

เวลา 24 ชั่วโมง ภายใตภาวะดังกลาว 

 ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงใชเอนไซมแตละชนิดที่ความเขมขน 0.5 หนวยตอมิลลิลิตร

ของสารผสมปฏิกิริยา และบมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร 

pH 6.0 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 
4.4 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว
ราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสับสเตรต 
 
 จากขอมูลที่ไดจากผลการทดลองขางตน จึงไดนําเอนไซมทั้ง 4 ชนิด ที่ความเขมขนแตละ

ชนิดเทากับ 0.5 หนวยตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา มาทํางานรวมกันในการยอยสับสเตรต 

ชนิดตางๆ ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา ไดแก ไซแลนจากเปลือก

ขาวโอต ไมเบิรช ไมบีช และวัสดุทางการเกษตรไดแก เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด รําขาวเจา ฟาง

ขาวเจา ข้ีเลื่อย ขุยมะพราว และชานออย โดยบมปฏิกิริยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส ในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ซึ่งเปนภาวะเหมาะสมรวมกันของทุกเอนไซม 
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 ผลการทดลองในตารางที่ 4.2-4.11 พบวาทุกสับสเตรตใหผลสอดคลองกันคือ น้ําตาล

รีดิวซที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายสับสเตรตในปฏิกิริยาที่มีทุกเอนไซมอยูรวมกันมีคาสูงกวาผลรวม

ของน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเพียงชนิดเดียว ซ่ึงไดแสดงไวในรูปของจํานวนเทา

ของน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึน ขอมูลนี้ไดแสดงใหเห็นวาเอนไซมกลุมนี้ทํางานรวมกันแบบ synergistic 

action 

 เมื่อพิจารณาจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวัสดุทางการเกษตรซึ่งไดแก รํา

ขาวเจา ฟางขาวเจา ข้ีเลื่อย ขุยมะพราว และชานออย พบวามีปริมาณต่ํากวาที่ไดจากเปลือก

ขาวโพดและซังขาวโพดคอนขางมาก ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากวัสดุเหลานี้มีเฮมิเซลลูโลสเปน

องคประกอบในปริมาณคอนขางต่ํา ดังนั้นในการศึกษาตอไปถึงลําดับการทํางานของเอนไซมยอย

สายหลัก และเอนไซมยอยสายกิ่ง จึงเลือกเฉพาะไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช ไมบีช และ

วัสดุทางการเกษตรคือ เปลือกขาวโพดและซังขาวโพดมาใชเปนสับสเตรตตอไป 
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ตารางที่ 4.2 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต 

 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน  

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 
XII 3.132±0.124 - - 

Xyl 0.671±0.039 - - 

AFase 0.374±0.012 - - 

AE 0.062±0.003 - - 

XII+Xyl 4.162±0.121 3.803 1.09 

XII+AFase 3.621±0.130 3.506 1.03 

XII+AE 3.288±0.109 3.194 1.03 

XII+Xyl+AFase 4.878±0.173 4.177 1.17 

XII+Xyl+AE 4.530±0.145 3.865 1.17 

XII+Xyl+AFase+AE 5.272±0.191 4.239 1.24 

Xyl+AFase 1.066±0.030 - - 

Xyl+AE 0.754±0.021 - - 

AFase+AE 0.426±0.013 - - 

Xyl+AFase+AE 1.104±0.042 - - 

XII+AFase+AE 3.728±0.138 3.568 1.04 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.3 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากไมเบิรช  
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 
XII 3.325±0.141 - - 

Xyl 0.752±0.035 - - 

AFase 0.076±0.004 - - 

AE 0.303±0.020 - - 

XII+Xyl 4.213±0.147 4.077 1.03 

XII+AFase 3.433±0.135 3.401 1.01 

XII+AE 3.852±0.179 3.628 1.06 

XII+Xyl+AFase 4.737±0.173 4.153 1.14 

XII+Xyl+AE 5.072±0.134 4.380 1.16 

XII+Xyl+AFase+AE 5.597±0.150 4.456 1.26 

Xyl+AFase 0.831±0.027 - - 

Xyl+AE 1.304±0.052 - - 

AFase+AE 0.481±0.017 - - 

Xyl+AFase+AE 1.152±0.053 - - 

XII+AFase+AE 3.851±0.105 3.695 1.04 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.4 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากไมบีช  

 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 
XII 3.293±0.152 - - 

Xyl 0.733±0.034 - - 

AFase 0.170±0.009 - - 

AE 0.351±0.013 - - 

XII+Xyl 4.462±0.190 4.026 1.11 

XII+AFase 3.732±0.174 3.463 1.08 

XII+AE 3.960±0.164 3.644 1.09 

XII+Xyl+AFase 4.616±0.215 4.196 1.10 

XII+Xyl+AE 4.894±0.197 4.377 1.12 

XII+Xyl+AFase+AE 5.592±0.251 4.547 1.23 

Xyl+AFase 0.950±0.022 - - 

Xyl+AE 1.173±0.042 - - 

AFase+AE 0.681±0.012 - - 

Xyl+AFase+AE 1.351±0.060 - - 

XII+AFase+AE 4.061±0.183 3.814 1.06 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.5 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโพด 

 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 1.274±0.036 - - 

Xyl 0.213±0.010 - - 

AFase 0.102±0.004 - - 

AE 0.115±0.003 - - 

XII+Xyl 1.636±0.049 1.487 1.10 

XII+AFase 1.428±0.050 1.376 1.04 

XII+AE 1.478±0.062 1.389 1.06 

XII+Xyl+AFase 1.726±0.046 1.589 1.09 

XII+Xyl+AE 1.824±0.055 1.602 1.14 

XII+Xyl+AFase+AE 2.048±0.072 1.704 1.21 

Xyl+AFase 0.552±0.028 - - 

Xyl+AE 0.575±0.017 - - 

AFase+AE 0.258±0.013 - - 

Xyl+AFase+AE 0.622±0.022 - - 

XII+AFase+AE 1.579±0.052 1.491 1.06 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.6 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากซังขาวโพด  
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 0.612±0.019 - - 

Xyl 0.173±0.008 - - 

AFase 0.074±0.002 - - 

AE 0.082±0.002 - - 

XII+Xyl 0.864±0.020 0.785 1.10 

XII+AFase 0.705±0.019 0.686 1.03 

XII+AE 0.738±0.021 0.694 1.06 

XII+Xyl+AFase 0.981±0.043 0.859 1.14 

XII+Xyl+AE 1.103±0.050 0.867 1.27 

XII+Xyl+AFase+AE 1.234±0.035 0.941 1.31 

Xyl+AFase 0.175±0.004 - - 

Xyl+AE 0.182±0.005 - - 

AFase+AE 0.150±0.007 - - 

Xyl+AFase+AE 0.263±0.010 - - 

XII+AFase+AE 0.839±0.032 0.768 1.09 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.7 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากรําขาวเจา 

 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 30±0.81 - - 

Xyl   8±0.40 - - 

AFase   2±0.19 - - 

AE   3±0.12 - - 

XII+Xyl 44±1.20 38 1.16 

XII+AFase 34±1.54 32 1.06 

XII+AE 35±1.22 33 1.06 

XII+Xyl+AFase 51±1.55 40 1.28 

XII+Xyl+AE 54±1.78 41 1.32 

XII+Xyl+AFase+AE 61±1.95 43 1.42 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.8 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบโินฟว

ราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากฟางขาวเจา 
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั 

ไซโลส (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 44±1.82 - - 

Xyl 10±0.26 - - 

AFase   6±0.21 - - 

AE   8±0.35 - - 

XII+Xyl 62±1.95 54 1.15 

XII+AFase 52±1.78 50 1.04 

XII+AE 55±1.59 52 1.06 

XII+Xyl+AFase 67±2.35 60 1.12 

XII+Xyl+AE 71±2.55 62 1.15 

XII+Xyl+AFase+AE 85±3.01 68 1.25 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.9 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบโินฟว

ราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากขี้เลื่อย 
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 32±1.46 - - 

Xyl   7±0.25 - - 

AFase   3±0.07 - - 

AE   5±0.14 - - 

XII+Xyl 43±1.15 39 1.10 

XII+AFase 40±1.28 36 1.11 

XII+AE 42±1.12 37 1.14 

XII+Xyl+AFase 48±1.04 42 1.14 

XII+Xyl+AE 52±1.64 44 1.18 

XII+Xyl+AFase+AE 63±2.15 47 1.34 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.10 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากขุยมะพราว 
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 35±1.25 - - 

Xyl 21±0.95 - - 

AFase 12±0.54 - - 

AE 15±0.57 - - 

XII+Xyl 70±2.51 56 1.25 

XII+AFase 54±1.70 47 1.15 

XII+AE 58±1.91 50 1.16 

XII+Xyl+AFase 80±2.01 68 1.18 

XII+Xyl+AE 87±2.35 71 1.23 

XII+Xyl+AFase+AE 104±2.24 83 1.25 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.11 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากชานออย 
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

 คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 23±1.05 - - 

Xyl   9±0.35 - - 

AFase   5±0.15 - - 

AE   6±0.18 - - 

XII+Xyl 37±1.74 32 1.16 

XII+AFase 31±1.26 28 1.11 

XII+AE 33±0.85 29 1.14 

XII+Xyl+AFase 42±1.10 37 1.14 

XII+Xyl+AE 46±1.92 38 1.21 

XII+Xyl+AFase+AE 54±1.78 43 1.26 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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4.5 ผลของลําดับการทํางานของเอนไซมผสมกลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสม
กลุมยอยสายกิ่ง 
  

 การทดลองนี้ศึกษาลําดับการทํางานของเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลักคือ ไซแลเนส II 

และบีตา-ไซโลสิเดส กับเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งคือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและ

แอซีติลเอสเทอเรส สําหรับสับสเตรตที่ใชในการทดลองคือ ไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช    

และไมบีช และวัสดุทางการเกษตรคือ เปลือกขาวโพดและซังขาวโพด  

ไดทําการทดลองเปนปฏิกิริยา sequential ซึ่งประกอบดวยปฏิกิริยา 2 ขั้นตอน โดยเติม

เอนไซมผสมทั้ง 2 กลุม ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.12-4.16 พรอมกันนี้ไดเปรียบเทียบกับ

การทําปฏิกิริยา simultaneous ซึ่งมีเอนไซมทั้ง 2 กลุม รวม 4 ชนิด อยูรวมกัน จากผลการทดลอง

ที่ไดพบวาทุกสับสเตรตใหขอมูลสอดคลองกันคือ ปฏิกิริยา sequential ทั้ง 2 กรณี ไดแก เอนไซม

ผสมกลุมยอยสายหลักหรือกลุมยอยสายกิ่งที่ถูกกําหนดใหอยูในปฏิกิริยาแรก สามารถยอยสลาย

สับสเตรตแลวใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาปฏิกิริยา simultaneous ซึ่งไดแสดงเปนจํานวนเทา

ของน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจากปฏิกิริยา sequential/simultaneous นอกจากนี้ยังพบวาปฏิกิริยาที่

ใหประสิทธิภาพสูงสุดคือ ปฏิกิริยาที่กําหนดใหกลุมเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งอยูในขั้นตอนแรก 

 อนึ่งเมื่อพิจารณาจากจํานวนเทาที่เพิ่มข้ึนของน้ําตาลรีดิวซเมื่อเทียบกับคาที่คาดวาจะได

จากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว ทั้งจากปฏิกิริยา simultaneous และ sequential กับทุก

สับสเตรตยืนยันวาเอนไซมเหลานี้มีการทํางานแบบ synergistic action 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 60

ตารางที่ 4.12 เปรียบเทียบระหวางปฏิกิริยา simultaneous และ sequential ของเอนไซมผสม

กลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งในการยอยสลายไซแลนจาก         

เปลือกขาวโอต 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ *น้ําตาลรีดิวซ น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจาก 

เอนไซม เทียบเทากับไซโลส ที่เพิ่มขึ้น ปฏิกิริยา sequential/ 

ปฏิกิริยาที่ 1 ปฏิกิริยาที่ 2  (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  (เทา)  simultaneous (เทา) 

ปฏิกิริยา simultaneous     

XII+Xyl+AFase+AE  - 5.290±0.156 1.23  

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ simultaneous   

XII - 3.158±0.073   

Xyl - 0.718±0.015   

AFase - 0.345±0.009   

AE - 0.068±0.005     

ปฏิกิริยา sequential    

XII+Xyl AFase+AE 6.127±0.157 1.27 1.16 

AFase+AE XII+Xyl 6.418±0.171 1.34 1.21 

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ sequential    

XII+Xyl - 4.381±0.093   

        - XII+Xyl 4.292±0.103   

AFase+AE - 0.482±0.018   

        - AFase+AE 0.445±0.015   

        - - 0     

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

   - แทน ไมเติมเอนไซม 
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ตารางที่ 4.13 เปรียบเทียบระหวางปฏิกิริยา simultaneous และ sequential ของเอนไซมผสม

กลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งในการยอยสลายไซแลนจากไมเบิรช 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ *น้ําตาลรีดิวซ น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจาก 

เอนไซม เทียบเทากับไซโลส ที่เพิ่มขึ้น ปฏิกิริยา sequential/ 

ปฏิกิริยาที่ 1 ปฏิกิริยาที่ 2  (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  (เทา)  simultaneous (เทา) 

ปฏิกิริยา simultaneous       

XII+Xyl+AFase+AE  - 5.749±0.176 1.21  

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ simultaneous   

XII - 3.363±0.152   

Xyl - 0.733±0.014   

AFase - 0.079±0.004   

AE - 0.318±0.009     

ปฏิกิริยา sequential       

XII+Xyl AFase+AE 6.245±0.159 1.26 1.09 

AFase+AE XII+Xyl 6.389±0.175 1.33 1.11 

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ sequential    

XII+Xyl - 4.482±0.104   

        - XII+Xyl 4.336±0.099   

AFase+AE - 0.455±0.017   

        - AFase+AE 0.455±0.029   

        - - 0     

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

- แทน ไมเติมเอนไซม 
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ตารางที่ 4.14 เปรียบเทียบระหวางปฏิกิริยา simultaneous และ sequential ของเอนไซมผสม

กลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งในการยอยสลายไซแลนจากไมบีช 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ *น้ําตาลรีดิวซ น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจาก 

เอนไซม เทียบเทากับไซโลส ที่เพิ่มขึ้น ปฏิกิริยา sequential/ 

ปฏิกิริยาที่ 1 ปฏิกิริยาที่ 2  (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  (เทา)  simultaneous (เทา) 

ปฏิกิริยา simultaneous       

XII+Xyl+AFase+AE  - 5.746±0.182 1.21  

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ simultaneous   

XII - 3.345±0.087   

Xyl - 0.767±0.026   

AFase - 0.164±0.014   

AE - 0.377±0.018     

ปฏิกิริยา sequential       

XII+Xyl AFase+AE 6.073±0.201 1.27 1.08 

AFase+AE XII+Xyl 6.300±0.197 1.32 1.12 

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ sequential    

XII+Xyl - 4.264±0.123   

        - XII+Xyl 4.255±0.103   

AFase+AE - 0.527±0.021   

        - AFase+AE 0.519±0.019   

        - - 0     

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

   - แทน ไมเติมเอนไซม 
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ตารางที่ 4.15 เปรียบเทียบระหวางปฏิกิริยา simultaneous และ sequential ของเอนไซมผสม

กลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งในการยอยสลายไซแลนจาก         

เปลือกขาวโพด 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ *น้ําตาลรีดิวซ น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจาก 

เอนไซม เทียบเทากับไซโลส ที่เพิ่มขึ้น ปฏิกิริยา sequential/ 

ปฏิกิริยาที่ 1 ปฏิกิริยาที่ 2  (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  (เทา)  simultaneous (เทา) 

ปฏิกิริยา simultaneous       

XII+Xyl+AFase+AE  - 2.051±0.046 1.21  

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ simultaneous   

XII - 1.243±0.036   

Xyl - 0.226±0.013   

AFase - 0.104±0.004   

AE - 0.116±0.002     

ปฏิกิริยา sequential       

XII+Xyl AFase+AE 2.155±0.049 1.23 1.05 

AFase+AE XII+Xyl 2.218±0.054 1.26 1.08 

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ sequential    

XII+Xyl - 1.541±0.045   

        - XII+Xyl 1.527±0.038   

AFase+AE - 0.227±0.009   

        - AFase+AE 0.209±0.005   

        - - 0.047±0.001     

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

   - แทน ไมเติมเอนไซม 
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ตารางที ่ 4.16 เปรียบเทยีบระหวางปฏิกริิยา simultaneous และ sequential ของเอนไซมผสม

กลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่ง ในการยอยสลายไซแลนจากซงัขาวโพด 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ *น้ําตาลรีดิวซ น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจาก 

เอนไซม เทียบเทากับไซโลส ที่เพิ่มขึ้น ปฏิกิริยา sequential/ 

ปฏิกิริยาที่ 1 ปฏิกิริยาที่ 2  (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  (เทา)  simultaneous (เทา) 

Simultaneous reaction       

XII+Xyl+AFase+AE  - 1.264±0.031 1.33  

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ simultaneous   

XII - 0.592±0.013   

Xyl - 0.174±0.012   

AFase - 0.088±0.001   

AE - 0.093±0.003     

ปฏิกิริยา sequential       

XII+Xyl AFase+AE 1.682±0.045 1.48 1.33 

AFase+AE XII+Xyl 1.727±0.056 1.51 1.36 

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ sequential    

XII+Xyl - 0.905±0.022   

        - XII+Xyl 0.898±0.019   

AFase+AE - 0.245±0.008   

        - AFase+AE 0.227±0.005   

        - - 0.011±0.002     

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

   - แทน ไมเติมเอนไซม 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

Streptomyces sp. PC22 และ Streptomyces sp. CH7 เปนจุลินทรียที่แยกไดจากแหลง

ดินในประเทศไทยที่สามารถผลิตเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนได (Ungchaithum และ 

Pinphanichakarn, 1998) พบวา Streptomyces sp. PC22 สามารถเจริญไดดีที่ 45 องศา

เซลเซียส คาความเปนกรดดาง 9.0 และผลิตไซแลเนสไดสูงคือ 14.68 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยง

เชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง และตอมา Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn (2000) ไดทํา       

ไซแลเนสจาก Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์ พบวาสามารถแยกเอนไซมได 2 ชนิดคือ      

ไซแลเนส I และไซแลเนส II โดยไซแลเนส I เปนเอนไซมที่เชื้อสรางขึ้นเปนสวนนอย มีอุณหภูมิและ

คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานคือ 60 องศาเซลเซียส และ 5.5-ตามลําดับ สวน   

ไซแลเนส II เปนเอนไซมหลัก มีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานคือ 60 

องศาเซลเซียส และ 5.5-6.0 ตามลําดับ สําหรับ Streptomyces sp. CH7 สามารถเจริญไดดีที่ 

40 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 7.0 และมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตบีตา-ไซโลสิเดส ซึ่ง

มีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 0.9 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่ง

เอนไซมนี้มีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานคือ 55 องศาเซลเซียส และ 

6.5 ตามลําดับ (Pinphanichakarn และคณะ, 2004) 

นอกจากนีย้ังพบวา Streptomyces sp. PC22 สรางเอนไซมยอยสายกิง่ของไซแลนที่ม ี 

แอคติวิตีสูงไดแก แอซีติลเอสเทอเรส (เวฬุรีย ทองคํา, 2547 และวัชรี ชุณหกุล, 2548) และ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (วิชตุา เหลาเรืองธนา, 2547 และปนปญญา เรียงรุงโรจน, 

2549) โดยวัชรี ชุณหกุล (2548) ไดทําแอซีติลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ให

บริสุทธิ์ พบวาเอนไซมชนิดนี้สามารถแยกออกจากไซแลเนส II ไดในขั้นตอนการใหบริสุทธิ์โดย

คอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทด และมีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานคอื 

50 องศาเซลเซียส และ 6.5 ตามลําดับ 

และตอมาปนปญญา เรียงรุงโรจน (2549) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก

Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์ พบวาเอนไซมชนดินี้สามารถแยกออกจากไซแลเนส II ไดใน

ขั้นตอนการทาํใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทดเชนเดียวกับแอซีติลเอสเทอเรส และมี

อุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานคือ 65 องศาเซลเซยีส และ 6.0 

ตามลําดับ 
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งานวิจยันี้ศึกษาการทํางานรวมกันของเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนในการยอยไซแลน

บริสุทธิ์ซึ่งไดมาจากทางการคาไดแก ไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช และไมบีช (Sigma, USA) 

และวัสดุทางการเกษตรที่มีไซแลนเปนองคประกอบ 

ในการทํางานรวมกันของเอนไซมยอยสลายไซแลนนั้นภาวะที่เหมาะสมตอการทํางาน

รวมกันของเอนไซมเหลานี้มีบทบาทสําคัญที่จะทําใหการยอยไซแลนหรือวัสดุทางการเกษตรที่มีไซ

แลนเปนองคประกอบมีประสิทธิภาพสูงสุด และจากผลการเปรียบเทียบผลของอุณหภูมิและคา

ความเปนกรดดางตอการทํางานของแตละเอนไซม ดังแสดงในรูปที่ 4.2 และ 4.3 พบวามีคาคาบ

เกี่ยวกัน ซึ่งไดสรุปอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละ

ชนิดไวในตารางที่ 5.1 พบวาที่ 60 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางที่ 6.0 นาจะเปนภาวะ

ที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการทํางานรวมกันของทุกเอนไซมเพราะที่ภาวะนี้ไซแลเนส II ซึ่งเปน

เอนไซมหลักในการยอยสายหลักของไซแลนทํางานได 100 เปอรเซ็นต ขณะที่เอนไซมอ่ืนๆ ยังคง

ทํางานไดสูงถึงประมาณ 90 เปอรเซ็นต และที่คาความเปนกรดดาง 6.0 แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดสทํางานได 100 เปอรเซ็นต เชนกัน ขณะที่เอนไซมที่เหลืออีก 2 ชนิด ทํางานไดถึง 90 

เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงเลือกภาวะดังกลาวเปนภาวะเดียวสําหรับการบมปฏิกิริยาการยอยสลาย      

ไซแลนหรือวัสดุทางการเกษตร เมื่อใหเอนไซมเหลานี้ทํางานรวมกัน ทั้งนี้ S∅rensen และคณะ 

(2007) รายงานการยอยอะราบิโนไซแลนจากขาวสาลีโดยปฏิกิริยา sequential โดยใชเอนไซมทาง

การคา 2 ชนิดคือ Ultraflo L และ Celluclast 1.5 L ซึ่งทั้ง 2 ชนิดนี้เปนเอนไซมผสมที่ประกอบดวย 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ไซแลเนส และบีตา-ไซโลสิเดส แตที่ความเขมขนของแตละ

เอนไซมแตกตางกัน นอกจากนั้นแตละเอนไซมมีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมใน

การทํางานแตกตางกันเล็กนอย ผูวิจัยพบวาการทําปฏิกิริยาภายใตภาวะเดียวกันของทุกเอนไซม

ใหประสิทธิภาพการยอยดีกวาการแปรภาวะใหเหมาะสมสําหรับแตละเอนไซมที่เติมลงไป

ตามลําดับ (sequential) 
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ตารางที่ 5.1 สรุปอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมยอย

สลายไซแลนแตละชนิด 

 

ภาวะที่เหมาะสม  

เอนไซม 

 

แหลงของเอนไซม อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

คาความเปน

กรดดาง 

ไซแลเนส II 

บีตา-ไซโลสิเดส 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

แอซีติลเอสเทอเรส 

Streptomyces sp. PC22 

Streptomyces sp. CH7 

Streptomyces sp. PC22 

Streptomyces sp. PC22 

60 

55 

65 

50 

6.0 

6.5 

6.0 

6.5 

 

ในการทดลองนี้ศึกษาการทํางานรวมกันของไซแลเนส II แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสและแอซีติลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 และบีตา-ไซโลสิเดสจาก 

Streptomyces sp. CH7 ในการยอยไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช ไมบีช และวัสดุทางการ

เกษตร (เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด รําขาวเจา ฟางขาวเจา ข้ีเลื่อย ขุยมะพราว และชานออย) 

จากผลการทดลองพบวาเมื่อใชเอนไซมทั้ง 4 ชนิด ทํางานรวมกันจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพ

การยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช และไมบีช ทําใหไดน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 1.24 

1.26 และ 1.23 เทา ตามลําดับ เมื่อเทียบกับคาน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากผลรวมเม่ือใชแตละเอนไซม

เดี่ยว และในการยอยสลายวัสดุทางการเกษตร (เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด รําขาวเจา ฟางขาวเจา 

ขี้เลื่อย ขุยมะพราว และชานออย) ทําใหไดน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 1.21, 1.31, 1.42, 1.25, 1.34, 

1.25 และ 1.26 เทา ตามลําดับ จะเห็นไดวาการทํางานรวมกันของเอนไซมทั้ง 4 ชนิดไดผลดีกวา

การใชเอนไซมชนิดเดียว ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Poutanen และคณะ (1990) ที่ศึกษาการ

ทํางานรวมกันของไซแลเนสกับแอซีติลเอสเทอเรสจาก Trichoderma reesei และ Kormelink และ

คณะ (1993) ที่รายงานวาเมื่อนําไซแลนจากไมเบิรชมาบมกับแอซีติลเอสเทอเรสจาก Aspergillus 

niger เปนเวลา 1 ชั่วโมง พบวาเอนไซมมีความสามารถสูงในการยอยหมูแอซีติล ไดผลิตภัณฑเปน

กรดแอซีติก 62 เปอรเซ็นต (กําหนดใหปริมาณหมูแอซีติลทั้งหมดในสับสเตรทเทากับ 100 

เปอรเซ็นต) จากนั้นบมตอดวยเอนโดไซแลเนส I จาก Aspergillus awamori นาน 1 ชั่วโมง พบวา

ใหผลิตภัณฑ คือ ไซโลโอลิโกเมอรตางๆ เพิ่มข้ึน 5 เทา และเมื่อบมตอเปนเวลานาน 24 ชั่วโมง 

พบวาใหไซโลโอลิโกเมอรและไซโลสเพิ่มข้ึนเปน 66 และ 4 เทา ตามลําดับ โดยเปรียบเทียบกับบม

ปฏิกิริยาในเอนโดไซแลเนส I เพียงชนิดเดียวนาน 1 ชั่วโมง และเมื่อนําไซแลนจากไมเบิรชที่ถูกดึง
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หมูแอซีติลออกแลวโดยแอซีติลเอสเทอเรสมาบมกับบีตา-ไซโลสิเดส นาน 24 ชั่วโมง ไดไซโลส

เพิ่มข้ึน 1.7 เทา 

อยางไรก็ตามในงานวิจัยนี้พบวาการยอยสลายไซแลนจากรําขาวเจา ฟางขาวเจา ขี้เลื่อย 

ขุยมะพราว และชานออยไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพียงเล็กนอย ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากวัสดุเหลานี้มี

เฮมิเซลลูโลสเปนองคประกอบอยูในปริมาณคอนขางต่ํา เมื่อเทียบกับเปลือกขาวโพดและซัง

ขาวโพด ดังแสดงในตารางที่ 5.2 สวนไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรชและไมบีชนั้น เปนไซแลน

ที่ผานกรรมวิธีใหบริสุทธิ์บางสวนแลว 

 

ตารางที่ 5.2 องคประกอบของวสัดุทางการเกษตร  

 

องคประกอบ (เปอรเซ็นต) 

วัสดุทางการเกษตร เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนนิ เอกสารอางอิง 

เปลือกขาวโพด (corn husk) 38.2 44.5 6.6 Barl และคณะ (1991) 

ซังขาวโพด (corn cob)  35 34.8 12.8 Yang และคณะ (2005) 

รําขาวเจา (rice bran) 8.3 17.58 2.38 เนริสา คุณประทุม (2543) 

ฟางขาวเจา (rice straw) 35 25 12 Saha (2003) 

ชานออย (bagasse) 44 23 20 Dueñas และคณะ (1995) 

 

งานวิจัยนี้ยังไดศึกษาลําดับการทํางาน (sequential) ของเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลัก

และกลุมยอยสายกิ่งในการยอยสลายไซแลนเมื่อใชสับสเตรตตางๆ ดังนี้ ไซแลนบริสุทธิ์จากเปลือก

ขาวโอต ไมเบิรช และไมบีช วัสดุทางการเกษตรไดแก เปลือกขาวโพดและซังขาวโพด โดยเอนไซม

ผสมกลุมยอยสายหลกัคือ ไซแลเนส II และบีตา-ไซโลสิเดส และเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งคือ 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและแอซีติลเอสเทอเรส เปรียบเทียบกับการทํางานรวมกันใน

ปฏิกิริยาเดียวกัน (simultaneous) ซึ่งสรุปผลของประสิทธิภาพการยอยสับสเตรตในตารางที่ 5.3 
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ตารางที่ 5.3 สรุปประสิทธิภาพการยอยสลายไซแลนจากสับสเตรตตางๆ ดวยปฏิกิริยา 

simultaneous และ sequential 

สับสเตรต(1) ปฏิกิริยา ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ การยอยสลายไซแลน(2) 

(เปอรเซ็นตของไซแลน)   (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) (เปอรเซ็นต) 

ไซแลนจากเปลือกขาวโอต Simultaneous   

(100%) XII+Xyl+AFase+AE 5.290±0.156 52.90 

 Sequential   

 XII+Xyl/AFase+AE 6.127±0.157 61.27 

 AFase+AE/XII+Xyl 6.418±0.171 64.18 

ไซแลนจากไมเบิรช Simultaneous    

(100%) XII+Xyl+AFase+AE 5.749±0.176 57.49 

 Sequential   

 XII+Xyl/AFase+AE 6.245±0.159 62.45 

 AFase+AE/XII+Xyl 6.389±0.175 63.89 

ไซแลนจากไมบีช Simultaneous   

(100%) XII+Xyl+AFase+AE 5.746±0.182 57.46 

 Sequential   

 XII+Xyl/AFase+AE 6.073±0.201 60.73 

 AFase+AE/XII+Xyl 6.300±0.197 63.00 

เปลือกขาวโพด Simultaneous   

(44.5%) XII+Xyl+AFase+AE 2.051±0.046 46.09 

 Sequential   

 XII+Xyl/AFase+AE 2.155±0.049 48.43 

 AFase+AE/XII+Xyl 2.218±0.054 49.84 

ซังขาวโพด Simultaneous   

(34.8%) XII+Xyl+AFase+AE 1.264±0.031 36.32 

 Sequential   

 XII+Xyl/AFase+AE 1.682±0.045 48.33 

 AFase+AE/XII+Xyl 1.727±0.056 49.63 
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กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

  Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

  AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

  AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
(1) ความเขมขนของสับสเตรตเทากับ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา 
(2) เทียบกับปริมาณไซแลนในสับสเตรต (Kambourova และคณะ, 2006) 

XII+Xyl+AFase+AE คือปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมทั้ง 4 ชนิดทํางานรวมกัน (Simultaneous) 

XII+Xyl/AFase+AE คือปฏิกิริยาที่ทํางานตามลําดับโดยใชเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลัก

แลวตามดวยเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่ง (Sequential) 

AFase+AE/XII+Xyl คือปฏิกิริยาที่ทํางานตามลําดับโดยใชเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งแลว

ตามดวยเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลัก (Sequential) 

 

จากตารางท่ี 5.3 จะเห็นไดวาปฏิกิริยา sequential ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวา

ปฏิกิริยา simultaneous ของเอนไซมทั้ง 4 ชนิดในการยอยสับสเตรตดังกลาว โดยสามารถยอย

สลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช และไมบีช ไดมากกวา 50 เปอรเซ็นต และยอยสลาย    

ไซแลนจากเปลือกขาวโพดและซังขาวโพดไดเกือบ 50 เปอรเซ็นต ซึ่งในการยอยสลายสับสเตรตทุก

ชนิดพบวาเมื่อใหเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งทํางานกอนเปนลําดับแรกแลวตามดวยเอนไซมผสม

กลุมยอยสายหลักจะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากที่สุด ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Rahman และ

คณะ (2003) ที่ศึกษาบทบาทของไซแลเนส แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและบีตา-ไซโลสิ

เดสจาก Penicllium sp. AHT-1 ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาลําดับในการ

ทําปฏิกิริยาของเอนไซมในการยอยสลายไซแลนจะเริ่มจากแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

ตามดวยไซแลเนส และสุดทายคือบีตา-ไซโลสิเดส และ Puls และคณะ (1991) ที่ศึกษาลําดับการ

ยอยแอซีติล-4-โอ-เมธิลกลูคูโรโนไซแลนจากไมบีชดวยเอนไซมตางๆ โดยเมื่อนํามายอยดวยแอซี

ติลเอสเทอเรสรวมกบัไซแลเนส พบวาเมื่อบมแอซีติลเอสเทอเรสกอนแลวตามดวยไซแลเนส จะได

ปริมาณไซโลสมากที่สุด เมื่อเทียบกับการบมดวยไซแลเนสกอนแลวตามดวยแอซีติลเอสเทอเรส 

หรือใชเอนไซมทั้งสองชนิดทํางานพรอมกัน 

สําหรับการยอยเฮมิเซลลูโลสจากวัสดุทางการเกษตรนั้นมีรายงานจาก Gattinger และ

คณะ (1990) วาไมสามารถยอยสลายซังขาวโพดได เมื่อใชไซแลเนสจาก Trichoderma reesei 

ขณะที่มีรายงานอื่นๆ ถึงการยอยสลายเฮมิเซลลูโลสจากขาวโพดได (corn residue หรือ corn 

fiber) แตวัสดุทางการเกษตรนี้ตองผานขั้นตอนทางเคมีหรือกายภาพที่คอนขางรุนแรงกอนการยอย

ดวยเอนไซม เชน สกัดดวยดาง (alkaline extraction) (Yoon และคณะ, 2006) สกัดดวยน้ํา หรือ
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น้ํารอน (Yang และคณะ, 2005 และ Dien และคณะ, 2006) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเปนงานแรกที่

แสดงใหเห็นวาสามารถยอยเฮมิเซลลูโลสในเปลือกขาวโพดหรือซังขาวโพดไดอยางมีประสิทธิภาพ

โดยการเตรียมวัสดุตั้งตนเพียงการบดและรอนใหไดขนาดเหมาะสมโดยไมตองผานขั้นตอนทาง

เคมีหรือกายภาพอื่น ซึ่งเปนวิธีที่งายและมีตนทุนต่ําซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําวัสดุทางการ

เกษตรกลับคืนมาใชเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตผลิตภัณฑตางๆ เชน แอลกอฮอล ยาปฏิชีวนะ 

สารเชื้อเพลิงอื่นๆ ดวยกระบวนการหมักตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งขาวไรย (Rye Agar Medium) 

 
เกล็ดขาวไรยบด (Rye)      10.0 กรัม 

แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)     30.0 กรัม 

กลูโคส (Glucose)      20.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    10.0 กรัม 

สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)     10.0 กรัม 

วุนผง (Agar)       18.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. CH 7  เทากับ 7.0 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี

 

2.  ไซแลน คอมเพล็กซ มเีดียม (Xylan complex medium) สําหรับผลิตไซแลเนส บีตา-ไซโลสิเดส 

และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

 ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Oat spelt xylan)   0.75 เปอรเซ็นต 

 พอลิเพบโตน (Polypeptone)     0.5 เปอรเซ็นต 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    0.1 เปอรเซ็นต 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.4 เปอรเซ็นต 

 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)     0.02 เปอรเซ็นต 

 แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)   0.1 เปอรเซ็นต 

 เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต(FeSO4⋅7H2O)   0.002 เปอรเซ็นต 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. CH 7  เทากับ 7.0 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี
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3. ไซแลน คอมเพล็กซ มีเดียม (Xylan complex medium) สําหรับผลิตแอซีติลเอสเทอเรส 
 
 ไซแลนจากไมเบิรช (Birchwood xylan)    0.75 เปอรเซ็นต 

 พอลิเพบโตน (Polypeptone)     0.5 เปอรเซ็นต 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    0.1 เปอรเซ็นต 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.4 เปอรเซ็นต 

 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)     0.02 เปอรเซ็นต 

 แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)   0.1 เปอรเซ็นต 

 เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4⋅7H2O)   0.002 เปอรเซ็นต 

 ปรับระดับความเปนกรดดางเทากับ    9.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคม ี
 

1. สารเคมีสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ 

  

1.1 สารละลายอัลคาไลน คอปเปอร (alkaline copper reagent) 

 

สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต (Na2HPO4⋅12H2O) 71 กรัม 

และเกลือของโซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต (C4H4KNaO6.4H2O) 40 กรัม ในน้ํา

กลั่น 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 1 นอรมอล 100 มิลลิลิตร แลว

เติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O) ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 80 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) ปริมาณ 180 กรัม ละลายใหเขากัน

แลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 

ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนําไปใช 

 

1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson’s reagent) 

 

ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต ((NH4)6Mo7O24⋅4H2O) 53.2 กรัม ในน้ํา

กลั่น 900 มิลลิลิตร กรดซัลฟูริกเขมขน 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเติมสารละลายโซเดียมอาร

ซีเนต (NaHAsO4) ความเขมขน 12 เปอรเซ็นต 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นให

เปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอน

นําไปใช 
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2. สารละลายสําหรับวเิคราะหโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1952) 

  

2.1 Lowry A 

 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)             60.0 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)             12.0 กรัม 

โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต               0.6 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น                                                                  3.0 ลิตร 

 

2.2 Lowry B 

 

คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O)             5.0 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น                 1.0 ลิตร 

 

2.3 Lowry C 

 

Lowry A                        50 สวน 

Lowry B       1   สวน 

 

2.4 Lowry D 

 

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent)  1 สวน 

น้ํากลัน่       1 สวน 
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3. สารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คา

ความเปนกรดดางตางๆ ไดแก 4.0 4.5 5.0 5.5 และ 6.0 โดยละลายโซเดียมแอซีเตต 1.21 2.91 

5.07 6.94 และ 7.76 กรัม ตามลาํดับ ในน้ํากลัน่ 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางตาม

ตองการดวยกรดแอซีติก และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เจือจาง

สารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 

0.1 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 

 

4. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปน

กรดดาง 6.0 6.5 7.0 7.5 และ 8.0 โดยละลายไดโซเดยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.87 4.60 8.55 

11.74 และ 13.34 กรัม และโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 10.42 8.11 4.77 2.46 และ 0.85 กรัม 

ตามลําดับ ในน้ํากลัน่ 80 มลิลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางตามตองการดวยโซเดยีมไฮดรอกไซด 

และปรับปริมาตรดวยขวดวดัปริมาตรขนาด 100 มลิลิลิตร แลวเจือจางสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากลัน่ 

 

5. สารละลายทรสิบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปนกรด

ดาง 8.0 8.5 และ 9.0 โดยละลายทรสิ-เบส 12.1 กรัม ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน

กรดดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100

มิลลิลิตร แลวเจือจางสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดาง

ใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
1. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ 

 

1.1 กราฟมาตรฐานไซโลสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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1.2 กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน

การวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส 
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 1.3 กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 0-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการ

วิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดส 
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1.4 กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการ

วิเคราะหแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรส 
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2. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหโปรตีน  

 

กราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
นางสาวปาริฉัตร ราวีศรี เกิดเมื่อวันอังคารที่ 24 สิงหาคม พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ในปการศึกษา  2546 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยาทาง

อุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 ปจจุบันอาศัยอยูที่

บานเลขที่ 4/838 ซอย 33 หมูบานสหกรณ ถนนเสรีไทย แขวงคลองกุม เขตบึงกุม กรุงเทพมหานคร 

10240 
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