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 เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก Pleurotus ostreatus DOA 10 มีสภาวะการทํางานที่เหมาะ- 
สมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและ pH 5.0-5.5 และเม่ือบมสารละลายเอนไซมนาน 1 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิและ pH ตางๆ เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสมีความเสถียรสูงสุดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
และที่ pH 4.0-5.5 ในสภาวะอาหารเหลว P. ostreatus DOA 10 ผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสสูง
สุดในวันที่ 7 ของการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน โดยแสดงคากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ 1.248 ยูนิต 
ตอมิลลิกรัมโปรตีน และ P. ostreatus DOA 10 ที่เจริญบนขี้เลื่อยในสภาวะอาหารแข็ง จะผลิต
เอนไซมสูงสุดในวันท่ี 20 ของการเพาะเลี้ยง 50 วัน โดยแสดงคากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ 0.055 ยู-
นิตตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อศึกษาการเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส พบวานํ้าตาล
ซอรโบสเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสไดดีที่สุด ในการทําเอนไซมไซลาเนส จาก  
P. ostreatus DOA 10 ใหบริสุทธิ์โดยวิธีอัลตราฟลเตรชัน เจลฟลเตรชัน และโครมาโตกราฟแบบ
แลกเปลี่ยนประจุลบ พบวาเอนไซมไซลาเนส Xyn1 มีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น 243 เทา มีผลได
เทากับ 1.92 เปอรเซ็นต และมีมวลโมเลกุลประมาณ 54 กิโลดาลตัน สภาวะที่เหมาะสมตอการ
ทํางานของเอนไซม Xyn1 คืออุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสและ pH 3.5-4.5 มีความเสถียรสูงสุดที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และที่ pH 3.0-8.0 เม่ือทดสอบความจําเพาะของเอนไซมไซลาเนส 
Xyn1 ตอสับสเตรทชนิดตางๆ พบวาเอนไซมแสดงกิจกรรมตอไซแลนจาก birchwood ไซแลน
จาก oat spelt และไซแลนจาก larchwood แตไมพบกิจกรรมของเอนไซมตอคารบอกซีเมทิล
เซลลูโลส เอวิเซล โลคัสบีนกัม และ p-nitrophenyl-ß-D-xylopyranoside คาทางจลนพลศาสตร
ของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ตอไซแลนจาก birchwood และไซแลนจาก oat spelt พบวามีคา Km 
เทากับ 0.6101 และ 0.4139 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ มีคา Vmax เทากับ 0.5843 และ 0.5693 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับ 
 
 
 
     /  /  

ลายมือชื่อนิสิต  ลายมือช่ือประธานกรรมการ   



 

Suchanya  Aroonsantiroj  2008: Purification and Characterization of Xylanolytic 
Enzyme from Pleurotus ostreatus DOA 10.  Master of Science (Biotechnology),   
Major Field: Biotechnology, Department of Biotechnology.  Thesis Advisor:    
Assistant Professor Suttipun  Keawsompong, Ph.D.  103 pages. 
 
 

 The optimum temperature of ß-xylosidase from Pleurotus ostreatus DOA 10 was 60 ˚C 
and optimum pH was 5.0-5.5. The enzyme was stable at 40 ˚C for 60 minutes and pH 4.0-5.5. 
The maximum specific activity of ß-xylosidase in liquid culture of P. ostreatus DOA 10, for a 
period of 15 days, reached 1.248 U/mg protein on day 7th. When the P. ostreatus DOA 10 was 
grown on sawdust for 50 days, it showed the maximum specific activity of ß-xylosidase on day 
20th with specific activity of 0.055 U/mg protein, during mycelium growth phase. Induction 
ability of various carbon sources was determined. The result revealed that sorbose was the best 
inducer for ß-xylosidase. The purified xylanase Xyn1 of P. ostreatus DOA 10 was obtained 
from ultrafiltration (10 kDa cutoff), gel filtration (Sephacryl S200) and anion exchange 
chromatography (Q source). It was purified 243-fold at 1.92% recovery with an estimated 
molecular weight of 54 kDa. The Xyn1 had optimum temperature at 45 ˚C and optimum pH at 
3.5-4.5. It was stable at pH 3.0-8.0 and temperature at 40 ˚C for 60 minutes. Substrate 
specificity test revealed that Xyn1 was highly specific to xylan from birchwood, oat spelt and 
larchwood but no activities were detected against CMC, avicel, locust bean gum and  
p-nitrophenyl-ß-D-xylopyranoside. The Michaelis-Menten constant (Km) and Maximun velocity 
(Vmax) of Xyn1 against xylan from birchwood and oat spelt were 0.6101 and 0.4139 mg/ml and 
0.5843 and 0.5693 µg/ml/min, respectively. 
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การทําใหบริสุทธ์ิและลักษณะของเอนไซมยอยสลายไซแลนจากเห็ดนางรม       
Pleurotus ostreatus DOA 10 

 
Purification and Characterization of Xylanolytic Enzyme from                 

Pleurotus ostreatus DOA 10 
 

คํานํา 
 

 
เห็ดนางรมเปนเห็ดในสกุล Pleurotus  ที่นํามาเพาะในประเทศไทยเปนชนิดแรกมีช่ือทาง

วิทยาศาสตรวา Pleurotus ostreatus เปนเห็ดที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติในแถบที่มีอากาศอบอุนของ
ประเทศสหรัฐอเมริกาและยุโรป มักพบตามตนไมท่ีเนาเปอยผุพัง เชน ไมโอค ไมเอลม ไมเมเปล  
ไมบาส ไมปอปลา ไมฮอลลี และไมลาเบอรนัน เปนตน (Chang และ Miles, 2004) เห็ดนางรม
นอกจากจะใชเปนแหลงอาหารของมนุษยและสัตวแลวยังมีความสําคัญตอธรรมชาติในฐานะที่เปน
ผูยอยสลายอีกดวยเน่ืองจากเห็ดนางรมมีเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารประกอบโมเลกุลที่
ซับซอน เชน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินได ดังน้ันจึงไดมีการศึกษาวิจัยคุณลักษณะของ
เอนไซมท่ีใชในการยอยสลายสารประกอบคารโบไฮเดรตที่ซับซอนเหลาน้ันเพ่ือนํามาใชประโยชน
ในอุตสาหกรรมตางๆ  ปจจุบันไดมีการนําเอนไซมยอยสลายไซแลนไปใชประโยชนใน
อุตสาหกรรมหลากหลายประเภท ที่สําคัญไดแกอุตสาหกรรมอาหารสัตวที่ผสมเอนไซมยอยสลาย
ไซแลนในอาหารสัตวเพ่ือชวยใหระบบยอยอาหารของสัตวสามารถทํางานไดดีย่ิงขึ้นและดูดซับ
สารอาหารไดมากข้ึน (Beg et al., 2001) ในอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษใชเอนไซมยอยสลาย     
ไซแลนในกระบวนการฟอกเยื่อกระดาษแทนการใชสารเคมีที่เปนอันตราย เชน สารคลอรีนและ
คลอรีนไดออกไซด ในอุตสาหกรรมอาหารและขมนอบพบวาการเติมเอนไซมยอยสลายไซแลนลง
ในแปงสําหรับทําขนมอบจะชวยเพ่ิมความฟูของเนื้อแปง ทําใหคุณสมบัติของเนื้อขนมปงดีข้ึนและ
อายุการเก็บรักษานานขึ้น (Camacho และ Aguilar, 2003) นอกจากนี้ยังใชเอนไซมในการยอยสลาย
ไซแลนใหเปนนํ้าตาลไซโลสและไซโลโอลิโกแซคคาไรดที่มีประโยชนในการผลิตเปนนํ้าตาล    
ไซลิทอลที่ใหความหวานแตไมทําใหฟนผุ (Saddler et al., 1983) ซ่ึงการศึกษาลักษณะของเอนไซม
ยอยสลายไซแลนจะทําใหเขาใจถึงสภาวะการทํางานและการผลิตเอนไซมมากข้ึน และสามารถนํา
เอนไซมไปใชไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุด 
 



 

2

จารุวรรณ (2548) ไดศึกษาสมบัติของเอนไซมยอยสลายเซลลูโลส แลคเคส และไซลาเนส 
ซ่ึงอยูในกลุมของเอนไซมยอยสลายไซแลนจาก P. ostreatus DOA 10 ทําใหเขาใจถึงความสัมพันธ
ระหวางการเจริญกับการผลิตเอนไซมของเห็ดนางรม P. ostreatus DOA 10 และเนื่องจากในระบบ
ของเอนไซมยอยสลายไซแลนนั้นประกอบไปดวยเอนไซมที่มีหนาที่ยอยสายโซหลักของไซแลน 2 
ชนิด คือ เอนไซมไซลาเนสและบีตา-ไซโลซิเดส ดังน้ันเพ่ือใหเขาใจถึงความสัมพันธระหวางการ
เจริญของเห็ดนางรมกับการผลิตเอนไซมในกลุมเอนไซมยอยสลายไซแลนมากขึ้น งานวิจัยครั้งน้ีจึง
ไดศึกษาถึงการผลิตเอนไซมและสมบัติของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก P. ostreatus DOA 10 
เพ่ิมเติม และจากการที่เอนไซมไซลาเนสเปนเอนไซมที่มีลักษณะการทํางานแบบสุมและสามารถ
ยอยโครงสรางไซแลนขนาดใหญไดดีกวาเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส จึงไดทําบริสุทธิ์และศึกษา
สมบัติของเอนไซมไซลาเนสบริสุทธิ์เปรียบเทียบกับเอนไซมไซลาเนสที่ไมผานการทําใหบริสุทธิ์  

 
 



วัตถุประสงค 
 

1.  เพ่ือศึกษาอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมตอการทํางานและความเสถียรที่อุณหภูมิและ pH  
ตางๆ ของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากเห็ดนางรม P. ostreatus DOA 10 

 
2.  เพ่ือศึกษารูปแบบการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสในระหวางการเจริญเติบโตของเห็ด

นางรม P. ostreatus DOA10 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวและอาหารแข็ง 
 

3.  เพ่ือทดสอบการเหนี่ยวนําของสารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมบีตา-    
ไซโลซิเดสจากเห็ดนางรม P. ostreatus DOA10 ในสภาวะอาหารเหลว 
 

4.  ทําเอนไซมไซลาเนสใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติของเอนไซมที่ผานกระบวนการทําให
บริสุทธิ์ 

 



การตรวจเอกสาร 
 
1. เห็ดนางรม  
 

เห็ดนางรม (oyster mushroom) มีช่ือเรียกทางวิทยาศาสตรวา Pleurotus ostreatus จัดอยูใน 
 
Class            Basidiomycetes 
       Sub-class             Holobasidiomycetidae 
              Order                  Agaricales 
                      Family               Agaricaceae 
                              Genus                Pleurotus 
                                    Species              ostreatus  
 
เห็ดนางรมมีการเจริญอยูในแถบที่มีอากาศอบอุนของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศใน

ทวีปยุโรปและมักพบตามตนไมที่เนาเปอยผุพัง เชน ไมโอค (oak) ไมเมเปล (maple) ไมบาส (bass) 
ไมปอปลา (poplar) ไมฮอลลี (holly) และไมลาเบอรนัน (laburnun) เปนตน (อานนท, 2523) จาก
การศึกษาพบวาเห็ดนางรมเจริญเติบโตไดดีในขี้เลื่อยของไมยูคาลิปตัส รองลงมาคือไมสน อุณหภูมิ
ท่ีเหมาะสมตอการเจริญของเห็ดนางรมคือ 25-26 องศาเซลเซียส ถาอุณหภูมิต่ํากวา 10 องศา
เซลเซียสหรือสูงกวา 32 องศาเซลเซียสเห็ดนางรมจะไมเกิดดอก เห็ดนางรมมีองคประกอบคุณคา
ทางอาหารที่เปนประโยชนตอรางกาย ไดแก แรธาตุ วิตามิน เสนใยอาหาร และยังมีโปรตีนสูงกวา
อาหารประเภทเนื้อวัว เน้ือหมูและเนื้อไกถึง 2 เทา (อานนท, 2523) มีกรดอะมิโนที่รางกายตองการ 
ไดแก ไลซีน (lysine) และ เมไทโอนีน (methionine) สูงกวาในพืช นอกจากนี้ยังมีไขมัน คอ-
เรสเตอรอล (cholesterol) และแคลอรี (calories) ต่ําอีกดวย (Chang, 1993)  

 
ปจจุบันประเทศไทยสามารถเพาะเห็ดนางรมไดในทุกสภาพอากาศดวยวิธีงายๆ โดยใช

วัสดุเหลือใชจากเกษตรกรรมและอุตสาหกรรมไดอยางกวางขวาง เชน ฟาง ขี้เลื่อย ขุยมะพราว ตน-
ขาวโพด ซังขาวโพด ไสนุน ใบไม หรืออาจกลาวไดวาทุกสวนของพืช หรือแมกระทั่งวัสดุหลังจาก
ใชเพาะเห็ดอยางอื่นแลวก็สามารถนํามาเพาะเห็ดนางรมได วิธีการเพาะเห็ดนางรมสามารถเพาะได
ท้ัง ใสในทอนไมเชนเดียวกับเห็ดหูหนู ใสในกระบะเชนเดียวกับเห็ดฟางและเพาะในถุงเชนเดียวกับ
เห็ดเปาฮื้อ (อานนท, 2523) 
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1.1 ลักษณะทางชีววิทยาของเห็ดนางรม   
 

เห็ดนางรมประกอบดวยหมวกดอก (cap) กานดอก (stalk) และครีบดอก (gills) 
(ปญญา และ กิตติพงษ, 2538) หมวกดอกมีลักษณะสีขาวนิ่มเมื่ออากาศรอน และขาวอมเทาเมื่อ
อากาศเย็น กานดอกเปนเน้ือเดียวกับหมวก บางครั้งก็แยกเปนกิ่งซ่ึงทําใหเกิดดอกเปนกระจุก 
ลักษณะหมวกของดอกเห็ดที่ เกิดตามธรรมชาติจะเวาตรงกลางแตถาเกิดในบริเวณที่มีกาซ
คารบอนไดออกไซดสูงดอกเห็ดจะมีลักษณะเปนรูปกรวยปากกวาง ดานหลังมีลักษณะเปนครีบ ยาว
ตลอดสลับกัน มีทั้งยาวมาก ยาวปานกลาง ส้ันและสั้นมากตั้งแตขอบหมวก (ภาพที่ 1) 

 
ลักษณะของสปอรเปนรูปไข ไมมีสี มีขนาดวัดไดโดยเฉลี่ยประมาณ 5x12.5 ไมครอน 

เห็ดนางรมมีเสนใยสีขาว เมื่อเล้ียงในขวดเสนใยจะเจริญลามไปตามบริเวณขวดที่ไมมีอาหารวุนดวย 
(อานนท, 2523)  
 
 

 
 

ภาพที่ 1  เห็ดนางรม Pleurotus ostreatus 
ท่ีมา: Volk (2003) 
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1.2 การดํารงชีวิตของเห็ดนางรมในธรรมชาติ   
 

เห็ดนางรมจัดเปนเห็ดที่มีการดํารงชีวิตแบบ saprophytic fungi หรือผูยอยสลาย
เน่ืองจากเห็ดเปนเช้ือราที่ไมมีคลอโรฟลลจึงทําใหการดํารงชีวิตของเห็ดนางรมตองอาศัยแหลง
อาหารและพลังงานจากการยอยสลายสารอินทรียที่มีอยูตามธรรมชาติโดยการปลอยเอนไซมออกมา
ยอยสลายสารอินทรียเหลาน้ันใหอยูในรูปที่สามารถดูดซึมเขาสูเซลลได ซ่ึงโดยทั่วไปสารประกอบ
อินทรียที่เห็ดนางรมสามารถใชเปนแหลงพลังงาน ไดแก สารประกอบลิกโนเซลลูโลสท่ีเปน
องคประกอบหลักของเน้ือไม ขี้เลื่อย และฟางขาว เปนตน ดังน้ันเรามักจะพบวามีเห็ดเจริญบนขอน
ไมผุหรือบนกองฟาง นอกจากนี้เห็ดนางรมยังสามารถผลิตเอนไซมยอยสลายสารประกอบ
คารโบไฮเดรตอื่นๆ ไดอีกดวย (Chang, 1993) 

 
1.3 วงจรชีวิตของเห็ดนางรม   

 
วงจรชีวิตของเห็ดนางรมมีลักษณะเปนแบบตางเพศตางทัลลัส (heterothallic) โดยเริ่ม

จากดอกเห็ดที่เจริญเติบโตเต็มที่จะมีการสรางเบซิดิโอสปอร (basidiospore) ซ่ึงเมื่อปลิวไปตกยัง
บริเวณที่เหมาะสมตอการเจริญก็จะมีการงอกของเสนใยโดยที่เสนใยที่เจริญขึ้นมานี้เรียกวา เสนใย
ปฐมภูมิ (primary mycelium) ซ่ึงเสนใยในขั้นน้ีมีโครโมโซมเปนแฮพพลอยด (haploid) คือในแตละ
เซลลมี 1 นิวเคลียสและไมสามารถเจริญพัฒนาเปนดอกเห็ดได ตอมาเสนใยปฐมภูมิจะรวมตัวกัน
จนไดเปนเสนใยทุติยภูมิ (secondary mycelium) ซ่ึงเสนใยในขั้นน้ีมีลักษณะพันธุกรรมที่ตางจาก
เสนใยปฐมภูมิคือมีโครโมโซมเปนดิบพลอยด (diploid) ในแตละเซลลจะมี 2 นิวเคลียส เสนใยใน
ข้ันน้ีสามารถเจริญพัฒนาไปเปนดอกเห็ดได (อานนท, 2523) วงจรชีวิตของเห็ดนางรมแสดงดังภาพ
ท่ี 2 
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ภาพที่ 2  วงจรชีวิตของเห็ดนางรม 
ท่ีมา: ปญญา และ กิตติพงษ (2538) 
 

1.4 สภาพแวดลอมที่มีอิทธิพลตอการเจริญและการเกิดดอกของเห็ดนางรม   
 

1.4.1 ปจจัยที่มีผลตอการเจริญของเสนใย   
 

อัตราการเจริญเติบโตของเสนใยเห็ดนางรมมีความสัมพันธกับอุณหภูมิ กลาว 
คือ อัตราการเจริญจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วและสม่ําเสมอเมื่ออุณหภูมิอยูในชวง 20-30 องศาเซลเซียส
และอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดคือ 25-28 องศาเซลเซียสและ pH 5.5-5.6 แหลงคารบอนที่เหมาะสม
ตอการเจริญของเสนใย ไดแก แปง (starch) นํ้าตาลกลูโคส นํ้าตาลฟรุคโตส นํ้าตาลมอลโทส 
นํ้าตาลแมนโนส นํ้าตาลซูโครส เปคติน เซลลูโลส ลิกนิน และน้ําตาลแอลกอฮอล สวนแหลง
ไนโตรเจนที่ใชในการเจริญเติบโตของเห็ดนางรม ไดแก เปปโตน (peptone) นํ้าแชขาวโพด (corn 
steep liquor) แปงถั่วเหลือง แอมโมเนียมซัลเฟต กรดอะมิโนแอสพาราจีน เซอรีน อาลานีน และ
ไกลซีน (Chang และ Miles, 2004) 
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ไดมีการศึกษาพบวาเสนใยของเห็ดนางรมมีความตานทานตอความเขมขนของ
กาซคารบอนไดออกไซดสูง โดยพบวาเสนใยของเห็ดนางรมสามารถเจริญไดดีในสภาวะที่มีความ
เข มขนของก าซคารบอนไดออกไซด  1 5 -2 8  เปอร เซ็นต  ซ่ึ ง เปนข อ ดี เ น่ื องจากก าซ
คารบอนไดออกไซดชวยยับยั้งการเจริญของเช้ือราอื่นๆ (วสันณ, 2537) ในชวง 10 วันแรกของการ
เพาะเล้ียง เสนใยของเห็ดนางรมไมตองการอากาศมากนักแตเมื่อผานไป 20-25 วันของการเพาะเลี้ยง
เสนใยเห็ดจะตองการอากาศมากขึ้นพรอมทั้งความเขมแสงเล็กนอย ซึ่งในระยะนี้เสนใยเห็ดจะเริ่ม
สะสมอาหารและรวมตัวกันเพ่ือสรางดอกเห็ดแตหากใหแสงมากเกินไปจะทําใหเสนใยเห็ด
เจริญเติบโตชาลง นอกจากนี้นํ้าก็เปนปจจัยสําคัญที่เห็ดตองการมาก นํ้าที่ดีตองมีฤทธิ์เปนกลาง และ
ปริมาณน้ําที่ใหไมควรมากหรือนอยเกินไป หากมากเกินไปจะทําใหเกิดนํ้าขังในถุงเช้ือและเกิดการ
เนาเสียได แตหากนอยเกินไปเห็ดก็จะเจริญเติบโตไดชา (อานนท, 2523) 
 

1.4.2 ปจจัยที่มีผลตอการเกิดดอกของเห็ดนางรม  
 

ถึงแมวาเสนใยของเห็ดนางรมจะเจริญไดดีในสภาพแวดลอมที่มีความเขมขน
ของกาซคารบอนไดออกไซดสูง  แตการเจริญของดอกเห็ดนางรมไมสามารถทนตอกาซ
คารบอนไดออกไซดได พบวาเมื่อความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดสูงกวา 0.06 เปอรเซ็นต 
การเจริญของหมวกดอกจะถูกยับยั้ง สวนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการพัฒนาของดอก
เห็ดจะอยูในชวง 20-30 องศาเซลเซียสซ่ึงขึ้นกับสายพันธุของเห็ดนางรม  
 

ในขณะที่กําลังเกิดดอกเห็ดนางรมจะตองการออกซิเจนสูงมากหากอากาศไม
เพียงพอก็จะทําใหลักษณะของดอกเห็ดแตกตางออกไปโดยเห็ดนางรมจะมีกานใหญผิดปกติและ
หมวกดอกเล็กเปนกรวยคลายปากแตร นอกจากนี้แสงสวางก็มีความจําเปนตอการเจริญของดอกเห็ด
โดยพบวาแสงกระตุนใหเกิดการรวมตัวของเสนใยเพื่อเกิดดอกเห็ดเร็วขึ้น และในขณะที่ดอกเห็ด
กําลังเจริญเติบโตหากมีแสงไมเพียงพอ กานดอกเห็ดจะยาว หมวกดอกจะเล็ก และใหผลผลิต
คอนขางต่ํา (อานนท, 2523) 

 
1.5 เห็ดรากับการผลิตเอนไซม 

 
เห็ดนอกจากใชเปนอาหารแลว ยังมีความสําคัญตอกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ 

เน่ืองจากเห็ดสามารถผลิตเอนไซมที่ใชในการยอยสลายโครงสรางที่ซับซอน เชน เอนไซมเซลลูเลส 
(cellulase) เฮมิเซลลูเลส (hemicellulase) ไซลาเนส (xylanase) แลคเคส (laccase) เปอรออกซิเดส 
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(peroxidase) และลิกนินเนส (ligninase) (Peberdy et al., 1993) เห็ดบางสายพันธุสามารถผลิต
เอนไซมได 1 หรือ 2 ชนิดแตบางสายพันธุสามารถผลิตเอนไซมที่กลาวถึงขางตนไดท้ังหมด 
(Elisashvili et al., 2008) 

 
เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีเอวิเซล (avicel) ข้ีเลื่อย (saw-dust) และจมูกขาวสาลี (wheat 

bran) เปนสับสเตรทพบวาเห็ดหอม Lentinus edodes และเห็ดนางฟา Pleurotus sajor-caju มีอัตรา
การเจริญต่ํามาก และไมพบกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสในอาหารเลี้ยงเชื้อ แตพบวามีกิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนสในระดับที่คอนขางสูง ในขณะที่เห็ดฟาง Volvariella volvacea สามารถ
เจริญเติบโตไดดีและมีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสในระดับที่คอนขางสูง ในทางตรงกันขามเมื่อ
ใชไซแลนจาก birchwood เปนสับสเตรทพบวา L. edodes และ P. sajor-caju มีการเจริญเติบโตดี
พรอมทั้งแสดงกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสในระดับที่สูงแตไมพบเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสใน
อาหารเลี้ยงเชื้อแตกลับพบในเสนใยของเห็ดแสดงวาไมมีการปลดปลอยเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส 
ออกนอกเซลล ในขณะที่ V. volvacea มีอัตราการเจริญเติบโตต่ําในอาหารที่มีไซแลนเปนสับสเตรท
และไมพบวามีการผลิตเอนไซมไซลาเนส (Buswell et al., 1993) ซ่ึงตรงกับรายงานของ Rai และ 
Saxena (1990) และ Burla et al. (1990) ที่พบวาเห็ดในตระกูล Pleurotus sp. สามารถเจริญใน
สับสเตรทที่เปนลิกโนเซลลูโลสไดหลากหลายชนิด แตความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
อยูในระดับต่ํา ในขณะที่ผลิตเอนไซมไซลาเนสและเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสไดในระดับที่สูง จึง
อาจกลาวไดวา Pleurotus sp. ใชสับสเตรทที่เปนเฮมิเซลลูโลสไดดีกวาเซลลูโลส  

 
นอกจากนี้ P. ostreatus และ P. sajor-caju ยังสามารถผลิตเอนไซมแลคเคสและ         

ฟนอลออกซิเดส (phenol oxidase) ซ่ึงเปนเอนไซมที่สําคัญในการยอยสลายสารประกอบลิกนิน
(Sannia et al., 1986) ในขณะท่ี V. volvacea ไมสามารถผลิตเอนไซมยอยสลายสารประกอบลิกนิน
ได (Buswell et al., 1993) 
 

สวนรูปแบบการผลิตเอนไซมในเห็ดหูหนู Auricularia sp. พบวามีการผลิตเอนไซม
ลิกนินเนสสูงในชวงแรกของการเจริญของเสนใย จากนั้นจะลดต่ําลงในขณะที่เอนไซมเซลลูเลส
เพ่ิมสูงข้ึนทําใหไดผลิตภัณฑที่เปนคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา ซ่ึงจะกลายเปนแหลงพลังงานในการ
เจริญของเสนใยและเปนการเพิ่มอัตราสวนระหวางคารบอนและไนโตรเจน ทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของเสนใยโดยจะเกิดการรวมตัวกันเปนดอกเห็ด (Luo, 1993) 
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Ghosh et al. (1998) ศึกษาการผลิตเอนไซมของ Pleurotus sp. 2 สายพันธุไดแก         
P. ostreatus และ P. sajor-caju ซ่ึงเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งที่มีหยวกกลวยเปนสับสเตรท พบวา
Pleurotus sp. ทั้ง 2 สายพันธุสามารถยอยสลายเฮมิเซลลูโลสไดดีกวาเซลลูโลสและลิกนินโดยจะ
ยอยสลายเฮมิเซลลูโลสในชวงแรกของการเจริญและยอยสลายลิกนินเปนลําดับถัดมา  
 

จากการศึกษาที่ผานมาทําใหเขาใจถึงรูปแบบการผลิตเอนไซมของเห็ดในสับสเตรท
ตางๆ ซ่ึงเปนพ้ืนฐานความรูท่ีสําคัญในการนําไปพัฒนา ปรับปรุง และประยุกตใชในอุตสาหกรรม
ขนาดใหญที่ตองการเอนไซมที่มีราคาถูก โดยการผลิตเอนไซมจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร หรือ
จากอุตสาหกรรมปาไม (Elisashvili et al., 2001) ภายหลังจากเพาะเลี้ยงและเก็บเก่ียวดอกเห็ดแลว 
วัสดุที่เหลือจากการเพาะเห็ดจะเปนแหลงของเอนไซมที่มีราคาถูกและนําไปใชในอุตสาหกรรม
ตางๆ ตอไป (Semple et al., 2001; Elisashvili et al., 2003) 
 
2. ไซแลน 
 

2.1 ลักษณะโครงสรางของไซแลน   
 

ไซแลนเปนเฮมิเซลลูโลสชนิดหน่ึงซ่ึงพบเปนองคประกอบหลักในพืชโดยแทรกอยู
ระหวางสารประกอบลิกนินและเซลลูโลสและยึดติดดวยพันธะโควาเลนทและพันธะไฮโดรเจน 
ตามลําดับ (Beg et al., 2001) โครงสรางของไซแลนประกอบดวยนํ้าตาลไซโลสเชื่อมตอกันดวย
พันธะ ß-1,4-glycosidic เปนสายโซหลักและมีโซดานขางที่เปนโพลีแซคคาไรดอื่นๆ เชน อะราบิ-
โนฟวราโนส (arabinofuranose) กรดกลูคูโรนิก (glucuronic acid) หรือ 4-O-เมทิล-กลูคูโรนิก 
(methyl glucuronic acid) ซ่ึงจะเขาแทนที่คารบอนตําแหนงตางๆ ของน้ําตาลไซโลสในสายโซ     
ไซแลนและจะมีจํานวนแตกตางกันไปตามชนิดของพืช (ภาพท่ี 3) 
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ภาพที่ 3  ลักษณะโครงสรางของไซแลน 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Beg et al. (2001) 

 
2.2 ชนิดของไซแลนและแหลงที่พบ 

 
ไซแลนพบทั้งในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและพืชใบเลี้ยงคู โดยในพืชใบเล้ียงคูจะพบไซแลน

ในสวนผนังเซลลทุติยภูมิ (secondary cell wall) สวนในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวจะพบไซแลนทั้งในผนัง
เซลลปฐมภูมิ (primary cell wall) และผนังเซลลทุติยภูมิ (Collins et al., 2005)  

 
ไซแลนที่พบในไม เ น้ือแข็ ง  (hardwood) เปนไซแลนชนิดกลูคู โรโนไซแลน

(glucuronoxylan) หรือ O-acetyl-4-O-methylglucuronoxylan (Polizeli et al., 2005) โดยจะมีสายโซ
หลักคือนํ้าตาลไซโลสแตจะมีโมเลกุลของกรด 4-O-methylglucuronic เขาแทนที่คารบอนตําแหนง
ท่ี 2 และหมูอะซิทิล (acetyl) เขาแทนที่คารบอนตําแหนงที่ 3 ของน้ําตาลไซโลสในสายโซหลัก การ
มีหมูอะซิทิลอยูในโมเลกุลของไซแลนมีผลทําใหไซแลนบางสวนสามารถละลายน้ําได สวน        
ไซแลนในไมเน้ือออน (softwood) จะพบวาเปนไซแลนประเภทกลูคูโรโนอะราบิโนไซแลน
(glucuronoarabinoxylan) หรือ arabino-4-O-methylglucuronoxylan (Polizeli et al., 2005) ซ่ึงมี
นํ้าตาลไซโลสเปนสายโซหลักเชนเดียวกับไซแลนในไมเน้ือแข็งและมีการแทนที่คารบอนตําแหนง
ท่ี 2 ดวยกรด 4-O-methylglucuronic เชนกันแตจะพบในสัดสวนที่สูงกวานอกจากนี้ยังไมพบวามี

OH 

D-xylopyranose 
ring 

β-1,4-D-xylopyranose linkage

α-1,2-4-O-methyl-D-
glucuronic acid linkage 

α-1,3-L-arabino-
furanose linkage

α-O-methyl-D-
glucuronic acid 

Ac: Acetyl group 
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การเติมหมูอะซิทิลแตพบวามีการเติมอะราบิโนฟวราโนส (arabinofuranose) เขาที่คารบอน
ตําแหนงที่ 3 ของน้ําตาลไซโลส (Puls และ Schuseil, 1993) และพบวาไซแลนในไมเน้ือออนจะมี
ขนาดโมเลกุลเล็กกวาไซแลนในไมเน้ือแข็ง ในพืชใบเล้ียงเดี่ยว เชน ขาวบารเลย ขาวสาลี และขาว
โอต จะพบไซแลนชนิดอะราบิโนไซแลน (arabinoxylan) โดยมีการแทนที่คารบอนตําแหนงที่ 3 
ดวยอะราบิโนฟวราโนส 

 
3. เอนไซมยอยสลายไซแลน 
 

โมเลกุลไซแลนเปนโครงสรางที่มีความหลากหลายและซับซอน ดังน้ันจึงจําเปนตองอาศัย
เอนไซมหลายชนิดในการยอยสลายโมเลกุล โดยเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสายโซหลักของไซแลนมี 
2 ชนิด คือ เอนไซมเอนโดไซลาเนส (endoxylanase) และเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส (ß-xylosidase) 
สวนเอนไซม ท่ีทําหนาที่ยอยสายโซดานขาง  ไดแก  เอนไซมอะซิทิลไซแลนเอสเทอเรส  
(acetylxylan esterase) เอนไซมอะราบิโนฟวราโนซิเดส (arabinofuranosidase) เอนไซมกลูคูโรนิ-
เดส (glucuronidase) และเอนไซมเฟอรูลิกแอซิดเอสเทอเรส (ferulic acid esterase) 

 
3.1 เอนไซมท่ีทําหนาที่ยอยสายโซหลักของไซแลน 

 
3.1.1 เอนไซมเอนโดไซลาเนส หรือ 1,4-ß-D-xylan-xylanohydrolase (EC. 3.2.1.8) 

 
เอนไซมไซลาเนสทําหนาที่ตัดพันธะไกลโคซิดิกของไซโลไพราโนไซด 

(xylopyranoside) หรือนํ้าตาลไซโลสในสายโซไซแลนแบบสุม (ภาพที่ 4) เมื่อแบงเอนไซม          
ไซลาเนสตามความสามารถในการยอยไซแลนตรงตําแหนงที่เชื่อมตอกับอะราบิโนสสามารถแบง
เอนไซม ไดเปน 2 กลุม คือ เอนไซมในกลุม debranching เปนเอนไซมที่สามารถยอยอะราบิโน-    
ไซแลนและอะราบิโนกลูคูโรโนไซแลนตรงตําแหนงที่เช่ือมตอระหวางโมเลกุลของไซโลสและ  
อะราบิโนสหรือกรดกลูคูโรนิกได สวนเอนไซมในกลุม non debranching เปนเอนไซมที่ไมสามารถ
ยอยโครงสรางดังกลาวได (Polizeli et al., 2005) เอนไซมไซลาเนสจากจุลินทรียตางชนิดกันจะมี
ความจําเพาะตอโครงสรางของไซแลนตางกัน 
 

จากการศึกษาเอนไซมไซลาเนสบริสุทธิ์ (Xyn A) จากจุลินทรีย Erwinia 
chrysanthemi พบวาเอนไซมจะยอยโครงสรางไซแลนที่มีโมเลกุลของกรดกลูคูโรนิกเปนสาย         
โซดานขางโดยตัดพันธะไกลโคซิดิกของสายโซไซแลนทางปลายรีดิวซิงพันธะที่ 2 เมื่อนับจาก
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โมเลกุลของกรดกลู คูโรนิก  แตไมสามารถยอยไซแลนหรือไซโลโอลิโกแซคคาไรด 
(xylooligosaccharide) ที่มีโครงสรางเปนสายโซตรงได (Vrsanska et al., 2007) 

 

 
ภาพที่ 4  รูปแบบการยอยสลายของเอนไซมไซลาเนส 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Polizeli et al. (2005) 
 

เอนไซมไซลาเนสจากจุลินทรีย Lentinula edodes ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งไม
สามารถยอยกลูคูโรโนไซแลนตรงตําแหนงที่เช่ือมตอกับโมเลกุลของกรดกลูคูโรนิกและอะราบิโน-
ไซแลนตรงตําแหนงที่เช่ือมตอกับอะราบิโนสได จะยอยไดเฉพาะไซแลนที่มีโครงสรางเปนสายโซ
ตรงเทาน้ัน ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายของเอนไซม คือ ไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลโอลิ-
โกแซคคาไรด ที่ประกอบดวยนํ้าตาลไซโลสตั้งแต 4 โมเลกุลขึ้นไป (Mishra et al., 1990) 

 
ในขณะที่เอนไซมไซลาเนสที่บริสุทธิ์ (XYNIV) จากจุลินทรีย Trichoderma 

reesei สามารถยอยโครงสรางไซแลนทั้งที่เปนสายโซตรงและโครงสรางที่มีสายโซดานขางและจะ
ตัดพันธะไกลโคซิดิกพันธะแรกจากปลายรีดิวซิงทําใหไดผลิตภัณฑสวนใหญเปนนํ้าตาลไซโลส
และไซโลไบโอส สวนไซโลโอลิโกแซคคาไรดชนิดอื่นๆ พบในปริมาณคอนขางต่ํา (Collins et al., 
2005) 

 
 
 
 

 

β-xylose 
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3.1.2 เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส (ß-xylosidase) หรือ 1,4-ß-D-xylan xylohydrolase  
(EC. 3.2.1.37)  
 

เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสทําหนาที่ยอยไซโลโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ และ
ไซโลไบโอสจากปลายดาน non-reducing end ไดผลิตภัณฑสวนใหญเปนนํ้าตาลไซโลส ดังภาพที่ 5 

 

 
 

ภาพที่ 5  รูปแบบการยอยสลายของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Polizeli et al. (2005) 

 
เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสมีกิจกรรมตอสายโซไซแลนนอยมาก (Puls และ 

Poutanen, 1989) และพบวากิจกรรมของเอนไซมลดลงเมื่อความยาวของสายโซมากขึ้น สับสเตรทที่
จําเพาะสําหรับเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสมากที่สุดคือไซโลไบโอส นอกจากนี้ยังสามารถยอย
สับสเตรทสังเคราะห เชน พาราไนโตรฟนิล-บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด (p-nitrophenyl-ß-D-
xylopyranoside) ได (Polizeli et al., 2005)  

 
จากการศึกษาโดยใชเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากแบคทีเรีย Clostridium 

acetobutylicum ATCC 824 (Lee และ Forsberg, 1987) ทําปฏิกิริยากับสับสเตรทที่เปนไซโลโอลิ-
โกแซคคารไรดขนาดตางๆ พบวาเอนไซมสามารถยอยสับสเตรทที่เปนไซโลไบโอส (xylobiose) 
ได 95 เปอรเซ็นต ยอยไซโลไตรโอส (xylotriose) และไซโลเพนตาโอส (xylopentaose) ได 60 
เปอรเซ็นต และยอยไซโลเตตราโอส (xylotetraose) กับ ไซโลเฮกซาโลส (xylohexalose)ไดเพียง 30 
เปอรเซ็นต 

 

β-xylose 
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ในการศึกษาความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่บริสุทธิ์
จากเชื้อรา Trichoderma viride พบวามีความจําเพาะตอไซโลไบโอสมากที่สุด รองลงมาคือไซโล-
ไตรโอส ไซโลเตตราโอสและไซโลเพนตาโอส (Matsuo และ Yasui, 1984) 

 
จากรายงานที่ผานมาสวนใหญเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจะมีความจําเพาะกับ

สับสเตรทที่เปนไซโลไบโอสมากที่สุด แตในเชื้อราบางชนิด เชน Aspergillus niger จะพบวา
เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจําเพาะกับไซโลไตรโอสมากที่สุด (John et al., 1979) 

 
เมื่อเอนไซมไซลาเนสยอยสลายไซแลนจนไดไซโลโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ 

จํานวนมาก ไซโลโอลิโกแซคคาไรดเหลาน้ันจะทําใหการทํางานของเอนไซมไซลาเนสลดลง 
ดังน้ันเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจะทําหนาที่ในการชวยยอยไซโลโอลิโกแซคคาไรดใหกลายเปน
นํ้าตาลไซโลส ทําใหเอนไซมไซลาเนสมีประสิทธิภาพในการทํางานเพิ่มขึ้น  
(Andrade et al., 2004; Zanoelo et al., 2004)   

 
3.2 เอนไซมท่ีทําหนาที่ยอยโซดานขางของไซแลน 

 
นอกจากเอนไซมไซลาเนสและเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่ทําหนาที่ยอยสายโซหลัก

ของโมเลกุลไซแลนแลวยังมีเอนไซมอีกกลุมหน่ึงที่แมจะไมไดมีหนาที่ยอยไซแลนโดยตรงแตก็มี
ความสําคัญในการยอยโซดานขางของโมเลกุลไซแลนทําใหการยอยโมเลกุลของไซแลนสมบูรณ
ข้ึนเอนไซมเหลาน้ี ไดแก 
 

3.2.1 เอนไซมอะซิทิลไซแลนเอสเทอเรส (acetyl xylan esterase) (EC.3.1.1.6)     
 

เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยายหมูอะซิทิล (acetyl) ออกจากสายโซไซแลน
เอนไซมน้ีมีบทบาทสําคัญในการชวยใหเอนไซมไซลาเนสทํางานไดดีขึ้น โดยการกําจัดโซดานขาง
ท่ีไปขัดขวางการทาํงานของเอนไซมไซลาเนส (Polizeli et al., 2005) 

 
3.2.2 เอนไซมอะราบิโนฟวราโนซิเดส (α-arabinofuranosidase) (EC.3.2.1.55)   

 
ทําหนาที่ในการสลายพันธะของแอลฟาอะราบิโนส (α-arabinofuranose) ใน

โครงสรางของอะราบิโนไซแลนหรืออะราบิโนกาแลคแทน (Thomson, 1993) 
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3.2.3 เอนไซมกลูคูโรนิเดส (glucuronidase) (EC.3.2.1.-)   
 

เปนเอนไซมที่ยอยพันธะระหวางกรดกลูคูโรนิคกับนํ้าตาลไซโลสในโครงสราง
ของกลูคูโรโนไซแลน เอนไซมกลูคูโรนิเดสมีความจําเพาะตอสับสเตรทสูงโดยจะตัดพันธะที่เชื่อม
ระหวางกรด 4-O-methylglucuronic และน้ําตาลไซโลสทางปลายดาน non-reducing end เทาน้ัน 
(Biely และ Tenkanen, 1998) และพบวาการที่มีหมูอะซิทิลอยูใกลกับหมูกลูคูโรนิคจะขัดขวางการ
ทํางานของเอนไซมกลูคูโรนิเดสดวย (Polizeli et al., 2005) 

 
3.2.4 เอนไซมเฟอรูลิกแอซิดเอสเทอเรส (ferulic acid esterase) และคูมาริกแอซิด 

เอสเทอเรส (p-coumaric acid esterase) (EC.3.1.1.-) 
 

เอนไซมทั้ง 2 ชนิดน้ีจะตัดพันธะเอสเทอรบนไซแลน โดยเอนไซมเฟอรูลิกแอ-
ซิดเอสเทอเรสจะตัดพันธะระหวางอะราบิโนสและกรดเฟอรูลิก สวนเอนไซมคูมาริกแอซิดเอสเทอ-
เรสจะตัดพันธะระหวางอะราบิโนสกับกรดคูมาริก (Christov และ Prior, 1993; Williamson et al., 
1998; Crepin et al., 2004) 

 
ตําแหนงการตดัพันธะของเอนไซมทั้ง 4 ชนิด แสดงดังภาพที่ 6 

 
 
ภาพที่ 6  ตําแหนงการตัดพันธะของเอนไซมที่ยอยสลายโซดานขางของไซแลน 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Collins et al. (2005) 

α-araf 
CH2OH 

Ac -Ac 

H3CO 

COOH 
α-4-O-Me-GlcUA 

O-Ac O-Ac 

CH2O-pcou./fer. 

α-L-arabinofuranosidase

α-D-glucuronidase
acetylxylan 
esterase 

p-coumaric acid or 
ferulic acid esterase 

α-araf: arabinofuranose 
pcou   :  p-coumaric acid 
fer      :  ferulic acid  
O-Ac  :  acetyl group 
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4. คุณลักษณะของเอนไซมไซลาเนส (Characteristics of xylanase)   
 

เอนไซมไซลาเนสที่พบโดยทั่วๆ ไปสามารถทํางานไดตั้งแตชวงอุณหภูมิ 40 ถึง 80 องศา-
เซลเซียสและที่ pH 4.0 ถึง pH 6.5 เชื้อราและแบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนส    
ไดมากกวา 1 รูปแบบ (Rizzatti et al., 2004) เน่ืองจากหลายปจจัย เชน การเกิดกระบวนการโพรเซส 
ซ่ิงของเอ็มอารเอ็นเอ (processing of mRNA) และการเกิดการดัดแปรแบบโพสทรานสเลชัน (post-
translation modification) (Sung et al., 1995; Segura et al., 1998; Chavez et al., 2002) ซ่ึงสงผลให
เอนไซมที่ไดมีสมบัติบางประการ เชน นํ้าหนักโมเลกุล หรือคา pI (Isoelectric point) ที่แตกตางกัน
แตยังคงมีลักษณะการทํางานคลายกัน ซ่ึงเรียกวา isozyme 
 

Li et al. (2006) ศึกษาเอนไซมไซลาเนสที่บริสุทธิ์จากเชื้อรา Paecilomyces themophila ซ่ึง
ผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต เจลฟลเตรชัน และโคร
มาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ และหาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมดวยวิธี SDS-PAGE 
พบวาเอนไซมไซลาเนสมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 25.8 กิโลดาลตัน (kDa) และมีสภาวะการทํางาน
ท่ีดีที่สุดที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสและ pH 7.0 และเมื่อหาคาทางจลนพลศาสตร (kinetic 
parameter) ของเอนไซมไซลาเนสตอโครงสรางไซแลนจากแหลงตางๆ ไดแก ไมเบิรช (birchwood) 
ไมบีช (beechwood) และตนโอต (oat spelts) สวนที่ละลายน้ําและไมละลายน้ํา พบวามีคาคงที่ของ 
Michaelis-Menten (Km) เทากับ 1.6, 2.4, 2.0 และ 11.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคาอัตราเร็วสูงสุด
ในการทําปฏิกิริยา (Vmax) เทากับ 1424.7, 1290.3, 1935.5 และ 2344.1 ไมโครโมลตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 

 
เอนไซมไซลาเนสจากแบคทีเรีย Bacillus circulans BL53 (Heck et al., 2006) ที่ผานการทํา

ใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต การใชโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ
บวก และเจลฟลเตรชัน จากน้ันหาน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธี SDS-PAGE พบวามีนํ้าหนักโมเลกุล
ประมาณ 38 กิโลดาลตันและ pI ประมาณ 8.8 มีคาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมไดแก Km และ 
Vmax เทากับ 9.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและ 25.25 ไมโครโมลตอนาที ตามลําดับ 
 

การศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา Aspergillus sojae (Kimura et al., 
1995) ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต โครมาโตกราฟแบบ
แลกเปลี่ยนประจุลบ และเจลฟลเตรชัน พบวามีรูปแบบของเอนไซมทั้งหมด 3 รูปแบบ ไดแก X-I, 
X-II-A และ X-II-B มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 32.7, 34.3 และ 35.5 กิโลดาลตัน มีคา pI ประมาณ 
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3.5, 3.9 และ 3.75 ตามลําดับ และเอนไซมทั้ง 3 รูปแบบนี้มีสภาวะการทํางานที่ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 60, 
50 และ 60 องศาเซลเซียส และที่ pH 5.0, 5.0 และ 5.5 ตามลําดับ 

 
Anthony et al. (2003) ศึกษาสมบัติของเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา Aspergillus fumigatus 

AR1 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีนํ้าตาลไซโลสเปนแหลงคารบอน พบวาเอนไซมไซลาเนสที่
ไดแสดงกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียสและ pH 6.0-6.5 เอนไซมมี
ความเสถียรที่อุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียสและ pH ในชวง 4.0-9.0 นํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซม
ไซลาเนสจากการประมาณคาโดยวิธี electrophoresis และการทํา Zymogram พบแถบโปรตีนที่
แสดงกิจกรรมของเอนไซมทั้งหมด 4 แถบและมีนํ้าหนักโมเลกุลอยูในชวง 212 ถึง 253 กิโลดาลตัน 
 

จากรายงานของ Silva et al. (1999) ซ่ึงไดศึกษาสมบัติของเอนไซมไซลาเนส II ที่บริสุทธิ์
จากเชื้อรา Aspergillus fumigatus Fresenius เม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งที่มีจมูกขาวสาลี (wheat 
bran) เปนสับสเตรท เอนไซมไซลาเนส II ที่ไดมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 19 กิโลดาลตันจากการ
ประมาณดวยวิธี SDS-PAGE สภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอยูที่ pH 5.5 และ
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เมื่อวัดคาทางจลนพลศาสตรและความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซม 
พบวาเอนไซมไซลาเนสมีความจําเพาะตอสับสเตรทที่เปนโครงสรางไซแลนเทาน้ัน สวนคา Km ตอ
สับสเตรทที่เปนไซแลนจาก oat spelt และไซแลนจาก birchwood เทากับ 5.72 และ 2.19 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตรและ Vmax เทากับ 2.34 และ 1.55 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  

 
เอนไซมไซลาเนสจากเห็ดนางรม Pleurotus ostreatus 10 ที่ไมผานการทําใหบริสุทธิ์มี

สภาวะการทํางานดีที่สุดท่ีอุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียสและ pH 5.0-5.5 มีความเสถียรสูงสุดที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ pH ในชวง 3.0-8.0 (จารุวรรณ, 2548) 
 

นอกจากน้ียังพบเอนไซมไซลาเนสในจุลินทรียชนิดอื่นๆ ซ่ึงมีลักษณะแตกตางกันไป ดัง
แสดงในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1  ลักษณะของเอนไซมไซลาเนสจากจุลินทรียชนิดตางๆ 
 
จุลินทรีย นํ้าหนักโมเลกุล 

(กิโลดาลตัน) 
อุณหภูมิที่
เหมาะสม (°C) 

pH ที่
เหมาะสม 

แหลงอางอิง 

Aspergillus aculeatus          18, 26, 52 50, 50, 70 4.0, 4.0, 5.0  Fujimoto et al. (1995) 
Aspergillus awamori  39, 23, 26 45-55 4.0-5.5  Kormelink et al. (1993) 
Aspergillus fischeri  31 60 6.0  Raj and Chandra (1996) 
Aspergillus fumigatus  19, 8.5 55 5.5  Silva et al. (1999) 
Aspergillus kawachii  35, 26, 29 60, 55, 50 5.5, 4.5, 2.0  Ito et al. (1992) 
Aspergillus nidulans  22, 34 62, 56 5.5, 6.0  Espinar et al. (1994) 
Aspergillus nidulans KK ND 55 8.0  Taneja  et al. (2002) 
Aspergillus oryzae  35 60 5.0  Kitamoto et al. (1999) 
Aspergillus sojae  33, 36 60, 50 5.0, 5.5  Kimura et al. (1995) 
Aspergillus sp.  26 50 5.0  Khanna et al. (1995) 
Aspergillus sydowii  33 50 4.0  Ghosh and Nanda 

(1994) 
Aspergillus terreus  ND 

ND 
50 
45 

7.0 
4.5 

Ghanen et al. (2000) 
Ghareib and Dein 
(1992) 

Aspergillus versicolor  19 55 6.0 Carmona et al. (1998) 
Acrophialophora nainiana  22 55 7.0  Salles et al. (2000) 
Aureobasidium pullulans  25 54 4.4  Li et al. (1993) 
Bacillus sp.  99 75 6.0  Baitaillon et al. (2000) 
Chaetomium cellulolyticum 25, 47, 57 50 5.0-7.0  Baraznenok et al. 

(1999) 
Cryptococcus sp. 22 40 2.0  Iefuji et al. (1996) 
Fusarium oxysporum  20.8, 23.5 60, 55 6.0  Christakopoulos et al. 

(1996) 
H. grisea var. thermoidea  23 70 5.5  Monti et al. (1991) 
Myceliophthora sp.  53 75 6.0  Chadha et al. (2004) 
Penicillium brasilianum  31 ND ND  Jorgensen et al. (2003) 
Penicillium capsulatum  22 48 3.8  Ryan et al. (2003) 
Penicillium sp. 25 50 2.0  Kimura et al. (2000) 
Streptomyces sp.  24.5, 37.5, 38 55-60 6.0-8.0 Georis et al. (2000) 
Thermoascus aurantiacus  ND 70-75 4.0-5.0  Kalogeris et al. (1998) 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 
จุลินทรีย นํ้าหนักโมเลกุล 

(กิโลดาลตัน) 
อุณหภูมิที่
เหมาะสม (°C) 

pH ที่
เหมาะสม 

แหลงอางอิง 

Thermomyces lanuginosus  24.7 70 6.0-6.5  Singh et al. (2000) 
Trichoderma harzianum  20 50 5.0 Tan et al. (1985) 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Polizeli et al. (2005)  
 
5. คุณลักษณะของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส (Characteristics of ß-xylosidase) 

 
เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสผลิตไดทั้งจากเชื้อราและแบคทีเรีย โดยทั่วๆไปจะพบเปนโปรตีน

ท่ีมี 1 หนวยยอย (subunit) แตในบางรายงานพบวามีถึง 2 หรือ 3 หนวยยอย (Sunna และ 
Antranikian, 1997) มีนํ้าหนักโมเลกุลต้ังแต 60 กิโลดาลตันถึง 360 กิโลดาลตัน มีสภาวะการทํางาน
ท่ีคอนขางกวางแตสวนใหญที่พบจะทํางานไดดีที่ pH 4.0-5.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส สวน
ความเสถียรของเอนไซมขึ้นอยูกับแหลงผลิต (Polizeli et al., 2005) 

 
เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่บริสุทธิ์จากแบคทีเรีย Bacillus thermantarcticus ที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลวโดยมีไซแลนเปนสับสเตรท แสดงกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียสและ pH 6.0 ความเสถียรของเอนไซมอยูในชวง pH 5.5 ถึง 10.0 และทนอุณหภูมิไดสูงถึง 
60 องศาเซลเซียส มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 150 กิโลดาลตันเมื่อประมาณคาดวยวิธีเจลฟลเตรชัน
และ 75 กิโลดาลตันเมื่อประมาณคาดวยวิธี SDS-PAGE มีคา pI เทากับ 4.2 (Lama et al., 2004)  

 
จากการศึกษาของ Kiss และ Kiss (2000) พบวาเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่บริสุทธิ์จากเชื้อ

รา Aspergillus carbonarius ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและ pH 4.0 เอนไซมมีความ
เสถียรที่ pH 3.5 ถึง 6.5 และเมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 30 นาที พบวามีความเสถียร
สูงสุดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเอนไซมสูญเสียกิจกรรมไป 25 
เปอรเซ็นตและที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสจะสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมทั้งหมด เอนไซมมี
นํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 100 กิโลดาลตันเมื่อวิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE และมีคา pI ประมาณ 
4.4 
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Lee และ Forsberg (1987) ไดศึกษาสมบัติของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากแบคทีเรีย 
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 โดยการเพาะเล้ียงบนอาหารเหลวที่มีไซแลนจาก oat spelt 
เปนสับสเตรท พบวาเอนไซมแสดงกิจกรรมสูงสุดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสและ pH 6.0 ถึง 6.5 
มีความเสถียรสูงสุดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและที่ pH ในชวง 6.0 ถึง 8.0 เมื่อหานํ้าหนัก
โมเลกุลของเอนไซมดวยวิธี SDS-PAGE พบวาเอนไซมมี 2 หนวยยอยมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 
63 และ 85 กิโลดาลตันมีคา pI ประมาณ 5.85 

 
เชื้อรา Termitomyces clypeatus ผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 

94 กิโลดาลตัน แสดงกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและ pH 5.0 มีความ
เสถียรสูงสุดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (Bhattacharyya et al., 1997) 

 
Li et al. (2000) ศึกษาการเหนี่ยวนําและสมบัติของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากเชื้อรา 

Trichoderma koningii G-39 พบวาในอาหารที่มีไซโลสผสมกับไซแลนมีการผลิตเอนไซมบีตา-
ไซโลซิเดสมากกวาในอาหารที่มีไซแลนเพียงอยางเดียว เอนไซมที่บริสุทธิ์มีนํ้าหนักโมเลกุล
ประมาณ 104 และ 100 กิโลดาลตันเมื่อประมาณคาดวยวิธีเจลฟลเตรชันและ SDS-PAGE ตามลําดับ 
สภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอยูที่ pH 3.5 ถึง 4.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เอนไซมมีความเสถียรในชวง pH 2.5 ถึง 7.4 และอุณหภูมิไมเกิน 60 องศาเซลเซียส ที่อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียสเอนไซมจะสูญเสียกิจกรรมทั้งหมด 

 
6. การผลิตเอนไซมยอยสลายไซแลน 

 
เอนไซมยอยสลายไซแลนสามารถผลิตไดทั้งในอาหารเหลว (submerged liquid culture) 

และอาหารแข็ง (solid state culture) ขึ้นกับลักษณะการนําไปใช ตารางที่ 2 แสดงการผลิตเอนไซม
ยอยสลายไซแลนเพื่อใชในทางการคาซ่ึงมีการผลิตในอาหารทั้ง 2 ชนิด แตพบวา 80-90 เปอรเซ็นต
เปนการผลิตในอาหารเหลว โดยปกติเซลลจุลินทรียสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสไดโดยไมตองมี
การเหนี่ยวนําซ่ึงเรียกวา constitutive enzyme แตเอนไซมที่ผลิตออกมาจะมีปริมาณนอยและ
กิจกรรมของเอนไซมคอนขางต่ํา constitutive enzyme จะเริ่มตนทํางานโดยการยอยสลายสับสเตรท
ท่ีเปนไซแลนทําใหไดไซโลโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ เชน ไซโลไบโอสและไซโลไตรโอส ซ่ึง
สามารถดูดซึมเขาสูเซลลของจุลินทรียได และจะไปเหนี่ยวนําใหยีนที่เก่ียวของกับการสังเคราะห
เอนไซมไซลาเนสเกิดการสังเคราะหเอนไซมไซลาเนสเพิ่มขึ้น สวนการยับยั้งการผลิตเอนไซมเกิด
จากน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว เชน นํ้าตาลไซโลสซึ่งไดจากการทํางานของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส   
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และนํ้าตาลกลูโคส (Haltrich et al, 1996) กลไกการควบคุมการผลิตเอนไซมไซลาเนสและเอนไซม
บีตา-ไซโลซิเดสแสดงในภาพที่ 7 

 
ตารางที่ 2  เอนไซมยอยสลายไซแลนที่ผลิตจากจุลินทรียชนิดตางๆ ในเชิงพาณิชยและการนําไปใช 
 
ชื่อทางการคา ผูจําหนาย จุลินทรียที่ใชผลิต  การผลิต การนําไปใชงาน 

 
Allzym PT Alltech, US Aspergillus niger SbmF Animal feed improvement 
Amano 90 Amano 

Pharmaceutical,Japan 
- SSF 

wheat 
raw 

Pharmaceutical analysis, food 
industry 

Bio-Feed Plus Novo Nordisk, 
Denmark 

Humicola insolens SbmF Animal feed 

Resinase A/S n.c. n.c. Cellulose and paper industry 
Bleachzyme Biocon, India n.c. n.c. - 
Cartazyme Clariant, UK Termomonospora 

fusca 
n.c. - 

 
EcopulpX-200 Primalco, Argentina Trichoderma reesei SbmF Cellulose pulp bleaching 
Ecosane Biotec, US  SbmF Animal feed 
Ecozyme Thomas Swan, UK n.c. n.c. Cellulose and paper industry 
Grindazym  
GP e GV 

Danisco Ingredients, 
Denmark 

A. niger SbmF Bird and pig feed 

Irgazyme 40 Nalco-Genencor,US 
Ciba,-Geigy,Switz. 

Trichoderma 
longibrachiatum 

SbmF Paper industry and animal feed 

Multifect XL Genencor, US T. longibrachiatum SbmF Food industry 
Pulpzyme Novozymes, Denmark Bacillus sp. - Cellulose and paper industry 
Solvay pentonase Solvay Enzymes, US T. reesei SbmF Starch and bread-making 

industries 
Sternzym HC 46 Stern-Enzym,German - SSF Bread-making 
Sumizyme X Shin Nihon, Japan Trichoderma 

koningii 
SSF 
wheat 
raw 

Manufacture of mushrooms 
and vegetables extracts, bread-
making,  

Xylanase Seikagaku, Japan Trichoderma sp. SbmF Carbohydrate structural studies 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 
ชื่อทางการคา ผูจําหนาย จุลินทรียที่ใชผลิต  การผลิต การนําไปใชงาน 

 
Xylanase Granotec do Brazil, 

Brazil 
n.c. n.c. Weight decreasing in Cream-

Crackers,better texture and 
taste, Wafer’s uniformity 
improvement 

Xylanase GS35 Iogen, Canada. T. reesei SbmF Cellulose pulp bleaching, 
animal feed 

Biobrite  n.c. n.c. Cellulose and paper industry 
 
หมายเหตุ  SbmF= Submerged fermentation, SSF= solid substrate fermentation, n.c.= not cited 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Polizeli et al. (2005)  
 
 

 
 

ภาพที่ 7  กลไกการควบคุมการผลิตเอนไซมไซลาเนสและเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส 
ท่ีมา: Polizeli et al. (2005)  

 Permeases Plasma membrane 

Cytoplasm 

Xylanase 

Xylan 

Xylobiose        
Xylotriose     
Xylooligosaccharides 

β-xylosidase

Enzymatic synthesis 

Xylobiose       
Xylotriost 
Xylooligosaccharides 

Induction 

Xylose 

Glucose 

Glucose 

Catabolic 
repression 
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นํ้าตาลไซโลสไมไดใหผลในการยับยั้งการสังเคราะหเอนไซมไซลาเนสเสมอไปบางครั้งก็
สามารถเหนี่ยวนําการสังเคราะหเอนไซมได (Haltrich et al., 1996) เชนจากการศึกษาของ Pou-
Llinas และ Driguez (1987) พบวาไซโลสสามารถเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมไซลาเนสในจุลินทรีย 
Pullularia pullulans และสารบางชนิดสามารถเหน่ียวนําใหเซลลจุลินทรียสังเคราะหทั้งเอนไซม  
ไซลาเนสและเอนไซมเซลลูเลสไดพรอมกัน เชนในเชื้อรา Aspergillus terreus ซ่ึงจะผลิตเอนไซม
ไซลาเนสเพียงอยางเดียวเมื่อมีสับสเตรทเปนไซแลน ไซโลไบโอส และน้ําตาลไซโลส แตเม่ือใช
เซลลูโลส หรือเซลโลไบโอส เปนสับสเตรทพบวาจุลินทรียจะผลิตทั้งเอนไซมไซลาเนสและ
เอนไซมเซลลูเลสควบคูกันไป (Hrmova et al., 1989) เชนเดียวกับในเชื้อรา Trichoderma reesei ที่
พบวาไซแลนและไซโลไบโอสเหนี่ยวนําการสังเคราะหเอนไซมไซลาเนส ในขณะที่ซอฟอโรส 
(sophorose) สามารถเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมไซลาเนสและเอนไซมเซลลูเลส (Hrmova et al., 
1986) แตกตางจากการเหนี่ยวนําการสังเคราะหเอนไซมไซลาเนสใน Schizophyllum commune ซ่ึง
เกิดจากการใชเซลโลไบโอสหรือซอฟอโรสเปนสารเหนี่ยวนํา และพบวาเมื่อมีไซแลนและไซโลไบ
โอสจะทําใหการสังเคราะหเอนไซมไซลาเนสลดลง (Haltrich et al., 1996) สวนการเหน่ียวนําการ
ผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส พบวา ไซโลไบโอส เปนสารเหน่ียวนําการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิ-
เดสที่ดีที่สุด (Polizeli et al., 2005)  
 

เอนไซมไซลาเนสสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิดทั้งจากเชื้อรา แบคทีเรียและแอค-
ติโนมัยสีท โดยลักษณะของเอนไซมไซลาเนสจะแตกตางตามแหลงท่ีผลิตเอนไซม โดยจุลินทรียที่
นิยมศึกษาและใชเปนแหลงผลิตเอนไซมสวนใหญจะเปนเชื้อรา เน่ืองจากมีขอดี คือ เอนไซมที่ผลิต
จากเชื้อราเปนเอนไซมที่ผลิตออกนอกเซลล (extracellular enzyme) ซ่ึงงายตอการเก็บเก่ียวเอนไซม
ไปใชงาน และเชื้อราจะผลิตเอนไซมที่มีความซับซอนคือใน 1 ระบบเอนไซมจะมีเอนไซมที่ทํา
หนาที่ยอยโครงสรางที่เปนโซหลักและโซดานขางซึ่งทําใหสามารถยอยสลายโครงสรางที่ซับซอน
ไดอยางสมบูรณ (Haltrich et al., 1996) 
 

เชื้อรากลุมหน่ึงที่มีความนาสนใจในการใชเปนแหลงผลิตเอนไซมไซลาเนสแตมีการศึกษา
นอยมาก คือ เช้ือราในกลุม Basidiomycetes หรือท่ีรูจักกันทั่วไปวาเห็ดรา โดยเฉพาะเห็ดราที่
รับประทานได (edible mushroom) ซ่ึงนอกจากจะผลิตเอนไซมที่สามารถยอยสลายโครงสรางที่
ซับซอนไดอยางสมบูรณแลว เอนไซมที่ผลิตนาจะมีความปลอดภัยสามารถรับประทานได 
(Qinnghe et al., 2004) 
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จากรายงานของจารุวรรณ (2548) ซ่ึงไดศึกษาเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตจากเห็ดนางรม 
Pleurotus ostreatus 10 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีสารเหนี่ยวนําตางๆ พบวา มีการผลิตเอนไซมสูง
ท่ีสุดเมื่อใชเอวิเซลเปนแหลงคารบอน รองลงมาคือเซลโลไบโอส นํ้าตาลแลคโตส คารบอกซีเมทิล
เซลลูโลส และไซแลน สวนนํ้าตาลไซโลสและน้ําตาลกลูโคสไมแสดงการเหน่ียวนําการผลิต
เอนไซมไซลาเนส 
 
7. เอนไซมยอยสลายไซแลนในอุตสาหกรรม 
 

ปจจุบันมีหลายประเทศที่มีการผลิตเอนไซมไซลาเนสในเชิงพาณิชยเพ่ือใชในอุตสาหกรรม 
เชน ญี่ปุน ฟนแลนด เยอรมัน ไอรแลนด เดนมารก แคนาดา และสหรัฐอเมริกา การนําเอนไซมยอย
สลายไซแลนมาใชในอุตสาหกรรมมีมาตั้งแตป ค.ศ. 1980 โดยในระยะแรกใชในอุตสาหกรรม
อาหารสัตว ตอมาจึงไดมีการนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องด่ืม และอุตสาหกรรมเย่ือ
และกระดาษ ปจจุบันเอนไซมไซลาเนส เซลลูเลสและเปคติเนสมีสวนแบงในตลาดเอนไซมของ
โลกอยูที่ 20 เปอรเซ็นตของเอนไซมทั้งหมด (Polizeli et al., 2005) 
 

7.1 อุตสาหกรรมอาหารสัตว 
 

อาหารสัตวสวนใหญเปนของเหลือทิ้งจากพืชจําพวกธัญพืชหรือพืชใบเลี้ยงเดี่ยว ซ่ึง
มีอะราบิโนไซแลนเปนสวนประกอบหลัก ในกระเพาะของสัตวอะราบิโนไซแลนจะอยูในรูปที่
ละลายน้ําไดและเกิดความหนืด ซ่ึงขัดขวางการดูดซึมสารอาหารและการยอยอาหารของสัตว ทําให
สัตวเจริญเติบโตชาและสุขภาพไมดี โดยเฉพาะในสัตวที่มีอายุนอยหรือแรกเกิดซ่ึงมีการผลิต
เอนไซมที่ใชสําหรับยอยอาหารในปริมาณนอยกวาในสัตวที่โตแลว ดังน้ันการเติมเอนไซมยอย
สลายไซแลนในอาหารสัตวจะชวยใหระบบยอยอาหารของสัตวทํางานไดดีขึ้นและดูดซึม
สารอาหารไดมากขึ้น ทําใหสัตวมีการเจริญเติบโตและมีสุขภาพท่ีดี (Beg et al., 2001; Polizeli et 
al., 2005)  
 

นอกจากนี้ยังพบวาของเสียที่ขับออกจากรางกายของสัตวที่กินอาหารที่มีเอนไซมยอย
สลายไซแลนเปนสวนประกอบ จะมีปริมาณของสารฟอสฟอรัส ไนโตรเจน ทองแดงและสังกะสี
ลดลง ซ่ึงเปนการลดการปนเปอนของสารเหลาน้ีสูสภาพแวดลอมอีกทางหนึ่ง (Polizeli et al., 2005) 
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7.2 อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม 
 

ในการทําขนมอบพบวาหากมีการเติมเอนไซมยอยสลายไซแลนลงในแปงขนมปงจะ
ทําใหไดโด (dough) ที่มีความนุม นวดงาย เน้ือสัมผัสของขนมปงเพ่ิมขึ้น การดูดซึมนํ้าดีขึ้นและทน
ตอการหมักไดดีข้ึนดวย (Harbak และ Thygesen, 2002; Camacho และ Aguilar, 2003) 
 

ในอุตสาหกรรมเครื่องด่ืมและไวน ตองการใหมีความคงตัวของผลิตภัณฑเน่ืองจากใน
ผลไมมีสารจําพวกเปคติน และเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงมักจะเกิดการรวมตัวกันและตกตะกอน พบวาการ
ใชเอนไซมไซลาเนส  เอนไซมเซลลูเลส และเอนไซมเปคติเนสจะชวยแกปญหาเหลาน้ีได
เชนเดียวกับปญหาที่พบในการผลิตเบียร ท่ีมักพบวาในขั้นตอนการหมักจะเกิดความหนืดและเบียร
จะมีลักษณะคลายกับโคลน ซ่ึงเกิดจากอะราบิโนไซแลนจากขาวบารเลย เม่ือใสเอนไซมไซลาเนส 
ลงไปชวยยอยอะราบิโนไซแลนใหเปนโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ ก็จะทําใหปญหานี้หมดไป 
(Debyser et al., 1997; Dervilly et al., 2002) 

 
7.3 อุตสาหกรรมเย่ือและกระดาษ 

 
อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษเปนอุตสาหกรรมหลักท่ีมีการนําเอนไซมยอยสลาย     

ไซแลนมาใชงาน โดยใชในขั้นตอนของการฟอกเยื่อเพ่ือกําจัดสารประกอบลิกนินออกจาก
เซลลูโลส โดยในกระบวนการฟอกเยื่อกระดาษที่ผานมาจะใชสารเคมีจําพวกคลอรีนไดออกไซด
โอโซน และโซเดียมไฮดรอกไซด เปนสารฟอก ซ่ึงเมื่อสารเหลาน้ีรวมตัวกับสารประกอบลิกนินจะ
เกิดเปนสารท่ีมีพิษโดยเฉพาะคลอรีนไดออกไซด ตอมาประเทศในแถบทวีปยุโรปและอเมริกาเหนือ
จึงไดลดปริมาณของคลอรีนไดออกไซดลงและเพ่ิมปริมาณของเอนไซมยอยสลายไซแลนเขาไป
แทน พบวาใหประสิทธิภาพในการฟอกเยื่อท่ีไมตางกันและยังลดการเกิดมลภาวะที่เปนพิษตอ
ส่ิงแวดลอมอีกดวย (Polizeli et al., 2005) 

 
จากการที่เอนไซมยอยสลายไซแลนสามารถกําจัดสารประกอบลิกนินได จึงมีการ

ต้ังสมมติฐานการทํางานของเอนไซมไว 2 แบบ คือ สมมติฐานแรกคาดวาเอนไซมยอยสลายไซแลน
จะยอยสลายไซแลนที่เกาะอยูกับลิกนินทําใหลิกนินสัมผัสกับสารเคมีไดงายขึ้น ดังน้ันแมจะใช
สารเคมีปริมาณนอยลงก็สามารถกําจัดลิกนินได (Viikari et al., 1994) สมมติฐานที่ 2 คือ ไซแลนซึ่ง
สรางพันธะเชื่อมอยูระหวางเซลลูโลสและลิกนิน เม่ือถูกกําจัดโดยเอนไซมยอยสลายไซแลนจึงทํา
ใหเซลลูโลสเปนอิสระจากลิกนินดวย (Paice et al., 1992) 
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8. การทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิ  
 

การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ เปนกระบวนการหลังการผลิต (down stream process) ซ่ึงเปน
ข้ันตอนสําคัญในการเก็บเกี่ยวผลผลิต เปนการแยกผลิตภัณฑที่ตองการใหบริสุทธิ์โดยอาศัย
หลักการพื้นฐานของลักษณะทางกายภาพและชีวภาพของสารที่ตองการแยก เชน ขนาดโมเลกุล 
มวล ประจุไฟฟาบนโมเลกุล ความสามารถในการละลาย และความจําเพาะกับสารบางชนิด เปนตน 
ดังแสดงในตารางที่ 3 

 
ตารางที่ 3  หลักการแยกและทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ 
 
สมบัติ วิธีการ 
ขนาด หรือ มวล Centrifugation 

Gel filtration 
Dialysis, Ultrafiltration 

ประจุ Ion-exchange chromatography 
Electrophoresis 
Isoelectric focusing 

ความสามารถในการละลาย Change in pH 
Change in ionic strength 
Decrease in dielectric constant 

ความจําเพาะกับสารบางชนิด Affinity chromatography 
Affinity elution 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Price และ Stevens (1984) 
 

สวนวิธีการท่ีมักจะใชในการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ที่รูจักกันทั่วไป ไดแก วิธีโครมาโตกรา-
ฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion-exchange chromatography) วิธีเจลฟลเตรชัน (gel filtration) วิธีอัลตรา
ฟลเตรชัน (ultrafiltration) วิธีโครมาโตกราฟแบบจําเพาะ (affinity chromatography) และการทํา 
อิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) เปนตน 
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8.1 โครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion-exchange chromatography) 
 

เปนกระบวนการแลกเปลี่ยนประจุระหวางเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ที่เปน
ของเหลว กับเฟสคงที่ (stationary phase) โดยที่เฟสคงที่เปนของแข็งที่ไมละลายในตัวทําละลาย 
เรียกวา เมทริกซ (matrix) เปนโพลีเมอร (polymer) ที่เหน่ียวนําใหประกอบดวยสวนที่มีประจุรวม
เรียกวาตัวแลกเปลี่ยนประจุ (ion exchanger) เชน carboxymethyl cellulose เปนเซลลูโลสที่มีกลุม
ประจุของหมู carboxymethyl (CH2COO-) หรือ dextran ที่มีหมู aminoethyl (CH2NH3+) ลอมรอบอยู 
เมื่อตัวแลกเปล่ียนประจุถูกทําใหอยูในสมดุลดวยสารละลายบัฟเฟอร หรือสารละลายเกลือใดๆ 
พบวามีสวนของสารที่มีประจุที่เปนองคประกอบในบัฟเฟอรหรือสารละลายเกลือเขามาลอมรอบตัว
แลกเปลี่ยนประจุเพ่ือรักษาสภาพสมดุลทางไฟฟา เรียกประจุเหลาน้ีวา counter ion ซ่ึงเปนอิออนที่มี
ประจุตรงขามกับเมทริกซ โปรตีนแตละชนิดมีประจุที่ตางกันทําใหสามารถเกิดแรงกระทําทาง
ไฟฟากับประจุในสวน counter ion ไดตางกัน โปรตีนที่มีประจุตรงขามกับตัวแลกเปลี่ยนประจุและ
มีความแรงประจุสูงก็จะไปแทนที่ counter ion แลวเขาไปยึดจับกับเมทริกซได สวนโปรตีนที่มี
ประจุชนิดเดียวกับตัวแลกเปลี่ยนประจุก็จะหลุดออกจากคอลัมนกอนโดยแรงผลักทางไฟฟา ทําให
สามารถแยกโปรตีนที่ผสมกันอยูออกจากกันได และเมื่อตองการไลโปรตีนที่ถูกยึดจับกับตัว
แลกเปล่ียนประจุใหหลุดออกมาสามารถทําไดโดยการผานบัฟเฟอรที่มีประจุแรงกวาเขาไป ซ่ึงจะ
ไปแทนที่ทําใหโปรตีนหลุดจากการจับกับเมทริกซ สวนมากสารที่ใชเพ่ือชะโปรตีนจากเมทริกซมัก
เปนสารละลายโซเดียมคลอไรดที่มีความเขมขนเพ่ิมขึ้นเปนลําดับ โดยโปรตีนที่ถูกชะออกมาจะ
เรียงจากโปรตีนที่ความแรงของประจุตํ่าสุดไปจนกระทั่งโปรตีนที่มีความแรงของประจุสูงสุด
นอกจากนี้การทําโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุสามารถเลือกไดวาตองการใหโปรตีนที่
ตองการแยกจับกับตัวแลกเปลี่ยนประจุ หรือใหอยูในสวนที่ถูกชะออกมาก็ได (Scopes, 1987) 
 

8.2 เจลฟลเตรชัน (gel filtration chromatography) 
 

เปนเทคนิคการแยกโปรตีนโดยอาศัยสมบัติความแตกตางกันของขนาด มวล และ
รูปรางของโปรตีน (Voet และ Voet, 1990) โดยอาศัยตัวกลางคือเม็ดเจลที่มีชองวางภายในที่เกิดจาก
การเชื่อมไขว (cross-link) ของโพลีเมอรที่ใชในการสรางโครงขายเจล (gel matrix) โดยภายในเม็ด
เจลแตละเม็ดมีขนาดชองวางที่จําเพาะยอมใหโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลจํากัดผานเขาไปในเม็ดเจลได
สวนโปรตีนที่มีขนาดใหญกวาและไมสามารถผานเขาไปไดจะถูกชะออกจากคอลัมนกอน ดังน้ัน
โปรตีนที่มีขนาดเล็กที่สุดจะถูกชะออกมาหลังสุด 
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8.3 อัลตราฟลเตรชัน (ultrafiltration) 
 

เปนการแยกโปรตีนตามขนาดโมเลกุล โดยใชแรงดันโปรตีนใหผานแผนกรอง ซ่ึงมี
ขนาดตางๆ โดยโปรตีนที่มีขนาดเล็กกวาขนาดแผนกรองจะสามารถผานแผนกรองออกมาได
เรียกวาเปน filtrate สวนโปรตีนที่มีขนาดใหญจะไมสามารถผานไดเรียกวา retentate สวนใหญมัก
ใชเปนขั้นตอนในการทําโปรตีนใหเขมขนข้ึน โดยโปรตีนที่ตองการตองมีขนาดใหญกวาขนาดของ
แผนกรองและอยูในสวนที่เปน retentate แตวิธีอัลตราฟลเตรชันไมเหมาะสมในการทําโปรตีนให
เขมขนหากโปรตีนที่ตองการอยูในสวนที่เปน filtrate ดังน้ันส่ิงสําคัญในการทําอัลตราฟลเตรชัน คือ 
การเลือกใชแผนกรองที่เหมาะสมโดยพิจารณาจากขนาดของโปรตีนที่ตองการแยก (Scopes, 1987) 

 
8.4 โครมาโตกราฟแบบจําเพาะ (affinity chromatography) 

 
เปนการแยกโดยอาศัยความจําเพาะของโปรตีนที่ตองการแยก โดยโปรตีนจะยึดเกาะ

กับสารที่มีความจําเพาะ หรือที่เรียกวา ลิแกนด (biospecific ligand) ซ่ึงถูกเหนี่ยวนําใหติดอยูบนเฟส
คงที่ (stationary phase) หรือ เมทริกซ ดวยพันธะโควาเลนท เมื่อผานสารละลายผสมลงไปใน
คอลัมน โปรตีนที่ไมมีความจําเพาะกับลิแกนดก็จะถูกชะออกไป จากนั้นจึงปรับสภาวะเพื่อให
โปรตีนที่สนใจหลุดออกจากการยึดจับของลิแกนด นอกจากนี้อาจมีการเพิ่มสวนที่เรียกวา spacer 
arm ซ่ึงจะชวยใหการยึดจับระหวางเมทริกซกับลิแกนดดีข้ึน และเปนการเพิ่มพ้ืนท่ีและโอกาสใน
การจับของโปรตีนกับลิแกนดอีกดวย  
 

8.5 อิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) 
 

ใชเปนวิธีตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนที่แยกไดและเปนการตรวจสอบน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีน โดยใชหลักการแยกตามขนาดโมเลกุล ซ่ึงอาศัยสนามไฟฟาในการเคลื่อนที่ 
เทคนิคท่ีใชในการวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของสายโซโพลีเปบไทดเรียกวา SDS-PAGE (sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) โดยมีหลักการคือ ใชสาร SDS ซ่ึงเปนสาร   
ไอออนิกที่มีประจุลบไปจับสายโซโปรตีน ทําใหโปรตีนเกิดการเสียสภาพและคลายตัวเปนเสนตรง
พรอมกับมีประจุรวมเปนลบ ดังน้ันโปรตีนจะเคลื่อนที่เขาหาขั้วบวกเมื่ออยูในสนามไฟฟา และ
อัตราเร็วในการเคลื่อนที่จะขึ้นกับขนาดของโมเลกุล โดยที่โปรตีนที่มีโมเลกุลขนาดเล็กจะเคลื่อนที่
ไดเร็วกวาโมเลกุลขนาดใหญ  
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  แหลงจุลินทรีย 
เห็ดนางรม Pleurotus ostreatus DOA 10 ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยรวบรวมเช้ือ

พันธุเห็ดแหงประเทศไทย กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ โดยเก็บรักษาบน
อาหาร potato dextrose agar (PDA, Merck, Germany) 

 
2.  อุปกรณและส่ือที่ใชในการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ 
 2.1  เครื่องอัลตราฟลเตรชัน (MinimateTFF system, PALL, USA) 
 2.2  คอลัมนขนาด 1×100 เซนติเมตร (Bio-Rad, USA) 

 2.3  คอลัมน XK 16 (GE healthcare Bioscience, Sweden) 
 2.4  Sephacryl S200 (GE healthcare Bioscience, Sweden) 
 2.5  Q Source (GE healthcare Bioscience, Sweden) 

 2.6  Akta explorer (GE healthcare Bioscience, Sweden) 
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วิธีการ 
 
1. การผลิตเอนไซม 
 

เพาะเลี้ยงเชื้อเห็ดนางรม Pleurotus ostreatus DOA 10 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MCM 
(mushroom complete medium) เปนเวลา 7 วัน จากนั้นถายเช้ือจากจานอาหาร MCM โดยการตัดช้ิน
วุนที่ปลายเสนใยของเห็ดนางรม P. ostreatus DOA 10 ดวย cork borer เบอร 3 จํานวน 5 ช้ินแลวใส
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM medium (mushroom minimal medium) (Niederpruem, 1963) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่มีเอวิเซลเปนแหลงคารบอนที่บรรจุอยูในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสในเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 10 
วัน จากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 เพ่ือแยกเซลลและสวนใสออกจากกัน สวน
ใสที่ไดจะเก็บรักษาโดยแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือนําไปวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซมตอไป 
 
2. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมและปริมาณโปรตีน  
 

2.1 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส 
 

บมสารละลายเอนไซมปริมาตร 0.25 มิลลิลิตรรวมกับสารละลาย Oat spelt xylan 1 
เปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักตอปริมาตรที่ละลายในสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิ-
โมลาร pH 5.5 ซ่ึงใชเปนสับสเตรท ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
30 นาที จากน้ันนําไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี Somogyi-Nelson (Wood และ Bhat, 
1988)  
 

กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส แสดงเปนยูนิตของเอนไซม โดยที่หน่ึงยูนิตของ
เอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสับสเตรทไดนํ้าตาลรีดิวซหน่ึงไมโครโมลในเวลาหนึ่ง
นาที ภายใตสภาวะที่กําหนด 
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2.2 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส 
 

บมสารละลายเอนไซมปริมาตร 20 ไมโครลิตร รวมกับสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 
ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 5.5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรและสารละลาย p-nitrophenyl-ß-D-
xylopyranoside ความเขมขน 25 มิลลิโมลารซึ่งใชเปนสับสเตรท ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลายโซเดียม
คารบอเนต ความเขมขน 2 โมลารปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทิ้งไว 15 นาที และนําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาว 405 นาโนเมตรดวยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร (John และ Schmidt, 1988) 
 

กิจกรรมของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส แสดงเปนยูนิตของเอนไซม โดยที่หน่ึงยูนิตของ
เอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมที่ปลดปลอย p-nitrophenol หน่ึงไมโครโมลในเวลาหนึ่งนาที ภายใต
สภาวะที่กําหนด 

 
2.3 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 

 
วิเคราะหปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่ละลายอยูในสวนใส โดยวิธีของ Lowry et al. 

(1951) โดยใชสารละลาย bovine serum albumin เปนสารมาตรฐาน 
 
3. การศึกษาอุณหภูมิและ pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
 

ศึกษาสภาวะที่เอนไซมแสดงกิจกรรมการทํางานสูงที่สุดโดยวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซมเมื่อแปรคาอุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส และ pH 3.0-8.0 โดยใชสารละลายโซเดียมอะซิ
เตทบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลารควบคุม pH 3.0-5.5 และใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
ความเขมขน 50 มิลลิโมลารควบคุม pH 6.0-8.0 
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4. การศึกษาความเสถียรของเอนไซมท่ีอุณหภูมิและ pH ตางๆ 
 

4.1 การศึกษาความเสถียรของเอนไซมท่ีอุณหภูมิตางๆ 
 

ทดสอบความเสถียรของเอนไซมที่อุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียสโดยบมสารละลาย
เอนไซมที่อุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่เหลืออยู 
ท่ี pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่ไดจากหัวขอที่ 3 

 
4.2 การศึกษาความเสถียรของเอนไซมท่ี pH ตางๆ   

 
บมสารละลายเอนไซมรวมกับสารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอรความเขมขน 0.1  

โมลารที่ pH 3.0-5.0 สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH 6.0-8.0 สารละลายทริสไฮโดรคลอริก
บัฟเฟอร (Tris-HCl) ที่ pH 9.0-10.0 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นทํา
การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่เหลืออยู ที่อุณหภูมิและ pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซมท่ีไดจากหัวขอที่ 3 
 
5. การศึกษารูปแบบการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากเห็ดนางรม P. ostreatus DOA 10 ท่ี
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 
 

ผลิตเอนไซมตามวิธีในหัวขอที่ 1 และเก็บตัวอยางทุกวันวันละ 1 ขวดรูปชมพูเปนเวลา 15 
วัน ตัวอยางที่เก็บไดนํามากรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 สวนใสที่กรองไดเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือนําไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซมบีตา-ไซโล
ซิเดสที่อุณหภูมิและ pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม โดยทําการทดลองทั้งหมด 3 ชุดการ
ทดลองที่เปนอิสระตอกัน 
 
6. การศึกษาการสรางเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากเห็ดนางรม P. ostreatus DOA 10 ในระหวางการ
เจริญเติบโตบนอาหารแข็ง  
 

เลี้ยงเช้ือ P. ostreatus DOA 10 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 7 วัน หลังจากน้ันถายเชื้อลงในขวดที่มีเมล็ดขาวฟางที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว โดยใชเข็ม
เขี่ยเชื้อตัดอาหารเล้ียงเชื้อ PDA ที่มีเสนใยติดมาดวย ใหไดช้ินขนาด 1 ตารางเซนติเมตร วางชิ้นวุน
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ลงตรงกลางขวดเมล็ดขาวฟาง โดยเอียงขวดใหเมล็ดขาวฟางกระจายแบนราบลง แลวต้ังขวดขึ้น ปด
จุกสําลี ใชกระดาษปดทับและรัดยาง นําไปบมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ใหเสนใยเจริญเต็มขวด 
ประมาณ 8-12 วัน หลังจากน้ันถายเมล็ดขาวฟางที่มีเสนใยของเชื้อ ประมาณ 20 เมล็ดลงในอาหาร
แข็ง ที่ประกอบดวย ขี้เลื่อย 1 กิโลกรัม รําละเอียด 50 กรัม แคลเซียมคารบอเนต 10 กรัม แมกนีเซียม
คลอไรด 2 กรัม ยิปซัม 20 กรัม และน้ํากลั่น 50-60 เปอรเซ็นต (ชมรมนักเพาะเห็ดแหงประเทศไทย, 
2543) ผสมใหเขากัน ชั่งอาหารแข็ง 50 กรัม ใสลงในถุงพลาสติกทนรอน อัดใหแนน รวบปากถุง
แลวสวมคอขวดพลาสติก แลวรวบปากถุงออกมาดานนอก ปดดวยจุกสําลี นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากลงเชื้อแลว นําไปบมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ทําการ
ทดลอง 5 ชุดการทดลองที่เปนอิสระตอกัน ในแตละชุดการทดลองเก็บตัวอยางกอนเชื้อทุกๆ 5 วัน
เปนเวลา 50 วัน ตัวอยางที่เก็บไดนํามาสกัดเอนไซม โดยการถายกอนเชื้อจากถุงพลาสติกลงในขวด
รูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลาร pH 5.5 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําเขาเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง กรองเอา
เฉพาะสวนใสดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 เก็บรักษาสวนใสที่ไดที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพ่ือวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสและปริมาณโปรตีน 
 
7. การศึกษาผลของสารเหนี่ยวนํา (inducer) ตอการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากเห็ดนางรม  
P. ostreatus DOA 10 ในสภาวะอาหารเหลว 
 

ศึกษาผลของสารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ ที่มีตอการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสของ           
P. ostreatus DOA 10 ในระหวางการเจริญในอาหารเหลว ทําการทดลองโดยเลี้ยงเช้ือบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ MCM จนเสนใยเช้ือกระจายเต็มจานเพาะเชื้อ จากนั้นทําการถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ
เหลว MM medium ที่ใชกลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต โดยนํ้าหนักตอปริมาตร เปนแหลงคารบอน 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร นําเขาเคร่ืองเขยาท่ี 150 รอบ
ตอนาที บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน แลวนํามากรองแยกเซลลออกจากอาหาร
เล้ียงเช้ือ ลางเซลลดวยนํ้ากล่ันที่ฆาเชื้อแลว ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ถายเซลลที่ไดลงในอาหารเลี้ยง
เช้ือ MM medium ที่มีสารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ เขมขน 0.5 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอปริมาตร เปน
แหลงคารบอน ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร นําเขาเครื่อง
เขยาที่ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในการทดลองสารเหนี่ยวนําแตละชนิดจะทํา
การทดลอง 3 ชุดการทดลองที่เปนอิสระตอกัน ซ่ึงแตละชุดการทดลองจะเก็บตัวอยางวันละ 1 ขวด
รูปชมพู เปนเวลา 3 วัน ตัวอยางที่เก็บไดนํามากรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 เก็บสวน
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ใสท่ีไดจากการกรองที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือนําไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนและกิจกรรม
ของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส 
 

สารเหนี่ยวนําท่ีใชในการทดลอง ไดแก D(+)-กลูโคส (Carlo Erba, Germany) D(+)-แมน
โนส (Fluka, Switzerland) D(+)-กาแลคโตส (Fluka, Switzerland) D(-)-ฟรุคโตส (Univar, 
Australia) D(+)-ไซโลส (Fluka, Switzerland) L(-)-ซอรโบส (Fluka, Switzerland) D(+)-เซลโล
ไบโอส (Fluka, Switzerland) แลคโตส (Univar, Australia) เอวิเซล (Merck, Germany) คารบอกซี
เมทิลเซลลูโลส (BDH, England) และไซแลน (oat spelt xylan) (Sigma, Germany) 
 
8. การทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิ 
 

8.1 อัลตราฟลเตรชัน (ultrafiltration) 
 

นําสารละลายเอนไซมที่ไดจากการผลิตตามวิธีในหัวขอที่ 1 มาทําใหเขมขนขึ้น 20 เทา
โดยวิธีอัลตราฟลเตรชัน ดวยแผนกรองคัดแยกโปรตีนขนาด 10,000 ดาลตัน ดวยเครื่องอัลตราฟล-
เตรชัน (Minimate TFF System, PALL, USA) และวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส ทั้ง
สารละลายที่ผานแผนกรอง (filtrate) และสารละลายที่ไมผานแผนกรอง (retentate) เก็บสารละลาย
ในสวนท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือนําไปใชศึกษาใน
ข้ันตอนตอไป 
 

8.2 เจลฟลเตรชัน (gel filtration chromatography)   
 

บรรจุ Sephacryl S-200 ลงในคอลัมนขนาด 1.0 × 80 เซนติเมตรและทําใหอยูในสภาพ
สมดุลดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร pH 7.0 ที่อัตราการไหล 15 
มิลลิลิตรตอช่ัวโมง วัดปริมาตรของชองวางระหวางเม็ดเจล (void volume) ดวย blue dextran (GE 
healthcare Bioscience, Sweden) จากนั้นใสสารละลายเอนไซมเขมขนที่ไดจากขอ 8.1 ปริมาตร 1 
มิลลิลิตรลงในคอลัมน เก็บตัวอยางหลอดละ 3.75 มิลลิลิตรเพ่ือวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม     
ไซลาเนสตามวิธีในหัวขอที่ 2.1 และหาความเขมขนของโปรตีนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นา
โนเมตร เก็บสารละลายที่มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเพื่อใชศึกษาในขั้นตอนตอไป 
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8.3 โครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchange chromatography)   
 

ใสสารละลายเอนไซมที่ไดจากขอ 8.2 ลงในคอลัมนขนาด 1.6×10 เซนติเมตรที่มี
ตัวกลาง คือ Q Source บรรจุอยูและทําใหอยูในสภาพสมดุลดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความ
เขมขน 20 มิลลิโมลาร pH 7.0 (บัฟเฟอร A) ดวยอัตราการไหล 180 มิลลิลิตรตอชั่วโมง หลังจากใส
สารละลายเอนไซมลงในคอลัมนแลวเริ่มชะคอลัมนดวยบัฟเฟอร A เพ่ือลางเอาโปรตีนที่ไมเกาะกับ
ตัวกลางออกจนกระทั่งไมพบวามีโปรตีนออกมาจากคอลัมนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโน
เมตร จากน้ันจึงชะโปรตีนที่เกาะกับตัวกลางดวยวิธีการเพิ่มความเขมขนแบบเสนตรง (linear 
gradient) ของโซเดียมคลอไรดเขมขน 0-1 โมลารในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 20 มิลลิ-
โมลาร (บัฟเฟอร B) เก็บตัวอยางสารละลายหลอดละ 4.5 มิลลิลิตร วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม
ไซลาเนสตามวิธีในขอ 2.1 จากนั้นเก็บรวบรวมสารละลายที่มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเพื่อใช
ศึกษาในขั้นตอไป 
 
9. การทํา SDS-PAGE และการทํา Zymogram เพื่อหาโปรตีนท่ีแสดงกิจกรรมของเอนไซม 
ไซลาเนส 
 

นําสารละลายเอนไซมท่ีไดจากขอ 8.3 ไปทําใหเขมขนดวยอัลตราฟลเตรชัน จากนั้นนํามา
ตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยการทําอิ เล็กโตรโฟรีซีส  ดวยวิ ธี  SDS-PAGE 
(ภาคผนวก ข) ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Laemmli (1970) โดยใช acrylamide 10 เปอรเซ็นต และไม
ทําใหเอนไซมเสียสภาพอยางถาวรโดยไมใชความรอนและไมมีการเติม 2-mercaptoethanol จากนั้น
ยอมเจลดวย silver stain plus kit (Bio-Rad, USA) โปรตีนมาตรฐานที่ใชเทียบนํ้าหนักโมเลกุล คือ 
pre-stained marker (Bio-Rad, USA) ประกอบดวย ไมโอซิน (myosin, 195,755) บีตา-กาแลคโตซิ
เดส (ß-galactosidase, 107,181) โบวิน ซีรัม อัลบูมิน (bovine serum albumin, 59,299) โอวัลบูมิน 
(ovalbumin, 41,220) คารบอนิก แอนไฮเดรส (carbonic anhydrase, 27,578) ซอยบีนทริปซินอินฮิบิ-
เตอร (soybean trypsin inhibitor, 20,514) ไลโซไซม (lysozyme, 15,189) และอะโพรทินิน 
(aprotinin, 6,458) 

 
ในการทํา Zymogram เมื่อทําอิเล็กโตรโฟรีซีสเสร็จ ลางเจลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร ความ

เขมขน 0.1 โมลาร pH 7.0 เพ่ือกําจัด SDS และทําใหโปรตีนคืนสภาพ (renature) (Rawashdeh et al., 
2005) จากนั้นนําไปวางประกบบนแผนเจลที่มีไซแลน (oat spelt xylan) 1 เปอรเซ็นตซ่ึงเปน
สับสเตรทของเอนไซมไซลาเนสผสมอยูและบมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 ชั่วโมง 
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จากนั้นยอมเจลที่มีสับสเตรทดวยสารละลาย Congo red เขมขน 0.1 เปอรเซ็นตที่อุณหภูมิหอง และ
ลางสีสวนเกินออกดวยโซเดียมคลอไรดเขมขน 1 โมลาร เติมกรดอะซิติกเขมขน 0.5 เปอรเซ็นตลง
ไป จะปรากฏโซนใสซึ่งแสดงถึงกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส (Tseng et al., 2002) 

 
10. ความจําเพาะของเอนไซมตอสับสเตรท 
 

วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสตอสับสเตรท ไดแก ไซแลนจาก oat spelt (Sigma, 
Germany)ไซแลนจาก birchwood (Sigma, Germany)ไซแลนจาก larchwood (Sigma, Germany) 
คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC) (BDH, England) เอวิเซล (Merck, Germany) และโลคัสบีนกัม 
(LBG) (Sigma, Germany) ที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอปริมาตร ตามวิธีในหัวขอ 
2.1 ภายใตสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม และตอสับสเตรท p-nitrophenyl-ß-D-
xylopyranoside (Sigma, Germany) โดยวิธีในหัวขอ 2.2 ที่สภาวะท่ีเหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม 

 
11. ศึกษาสมบัติทางจลนพลศาสตรของเอนไซม   
 

ทดลองเพื่อศึกษาคาคงที่ของ Michaelis-Menten (Km) และคาอัตราเร็วสูงสุด (Vmax) ของ
เอนไซมไซลาเนสตอสับสเตรท 2 ชนิด คือ ไซแลนจาก oat spelt และไซแลนจาก birchwood โดย
แปรคาความเขมขนของสับสเตรทตั้งแต 0.1-1.0 เปอรเซ็นต โดยนํ้าหนักตอปริมาตร ในสภาวะที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมทุกๆ 5 นาทีตั้งแตนาทีท่ี 0 ถึง
นาทีที่ 40 คา Km และ Vmax คํานวนจากสมการของ Lineweaver-Burk plots 
 
12. สถานที่ทําการทดลอง   
 

หองปฏิบัติการภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 
13. ระยะเวลาในการทดลอง 
 

การทดลองเริ่มตั้งแตเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2549 และสิ้นสุดเดือนกุมภาพันธ พ.ศ. 2551



ผลและวิจารณ 
 

1. อุณหภูมิและ pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก P. ostreatus DOA 
10 
 

ผลการทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่ pH ตางๆ 
ในสารสกัดเอนไซม (crude enzyme) ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเห็ดนางรม P. ostreatus DOA 10 พบวา 
เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสทํางานไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและ pH ในชวง 5.0-5.5 โดย
แสดงกิจกรรมเอนไซมสัมพัทธ 99.4-100 เปอรเซ็นต (แสดงคากิจกรรมเอนไซมสูงสุด 0.501 ยูนิต 
ตอมิลลิลิตร) ดังแสดงในภาพที่ 8 เมื่อพิจารณาเสนกราฟที่อุณหภูมิตางๆ พบวามีแนวโนมไปในทาง
เดียวกันคือในทุกๆ อุณหภูมิ เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจะแสดงกิจกรรมสูงสุดที่ pH 5.0-5.5 แตมี
ระดับของกิจกรรมเอนไซมที่แตกตางกัน กลาวคือที่อุณหภูมิ 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียสมีคา
กิจกรรมเอนไซมอยูในระดับต่ํา เมื่ออุณหภูมิเพ่ิมสูงข้ึนเปน 50 และ 55 องศาเซลเซียสเอนไซมบีตา-
ไซโลซิเดสมีกิจกรรมเพ่ิมสูงขึ้นและสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยเอนไซมมีกิจกรรม
เพ่ิมขึ้นในชวง pH 4.0-5.5 และลดลงอยางรวดเร็วที่ pH 6.0 และเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมข้ึนเปน 65 องศา
เซลเซียสพบวากิจกรรมของเอนไซมลดลงอยางรวดเร็ว 

 
ผลการทดลองสอดคลองกับอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-

ไซโลซิเดสจากเชื้อราชนิดอื่น โดยที่เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากเชื้อรา Aspergillus awamori 
ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสและ pH 5.0 (Lemos et al., 2000) ในขณะที่เอนไซมบีตา-
ไซโลซิเดสจากเชื้อรา Trichoderma koningii ทํางานดีที่สุดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและ pH 3.5-
4.0 (Li et al., 2000) ซ่ึงต่ํากวา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก        
P. ostreatus DOA 10 ที่ไดจากการทดลองเล็กนอย เชนเดียวกับเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสของเช้ือรา 
A. carbonarius ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและ pH 4.0 (Kiss และ 
Kiss, 2000) และเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสของเชื้อ A. fumigatus ทํางานไดดีที่สุดที่ pH 5.4 และ
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส (Lenartovicz et al., 2003) แสดงใหเห็นวาเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก
แหลงของจุลินทรียตางชนิดกัน จะมีสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานแตกตางกัน และเมื่อ
เปรียบเทียบสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากการทดลองนี้ คือ 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและ pH 5.0-5.5 กับสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม        
ไซลาเนสจากเห็ดนางรม P. ostreatus DOA 10 คือ อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียสและ pH 5.0-5.5 
(จารุวรรณ, 2548) จะเห็นวาสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมทั้ง 2 ชนิดน้ีมีความ
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แตกตางกัน โดยเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจะทํางานไดดีท่ีอุณหภูมิคอนขางสูงกวาเอนไซม           
ไซลาเนสเล็กนอย แต pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานอยูในชวงที่เปนกรดเหมือนกัน จากนั้นนํา
สภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่ไดจากการทดลองมาใชใน
การศึกษาความเสถียรของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่อุณหภูมิและ pH ตางๆ ศึกษารูปแบบการผลิต
เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสในระหวางการเจริญเติบโตของ P. ostreatus DOA 10 เมื่อเพาะเลี้ยงใน
สภาวะอาหารเหลว และอาหารแข็ง และศึกษาผลของสารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซม
บีตา-ไซโลซิเดส 
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ภาพที่ 8  ผลของ pH ตอการทํางานของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่อุณหภูมิ 30( ) 35( )           
                 40 ( ) 45( ) 50( ) 55( ) 60( ) 65( ) องศาเซลเซียส 
 
2. ผลของอุณหภูมิและ pH ตอความเสถียรของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก P. ostreatus DOA 10 
 

จากการทดสอบความเสถียรของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสท่ีอุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส
และ pH 4.0-8.0 เมื่อบมสารสกัดเอนไซมที่อุณหภูมิและ pH ตางๆ เปนเวลานาน 1 ช่ัวโมง พบวาที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสมีกิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยูตํ่ากวาเมื่อบมที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิเปน 50 องศาเซลเซียสเอนไซมมีกิจกรรมเหลืออยูเพียง 
40 เปอรเซ็นตและท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเอนไซมกลับมีกิจกรรมเพิ่มข้ึนและลดลงอีกคร้ังที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ดังภาพที่ 9 ซ่ึงอธิบายไดวา เน่ืองจากเอนไซมที่ใชทดลองอยูในรูปของ
สารสกัดเอนไซม (crude enzyme) และประกอบไปดวยเอนไซมหลายชนิดในลักษณะที่เปน multi 
enzymes ดังน้ันการที่กิจกรรมของเอนไซมเมื่อบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสสูงกวาที่อุณหภูมิ 30 



 

40

องศาเซลเซียส อาจจะไมไดเกิดจากการทํางานของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสเพียงชนิดเดียวแตเกิด
จากการทํางานของเอนไซมชนิดอ่ืนที่สามารถยอยสับสเตรทชนิดเดียวกันน้ีไดทําใหกิจกรรมของ
เอนไซมสูงข้ึน และเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิเปน 50 องศาเซลเซียสกิจกรรมของเอนไซมลดลงซึ่งเปนไป
ตามทฤษฎีที่วาเอนไซมจะมีความเสถียรลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงข้ึน แตเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิเปน 60 องศา
เซลเซียสกิจกรรมของเอนไซมกลับเพ่ิมสูงข้ึน อาจเปนเพราะมีเอนไซมชนิดอื่นที่ทนอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียสไดและสามารถใชสับสเตรทเดียวกันกับเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสได และเอนไซมที่
แสดงกิจกรรมรวมกับเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสน้ีนาจะเปนเอนไซมคน
ละกลุมกับเอนไซมที่แสดงกิจกรรมที่ 40 องศาเซลเซียส หรืออาจจะเปนกลุมเดียวกันแตมีความ
เสถียรลดลง ซ่ึงเห็นไดจากกิจกรรมของเอนไซมที่ตํ่ากวา หลังจากนั้นกิจกรรมของเอนไซมลดลงอีก
ครั้งที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส แสดงวาอุณหภูมิเร่ิมมีผลตอความเสถียรของเอนไซม 

 
ผลการทดลองที่ไดมีความแตกตางจากการทดลองสวนใหญที่พบวาเอนไซมจะเสถียรที่

อุณหภูมิต่ําและความเสถียรจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นเชน เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากแบคทีเรีย 
Aureobasidium sp. ที่มีความเสถียรในชวงอุณหภูมิตั้งแต 35-45 องศาเซลเซียสโดยแสดงคากิจกรรม
เอนไซมท่ีเหลืออยู 100 เปอรเซ็นต และเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิสูงขึ้นกิจกรรมของเอนไซมจะลดลง
(Lembo et al., 2002) เชนเดียวกับเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากแบคทีเรีย Thermomonospora fusca 
BD25 ท่ีมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 50-55 องศาเซลเซียสและกิจกรรมเอนไซมลดลงเมื่ออุณหภูมิ
เพ่ิมข้ึนเปน 60 องศาเซลเซียส (Tuncer, 2000) เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากเชื้อรา Aspergillus 
carbonarius ซ่ึงมีความเสถียรที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยแสดงกิจกรรมของเอนไซมที่
เหลืออยูมากกวา 50 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสกิจกรรมเอนไซมเหลืออยู 25 
เปอรเซ็นต และสูญเสียกิจกรรมทั้งหมดที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส (Kiss และ Kiss, 2000) 

 
เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสมีความเสถียรที่ pH ในชวง 4.0-5.5 โดยแสดงกิจกรรมของ

เอนไซมที่เหลืออยูประมาณ 40 เปอรเซ็นต ในขณะที่ pH 6.0-7.5 เอนไซมมีกิจกรรมที่เหลืออยูต่ํา
กวา 40 เปอรเซ็นตและลดลงอยางรวดเร็วท่ี pH 8.0 โดยแสดงกิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู 17 
เปอรเซ็นต ดังแสดงในภาพที่ 10 ซ่ึงเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก P. ostreatus DOA 10 น้ีมีความ
เสถียรในชวง pH ที่เปนกรดเชนเดียวกับเอนไซมจากเชื้อรา Penicillium wortmanni ที่พบวามี   
ความเสถียรในชวง pH 5.0-6.0 (Deleyn et al., 1978) และเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจากเชื้อรา                 
A. carbonarius ท่ีมีความเสถียรในชวง pH ตั้งแต 3.5-6.5 (Kiss และ Kiss, 2000) แตแตกตางจากเชื้อ
รา Termitomyces clypeatus ที่พบวาเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสมีความเสถียรที่ pH ในชวงกวางคือ 
pH 3.0-8.0 ซ่ึงแสดงกิจกรรมของเอนไซมที่เหลืออยูมากกวา 50 เปอรเซ็นต (Bhattacharyya et al., 
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1997) และเมื่อเปรียบเทียบความเสถียรของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่ไดจากการทดลองกับ
เอนไซมไซลาเนสจาก P. ostreatus DOA 10 พบวาแตกตางกัน คือเอนไซมไซลาเนสมีความเสถียร
ท่ี pH ในชวงกวาง คือ pH 4.0-8.0 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (จารุวรรณ, 2548) 
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ภาพที่ 9  ผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส 
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ภาพที่ 10  ผลของ pH ตอความเสถียรของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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3. การผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก P. ostreatus DOA 10 เม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 
 

ผลการศึกษาการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสในระหวางการเจริญเติบโตในอาหารเหลวที่
มีเอวิเซลเปนแหลงคารบอนของ P. ostreatus DOA 10 พบวาในชวงแรกของการเพาะเลี้ยงมีการ
ผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสคอนขางต่ํา จนกระทั่งในวันท่ี 7 ของการเพาะเลี้ยงกิจกรรมของ
เอนไซมเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วโดยแสดงคากิจกรรมของเอนไซมจําเพาะเทากับ 1.248 ยูนิตตอ
มิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นกิจกรรมของเอนไซมคอยๆ ลดลงอยางตอเน่ืองจนกระทั่งวันที่ 10 ของการ
เพาะเล้ียงพบวาการผลิตเอนไซมเริ่มมีความคงที่ (ภาพท่ี 11) ซ่ึงใกลเคียงกับเชื้อรา Aspergillus niger 
ท่ีมีการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสคงที่ในชวงแรกของการเพาะเลี้ยงและเพิ่มขึ้นเร่ือยๆ และ
สูงสุดในวันท่ี 6 ของการเพาะเลี้ยง (Kang et al., 2004) และเชื้อรา A. fumigatus ที่มีการผลิตเอนไซม
บีตา-ไซโลซิเดสในวันท่ี 1-2 ของการเพาะเลี้ยงคอนขางคงที่จนกระทั่งมีปริมาณสูงสุดในวันที่ 5-6 
เชนกัน (Lenartovicz et al., 2003) และเมื่อพิจารณาปริมาณโปรตีนที่ผลิตออกนอกเซลลพบวามี
แนวโนมไปในทางเดียวกันกับการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสในชวงแรกของการเพาะเลี้ยงคือมี
ปริมาณคอนขางคงที่ แตหลังจากวันที่ 7 พบวาปริมาณโปรตีนแปรผกผันกับปริมาณเอนไซม คือ 
ปริมาณโปรตีนมีแนวโนมสูงขึ้นในขณะที่กิจกรรมของเอนไซมมีแนวโนมลดลง ดังภาพที่ 11 
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ภาพที่ 11  กิจกรรมจําเพาะของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส และปริมาณโปรตีนที่ขับออกนอกเซลลใน  
                 สภาวะอาหารเหลว (  เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส  ปริมาณโปรตีน) 
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จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสมีการผลิตออกมาในชวงเวลาที่
ใกลเคียงกับการผลิตเอนไซมไซลาเนส (จารุวรรณ, 2548) ซึ่งถูกผลิตออกมาในวันที่ 9 ของการเจริญ 
และจากการวัดปริมาณโปรตีนพบวามีแนวโนมสูงคงที่อยางตอเน่ืองแมวาเอนไซมทั้ง 2 ชนิดจะมี
กิจกรรมลดลง แสดงใหเห็นวาการผลิตเอนไซมยอยสลายไซแลนของ P. ostreatus DOA 10 มี
ลักษณะเปน non-growth associated enzyme production คือการผลิตเอนไซมไมขึ้นกับการเจริญของ
เซลล 
 
4. การผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก P. ostreatus DOA 10 เม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
 

ผลการศึกษาการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก P. ostreatus DOA 10 เมื่อเพาะเลี้ยงบน
อาหารแข็ง (solid state fermentation) เปนเวลา 50 วัน พบวาในระหวางการเพาะเลี้ยงเห็ดนางรมมี
การเปลี่ยนแปลงลักษณะ (morphogenesis) ในแตละชวงระยะของการเจริญเติบโต ซ่ึงสามารถแบง
ไดเปน 3 ชวง คือ ระหวางวันที่ 0-20 เปนชวงของการเจริญของเสนใย (spawn running) วันที่ 20-35 
เกิดกลุมของเสนใยรวมตัวกัน (pin head) และวันที่ 35-40 เปนชวงการเกิดดอกเห็ด (fruiting body 
formation) เสนใยเห็ดนางรม P. ostreatus DOA 10 มีการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสในปริมาณ
ตํ่าและคงที่ในชวงแรกของการเจริญและเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในวันท่ี 15 จนมีปริมาณสูงสุดในวันที่ 
20 ของการเพาะเลี้ยงโดยแสดงคากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม 0.055 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
จากนั้นจึงลดลงอยางรวดเร็วและคงที่ไปจนกระทั่งวันที่ 45 ของการเพาะเลี้ยง สวนปริมาณโปรตีนมี
แนวโนมเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ และสูงสุดในวันที่ 40 ของการเพาะเลี้ยง ดังภาพที่ 12 ในขณะที่เอนไซม    
ไซลาเนสจาก P. ostreatus DOA 10 ซ่ึงศึกษาโดยจารุวรรณ (2548) มีการผลิตในระดับต่ําและคงที่
ในชวงแรกของการเจริญเชนเดียวกับเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส จากนั้นเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วในวันที่ 
35 และสูงสุดในวันที่ 40 ของการเพาะเลี้ยง 

 
จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสถูกผลิตออกมาสูงสุดในชวง

การเจริญของเสนใย คือ ในชวงวันที่ 0-20 ของการเจริญ และตอเน่ืองไปจนถึงชวงที่มีการรวมตัว
ของเสนใยในระยะแรก คือ ชวงวันที่ 20-25 ของการเจริญ จากนั้นจะลดลงและคงที่ ซ่ึงอยูในระดับ
ตํ่าตลอดการเพาะเลี้ยง 50 วัน เมื่อพิจารณาการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสของเชื้อรา Aspergillus 
oryzae ในสภาวะอาหารแข็งพบวามีปริมาณสูงสุดในวันที่ 15 ของการเพาะเลี้ยง จากนั้นจะลดลง
และมีปริมาณคงที่ (Hashimoto และ Nakata, 2003) และเชื้อรา A. ochraceus เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร
แข็งที่มีชานออยเปนสับสเตรทพบวามีการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสสูงสุดในวันท่ี 16 ของการ
เพาะเล้ียง (Biswas et al., 1988) 
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ภาพที่ 12  กิจกรรมจําเพาะของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส และปริมาณโปรตีนที่ขับออกนอกเซลลใน    
                 สภาวะอาหารแขง็ (  เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส  ปริมาณโปรตีน) 
 

เมื่อเปรียบเทียบการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสในสภาวะอาหารเหลวและอาหารแข็ง
พบวามีความแตกตางกัน คือ ในสภาวะอาหารเหลวกิจกรรมของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสสูงกวา
การเพาะเลี้ยงในสภาวะอาหารแข็งและใชระยะเวลาในการผลิตเอนไซมนอยกวา โดยในสภาวะ
อาหารเหลวมีกิจกรรมเอนไซมสูงสุดในวันที่ 7 ของการเพาะเลี้ยง (1.248 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
ในขณะที่การเพาะเลี้ยงในสภาวะอาหารแข็งใหกิจกรรมเอนไซมสูงสุดในวันที่ 20 ของการ
เพาะเลี้ยง (0.055 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) แตเม่ือเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนพบวาการเพาะเลี้ยง
ในสภาวะอาหารแข็งมีปริมาณโปรตีนสูงกวาการเพาะเลี้ยงในสภาวะอาหารเหลว เน่ืองจากการ
เพาะเลี้ยงในอาหารแข็งเปนสภาวะที่คอนขางใกลเคียงกับสภาวะในธรรมชาติซ่ึงสวนใหญเห็ด
นางรมจะเจริญตามขอนไมที่ผุพังหรือตามวัสดุเหลือใชทางการเกษตรตางๆ ทําใหเห็ดนางรมเจริญ
ในอาหารแข็งไดดีกวาในอาหารเหลวที่มีการควบคุมปริมาณสารอาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยง ดังน้ัน
การเลือกวาจะเพาะเลี้ยงเห็ดนางรมดวยวิธีใดควรคํานึงถึงจุดประสงคในการใชงานและขอดีขอเสีย
ของแตละวิธี ซ่ึงการเพาะเลี้ยงในสภาวะอาหารเหลวนั้น มีขอดีคือ สามารถผลิตเอนไซมไดปริมาณ
มากและใชเวลาในการเพาะเลี้ยงเพียงชวงส้ันๆ ซ่ึงประหยัดเวลาในการผลิตเอนไซม นอกจากนี้ยัง
สามารถควบคุมสภาวะไดงายกวาการเพาะเลี้ยงในสภาวะอาหารแข็ง เหมาะกับการเพาะเลี้ยงเพ่ือใช
ผลิตเอนไซม แตขอเสีย คือ สับสเตรทที่ใชมีราคาแพงและตองการอปุกรณในการเพาะเลี้ยงที่ตองใช
เทคโนโลยีข้ันสูง  สวนการเพาะเลี้ยงในสภาวะอาหารแข็งมีขอดี คือ ใชสับสเตรทที่เปนของเหลือ
ใชทางการเกษตรซึ่งมีราคาถูก เพาะเลี้ยงไดงายและอุปกรณท่ีใชไมตองใชเทคโนโลยีขั้นสูงเหมาะ
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กับการเพาะเลี้ยงเมื่อตองการใชเสนใยของเห็ดหรือตองการใชดอกเห็ด แตขอเสีย คือ ใชระยะเวลา
ในการเพาะเลี้ยงนานและควบคุมสภาวะในการเจริญตางๆ ไดคอนขางยาก 
 
5. การศึกษาผลของสารเหนี่ยวนําตอการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก P. ostreatus DOA 10 
ในสภาวะอาหารเหลว 
 

ทดสอบการเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสของสารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ ไดแก 
นํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว คือ นํ้าตาลกลูโคส นํ้าตาลฟรุคโตส นํ้าตาลกาแลคโตส นํ้าตาลซอรโบส นํ้าตาล
แมนโนส และนํ้าตาลไซโลส นํ้าตาลโมเลกุลคู คือ นํ้าตาลเซลโลไบโอส นํ้าตาลแลคโตส และสาร
โพลีแซคคาไรด คือ คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส เอวิเซล และไซแลนจาก oat spelt ท่ีความเขมขน 0.5 
เปอรเซ็นต โดยนํ้าหนักตอปริมาตร โดยผลของสารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ แสดงเปนคากิจกรรม
เอนไซมจําเพาะเปรียบเทียบระหวางการใชสารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอนโดย
กําหนดใหกิจกรรมเอนไซมจําเพาะที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเสนใยเห็ดนางรมในน้ําตาลกลูโคสกอนที่
จะถายลงอาหารที่มีสารเหนี่ยวนํา (ตารางผนวกที่ ค8) มีคาเทากับหน่ึง  
 

ผลการเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส พบวาซอรโบสมีการเหน่ียวนําการผลิต
เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสในวันที่ 1 และเพ่ิมขึ้นสูงสุดในวันที่ 2 และ 3 มีระดับการเหนี่ยวนํา 3.59 
เทา นํ้าตาลไซโลสมีการเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมในระดับต่ําแตคงที่ทั้งวันที่ 1, 2 และ 3 โดยมี
ระดับการเหนี่ยวนําอยูที่ 1.33 เทา ในขณะที่ฟรุคโตสและเอวิเซลมีการเหน่ียวนําสูงสุดในวันที่ 1 
โดยมีระดับการเหน่ียวนํา 2.68 และ 1.67 เทา ตามลําดับและไมมีการเหนี่ยวนําการผลิตในวันที่ 2 
และ 3 แตกตางจากกลูโคสและแมนโนสที่ไมมีการเหนี่ยวนําการผลิตในวันที่ 1 และ 2 แตมีการ
เหน่ียวนําในวันที่ 3 ระดับการเหนี่ยวนําคอนขางต่ําคือ 1.13 และ 1.01 เทา ตามลําดับ ซีเอ็มซีมีการ
เหน่ียวนําการผลิตเอนไซมสูงสุด 1.48 เทาในวันที่ 2 และไมมีการเหนี่ยวนําในวันท่ี 1 และ 3 และไม
พบวามีการเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสในอาหารที่มีกาแลคโตส เซลโลไบโอส แลค
โตส และไซแลน เปนแหลงคารบอน ดังแสดงในภาพที่ 13 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาสาร
เหน่ียวนําการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่ดีที่สุดคือนํ้าตาลซอรโบส ซ่ึงมีระดับการเหนี่ยวนําสูง
ท่ีสุดทั้งในวันที่ 1, 2 และ 3 ของการเหนี่ยวนํา รองลงมาคือ ฟรุคโตสและเอวิเซลที่มีการเหน่ียวนํา
สูงสุดในวันที่ 1 การที่สารบางชนิดเชน กลูโคส ไซโลส แมนโนส และแลคโตส ซ่ึงเปนนํ้าตาล
โมเลกุลเด่ียวน้ันเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสในระดับที่ต่ําอาจเปนเพราะเซลล
สามารถที่จะดูดซึมสารเหลาน้ีไปใชในการเจริญเติบโตไดงายโดยไมจําเปนตองมีการยอยสลาย 
เซลลจึงมีการผลิตเอนไซมออกมาในระดับที่ตํ่า หรืออีกทางหนึ่งคือ สารเหลาน้ีสามารถเหนี่ยวนํา
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การผลิตเอนไซมชนิดอ่ืนไดดีกวาเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส และสงผลใหเกิดการยับย้ังการผลิต
เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส ในขณะที่นํ้าตาลฟรุคโตสและเอวิเซลซ่ึงมีระดับการเหนี่ยวนําสูงสุดใน
วันท่ี 1 และลดลงในวันที่ 2 และ 3 อาจเกิดจากการที่มีเอนไซมชนิดอื่นที่ถูกผลิตออกมาและมีผลทํา
ใหโครงสรางบางอยางของฟรุคโตสและเอวิเซลถูกดัดแปรไป (modified) (Royer และ Nakas, 
1990) ซ่ึงโครงสรางที่ถูกดัดแปรไปนั้นมีผลตอการเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส 
 

ผลการทดลองสอดคลองกับงานวิจัยของ Bhattacharyya et al. (1997) และ Tuncer (2000) 
ท่ีพบวานํ้าตาลกลูโคส และนํ้าตาลไซโลสมีระดับการเหนี่ยวนําเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสในระดับที่
ตํ่า ในขณะที่รายงานของ Lama et al. (2004) พบวาตัวเหนี่ยวนําที่เหมาะสมที่สุด คือ ไซแลน 
รองลงมาคือ นํ้าตาลไซโลส สวนนํ้าตาลซอรโบสมีการศึกษาถึงการเหน่ียวนําการผลิตเอนไซมเซลลู
เลสของเชื้อรา Trichoderma reesei พบวาการเติมนํ้าตาลซอรโบสลงในอาหารเลี้ยงเช้ือจะเพิ่ม
ปริมาณโปรตีนไดสูงสุด 38 เปอรเซ็นต แตไมมีผลตอการเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (Chen 
และ Wayman, 1992) แตจากผลการทดลองใน P. ostreatus DOA 10 แสดงใหเห็นวานํ้าตาลซอร
โบสใหผลการเหนี่ยวนําในระดับสูงที่สุด อาจเปนเพราะน้ําตาลซอรโบสมีผลตอการยับยั้งการผลิต
เอนไซม ß-1,3-glucan synthetase ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของผนังเซลลเช้ือราทําใหมีการ
ปลดปลอยเอนไซมออกมามากขึ้น ซ่ึงสงผลตอการเพิ่มกิจกรรมของเอนไซมดวย (Kubicek et al., 
1991) นอกจากน้ียังพบวาหากมีการใชนํ้าตาลไซโลสรวมกับไซแลนหรือเมทิลบีตา-ไซโลไซด 
(methyl ß-xyloside) จะใหการเหนี่ยวนําในระดับที่สูงกวาการใชสารเหลาน้ีเพียงชนิดเดียว (Li et 
al., 2000) และเมื่อเปรียบเทียบผลการเหน่ียวนําการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสดวยแหลง
คารบอนชนิดตางๆ พบวามีความแตกตางจากการเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเห็ด
นางรม P. ostreatus DOA 10 (จารุวรรณ, 2548) คือนํ้าตาลซอรโบสสามารถเหนี่ยวนําการผลิต
เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสไดดีที่สุด รองลงมาคือฟรุคโตสและเอวิเซล ในขณะที่เอนไซมไซลาเนส
จะถูกผลิตออกมาสูงที่สุดในอาหารที่มีเอวิเซลเปนแหลงคารบอน และไมพบวามีการเหนี่ยวนําการ
ผลิตเอนไซมไซลาเนสในอาหารที่มีซอรโบสเปนแหลงคารบอน ดังน้ันเมื่อพิจารณาในภาพรวมของ
การเหน่ียวนําเอนไซมทั้ง 2 ชนิดคือเอนไซมไซลาเนสและเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส จึงกลาวไดวา 
เอวิเซลเปนสารเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมไดดีท่ีสุด ถึงแมวานํ้าตาลซอรโบสจะสามารถเหนี่ยวนํา
การผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสไดสูงกวาเอวิเซล แตเมื่อดูในภาพรวมน้ําตาลซอรโบสไมเหมาะ
จะใชเหน่ียวนําการผลิตเอนไซมยอยสลายไซแลน เน่ืองจากน้ําตาลซอรโบสเหนี่ยวนําเฉพาะการ
ผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสแตไมเหน่ียวนําการผลิตเอนไซมไซลาเนส ซ่ึงแตกตางจากเอวิเซลที่
สามารถเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมไดทั้ง 2 ชนิด 
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ภาพที่ 13  ระดับการเหน่ียวนําของสารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส 
                 ของ P. ostreatus DOA 10 ในวันที่ 1 ( ) วันท่ี 2 ( ) และวันที่ 3 ( ) หลังจากถายเชื้อลง 
                 ในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลวที่มีสารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอน 
 

จากสมบัติของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส และเอนไซมไซลาเนส (จารุวรรณ, 2548) ที่ได
ศึกษาในรูปสารสกัดเอนไซม (crude enzyme) ทําใหทราบถึงสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม ความเสถียรของเอนไซม รูปแบบการผลิตเอนไซมและการเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซม ซ่ึง
ทําใหสามารถนําเอนไซมไปใชงานไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น แตการศึกษาในลักษณะที่เปน 
crude enzyme อาจมีขอเสีย คือ สมบัติบางอยางที่ไดอาจไมไดเปนผลจากเอนไซมเพียงชนิดเดียว แต
มีการเกี่ยวของกับเอนไซมชนิดอื่นดวย ซ่ึงอาจเปนการสงเสริมหรือยับยั้งก็ได ดังน้ันเพ่ือใหเขาใจถึง
กลไกการทํางานที่แทจริง จึงไดศึกษาในรูปเอนไซมบริสุทธิ์และเมื่อพิจารณาถึงลักษณะกลไกการ
ทํางานของเอนไซมท้ังสอง จะพบวาเอนไซมไซลาเนส เปนเอนไซมหลักที่ใชในการยอยสลาย
โครงสรางไซแลน เน่ืองจากมีลักษณะการทํางานแบบสุม ทําใหไดผลิตภัณฑที่หลากหลาย ดังน้ันจึง
ไดทาํเอนไซมไซลาเนสใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติของเอนไซมไซลาเนสบริสุทธิ์ที่ได 
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6. การทําเอนไซมไซลาเนสจาก P. ostreatus DOA 10 ใหบริสุทธ์ิ 
 

6.1 การศึกษาเบื้องตนในการทําเอนไซมไซลาเนสใหบริสุทธิ์ 
 

ในการศึกษาเบื้องตนไดทําการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ โดยเลือกใชวิธีโครมาโตกราฟ
แบบแลกเปลี่ยนประจุซ่ึงเปนการแยกโปรตีนตามความแรงของประจุโดยใชเมทริกซ 2 ชนิดคือ     
Q Sepharose และ Q Source เพ่ือเปรียบเทียบความบริสุทธิ์และผลได โดยใชคอลัมนขนาด 1.0 × 10 
เซนติเมตรและทําใหสมดุลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 20 มิลลิโมลาร pH 7.0 ชะโปรตีนที่
เกาะกับเมทริกซดวยโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1 โมลาร ใสตัวอยางสารสกัดเอนไซมเขมขนที่
ไดจากการทําอัลตราฟลเตรชันปริมาณ 1 มิลลิลิตรลงในคอลัมน และทําการเก็บตัวอยางหลอดละ 
2.5 มิลลิลิตร ผลการทดลองที่ไดแสดงดังตารางที่ 4 เม่ือใช Q Source เปนเมทริกซเอนไซม           
ไซลาเนสมีกิจกรรมจําเพาะและผลไดอยูในระดับที่สูงกวาการใช Q Sepharose เปนเมทริกซ ดังน้ัน
จึงเลือกใช Q Source ในการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ หลังจากทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยอาศัยสมบัติ
ความแตกตางของประจุแลวตอมานําเอนไซมที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้นโดยอาศัยสมบัติความ
แตกตางของขนาดโปรตีนดวยวิธีเจลฟลเตรชันโดยใช Sephacryl S200 ซ่ึงสามารถแยกขนาด
โปรตีนไดในชวงกวางคือ 5-250 กิโลดาลตัน ในคอลัมนขนาด 1.0 × 80 เซนติเมตร ทําใหอยูใน
สมดุลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 20 มิลลิโมลาร pH 7.0 แตไมประสบความสําเร็จเนื่องจาก
ความเขมขนของโปรตีนท่ีออกจากคอลัมน Q Source น้ันมีความเขมขนตํ่ามากคือ 2.03 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร จึงตองทําใหเขมขนขึ้นถึง 100 เทา ซ่ึงในการแยกโปรตีนดวยวิธีเจลฟลเตรชันควรจะใช
ความเขมขนโปรตีนเริ่มตน 10-20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Scopes, 1987) และจากการทดลองพบวา
เมื่อใชตัวอยางท่ีความเขมขนโปรตีนต่ําสุด 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรก็สามารถใชคอลัมนเจลฟลเตร-
ชันในการแยกขนาดโปรตีนได ดังน้ันหลังจากทําใหเอนไซมเขมขนข้ึนดวยวิธีอัลตราฟลเตรชันแลว
จึงทําใหบริสุทธิ์ตอดวยวิธีเจลฟลเตรชันและโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ ตามลําดับ 
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ตารางที่ 4  เปรียบเทียบการใช Q Sepharose และ Q Source เปนเมทริกซในการทําเอนไซม                           
ไซลาเนสใหบริสุทธิ์ 

 
ข้ันตอนการทํา
ใหเอนไซม
บริสุทธิ์ 

ปริมาตร
ทั้งหมด 
(มล.) 

กิจกรรม
เอนไซม
ทั้งหมด (ยูนิต) 

ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด (มก.) 

กิจกรรมเอนไซม
จําเพาะ (ยูนิตตอ 
มก.โปรตีน) 

ความ
บริสุทธ์ิ 
(เทา) 

ผลได 
(%) 

Crude 600 73.8 71.4 1.033 1 100 
Ultrafiltration 200 47.6 44.8 1.063 1.029 64.49 
Anion exchange 
(Q sepharose) 

 
500 

 
3 

 
0.7 

 
4.2 

 
4.0 

 
4.1 

Anion exchange 
(Q Source) 

500 6 1.02 6 6 8.1 

 
6.2 การใชอัลตราฟลเตรชันในการทาํเอนไซมใหเขมขนและบริสุทธิ์ 

 
คัดแยกกําจัดโปรตีนบางสวนจากสารละลายเอนไซมดวยวิธีอัลตราฟลเตรชัน โดยใช

แผนกรองที่มีคา molecular weight cutoff เทากับ 10 กิโลดาลตัน เน่ืองจากเมื่อสืบคนเอกสารแลว
พบวาเอนไซมไซลาเนสในเชื้อรามีนํ้าหนักโมเลกุลต้ังแต 20 กิโลดาลตัน (ตารางที่ 1) ไปจนถึง 253 
กิโลดาลตัน (Anthony et al., 2003) ดังน้ันจึงไดเลือกใชแผนกรองขนาด 10 กิโลดาลตันเพ่ือกําจัด
โปรตีนที่มีขนาดเล็กกวาเอนไซมไซลาเนสออกไป จากนั้นวิเคราะหตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม  
ไซลาเนสในสวนที่เปน retentate และ filtrate พบวากิจกรรมทั้งหมดของเอนไซมไซลาเนสในสวน
ท่ีเปน retentate มีคาเทากับ 82.15 ยูนิต โดยมีคาผลไดเทากับ 30.09 เปอรเซ็นต แสดงวามีการ
สูญเสียกิจกรรมเอนไซมไป 60 เปอรเซ็นต ซ่ึงเกิดจากการสูญเสียกิจกรรมเอนไซมบางสวนไปอยูใน
สวนท่ีเปน filtrate โดยแสดงกิจกรรมเอนไซมเทากับ 18.05 ยูนิตและผลไดเทากับ 6.61 เปอรเซ็นต 
สวนอีก 54 เปอรเซ็นตเกิดจากการสูญเสียกิจกรรมเอนไซมในระหวางการทําอัลตราฟลเตรชัน 
เน่ืองจากใชเวลาในการทําอัลตราฟลเตรชันประมาณ 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง นอกจากนี้อาจมี
เอนไซมบางสวนที่ติดอยูกับแผนกรองและไมสามารถเก็บเกี่ยวไดดังน้ันจึงสูญเสียไปขณะทําความ
สะอาดแผนกรอง 
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6.3 การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยใชเจลฟลเตรชัน (gel filtration) 
 

แยกขนาดโปรตีนในสารละลายเอนไซมดวยวิธีเจลฟลเตรชัน โดยใชตัวกลางในการ
แยกเปน Sephacryl S200 ในคอลัมนขนาด 1×80 เซนติเมตร วัดปริมาตรของชองวางระหวางเม็ดเจล 
(void volume) ดวย blue dextran มีปริมาตรเทากับ 69 มิลลิลิตร ดังภาพที่ 14 จากนั้นใสสารละลาย
เอนไซมที่เขมขน 20 เทาจากการทําอัลตราฟลเตรชัน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในคอลัมนเจลฟลเตร
ชัน เก็บตัวอยางสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนหลอดละ 3.75 มิลลิลิตร พบวามีกิจกรรมของ
เอนไซมไซลาเนสในหลอดที่ 19-24 ใหชื่อวา Xyn1 ดังภาพที่ 15 โดยแสดงกิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซมไซลาเนส 13.71 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน มีผลได 7.38 เปอรเซ็นต และมีความบริสุทธิ์
เพ่ิมขึ้น 39.17 เทา ดังตารางที่ 5 
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ภาพที่ 14  บลูเดกซแทรนเมื่อผานคอลัมนเจลฟลเตรชัน โดยมี Sephacryl S200 เปนตัวกลางใน 

คอลัมนขนาด 1×80 เซนติเมตร ทําใหสมดุลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 20                   
มิลลิโมลาร pH 7.0 ที่อัตราการไหล 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมงเก็บตัวอยางหลอดละ 3.75       
มิลลิลิตร 
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ภาพที่ 15  รูปแบบของโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส เมื่อผานคอลัมนเจลฟลเตรชัน              

โดยมี Sephacryl S200 เปนตัวกลาง ในคอลัมนขนาด 1×80 เซนติเมตร ทําใหสมดุลดวย 
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 20 มิลลิโมลาร pH 7.0 ที่อัตราการไหล 15 มิลลิลิตรตอ 
ชั่วโมงเก็บตัวอยางหลอดละ 4.5 มิลลิลิตร (  คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร    

 กิจกรรมของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส) 
 

6.4 การทําเอนไซมไซลาเนสใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมนแลกเปลี่ยนประจุลบ 
(anionexchange)   
 

นําเอนไซม Xyn1 ที่ไดจากเจลฟลเตรชันปริมาตร 2 มิลลิลิตรไปทําใหบริสุทธิ์ใน
คอลัมนแลกเปลี่ยนประจุลบที่มี Q source เปนตัวกลาง พบวามีกิจกรรมของเอนไซมอยูในหลอดที่ 
3 และเปนสวนของโปรตีนที่ไมเกาะกับตัวกลาง ดังภาพที่ 16 โดยแสดงกิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซม 85.10 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และผลได 1.92 เปอรเซ็นต ขั้นตอนการทําเอนไซมให
บริสุทธิ์ทั้งหมดแสดงในตารางที่ 5 

   Xyn1 
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ภาพที่ 16  รูปแบบของโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส เมื่อผานคอลัมน 
                แลกเปล่ียนประจุลบโดยมี Q Source เปนตัวกลาง ในคอลัมนขนาด 1.6×10 เซนติเมตร    
                ทําใหสมดุลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 20 มิลลิโมลาร pH 7.0 ที่อัตราการไหล   
                180  มิลลิลิตรตอช่ัวโมง (ชะดวยโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1 โมลารที่เพ่ิมขึ้นแบบ  
                เสนตรงในบัฟเฟอรชนิดเดียวกัน) 
 
ตารางที่ 5  การทําเอนไซมไซลาเนสจาก P. ostreatus DOA 10 ใหบริสุทธิ์ 
 
ข้ันตอนการทํา
ใหเอนไซม
บริสุทธ์ิ 

ปริมาตร
ทั้งหมด 
(มล.) 

กิจกรรม
เอนไซม
ทั้งหมด (ยูนิต) 

ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด (มก.) 

กิจกรรมเอนไซม
จําเพาะ (ยูนิตตอ 
มก.โปรตีน) 

ความ
บริสุทธ์ิ 
(เทา) 

ผลได 
(%) 

Crude 1000 273 759 0.35 1 100 
Ultrafiltration 50 82.15 50 1.643 4.69 30.09 
Gel filtration 210 20.16 1.47 13.71 39.17 7.38 
Anion exchange 200 8 0.094 85.10 243 1.92 

 
 
 
 

 Xyn1  
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จากตารางที่ 5 เมื่อผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีอัลตราฟลเตรชัน เจลฟลเตร-
ชัน และโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ พบวาเอนไซมไซลาเนส Xyn1 มีความบริสุทธิ์
เพ่ิมขึ้นถึง 243 เทาเมื่อเทียบกับสารละลายเอนไซมโดยแสดงคากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ 85.10 ยูนิต 
ตอมิลลิกรัมโปรตีน และมีคาผลไดเทากับ 1.92 เปอรเซ็นต อาจกลาวไดวาเอนไซมไซลาเนส Xyn1 
ท่ีไดจากการทดลองมีความบริสุทธิ์มากพอที่จะนําไปศึกษาตอไป เน่ืองจากมีกิจกรรมเอนไซม
จําเพาะและคาความบริสุทธิ์อยูในระดับท่ีสูง ซ่ึงแสดงวาโปรตีนสวนใหญเปนโปรตีนที่แสดง
กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเปนหลัก  

 
จากการทดลองของ Kimura et al. (1995) ซ่ึงทําเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา 

Aspergillus sojae ใหบริสุทธิ์ดวยวิธีเจลฟลเตรชันและการแลกเปลี่ยนประจุลบ พบวาเอนไซมที่ได
มีกิจกรรมเอนไซมจําเพาะเทากับ 69.5 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และคาผลได 5 เปอรเซ็นต           
การทดลองของ  Cardoso และ  Filho (2003) ซ่ึงศึกษาเอนไซมไซลาเนสที่บริสุทธิ์จากเชื้อรา 
Acrophialophora nainiana โดยวิธีการแลกเปลี่ยนประจุลบและการทําเจลฟลเตรชัน พบวาเอนไซม
ท่ีไดมีกิจกรรมจําเพาะเทากับ 31.25 มีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น 22.12 เทา และผลได 19.178 เปอรเซ็นต 
สวนเอนไซมไซลาเนสที่บริสุทธิ์จากเชื้อรา Penicillium capsulatum หลังผานการทําใหบริสุทธิ์ดวย
การทําเจลฟลเตรชัน โครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ คอลัมนไฮโดรโฟบิก และการแยก
ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส พบวาเอนไซมที่ไดมีกิจกรรมจําเพาะสูงถึง 761.06 ยูนิตตอมิลลิกรัม
โปรตีน มีความบริสุทธิ์เพ่ิมข้ึน 3.03 เทาและผลได 17.96 เปอรเซ็นต (Ryan et al.,2003) ในรายงาน
ของ Silva et al. (1999) ซ่ึงไดศึกษาเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา Aspergillus fumigatus Fresenius ที่
ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีเจลฟลเตรชันและการแลกเปลี่ยนประจุลบ พบวาเอนไซมมีกิจกรรม
จําเพาะ 7.10 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น1.32 เทาและผลได 0.26 เปอรเซ็นต  
 
7. สมบัติของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 
 

7.1 ทดสอบน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE และ Zymogram 
 

ทดสอบนํ้าหนักโมเลกุลเอนไซมไซลาเนส Xyn1 จากการทํา SDS-PAGE โดยการ
ดัดแปลงจากวิธีของ Laemmli (1970) ในภาคผนวก ข ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 17 พบวามีแถบ
โปรตีน 2 แถบที่อยูในสวนของเอนไซม Xyn1 ซ่ึงมีขนาดประมาณ 54 กิโลดาลตันและ 38 กิโลดาล
ตัน (ภาพที่ 17ก) เมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (ภาพผนวก ข3) ดังน้ันเพ่ือตองการทราบวาโปรตีน
ใดที่แสดงกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส จึงไดทดสอบดวยวิธี Zymogram โดยการนําแผนเจลที่
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ทําอิเล็กโตรโฟรีซีสเสร็จแลววางลงบนเจลอีกแผนหน่ึงที่มีไซแลนผสมอยู แลวสังเกตโซนใสซึ่ง
แสดงวามีการยอยสับสเตรท คือ ไซแลน  

     

 
                                                                  ก.                                                                     ข. 
ภาพที่ 17  การทํา SDS-PAGE (ก) และ Zymogram (ข) ของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 โดย M คือ 

โปรตีนมาตรฐาน, B คือ บัฟเฟอร, Xyn1 คือ เอนไซมไซลาเนสบริสุทธิ์ และ C คือ สาร 
สกัดเอนไซม 

 
จากการทํา Zymogram พบวามีแถบของโปรตีนที่แสดงกิจกรรมของเอนไซมเพียง 1 

แถบ คือ แถบโปรตีนที่มีขนาด 54 กิโลดาลตัน ในขณะที่แถบโปรตีนขนาด 38 กิโลดาลตันไมแสดง
กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส จึงสามารถสรุปไดวา เอนไซมไซลาเนสจากเห็ดนางรม P. ostreatus 
DOA 10 ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีเอวิเซลเปนแหลงคารบอนมีนํ้าหนักโมเลกุล
ประมาณ 54 กิโลดาลตัน ดังแสดงในภาพที่ 17ข ซ่ึงนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมไซลาเนสจาก 
P.ostreatus DOA 10 มีขนาดใกลเคียงกับเอนไซมไซลาเนสที่พบในเชื้อราอ่ืนๆ เชน เอนไซม       
ไซลาเนสจากเชื้อรา Chaetomonium cellulolyticum มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 57 กิโลดาลตัน 
(Baraznenok et al., 1999) จากเชื้อรา Acrophialophora nainiana  มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 54 
กิโลดาลตัน (Cardoso และ Filho, 2003) สวนเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา Humicola insolens มี
นํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 66 กิโลดาลตัน (Maheshwari et al., 2000) แตพบวามีความแตกตางจาก
เช้ือรา Aspergillus fumigatus AR1 ที่มีการผลิตเอนไซมไซลาเนสไดหลายรูปแบบ โดยมีนํ้าหนัก
โมเลกุลคอนขางสูง คือ อยูในชวง 212-253 กิโลดาลตัน (Anthony et al., 2003) และในแบคทีเรีย 

Da 
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เชน เอนไซมไซลาเนส จากแบคทีเรียในสกุล Bacillus มีนํ้าหนักโมเลกุลอยูในชวง 22-45 กิโลดาล
ตัน (Yang et al., 1989; Nakamura et al., 1995; Archana และ Satynarayana, 2003; Lama et al., 
2004)  
 

7.2 อุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 
 

ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ที่ pH 
ตางๆ พบวาที่ทุกๆ อุณหภูมิเสนกราฟเปนรูประฆังคว่ําและมีคากิจกรรมเอนไซมที่ pH ในชวง 3.5-
4.5 แตแตกตางกันที่ระดับของกิจกรรมเอนไซมกลาวคือที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเอนไซม      
ไซลาเนส Xyn1 แสดงกิจกรรมสูงที่สุดโดยแสดงกิจกรรมเอนไซมสัมพัทธ 96.95-100 เปอรเซ็นต 
(แสดงกิจกรรมเอนไซมสูงสุด 0.039 ยูนิตตอมิลลิลิตร) รองลงมาคืออุณหภูมิ 40, 50 และ 35 องศา
เซลเซียสตามลําดับ ในขณะที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสน้ันเอนไซมมีกิจกรรมสูงสุดที่ pH 4.0 และ
ลดลงอยางรวดเร็วที่ pH 4.5 และเอนไซมแสดงกิจกรรมในระดับต่ํามากที่อุณหภูมิ 60, 65 และ 70 
องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพที่ 18 เมื่อเปรียบเทียบสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม       
ไซลาเนสที่ผลิตจากเห็ดนางรม P. ostreatus  DOA 10 เมื่ออยูในรูปของสารสกัดเอนไซม (crude 
enzyme) และเอนไซมไซลาเนสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานไม
แตกตางกัน โดยเอนไซมไซลาเนสที่เปนสารสกัดเอนไซมแสดงกิจกรรมเอนไซมสูงสุดที่อุณหภูมิ 
45-50 องศาเซลเซียส แตมีความแตกตางกันตรง pH ที่เหมาะสมตอการทํางาน คือ อยูในชวง pH 
5.0-5.5 (จารุวรรณ, 2548) ผลการทดลองที่ไดแตกตางกันเล็กนอยกับการทดลองของ Neto และ 
Filho (2004) ซ่ึงศึกษาเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Humicola grisea var. Thermoidea และพบวา
เอนไซมทํางานไดดีที่สุดที่ pH ในชวงกวางคือ 4.5-6.5 และอุณหภูมิที่เหมาะสมคืออุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส ในขณะที่ Saha (2002) พบวาเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Fusarium proliferatum 
แสดงกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสและ pH 5.0-5.5 เชนเดียวกับเช้ือรา 
Aspergillus fumigatus Fresenius ซ่ึงมีกิจกรรมเอนไซมสูงสุดที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสและ pH 
5.5 (Silva et al., 1999) และมีความแตกตางอยางชัดเจนกับเอนไซมจากเชื้อรา Humicola insolens ที่
มีสภาวะการทํางานที่เหมาะสมที่สุดที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียสและ pH 6.0-6.5 (Dusterhoft et 
al., 1997) นอกจากนี้ในเชื้อราบางชนิด เชน A. fumigatus MKU1 เอนไซมสามารถทํางานไดดีที่
อุณหภูมิสูงถึง 90 องศาเซลเซียสและ pH 5.0 (Thiagarajan et al., 2006)  
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ภาพที่ 18  ผลของ pH ตอการทํางานของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ที่อุณหภูมิ 35( ) 40( )    
                   45( ) 50( ) 55( ) 60( ) 65( ) 70( ) องศาเซลเซียส        
 

7.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิและ pH ตอความเสถียรของเอนไซมไซลาเนส Xyn1  
 

จากการทดสอบความเสถียรของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ท่ีอุณหภูมิในชวง 30-70 
องศาเซลเซียส และ pH 3.0-10.0 เมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิและ pH ตางๆ เปนเวลา 1 ชั่วโมงและ
วิเคราะหกิจกรรมเอนไซมท่ีเหลืออยูเทียบกับเอนไซมที่ไมผานการบม พบวาเอนไซมไซลาเนส 
Xyn1 มีความเสถียรที่อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส โดยแสดงกิจกรรมของเอนไซมที่เหลืออยู 54-
68 เปอรเซ็นต เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิเปน 50 องศาเซลเซียสกิจกรรมของเอนไซมคงเหลือเพียง 17 
เปอรเซ็นตและที่อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียสเอนไซมไซลาเนส Xyn1 สูญเสียกิจกรรมท้ังหมด ดัง
ภาพที่ 19 เมื่อเปรียบเทียบความเสถียรของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ที่บริสุทธิ์กับ crude enzyme 
จากเห็ดนางรม P. ostreatus DOA 10 (จารุวรรณ, 2548) พบวาไมมีความแตกตางกัน คือ มีความ
เสถียรที่อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียสเชนเดียวกัน และเมื่อเปรียบเทียบความเสถียรของเอนไซม 
ไซลาเนส Xyn1 จากผลการทดลองที่ไดกับเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา Aureobasidium pullulans           
Y-2311-1 พบวามีความคลายคลึงกัน โดยเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา A. pullulans Y-2311-1 มี
ความเสถียรที่อุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส และกิจกรรมเอนไซมลดลงอยางรวดเร็วเมื่อบมที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 1 ชั่วโมง (Li et al., 1993) ในขณะที่เอนไซมไซลาเนสจาก
เช้ือรา Humicola grisea var. Thermoidea มีความเสถียรที่อุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียสโดย
แสดงกิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู 50 เปอรเซ็นตเมื่อบมนาน 5 ชั่วโมง (Neto และ Filho, 2004) 
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ภาพที่ 19  ผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 
 

เมื่อพิจารณาผลของ pH ตอความเสถียรของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 เมื่อบมเอนไซมที่
สารละลายบัฟเฟอร pH ตางๆ เปนเวลานาน 1 ชั่วโมง พบวา เอนไซมไซลาเนส Xyn1 มีความเสถียร
อยูในชวง pH 3.0-8.0 โดยมีกิจกรรมของเอนไซมที่เหลืออยูมากกวา 65 เปอรเซ็นตและที่ pH 9.0 
และ pH 10.0 มีกิจกรรมเอนไซมเหลืออยู 30 เปอรเซ็นต ดังภาพที่ 20 แสดงใหเห็นวาเอนไซม      
ไซลาเนส Xyn1 มีความเสถียรในชวง pH ที่คอนขางกวาง เมื่อเปรียบเทียบความเสถียรของเอนไซม
ไซลาเนสที่เปน crude enzyme กับไซลาเนส Xyn1 ที่บริสุทธิ์ที่ pH ตางๆ พบวาไมแตกตางกัน คือมี
ความเสถียรในชวง pH 4.0-8.0 (จารุวรรณ, 2548) และมีความสอดคลองกับเอนไซมไซลาเนสจาก 
เช้ือรา Aspergillus fumigatus AR1 ที่มีความเสถียรอยูในชวง pH ที่กวาง คือ 4.0-9.0 โดยแสดง
กิจกรรมเอนไซมคงเหลือ 95 เปอรเซ็นตเมื่อบมรวมกับบัฟเฟอรที่ pH ตางๆ เปนเวลา 30 นาที 
(Anthony et al., 2003) เชนเดียวกับเอนไซมไซลาเนสจาก Paecilomyces thermophila ที่มีความ
เสถียรในชวง pH 4.5-11.0 โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเหลืออยูมากกวา 50 เปอรเซ็นต (Li et al., 
2006) แตในเช้ือราบางชนิดพบวาเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตออกมามีความเสถียรในชวง pH ที่แคบ 
เชน A. niger ซ่ึงพบวาผลิตเอนไซมไซลาเนสที่มีความเสถียรในชวง pH 5.0-6.0 (Frederick et al., 
1985) 
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ภาพที่ 20  ผลของ pH ตอความเสถียรของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ที่อุณหภูมิ 30 องศา 
                 เซลเซียส 
 

7.4 ความจาํเพาะของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ตอสับสเตรท 
 

ผลการศึกษาความจําเพาะของเอนไซมตอสับสเตรทชนิดตางๆ ไดแก ไซแลนจาก oat 
spelt ไซแลนจาก birchwood ไซแลนจาก larchwood คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส เอวิเซล โลคัส
บีนกัม และ p-nitrophenyl-ß-D-xylopyranoside แสดงในตารางที่ 6 พบวาเอนไซมไซลาเนส Xyn1 
มีความจําเพาะกับสับสเตรทที่เปนไซแลน โดยแสดงกิจกรรมเอนไซมสัมพัทธตอไซแลนจาก 
birchwood ไซแลนจาก oat spelt และไซแลนจาก larchwood เทากับ 100, 92 และ 78 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ และพบวามีความจําเพาะตอเซลลูโลสท่ีเปนสับสเตรทของเอนไซมเซลลูเลสไดแก คาร
บอกซีเมทิลเซลลูโลสและเอวิเซลในระดับต่ํา คือ 5 และ 0.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และไมแสดง
กิจกรรมตอโลคัสบีนกัม ซ่ึงเปนสับสเตรทของเอนไซมแมนนาเนส และ p-nitrophenyl-ß-D-
xylopyranoside ซ่ึงเปนสับสเตรทสังเคราะหของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส ผลการทดลองที่ได
สอดคลองกับเอนไซมไซลาเนสจากแบคทีเรีย Clostridium absonum CFR-702 ซ่ึงพบวาเอนไซม 
xylanase-I มีความจําเพาะกับสับสเตรทที่เปนไซแลน โดยแสดงกิจกรรมของเอนไซมตอไซแลน
จาก birchwood สูงที่สุด รองลงมาคือ ไซแลนจาก larchwood และไซแลนจาก oat spelt และไมพบ
กิจกรรมเอนไซมตอสับสเตรทที่เปนเซลลูโลส และ p-nitrophenyl-ß-D-xylopyranoside (Rani และ 
Nand, 2001) เชนเดียวกับเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา Aspergillus caespitosus ที่พบกิจกรรม
เอนไซมกับสับสเตรทที่เปนไซแลนจาก birchwood และไซแลนจาก oat spelt แตไมพบกิจกรรม
ของเอนไซมตอสับสเตรทที่เปนเซลลูโลสและ p-nitrophenyl-ß-D-xylopyranoside (Sandrim et al., 
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2005) และคลายคลึงกับเอนไซมไซลาเนสบริสุทธิ์จากแบคทีเรีย Bacillus halodurans S7 ที่มี
กิจกรรมตอไซแลนจาก birchwood สูงที่สุดและไมพบกิจกรรมของเอนไซมตอสับสเตรทที่เปนคาร
บอกซีเมทิลเซลลูโลสและเอวิเซล (Mamo et al., 2006)  
 

การที่เอนไซมไซลาเนส Xyn1 แสดงกิจกรรมของเอนไซมตอไซแลนจาก birchwood 
สูงกวาไซแลนจาก oat spelt อาจเปนเพราะโครงสรางของไซแลนจาก birchwood เปนโครงสรางที่
ละลายน้ําไดเน่ืองจากมีหมูอะซิทิลจํานวนมาก ทําใหเอนไซมสามารถทําปฏิกิริยาไดรวดเร็วกวา   
ไซแลนจาก oat spelt ที่โครงสรางมีทั้งสวนที่ละลายน้ําไดและไมละลายน้ํา และจากการที่เอนไซม
ไซลาเนส Xyn1 ไมแสดงกิจกรรมตอสับสเตรทที่เปนเซลลูโลส โลคัสบีนกัมซ่ึงมีโครงสรางเปน
แมนแนน และ  p-nitrophenyl-ß-D-xylopyranoside แสดงวาเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ไมมีกิจกรรม
ของเอนไซมเซลลูเลส เอนไซมแมนนาเนส และเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส 

 
ตารางที่ 6  ความจาํเพาะของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 จาก P. ostreatus DOA 10 ตอสับสเตรทชนิด

ตางๆ 
 

สับสเตรท กิจกรรมเอนไซมสัมพัทธ (%) 
ไซแลนจาก birchwood (กลูคูโรโนไซแลน) 100 
ไซแลนจาก oat spelt (อะราบิโนไซแลน) 92 
ไซแลนจาก larchwood (กลูคูโรโนอะราบิโนไซแลน) 78 
คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส 5 
เอวิเซลเซลลูโลส 0.2 
โลคัสบีนกัม (กาแลคโตแมนแนน) 0 
p-nitrophenyl-ß-D-xylopyranoside 0 
 

7.5 สมบัติทางจลนพลศาสตรของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 
 
หาคาคงที่ของ Michaelis-Menten (Km) และคาอัตราเร็วสูงสุด (Vmax) ของเอนไซม    

ไซลาเนส Xyn1 โดยทําการทดลองเปรียบเทียบกับสับสเตรท 2 ชนิด คือ ไซแลนจาก oat spelt     
(อะราบิโนไซแลน) และไซแลนจาก birchwood (กลูคูโรโนไซแลน) จากการคํานวณและเขียน
กราฟดวยสมการของ Lineweaver-Burk plots ทําใหทราบคา Km และ Vmax ของเอนไซมไซลาเนส 
Xyn1 ตอสับสเตรท ดังภาพท่ี 21 และตารางที่ 7 
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ภาพที่ 21  แสดงกราฟ Lineweaver-Burk plots ของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ตอสับสเตรท  
                 โดย ก. คือ ไซแลนจาก oat spelt และ ข. คือไซแลนจาก birchwood 
 
ตารางที่ 7  คาคงที่ทางจลนพลศาสตรของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 
 

สับสเตรท คาคงที่ทางจลนพลศาตร 
ไซแลนจาก oat spelt ไซแลนจาก birchwood 

Michaelis-Menten constant 
(Km) (mg/ml) 

 
0.4139 

 
0.6101 

Maximum velocity (Vmax)  
(µg/ml/min) 

 
0.5693 

 
0.5843 

ก. 

ข. 
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จากผลการทดลองพบวาคา Km ของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ตอสับสเตรทที่เปน      
ไซแลนจาก oat spelt และไซแลนจาก birchwood มีคาเทากับ 0.4139 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและ 
0.6101 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และคา Vmax เทากับ 0.5693 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตอนาที
และ 0.5843 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับ แสดงวา Vmax หรืออัตราเร็วสูงสุดในการ
เกิดปฏิกิริยาของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ตอสับสเตรททั้ง 2 ไมมีความแตกตางกัน แตคา Km ซ่ึง
แสดงถึงความเขมขนของสับสเตรทที่จะทําใหเอนไซมเกิดการทํางานนั้นตางกัน โดยพบวาคา Km  
ของเอนไซมตอไซแลนจาก oat spelt มีคาต่ํากวาไซแลนจาก birchwood ซ่ึงหมายความวาเอนไซม
ไซลาเนส Xyn1 มีความสามารถในการจับ (affinity) กับไซแลนจาก oat spelt ไดดีกวาไซแลนจาก 
birchwood ซ่ึงสันนิษฐานวาเกิดจากการที่โครงสรางของไซแลนจาก oat spelt มีความซับซอนและ
แขนงนอยกวาโครงสรางของไซแลนจาก birchwood ทําใหการเขาจับกับเอนไซมเปนไปไดงายกวา  
ซ่ึงเปนไปในทิศทางเดียวกับ เอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา Penicillium capsulatum ที่พบวามีคา Km 
ตอไซแลนจาก oat spelt และไซแลนจาก birchwood เทากับ 7.71 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและ 25.13 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และคา Vmax เทากับ 15.89 และ 19.23 ไมโครโมลตอมิลลิลิตรตอ
นาทีตามลําดับ (Ryan et al., 2003) แตมีความแตกตางกับเอนไซมไซลาเนสจากแบคทีเรีย 
Staphylococcus sp. SG 13 ท่ีพบวามีคา Km ตอไซแลนจาก oat spelt และไซแลนจาก birchwood 
เทากับ 7.0 และ 4.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคา Vmax เทากับ 55 และ 90 ไมโครโมลตอมิลลิลิตรตอ
นาที ตามลําดับ (Gupta et al., 2000) 

 
จากการทําเอนไซมไซลาเนสใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติของเอนไซมไซลาเนสที่ผานการ

ทําใหบริสุทธิ์ทําใหทราบถึงสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางาน ความเสถียรของเอนไซมที่อุณหภูมิ
และ pH ตางๆ รวมถึงความจําเพาะตอสับสเตรทและคาคงที่ทางจลนพลศาสตร ซ่ึงจะเปนประโยชน
ตอการที่จะนําเอนไซมไปประยุกตใชในงานตางๆ โดยในการเลือกที่จะใชเอนไซมในรูปที่เปน
เอนไซมบริสุทธิ์หรือสารสกัดเอนไซมน้ัน ควรพิจารณาถึงการนําไปใชงานวาตองการความบริสุทธิ์
มากนอยเพียงใด เพ่ือใหเหมาะสมกับงาน คุมคาและไดประโยชนสูงสุด 



สรุป 
 
 เอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสของเห็ดนางรม Pleurotus ostreatus DOA 10 มีสภาวะที่เหมาะสม
ตอการทํางานอยูในชวง pH ที่เปนกรดออน คือ 5.0-5.5 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และมีความ
เสถียรที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและ pH ในชวง 4.0-5.5 เมื่อทําการทดสอบเปนเวลา 1 ชั่วโมง 
การผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสของ P. ostreatus DOA 10 ในระหวางการเจริญเติบโตเมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่ใชเอวิเซลเปนแหลงคารบอน พบวามีการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส 
สูงสุดในวันที่ 7 โดยแสดงคากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ 1.248 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน สวนการ
เจริญเติบโตของเห็ดนางรมเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งที่มีขี้เลื่อย พบวาในชวงที่มีการเจริญของเสน
ใย (วันที่ 0-20) และระยะแรกของชวงที่มีการรวมตัวของเสนใย (วันที่ 20-25) จะมีการผลิตเอนไซม
บีตา-ไซโลซิเดสสูงที่สุด โดยแสดงคากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ 0.055 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
การศึกษาผลของสารเหนี่ยวนําตอการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสในสภาวะอาหารเหลวที่มีสาร
เหน่ียวนําชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอนพบวานํ้าตาลซอรโบสเหน่ียวนําการผลิตเอนไซมบีตา-
ไซโลซิเดสดีท่ีสุด รองลงมาคือ นํ้าตาลฟรุคโตส และเอวิเซล 

 
การทําเอนไซมไซลาเนสใหบริสุทธิ์ ดวยวิธีเจลฟลเตรชันโดยใช Sephacryl S200 และการ

แลกเปลี่ยนประจุลบโดยใช Q Source เปนตัวกลาง เอนไซมไซลาเนส Xyn1 ที่ไดจากกระบวนการ
ทําใหบริสุทธิ์มีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น 243 เทาและผลได 1.92 เปอรเซ็นต เมื่อทดสอบหาน้ําหนัก
โมเลกุลดวยวิธี SDS-PAGE และ Zymogram พบวาเอนไซมไซลาเนสจากเห็ดนางรม P. ostreatus 
DOA 10 มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 54 กิโลดาลตัน โดยที่อุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมตอการ
ทํางานของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 เมื่อวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโดยใชไซแลน (oat spelt) 
เปนสับสเตรท ที่อุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส และ pH 3.0-7.0 พบวาเอนไซมไซลาเนส Xyn1 มี
กิจกรรมเอนไซมสัมพัทธสูงสุดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสและ pH 3.5-4.5 และมีความเสถียรที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและ pH ในชวงกวาง คือ pH 3.0-8.0 เอนไซมไซลาเนส Xyn1 มี
ความจําเพาะกับสับสเตรทที่เปนไซแลน โดยแสดงกิจกรรมเอนไซมตอสับสเตรท ไดแก ไซแลน
จาก birchwood ไซแลนจาก oat spelt และไซแลนจาก larchwood แตไมพบกิจกรรมของเอนไซม 
ไซลาเนสตอคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส เอวิเซล โลคัสบีนกัมและ p-nitrophenyl-ß-D-
xylopyranoside คาคงที่ของ Michaelis-Menten (Km) และอัตราเร็วสูงสุด (Vmax) ของเอนไซม        
ไซลาเนส Xyn1 ตอสับสเตรท ไดแก ไซแลนจาก oat spelt และไซแลนจาก birchwood พบวาคา Km 
และ Vmax ของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 จาก P. ostreatus DOA 10 ตอไซแลนจาก oat spelt มีคา
เทากับ 0.4139 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและ 0.5693 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับ ในขณะ
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ท่ีคา Km และ Vmax ของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 จาก P. ostreatus DOA 10 ตอไซแลนจาก 
birchwood มีคาเทากับ 0.6101 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและ 0.5843 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตอนาที 
ตามลําดับ 
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1. อาหารเลี้ยงเช้ือ Mushroom Complete Medium (MCM) 
 

Glucose 20 กรัม 
Yeast extract 2 กรัม 
Gelatin peptone 2 กรัม 
MgSO4 7H2O               0.5 กรัม 
KH2PO4      0.46 กรัม 
K2HPO4 1 กรัม       
นํ้ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 
agar 15 กรัม 
 
ปรับ pH 5.5 ฆาเชื้อดวยหมอน่ึงความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว 15 นาที 
 
2. อาหารเลี้ยงเช้ือ Mushroom Minimal Medium (MM medium) 
 
            Carbon source 10 กรัม 
            K2HPO4 1 กรัม 
  Asparagine 0.68 กรัม 
 Yeast extract 0.5 กรัม 
  MgSO47H2O 0.5 กรัม 
  KCl  0.5 กรัม 
  FeSO47H2O 0.1 กรัม 
  MnSO44H2O 0.008 กรัม 
  Zn(CH3COO)2 0.003 กรัม 
  Ca(NO3)24H2O 0.006 กรัม 
  CuSO45H2O 0.003 กรัม 

นํ้ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 
 
ปรับ pH 5.5 ฆาเชื้อดวยหมอน่ึงความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว 15 นาที  
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ภาคผนวก ข  
สารเคมีและวิธีวิเคราะห 
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1. สารเคมีสําหรับวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม 
 

1.1 การเตรียมสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร เขมขน 50 มิลลิโมลาร 
 

1.1.1 สารละลายกรดอะซิติก เขมขน 0.1 โมลาร (สารละลาย x ) 
 
ละลายกรดอะซิติกเขมขน (gracial acetic acid) 5.8 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่น คนให

ละลายเปนเนื้อเดียวกัน แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
 

1.1.2 สารละลายโซเดียมอะซิเตท เขมขน 0.1 โมลาร (สารละลาย y) 
 

ชั่งโซเดียมอะซิเตท 13.608 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น คนใหละลายเปนเนื้อ
เดียวกัน แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
 

1.1.3 การเตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอรที่พีเอชตางๆ 
 

ผสมสารละลาย x และสารละลาย y (ขอ 1.1.1 และ 1.1.2) ใหมีปริมาตรตามที่
แสดงในตารางผนวกที่ ข1 แลวนําไปปรับ pH ตามที่ตองการ จากน้ันปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร  
 
ตารางผนวกที่ ข1  การเตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอรท่ี pH ตางๆ 
 

pH สารละลาย x (มิลลิลิตร) สารละลาย y (มิลลิลิตร) 
3.0 46.5 3.5 
4.0 41.0 9.0 
5.0 14.8 35.2 
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1.2 การเตรียมสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร เขมขน 50 มิลลิโมลาร 
 
1.2.1 สารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเขมขน 0.1 โมลาร (สารละลาย x)  

 
ชั่งโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 13.799 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน คนใหละลาย

เปนเนื้อเดียวกัน แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
 

1.2.2 สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเขมขน 0.1 โมลาร (สารละลาย y) 
 

ช่ังไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 14.196 กรัม ละลายน้ํากลั่น คนใหละลายเปน
เน้ือเดียวกัน แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
 

1.2.3 การเตรียมสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH ตางๆ  
 

ผสมสารละลาย x และสารละลาย y (ขอ 1.2.1 และ 1.2.2) ใหมีปริมาตรตามที่
แสดงในตารางที่ ข2 แลวนําไปปรับ pH ตามตองการ จากนั้นปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร 

 
ตารางผนวกที่ ข2  การเตรียมสายละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH ตางๆ 
 

pH สารละลาย x (มิลลิลิตร) สารละลาย y (มิลลิลิตร) 
6.0 87.7 12.3 
7.0 39.0 61.0 
8.0 5.3 94.7 

 
1.3 การเตรียมสารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร 1.0 โมลาร 

 
ละลาย Tris base 121.4 กรัมในน้ํา 800 มิลลิลิตร คนใหเขากัน จากนั้นปรับ pH ใหเปน 

9.0 และ 10.0 ดวย กรดไฮโดรคลอริกเขมขม 6 โมลาร แลวปรับปริมาตรใหเปน 1000 มิลลิลิตร ดวย
นํ้ากล่ัน 
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1.4 การเตรียมสารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) เขมขน 2 โมลาร 
 

ชั่งโซเดียมคารบอเนต 105.99 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน คนใหละลายเปนเน้ือเดียวกัน 
แลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร  

 
1.5 การเตรียมสารละลายสับสเตรท 
 

ชั่งไซแลนจาก oat spelt (Sigma, German) 1 กรัมละลายในสารละลายบัฟเฟอร 100 
มิลลิลิตร สําหรับวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส สวน p-nitrophenyl-ß-D-xylopyranoside 
เขมขน 25 มิลลิโมลาร ซ่ึงใชเปนสับสเตรทสําหรับวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส 
เตรียมโดยชั่ง p-nitrophenyl-ß-D-xylopyranoside (Sigma, Germany) 6.78 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 
แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร  
 
2. การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี Somogyi-Nelson (Wood และ Bhat, 1988) 

 
2.1 สารเคมีที่ใชทดสอบ 

 
2.1.1 Somogyi reagent I 

 
ละลายโซเดียมซัลเฟต (ปราศจากน้ํา) (anhydrous NaSO4) 288 กรัม ในน้ําอุน 

เติมโซเดียม-โปแตสเซียมตารเตรท (Rochelle salt) 24  กรัม โซเดียมคารบอเนต 48 กรัม โซเดียม
ไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3) 32 กรัม แลวปรับปริมาตรเปน 1600 มิลลิลิตร ดวยนํ้ารอน เก็บที่
อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส 
 

2.1.2 Somogyi reagent II 
 

ละลายโซเดียมซัลเฟต (ปราศจากน้ํา) 288 กรัม ในน้ําอุน 300 มิลลิลิตร แลวเติม
คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4 5H2O) 8 กรัม ปรับปริมาตรใหได 400 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 27 องศา
เซลเซียส 
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2.1.3 Nelson reagent 
 

ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท 100 กรัมในน้ํา 1800 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริก
เขมขน 84 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายโซเดียมอารเซเนต 12 กรัม ในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร เก็บที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14-48 ชั่วโมง ในขวดแกวสีชา หลังจากน้ีเก็บรักษาที่
อุณหภูมิหอง 
 

2.2 วิธีทดสอบ 
 

ผสมสารละลาย Somogyi reagent I และ Somogyi reagent II ในอัตราสวน 4:1 แลวเติม
สารผสมน้ีปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอยาง นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที 
แลวทําใหเย็นทันที หลังจากนั้นเติมสารละลาย Nelson reagent ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กัน เติมนํ้ากล่ันปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวผสมใหเขากันโดยการเขยา แลวนําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ 520 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงเทียบกับกราฟมาตรฐานสารละลายน้ําตาลไซโลส 
 

2.3 การเตรียมกราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลไซโลส 
 

เตรียมสารละลายน้ําตาลไซโลสมาตรฐานที่มีความเขมขน 40, 80, 120, 160 และ 200 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใสสารละลายน้ําตาลมาตรฐาน ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
เติมสารละลายผสมระหวางสารละลาย Somogyi reagent I และ Somogyi reagent II ในอัตราสวน 
4:1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที แลวทําใหเย็น หลังจากนั้นเติม
สารละลาย Nelson reagent ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
แลวผสมใหเขากัน โดยการเขยา แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร นําคาการ
ดูดกลืนแสงเขียนกราฟปริมาณน้ําตาลมาตรฐาน ดังแสดงในภาพผนวกที่ ข1 
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ภาพผนวกที่ ข1  กราฟมาตรฐานการหาปริมาณของน้ําตาลไซโลส โดยวิธี Somogyi-Nelson 
 
3. การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (Lowry et al., 1951) 

 
3.1 สารเคมีที่ใชทดสอบ 

 
3.1.1 สารละลาย A 

 
ละลายโซเดียมคารบอเนต 20 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความ

เขมขน 0.1 โมลาร 
 

3.1.2 สารละลาย B 
 

ก. สารละลายคอปเปอรซัลเฟต 2 เปอรเซ็นต โดยละลายคอปเปอรซัลเฟต 2 
กรัมในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
 

ข. สารละลายโซเดียม-โปแตสเซียมตารเตรท 3.5 เปอรเซ็นต โดยละลาย
โซเดียม-โปแตสเซียมตารเตรท 3.5 กรัม ในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
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ในการนํามาทดสอบ ผสมสารละลายในขอ ก. และ ขอ ข. เขาดวยกัน โดยใหสารละลาย
คอปเปอรซัลเฟตและสารละลายโซเดียม-โปแตสเซียมตารเตรท มีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.5 
และ 1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 

3.2 วิธีทดสอบ 
 

ผสมสารละลาย A และสารละลาย B เขาดวยกันในอัตราสวน 50:1 แลวเติมสารผสมนี้
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางที่มีปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ทิ้งไว 10 นาทีที่
อุณหภูมิหอง หลังจากนี้เติมสารละลาย Folin-Ciocalteau reagent ที่เจือจางดวยนํ้ากลั่นในอัตราสวน 
1:1 ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและทิ้งไว 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 750 นา
โนเมตร และนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA 
 

3.3 การเตรียมกราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 

เตรียมสารละลาย bovine serum albumin (BSA, Sigma, Germany) มาตรฐาน ความ
เขมขน 2 1 0.5 0.25 0.125 และ 0.0625 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปเปตสารละลาย BSA มาตรฐาน 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายผสมระหวางสารละลาย A และสารละลาย 
B ในอัตราสวน 50:1 ปริมาตร 3 มิลลิลิตรผสมใหเขากัน ทิ้งไว 10 นาทีที่อุณหภูมิหอง หลังจากนี้
เติมสารละลาย Folin-Ciocalteau reagent ที่เจือจางดวยนํ้ากล่ันในอัตราสวน 1:1 ปริมาตร 0.3 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและทิ้งไว 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร และนําคา
การดูดกลืนแสงที่ไดเขียนกราฟความเขมขนของสารละลาย BSA มาตรฐาน ดังแสดงในภาพผนวก
ท่ี ข2 
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ภาพผนวกที่ ข2  กราฟมาตรฐานการหาปริมาณโปรตีน โดยวิธี Lowry 
 
4. อิเล็กโตรโฟรซีิส (electrophoresis) 
 

4.1 สารเคมีที่ใชทดสอบ 
 

4.1.1 Acrylamide/Bis (30%T, 2.67%C):  ชั่ง acrylamide 14.6 กรัม และ N’N’-bis-
methylene-acrylamide 0.4 กรัม ละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร (เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส) 
 

4.1.2 สารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl เขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8: ละลาย Tris-base 
18.15 กรมั ในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ปรับ pH 8.8 ดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน 6N แลวปรับ
ปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร (เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) 
 

4.1.3 สารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8: ละลาย Tris-base        
6 กรัมในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ปรับ pH 6.8 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 6N แลวปรับปริมาตรให
เปน 100 มิลลิลิตร (เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) 
 

4.1.4 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS): ช่ัง SDS 10 กรัมละลายในน้ํากล่ัน 50 
มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร (เก็บที่อุณหภูมิหอง) 
 

4.1.5 5X Running buffer, pH 8.3: ชั่ง Tris-base 6 กรัม ไกลซีน 43.2 กรัม และ SDS 3 
กรัม ละลายในนํ้ากล่ันปริมาตร 600 มิลลิลิตร (เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) 
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4.1.6 Sample buffer: (เก็บที่อุณหภูมิหอง) โดยวิธีเตรียมดังตารางผนวกที่ ข3 
 

ตารางผนวกที่ ข3  การเตรียม sample buffer 
 

สารเคม ี SDS-PAGE (มิลลิลิตร) Native-PAGE (มิลลิลิตร) 
Deionized water 9.5 14.5 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 2.5 2.5 
Glyceral 2.0 2.0 
10% SDS 4.0 - 
2-Mercaptoethanol 1.0 - 
1%(w/v) bromophenol blue 1.0 1.0 
Total 20 20 
 

4.2 การเตรียม separating gel และ stacking gel โดยใชความเขมขนของ acrylamide 10 
เปอรเซ็นต และ 4 เปอรเซ็นต ตามลาํดับ วธีิเตรียมแสดงในตารางผนวกที่ ข4 
 
ตารางผนวกที่ ข4  การเตรียมเจลที่ใชในการทําอิเล็กโตรโฟรีซิส 
 

SDS-PAGE Native-PAGE สารเคม ี
10% (มล.) 4% (มล.) 10% (มล.) 4% (มล.) 

Deionized water 3.52 12.2 3.72 12.4 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 5.0 - 5.0 - 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 - 5.0 - 5.0 
10% SDS 0.2 0.2 - - 
Acrylamide/bis 4.9 2.66 4.9 2.66 
TEMED 0.01 0.02 0.01 0.02 
10% ammonium persulfate 0.05 0.20 0.05 0.2 
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4.3 การทํา SDS-PAGE  
 

เตรียมเจลความเขมขน 10 เปอรเซ็นตและ 4 เปอรเซ็นต ตามตารางผนวกที่ ข4 โดยใส 
ammonium persulfate 10% (เตรียมกอนใช) และ TEMED เปนลําดับสุดทาย จากนั้นเทเจลที่เขมขน 
10 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปน separating gel ลงไประหวางแผนกระจก 2 แผน แลวเทนํ้ากลั่นปดทับที่
ผิวหนา ต้ังทิ้งไวจนกระทั่งแข็งตัว แลวจึงเทเจลเขมขน 4 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปน stacking gel ทับบน
ผิวหนาของ separatinเ gel ใสหวีลงใน stacking gel และรอจนกระทั่งแข็งตัว นําหวีออก จะเกิดชอง
สําหรับใสสารตัวอยาง โดยเตรียมตัวอยางผสมกับ sample buffer ในอัตราสวน 1:1 ตมเปนเวลา 2-4 
นาทีเติมลงในชองใสตัวอยางปริมาตร 10-15 ไมโครลิตร และใชความตางศักยขนาด 100 โวลต
หลังจากทําอิเล็กโตรโฟรีซิสเสร็จ ยอมเจลโดยใช silver stain plus kit (Bio-Rad, USA)  

                    

y = -1.3372x + 5.1993
R2 = 0.9609

0
1
2
3
4
5
6

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Rf

log
 M

W

 
ภาพผนวกที่ ข3  กราฟมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE  
 

4.4 การทํา zymogram 
 

เตรียมเจลเชนเดียวกับการทํา SDS-PAGE ในหัวขอ 4.2 แตจะไมทําใหโปรตีนเสีย
สภาพอยางถาวร โดยไมมีการเติม 2-mercaptoethanol และไมผานการตมในนํ้าเดือด และเมื่อทําอิ
เล็กโตรโฟรีซิลเสร็จ ลาง SDS ออกและทําใหโปรตีนคืนสภาพ (renature) โดยการลางเจลดวย
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร pH 7.0 นําเจลไปวางลงบนแผนเจลอีกแผนหน่ึงที่มี
สับสเตรทผสมอยู บมท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นยอมเจลดวย
สารละลาย congo red 0.1 เปอรเซ็นต ลางดวยโซเดียมคลอไรด 1 โมลารจนกระทั่งสีสวนเกินถูกลาง
ออกไป แลวเติมกรดอะซิติก เขมขน 0.5 เปอรเซ็นตลงไป จะปรากฏบริเวณใสขึ้น 
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ภาคผนวก ค  
ขอมูลดิบจากการทดลอง 

 



 

94

ตารางผนวกที่ ค1  กิจกรรมของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่ pH และอุณหภูมิตางๆ 
 

 
หมายเหตุ  ตัวเลขในวงเล็บคือคากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กิจกรรมของเอนไซม (ยูนิตตอมิลลิลิตร) ท่ีอุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) pH 
30 35 40 45 50 55 60 70 

4 
0.0000 

(0) 
0.0124 
(2.4) 

0.00046 
(0.1) 

0.0345 
(6.9) 

0.0782 
(15.6) 

0.12006 
(23.9) 

0.4085 
(81.4) 

0.05152 
(10.4) 

4.5 0.0000 
(0) 

0.0000 
(0) 

0.02576 
(5.1) 

0.04278 
(8.5) 

0.10626 
(21.2) 

0.16744 
(33.3) 

0.4278 
(85.4) 

0.00487 
(0.9) 

5 0.0000 
(0) 

0.00966 
(1.8) 

0.023 
(4.6) 

0.0586 
(11.7) 

0.1127 
(22.6) 

0.22172 
(44.3) 

0.4977 
(99.4) 

0.03496 
(6.9) 

5.5 0.0014 
(0.2) 

0.00828 
(3.6) 

0.02944 
(5.8) 

0.06486 
(12.9) 

0.13386 
(26.7) 

0.2346 
(46.8) 

0.5014 
(100.0) 

0.0626 
(12.6) 

6 0.0000 
(0) 

0.00828 
(1.6) 

0.00982 
(1.9) 

0.02852 
(5.6) 

0.03128 
(6.2) 

0.06869 
(13.6) 

0.1771 
(35.3) 

0.02208 
(4.4) 

6.5 0.01104 
(2.2) 

0.0000 
(0) 

0.00184 
(0.4) 

0.02576 
(4.9) 

0.0276 
(5.4) 

0.06136 
(12.2) 

0.1497 
(29.7) 

0.00552 
(1.2) 

7 0.00506 
(0.9) 

0.0023 
(0.4) 

0.0138 
(2.8) 

0.0092 
(1.8) 

0.03082 
(6.2) 

0.06808 
(13.6) 

0.14214 
(28.3) 

0.03864 
(7.8) 

7.5 0.0000 
(0) 

0.00138 
(0.3) 

0.01074 
(2.2) 

0.02254 
(4.6) 

0.0483 
(9.6) 

0.072036 
(14.4) 

0.1601 
(31.9) 

0.0092 
(1.8) 

8 0.0046 
(0.9) 

0.0023 
(0.5) 

0.0000 
(0) 

0.0207 
(4.2) 

0.0046 
(0.9) 

0.0519 
(10.4) 

0.1219 
(24.4) 

0.00184 
(0.4) 
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ตารางผนวกที่ ค2  กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ที่ pH และอุณหภูมิตางๆ 
 

กิจกรรมของเอนไซม (ยูนิตตอมิลลิลิตร) ที่อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
pH 

35 40 45 50 55 60 65 70 

3 0.014 
(35.53) 

0.038 
(96.44) 

0 
(0) 

0.014 
(35.53) 

0.009 
(22.84) 

0.0008 
(2.03) 

0 
(0) 

0 
(0) 

3.5 0.015 
(38.07) 

0.035 
(88.83) 

0.0384 
(97.46) 

0.0279 
(70.81) 

0.0122 
(30.96) 

0.0001 
(0.253) 

0.002 
(5.076) 

0.005 
(12.69) 

4 0.022 
(55.83) 

0.0391 
(99.24) 

0.0382 
(96.95) 

0.0298 
(75.63) 

0.0123 
(31.22) 

0.0006 
(1.52) 

0 
(0) 

0.0001 
(0.25) 

4.5 0.021 
(53.29) 

0.0302 
(76.65) 

0.0394 
(100) 

0.027 
(68.52) 

0.001 
(2.53) 

0.001 
(2.53) 

0 
(0) 

0 
(0) 

5 0.017 
(43.15) 

0.033 
(83.76) 

0.0329 
(83.50) 

0.018 
(45.68) 

0 
(0) 

0.0008 
(2.03) 

0.0004 
(1.02) 

0 
(0) 

5.5 0.015 
(38.07) 

0.0301 
(76.39) 

0.0267 
(67.77) 

0.015 
(38.07) 

0 
(0) 

0.0025 
(6.35) 

0.0004 
(1.01) 

0.0007 
(1.78) 

6 0.009 
(22.84) 

0.023 
(58.37) 

0.012 
(30.46) 

0.002 
(5.08) 

0.00125 
(3.17) 

0 
(0) 

0.0007 
(1.77) 

0 
(0) 

6.5 0.018 
(45.68) 

0.022 
(55.84) 

0.021 
(53.29) 

0.01 
(25.38) 

0.001 
(2.54) 

0 
(0) 

0.0006 
(1.52) 

0 
(0) 

7 0.01 
(25.38) 

0.023 
(58.38) 

0.017 
(43.15) 

0.005 
(12.70) 

0.0093 
(23.60) 

0 
(0) 

0.0003 
(0.76) 

0 
(0) 

 
หมายเหตุ  ตัวเลขในวงเล็บคือคากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธ 
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ตารางผนวกที่ ค3  ผลการทดสอบความเสถียรของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสที่ pH ตางๆ 
 

pH 
กิจกรรมของเอนไซม
กอนผานการบม        

(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซมหลัง
บมที่ 30 องศาเซลเซียส  

1 ชม. (ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

กิจกรรมเอนไซมท่ี
เหลืออยู (เปอรเซ็นต) 

4 0.195 0.106 54.71 
4.5 0.187 0.086 46.29 
5 0.200 0.111 55.79 

5.5 0.218 0.092 42.20 
6 0.174 0.078 44.73 

6.5 0.167 0.059 35.50 
7 0.151 0.075 49.67 

7.5 0.133 0.070 52.77 
8 0.123 0.021 17.16 

 
ตารางผนวกที่ ค4  ผลการทดสอบความเสถียรของเอนไซมไซลาเนส Xyn1 ที่ pH ตางๆ 
 

pH 
กิจกรรมของเอนไซม
กอนผานการบม      

(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซมหลัง
บมที่ 30 องศาเซลเซียส  

1 ชม. (ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

กิจกรรมเอนไซมที่
เหลืออยู (เปอรเซ็นต) 

3 0.010 0.007 70.00 
4 0.010 0.007 70.00 
5 0.012 0.008 66.67 
6 0.015 0.013 86.67 
7 0.014 0.012 85.71 
8 0.009 0.008 88.89 
9 0.014 0.005 35.71 
10 0.016 0.005 31.25 
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ตารางผนวกที่ ค5  ผลการทดสอบความเสถียรของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส และเอนไซมไซลาเนส 
Xyn1 ท่ีอุณหภูมิตางๆ 

 
กิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู (ยูนิตตอมิลลิลิตร)  
หลังการบมที่อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 1 ชม. เอนไซม 

เริ่มตน 30 40 50 60 70 
บีตา-ไซโลซิ

เดส 
0.065 
(100) 

0.037 
(56.3) 

0.065 
(99.9) 

0.027 
(41) 

0.037 
(56.3) 

0.033 
(50) 

ไซลาเนส 
Xyn1 

0.032 
(100) 

0.021 
(67.71) 

0.017 
(53.57) 

0.005 
(17.11) 

0 
(0) 

0 
(0) 

 
หมายเหตุ  ตัวเลขในวงเล็บคือคาเปอรเซ็นตของกิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู 
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ตารางผนวกที่ ค6  กิจกรรมจําเพาะของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส และปริมาณโปรตีน ที่ขับออก
นอกเซลลในระหวางการเพาะเลี้ยง P. ostreatus DOA 10 ในอาหารเหลวที่มีเอวิ-
เซลเปนแหลงคารบอน 

 

วัน 
กิจกรรมเอนไซมจําเพาะ  

(ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
ปริมาณโปรตีน  

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
1 0.312 ± 0.269 0.109 ± 0.049 
2 0.209 ± 0.204 0.074 ± 0.046 
3 0.171 ± 0.041 0.138 ± 0.052 
4 0.205 ± 0.147 0.121 ± 0.056 
5 0.363 ± 0.379 0.131 ± 0.055 
6 0.189 ± 0.239 0.141 ± 0.057 
7 1.248 ± 1.638 0.148 ± 0.128 
8 0.467 ± 0.674 0.264 ± 0.057 
9 0.316 ± 0.222 0.22± 0.033 
10 0.130 ± 0.080 0.247 ± 0.072 
11 0.152 ± 0.094 0.232 ± 0.108 
12 0.051 ± 0.073 0.196 ± 0.133 
13 0.193 ± 0.201 0.236 ± 0.107 
14 0.082 ± 0.028 0.203 ± 0.144 
15 0.331 ± 0.020 0.239 ± 0.109 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปของ คาเฉลี่ย ± คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที่ ค7  กิจกรรมจําเพาะของเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดส และปริมาณโปรตีนที่ขับออกนอก
เซลลในระหวางการเพาะเลี้ยง P. ostreatus DOA 10 บนอาหารแข็ง 

 

วัน กิจกรรมเอนไซมจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) 

ปริมาณโปรตีน  
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 0.000 ± 0.000 0.925 ± 0.139 
5 0.022 ± 0.015 0.474 ± 0.052 
10 0.013 ± 0.015 0.804 ± 0.094 
15 0.025 ± 0.027 0.837 ± 0.074 
20 0.055 ± 0.035 0.812 ± 0.068 
25 0.019 ± 0.003 0.979 ± 0.107 
30 0.016 ± 0.006 1.044 ± 0.184 
35 0.016 ± 0.007 0.967 ± 0.074 
40 0.013 ± 0.006 1.490 ± 0.321 
45 0.017 ± 0.006 1.131 ± 0.118 
50 0.002 ± 0.004 0.889 ± 0.159 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปของ คาเฉลี่ย ± คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 



ตารางผนวกที่ ค8  ผลการทดสอบผลของสารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลซิเดสจาก P. ostreatus DOA 10  
ในสภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

 
กิจกรรมเอนไซมจําเพาะ (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) ในวันที่ ชนิดสาร

เหนี่ยวนํา 1 2 3 4 5 6 
กลูโคส 0.2495±0.175 0.2694±0.140 0.3245±0.351 0.2299±0.030 0.2828±0.224 0.3694±0.031 
ซอรโบส - - - 0.5341±0.208 1.1671±0.648 1.1671±0.221 
ไซโลส - - - 0.3822±0.143 0.3697±0.333 0.4346±0.117 
เอวิเซล - - - 0.5451±0.023 0.1161±0.086 0.3179±0.368 

กาแลคโทส - - - 0.2857±0.205 0.1887±0.074 0.1385±0.081 
เซลโลไบโอส - - - 0.1097±0.086 0.1814±0.217 0.000±0.000 
แมนโนส - - - 0.0708±0.123 0.1628±0.144 0.3289±0.201 
ซีเอ็มซี - - - 0.0376±0.065 0.4829±0.710 0.0469±0.081 
ฟรุคโทส - - - 0.8723±0.731 0.2624±0.282 0.1478±0.170 
แลคโทส - - - 0.000±0.000 0.0112±0.006 0.0096±0.006 
ไซแลน - - - 0.0155±0.008 0.0303±0.022 0.0398±0.037 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปของ คาเฉลี่ย ± คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 



ตารางผนวกที่ ค9  ปริมาณโปรตีนที่ขับออกนอกเซลลในระหวางการเพาะเลี้ยง P. ostreatus DOA 10 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มี 
สารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอน 

 
ปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัม) ในวันที่ ชนิดสาร

เหนี่ยวนํา 1 2 3 4 5 6 
กลูโคส 0.2204±0.080 0.2604±0.029 0.1439±0.038 0.2508±0.030 0.1452±0.038 0.0748±0.068 
ซอรโบส - - - 0.371±0.080 0.176±0.071 0.201±0.060 
ไซโลส - - - 0.2403±0.034 0.1794±0.068 0.1708±0.039 
เอวิเซล - - - 0.0467±0.042 0.1036±0.009 0.0985±0.056 

กาแลคโทส - - - 0.2361±0.039 0.2789±0.047 0.2572±0.008 
เซลโลไบโอส - - - 0.1478±0.031 0.1112±0.011 0.1619±0.043 
แมนโนส - - - 0.0825±0.018 0.0646±0.028 0.1478±0.030 
ซีเอ็มซี - - - 0.1433±0.048 0.159±0.013 0.1567±0.057 
ฟรุคโทส - - - 0.1533±0.066 0.1136±0.043 0.0985±0.023 
แลคโทส - - - 0.2454±0.277 0.082±0.142 0.0633±0.109 
ไซแลน - - - 0.1644±0.016 0.1612±0.036 0.1689±0.051 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปของ คาเฉลี่ย ± คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที่ ค10  ระดับการเหน่ียวนําของสารเหนี่ยวนําชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมบีตา-
ไซโลซิเดสของ P. ostreatus DOA 10 ในวันที่ 1 2 และ 3 หลังจากถายเชื้อลงใน 
อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวที่มีสารเหนี่ยวนําเปนแหลงคารบอน 

 
ระดับการเหนี่ยวนํา (เทา) ในวันที่ 

ชนิดสารเหนี่ยวนํา 
1 2 3 

กลูโคส 0.708 0.871 1.138 
ซอรโบส 1.645 3.596 3.596 
ไซโลส 1.177 1.139 1.339 
เอวิเซล 1.679 0.357 0.979 
กาแลคโทส 0.880 0.581 0.426 
เซลโลไบโอส 0.338 0.559 0.000 
แมนโนส 0.218 0.501 1.013 
ซีเอ็มซี 0.115 1.488 0.144 
ฟรุคโทส 2.688 0.808 0.455 
แลคโทส 0.000 0.034 0.029 
ไซแลน 0.047 0.093 0.122 



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ชื่อ –นามสกุล นางสาวสุชัญญา อรุณสันติโรจน 
วัน เดือน ป ที่เกิด 5  ธันวาคม  2524 
สถานที่เกิด  อําเภอวิหารแดง  จังหวัดสระบุรี 
ประวัติการศึกษา วท. บ. (เทคโนโลยีชีวภาพ) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนสนับสนุนงานวิจยัระดับบัณฑิตศึกษาเพื่อการตีพิมพ

ในวารสารระดับชาติและนานาชาติ ป 2549 
 




