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 งานวิจัยนี้ไดศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสซึ่งเปนหนึ่งในกลุม
เอนไซมยอยสลายโซกิ่งของไซแลนจาก Streptomyces sp. PC22 ผลการแปรชนิดของไซแลนที่มี
ขายทางการคาไดแก ไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช และไมบีช พบวาไซแลนจากไมเบิรชเปน
แหลงคารบอนที่ดีที่สุดโดยความเขมขนที่เหมาะสมคือ 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) และเมื่อ
ใชรวมกับแหลงอินทรียหรืออนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ พอลิเพพโทน หรือ (NH4)2HPO4 ที่
ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) จะใหแอคติวิตีของ
เอนไซมสูงสุดเทากับ 0.33 และ0.24 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 3 วันที่
คาความเปนกรดดางเริ่มตนคือ 9 และ10 ตามลําดับ ผลการแปรวัสดุทางการเกษตรที่มี  ไซแลน
เปนองคประกอบ เมื่อใชเปนแหลงคาคารบอนแทนไซแลน ไดแก รําขาวสาลี รําขาวเจา  ฟางขาว  
เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด กากเมล็ดฝาย และขี้เลื่อย พบวาเปลือกขาวโพดที่ความเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เมื่อใชรวมกับแหลงอินทรีย หรืออนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสม
คือ พอลิเพพโทน ที่ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) หรือ 
NH4Cl ที่ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.075 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) จะใหแอคติวิ
ตีใกลเคียงกับการใชไซแลนจากไมเบิรชเปนแหลงคารบอนโดยมีคาสูงสุดเทากับ 0.31 และ 0.29 
หนวยตอมิลลิลิตรตามลําดับ เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 2 วัน ที่คาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 9      
จากการศึกษาสมบัติเบื้องตนของเอนไซมพบวาอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอ
การทํางานคือที่  60 องศาเซลเซียส และ 6.5 มีความเสถียรสูงถึงอุณหภูมิ คือ 50 องศาเซลเซียส 
และจะสูญเสียแอคตีวิตี เกือบสมบูรณเมื่อบมที่ 70 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที เอนไซมมี
ความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวงกวางคือ 4.0 -9.0 
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Optimal production conditions for acetyl esterase, one of the xylan  
debranching enzymes, by Streptomyces sp. PC22 were investigated. Among various 
sources of commercial available xylan which were from oat spelts, birchwood 
beechwood, birchwood xylan was the best carbon source. Using birchwood xylan at the 
optimal concentration of 1 % (w/v) with a suitable organic or inorganic nitrogen source 
which was polypeptone or (NH4)2HPO4 at the concentration equivalent to 0.05%  
nitrogen (w/v) the maximum enzyme activity of 0.33 and 0.24 U.ml-1 were obtained, 
respectively, when cultivated for 3 days at the initial pH of 9 and 10, respectively. When 
xylan-containing agricultural materials which were wheat bran, rice bran, rice straw, corn 
hulls, corn cobs, cotton seed hulls and saw dust were use as a carbon source instead of 
the commercial xylan , corn hull was found to be the best. Using corn hulls at the 
optimal concentration of 1.5% (w/v) with a suitable organic nitrogen which was 
polypeptone at the concentration  equivalent to 0.05% nitrogen (w/v) or inorganic 
nitrogen which was NH4Cl at the concentration equivalent to 0.075% nitrogen (w/v), 
activities obtained were comparable to those of with  the commercial xylan by giving the 
maximum values of 0.31 and 0.29 U.ml-1 , respectively when cultivated for 2 days at the 
initial pH of 9. Preliminary study on the enzyme properties showed that it had 
temperature and pH optima of 60°C and 6.5, respectively, it was stable to temperature 
up to 50 °C and almost completely lost its activity when preinucubated for 30 min at 
70°C. It was stable to a wide range of pH from 4.5-9.0   
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
 เซลลพืชเปนแหลงคารบอนหลักในธรรมชาติ ประกอบดวยพอลิเมอรที่เปนองคประกอบ
หลัก 3 ชนิด ดังนี ้ชนิดแรกคือ เซลลูโลส (cellulose) เปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลโูคสเชื่อมตอกัน
ดวยพนัธะ บตีา -1,4- ไกลโคซิดิก (β-1,4-glycosidic) ที่เปนสายตรง มีสูตรทัว่ไปคือ (C2H10O5)n 
พบประมาณ 30-50 เปอรเซ็นตของน้าํหนกัแหง ชนิดที่สองคือ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) เปน
สารประกอบโพลิแซคคาไรดที่มีน้าํตาลเพนโตส และ/หรือน้ําตาลเฮกโซส ไดแก ไซแลน กลูแคน 
แมนแนน ชนิดสุดทายคือ ลิกนนิ (lignin) เปนสารประกอบเชิงซอนประเภทพอลฟิโนลิก 
(polyphenolic) ซึ่งแตละหนวยเชื่อมตอกันดวยพนัธะอีเทอร (Wong และคณะ, 1988) โดย
องคประกอบทั้งสามจะมีความสัมพนัธกนัดังรูป  
 
 

 
 
 
รูปที่ 1.1 โครงสราง ลิกนิน เฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลส โดย C คือ เซลลูโลส, H คือ เฮมิเซลลูโลส 
และ L,H คือ ชั้นของลิกนนิกับเฮมิเซลลูโลส ซึ่งเปนสวนประกอบของทอลําเลียงน้าํในผนังชัน้ทีส่อง
ของพืช S1-S3 คือ ผนังชัน้ที่สอง P คือ ผนังชัน้แรก M.L. คือผนังชัน้กลาง (Kirk และCullen, 1998) 
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 ไซแลนจัดเปนเฮมิเซลลูโลสที่พบมากที่สุดในพืชโดยเปนองคประกอบหลักของผนังชั้นที ่ 2
ของพืช โดยพชืใบเลี้ยงคูหลายชนิดจะสรางเซลลชัน้ที ่ 2 ทีม่ีลักษณะหนาเมื่อพืชเจรญิเติบโตเต็มที่ 
อาจพบไซแลนไดบางในผนงัชั้นทีห่นึง่ของพืชใบเลี้ยงเดีย่ว ซึ่งไซแลนทีพ่บในพืชแตละชนิดจะมี
โครงสรางหลกัเหมือนกนั แตจะแตกตางกันที่บริเวณโซกิ่ง ปจจุบนัไดมีการศึกษาการยอยสลาย   
ไซแลนเพื่อนาํกลับมาใชประโยชนเนื่องจากไซแลนเปนทรัพยากรธรรมชาติ ที่สามารถใชไดไมมีวัน
หมด (Wong และคณะ 1988)   
 การยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลโมเลกลุเดี่ยว สามารถทําไดโดยใชสารเคมี (chemical 
hydrolysis) และการยอยดวยเอนไซม (enzyme hydrolysis ) หรือใชทั้งสองวิธีรวมกัน (Tsao และ 
Chiang,1983) 
 การยอยสลายไซแลนดวยสารเคมีคือ การยอยสลายไซแลนดวยดาง โดยในอุตสาหกรรม
การผลิตกระดาษ จะตมไมชิ้นเลก็ๆ ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน ภายใตสภาวะ
อุณหภูมิสูงเพือ่กําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลสบางสวน จากนั้นจะนาํไปผานกระบวนการฟอกสีเยือ่
กระดาษโดยใช คลอรีน และ คลอรีนไดออกไซด (chlorine dioxide ) ซึ่งพบวาจะเกิดสารพิษที่เปน
สารประกอบของคลอรีนขึ้นซึ่งเปนพิษตอส่ิงแวดลอมอยางมาก (Clarke และคณะ,1997) 
 การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมจะมีความจําเพาะมากกวาสารเคม ี และเปนมิตรตอ
ส่ิงแวดลอม ผลิตผลจากการยอยสลายสามารถนําไปใชผลิตสารอื่นๆ ที่เกิดประโยชนไดการยอย
สลายไซแลนดวยเอนไซมนัน้จะตองใชเอนไซมหลายชนิดรวมกันเรียกวา เอนไซมกลุมยอยสลาย 
ไซแลนมีเอนไซมดังตอไปนี ้ ไซแลเนส (endo-β-1,4 Xylan xylanohydrolase; EC 3.2.1.8) ทํา
หนาที่สลายพนัธะ บีตา-ดี-ไซโลซิดิก ในสายหลกัของไซแลนแบบสุม (Saddler, 1993) โดยจะตดั
โพลิเมอรของไซแลนสายยาวไดเปนไซโลโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ และน้ําตาลไซโลส จากนั้น
ไซโลโอลิโกแซคคาไรดจะถูกยอยตอดวยเอนไซมอ่ืนๆ เชน บีตาไซโลซเิดส (β-Xylosidsae หรือ    
β-1,4-Xylan xylanohydrolase; EC 3.2.1.37) ซึ่งจะยอยสลายพนัธะ บีตา-ดี-ไพราโนไซดทีละ1 
หนวยในสายไซโลโอลิโกแซคคาไรดหรือสายหลกัของไซแลนจากบริเวณปลายสายดาน นอนรีดิวซ
ไดเปนน้ําตาลไซโลส แตเนือ่งจากสายของไซแลนจะมหีมูขางเคียงหลายชนิดการยอยสลายไซแลน
อยางสมบูรณจึงตองสลายหมูขางเคียงออกดวยโดยมีเอนไซมดังตอไปนี้ แอลฟา-แอล-อะราบิโน
ฟวราโนซิเดส (α-L-arabinofuranosidase ;EC 3.2.1.55) ซึ่งยอยสลายพนัธะ แอลฟา-แอล-อะรา
บิโนฟวราโนไซด แอลฟา-ดี-กลูคูโรโนสิเดส (α-D-glucuronidase ; EC 3.2.1.) สลายพันธะ
แอลฟา-1,4- ระหวางแอลฟา-ดี-กลูคูโรนิค (α-D-glucuronic acid) หรือ 4-โอ-เมทธิล-ดี-กลูคู
โรนิคแอซิด (4-o-methyl glucuronic acid) กับสายหลกั และอะซีทิล(ไซแลน)เอสเทอเรส 
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(acetyl(xylan)esterase ; EC 3.1.1.6.) จะยอยสลายพันธะบีตา-1,2 และ บีตา-1,3 ที่เชื่อมหมู   
อะซีทิลกับสายหลักหรือไซโลโอลิโกแซคคาไรด ไดผลิตภัณฑสุดทายเปนกรดอะซีตกิ (Beg และ
คณะ 2001) โดยแผนภาพรวมการทํางานของเอนไซมกลุมนี้แสดงดังรูปที่ 1.2  
 

 
รูปที่ 1.2 การยอยสลายไซแลนดวเอนไซมกลุมยอยสลายไซแลน (Biely,1985) 
  Ac  แทน  หมูอะซทีิล 
  Araf  แทน  แอล-อะราบิโนฟวราโนส 
  MeGlcA แทน  4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิคแอซิด 
  Xyl  แทน  ดี-ไซโลส 
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 งานวิจยันี้มจีดุประสงคที่จะศึกษาอะซทีิลเอสเทอเรสซึ่งเปนหนึ่งในเอนไซมยอยสลายโซกิ่ง
ของไซแลนจาก Streptomyces sp. PC22 ซึ่งเปนจุลนิทรียที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิ และคาความเปน
กรดดางสูง รวมถึงสามารถสรางไซแลนเนสทีท่ํางานไดดีที่อุณหภูมิสูง (Ungchaithum และ
Pinphanichakarn, 1998)  
 
วัตถุประสงคของการวิจยั 
 
 เพื่อศึกษาปจจัยและภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสจากเชื้อ  
Streptomyces sp. PC22 และศึกษาสมบัติเบื้องตนของเอนไซมที่ได 
 
ขอบเขตของการวิจัย 
 

  1.  ศึกษาแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนที่มีผลตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย   
            Streptomyces sp. PC22 
 

 2.  ศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces sp. PC22 
 
 3.  ศึกษาสมบัติเบื้องตนของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1 ไซแลน 
 

ไซแลนเปนเฮมิเซลลูโลสประเภทหนึง่ ที่ทาํหนาที่เชื่อมประสานชัน้ของเซลลูโลสและลิกนนิ
โดยเชื่อมกับชัน้ของลิกนินดวยพนัธะโควาเลนท และเชื่อมกับชัน้เซลลูโลสดวยพันธะนอน-โควา
เลนท หนาทีห่ลักคือทาํการปองกันการยอยสลายชัน้เซลลูโลสจากเอนไซมเซลลูเลส (Beg และ
คณะ, 2001) ไซแลนพบไดในพืชหลายชนดิ เชน หญา เฟรน มอส ไมเนื้อออน ไมเนือ้แข็ง ไซแลน 
เปนสายของน้าํตาลไซโลสทีเ่ชื่อมตอกันดวยพนัธะ บีตา-(1,4)-ดี- ไซโลไพราโนส ซึ่งจะมีหมู
ขางเคียง มาเชื่อมตอที่คารบอนตําแหนง 2 และ 3 หมูขางเคียงทีม่าเชื่อมตอ ไดแก แอลฟา-แอล-
อะราบิโนส แอลฟา-กลูคูโรนิคแอซิด หมูอะซีทิล และอาจมีหมูเฟอรรูริล มาเกาะอยูดวย ดังแสดง
ในรูปที ่ 2.1 - 2.3 ไซแลนจากพืชแตละชนิดมหีมูขางเคียงชนิดตางๆ ในปริมาณที่แตกตางกนั      
ดังตารางที่ 2.1 ไดแสดงถึงปริมาณที่แตกตางกนัของหมูอะซีทิลในไซแลนจากไมเนือ้แข็งชนิดตางๆ 
(Linden และคณะ, 1990) ในไมเนื้อแข็งจะมีอัตราสวนของ น้าํตาลไซโลสและหมูอะซีทิลเปน 10 
ตอ 7 (Kantelinen และคณะ, 1993) สวนหญาและธญัพืช เชน ฟางขาวสาลี เปลือกเมล็ดฝาย ก็
พบวามีหมูอะซีทิลเปนหมูขางเคียงเชนกนัแตมีปริมาณต่ํากวาของไมเนื้อแข็ง (Mcdermid และ
คณะ, 1990) สวนไซแลนจากไมเนื้อออนบางชนิดพบวามีหมูอะซทีิลเปนหมูขางเคยีงประมาณ 1-2 
เปอรเซ็นต (Maijala ,2000) บางชนิดกไ็มพบหมูอะซทีิลเปนหมูขางเคียง (Basaran และ Hang, 
2000) หนาที่หลกัของหมูอะซทีิลคือการปกปองไมใหสายหลักของไซแลนถูกยอยดวยเอนไซม     
ไซแลนเนส ซึง่มีรายงานวาไซแลนที่มหีมูอะซีทิลมาก การยอยสลายอยางสมบูรณกต็องอาศัยการ
ทํางานรวมกันของเอนไซมยอยสลายสายหลัก และอะซีทิลเอสเทอเรสมากขึ้น (Mcdermid และ
คณะ, 1990) 
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ตารางที่ 2.1 แสดงปริมาณหมูอะซีทิลในไซแลนไมเนื้อแข็งชนิดตางๆ โดย Samara, 1992 (อางถงึ
โดย Linden และคณะ, 1994)    

 
ชนิดของไมเนือ้แข็ง ปริมาณหมูอะซีทิล (% น้ําหนักตอน้าํหนัก) 

Aspen 3.4 
Balsa 4.2 

Basswood 4.2 
Beech 3.9 

Yellow Birch 3.3 
 White Birch 3.1 
Paper Birch 4.4 

American Elm 3.9 
Shellbark Hickory 1.8 

Red Maple 3.8 
Sugar Maple 3.2 

Mesquite 1.5 
Overcup Oak 2.8 

Southern  Red Oak 3.3 
Tan Oak 3.8 

 
 
 

 
 

รูปที่ 2.1 องคประกอบทางเคมีของไซแลนจากไมเนื้อแข็ง (Hon และ Shiraishi, 1990) 
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รูปที่ 2.2 โครงสรางไซแลนทีพ่บในพืชทัว่ไป (Kanauchi และ Bamforth, 2003) 
 

   X   แทน   ไซโลส 
  A  แทน  หมูอะราบโินส 
  F  แทน  หมู เฟอรริล 
  Ac  แทน  หมูอะซทิิล 
 
 

2.2 อะซีทิล(ไซแลน)เอสเทอเรส (EC 3.1.1.6.) 
 
 อะซีทิลเอสเทอเรส ถูกจัดวาเปนเอนไซมชนิดหนึ่งที่มีความสําคัญตอการยอยสลายผนัง
เซลลพืชโดยในป 1963, Frohwein และคณะ (อางถึงโดย Linden และคณะ, 1994) ไดคนพบ
เอนไซมอะซีทิลเอสเทอเรสยอยสลายซับสเตรสชนิดตางๆ ที่มีหมูอะซีทิลเปนองคประกอบ เชน 
acetyl-mannose, acetyl-glucose, acetyl-maltose และ acetyl-cellobiose พบวาซับสเตรท
เหลานั้นถูกยอยสลายได ในป 1981 Williams และ Withers  ไดรายงานถึงการทํางานของอะซีทิล 
เอสเทอเรสอีกครั้ง จากการคัดแยกแบคทีเรียมากกวา 100 สายพันธุจากลําไสของสัตว พบวากวา 
30 สายพันธุที่คัดแยกไดนั้นมีความสามารถในการยอยสลายไซแลนไดและตรวจพบวามีแอคติวิตี
ของเอสเทอเรสอยูดวย อยางไรก็ตามแอคติวิตีของเอสเทอเรสตอการยอยสลายอะซีทิลไซแลนยัง
ไมไดรับการสนใจมากนักจนกระทั่งในป 1985 Biely ไดรายงานถึงการทํางานของ อะซีทิล         
(ไซแลน) เอสเทอเรส (EC 3.1.1.6.) เปนครั้งแรก  
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2.2.1 หนาที่ของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
 อะซีทิลเอสเทอเรสจัดเปนเอนไซมสําคัญชนิดหนึ่งในกลุมยอยสลายหมูขางเคียงของ      
ไซแลน โดยทําหนาที่ในการสลายพันธะ บีตา -1,2 และ บีตา -1,3 ของหมูอะซีทิลที่เชื่อมอยูกับสาย
ไซแลน สงผลใหเอนไซมยอยสลายสายหลักเขายอยสลายไซแลนไดดีขึ้นผลผลิตที่ไดจากการ
ทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส คือ ไซโลโอลิโกแซคคาไรด น้ําตาลไซโลส และกรดอะซีติก 
(Johnson และคณะ, 1988) ซึ่งการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรสแสดงดังรูปที่ 2.3 
 
 
      Acetyl esterase + H2O 
 
 
ο - Acetyl-1,4-β-xylooligosaccharides              1,4-β-xylooligosaccharides + acetic acid 
 
 
รูปที่ 2.3 แสดงการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส (Johnson และคณะ, 1988) 
 
 

2.2.2 การทํางานรวมกนัระหวางอะซีทิลเอสเทอเรสและไซแลเนส 
 
 หมูอะซทีิลมหีนาที่ปองกันสายไซแลนจากการยอยสลายของเอนไซม และปองกันไมให
ผนังเซลลของพืชถูกทาํลาย จากการศึกษาการยอยหญาแหงในลาํไสของสัตว พบวา ไซแลนที่มีหมู
ขางเคียงเปนอะซีทิลจะถูกยอยไดยาก และยิ่งมจีํานวนหมูอะซีทิลมากอัตราการยอยสลายจะลดลง 
แตเมื่อนําอะซทีิลไซแลนมาทําการสลายหมูอะซีทิลออกกอนดวยสารเคมีพบวา ไซแลนจะถกูยอย
สลายไดเพิ่มมากขึ้น และเชนเดียวกนัเมือ่ทําการเตรียมไซแลนชนิดเดียวกนัโดยใชอะซีทิลเอสเทอ
เรสแทนสารเคมีพบวาชวยใหเกิดการยอยสลายไซแลนไดดีขึ้น Puls และคณะ (1991) รายงานวา 
เมื่อนําอะซีทิล-4-O-เมทิลกลคููโรโนไซแลน จากไมบีชมายอยดวยอะซีทิลเอสเทอเรสรวมกับไซแลน
เนส พบวาจะถูกยอยสลายไดดีข้ึน พบน้าํตาลไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส เปนจาํนวน
มาก ซึง่มากกวาการใชไซแลเนสเพียงชนิดเดียว เมื่อ Poutanen และคณะ (1990) ศึกษาถงึการ
ทํางานของไซแลเนสรวมกับอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Tricoderma reesei พบวาทั้งสองเอนไซม
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สงเสริมซึ่งกันและกันในการยอยสลายพนัธะไกลโคซิดิก โดยพบวาเมื่อใช อะซีทลิเอสเทอเรสดึง
หมูอะซทีิล จากไซโลโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ ออกจะทําให เกิดการยอยสลายไซแลนไดอยาง
สมบูรณ Biley และคณะ (1988) พบวาหากไซแลนไดรับการยอยสลายหมูขางเคียงกอนไซแลนเนส
จะทาํงานไดดีขึ้น Poutanen และคณะ (1990) พบวาหากไซแลนเนสทํางานกอนจะชวยทําให    
อะซีทิลเอสเทอเรสทํางานไดดีเชนกัน  

อยางไรก็ตามผลที่ไดจากการทํางานอะซีทลิเอสเทอเรสรวมกับเอนไซมยอยสลายสายหลัก
ชวยทําใหเกิดการยอยสลายไซแลนไดอยางสมบูรณจะไดผลผลิตสุดทายคือ น้าํตาลไซโลส และ
กรดอะซีติกซึ่งสามารถนํามาใชประโยชนในดานตางๆ อีกมากมาย  

 
การใชประโยชนจากน้ําตาลไซโลส 
 

 เมื่อเกิดการยอยสลายอยางสมบูรณของไซแลนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่ไดคือ น้ําตาลไซโลส 
ซึ่งสามารถนํามาใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ มากมาย เชน ในการผลิต high fructose corn 
sweetener โดยน้ําตาลไซโลสจะถูกนําไปใชเปนสารกระตุนในการสรางเอนไซมไซโลสไอโซเมอเรส
(D-Xylose ketol isomerase; EC 5.3.1.5) ซึ่งจะเปลี่ยนน้ําตาลไซโลสไปเปนน้ําตาลฟรักโทส (D-
fructose) ซึ่งจะถูกนําไปใชในอุตสหกรรมการผลิตขนมหวานและลูกกวาด   น้ําตาลไซโลสยังถูก
นําไปใชเปนวัตถุดิบเพื่อการผลิตไซลิทอล ซึ่งเปนสารที่ใชทางการแพทยทดแทนน้ําตาลใหกบัผูปวย
ที่เปนโรคเบาหวาน หรือใชเพื่อใหความหวานในลูกอม ยาสีฟน หมากฝรั่ง โดยไมทําใหฟนผุ 
(Uchida และคณะ, 1992) โดยมีกระบวนการเปลี่ยนดังรูปที่ 2.4 นอกจากนี้ยังใชน้ําตาลไซโลส
เปนสารอาหารใหกับจุลชีพ เพื่อใชผลิตโปรตีนเซลลเดียว และใชในการผลิตเชื้อเพลิงโดยเปนสาร
ตั้งตนในการผลิตแอลกอฮอล (Tsujibo และคณะ, 1990) ชนิดของจุลินทรียที่สามารถใชน้ําตาล
ไซโลสในการผลิตแอลกอฮอล และสารอื่นๆ ได แสดงดังตารางที่ 2.2 และการเปลี่ยนไซโลสเปน
แอลกอฮอลแสดงดังรูปที่ 2.5 
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      xylose reductase       xylose dehydrogenase 
     Xylose                                       Xylitol                                              Xylulose 
 
              NAD+ 
                  NADH+H+ 
 
 
รูปที่ 2.4 แสดงการเปลี่ยนน้ําตาลไซโลสเปนไซลิทอล (Walker, 1998) 
 
 
ตารางที่ 2.2 ชนิดของจุลินทรียที่สามารถใชไซโลสในการผลิตแอลกอฮอล 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Aurebasidium pullulans Biely, 1985 
Candida shehatae Biely, 1985 
Fusarium oxysporum Biely, 1985 
Candida tenuis  Walker, 1998 
Candida blankii Walker, 1998 
Pichia stipitis Walker, 1998 
Pichia segobiensis Walker, 1998 
Pachysolen tannophilus Walker, 1998 
Kluyeromycese marxianus Walker, 1998 
Kluyeromycese cellobiuvorus Walker, 1998 
Brettanomyces naardenensis Walker, 1998 
Debaryomyces nepalensis Walker, 1998 
Schizosaccharomyces pombe  Walker, 1998 
Debaryomyces polymorpha Walker, 1998 
Schizosaccharomyces pombe Walker, 1998 
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รูปที่ 2.5 การหมักน้ําตาลไซโลสไปเปนแอลกอฮอลโดยยีสต (Walker, 1998) 
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 น้ําตาลไซโลสสามารถนําไปเปนสารตั้งตนในการผลิต Furfural หรือที่รูจักกันในชื่อ 
furfurol, furol และ furfuraldehyde เมื่อกลั่นไดใหมๆ จะเปนของเหลวไมมีสี จุดตดิไฟงายระเหย
ได และเมื่อสัมผัสกับอากาศหรือแสงสวางจะมกีลิ่น ถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมเคม ี เชน นาํมาทาํ
เปนตัวทําละลายในการทําใหบริสุทธิ์ของน้ํามนัหลอล่ืนคุณภาพสูง, ยางสนและน้ํามันพชื และยัง
ไดเปนสารตั้งตนในการผลิต ไนลอน เรซนิ น้ํามันเคลือบเงา การเปลีย่นแปลงไซโลสเปน furfural 
แสดงดังรูปที่ 2.6  
 
                             C5H10O5                                  C5H4O2    + 3H2O 
       Xylose    Furfural  
 
รูปที่ 2.6 การเปลี่ยนไซโลสเปน furfural (การใชประโยชนจากกากออย, 2541) 
 
 

2.2.3 การใชประโยชนจากอะซีทิลเอสเทอเรสในดานอืน่ๆ  
 

อะซีทิลเอสเทอเรสสามารถทํางานรวมกับไซแลนเนสในการฟอกสีเยื่อกระดาษทําใหชวย
ลดใชสารเคมี เชน โซเดียมไฮดรอกไซด และคลอรีน เนื่องจากการยอยสลายไซแลนในเยื่อกระดาษ
จะทําใหลิกนินซึ่งเกาะกับไซแลนหลุดออกไป สงผลใหกระดาษมีความขาวและสวางมากขึ้น 
ปจจุบันนักวิทยาศาสตรไดนําอะซีทิลเอสเทอเรสไปใชในดานอื่นๆ นอกเหนือจากการทํางาน
รวมกับไซแลนเนส เชนนําไปใชในการยอยสลายหมูอะซีทิลในคารโบไฮเดรตชนิดอื่นๆ รวมถึง
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวอีกดวย ซึ่ง Biley และคณะ (2003) พบวาอะซีทิลเอสเทอเรสสามารถดึงหมู 
อะซีทิลจาก vinyl acetate ,triacetin และ ethyl acetate ในสภาวะที่มีน้ํานอยได ผลการทดลอง
พบวาไดผลดีมาก ซึ่งเปนการทดลองเริ่มตนเพื่อเปนทางเลือกในการดัดแปลงโอลิโกแซคคารไรด 
และพอลิแซคคาไรดตางๆ ในอนาคต   
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2.3   แหลงของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

อะซีทิลเอสเทอเรสพบไดในจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย แอคติโนมัยสที ยสีต รา    
จุลินทรียสวนใหญมักสรางและปลดปลอยเอนไซมออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) แตมี
จุลินทรียบางสายพนัธุที่สรางเอนไซมเก็บไวภายในเซลล (intracellular enzyme) ตัวอยางสาย
พันธุจุลินทรียที่สามารถสรางอะซีทิลเอสเทอเรส แสดงดังตารางที่ 2.3 

 
ตารางที่ 2.3 ตัวอยางสายพนัธุของจุลนิทรยีที่สามารถสรางอะซทีิลเอสเทอเรส 

 
สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

Aspergillus aculeatus  Leeuwen และคณะ, 1992 
A. awamori Koseki และคณะ, 2005 
A. carneus Biley และคณะ, 2004 
A. clavatus Linden และคณะ, 1994 
A. japonicus  Linden และคณะ,  1994 
A. oryzae Altaner และคณะ, 2003 
A. nidulans Linden และคณะ, 1994 
A. niger Linden และคณะ, 1994 
A. versicolor Linden และคณะ, 1994 
Aureobasidium pullulans Biley และคณะ, 2004 
Bacillus pumilus Degrassi และคณะ, 2000 
Butyrivibrio fibrisolvens Hespell และ O’Bryan-Shah, 1988 
Caldocellum saccharolyticum Luthi และคณะ, 1990 
Candida guilliermondii Basaran และ Hang, 2000 
Clostridium cellulovorans Kosugi และคณะ, 2002 
Cryptococcus albidus Lee และคณะ, 1987 
C. laurentii Lee และคณะ, 1987 
C. luteolus Lee และคณะ, 1987 
Fibrobacter succinogenes Mcdermid และคณะ, 1990 
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ตารางที่ 2.3 (ตอ) ตัวอยางสายพนัธุของจลุินทรียที่สามารถสรางอะซทีิลเอสเทอเรส 
 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Fusarium oxysporum Christakopoulos และคณะ, 1999 
Melanocarpus albomyces ΙΙS 68 Saraswat และ Bisaria, 1997 
Neocallimastix patriciarum  Dalrymple และคณะ, 1997 
Orpinomyces sp. Blum และคณะ, 1999 
Penicillium purpurogenum Chavez และคณะ, 2004 
Phanerochaete chrysosporium Biley และคณะ, 2004 
Pichia abadieae Lee และคณะ, 1987 
P. lindnerii Lee และคณะ, 1987 
Pseudomonas fluorescens Ferreir และคณะ, 1993 
Rhodosporidium toruloides Lee และคณะ, 1987 
Rhodotorula muciaginosa Lee และคณะ, 1987 
Schizophyllum commune Linden และคณะ, 1994 
Streptomycese flavogriseus Linden และคณะ, 1994 
S. lividans Altaner และคณะ, 2003 
S. olivochromogenes Linden และคณะ, 1994 
S. thermoviolaceus OPC-520 Tsujibo และคณะ, 1997 
Termitomyces clypeatus Mukhopadhyay และคณะ, 1997 
Thermoanaerobacterium sp. Shao และ Wiegel, 1995 
Thermomonospora fusca Linden และคณะ, 1994 
Tricoderma reesei Linden และคณะ, 1994 
Trichosporon cutaneum Lee และคณะ, 1987 
T. pullulan Lee และคณะ, 1987 
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2.4  แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
 Biely และ คณะ (1988) ไดศึกษาการเลีย้ง Trichoderma reesei และ Schizophyllum 
commune โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย แบคโตเพบโตน 0.0735% (NH4)2SO4 0.666% 
ยูเรีย 0.15 % CaCl2 0.15 % MgSO4 0.15 % citric acid 0.584% K2HPO4 0.771 % และมีการ
แปรแหลงคารบอนดังนี้คือ 0.1 % ของ ด-ีกลูโคส, ดี-ไซโลส, ดี-เซลโลไบโอส, larchwood 
xylan ,birchwood xylan และ เซลลโูลส ผลการทดลองพบวาเมื่อใชแหลงคารบอนเชิงซอน
สามารถชกันาํการสรางเอนไซมไดดีจึงทําการแปรแหลงคารบอนเพิ่มเตมิโดยใช 0.9% larchwood 
xylan รวมกบั 0.1% เซลลูโลส (9:1) เปนแหลงคารบอนเปรียบเทยีบกับเมื่อใชชนิดเดียวพบวา
แหลงคารบอนผสม สงผลใหมีการสรางเอนไซมดีที่สุดใน Trichoderma reesei  สายพันธุ QM 
9414 และ RUT C-30 โดยแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสสูงสุด 0.40 หนวยตอมลิลิลิตร เมื่อเลี้ยง
เปนเวลา 4 วนั และ 0.367 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเวลา 5 วนั ตามลาํดับ สําหรับ Schizophyllum 
commune พบวามีเอนไซมแอคติวิตีสูงสุด คือ 0.35 หนวยตอมิลลิลิตรเมื่อใช 1% เซลลูโลสเปน
แหลงคารบอนเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 11 วัน 
 Mcdermid และคณะ (1990) เลี้ยง Fibrobacter succinogenes subsp. 
succinogenes S85 โดยใช 0.6% แอมโมเนยีมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน แปรแหลงคารบอน
ดังนี้คือ 0.3% Avicel microcrystalline cellulose เลี้ยงเปนเวลา 25 ชั่วโมงและ 0.5% กลูโคส 
เปนแหลงคารบอนเลี้ยงเปนเวลา 8 ชั่วโมง พบแอคติวติีของอะซีทิลเอสเทอเรส สงูสุดคือ 1.5 และ 
4.4 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ   
 Bachmann และMcCarthy (1991) เลี้ยง Thermonospora fusca โดยมี 0.2 % ไซแลน
จากเปลือกขาวโอต หรือ carboxymethylcellulose เปนแหลงคารบอนเพื่อผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส
โดยบมที ่50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาไซแลนจากเปลือกขาวโอตใหแอคติวิตีของ
เอนไซมสูงสุด คือ 0.006 หนวยตอมิลลิลิตร 
 Dupont และคณะ (1996) เลี้ยง Streptomyces lividans โดยมีไซโลสเปนแหลงคารบอน 
บมเชื้อที่อุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส พบการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสสูงสุดเมื่อเลีย้งเปนเวลา 69 
ชั่วโมง 
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 Mukhopadhyay และคณะ (1997) แหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ในการเลี้ยงเชื้อ 
Termitomyces clypeatus เมื่อใชความเขมขนของแหลงคารบอน 1 % พบวาสงผลตอการสราง
เอนไซมเรียงตามลําดับดังนี ้ กลูโคส แปง ไซโลส อะราบิโนส อะราบิแนน อะราบิโนกาแลคแตน   
ไซแลนจากไมเบิรช เซลลูโลส แอคติวิตี คือ 0.25, 0.22, 0.28, 0.86, 0.68, 1.14 และ 0.52 หนวย
ตอกรัมไมซีเลียม และพบวาเมื่อใช เซลลโูลสกับไซแลนเปนแหลงคารบอนรวมกนัโดยใช เซลลูโลส 
0.5% และไซแลน 0.5% แอคติวิตีคือ 1.32 หนวยตอกรัมไมซีเลียม แตถาใชไซแลน 1% กบั 
เซลลูโลส อะซีเทต 0.1% จะใหแอคติวีตีสูงสุดคือ 1.64 หนวยตอกรัมไมซีเลียม 
 Saraswat และ Bisaria (1997) เลี้ยง Melanocarpus albomyces ΙΙS 68 ในอาหารที่
ประกอบดวย 0.05% ยูเรีย, 0.06% KH2PO, 0.04% K2HPO4, 0.05% MgSO4.7H2O และ 1.0 % 
สารสกัดจากยสีต คาความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารคือ 6.0 บมเชื้อที่อุณหภูมิ 45           
องศาเซลเซยีส เลี้ยงเปนเวลา 125 ชั่วโมง โดยแปรชนิดของแหลงคารบอน พบวาเมื่อใชน้ําตาล
โมเลกุลเดี่ยวเปนแหลงคารบอน เชน อะราบิโนส กลูโคส ไซลิทอล และไซโลส ความเขมขน 0.2% 
ไดแอคติวิตี 2.9, 2.68, 2.02, และ3.61 หนวยตอกรัมไมซีเลียมตามลําดับ และเมือ่ใชพอลิแซคคา
ไรด คือ ไซแลนจากไมบีช, ไซแลนจากไมเบิรช, ไซแลนจากไมลาค, ไซแลนจากเปลือกขาวโอต, 
Avicel cellulose, Carboxymethyl cellulose และ Solka Floc ไดแอคติวิตี ดังนี ้4.34, 3.5, 4.93, 
5.27, 2.84, 2.08 และ 2.00 หนวยตอกรัมไมซีเลียมตามลําดับ แหลงคารบอนที่เปนวัสดุเหลอืทิ้ง
ทางการเกษตร กากออย ซังขาวโพด เปลอืกถั่ว และ ฟางขาวสาล ีไดแอคติวิตี ดังนี ้ 5.20, 10.25, 
4.0 และ 12.9 หนวยตอกรัมไมซีเลียมตามลําดับ ซึ่งพบวาฟางขาวสาลใีหแอติวีตีสูงทีสุ่ด 
 Degrassi และคณะ (1998) ศึกษา Bacillus pumilus โดยเลี้ยงในอาหาร ที่มี 0.5 %
เปลือกขาวโพด หรือไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบเอนไซมแอคติวิตีของอะซีทลิเอสเทอเรสสงู
ในชวง 40-72 ชั่วโมง โดยเมื่อเลี้ยงในไซแลนจากเปลือกขาวโอตใหแอคติวิตี 0.05 หนวยตอ
มิลลิลิตร และเมื่อเลี้ยงใน ซงัขาวโพดใหแอคติวิตี 0.1 หนวยตอมิลลิลติร 
 Christakopoulos และคณะ (1999) ศึกษาการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Fusarium 
oxysporum โดยเลี้ยงในอาหารทีป่ระกอบดวย NaH2PO4 10.0, KH2PO4 1.0, CaCl2 0.3 
MgSO4.7H2O 0.3 กรัมตอลิตร มี 1 % แอมโมเนียมฟอสเฟตเปนแหลงไนโตรเจน  ใช กลโูคส 
0.02% หรือ 0.1 % ซังขาวโพด, ฟางขาวสาลี ,ผิวมะเขอืเทศ และ รําขาวสาล ี เปนแหลงคารบอน 
บมที ่30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา ซงัขาวโพด สามารถชักนําการสรางอะซทีิลเอส
เทอเรส ไดดีกวาฟางขาวสาลี ผิวมะเขือเทศ และ รําขาวสาล ี โดยมีแอคติวิตี เรียงตามลาํดบั
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ดังนี้คือ 0.71, 0.39, 0.38 และ 0.06 หนวยตอมิลลิลติร และพบวาความเขมขนของซังขาวโพดที่
เหมาะสมคือ 3%และระยะเวลาเลี้ยงเชื้อทีใ่หแอคติวิตีสูงสุด คือ 4 วนั 
 Basaran และ Hang (2000) พบวาเมือ่เลี้ยง Candida guilliermondii ในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ประกอบ ดวย 0.67% สารสกัดจากยีสต และแปรแหลงคารบอนคือไซแลนจากเปลือกขาว
โอต ไซแลนจากไมเบิรช หรือ ซังขาวโพด ความเขมขน 1% บมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  
พบวา ซงัขาวโพดใหแอคติวติีของอะซีทิลเอสเทอเรสสูงสุดคือ 0.85 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อ
เลี้ยงเปนเวลา 60 ชั่วโมง  
 Chave และคณะ (2004) พบวา Pennicillium purpurogenum สรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
ไดดี เมื่อมี 0.1% ไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน และเมื่อใชไมเบิรชเปนแหลง
คารบอนกลับสรางเอนไซมไดปริมาณนอย และแทบจะไมพบแอคติวิตีเลยเมื่อใช กลูโคส ไซโลส 
หรือ ไซลิทอลเปนแหลงคารบอน เมื่อเลีย้งเปนเวลา 4 วัน ซึง่ ตรวจสอบแอคตีวิตีโดยวิธี western 
blot และพบวา คาความเปนกรดดางของอาหารเลีย้งมีผลตอการแสดงออกของยีนโดยพบวา
เอนไซมถูกชักนําใหเกิดการสรางในอาหารทีมีคาความเปนกรดดางเริ่มตนเปนกลาง  
 Koseki และคณะ (2005) รายงานการเลี้ยง Pichia pastoris ที่ไดรับยีนในการสราง     
อะซีทิลเอสเทอเรสจาก Aspergillus awamori ในอาหาร BMGY ซึ่งประกอบดวย สารสกัดจาก 
ยีสต 1% เพพโทน 2% กลีเซอรอล 1% (v/v) ไบโอติน 0.00004 % (NH4)2SO4 1.34 % และ     
เมธานอล 0.5% (v/v) พบวาใหแอคติวิตีประมาณ 2.9 หนวยตอมิลลิลติร เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 4 วนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

18

2.5  สมบัติของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
 2.5.1 อุณหภมูิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
 อะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรียตางๆ มีสมบัติในแงของอุณหภูมิและความเปนกรดดางที่
เหมาะสมตอการทํางานแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 2.4 
 
ตารางที่ 2.4 อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก 
จุลินทรียตางๆ  
 

สายพนัธุจุลินทรีย 
อุณหภูมิที่
เหมาะสม

(°ซ) 

ความเปน
กรดดางที่
เหมาะสม 

เอกสารอางอิง 

Aspergillus  aculeatus 40 5.5 Leeuwen และคณะ, 1992 
A.awamori 37 6.0-7.0 Koseki และคณะ, 2005 
A.clavatus 37 6.5 Linden และคณะ, 1994 
A. japonicus 37 6.5 Linden และคณะ, 1994 
A. nidulans 37 6.5 Linden และคณะ, 1994 
A. niger 37 6.5 Linden และคณะ, 1994 
A. versicolor 37 6.5 Linden และคณะ, 1994 
Bacillus pumilus 45 8.5 Degrassi และคณะ, 1998 
Candida Guilliermondii 60 7.5 Basaran และ Hang, 2000 
Caldocellum saccharolyticum 70 6.0 Luthi และคณะ, 1990 
Clostridium cellulovorans 50 6.0 Kosugi และคณะ, 2002 
Fusarium oxysporum 55 6.5 Christakopoulos และคณะ, 1999 
Orpinomyces sp. 30 9.0 Blum และคณะ, 1999 
Schizophyllum commune 30 6.5 Linden และคณะ, 1994 
Streptomycese flavogriseus 50 6.0 Linden และคณะ, 1994 
S. lividans 70 5.5-8.5 Dupont และคณะ, 1996 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส
จากจุลินทรียตางๆ  
 

สายพนัธุจุลินทรีย 

อุณหภูมิ
ที่

เหมาะสม
(°ซ) 

ความเปน
กรดดางที่
เหมาะสม 

เอกสารอางอิง 

S. olivochromigenes 50 6.0 Linden และคณะ, 1994 
Termitomyces clypeatus 50 6.5 Mukhopadhyay และคณะ, 1997 
Thermoanaerobacterium sp. 84 7.5 Shao และ Wiegel, 1995 
Tricoderma reesei 30 6.5 Linden และคณะ, 1994 
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 2.5.2 ความเสถียรตออุณหภูมิและคาความเปนกรดดางของอะซีทิลเอสเทอเรส 

 อะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรียตางๆ มีความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดาง
แตกตางกนัออกไป แสดงดังตารางที ่2.5 

ตารางที่ 2.5 ความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดางของอะซทีิลเอสเทอเรสจากจุลนิทรีย
ตางๆ  

สายพนัธุจุลินทรีย 
ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ (°ซ) 

ความเสถียร
ตอความ
เปนกรด
ดาง 

เอกสารอางอิง 

Aspergillus aculeatus 50, 20 ชั่วโมง 6.0-7.0 Leeuwen และคณะ, 1992 
A. awamori 50, 1 ชั่วโมง 7.0-9.0 Koseki และคณะ 2005  
Bacillus pumilus 50,1 ชั่วโมง 8.0-9.0 Degrassi  และคณะ, 1998 
Candida guilliermondii 20-60 ,12 ชั่วโมง 5.8-8.0 Basaran และ Hang, 2000 
Clostridium 
cellulovorans 

30, 12 ชั่วโมง 3.0-7.0 Kosugi  และคณะ, 2002 

Termitomyces clypeatus 50 , 1 ชั่วโมง 4.5-8.0 Mukhopadhyay และคณะ, 
1997 

Thermoanaerobacterium 
sp. 

50-60,1 ชั่วโมง 8.0-9.0 Shao  และ Wiegel, 1995 

Shizophyllum commune 37,30 นาท ี 4.5-9.0 Halgasova และคณะ, 1994 
Streptomycese lividans 72, 15 นาท ี - Dupont และคณะ, 1996 
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จากรายงานขางตน พบวามีการศึกษาอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆ 
เนื่องจาก อะซีทิลเอสเทอเรสเปนเอนไซมที่ยอยสลายหมูขางเคียงของสายไซแลน เชื้อสวนใหญ
ผลิตไดในปริมาณนอย เมื่อเทียบกับเอนไซมยอยสลายสายหลัก ดังนั้นงานวิจัยนี้สนใจศึกษาการ
ผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 เนื่องจากสามารถเจริญไดดีที่ภาวะเปนดาง
และอุณหภูมิสูง ซึ่งเปนสมบัติที่เหมาะสมในการเลี้ยงระดับอุตสาหกรรม และจากการศึกษาของ 
สุมาลี อ้ึงใจธรรม (2539) พบวาเชื้อสามารถสรางเอนไซมไซแลนเนสไดสูง ทั้งยังมีความเสถียรตอ
ความเปนกรดดางและอุณหภูมิในชวงกวาง ดังนั้นอะซีทิลเอสเทอเรสที่ผลิตไดนาจะมีสมบัติ
ใกลเคียงกัน ซึ่งขอมูลที่ไดสามารถนําไปใชใหเกิดประโยชนในการศึกษาขั้นตอๆ ไป 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณี เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 

3.1 เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
 

1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ ( Incubator shaker ) ของ Amerex Instruments Inc. บริษัท
กิบไทยจํากัด. 

2. เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (Refrigerator centrifuge) รุน Kubota 1920 บริษัท แบง    
เทรดดิ้ง 1992 จํากัด.  

3. เครื่องปนเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน KM-15200 ของ Kubota, Japan. 
4. เครื่องวัดความเปนกรดดาง ( Digital pH meter) รุน Cyberscan 2000 ของ Eutech 

Cybernetics, Singapore. 
5. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Perkin Elmer instruments Lamda 

25 UV/VIS Spectrometer บริษัทเพอรกิน แอลเมอรจํากัด 
6. เครื่องชั่ง รุน PG2002-S และ รุน AG285 บริษัท Mettler Toledo, สวิสเซอรแลนด 
7. เครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) รุน  502P-2 บริษัท PMC, U.S.A 
8. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co, Ltd., ญี่ปุน, รุน 

MLS-3020 บริษัท Sanyo Electrics, ญี่ปุน 
9. ฮีมาไซโทมิเตอร (Haemacytometer) Schott Duran, เยอรมน ี
10. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus, ญี่ปุน 
11. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar flow รุน HS-124 บริษัท ISSCO, สหรัฐอเมริกา 
12. เครื่องผสมสาร (Mixer) รุน vortex-genies 2 G560E บริษัท Scientific Industries Inc., 

สหรัฐอเมริกา 
13. อางน้ําควบคมุอุณหภูม ิ (Water bath) รุน Temppet บริษัท T-80 Tokyo Rikakikai, 

ญี่ปุน และ รุน W 760 บริษัท Memmert, เยอรมน ี
14. เครื่องปนเหวีย่งชนิดทาํความเย็น (Refrigerator centrifuge) รุน Avanti Centrifuge J-

30I บริษัท Beckman, Germany 
15. ไมโครปเปตต (Micropipette) ขนาด 100, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท 

Gilson, ฝร่ังเศส 

User
Text Box
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3.2 เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

1. พารา-ไนโตรเฟนิล อะซีเทต ( ρ-nitrophenyl acetate) ของ Sigma, สหรัฐอเมริกา 
2. พารา-ไนโตรฟนอล (ρ-nitrophenol) ของ Sigma, สหรัฐอเมริกา 
3. อะลูมินา (Alumina) ของ Sigma, สหรัฐอเมริกา 
4. ไซแลนจากไมเบิรช (Birchwood Xylan ) ของ Sigma, สหรัฐอเมริกา 
5. ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Oat spelt xylan) ของ Sigma, สหรัฐอเมริกา 
6. ไซแลนจากไมบีช (Beechwood Xylan) ของ Sigma, สหรัฐอเมริกา 
7. แอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulfate) ของ BDH, อังกฤษ 
8. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, เยอรมน ี
9. โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl) บริษัท Carlo Erba Regenti, อิตาลี 
10. แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4⋅7H2O) บริษัท Carlo Erba Regenti, อิตาลี 
11. เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4⋅7H2O) บริษัท Unilab, สหรัฐอเมริกา 
12. ทวนี 80 (Tween 80) บริษัท Fluka, เยอรมันน ี
13. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  บริษัท Merck, เยอรมน ี
14. กรดเกลือ (HCl) บริษัท J.T. Baker, สหรัฐอเมริกา 
15. สารสกัดจากยสีต (yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, สหรัฐอเมริกา 
16. สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) บริษัท Difco Laboratories, สหรัฐอเมริกา 
17. ทริปโตน (Tryptone) บริษัท Difco Laboratories, สหรัฐอเมริกา 
18. พอลิเพพโทน บริษัท Difco Laboratories, สหรัฐอเมริกา 
19. แอมโมเนยีมซลัเฟต ((NH4)2SO4) บริษัท Unilab, สหรัฐอเมริกา 
20. แอมโมเนยีมไนเทรต (NH4NO3) บริษัท Fluka, เยอรมน ี
21. แอมโมเนยีมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) บริษัท Fluka, เยอรมน ี
22. โพแทสเซยีมไนเทรต (KNO3) บริษัท May & Baker, อังกฤษ 
23. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) บริษัท Merck, เยอรมน ี
24. กลูโคสโมโนไฮเดรต (C6H12O6⋅H2O) บริษัท Merck, เยอรมน ี
25. แอมโมเนยีมคลอไรด (NH4Cl) บริษัท Merck, เยอรมน ี
26. คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4⋅5H2O) บริษัท Merck, เยอรมน ี
27. น้ํากลัน่ (distilled water) 
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3.3 วิธีดําเนินงานวิจัย 
 

3.3.1 การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 และการเตรยีมอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

3.3.1.1 การเตรียมสปอร  
 
ปลูกเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ในอาหารแข็งชนดิเอียงขาวไรท (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 2) บมที่อุณหภูม ิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 วนัจนสายใยเจริญเต็มที ่แลวนํามาไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 10-15 วันเพื่อใหเกดิการสรางสปอรจํานวนมาก นํามาขูดสปอรโดยเทคนิค
ปลอดเชื้อ โดยใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อเปนตวัแขวนลอยดดูสปอรแขวนลอยที่ได มากรองผานชุดกรอง
สปอร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) นาํสปอรแขวนลอยทีก่รองไดมาปนเหวีย่งที่ความเร็ว 3000 รอบ
ตอนาท ี นาน 10 นาท ี จงึเทสวนน้าํใสทิ้ง ลางสปอรดวยน้าํ 2 คร้ัง จากนัน้แขวนลอยใน 30 
เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชือ้แลว 2 คร้ัง โดยเจือจางใหไดความเขมขนของสปอร
เทากับ 2×108 สปอรตอมิลลิลิตร แบงเกบ็เปนปริมาตรนอยๆ (aliquots) ที่อุณหภมูิ -20 องศา
เซลเซียส จนกวาจะนาํมาใช 

 
3.3.1.2 การเตรียมหัวเชื้อ  
 
เลี้ยง Streptomyces sp. PC22  โดยถายสปอรที่ความหนาแนน 2×108  

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) pH 9.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวย (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ที่บรรจุขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาที  
ที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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3.3.1.3 การเลี้ยงเพื่อตรวจสอบแหลงสะสมอะซทีิลเอสเทอเรส 
 

ถายหัวเชื้อ  Streptomyces sp. PC22 จากขอ 3.3.1.2 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ (Xylan complex medium ภาคผนวก 
ก หมายเลข 2) pH 9.0 ที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Oat spelt xylan) ความเขมขน 0.5 
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) ปริมาตร 60 
มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่อง
เขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 วัน นําสวนน้าํ
เลี้ยงเชื้อที่ไดมาปนเหวีย่งในเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภมูิ นําสวนน้ําใสที่ไดซึ่งเรียกวา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตี
ของอะซีทิลเอสเทอเรส จากนั้นลางเซลลดวยน้าํกลัน่จาํนวน 3 รอบ โดยนําเซลลที่ไดมาทาํใหแตก
โดยบดรวมกบัผงอะลูมนิาในโกรง ดวยอตัราสวนน้ําหนักเซลลเปยกตออะลูมินาเทากับ 1 ตอ 1 
จากนั้นเติม 0.5 โมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0 เพื่อเปนตวัทาํละลาย นาํสวนผสมที่ได
ไปปนเหวี่ยงในเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิดวยความเรว็ 10,000 รอบตอนาท ี อุณหภูม ิ 4 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที นําสวนใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของ อะซีทิลเอสเทอเรส 
 
 3.3.2 การวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส  
 

การวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสเปนวธิีที่ดัดแปลงมาจาก Kormelink และ
คณะ (1993) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 0.1 มิลลิลิตร 10 มิลลิโมลาร พารา-ไนโตร
เฟนิล อะซีเทต (p-nitrophenyl acetate) ที่ละลายอยูในเมทานอลในน้ําความเขมขน 50 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) 0.3 มิลลิลิตร 0.5 โมลาร โซเดยีมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0                 
0.1 มิลลิลิตร และสารละลายอะซทีิลเอสเทอเรส ความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
นําสวนผสมนีไ้ปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาท ีแลวหยุดปฏกิิริยาดวยการแช
ในอางน้าํแข็งเปนเวลา 10 นาท ีนาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร  

กราฟมาตรฐานใช พารา-ไนโตรฟนอล (p- nitrophenol) ความเขมขนในชวง 0-10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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1 หนวยของอะซีทิลเอสเทอเรส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย พารา-ไนโตรเฟนิล   
อะซีเทต แลวให พารา-ไนโตรฟนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะขางตน 

 
3.3.3 การหารูปแบบการเจริญ ของ Streptomyces sp. PC22   
 
ถาย 100 ไมโครลิตรของสปอร Streptomyces sp. PC22 ที่ความหนาแนน 2×108   

สปอรตอมิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวย 
ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน เลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาท ี
ที่ 45 องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
 

3.3.4 การหาอายุหัวเช้ือทีเ่หมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

ถายสปอรแขวนลอยที ่ ความหนาแนน 2x108 สปอรตอมิลลิลิตร 100 ไมโครลิตร ลงใน 
TSB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน 
เลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญ 
โดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จากนัน้ถาย 5 เปอรเซ็นต หัวเชือ้ 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ที่ระยะ mid log phase (คาดูดกลืนแสง 1.2) และ ระยะ late log phase 
(คาดูดกลืนแสง 1.6) ลงใน 30 มิลลิลิตร อาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ pH 9.0 ที่มีไซแลนจาก
เปลือกขาวโอต 0.5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน เลี้ยงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 
200 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ถึง 5 วัน วิเคราะห แอคติวิตีของอะซีทิล        
เอสเทอเรส   

 
3.3.5  ความเขมขนของหัวเชื้อตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส  

 
เตรียมหัวเชื้อเชนเดียวกับขอ 3.3.4 โดยเลือกที่ mid log หรือใหคาดูดกลืนแสง 1.2 

จากนั้นแปรความเขมขนของหวัเชื้อ 5 และ10 เปอรเซ็นตตามลาํดับ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ไซแลน
คอมเพล็กซ ที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอต 0.5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง
เขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที ่ 45 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ถึง 5 วนั 
วิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทลิเอสเทอเรส   

3.3.6 ผลของชนิดและปริมาณของไซแลนตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส 
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3.3.6.1 ชนิดไซแลน  
 
เตรียมหัวเชื้อ ตามวิธีในขอ 3.3.5 แลวถายหวัเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอ

ปริมาตร) ลงใน 30 มิลลิลิตร อาหารไซแลนคอมเพล็กซ โดยแปรชนิดของไซแลนซึ่งเปนแหลง
คารบอนดังนี้ คือ ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Oat spelt xylan) ไซแลนจากไมเบิรช (Birchwood 
xylan) และไซแลนจากไมบีช (Beechwood xylan) ที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต (น้าํหนักตอ
ปริมาตร) เลี้ยงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที ที ่ 45 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 1 ถงึ 5 วัน เก็บตัวอยางนาํมาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะห
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

3.3.6.2 การหาความเขมขนของไซแลนจากไมเบิรชที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิล
เอสเทอเรส 

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.6.1 โดยใชไซแลนจากไมเบิรชเปนแหลงคารบอน 

และแปรความเขมขน 0.5 1 1.5 และ 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ตามลําดับ บมเชื้อบน 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่ 45 องศาเซลเซียส ติดตามเก็บตัวอยาง
เปนเวลา 1 ถึง 5 วัน นำตัวอยางมาปนเหวีย่งดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ 
ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี
นําส วนใสไปวเิคราะหแอคติวิตีของอะซ ีทิลเอสเทอเรส 
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3.3.7 ผลของวสัดุทางการเกษตรชนิดตางๆ ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

3.3.7.1 ชนิดของวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมตอการเปนแหลงคารบอน  
 
วัสดุทางการเกษตรที่ใชแทนไซแลนจากไมเบิรชในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพลก็ซ 

มีดังนี ้  ฟางขาว (rice straw), ซังขาวโพด (corn cob), เปลือกขาวโพด (corn hulls), กากเมล็ด
ฝาย (cotton seed hulls), ขี้เลื่อย (saw dust), รําขาวเจา (rice bran) และรําขาวสาลี (wheat 
bran) โดยมีวธิีการเตรียมดงันี้ ฟางขาว ซังขาวโพด เปลือกขาวโพด รําขาวเจา รําขาวสาลี และขี้
เลื่อย อบแหงที่อุณหภูม ิ 60 องศาเซลเซียส นาํวัสดุตางๆ ยกเวนรําขาวไปบดใหละเอียด สําหรับ
กากเมล็ดฝายนํามากาํจัดลกินนิโดยแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 เปอรเซ็นต ที่ความ
เขมขนของกากเมล็ดฝาย 10 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง 
(Detroy และคณะ, 1981) จากนั้นกรองและลางดวยน้ํากลั่นจนมีคาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 
แลวจึงนําไปอบแหงบดใหละเอียด กอนใชวัสดุทางการเกษตรทุกชนดินําไปรอนดวยตะแกรงขนาด 
60 เมช 

      ถายสปอร Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2×108  สปอรตอมลิลิลิตร 100 
ไมโครลิตร ลงในอาหาร TSB pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวย (Erlenmeyer 
flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยา 
ควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่ 45 องศาเซลเซียส วัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร นําเชื้อทีร่ะยะ mid log phase (คาดูดกลืนแสง 1.2 ) มาเปนหวัเชื้อโดยใชที่ความ
เขมขน 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ในอาหารไซแลนคอมเพล็กซ pH 9.0 ปริมาตร        
30 มิลลิลติร โดยใชแหลงคารบอนจากวัสดุทางการเกษตรชนดิตางๆ เปรียบเทียบกับ
ไซแลนจากไมเบิรชที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที ่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วนั เก็บตัวอยาง
นํามาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภมูิดวยความเรว็ 10,000 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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3.3.7.2  ความเขมขนของวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมตอการสรางอะซทีิลเอสเทอ
เรส  

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.7.1 โดยใชเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน และ

แปรความเขมขนที ่  0.5  1  1.5   2   2.5 และ 3 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ตามลําดับ บม
เชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว  200 รอบตอนาท ีที ่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3  
วัน เก็บตัวอยางนาํมาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเรว็ 10,000 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นาํสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอะ
ซีทิลเอสเทอเรส 
 

3.3.7.3  ศึกษาเวลาในการบมเชื้อที่เหมาะสมตอการสรางอะซทีลิเอสเทอเรสเมื่อมี
เปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน 

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.7.2  โดยมเีปลือกขาวโพดความเขมขน 1.5 

เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน  บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภมูิความเรว็ 200 รอบตอนาท ีที่ 
45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ถึง 5 วนั เก็บตัวอยางนาํมาปนเหวีย่งดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิด
ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี
นําสวนใสไปวเิคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

3.3.8 หาแหลงอนนิทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

3.3.8.1 ชนิดของแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
แหลงอนนิทรียไนโตรเจนที่ใช คือ แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนยีมไนเตรต 

(NH4NO3) แอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ไดแอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) 
และ โพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) โดยเปรียบเทียบใหมีปริมาณไนโตรเจนเทากับแหลงไนโตรเจน
ในสูตรอาหารเดิมคือ พอลิเพพโทน ซึ่งทําการวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน (nitrogen content) โดย
วิธี Kjeldahl (Stayermark,1951) ดวยความเอื้อเฟอของสถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพ และวิศวกรรม
พันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย พบวามีปริมาณไนโตรเจนเทากบั 10 เปอรเซ็นต (น้ําหนกั
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ตอน้ําหนัก) และในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพลก็ซ มีพอลิเพพโทน 0.5 เปอรเซน็ต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ซึ่งเทียบเทากับปริมาณไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) 

 
     เลีย้งเชื้อตามวธิีการในขอ 3.3.6.2 ที่ความเขมขนของไซแลนที่เหมาะสม และตาม

วิธีการในขอ 3.3.7.3 และเปลี่ยนแหลงไนโตรเจนเปนแอมโมเนยีมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนยีม
ไนเตรต (NH4NO3) แอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ไดแอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
((NH4)2HPO4) หรือโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) ใหมีความเขมขนในรูปของไนโตรเจนเทากับ 0.05 
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มพีอลิเพพโทนเปนแหลง
ไนโตรเจน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 3 วัน เก็บตัวอยางนาํมาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะห
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
3.3.8.2  ความเขมขนแหลงอนนิทรียไนโตรเจนตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับวธิีการในขอ 3.3.8.1 แตแปรความเขมขนของอนนิทรีย

ไนโตรเจนชนดิที่เหมาะสมของแตละแหลงคารบอนในรูปความเขมขนของไนโตรเจนที ่  0.025  
0.05  0.075  0.1 และ 0.125 เปอรเซ็นต (น้าํหนกัตอปริมาตร) บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน เก็บตัวอยางนาํมาปน
เหวีย่งดวยเครือ่งปนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเรว็ 10,000 รอบตอนาท ี อุณหภูม ิ 4 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นาํสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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3.3.8.3  ระยะเวลาการบมเชื้อที่เหมาะสมตอการสรางอะซทีลิเอสเทอเรสเมื่อใช
แหลงอนนิทรียไนโตรเจน 

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.8.2  แตแปรระยะเวลาบมเชื้อต้ังแต 1 ถึง 5 วัน เกบ็

ตัวอยางทกุวนั นํามาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวีย่งชนดิควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 10,000 
รอบตอนาท ี อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตขีอง     
อะซีทิลเอสเทอเรส 

 
3.3.9 ความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.8.3 แตแปรระดับความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหาร

เลี้ยงเชื้อในชวง 6.0-11.0 บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่ 45 
องศาเซลเซยีส ที่ระยะเวลาเหมาะสมตามขอ 3.3.8.3 เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปน
เหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 นาท ีนําสวนใสไปวเิคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส  

 
3.3.10 อุณหภูมิการเลี้ยงที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
เลี้ยงเชื้อภายใตภาวะทีเ่หมาะสมในขอ 3.3.9 แตแปรอุณหภูมิที่ใชในการบมเชือ้ในชวง    

30-50 องศาเซลเซียส เกบ็ตัวอยางนาํมาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะห
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส  
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3.3.11 การศกึษาสมบัติบางประการของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. 
PC22  

 
3.3.11.1 การเตรียมอะซีทิลเอสเทอเรสเขมขนโดยวธิีตกตะกอนดวยแอมโมเนียม

ซัลเฟต 
 

นําน้ําเลีย้งเชือ้ของ Streptomyces sp. PC22 ที่ตองการศึกษาสมบตัิของอะซีทิลเอส
เทอเรสมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 นาท ี นาํสวนใสทัง้หมดมา
ตกตะกอน ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80 เปอรเซน็ต ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้ปน
เหวีย่งแยกตะกอนออกจากน้ําใสดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที นําตะกอน
ที่ไดมาละลายใน 0.1 โมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5 ในปริมาตรที่นอยที่สุดที่ละลาย
ตะกอนไดหมด ไดอะไลสขามคืนในบัฟเฟอรเดิมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และนําไปปนแยก
สวนตะกอนออกดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที สวนใสที่ไดคืออะซีทิลเอสเทอเรสที่ผานการ
ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตแลว 

 
3.3.11.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม 

 
นําอะซทีิลเอสเทอเรสจากขอ 3.3.11.1 มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.2 

โดยผันแปรอุณหภูมิที่ใชในการบมในชวง 35-70 องศาเซลเซียส 
 

3.3.11.3  ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม 
 

นําอะซทีิลเอสเทอเรสจากขอ 3.2.11.1 มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.2 
โดยบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.11.2 ยกเวนแปรความเปนกรดดางของบฟัเฟอรที่ใชใน
ปฏิกิริยาเปน 4.0-6.5 โดยใชบัฟเฟอรในชวงความเปนกรดดางตางๆ ดังนี้  

0.5 โมลาร โซเดียมอะซิเทต บัฟเฟอร    ในชวง pH 4.0-6.5  
0.5 โมลาร โซเดียมฟอตเฟต บัฟเฟอร    ในชวง pH 6.0-8.0  
0.5 โมลาร ทริสไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร   ในชวง pH 8.0-9.0 
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3.3.11.4  ความเสถยีรของเอนไซมตออุณหภูม ิ
 

บมอะซีทิลเอสเทอเรสจากขอ 3.2.11.1 ใน 0.5 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 
6.5 ที่อุณหภูมิในชวง 35-70 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาหา แอคติวิตีของอะซีทลิ
เอสเทอเรสที่เหลืออยู ตามวิธีการในขอ 3.3.2 ภายใตอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมโดยมีอะซีทิลเอสเทอเรสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทยีบ   

 
3.3.11.5 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสตอความเปนกรดดาง 

 
บมอะซีทิลเอสเทอเรสจากขอ 3.2.11.1 ที่  pH 4.0-9.0  ในบฟัเฟอรชนิดตางๆ ดังระบุ

ในขอ 3.2.11.3 เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้นาํมาหาแอคติวิตีของอะ
ซีทิลเอสเทอเรสที่เหลืออยู ตามวธิีการในขอ 3.3.2 ภายใตอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมโดยมีอะซีทิลเอสเทอเรสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทยีบ 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

4.1 การตรวจสอบแหลงสะสมของอะซีทิลเอสเทอเรสทีส่รางโดย  Streptomyces sp. PC22 
 
 เนื่องจากยังไมมีการศึกษาการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces sp. PC22 มา
กอน ดังนั้นการทดลองเบื้องตนจึงจําเปนตองตรวจสอบวาอะซีทิลเอสเทอเรสที่ Streptomyces sp. 
PC22 สรางขึ้นเปนเอนไซมชนิดที่สรางและเก็บไวในเซลล หรือ ปลอยออกนอกเซลล โดยทําการ
เปรียบเทียบแอคติวิตีทั้งหมดที่วิเคราะหไดในน้ําเลี้ยงเชื้อและภายในเซลล โดยทําการทดลองตาม
วิธีที่รายงานไวใน บทที่ 3 ขอ 3.3.1.3 และวิเคราะหแอคติวิตีภายใตภาวะที่รายงานโดย   
(Kormelink และคณะ,1993) 
 ผลการทดลองดังแสดงในตารางที ่ 1 พบวาปริมาณเอนไซมทัง้หมดในน้าํเลี้ยงเชื้อสูงกวา
ภายในเซลล อะซีทิลเอสเทอเรสจึงจัดเปนเอนไซมที่สรางขึ้นภายในเซลลแลวปลดปลอยออกนอก
เซลล ดังนั้นในการทดลองขัน้ตอๆ ไปจะวิเคราะหเอนไซมในน้าํเลี้ยงเชือ้  
 
ตารางที่ 4.1 ปริมาณอะซีทลิเอสเทอเรสทัง้หมดภายในเซลลและในน้าํเลี้ยงเชื้อเมื่อเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อปริมาตร 60 มิลลิลิตร เปนเวลา 2 วนั 
 

แหลงวเิคราะหเอนไซม ปริมาณเอนไซมทั้งหมด (หนวย) 
น้ําเลีย้งเชื้อ 1.89 ±0.11 
เซลลสกัด 0.13 ± 0.08 
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4.2 ภาวะเหมาะสมเบื้องตนในการทํางานของเอนไซม 
 
จากผลการทดลองขอ 4.1 ไดใชการวิเคราะหแอคติวติีของเอนไซมตามวิธทีี่รายงานโดย  

(Kormelink และคณะ,1993) ซึ่งบมปฏิกิริยาที ่ 40 องศาเซลเซียส pH 6 แตวิธีดงักลาวอาจไมใช
ภาวะที่เหมาะสมตอการทาํงานของ อะซทีลิเอสเทอเรส จาก Streptomyces sp. PC22 ดงันัน้ การ
ทดลองนี้จึงทาํการหาอุณหภูมิ ชนิดของบัฟเฟอร และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ
ทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส เพื่อนําไปใชในการทดลองตอๆ ไป 

 
4.2.1 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของ อะซทีิลเอสเทอเรส 
 
จากการบมปฏิกิริยาของเอนไซมในบฟัเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางตั้งแต 4.0 - 9.5 

พบวาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรสคือ 6.5 โดยชนิดของ
บัฟเฟอรคือ โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร ดังแสดงในรูปที ่ 4.1 ดังนั้นในการวิเคราะหแอคติวิตีตอไป
จะใชความเปนกรดดางเทากับ 6.5 

 
4.2.2 อุณหภมูิที่เหมาะสมตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
จากการศึกษาผลของคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมคือคา

ความเปนกรดดาง ที่ 6.5 โดยชนิดของบฟัเฟอรคือ โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร จงึเลือกใชคาความ
เปนกรดดางจากขอ 4.2.1 มาทดสอบหาอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของ อะซทีิลเอสเทอเรส
โดยบมหลอดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิตั้งแต 35 – 60 องศาเซลเซียส เปรียบเทยีบแอคติวิตีของอะซีทลิ
เอสเทอเรสที่อุณหภูมิตางๆ ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.2 พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
ทํางานของเอนไซมอยูในชวงกวาง โดยทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส มีแอคติวิตีสูงสุด ดังนัน้ใน
การวิเคราะหแอคติวิตีคร้ังตอไปจะบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

ผลการทดลองขางตนสรุปไดวาภาวะที่เหมาะสมตอการทาํงานของอะซทีิลเอสเทอเรส คือ
ที่คาความเปนกรดดาง 6.5 และที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียส ดงันัน้ในการทดลองตอจากนี้ไปจะ
ใชภาวะนี้ในการวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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รูปที่ 4.1 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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รูปที่ 4.2 ผลของอุณหภูมิตอการทาํงานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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4.3 การหารปูแบบการเจริญของ Streptomyces sp. PC22 อายุของหัวเชื้อ 
 
4.3.1 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. PC22   
 
การศึกษารูปแบบการเจริญของเชื้อนี ้ เพื่อนําไปใชเปนขอมูลในการหาชวงอายทุี่เหมาะสม

สําหรับเตรียมหัวเชื้อซ่ึงทําโดยนําสปอร Streptomyces sp. PC22 ที่ความหนาแนน 2 x 108 สปอร
ตอมิลลิลิตร ปริมาณ 100 ไมโครลิตร มาเลี้ยงใน TSB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา
ความเร็ว 200 รอบตอนาททีี ่ 45 องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาว
คลื่น 600 นาโนเมตร 

ผลทดลองพบวา Streptomyces sp. PC22 เมื่อเจริญในชวง mid log จะมีคาการดูดกลืน
แสง ที ่ 600 นาโนเมตร เทากับ 1.2 และเมื่อเจริญถึงชวง late log จะมีคาการดูดกลืนแสง ที่ 600 
นาโนเมตรเทากับ 1.6 ดงัแสดงในรูปที ่4.3  

 
 4.3.2 ผลของอายุหวัเชื้อตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรส 
 

การทดลองนีท้ําการเปรียบเทียบอายุของหัวเชื้อตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรส โดยแปร
อายุของหัวเชือ้ในชวง mid log phase (คาดูดกลืนแสง 1.2 ที่ 600 นาโนเมตร) และ ระยะ late log 
phase (คาดูดกลืนแสง 1.6 ที ่ 600 นาโนเมตร) โดยเลี้ยงเชื้อเชนเดียวกับผลการทดลองในขอ 
4.3.1 ติดตามการเจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จนไดคาตามตองการ
จึงถายหวัเชื้อ 5 เปอรเซ็นต ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ไซแลนคอมเพลก็ซ (xylan complex medium) 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีไซแลนจากเปลอืกขาวโอต (Oat spelt xylan) 0.5% เปนแหลงคารบอน 
บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ถึง 5 วนั และ
วิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทลิเอสเทอเรส  

ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.4 พบวาอายุหวัเชื้อในชวง mid log ใหแอคติวิตีสูงสุด 
ประมาณ 0.07 หนวยตอมลิลิลิตร สูงกวาการใชหัวเชื้อในชวง late log ซึ่งใหแอคติวิตีสูงสุดเพยีง
ประมาณ 0.04 หนวยตอมลิลิลิตร ดังนัน้ในการทดลองตอๆ ไปจึงเลือกใชอายหุัวเชื้อในชวง mid 
log   
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รูปที่ 4.3 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. PC22 
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อายุหัวเชื้อในชวง mid log ซึ่งคาดูดกลืนแสง 1.2 อายุหัวเชื้อในชวง late log ซึ่งคาดูดกลืนแสง 

ปริมาณโปรตีนเมื่อใชหัวเชื้อชวง mid log ปริมาณโปรตีนเมื่อใชหัวเชื้อระยะ late log
 

 
 
 
รูปที่ 4.4 ผลการเปรียบเทยีบอายุของหัวเชื้อตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces sp. 
PC22 
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4.4  ผลของความเขมขนหัวเชื้อตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส  
 
การทดลองนี้แปรความเขมขนของหวัเชื้อทีม่ีอายุในชวง mid log ซึ่งใหคาการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.2 ที่สองความเขมขน คือ 5 และ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตร
ตอปริมาตร) โดยถายลงสูอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ ทีม่ีไซแลนจากเปลือกขาวโอต 0.5 
เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน เลีย้งบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที ่45 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 1 ถงึ 5 วนั วิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส    

ผลการทดลองแสดงในรูปที ่ 4.5 พบวาความเขมขนของหัวเชื้อที่เหมาะสมตอการสราง   
อะซีทิลเอสเทอเรส คือ 10 เปอรเซ็นต โดยแอคติวิตีเอนไซมสูงสุดในวันที่ 3 คือ 0.13 หนวยตอ      
มิลลิตร ขณะที่หวัเชื้อที่ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดในวันที ่ 3 เชนกนั 
แตมีคาเพียงประมาณ 0.07 หนวยตอมิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังนั้นการทดลองตอไปจึงจะใช
ความเขมขนของหวัเชื้อ 10 เปอรเซ็นต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 42

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0 1 2 3 4 5 6

เวลา(วัน)

แอ
คต
ิวิต
ี (ห
นว
ยต
อม
ิลลิ
ลิต
ร)

ความเขมขนหัวเชื้อ 5% (ปริมาตรตอปริมาตร)

ความเขมขนหัวเชื้อ 10% (ปริมาตรตอปริมาตร)

 
 
รูปที่ 4.5 ผลของความเขมขนของหวัเชื้อตอการผลิตอะซทีิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. 
PC22 
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4.5 ผลของไซแลนจากแหลงตางๆตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. 
PC22  
 

จากการแปรไซแลนชนิดตางๆ 3 ชนิดเพือ่ใชเปนเแหลงคารบอนไดแก ไซแลนจากเปลือก
ขาวโอต ไซแลนจากไมเบิรช (Birchwood xylan) และไซแลนจากไมบีช (Beechwood xylan) ที่
ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอ
นาที ที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ถึง 5 วนั วิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส ผลการ
ทดลองแสดงดังรูปที่ 4.6 ไซแลนจากไมเบิรช (Birch wood xylan) ใหแอคติวิตีของอะซีทลิ         
เอสเทอเรสสูงสุดในวันที่ 3 คือประมาณ 0.20 หนวยตอมิลลิลิตร ขณะที่ไซแลนอีก 2 ชนิดให
ปริมาณเอนไซมสูงสุดต่ํากวามาก ดงันั้นจงึเลือกไซแลนจากไมเบริชเปนแหลงคารบอนในการ
ผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
4.6 ผลของความเขมขนของไซแลนจากไมเบิรชตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

จากการแปรความเขมขนของไซแลนจากไมเบิรช ที ่ 0.5  1  1.5 และ 2 เปอรเซน็ต ใน
อาหารไซแลนคอมเพล็กซแลววิเคราะห แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสทุกวนัเปนเวลา 5 วนั ผล
การทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 พบวาความเขมขนทีเ่หมาะสมตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรสคือ 1 
เปอรเซ็นต และระยะเวลาการเลี้ยงที่เหมาะสมคือ 3 วันโดยใหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส
สูงสุดประมาณ 0.3 หนวยตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.6 ผลของไซแลนชนิดตางๆ ที่ความเขมขน 0.5% ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสจาก 
Streptomyces sp. PC22 
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รูปที่ 4.7 ผลของความเขมขนไซแลนจากไมเบิรชในอาหารเลี้ยงเชื้อตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรส 
จาก Streptomyces sp. PC22   
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4.7 วัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆในการเปนแหลงคารบอนเพือ่การสรางอะซีทิลเอสเทอ
เรส 

 
4.7.1 ชนิดของแหลงคารบอนจากวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมตอการสรางอะซทีลิเอส
เทอเรส 
 
เนื่องจากไซแลนจากไมเบิรช ซึ่งผลิตขายทางการคามรีาคาแพง งานวิจัยนี้จึงทดลองใช

วัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆ ทีม่ีไซแลนเปนองคประกอบไดแก ฟางขาว, ซังขาวโพด, เปลอืก
ขาวโพด, กากเมล็ดฝาย, ขี้เลื่อย, รําขาวเจา และรําขาวสาล ี เปนแหลงคารบอนที่ความเขมขน 1 
เปอรเซ็นต เปรียบเทยีบกบัไซแลนจากไมเบิรช ในการเลี้ยงเชื้อเพือ่ผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสโดย 
Streptomyces sp. PC22  

ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.8 พบวาเปลือกขาวโพดใหแอคติวิตีของเอนไซมสงูกวา
วัสดุทางการเกษตรชนิดอื่นๆ โดยคาที่ไดคือ 0.15 หนวยตอมิลลิลิตร แตถึงอยางไรแอคติวิตีที่ไดก็
ยังต่ํากวาการใชไซแลนจากไมเบิรช ดังนัน้ในการทดลองตอไปจะศึกษาถึงความเขมขนที่เหมาะสม
ของเปลือกขาวโพด  
 

4.7.2 ผลของความเขมขนเปลือกขาวโพดตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสโดย 
Streptomyces sp. PC22 

 
จากการใชเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน แทนไซแลนทางการคา ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  

ไซแลน คอมเพล็กซ โดยแปรความเขมขนที่ 0.5  1  1.5  2  2.5 และ 3 เปอรเซน็ต เลี้ยงเชื้อเปน
เวลา 3 วนัแลววิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.9 พบวา
เปลือกขาวโพดเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ใหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสสูงสุดคือ 0.22 หนวยตอ
มิลลิตรและเมื่อใชความเขมขนของเปลือกขาวโพดมากเกินไปจะทําใหอาหารเลี้ยงเชือ้มีความหนืด
สูงอาจสงผลตอการถายเทอากาศทําใหการผลิตเอนไซมมีประสิทธิภาพลดลงจงึเลือกความเขมขน
เปลือกขาวโพด 1.5 เปอรเซน็ตมาใชในการทดลองตอไป 
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4.7.3 ผลของระยะเวลาบมเชื้อตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรสเมื่อใชเปลือกขาวโพด 1.5 
เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน 

 
จากการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ ไซแลนคอมเพลก็ซ ที่มเีปลอืกขาวโพดเปนแหลง

คารบอนความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต และแปรระยะเวลาบมเชื้อในชวง 1 ถึง 5 วนั แลววิเคราะห 
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.10 พบวาระยะเวลาบมเชื้อ 2 วนัให
แอคติวิตีเอนไซมสูงสุดประมาณ 0.25 หนวยตอมิลลิลติร 
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รูปที่ 4.8 ผลการทดลองใชวัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆ เปรียบเทยีบกับไซแลนจาก ไมเบิรช        
ที่ความเขมขน 1%เปนแหลงคารบอนตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces sp. 
PC22 เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 3 วนั 
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รูปที่ 4.9 ผลของความเขมขนเปลือกขาวโพดตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces 
sp. PC22 เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 3 วัน 
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รูปที่ 4.10 ผลของระยะเวลาตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces sp. PC22 เลี้ยงใน
อาหารเหลวทีม่ี 1.5 เปอรเซ็นตเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน 
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4.8 ผลของอนินทรียไนโตรเจนตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
  

ในการทดลองเบื้องตนที่ผานมาไดใช พอลิเพพโทน เปนแหลงไนโตรเจนซึ่งมีราคาคอนขาง
แพง ถามีการเลี้ยงเชื้อในระดับอุตสาหกรรม จําเปนตองใชปริมาณมากซึง่จะทําใหมีคาใชจายสงู 
อนินทรียไนโตรเจนจึงเปนอกีทางเลือกหนึง่ทีน่าจะนาํมาใชทดแทนได เนื่องจากอนินทรียไนโตรเจน
สวนใหญราคาไมสูงนักและสามารถใชในปริมาณทีน่อยกวาแตยงัคงใหปริมาณไนโตรเจน
เทียบเทากับพอลิเพพโทน  

จากการทดลองวิเคราะหไนโตรเจนโดยวธิ ี Kjeldahl  พบวาพอลิเพพโทน  ความเขมขน 
0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) จะมีไนโตรเจนเทากับ 0.05 เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร
ดังนัน้อนนิทรยีไนโตรเจนทีน่ํามาทดสอบเบื้องตน จะใชในปริมาณที่เทยีบเทากับพอลิเพพโทน    
เมื่อคํานวณในรูปของไนโตรเจน และแหลงอนนิทรียไนโตรเจนทีน่ํามาใชในการทดลองนี้ คือ 
แอมโมเนยีมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนยีมไนเตรด (NH4NO3) แอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) และ โพแทสเซยีมไนเตรด (KNO3)   
 

4.8.1  ชนิดของอนินทรียไนโตรเจนตอการสรางอะซทีลิเอสเทอเรส เมื่อใชไซแลนจากไม
เบิรชเปนแหลงคารบอน 

 
การทดลองนี้ใช 1 เปอรเซน็ต ไซแลนจากไมเบิรชเปนแหลงคารบอน และแหลงอนินทรีย

ไนโตรเจน คือ NH4Cl, NH4NO3, (NH4)2SO4, (NH4)2HPO4 และ KNO3 ที่ความเขมขนเทยีบเทากับ
ไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 3 วัน วเิคราะหแอคติวิตีของ 
อะซีทิลเอสเทอเรสเทียบกับชุดควบคุมที่มพีอลิเพพโทนเปนแหลงไนโตรเจน  

ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่ 4.11 พบวา(NH4)2SO4 ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดคือ
ประมาณ 0.17 หนวยตอมลิลิลิตร อยางไรก็ตามแอคติวิตีที่ไดก็ยงัต่ํากวาเมื่อใชพอลิเพพโทนเปน
แหลงไนโตรเจน 
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รูปที่ 4.11 ผลของอนินทรียไนโตรเจนชนิดตางๆ และพอลิเพพโทนเทียบเทากับไนโตรเจนที่ความ
เขมขน 0.05% ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส เมื่อใชไซแลนจากไมเบิรช 1%เปนแหลงคารบอน
เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 3 วนั 
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4.8.2  ชนิดของอนนิทรียไนโตรเจนตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรสเมื่อใชเปลือกขาวโพด 
เปนแหลงคารบอน 

 
การทดลองนีม้ี 1.5 เปอรเซ็นต เปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน แปรแหลงอนินทรีย

ไนโตรเจน คือ NH4Cl, NH4NO3, (NH4)2SO4, (NH4)2HPO4 และ KNO3 ที่ความเขมขนเทยีบเทากับ
ไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 2 วนั วิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
เทียบกับชุดควบคุมที่มพีอลเิพพโทนเปนแหลงไนโตรเจน 

ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่ 4.12 พบวา NH4Cl ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 
0.25 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งต่ํากวาเมื่อใชพอลิเพพโทนเปนแหลงไนโตรเจนเล็กนอย อยางไรก็ตาม
ความเขมขนของอนนิทรียไนโตรเจนในผลการทดลองขอ 4.8.1 และ 4.8.2 อาจจะยังไมไดคา       
ที่เหมาะสม ดังนัน้ในการทดลองตอไปจะแปรความเขมขนของอนนิทรียไนโตรเจนชนิดที่เหมาะสม
เมื่อใชรวมกับแหลงคารบอนแตละชนิด  
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รูปที่ 4.12 ผลของอนินทรียไนโตรเจนชนิดตางๆ และพอลิเพพโทนเทียบเทากับไนโตรเจนที่ความ
เขมขน 0.05% ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส เมื่อใชเปลือกขาวโพดความเขมขน 1.5% เปนแหลง
คารบอนเลี้ยงเปนเวลา 2 วนั 
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4.9 ผลของความเขมขนแหลงอนินทรียไนโตรเจนตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
  

4.9.1 ผลของความเขมขน (NH4)2HPO4 ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย มีไซแลนจาก
ไมเบิรช เปนแหลงคารบอน 

 
จากการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.8.1 แตแปรปริมาณ (NH4)2HPO4 ที่เทยีบเทากับ

ไนโตรเจนเปน 0.025  0.05  0.075  0.1 และ 0.125 เปอรเซ็นต  ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่4.13 
พบวาที่ความเขมขนไนโตรเจนเทากับ 0.05 เปอรเซ็นต ก็ยังเปนคาที่ใหแอคติวิตีของเอนไซมสงูสดุ
คือประมาณ 0.17 หนวยตอมิลลิลิตร 

 
4.9.2 ผลของความเขมขน NH4Cl ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสเมื่อใชเปลือกขาวโพดเปน
แหลงคารบอน  

  
จากการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.8.2 แตแปรปริมาณ NH4Cl ที่เทยีบเทากบัปริมาณ

ไนโตรเจนเปน 0.025  0.05  0.075   0.1 และ 0.125 เปอรเซ็นต ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่4.14 
พบวาที่ความเขมขนไนโตรเจนเทากับ 0.075 เปอรเซ็นต ใหแอคติวิตีของเอนไซมประมาณ 0.27 
หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งทัดเทยีมกับการใชพอลิเพพโทนเปนแหลงไนโตรเจน 
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รูปที่ 4.13 ผลของ (NH4)2HPO4 ที่ความเขมขนไนโตรเจนตางๆ เปรียบเทียบกับพอลิเพพโทนทีม่ี
ความเขมขนของไนโตรเจน 0.05%ตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรสเมื่อใช 1%ไ ซแลนจากไมเบิรช
เปนแหลงคารบอนเลี้ยงเปนเวลา 3 วนั 
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รูปที่ 4.14 ผลของ NH4Cl ทีค่วามเขมขนไนโตรเจนตางๆ เปรียบเทยีบกับพอลิเพพโทนที่มีความ
เขมขนของไนโตรเจน 0.05% ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสเมื่อใชเปลือกขาวโพดเปนแหลง
คารบอนเลี้ยงเปนเวลา 2 วนั 
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4.10 ระยะเวลาการบมเชือ้กับการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสเมื่อใชอนินทรียไนโตรเจนที่
เหมาะสมเปรียบเทียบกบัพอลิเพพโทน 
 
 จากผลการทดลองขอ 4.9 พบวาเมื่อใช 1 เปอรเซ็นต ไซแลนจากไมเบิรชเปนแหลง
คารบอน อนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสคือ (NH4)2HPO4 ซึ่งมี
ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.05 เปอรเซน็ต และเมื่อใชเปลือกขาวโพด 1.5 เปอรเซน็ต 
เปนแหลงคารบอน อนินทรยีไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสรางอะซทีลิเอสเทอเรสคือ NH4Cl ทีม่ี
ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.075 เปอรเซ็นต การทดลองนี้ไดทําการแปรระยะเวลาการ
บมเชื้อ เพื่อหาชวงเวลาทีเ่หมาะสมในการสรางอะซทีิลเอสเทอเรส โดยเลี้ยงเปนระยะเวลา 1 ถึง 5 
วัน ผลการทดลองในรูปที ่ 4.15 พบวาเมื่อมีไซแลนเปนแหลงคารบอนระยะเวลาที่เหมาะสมในการ
เลี้ยงที่ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดคือ 3 วนั ทัง้กรณีที่ใชพอลิเพพโทน หรือ (NH4)2HPO4 เปน
แหลงไนโตรเจนสวนผลการทดลองในรูปที่ 4.16 พบวาเมื่อใชเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน 
ระยะเวลาเลี้ยงเชื้อทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซมคือ 2 วัน ทั้งกรณีที่ใชอินทรยีหรืออนนิทรยี
ไนโตรเจน 
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รูปที่ 4.15 ผลของระยะเวลาบมเชื้อตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสเมื่อมไีซแลนจากไมเบิรช 1% 
เปนแหลงคารบอนและ (NH4)2HPO4 เปนแหลงไนโตรเจนที่ความเขมขนไนโตรเจน 0.05% 
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รูปที่ 4.16 ผลของระยะเวลาบมเชื้อตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสเมื่อมไีซแลนจาก เปลือกขาวโพด 
1.5% เปนแหลงคารบอนและ NH4Cl เปนแหลงไนโตรเจน ที่ความเขมขนไนโตรเจน 0.075% 
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4.11  ผลของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอ
เรส 

 
เลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแหลงคารบอนรวมกับแหลงอินทรียและอนินทรียไนโตรเจน

ตามขอมูลที่ไดในการทดลองขอ 4.10 ม ี 4 ชุดดังแสดงรายละเอียดในตารางที ่ 4.2 แลวแปรระดับ
ความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 7.0-11.0    

 
ตารางที่ 4.2 แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 4 ชุดที่ใชในการแปรความเปน
กรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 7.0-11.0 และปริมาณเอนไซมที่สรางขึ้นที่คาความเปน
กรดดางทีเ่หมาะสม  
 

ชุดที ่ แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
อะซีทิลเอสเทอเรสที่
คา pH ที่เหมาะสม

(หนวย/มล.) 
1 ไซแลนจาก ไมเบิรช (1%) พอลิเพพโทน (0.05% N) 0.30 (pH 9) 
2 ไซแลนจาก ไมเบิรช (1%) (NH4)2HPO4 (0.05% N) 0.20 (pH 10) 
3 เปลือกขาวโพด (1.5 %) พอลิเพพโทน (0.05% N) 0.30 (pH 9) 
4 เปลือกขาวโพด (1.5 %) NH4Cl (0.075% N) 0.27 (pH 9) 

 
ผลการทดลองพบวาคา pH เร่ิมตนที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหลงคารบอนและ

ไนโตรเจนชุดที่ 1 อยูที ่9 (รูปที่ 4.17 ) เชนเดียวกับ ชุดที่ 3 และ 4 (รูปที่ 4.18 ) สวนแหลงคารบอน
และไนโตรเจนชุดที่ 2 มีคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เหมาะสมคอนขางสงูคือ 10 ซึ่งไดสรุป
ปริมาณเอนไซมที่สรางขึ้นในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่คา pH เร่ิมตนที่เหมาะสมในตารางที ่4.2   
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รูปที่ 4.17 ผลของความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส เมือ่
ใชไซแลนจากไมเบิรช 1%เปนแหลงคารบอนเลี้ยงเปนเวลา 3 วัน 



 63

 

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

7 8 9 10 11

คาความเปนกรดดาง

แอ
คต
ิวิต
ี (ห
นว
ยต
อม
ิลล
ิลิต
ร)

แอมโมเนียมคลอไรด
พอลิเพพโทน

 
 
รูปที่ 4.18 ผลของความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส เมือ่
ใชเปลือกขาวโพด 1.5%เปนแหลงคารบอนเลี้ยงเปนเวลา 2วนั 
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4.12  ผลของอุณหภูมิในการเพาะเลีย้ง Streptomyces sp. PC22 ตอการสรางอะซีทิล
เอสเทอเรส 

 
นําภาวะที่เหมาะสมจากผลการทดลองในขอ 4.11 มาเลี้ยงเชื้อดังแสดงรายละเอียดใน

ตารางที่ 4.3 แลวแปรอุณหภูมิบมเชื้อในชวง 30 ถงึ 50 องศาเซลเซยีส 
 
ตารางที่ 4.3 ชุดองคประกอบหลักของอาหารเลี้ยงเชือ้ และภาวะที่ใชในการเลีย้งเชื้อ เพื่อการ
สรางอะซทีิลเอสเทอเรสภายใตภาวะการแปรอุณหภูมิบมเชื้อที่ 30-50 องศาเซลเซียสและปริมาณ
เอนไซมที่สรางขึ้นที่อุณหภมูิบมเชื้อ 40 องศาเซลเซยีส 
 

ชุดที ่ แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
ระยะเวลา
การบม
(วัน) 

คาความเปน
กรดดางเริ่มตน
ของอาหารเลีย้ง

เชื้อ 

อะซีทิลเอสเทอ
เรสจากการบม
ที่ 40 องศา
เซลเซียส 

(หนวย/มล.) 
1 ไซแลนจาก ไม

เบิรช (1%) 
พอลิเพพโทน 
(0.05% N) 

3 9 0.33 

2 ไซแลนจาก ไม
เบิรช (1%) 

(NH4)2HPO4 

(0.05% N) 
3 10 0.24 

3 เปลือกขาวโพด   
(1.5 %) 

พอลิเพพโทน 
(0.05% N) 

2 9 0.31 

4 เปลือกขาวโพด   
(1.5 %) 

NH4Cl 
(0.075% N) 

2 9 0.29 

 
 ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.19 และ 4.20 พบวาทุกชุดการทดลองมีคาอุณหภูมิบม
เชื้อที่เหมาะสมซึ่งใหแอคติวติีของเอนไซมสูงสุดอยูที ่ 40 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณเอนไซม
สูงสุดดังแสดงในตารางที ่4.3  
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รูปที่ 4.19 ผลอุณหภูมิตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสในอาหารทีม่ไีซแลนจากไมเบิรช 1%เปน
แหลงคารบอนมีคาความเปนกรดดางเริ่มตนที่เหมาะสมเลี้ยงเปนเวลา 3 วัน 
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รูปที่ 4.20 ผลอุณหภูมิตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโในอาหารทีม่ีเปลือกขาวโพด 1.5% เปน
แหลงคารบอนมีคาความเปนกรดดางเริ่มตนที่เหมาะสม เลี้ยงเปนเวลา 2 วัน 
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4.13 ศึกษาสมบัติบางประการของอะซีทิลเอสเทอเรส  
  
 นําอะซทีิลเอสเทอเรสที่ไดจากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC 22 ภายใตสภาวะที่
เหมาะสมจากขอ 4.12 โดยมีไซแลนจากไมเบิรช 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน
คือ พอลิเพพโทน ซึ่งมีความเขมขนเทยีบเทากบัไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต และผานการเตรียมให
เขมขนตามวิธกีารในบทที ่2 ขอ 2.5 มาศึกษาสมบัติเบื้องตนดังนี ้
 
 4.13.1 ภาวะที่เหมาะสมตอการทาํงานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
  4.13.1.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
  จากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการทาํงานของอะซทีิลเอสเทอเรส โดยแปร
อุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกริิยาตั้งแต 35-70 องศาเซลเซียส พบวาอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการ
ทํางานของเอนไซม คือ 60 องศาเซลเซียส ดังแสดงในรูปที่ 4.21 ดงันัน้ในการวิเคราะหแอคติวติี
คร้ังตอไปจะบมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
   
  4.13.1.2 ผลความเปนกรดดางของบฟัเฟอรตอการทํางานของอะซทีิลเอสเทอเรส 
   
  จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการทาํงานของอะซีทิลเอสเทอเรส ใน
บัฟเฟอรที่แปรความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 ผลการทดลองดงัแสดงในรูปที ่ 4.22 พบวา 
เอนไซมสามารถทํางานไดดีในชวง pH 6.0-7.0 โดยที่ pH 6.5 เปนคาที่เหมาะสมที่สุดในการ
ทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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รูปที่ 4.21 ผลของอุณหภูมิตอการทาํงานของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 
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รูปที่ 4.22 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. 
PC22 
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 4.13.2  ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
  4.13.2.1 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสตออุณหภูมิ 
 
  นําอะซทีิลเอสเทอเรสมาบมที่อุณหภูมิตางๆ โดยแปรอุณหภูมิในชวง 35-70 
องศาเซลเซยีสบมนาน 30 นาที จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือภายใตสภาวะที่เหมาะสม ผลการ
ทดลองดังแสดงในรูปที ่ 4.23 พบวาอะซทีิลเอสเทอเรสมีความเสถียรตออุณหภูมิไดสูงถึงประมาณ 
50 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมแีอคติวิตีอยูสูงถึงประมาณ 50 
เปอรเซ็นต จากนัน้เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็ว 
 
  3.13.2.2 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสตอความเปนกรดดาง 
 
  เมื่อนําอะซีทิลเอสเทอเรสมาบมในบัฟเฟอรชนิดตางๆ ที่มีความเปนกรดดาง
ในชวง 4.0-9.0 นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส จากนัน้นําไปหาแอคติวติีที่เหลือภายใต
สภาวะที่เหมาะสม พบวา เอนไซมมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวงกวาง คือต้ังแต 
4.5-9.0 แตที่คาความเปนกรดดางเทากับ 4 จะทําใหเอนไซมสูญเสียแอคติวิตีมากกวาคาความเปน
กรดดางอื่นๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.24 
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รูปที่ 4.23 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสตออุณหภูมิ โดยใหอะซีทิลเอสเทอเรสที่ไมผานการ
บมมีแอคติวิตี 100 เปอรเซ็นต 
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โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร

ทริส ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร

 
รูปที่ 4.24 ความเสถยีรของอะซีทิลเอสเทอเรสตอความเปนกรดดาง โดยใหอะซทีิลเอสเทอเรสที่ไม
ผานการบมมแีอคติวิตี 100 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 4.4 สมบัติเบื้องตนของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

สมบัติเบื้องตน อะซีทิลเอสเทอเรส 
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงาน 60 องศาเซลเซียส 
คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงาน pH 6.5 
ความเสถียรตออุณหภูมิ สูงถึง50 องศาเซลเซียส, เมื่อบมเปน

เวลา 30นาท ี
ความเสถียรตอความเปนกรดดางกรดดาง pH 4.0-9.0 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 อะซีทิลเอสเทอเรสเปนเอนไซมยอยสลายหมูขางเคียงของไซแลน ทําใหไซแลนถูกยอย
สลายไดอยางงายและสมบูรณโดยเอนไซมยอยสายหลัก สามารถนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรม
การฟอกสีเยื่อกระดาษ การผลิตน้ําตาลไซโลส การปรับปรุงคุณภาพอาหารสัตว และยังสามารถ
นํามาประยุกตใชในการดึงหมูอะซีทิลออกจากพอลิแซคคาไรดชนิดอื่นๆ ดวย 
 อะซีทิลเอสเทอเรสพบไดในจุลินทรียหลายชนิดสวนใหญสรางและปลดปลอยออกนอก
เซลล เชน Streptomyces lividans (Doupont และคณะ, 1996), Thermomonospora fusca 
(Bachmann และคณะ, 1991) Candida guilliremondii (Basaran และ Hang, 2000) แตก็มี     
จุลินทรียบางชนิดที่สรางเอนไซมเก็บไวในเซลล เชน Caldocellum saccharrolyticum (Luthi และ
คณะ, 1990) Thermoanaerobacterium sp. Strain JW/SL-YS485 (Shao และ Wiegel, 1995) 
Orpinomyces sp. Strain PC-2 (Blum และคณะ, 1999) สําหรับงานวิจัยนี้พบวา Streptomyces 
sp. PC22 สรางและปลอยอะซีทิลเอสเทอเรสออกนอกเซลล  
 จากการนําไซแลนชนิดตางๆ ที่มีขายทางการคามาทดลองใชเปนแหลงคารบอนในการ
เล้ียง Streptomyces sp. PC22 และมีพอลิเพพโทนซึ่งมีความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.05 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน พบวาไซแลนจากไมเบิรชที่ความเขมขน 1
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตี 0.33 หนวยตอมิลลิลิตรเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 3 วัน ซึ่ง
สูงกวา ไซแลนจากไมบีช และจากเปลือกขาวโอต      จากตารางที่ 2.1 ในบทที่ 2 พบวาไมเบิรช 
และไมบีช เปนไมเนื้อแข็งทั้งคู ซึ่งไซแลนจากไมเนื้อแข็ง มีหมูอะซีทิลเปนองคประกอบสูงคือ 
ประมาณ 3-4 เปอรเซ็นต ดังนั้นไซแลนจากไมทั้ง 2 ชนิดนี้นาจะมีประสิทธิภาพดีใกลเคียงกันใน
การชักนําการสรางเอนไซม     แตผลการทดลองนี้พบวาไซแลนจากไมบีชใหแอคติวิตีต่ํากวามาก 
จึงเปนไปไดวาไซแลนที่เตรียมจากไมบีชอาจผานขั้นตอน deacetylation ทั้งนี้จากการสังเกตพบวา
ไซแลนจากไมเบิรช แขวนลอยในน้ําไดดีกวาไซแลนจากไมบีช  ดังมีรายงานโดย Beg และคณะ 
(2001) วาไซแลนที่มีหมูอะซีทิลปริมาณสูงจะแขวนลอยในน้ําไดดี อยางไรก็ตามบริษัทผูผลิตไมได
ระบุปริมาณหมูอะซีทิลในไซแลนทั้ง 2 ชนิดนี้ สวนไซแลนจากเปลือกขาวโอต มีรายงานวาเปน    
อะราบิโนไซแลน และมีหมูอะซีทิลปริมาณต่ําประมาณ 1-2 เปอรเซ็นต (Johnson และคณะ, 
1988) ดังนั้นจึงมีประสิทธิภาพต่ําในการชักนําการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส        

User
Text Box
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ไดมีรายงานถึงการนําวัสดุทางการเกษตรหลายชนิดสามารถมาใชเปนแหลงคารบอนในการ
สรางอะซีทิลเอสเทอเรสไดเชน ซังขาวโพด (Basaran และ Hang, 2000 ) รําขาวสาลี (Christov 
และ Prior, 1993) หรือ ฟางขาวสาลี (Christakopoulos และคณะ, 1999) งานวิจัยนี้ไดนําวัสดุ
ทางการเกษตร เชน เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด รําขาวเจา รําขาวสาลี ฟางขาว กากเมลด็ฝาย และ
ขี้เล่ือย มาใชเปนแหลงคารบอนแทนไซแลนจากไมเบิรช เพื่อเปนการลดตนทุนในการผลิตเอนไซม 
และเปนการลดขยะใหแกส่ิงแวดลอม ผลการทดลองพบวาเปลือกขาวโพดความเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีสูงสุดคือ 0.31 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 
2 วัน ดังนั้นจึงคาดวาไซแลนในเปลือกขาวโพดมีหมูอะซีทิลปริมาณสูงเปนองคประกอบ     แตถา
หากเพิ่มความเขมขนของเปลือกขาวโพดมากขึ้นกวานี้ พบวาแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสจะ
ลดต่ําลง อาจเนื่องจากเมื่อความเขมขนที่เพิ่มสูงขึ้น ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีความหนดืเพิม่ข้ึนทาํให
การสงผานของอากาศสูอาหารเลี้ยงเชื้อไมทั่วถึง การทดลองที่ผานมาใชพอลิเพพโทนเปนแหลง
ไนโตรเจน  แตเนื่องจากพอลิเพพโทนเปนสารที่มีราคาแพง จึงไดทดลองใชอนินทรียไนโตรเจนชนิด
ตางๆ มาเปนแหลงไนโตรเจนพบวาเมื่อใชไซแลนจากไมเบิรชความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน อนินทรียไนโตรเจนใหผลผลิตเอนไซมสูงคือ (NH4)2HPO4  ที่ความ
เขมขนเทียบเทาเทียบเทา 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยใหแอคติวิตี 0.24 หนวยตอ
มิลลิลิตร แตเมื่อใชเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน พบวาอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ 
NH4Cl ที่ความเขมขนเทียบเทาไนโตรเจน 0.075 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยใหผลผลิต 
0.29 หนวยตอมิลลิลิตร     คาความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสวนใหญ
ยังคงเดิมคือที่ 9.0 ยกเวนเมื่อมีแหลงคารบอนคือไมเบิรชความเขมขน 1 เปอรเซ็นต และแหลง
ไนโตรเจนคือ (NH4)2HPO4 มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเปลี่ยนไปเปน 10.0 อาจเนื่องจาก 
HPO4

2- มีคา pK3 เทากับ 12.38 (Voet และ Vote, 1995) ดังนั้นจึงตองการคาความเปนกรดดาง
สูง เพื่อใหการแตกตัวของอิออนเกิดขึ้นไดดีแตอยางไรก็ตามพบวาเมื่อเพิ่มคาความเปนกรดดาง
ของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 11.0 การสรางเอนไซมกลับลดลง (รูปที่ 4.17) ทั้งนี้อาจเนื่องจาก 
Streptomyces sp. PC22 เจริญไดไมดีที่คาความเปนกรดดางสูงกวา 10.0 

ตารางที่ 5.1 ไดแสดงเปรียบเทียบปริมาณอะซีทิลเอสเทอเรสที่สรางโดย Streptomyces 
sp. PC22 กับจุลินทรียอ่ืนๆ ที่เลี้ยงในภาวะที่เหมาะสม จากขอมูลในตาราง พบวา Streptomyces 
sp. PC22 สามารถผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสในปริมาณสูงเมื่อเปรียบเทียบกับ จุลินทรียชนิดอื่นๆ 
และยังใชระยะเวลาเลี้ยงเชื้อคอนขางสั้น นอกจากนั้นการใชเปลือกขาวโพด และ NH4Cl ซึ่งเปน
แหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนราคาถูก ที่หาไดงายใหผลผลิตใกลเคียงกับการใชไซแลน
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รวมกับพอลิเพพโทนซึ่งมีราคาแพง ดังนั้นถามีการผลิตเอนไซมนี้ในระดับอุตสาหกรรมก็จะสามารถ
ทําไดโดยใชตนทุนการผลิตต่ํา 

จากการเปรียบเทียบสมบัติของอะซีทิลเอสเทอเรสที่ผลิตโดย  Streptomyces sp. PC22 
กับของจุลินทรียชนิดอื่นๆ ที่มีผูรายงานไวดังแสดงในตารางที่ 5.2 พบวาอะซทีิลเอสเทอเรสจาก 
Streptomyces sp. PC22 มีสมบัติคอนขางดีกวาจากจุลนิทรียอ่ืนๆ หลายชนิด เพราะทํางานไดดีที่
อุณหภูมิสูงและที่คาความเปนกรดดางคอนขางสงู และแมที่ 70 องศาเซลเซียสหรอืที่คาความเปน
กรดดางเทากบั 8 ก็ยังคงมีแอคติวิตีอยูในเกณฑสูง (รูปที ่4.21 และ 4.22) 

ผลการศึกษานี้ พบวาการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 สามารถ
ใชวัสดุทางการเกษตรคือ เปลือกขาวโพดมาใชเปนแหลงคารบอนทดแทนไซแลนทางการคาได 
และสามารถใช NH4Cl เปนแหลงไนโตรเจนได โดยภาวะที่เหมาะสมในการผลิตคือ อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตน 9.0 ใชระยะเวลาในการเลี้ยง
เชื้อเพียง 2 วัน  
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ตารางที่ 5.1  ชนิดของจุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนและระยะเวลาการเลี้ยงปริมาณอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

จุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน อุณหภูมิ
(°ซ)  

pH ระยะเวลาการ
บม (วัน) 

แอคติวิตี
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

เอกสารอางอิง 

ไซแลนจาก ไมเบิรช 
(1%) 

พอลิเพพโทน      
(0.05 % N) 

40 9.0 3  0.33  

ไซแลนจาก ไมเบิรช 
(1%) 

(NH4)2HPO4         
(0.05 % N) 

40 10.0 3  0.24 
 

เปลือกขาวโพด       
(1.5 %) 

พอลิเพพโทน      
(0.05 % N) 

40 9.0 2 วัน  0.31 
 

 
 

Streptomyces  
sp. PC22 

 

เปลือกขาวโพด      
 (1.5 %) 

NH4Cl              
(0.075 % N) 

40 9.0 2 วัน 0.29 
 

 
 
 
 

งานวิจยันี ้

Fusarium 
oxysporum 

ซังขาวโพด (3%) (NH4)3PO4 

( 0.1%) 
30 9.0 5 วัน  0.71  Christakopoul

os และคณะ
,1999 

Bacillus pumilus ซังขาวโพด (0.5%) - 37 7.0 40 ชม. 0.1  Degrassi และ
คณะ, 1998 
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ตารางที่ 5.1 (ตอ) ชนิดของจุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนและระยะเวลาการเลี้ยงปริมาณอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

จุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
อุณหภูมิ

(°ซ)  
pH ระยะเวลาการ

บม (วนั) 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

เอกสารอางอิง 

Termitomyces 
clypeatus 

ไซแลนจากไมเบิรช 
(1%)+ เซลลโูลสอะซิ

เทต (0.1%) 

สารสกัดจากยสีต 
(0.5%) 

- - 6 1.64 
 

Mukhopadhyay 
และคณะ, 1997 

Streptomycese   C-
248 

รําขาวสาล ี(1%) - 37 - 3 0.02 
 

Christov และ
Prior ,1993 

Streptomycese   C-
254 

รําขาวสาล ี(1%) - 37 - 3  0.14 
 

Christov และ 
Prior, 1993 

Streptomycese 
flavogriseus     45-

CD 

รําขาวสาล ี(1%) - 37 - 3  0.08 
 

Christov และ 
Prior, 1993 

Aspergillus awamori 
VTT-    D-75028 

รําขาวสาล ี(3%) - 30 5.0 4  0.18 
 

Christov และ
Prior ,1993 
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ตารางที่ 5.1 (ตอ) ชนิดของจุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนและระยะเวลาการเลี้ยงปริมาณอะซีทิลเอสเทอเรส 

จุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
อุณหภูมิ(°ซ)  pH ระยะเวลา

การบม (วัน) 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

เอกสารอางอิง 

Rodotorula 
Mucilaginosa  NRC 21 

1003 

Triacetin (1%) - 30 5.5 5 วัน 0.003 
 

Christov และ 
Prior,1993 

Streptomycese   C-248 รําขาวสาล ี(1%) - 37 - 3 0.02 
 

Christov และ
Prior,1993 

Thermomonospora 
fusca 

ไซแลนจากเปลือก
ขาวโอต (0.2%) 

สารสกัดจากยสีต 
(0.1%) 

50 - 80 ชม. < 0.1 Bachmann 
และMccarthy, 1991 

Trichoderma reesei QM 
91414 

larchwood(0.9%) 
+cellulose(0.1%) 

ยูเรีย (0.15%) 30 - 6 0.4  Biely 
และSchneider,1988 

Trichoderma reesei 
RUT-C30 

larchwood(0.9%) 
+cellulose(0.1%) 

ยูเรีย (0.15%) 30 - 5 0.367  Biely และ
Schneider,1988 

Schizophyllum 
commune 

cellulose (1%) ยูเรีย (0.15%) 30 - 11 0.35 
 

Biely และ
Schneider,1988 

หมายเหต ุ:   -  คือไมระบ ุ
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ตารางที่ 5.2 สมบัติของอะซทีิลเอสเทอเรส จาก Streptomyces sp. PC22 เปรียบเทยีบกับจุลนิทรยีอื่นๆ  
 

สายพนัธุจุลินทรีย 
อุณหภูมิที่
เหมาะสม

(°ซ) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ(°ซ) 

ความเปนกรด
ดางทีเ่หมาะสม 

ความเสถียรตอความ
เปนกรดดาง เอกสารอางอิง 

Streptomyces  sp. PC22 60 50, 30 นาท ี 6.5 4.0-9.0 จากการทดลอง 
Aspergillus  aculeatus 40 50, 20 ชม, 5.5 6.0-7.0 Leeuwen และคณะ, 1992 
A.awamori 37 50, 1 ชม.. 6.0-7.0 7.0-9.0 Koseki และคณะ, 2005 
A.clavatus 37 -- 6.5 - Linden และคณะ, 1994 
A. japonicus 37 - 6.5 - Linden และคณะ, 1994 
A. nidulans 37 - 6.5 - Linden และคณะ, 1994 
A. niger 37 - 6.5 - Linden และคณะ, 1994 
A. versicolor 37 - 6.5 - Linden และคณะ, 1994 
Bacillus pumilus 45 50,1 ชม. 8.5 8.0-9.0 Degrassi และคณะ, 2000 
Candida Guilliermondii 60 20-60 ,12 ชม. 7.5 5.8-8.0 Basaran และ Hang, 2000 
Caldocellum saccharolyticum 70 - 6.0 - Luthi และคณะ, 1990 
Clostridium cellulovorans 50 30, 12 ชม. 6.0 3.0-7.0 Kosugi และคณะ, 2002 
Fusarium oxysporum 55 - 6.5 - Christakopoulos และคณะ, 1999 
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ตารางที่ 5.2 (ตอ) สมบัติของอะซีทิลเอสเทอเรส จาก Streptomyces sp. PC22 เปรียบเทยีบกับจลุินทรียอื่นๆ  
 

สายพนัธุจุลินทรีย 
อุณหภูมิที่
เหมาะสม

(°ซ) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ(°ซ) 

ความเปนกรดดาง
ที่เหมาะสม 

ความเสถียรตอความ
เปนกรดดาง เอกสารอางอิง 

Orpinomyces sp. 30 - 9.0 - Blum และคณะ, 1999 
Schizophyllum commune 30 37,30 นาท ี 6.5 4.5-9 Linden และคณะ, 1994 
Streptomycese flavogriseus 50 - 6.0 - Linden และคณะ, 1994 
S. lividans 70 72, 15 นาท ี 5.5-8.5 - Dupont และคณะ, 1996 
S. olivochromigenes 50 - 6.0 - Linden และคณะ, 1994 
Termitomyces clypeatus 50 50 , 1 ชม. 6.5 4.5-8 Mukhopadhyay และ

คณะ, 1997 
Thermoanaerobacterium sp. 84 50-60,1 ชม. 7.5 8.0-9.0 Shao และ Wiegel, 1995 
Tricoderma reesei 30 - 6.5 - Linden และคณะ, 1994 

 
หมายเหต ุ: - คือไมระบุ 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. Tryptic soy broth (TSB) 
 
Pancreatic digest of casein   17.0 กรัม 
Enzymatic digest of soy bean meal  3.0 กรัม 
Dextrose     2.5 กรัม 
Sodium Chloride    5.0 กรัม 
Dipotassium Phosphate   2.5 กรัม 
น้ํากลัน่      1 ลิตร 
ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ   9.0 
อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 
 

2. สูตรอาหารขาวไรท 
 

วุนผง (Agar)     1.8 เปอรเซ็นต 
แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)   0.3 เปอรเซ็นต 
กลูโคส (glucose)    0.2 เปอรเซ็นต 
สารสกัดจากยสีต (yeast extract)   0.1 เปอรเซ็นต 
สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)   0.1 เปอรเซ็นต 
ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ   9.0 
อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 

 
 
 
 
 



 90

3. ไซแลน คอมเพล็กซ มีเดียม (xylan complex medium) 
 

ไซแลน (xylan)      0.5 เปอรเซ็นต 
พอลิเพบโตน (polypeptone)    0.5 เปอรเซ็นต 
สารสกัดจากยสีต (yeast extract)    0.1 เปอรเซ็นต 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  0.4 เปอรเซ็นต 
โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)    0.02 เปอรเซ็นต 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)   0.1 เปอรเซ็นต 
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)    0.002 เปอรเซ็นต 
ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ    9.0 
อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 

1. สารละลายพารา-ไนโตรเฟนลิอะซีเทต (ρ-nitrophenylacetate) 
เตรียมโดย ชัง่พารา-ไนโตรเฟนิลอะซีเทต 1.8 มิลลิกรัม ละลายใน 50 เปอรเซ็นต       
เมทานอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
 

 2.รีเอเจนทสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธ ีLowry (1951) 
  2.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย 
   โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)  20.0  กรัม 
   โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  4.0  กรัม 
   โซเดียมโปแทสเซียมตราเตรต (sodium potassium tatrate) 
        0.2  กรัม 
   น้ํากลัน่     1.0  ลิตร 
  2.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย 
   คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O)  2.5  กรัม 
   น้ํากลัน่     0.5  ลิตร 
  2.3 สารละลาย Lowry C ประกอบดวย 
   สารละลาย Lowry A   50  สวน 
   สารละลาย Lowry B   1  สวน 
  2.4 สารละลายผสม D ประกอบดวย 
   โฟลิน-ฟนิล รีเอเจนท (Folin-Phenol Reagent) 
        1  สวน 
   น้ํากลัน่     1  สวน 
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ภาคผนวก ค 
 

การนับสปอรดวย Hemacytometer 
 
1. ใชไมโครปเปตที่ปราศจากเชือ้ ดูดสารละลายสปอรที่ผานการกรอง และอยูใน           

กลีเซอรอล 30 เปอรเซ็นต ใสลงบนชองของ hemacytometer ปดดวย cover slip   
ใหเต็มชองหลังจากนัน้นาํมาสองดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40 เทา 

2. นับสปอร 9 ชองตามแนวทแยง โดยใหจาํนวนสปอรที่ไดจากคาเฉลีย่ 9 ชอง เปน X 
3. นําคา X ที่ไดมาเขาสูตร (X/4) ×106 หรือ (X)×2.5×105 
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ภาคผนวก ง 
 

กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล (p- nitrophenol) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวเวฬุรีย ทองคํา เกิดเมื่อวันพุธที่ 19 กันยายน พ.ศ. 2522 ที่กรุงเทพมหานคร ไดรับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา ในป
การศึกษา 2543 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทาง
อุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2544 ปจจุบันอาศัยอยู
บานเลขที่ 516/65 หมู 4 ตําบลสําโรงเหนือ อําเภอเมือง จังหวัดสมุทรปราการ 10270 
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