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 งานวิจัยนี้ไดศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสซึ่งเปนหนึ่งในกลุม
เอนไซมยอยสลายโซกิ่งของไซแลนจาก Streptomyces sp. PC22 ผลการแปรชนิดของไซแลนที่มี
ขายทางการคาไดแก ไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช และไมบีช พบวาไซแลนจากไมเบิรชเปน
แหลงคารบอนที่ดีที่สุดโดยความเขมขนที่เหมาะสมคือ 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) และเมื่อ
ใชรวมกับแหลงอินทรียหรืออนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ พอลิเพพโทน หรือ (NH4)2HPO4 ที่
ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) จะใหแอคติวิตีของ
เอนไซมสูงสุดเทากับ 0.33 และ0.24 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 3 วันที่
คาความเปนกรดดางเริ่มตนคือ 9 และ10 ตามลําดับ ผลการแปรวัสดุทางการเกษตรที่มี  ไซแลน
เปนองคประกอบ เมื่อใชเปนแหลงคาคารบอนแทนไซแลน ไดแก รําขาวสาลี รําขาวเจา  ฟางขาว  
เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด กากเมล็ดฝาย และขี้เลื่อย พบวาเปลือกขาวโพดที่ความเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เมื่อใชรวมกับแหลงอินทรีย หรืออนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสม
คือ พอลิเพพโทน ที่ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) หรือ 
NH4Cl ที่ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.075 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) จะใหแอคติวิ
ตีใกลเคียงกับการใชไซแลนจากไมเบิรชเปนแหลงคารบอนโดยมีคาสูงสุดเทากับ 0.31 และ 0.29 
หนวยตอมิลลิลิตรตามลําดับ เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 2 วัน ที่คาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 9      
จากการศึกษาสมบัติเบื้องตนของเอนไซมพบวาอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอ
การทํางานคือที่  60 องศาเซลเซียส และ 6.5 มีความเสถียรสูงถึงอุณหภูมิ คือ 50 องศาเซลเซียส 
และจะสูญเสียแอคตีวิตี เกือบสมบูรณเมื่อบมที่ 70 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที เอนไซมมี
ความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวงกวางคือ 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 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
 เซลลพืชเปนแหลงคารบอนหลักในธรรมชาติ ประกอบดวยพอลิเมอรที่เปนองคประกอบ
หลัก 3 ชนิด ดังนี ้ชนิดแรกคือ เซลลูโลส (cellulose) เปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลโูคสเชื่อมตอกัน
ดวยพนัธะ บตีา -1,4- ไกลโคซิดิก (β-1,4-glycosidic) ที่เปนสายตรง มีสูตรทัว่ไปคือ (C2H10O5)n 
พบประมาณ 30-50 เปอรเซ็นตของน้าํหนกัแหง ชนิดที่สองคือ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) เปน
สารประกอบโพลิแซคคาไรดที่มีน้าํตาลเพนโตส และ/หรือน้ําตาลเฮกโซส ไดแก ไซแลน กลูแคน 
แมนแนน ชนิดสุดทายคือ ลิกนนิ (lignin) เปนสารประกอบเชิงซอนประเภทพอลฟิโนลิก 
(polyphenolic) ซึ่งแตละหนวยเชื่อมตอกันดวยพนัธะอีเทอร (Wong และคณะ, 1988) โดย
องคประกอบทั้งสามจะมีความสัมพนัธกนัดังรูป  
 
 

 
 
 
รูปที่ 1.1 โครงสราง ลิกนิน เฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลส โดย C คือ เซลลูโลส, H คือ เฮมิเซลลูโลส 
และ L,H คือ ชั้นของลิกนนิกับเฮมิเซลลูโลส ซึ่งเปนสวนประกอบของทอลําเลียงน้าํในผนังชัน้ทีส่อง
ของพืช S1-S3 คือ ผนังชัน้ที่สอง P คือ ผนังชัน้แรก M.L. คือผนังชัน้กลาง (Kirk และCullen, 1998) 
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 ไซแลนจัดเปนเฮมิเซลลูโลสที่พบมากที่สุดในพืชโดยเปนองคประกอบหลักของผนังชั้นที ่ 2
ของพืช โดยพชืใบเลี้ยงคูหลายชนิดจะสรางเซลลชัน้ที ่ 2 ทีม่ีลักษณะหนาเมื่อพืชเจรญิเติบโตเต็มที่ 
อาจพบไซแลนไดบางในผนงัชั้นทีห่นึง่ของพืชใบเลี้ยงเดีย่ว ซึ่งไซแลนทีพ่บในพืชแตละชนิดจะมี
โครงสรางหลกัเหมือนกนั แตจะแตกตางกันที่บริเวณโซกิ่ง ปจจุบนัไดมีการศึกษาการยอยสลาย   
ไซแลนเพื่อนาํกลับมาใชประโยชนเนื่องจากไซแลนเปนทรัพยากรธรรมชาติ ที่สามารถใชไดไมมีวัน
หมด (Wong และคณะ 1988)   
 การยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลโมเลกลุเดี่ยว สามารถทําไดโดยใชสารเคมี (chemical 
hydrolysis) และการยอยดวยเอนไซม (enzyme hydrolysis ) หรือใชทั้งสองวิธีรวมกัน (Tsao และ 
Chiang,1983) 
 การยอยสลายไซแลนดวยสารเคมีคือ การยอยสลายไซแลนดวยดาง โดยในอุตสาหกรรม
การผลิตกระดาษ จะตมไมชิ้นเลก็ๆ ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน ภายใตสภาวะ
อุณหภูมิสูงเพือ่กําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลสบางสวน จากนั้นจะนาํไปผานกระบวนการฟอกสีเยือ่
กระดาษโดยใช คลอรีน และ คลอรีนไดออกไซด (chlorine dioxide ) ซึ่งพบวาจะเกิดสารพิษที่เปน
สารประกอบของคลอรีนขึ้นซึ่งเปนพิษตอส่ิงแวดลอมอยางมาก (Clarke และคณะ,1997) 
 การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมจะมีความจําเพาะมากกวาสารเคม ี และเปนมิตรตอ
ส่ิงแวดลอม ผลิตผลจากการยอยสลายสามารถนําไปใชผลิตสารอื่นๆ ที่เกิดประโยชนไดการยอย
สลายไซแลนดวยเอนไซมนัน้จะตองใชเอนไซมหลายชนิดรวมกันเรียกวา เอนไซมกลุมยอยสลาย 
ไซแลนมีเอนไซมดังตอไปนี ้ ไซแลเนส (endo-β-1,4 Xylan xylanohydrolase; EC 3.2.1.8) ทํา
หนาที่สลายพนัธะ บีตา-ดี-ไซโลซิดิก ในสายหลกัของไซแลนแบบสุม (Saddler, 1993) โดยจะตดั
โพลิเมอรของไซแลนสายยาวไดเปนไซโลโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ และน้ําตาลไซโลส จากนั้น
ไซโลโอลิโกแซคคาไรดจะถูกยอยตอดวยเอนไซมอ่ืนๆ เชน บีตาไซโลซเิดส (β-Xylosidsae หรือ    
β-1,4-Xylan xylanohydrolase; EC 3.2.1.37) ซึ่งจะยอยสลายพนัธะ บีตา-ดี-ไพราโนไซดทีละ1 
หนวยในสายไซโลโอลิโกแซคคาไรดหรือสายหลกัของไซแลนจากบริเวณปลายสายดาน นอนรีดิวซ
ไดเปนน้ําตาลไซโลส แตเนือ่งจากสายของไซแลนจะมหีมูขางเคียงหลายชนิดการยอยสลายไซแลน
อยางสมบูรณจึงตองสลายหมูขางเคียงออกดวยโดยมีเอนไซมดังตอไปนี้ แอลฟา-แอล-อะราบิโน
ฟวราโนซิเดส (α-L-arabinofuranosidase ;EC 3.2.1.55) ซึ่งยอยสลายพนัธะ แอลฟา-แอล-อะรา
บิโนฟวราโนไซด แอลฟา-ดี-กลูคูโรโนสิเดส (α-D-glucuronidase ; EC 3.2.1.) สลายพันธะ
แอลฟา-1,4- ระหวางแอลฟา-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.) จะยอยสลายพันธะบีตา-1,2 และ บีตา-1,3 ที่เชื่อมหมู   
อะซีทิลกับสายหลักหรือไซโลโอลิโกแซคคาไรด ไดผลิตภัณฑสุดทายเปนกรดอะซีตกิ (Beg และ
คณะ 2001) โดยแผนภาพรวมการทํางานของเอนไซมกลุมนี้แสดงดังรูปที่ 1.2  
 

 
รูปที่ 1.2 การยอยสลายไซแลนดวเอนไซมกลุมยอยสลายไซแลน (Biely,1985) 
  Ac  แทน  หมูอะซทีิล 
  Araf  แทน  แอล-อะราบิโนฟวราโนส 
  MeGlcA แทน  4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิคแอซิด 
  Xyl  แทน  ดี-ไซโลส 
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 งานวิจยันี้มจีดุประสงคที่จะศึกษาอะซทีิลเอสเทอเรสซึ่งเปนหนึ่งในเอนไซมยอยสลายโซกิ่ง
ของไซแลนจาก Streptomyces sp. PC22 ซึ่งเปนจุลนิทรียที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิ และคาความเปน
กรดดางสูง รวมถึงสามารถสรางไซแลนเนสทีท่ํางานไดดีที่อุณหภูมิสูง (Ungchaithum และ
Pinphanichakarn, 1998)  
 
วัตถุประสงคของการวิจยั 
 
 เพื่อศึกษาปจจัยและภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสจากเชื้อ  
Streptomyces sp. PC22 และศึกษาสมบัติเบื้องตนของเอนไซมที่ได 
 
ขอบเขตของการวิจัย 
 

  1.  ศึกษาแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนที่มีผลตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย   
            Streptomyces sp. PC22 
 

 2.  ศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces sp. PC22 
 
 3.  ศึกษาสมบัติเบื้องตนของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1 ไซแลน 
 

ไซแลนเปนเฮมิเซลลูโลสประเภทหนึง่ ที่ทาํหนาที่เชื่อมประสานชัน้ของเซลลูโลสและลิกนนิ
โดยเชื่อมกับชัน้ของลิกนินดวยพนัธะโควาเลนท และเชื่อมกับชัน้เซลลูโลสดวยพันธะนอน-โควา
เลนท หนาทีห่ลักคือทาํการปองกันการยอยสลายชัน้เซลลูโลสจากเอนไซมเซลลูเลส (Beg และ
คณะ, 2001) ไซแลนพบไดในพืชหลายชนดิ เชน หญา เฟรน มอส ไมเนื้อออน ไมเนือ้แข็ง ไซแลน 
เปนสายของน้าํตาลไซโลสทีเ่ชื่อมตอกันดวยพนัธะ บีตา-(1,4)-ดี- ไซโลไพราโนส ซึ่งจะมีหมู
ขางเคียง มาเชื่อมตอที่คารบอนตําแหนง 2 และ 3 หมูขางเคียงทีม่าเชื่อมตอ ไดแก แอลฟา-แอล-
อะราบิโนส แอลฟา-กลูคูโรนิคแอซิด หมูอะซีทิล และอาจมีหมูเฟอรรูริล มาเกาะอยูดวย ดังแสดง
ในรูปที ่ 2.1 - 2.3 ไซแลนจากพืชแตละชนิดมหีมูขางเคียงชนิดตางๆ ในปริมาณที่แตกตางกนั      
ดังตารางที่ 2.1 ไดแสดงถึงปริมาณที่แตกตางกนัของหมูอะซีทิลในไซแลนจากไมเนือ้แข็งชนิดตางๆ 
(Linden และคณะ, 1990) ในไมเนื้อแข็งจะมีอัตราสวนของ น้าํตาลไซโลสและหมูอะซีทิลเปน 10 
ตอ 7 (Kantelinen และคณะ, 1993) สวนหญาและธญัพืช เชน ฟางขาวสาลี เปลือกเมล็ดฝาย ก็
พบวามีหมูอะซีทิลเปนหมูขางเคียงเชนกนัแตมีปริมาณต่ํากวาของไมเนื้อแข็ง (Mcdermid และ
คณะ, 1990) สวนไซแลนจากไมเนื้อออนบางชนิดพบวามีหมูอะซทีิลเปนหมูขางเคยีงประมาณ 1-2 
เปอรเซ็นต (Maijala ,2000) บางชนิดกไ็มพบหมูอะซทีิลเปนหมูขางเคียง (Basaran และ Hang, 
2000) หนาที่หลกัของหมูอะซทีิลคือการปกปองไมใหสายหลักของไซแลนถูกยอยดวยเอนไซม     
ไซแลนเนส ซึง่มีรายงานวาไซแลนที่มหีมูอะซีทิลมาก การยอยสลายอยางสมบูรณกต็องอาศัยการ
ทํางานรวมกันของเอนไซมยอยสลายสายหลัก และอะซีทิลเอสเทอเรสมากขึ้น (Mcdermid และ
คณะ, 1990) 
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ตารางที่ 2.1 แสดงปริมาณหมูอะซีทิลในไซแลนไมเนื้อแข็งชนิดตางๆ โดย Samara, 1992 (อางถงึ
โดย Linden และคณะ, 1994)    

 
ชนิดของไมเนือ้แข็ง ปริมาณหมูอะซีทิล (% น้ําหนักตอน้าํหนัก) 

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 องคประกอบทางเคมีของไซแลนจากไมเนื้อแข็ง (Hon และ Shiraishi, 1990) 
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รูปที่ 2.2 โครงสรางไซแลนทีพ่บในพืชทัว่ไป (Kanauchi และ Bamforth, 2003) 
 

   X   แทน   ไซโลส 
  A  แทน  หมูอะราบโินส 
  F  แทน  หมู เฟอรริล 
  Ac  แทน  หมูอะซทิิล 
 
 

2.2 อะซีทิล(ไซแลน)เอสเทอเรส (EC 3.1.1.6.) 
 
 อะซีทิลเอสเทอเรส ถูกจัดวาเปนเอนไซมชนิดหนึ่งที่มีความสําคัญตอการยอยสลายผนัง
เซลลพืชโดยในป 1963, Frohwein และคณะ (อางถึงโดย Linden และคณะ, 1994) ไดคนพบ
เอนไซมอะซีทิลเอสเทอเรสยอยสลายซับสเตรสชนิดตางๆ ที่มีหมูอะซีทิลเปนองคประกอบ เชน 
acetyl-mannose, acetyl-glucose, acetyl-maltose และ acetyl-cellobiose พบวาซับสเตรท
เหลานั้นถูกยอยสลายได ในป 1981 Williams และ Withers  ไดรายงานถึงการทํางานของอะซีทิล 
เอสเทอเรสอีกครั้ง จากการคัดแยกแบคทีเรียมากกวา 100 สายพันธุจากลําไสของสัตว พบวากวา 
30 สายพันธุที่คัดแยกไดนั้นมีความสามารถในการยอยสลายไซแลนไดและตรวจพบวามีแอคติวิตี
ของเอสเทอเรสอยูดวย อยางไรก็ตามแอคติวิตีของเอสเทอเรสตอการยอยสลายอะซีทิลไซแลนยัง
ไมไดรับการสนใจมากนักจนกระทั่งในป 1985 Biely ไดรายงานถึงการทํางานของ อะซีทิล         
(ไซแลน) เอสเทอเรส (EC 3.1.1.6.) เปนครั้งแรก  
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2.2.1 หนาที่ของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
 อะซีทิลเอสเทอเรสจัดเปนเอนไซมสําคัญชนิดหนึ่งในกลุมยอยสลายหมูขางเคียงของ      
ไซแลน โดยทําหนาที่ในการสลายพันธะ บีตา -1,2 และ บีตา -1,3 ของหมูอะซีทิลที่เชื่อมอยูกับสาย
ไซแลน สงผลใหเอนไซมยอยสลายสายหลักเขายอยสลายไซแลนไดดีขึ้นผลผลิตที่ไดจากการ
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 การทํางานรวมกนัระหวางอะซีทิลเอสเทอเรสและไซแลเนส 
 
 หมูอะซทีิลมหีนาที่ปองกันสายไซแลนจากการยอยสลายของเอนไซม และปองกันไมให
ผนังเซลลของพืชถูกทาํลาย จากการศึกษาการยอยหญาแหงในลาํไสของสัตว พบวา ไซแลนที่มีหมู
ขางเคียงเปนอะซีทิลจะถูกยอยไดยาก และยิ่งมจีํานวนหมูอะซีทิลมากอัตราการยอยสลายจะลดลง 
แตเมื่อนําอะซทีิลไซแลนมาทําการสลายหมูอะซีทิลออกกอนดวยสารเคมีพบวา ไซแลนจะถกูยอย
สลายไดเพิ่มมากขึ้น และเชนเดียวกนัเมือ่ทําการเตรียมไซแลนชนิดเดียวกนัโดยใชอะซีทิลเอสเทอ
เรสแทนสารเคมีพบวาชวยใหเกิดการยอยสลายไซแลนไดดีขึ้น Puls และคณะ (1991) รายงานวา 
เมื่อนําอะซีทิล-4-O-เมทิลกลคููโรโนไซแลน จากไมบีชมายอยดวยอะซีทิลเอสเทอเรสรวมกับไซแลน
เนส พบวาจะถูกยอยสลายไดดีข้ึน พบน้าํตาลไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส เปนจาํนวน
มาก ซึง่มากกวาการใชไซแลเนสเพียงชนิดเดียว เมื่อ Poutanen และคณะ (1990) ศึกษาถงึการ
ทํางานของไซแลเนสรวมกับอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Tricoderma reesei พบวาทั้งสองเอนไซม
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สงเสริมซึ่งกันและกันในการยอยสลายพนัธะไกลโคซิดิก โดยพบวาเมื่อใช อะซีทลิเอสเทอเรสดึง
หมูอะซทีิล จากไซโลโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ ออกจะทําให เกิดการยอยสลายไซแลนไดอยาง
สมบูรณ Biley และคณะ (1988) พบวาหากไซแลนไดรับการยอยสลายหมูขางเคียงกอนไซแลนเนส
จะทาํงานไดดีขึ้น Poutanen และคณะ (1990) พบวาหากไซแลนเนสทํางานกอนจะชวยทําให    
อะซีทิลเอสเทอเรสทํางานไดดีเชนกัน  

อยางไรก็ตามผลที่ไดจากการทํางานอะซีทลิเอสเทอเรสรวมกับเอนไซมยอยสลายสายหลัก
ชวยทําใหเกิดการยอยสลายไซแลนไดอยางสมบูรณจะไดผลผลิตสุดทายคือ น้าํตาลไซโลส และ
กรดอะซีติกซึ่งสามารถนํามาใชประโยชนในดานตางๆ อีกมากมาย  

 
การใชประโยชนจากน้ําตาลไซโลส 
 

 เมื่อเกิดการยอยสลายอยางสมบูรณของไซแลนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่ไดคือ น้ําตาลไซโลส 
ซึ่งสามารถนํามาใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ มากมาย เชน ในการผลิต high fructose corn 
sweetener โดยน้ําตาลไซโลสจะถูกนําไปใชเปนสารกระตุนในการสรางเอนไซมไซโลสไอโซเมอเรส
(D-Xylose ketol isomerase; EC 5.3.1.5) ซึ่งจะเปลี่ยนน้ําตาลไซโลสไปเปนน้ําตาลฟรักโทส (D-
fructose) ซึ่งจะถูกนําไปใชในอุตสหกรรมการผลิตขนมหวานและลูกกวาด   น้ําตาลไซโลสยังถูก
นําไปใชเปนวัตถุดิบเพื่อการผลิตไซลิทอล ซึ่งเปนสารที่ใชทางการแพทยทดแทนน้ําตาลใหกบัผูปวย
ที่เปนโรคเบาหวาน หรือใชเพื่อใหความหวานในลูกอม ยาสีฟน หมากฝรั่ง โดยไมทําใหฟนผุ 
(Uchida และคณะ, 1992) โดยมีกระบวนการเปลี่ยนดังรูปที่ 2.4 นอกจากนี้ยังใชน้ําตาลไซโลส
เปนสารอาหารใหกับจุลชีพ เพื่อใชผลิตโปรตีนเซลลเดียว และใชในการผลิตเชื้อเพลิงโดยเปนสาร
ตั้งตนในการผลิตแอลกอฮอล (Tsujibo และคณะ, 1990) ชนิดของจุลินทรียที่สามารถใชน้ําตาล
ไซโลสในการผลิตแอลกอฮอล และสารอื่นๆ ได แสดงดังตารางที่ 2.2 และการเปลี่ยนไซโลสเปน
แอลกอฮอลแสดงดังรูปที่ 2.5 
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      xylose reductase       xylose dehydrogenase 
     Xylose                                       Xylitol                                              Xylulose 
 
              NAD+ 
                  NADH+H+ 
 
 
รูปที่ 2.4 แสดงการเปลี่ยนน้ําตาลไซโลสเปนไซลิทอล (Walker, 1998) 
 
 
ตารางที่ 2.2 ชนิดของจุลินทรียที่สามารถใชไซโลสในการผลิตแอลกอฮอล 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
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 
 
 



 

 

11

   
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.5 การหมักน้ําตาลไซโลสไปเปนแอลกอฮอลโดยยีสต (Walker, 1998) 
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 น้ําตาลไซโลสสามารถนําไปเปนสารตั้งตนในการผลิต Furfural หรือที่รูจักกันในชื่อ 
furfurol, furol และ furfuraldehyde เมื่อกลั่นไดใหมๆ จะเปนของเหลวไมมีสี จุดตดิไฟงายระเหย
ได และเมื่อสัมผัสกับอากาศหรือแสงสวางจะมกีลิ่น ถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมเคม ี เชน นาํมาทาํ
เปนตัวทําละลายในการทําใหบริสุทธิ์ของน้ํามนัหลอล่ืนคุณภาพสูง, ยางสนและน้ํามันพชื และยัง
ไดเปนสารตั้งตนในการผลิต ไนลอน เรซนิ น้ํามันเคลือบเงา การเปลีย่นแปลงไซโลสเปน furfural 
แสดงดังรูปที่ 2.6  
 
                             C5H10O5                                  C5H4O2    + 3H2O 
       Xylose    Furfural  
 
รูปที่ 2.6 การเปลี่ยนไซโลสเปน furfural (การใชประโยชนจากกากออย, 2541) 
 
 

2.2.3 การใชประโยชนจากอะซีทิลเอสเทอเรสในดานอืน่ๆ  
 

อะซีทิลเอสเทอเรสสามารถทํางานรวมกับไซแลนเนสในการฟอกสีเยื่อกระดาษทําใหชวย
ลดใชสารเคมี เชน โซเดียมไฮดรอกไซด และคลอรีน เนื่องจากการยอยสลายไซแลนในเยื่อกระดาษ
จะทําใหลิกนินซึ่งเกาะกับไซแลนหลุดออกไป สงผลใหกระดาษมีความขาวและสวางมากขึ้น 
ปจจุบันนักวิทยาศาสตรไดนําอะซีทิลเอสเทอเรสไปใชในดานอื่นๆ นอกเหนือจากการทํางาน
รวมกับไซแลนเนส เชนนําไปใชในการยอยสลายหมูอะซีทิลในคารโบไฮเดรตชนิดอื่นๆ รวมถึง
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวอีกดวย ซึ่ง Biley และคณะ (2003) พบวาอะซีทิลเอสเทอเรสสามารถดึงหมู 
อะซีทิลจาก vinyl acetate ,triacetin และ ethyl acetate ในสภาวะที่มีน้ํานอยได ผลการทดลอง
พบวาไดผลดีมาก ซึ่งเปนการทดลองเริ่มตนเพื่อเปนทางเลือกในการดัดแปลงโอลิโกแซคคารไรด 
และพอลิแซคคาไรดตางๆ ในอนาคต   
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2.3   แหลงของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

อะซีทิลเอสเทอเรสพบไดในจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย แอคติโนมัยสที ยสีต รา    
จุลินทรียสวนใหญมักสรางและปลดปลอยเอนไซมออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) แตมี
จุลินทรียบางสายพนัธุที่สรางเอนไซมเก็บไวภายในเซลล (intracellular enzyme) ตัวอยางสาย
พันธุจุลินทรียที่สามารถสรางอะซีทิลเอสเทอเรส แสดงดังตารางที่ 2.3 

 
ตารางที่ 2.3 ตัวอยางสายพนัธุของจุลนิทรยีที่สามารถสรางอะซทีิลเอสเทอเรส 

 
สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

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 (ตอ) ตัวอยางสายพนัธุของจลุินทรียที่สามารถสรางอะซทีิลเอสเทอเรส 
 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
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  แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
 Biely และ คณะ (1988) ไดศึกษาการเลีย้ง Trichoderma reesei และ Schizophyllum 
commune โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย แบคโตเพบโตน 0.0735% (NH4)2SO4 0.666% 
ยูเรีย 0.15 % CaCl2 0.15 % MgSO4 0.15 % citric acid 0.584% K2HPO4 0.771 % และมีการ
แปรแหลงคารบอนดังนี้คือ 0.1 % ของ ด-ีกลูโคส, ดี-ไซโลส, ดี-เซลโลไบโอส, larchwood 
xylan ,birchwood xylan และ เซลลโูลส ผลการทดลองพบวาเมื่อใชแหลงคารบอนเชิงซอน
สามารถชกันาํการสรางเอนไซมไดดีจึงทําการแปรแหลงคารบอนเพิ่มเตมิโดยใช 0.9% larchwood 
xylan รวมกบั 0.1% เซลลูโลส (9:1) เปนแหลงคารบอนเปรียบเทยีบกับเมื่อใชชนิดเดียวพบวา
แหลงคารบอนผสม สงผลใหมีการสรางเอนไซมดีที่สุดใน Trichoderma reesei  สายพันธุ QM 
9414 และ RUT C-30 โดยแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสสูงสุด 0.40 หนวยตอมลิลิลิตร เมื่อเลี้ยง
เปนเวลา 4 วนั และ 0.367 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเวลา 5 วนั ตามลาํดับ สําหรับ Schizophyllum 
commune พบวามีเอนไซมแอคติวิตีสูงสุด คือ 0.35 หนวยตอมิลลิลิตรเมื่อใช 1% เซลลูโลสเปน
แหลงคารบอนเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 11 วัน 
 Mcdermid และคณะ (1990) เลี้ยง Fibrobacter succinogenes subsp. 
succinogenes S85 โดยใช 0.6% แอมโมเนยีมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน แปรแหลงคารบอน
ดังนี้คือ 0.3% Avicel microcrystalline cellulose เลี้ยงเปนเวลา 25 ชั่วโมงและ 0.5% กลูโคส 
เปนแหลงคารบอนเลี้ยงเปนเวลา 8 ชั่วโมง พบแอคติวติีของอะซีทิลเอสเทอเรส สงูสุดคือ 1.5 และ 
4.4 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ   
 Bachmann และMcCarthy (1991) เลี้ยง Thermonospora fusca โดยมี 0.2 % ไซแลน
จากเปลือกขาวโอต หรือ carboxymethylcellulose เปนแหลงคารบอนเพื่อผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส
โดยบมที ่50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาไซแลนจากเปลือกขาวโอตใหแอคติวิตีของ
เอนไซมสูงสุด คือ 0.006 หนวยตอมิลลิลิตร 
 Dupont และคณะ (1996) เลี้ยง Streptomyces lividans โดยมีไซโลสเปนแหลงคารบอน 
บมเชื้อที่อุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส พบการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสสูงสุดเมื่อเลีย้งเปนเวลา 69 
ชั่วโมง 
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 Mukhopadhyay และคณะ (1997) แหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ในการเลี้ยงเชื้อ 
Termitomyces clypeatus เมื่อใชความเขมขนของแหลงคารบอน 1 % พบวาสงผลตอการสราง
เอนไซมเรียงตามลําดับดังนี ้ กลูโคส แปง ไซโลส อะราบิโนส อะราบิแนน อะราบิโนกาแลคแตน   
ไซแลนจากไมเบิรช เซลลูโลส แอคติวิตี คือ 0.25, 0.22, 0.28, 0.86, 0.68, 1.14 และ 0.52 หนวย
ตอกรัมไมซีเลียม และพบวาเมื่อใช เซลลโูลสกับไซแลนเปนแหลงคารบอนรวมกนัโดยใช เซลลูโลส 
0.5% และไซแลน 0.5% แอคติวิตีคือ 1.32 หนวยตอกรัมไมซีเลียม แตถาใชไซแลน 1% กบั 
เซลลูโลส อะซีเทต 0.1% จะใหแอคติวีตีสูงสุดคือ 1.64 หนวยตอกรัมไมซีเลียม 
 Saraswat และ Bisaria (1997) เลี้ยง Melanocarpus albomyces ΙΙS 68 ในอาหารที่
ประกอบดวย 0.05% ยูเรีย, 0.06% KH2PO, 0.04% K2HPO4, 0.05% MgSO4.7H2O และ 1.0 % 
สารสกัดจากยสีต คาความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารคือ 6.0 บมเชื้อที่อุณหภูมิ 45           
องศาเซลเซยีส เลี้ยงเปนเวลา 125 ชั่วโมง โดยแปรชนิดของแหลงคารบอน พบวาเมื่อใชน้ําตาล
โมเลกุลเดี่ยวเปนแหลงคารบอน เชน อะราบิโนส กลูโคส ไซลิทอล และไซโลส ความเขมขน 0.2% 
ไดแอคติวิตี 2.9, 2.68, 2.02, และ3.61 หนวยตอกรัมไมซีเลียมตามลําดับ และเมือ่ใชพอลิแซคคา
ไรด คือ ไซแลนจากไมบีช, ไซแลนจากไมเบิรช, ไซแลนจากไมลาค, ไซแลนจากเปลือกขาวโอต, 
Avicel cellulose, Carboxymethyl cellulose และ Solka Floc ไดแอคติวิตี ดังนี ้4.34, 3.5, 4.93, 
5.27, 2.84, 2.08 และ 2.00 หนวยตอกรัมไมซีเลียมตามลําดับ แหลงคารบอนที่เปนวัสดุเหลอืทิ้ง
ทางการเกษตร กากออย ซังขาวโพด เปลอืกถั่ว และ ฟางขาวสาล ีไดแอคติวิตี ดังนี ้ 5.20, 10.25, 
4.0 และ 12.9 หนวยตอกรัมไมซีเลียมตามลําดับ ซึ่งพบวาฟางขาวสาลใีหแอติวีตีสูงทีสุ่ด 
 Degrassi และคณะ (1998) ศึกษา Bacillus pumilus โดยเลี้ยงในอาหาร ที่มี 0.5 %
เปลือกขาวโพด หรือไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบเอนไซมแอคติวิตีของอะซีทลิเอสเทอเรสสงู
ในชวง 40-72 ชั่วโมง โดยเมื่อเลี้ยงในไซแลนจากเปลือกขาวโอตใหแอคติวิตี 0.05 หนวยตอ
มิลลิลิตร และเมื่อเลี้ยงใน ซงัขาวโพดใหแอคติวิตี 0.1 หนวยตอมิลลิลติร 
 Christakopoulos และคณะ (1999) ศึกษาการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Fusarium 
oxysporum โดยเลี้ยงในอาหารทีป่ระกอบดวย NaH2PO4 10.0, KH2PO4 1.0, CaCl2 0.3 
MgSO4.7H2O 0.3 กรัมตอลิตร มี 1 % แอมโมเนียมฟอสเฟตเปนแหลงไนโตรเจน  ใช กลโูคส 
0.02% หรือ 0.1 % ซังขาวโพด, ฟางขาวสาลี ,ผิวมะเขอืเทศ และ รําขาวสาล ี เปนแหลงคารบอน 
บมที ่30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา ซงัขาวโพด สามารถชักนําการสรางอะซทีิลเอส
เทอเรส ไดดีกวาฟางขาวสาลี ผิวมะเขือเทศ และ รําขาวสาล ี โดยมีแอคติวิตี เรียงตามลาํดบั
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ดังนี้คือ 0.71, 0.39, 0.38 และ 0.06 หนวยตอมิลลิลติร และพบวาความเขมขนของซังขาวโพดที่
เหมาะสมคือ 3%และระยะเวลาเลี้ยงเชื้อทีใ่หแอคติวิตีสูงสุด คือ 4 วนั 
 Basaran และ Hang (2000) พบวาเมือ่เลี้ยง Candida guilliermondii ในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ประกอบ ดวย 0.67% สารสกัดจากยีสต และแปรแหลงคารบอนคือไซแลนจากเปลือกขาว
โอต ไซแลนจากไมเบิรช หรือ ซังขาวโพด ความเขมขน 1% บมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  
พบวา ซงัขาวโพดใหแอคติวติีของอะซีทิลเอสเทอเรสสูงสุดคือ 0.85 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อ
เลี้ยงเปนเวลา 60 ชั่วโมง  
 Chave และคณะ (2004) พบวา Pennicillium purpurogenum สรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
ไดดี เมื่อมี 0.1% ไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน และเมื่อใชไมเบิรชเปนแหลง
คารบอนกลับสรางเอนไซมไดปริมาณนอย และแทบจะไมพบแอคติวิตีเลยเมื่อใช กลูโคส ไซโลส 
หรือ ไซลิทอลเปนแหลงคารบอน เมื่อเลีย้งเปนเวลา 4 วัน ซึง่ ตรวจสอบแอคตีวิตีโดยวิธี western 
blot และพบวา คาความเปนกรดดางของอาหารเลีย้งมีผลตอการแสดงออกของยีนโดยพบวา
เอนไซมถูกชักนําใหเกิดการสรางในอาหารทีมีคาความเปนกรดดางเริ่มตนเปนกลาง  
 Koseki และคณะ (2005) รายงานการเลี้ยง Pichia pastoris ที่ไดรับยีนในการสราง     
อะซีทิลเอสเทอเรสจาก Aspergillus awamori ในอาหาร BMGY ซึ่งประกอบดวย สารสกัดจาก 
ยีสต 1% เพพโทน 2% กลีเซอรอล 1% (v/v) ไบโอติน 0.00004 % (NH4)2SO4 1.34 % และ     
เมธานอล 0.5% (v/v) พบวาใหแอคติวิตีประมาณ 2.9 หนวยตอมิลลิลติร เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 4 วนั 
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2.5  สมบัติของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
 2.5.1 อุณหภมูิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
 อะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรียตางๆ มีสมบัติในแงของอุณหภูมิและความเปนกรดดางที่
เหมาะสมตอการทํางานแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 2.4 
 
ตารางที่ 2.4 อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก 
จุลินทรียตางๆ  
 

สายพนัธุจุลินทรีย 
อุณหภูมิที่
เหมาะสม

(°ซ) 

ความเปน
กรดดางที่
เหมาะสม 

เอกสารอางอิง 

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 (ตอ) อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส
จากจุลินทรียตางๆ  
 

สายพนัธุจุลินทรีย 

อุณหภูมิ
ที่

เหมาะสม
(°ซ) 

ความเปน
กรดดางที่
เหมาะสม 

เอกสารอางอิง 

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 ความเสถียรตออุณหภูมิและคาความเปนกรดดางของอะซีทิลเอสเทอเรส 

 อะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรียตางๆ มีความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดาง
แตกตางกนัออกไป แสดงดังตารางที ่2.5 

ตารางที่ 2.5 ความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดางของอะซทีิลเอสเทอเรสจากจุลนิทรีย
ตางๆ  

สายพนัธุจุลินทรีย 
ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ (°ซ) 

ความเสถียร
ตอความ
เปนกรด
ดาง 

เอกสารอางอิง 

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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จากรายงานขางตน พบวามีการศึกษาอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆ 
เนื่องจาก อะซีทิลเอสเทอเรสเปนเอนไซมที่ยอยสลายหมูขางเคียงของสายไซแลน เชื้อสวนใหญ
ผลิตไดในปริมาณนอย เมื่อเทียบกับเอนไซมยอยสลายสายหลัก ดังนั้นงานวิจัยนี้สนใจศึกษาการ
ผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 เนื่องจากสามารถเจริญไดดีที่ภาวะเปนดาง
และอุณหภูมิสูง ซึ่งเปนสมบัติที่เหมาะสมในการเลี้ยงระดับอุตสาหกรรม และจากการศึกษาของ 
สุมาลี อ้ึงใจธรรม (2539) พบวาเชื้อสามารถสรางเอนไซมไซแลนเนสไดสูง ทั้งยังมีความเสถียรตอ
ความเปนกรดดางและอุณหภูมิในชวงกวาง ดังนั้นอะซีทิลเอสเทอเรสที่ผลิตไดนาจะมีสมบัติ
ใกลเคียงกัน ซึ่งขอมูลที่ไดสามารถนําไปใชใหเกิดประโยชนในการศึกษาขั้นตอๆ ไป 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณี เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 

3.1 เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
 

1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ ( Incubator shaker ) ของ Amerex Instruments Inc. บริษัท
กิบไทยจํากัด. 

2. เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (Refrigerator centrifuge) รุน Kubota 1920 บริษัท แบง    
เทรดดิ้ง 1992 จํากัด.  

3. เครื่องปนเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน KM-15200 ของ Kubota, Japan. 
4. เครื่องวัดความเปนกรดดาง ( Digital pH meter) รุน Cyberscan 2000 ของ Eutech 

Cybernetics, Singapore. 
5. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Perkin Elmer instruments Lamda 

25 UV/VIS Spectrometer บริษัทเพอรกิน แอลเมอรจํากัด 
6. เครื่องชั่ง รุน PG2002-S และ รุน AG285 บริษัท Mettler Toledo, สวิสเซอรแลนด 
7. เครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) รุน  502P-2 บริษัท PMC, U.S.A 
8. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co, Ltd., ญี่ปุน, รุน 

MLS-3020 บริษัท Sanyo Electrics, ญี่ปุน 
9. ฮีมาไซโทมิเตอร (Haemacytometer) Schott Duran, เยอรมน ี
10. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus, ญี่ปุน 
11. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar flow รุน HS-124 บริษัท ISSCO, สหรัฐอเมริกา 
12. เครื่องผสมสาร (Mixer) รุน vortex-genies 2 G560E บริษัท Scientific Industries Inc., 

สหรัฐอเมริกา 
13. อางน้ําควบคมุอุณหภูม ิ (Water bath) รุน Temppet บริษัท T-80 Tokyo Rikakikai, 

ญี่ปุน และ รุน W 760 บริษัท Memmert, เยอรมน ี
14. เครื่องปนเหวีย่งชนิดทาํความเย็น (Refrigerator centrifuge) รุน Avanti Centrifuge J-

30I บริษัท Beckman, Germany 
15. ไมโครปเปตต (Micropipette) ขนาด 100, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท 

Gilson, ฝร่ังเศส 

User
Text Box
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3.2 เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

1. พารา-ไนโตรเฟนิล อะซีเทต ( ρ-nitrophenyl acetate) ของ Sigma, สหรัฐอเมริกา 
2. พารา-ไนโตรฟนอล (ρ-nitrophenol) ของ Sigma, สหรัฐอเมริกา 
3. อะลูมินา (Alumina) ของ Sigma, สหรัฐอเมริกา 
4. ไซแลนจากไมเบิรช (Birchwood Xylan ) ของ Sigma, สหรัฐอเมริกา 
5. ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Oat spelt xylan) ของ Sigma, สหรัฐอเมริกา 
6. ไซแลนจากไมบีช (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. เฟอรรัสซัลเฟต (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. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) บริษัท Merck, เยอรมน ี
24. กลูโคสโมโนไฮเดรต (C6H12O6⋅H2O) บริษัท Merck, เยอรมน ี
25. แอมโมเนยีมคลอไรด (NH4Cl) บริษัท Merck, เยอรมน ี
26. คอปเปอรซัลเฟต (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 ในอาหารแข็งชนดิเอียงขาวไรท (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 2) บมที่อุณหภูม ิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 วนัจนสายใยเจริญเต็มที ่แลวนํามาไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 10-15 วันเพื่อใหเกดิการสรางสปอรจํานวนมาก นํามาขูดสปอรโดยเทคนิค
ปลอดเชื้อ โดยใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อเปนตวัแขวนลอยดดูสปอรแขวนลอยที่ได มากรองผานชุดกรอง
สปอร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) นาํสปอรแขวนลอยทีก่รองไดมาปนเหวีย่งที่ความเร็ว 3000 รอบ
ตอนาท ี นาน 10 นาท ี จงึเทสวนน้าํใสทิ้ง ลางสปอรดวยน้าํ 2 คร้ัง จากนัน้แขวนลอยใน 30 
เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชือ้แลว 2 คร้ัง โดยเจือจางใหไดความเขมขนของสปอร
เทากับ 2×108 สปอรตอมิลลิลิตร แบงเกบ็เปนปริมาตรนอยๆ (aliquots) ที่อุณหภมูิ -20 องศา
เซลเซียส จนกวาจะนาํมาใช 

 
3.3.1.2 การเตรียมหัวเชื้อ  
 
เลี้ยง Streptomyces sp. PC22  โดยถายสปอรที่ความหนาแนน 2×108  

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) pH 9.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวย (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ที่บรรจุขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาที  
ที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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3.3.1.3 การเลี้ยงเพื่อตรวจสอบแหลงสะสมอะซทีิลเอสเทอเรส 
 

ถายหัวเชื้อ  Streptomyces sp. PC22 จากขอ 3.3.1.2 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ (Xylan complex medium ภาคผนวก 
ก หมายเลข 2) pH 9.0 ที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Oat spelt xylan) ความเขมขน 0.5 
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) ปริมาตร 60 
มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่อง
เขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 วัน นําสวนน้าํ
เลี้ยงเชื้อที่ไดมาปนเหวีย่งในเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภมูิ นําสวนน้ําใสที่ไดซึ่งเรียกวา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตี
ของอะซีทิลเอสเทอเรส จากนั้นลางเซลลดวยน้าํกลัน่จาํนวน 3 รอบ โดยนําเซลลที่ไดมาทาํใหแตก
โดยบดรวมกบัผงอะลูมนิาในโกรง ดวยอตัราสวนน้ําหนักเซลลเปยกตออะลูมินาเทากับ 1 ตอ 1 
จากนั้นเติม 0.5 โมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0 เพื่อเปนตวัทาํละลาย นาํสวนผสมที่ได
ไปปนเหวี่ยงในเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิดวยความเรว็ 10,000 รอบตอนาท ี อุณหภูม ิ 4 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที นําสวนใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของ อะซีทิลเอสเทอเรส 
 
 3.3.2 การวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส  
 

การวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสเปนวธิีที่ดัดแปลงมาจาก Kormelink และ
คณะ (1993) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 0.1 มิลลิลิตร 10 มิลลิโมลาร พารา-ไนโตร
เฟนิล อะซีเทต (p-nitrophenyl acetate) ที่ละลายอยูในเมทานอลในน้ําความเขมขน 50 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) 0.3 มิลลิลิตร 0.5 โมลาร โซเดยีมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0                 
0.1 มิลลิลิตร และสารละลายอะซทีิลเอสเทอเรส ความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
นําสวนผสมนีไ้ปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาท ีแลวหยุดปฏกิิริยาดวยการแช
ในอางน้าํแข็งเปนเวลา 10 นาท ีนาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร  

กราฟมาตรฐานใช พารา-ไนโตรฟนอล (p- nitrophenol) ความเขมขนในชวง 0-10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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1 หนวยของอะซีทิลเอสเทอเรส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย พารา-ไนโตรเฟนิล   
อะซีเทต แลวให พารา-ไนโตรฟนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะขางตน 

 
3.3.3 การหารูปแบบการเจริญ ของ Streptomyces sp. PC22   
 
ถาย 100 ไมโครลิตรของสปอร Streptomyces sp. PC22 ที่ความหนาแนน 2×108   

สปอรตอมิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวย 
ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน เลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาท ี
ที่ 45 องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
 

3.3.4 การหาอายุหัวเช้ือทีเ่หมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

ถายสปอรแขวนลอยที ่ ความหนาแนน 2x108 สปอรตอมิลลิลิตร 100 ไมโครลิตร ลงใน 
TSB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน 
เลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญ 
โดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จากนัน้ถาย 5 เปอรเซ็นต หัวเชือ้ 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ที่ระยะ mid log phase (คาดูดกลืนแสง 1.2) และ ระยะ late log phase 
(คาดูดกลืนแสง 1.6) ลงใน 30 มิลลิลิตร อาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ pH 9.0 ที่มีไซแลนจาก
เปลือกขาวโอต 0.5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน เลี้ยงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 
200 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ถึง 5 วัน วิเคราะห แอคติวิตีของอะซีทิล        
เอสเทอเรส   

 
3.3.5  ความเขมขนของหัวเชื้อตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส  

 
เตรียมหัวเชื้อเชนเดียวกับขอ 3.3.4 โดยเลือกที่ mid log หรือใหคาดูดกลืนแสง 1.2 

จากนั้นแปรความเขมขนของหวัเชื้อ 5 และ10 เปอรเซ็นตตามลาํดับ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ไซแลน
คอมเพล็กซ ที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอต 0.5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง
เขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที ่ 45 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ถึง 5 วนั 
วิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทลิเอสเทอเรส   

3.3.6 ผลของชนิดและปริมาณของไซแลนตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส 
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3.3.6.1 ชนิดไซแลน  
 
เตรียมหัวเชื้อ ตามวิธีในขอ 3.3.5 แลวถายหวัเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอ

ปริมาตร) ลงใน 30 มิลลิลิตร อาหารไซแลนคอมเพล็กซ โดยแปรชนิดของไซแลนซึ่งเปนแหลง
คารบอนดังนี้ คือ ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Oat spelt xylan) ไซแลนจากไมเบิรช (Birchwood 
xylan) และไซแลนจากไมบีช (Beechwood xylan) ที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต (น้าํหนักตอ
ปริมาตร) เลี้ยงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที ที ่ 45 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 1 ถงึ 5 วัน เก็บตัวอยางนาํมาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะห
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

3.3.6.2 การหาความเขมขนของไซแลนจากไมเบิรชที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิล
เอสเทอเรส 

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.6.1 โดยใชไซแลนจากไมเบิรชเปนแหลงคารบอน 

และแปรความเขมขน 0.5 1 1.5 และ 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ตามลําดับ บมเชื้อบน 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่ 45 องศาเซลเซียส ติดตามเก็บตัวอยาง
เปนเวลา 1 ถึง 5 วัน นำตัวอยางมาปนเหวีย่งดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ 
ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี
นําส วนใสไปวเิคราะหแอคติวิตีของอะซ ีทิลเอสเทอเรส 
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3.3.7 ผลของวสัดุทางการเกษตรชนิดตางๆ ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

3.3.7.1 ชนิดของวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมตอการเปนแหลงคารบอน  
 
วัสดุทางการเกษตรที่ใชแทนไซแลนจากไมเบิรชในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพลก็ซ 

มีดังนี ้  ฟางขาว (rice straw), ซังขาวโพด (corn cob), เปลือกขาวโพด (corn hulls), กากเมล็ด
ฝาย (cotton seed hulls), ขี้เลื่อย (saw dust), รําขาวเจา (rice bran) และรําขาวสาลี (wheat 
bran) โดยมีวธิีการเตรียมดงันี้ ฟางขาว ซังขาวโพด เปลือกขาวโพด รําขาวเจา รําขาวสาลี และขี้
เลื่อย อบแหงที่อุณหภูม ิ 60 องศาเซลเซียส นาํวัสดุตางๆ ยกเวนรําขาวไปบดใหละเอียด สําหรับ
กากเมล็ดฝายนํามากาํจัดลกินนิโดยแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 เปอรเซ็นต ที่ความ
เขมขนของกากเมล็ดฝาย 10 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง 
(Detroy และคณะ, 1981) จากนั้นกรองและลางดวยน้ํากลั่นจนมีคาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 
แลวจึงนําไปอบแหงบดใหละเอียด กอนใชวัสดุทางการเกษตรทุกชนดินําไปรอนดวยตะแกรงขนาด 
60 เมช 

      ถายสปอร Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2×108  สปอรตอมลิลิลิตร 100 
ไมโครลิตร ลงในอาหาร TSB pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวย (Erlenmeyer 
flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยา 
ควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่ 45 องศาเซลเซียส วัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร นําเชื้อทีร่ะยะ mid log phase (คาดูดกลืนแสง 1.2 ) มาเปนหวัเชื้อโดยใชที่ความ
เขมขน 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ในอาหารไซแลนคอมเพล็กซ pH 9.0 ปริมาตร        
30 มิลลิลติร โดยใชแหลงคารบอนจากวัสดุทางการเกษตรชนดิตางๆ เปรียบเทียบกับ
ไซแลนจากไมเบิรชที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที ่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วนั เก็บตัวอยาง
นํามาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภมูิดวยความเรว็ 10,000 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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3.3.7.2  ความเขมขนของวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมตอการสรางอะซทีิลเอสเทอ
เรส  

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.7.1 โดยใชเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน และ

แปรความเขมขนที ่  0.5  1  1.5   2   2.5 และ 3 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ตามลําดับ บม
เชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว  200 รอบตอนาท ีที ่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3  
วัน เก็บตัวอยางนาํมาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเรว็ 10,000 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นาํสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอะ
ซีทิลเอสเทอเรส 
 

3.3.7.3  ศึกษาเวลาในการบมเชื้อที่เหมาะสมตอการสรางอะซทีลิเอสเทอเรสเมื่อมี
เปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน 

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.7.2  โดยมเีปลือกขาวโพดความเขมขน 1.5 

เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน  บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภมูิความเรว็ 200 รอบตอนาท ีที่ 
45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ถึง 5 วนั เก็บตัวอยางนาํมาปนเหวีย่งดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิด
ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี
นําสวนใสไปวเิคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

3.3.8 หาแหลงอนนิทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

3.3.8.1 ชนิดของแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
แหลงอนนิทรียไนโตรเจนที่ใช คือ แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนยีมไนเตรต 

(NH4NO3) แอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ไดแอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) 
และ โพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) โดยเปรียบเทียบใหมีปริมาณไนโตรเจนเทากับแหลงไนโตรเจน
ในสูตรอาหารเดิมคือ พอลิเพพโทน ซึ่งทําการวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน (nitrogen content) โดย
วิธี Kjeldahl (Stayermark,1951) ดวยความเอื้อเฟอของสถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพ และวิศวกรรม
พันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย พบวามีปริมาณไนโตรเจนเทากบั 10 เปอรเซ็นต (น้ําหนกั
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ตอน้ําหนัก) และในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพลก็ซ มีพอลิเพพโทน 0.5 เปอรเซน็ต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ซึ่งเทียบเทากับปริมาณไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) 

 
     เลีย้งเชื้อตามวธิีการในขอ 3.3.6.2 ที่ความเขมขนของไซแลนที่เหมาะสม และตาม

วิธีการในขอ 3.3.7.3 และเปลี่ยนแหลงไนโตรเจนเปนแอมโมเนยีมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนยีม
ไนเตรต (NH4NO3) แอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ไดแอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
((NH4)2HPO4) หรือโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) ใหมีความเขมขนในรูปของไนโตรเจนเทากับ 0.05 
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มพีอลิเพพโทนเปนแหลง
ไนโตรเจน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 3 วัน เก็บตัวอยางนาํมาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะห
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
3.3.8.2  ความเขมขนแหลงอนนิทรียไนโตรเจนตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับวธิีการในขอ 3.3.8.1 แตแปรความเขมขนของอนนิทรีย

ไนโตรเจนชนดิที่เหมาะสมของแตละแหลงคารบอนในรูปความเขมขนของไนโตรเจนที ่  0.025  
0.05  0.075  0.1 และ 0.125 เปอรเซ็นต (น้าํหนกัตอปริมาตร) บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน เก็บตัวอยางนาํมาปน
เหวีย่งดวยเครือ่งปนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเรว็ 10,000 รอบตอนาท ี อุณหภูม ิ 4 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นาํสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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3.3.8.3  ระยะเวลาการบมเชื้อที่เหมาะสมตอการสรางอะซทีลิเอสเทอเรสเมื่อใช
แหลงอนนิทรียไนโตรเจน 

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.8.2  แตแปรระยะเวลาบมเชื้อต้ังแต 1 ถึง 5 วัน เกบ็

ตัวอยางทกุวนั นํามาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวีย่งชนดิควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 10,000 
รอบตอนาท ี อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตขีอง     
อะซีทิลเอสเทอเรส 

 
3.3.9 ความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.8.3 แตแปรระดับความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหาร

เลี้ยงเชื้อในชวง 6.0-11.0 บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่ 45 
องศาเซลเซยีส ที่ระยะเวลาเหมาะสมตามขอ 3.3.8.3 เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปน
เหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 นาท ีนําสวนใสไปวเิคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส  

 
3.3.10 อุณหภูมิการเลี้ยงที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
เลี้ยงเชื้อภายใตภาวะทีเ่หมาะสมในขอ 3.3.9 แตแปรอุณหภูมิที่ใชในการบมเชือ้ในชวง    

30-50 องศาเซลเซียส เกบ็ตัวอยางนาํมาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปวิเคราะห
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส  
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3.3.11 การศกึษาสมบัติบางประการของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. 
PC22  

 
3.3.11.1 การเตรียมอะซีทิลเอสเทอเรสเขมขนโดยวธิีตกตะกอนดวยแอมโมเนียม

ซัลเฟต 
 

นําน้ําเลีย้งเชือ้ของ Streptomyces sp. PC22 ที่ตองการศึกษาสมบตัิของอะซีทิลเอส
เทอเรสมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 นาท ี นาํสวนใสทัง้หมดมา
ตกตะกอน ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80 เปอรเซน็ต ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้ปน
เหวีย่งแยกตะกอนออกจากน้ําใสดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที นําตะกอน
ที่ไดมาละลายใน 0.1 โมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5 ในปริมาตรที่นอยที่สุดที่ละลาย
ตะกอนไดหมด ไดอะไลสขามคืนในบัฟเฟอรเดิมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และนําไปปนแยก
สวนตะกอนออกดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที สวนใสที่ไดคืออะซีทิลเอสเทอเรสที่ผานการ
ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตแลว 

 
3.3.11.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม 

 
นําอะซทีิลเอสเทอเรสจากขอ 3.3.11.1 มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.2 

โดยผันแปรอุณหภูมิที่ใชในการบมในชวง 35-70 องศาเซลเซียส 
 

3.3.11.3  ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม 
 

นําอะซทีิลเอสเทอเรสจากขอ 3.2.11.1 มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.2 
โดยบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.11.2 ยกเวนแปรความเปนกรดดางของบฟัเฟอรที่ใชใน
ปฏิกิริยาเปน 4.0-6.5 โดยใชบัฟเฟอรในชวงความเปนกรดดางตางๆ ดังนี้  

0.5 โมลาร โซเดียมอะซิเทต บัฟเฟอร    ในชวง pH 4.0-6.5  
0.5 โมลาร โซเดียมฟอตเฟต บัฟเฟอร    ในชวง pH 6.0-8.0  
0.5 โมลาร ทริสไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร   ในชวง pH 8.0-9.0 
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3.3.11.4  ความเสถยีรของเอนไซมตออุณหภูม ิ
 

บมอะซีทิลเอสเทอเรสจากขอ 3.2.11.1 ใน 0.5 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 
6.5 ที่อุณหภูมิในชวง 35-70 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาหา แอคติวิตีของอะซีทลิ
เอสเทอเรสที่เหลืออยู ตามวิธีการในขอ 3.3.2 ภายใตอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมโดยมีอะซีทิลเอสเทอเรสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทยีบ   

 
3.3.11.5 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสตอความเปนกรดดาง 

 
บมอะซีทิลเอสเทอเรสจากขอ 3.2.11.1 ที่  pH 4.0-9.0  ในบฟัเฟอรชนิดตางๆ ดังระบุ

ในขอ 3.2.11.3 เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้นาํมาหาแอคติวิตีของอะ
ซีทิลเอสเทอเรสที่เหลืออยู ตามวธิีการในขอ 3.3.2 ภายใตอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมโดยมีอะซีทิลเอสเทอเรสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทยีบ 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

4.1 การตรวจสอบแหลงสะสมของอะซีทิลเอสเทอเรสทีส่รางโดย  Streptomyces sp. PC22 
 
 เนื่องจากยังไมมีการศึกษาการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces sp. PC22 มา
กอน ดังนั้นการทดลองเบื้องตนจึงจําเปนตองตรวจสอบวาอะซีทิลเอสเทอเรสที่ Streptomyces sp. 
PC22 สรางขึ้นเปนเอนไซมชนิดที่สรางและเก็บไวในเซลล หรือ ปลอยออกนอกเซลล โดยทําการ
เปรียบเทียบแอคติวิตีทั้งหมดที่วิเคราะหไดในน้ําเลี้ยงเชื้อและภายในเซลล โดยทําการทดลองตาม
วิธีที่รายงานไวใน บทที่ 3 ขอ 3.3.1.3 และวิเคราะหแอคติวิตีภายใตภาวะที่รายงานโดย   
(Kormelink และคณะ,1993) 
 ผลการทดลองดังแสดงในตารางที ่ 1 พบวาปริมาณเอนไซมทัง้หมดในน้าํเลี้ยงเชื้อสูงกวา
ภายในเซลล อะซีทิลเอสเทอเรสจึงจัดเปนเอนไซมที่สรางขึ้นภายในเซลลแลวปลดปลอยออกนอก
เซลล ดังนั้นในการทดลองขัน้ตอๆ ไปจะวิเคราะหเอนไซมในน้าํเลี้ยงเชือ้  
 
ตารางที่ 4.1 ปริมาณอะซีทลิเอสเทอเรสทัง้หมดภายในเซลลและในน้าํเลี้ยงเชื้อเมื่อเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อปริมาตร 60 มิลลิลิตร เปนเวลา 2 วนั 
 

แหลงวเิคราะหเอนไซม ปริมาณเอนไซมทั้งหมด (หนวย) 
น้ําเลีย้งเชื้อ 1.89 ±0.11 
เซลลสกัด 0.13 ± 0.08 
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4.2 ภาวะเหมาะสมเบื้องตนในการทํางานของเอนไซม 
 
จากผลการทดลองขอ 4.1 ไดใชการวิเคราะหแอคติวติีของเอนไซมตามวิธทีี่รายงานโดย  

(Kormelink และคณะ,1993) ซึ่งบมปฏิกิริยาที ่ 40 องศาเซลเซียส pH 6 แตวิธีดงักลาวอาจไมใช
ภาวะที่เหมาะสมตอการทาํงานของ อะซทีลิเอสเทอเรส จาก Streptomyces sp. PC22 ดงันัน้ การ
ทดลองนี้จึงทาํการหาอุณหภูมิ ชนิดของบัฟเฟอร และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ
ทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส เพื่อนําไปใชในการทดลองตอๆ ไป 

 
4.2.1 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของ อะซทีิลเอสเทอเรส 
 
จากการบมปฏิกิริยาของเอนไซมในบฟัเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางตั้งแต 4.0 - 9.5 

พบวาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรสคือ 6.5 โดยชนิดของ
บัฟเฟอรคือ โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร ดังแสดงในรูปที ่ 4.1 ดังนั้นในการวิเคราะหแอคติวิตีตอไป
จะใชความเปนกรดดางเทากับ 6.5 

 
4.2.2 อุณหภมูิที่เหมาะสมตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
จากการศึกษาผลของคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมคือคา

ความเปนกรดดาง ที่ 6.5 โดยชนิดของบฟัเฟอรคือ โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร จงึเลือกใชคาความ
เปนกรดดางจากขอ 4.2.1 มาทดสอบหาอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของ อะซทีิลเอสเทอเรส
โดยบมหลอดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิตั้งแต 35 – 60 องศาเซลเซียส เปรียบเทยีบแอคติวิตีของอะซีทลิ
เอสเทอเรสที่อุณหภูมิตางๆ ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.2 พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
ทํางานของเอนไซมอยูในชวงกวาง โดยทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส มีแอคติวิตีสูงสุด ดังนัน้ใน
การวิเคราะหแอคติวิตีคร้ังตอไปจะบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

ผลการทดลองขางตนสรุปไดวาภาวะที่เหมาะสมตอการทาํงานของอะซทีิลเอสเทอเรส คือ
ที่คาความเปนกรดดาง 6.5 และที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียส ดงันัน้ในการทดลองตอจากนี้ไปจะ
ใชภาวะนี้ในการวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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รูปที่ 4.1 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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รูปที่ 4.2 ผลของอุณหภูมิตอการทาํงานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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4.3 การหารปูแบบการเจริญของ Streptomyces sp. PC22 อายุของหัวเชื้อ 
 
4.3.1 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. PC22   
 
การศึกษารูปแบบการเจริญของเชื้อนี ้ เพื่อนําไปใชเปนขอมูลในการหาชวงอายทุี่เหมาะสม

สําหรับเตรียมหัวเชื้อซ่ึงทําโดยนําสปอร Streptomyces sp. PC22 ที่ความหนาแนน 2 x 108 สปอร
ตอมิลลิลิตร ปริมาณ 100 ไมโครลิตร มาเลี้ยงใน TSB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา
ความเร็ว 200 รอบตอนาททีี ่ 45 องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาว
คลื่น 600 นาโนเมตร 

ผลทดลองพบวา Streptomyces sp. PC22 เมื่อเจริญในชวง mid log จะมีคาการดูดกลืน
แสง ที ่ 600 นาโนเมตร เทากับ 1.2 และเมื่อเจริญถึงชวง late log จะมีคาการดูดกลืนแสง ที่ 600 
นาโนเมตรเทากับ 1.6 ดงัแสดงในรูปที ่4.3  

 
 4.3.2 ผลของอายุหวัเชื้อตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรส 
 

การทดลองนีท้ําการเปรียบเทียบอายุของหัวเชื้อตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรส โดยแปร
อายุของหัวเชือ้ในชวง mid log phase (คาดูดกลืนแสง 1.2 ที่ 600 นาโนเมตร) และ ระยะ late log 
phase (คาดูดกลืนแสง 1.6 ที ่ 600 นาโนเมตร) โดยเลี้ยงเชื้อเชนเดียวกับผลการทดลองในขอ 
4.3.1 ติดตามการเจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จนไดคาตามตองการ
จึงถายหวัเชื้อ 5 เปอรเซ็นต ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ไซแลนคอมเพลก็ซ (xylan complex medium) 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีไซแลนจากเปลอืกขาวโอต (Oat spelt xylan) 0.5% เปนแหลงคารบอน 
บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่ 45 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ถึง 5 วนั และ
วิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทลิเอสเทอเรส  

ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.4 พบวาอายุหวัเชื้อในชวง mid log ใหแอคติวิตีสูงสุด 
ประมาณ 0.07 หนวยตอมลิลิลิตร สูงกวาการใชหัวเชื้อในชวง late log ซึ่งใหแอคติวิตีสูงสุดเพยีง
ประมาณ 0.04 หนวยตอมลิลิลิตร ดังนัน้ในการทดลองตอๆ ไปจึงเลือกใชอายหุัวเชื้อในชวง mid 
log   
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รูปที่ 4.3 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. PC22 
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รูปที่ 4.4 ผลการเปรียบเทยีบอายุของหัวเชื้อตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces sp. 
PC22 
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4.4  ผลของความเขมขนหัวเชื้อตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส  
 
การทดลองนี้แปรความเขมขนของหวัเชื้อทีม่ีอายุในชวง mid log ซึ่งใหคาการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.2 ที่สองความเขมขน คือ 5 และ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตร
ตอปริมาตร) โดยถายลงสูอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ ทีม่ีไซแลนจากเปลือกขาวโอต 0.5 
เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน เลีย้งบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที ่45 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 1 ถงึ 5 วนั วิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส    

ผลการทดลองแสดงในรูปที ่ 4.5 พบวาความเขมขนของหัวเชื้อที่เหมาะสมตอการสราง   
อะซีทิลเอสเทอเรส คือ 10 เปอรเซ็นต โดยแอคติวิตีเอนไซมสูงสุดในวันที่ 3 คือ 0.13 หนวยตอ      
มิลลิตร ขณะที่หวัเชื้อที่ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดในวันที ่ 3 เชนกนั 
แตมีคาเพียงประมาณ 0.07 หนวยตอมิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังนั้นการทดลองตอไปจึงจะใช
ความเขมขนของหวัเชื้อ 10 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.5 ผลของความเขมขนของหวัเชื้อตอการผลิตอะซทีิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. 
PC22 
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4.5 ผลของไซแลนจากแหลงตางๆตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. 
PC22  
 

จากการแปรไซแลนชนิดตางๆ 3 ชนิดเพือ่ใชเปนเแหลงคารบอนไดแก ไซแลนจากเปลือก
ขาวโอต ไซแลนจากไมเบิรช (Birchwood xylan) และไซแลนจากไมบีช (Beechwood xylan) ที่
ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอ
นาที ที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ถึง 5 วนั วิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส ผลการ
ทดลองแสดงดังรูปที่ 4.6 ไซแลนจากไมเบิรช (Birch wood xylan) ใหแอคติวิตีของอะซีทลิ         
เอสเทอเรสสูงสุดในวันที่ 3 คือประมาณ 0.20 หนวยตอมิลลิลิตร ขณะที่ไซแลนอีก 2 ชนิดให
ปริมาณเอนไซมสูงสุดต่ํากวามาก ดงันั้นจงึเลือกไซแลนจากไมเบริชเปนแหลงคารบอนในการ
ผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส 

 
4.6 ผลของความเขมขนของไซแลนจากไมเบิรชตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

จากการแปรความเขมขนของไซแลนจากไมเบิรช ที ่ 0.5  1  1.5 และ 2 เปอรเซน็ต ใน
อาหารไซแลนคอมเพล็กซแลววิเคราะห แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสทุกวนัเปนเวลา 5 วนั ผล
การทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 พบวาความเขมขนทีเ่หมาะสมตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรสคือ 1 
เปอรเซ็นต และระยะเวลาการเลี้ยงที่เหมาะสมคือ 3 วันโดยใหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส
สูงสุดประมาณ 0.3 หนวยตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.6 ผลของไซแลนชนิดตางๆ ที่ความเขมขน 0.5% ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสจาก 
Streptomyces sp. PC22 



 45

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0 1 2 3 4 5 6
เวลา(วัน)

แอ
คต
ิวิต
ี (ห
นว
ยต
อม
ิลลิ
ลิต
ร)

ความเขมขน 0.50% ความเขมขน 1%
ความเขมขน 1.50% ความเขมขน 2%

 
 
 
รูปที่ 4.7 ผลของความเขมขนไซแลนจากไมเบิรชในอาหารเลี้ยงเชื้อตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรส 
จาก Streptomyces sp. PC22   
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4.7 วัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆในการเปนแหลงคารบอนเพือ่การสรางอะซีทิลเอสเทอ
เรส 

 
4.7.1 ชนิดของแหลงคารบอนจากวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมตอการสรางอะซทีลิเอส
เทอเรส 
 
เนื่องจากไซแลนจากไมเบิรช ซึ่งผลิตขายทางการคามรีาคาแพง งานวิจัยนี้จึงทดลองใช

วัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆ ทีม่ีไซแลนเปนองคประกอบไดแก ฟางขาว, ซังขาวโพด, เปลอืก
ขาวโพด, กากเมล็ดฝาย, ขี้เลื่อย, รําขาวเจา และรําขาวสาล ี เปนแหลงคารบอนที่ความเขมขน 1 
เปอรเซ็นต เปรียบเทยีบกบัไซแลนจากไมเบิรช ในการเลี้ยงเชื้อเพือ่ผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสโดย 
Streptomyces sp. PC22  

ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.8 พบวาเปลือกขาวโพดใหแอคติวิตีของเอนไซมสงูกวา
วัสดุทางการเกษตรชนิดอื่นๆ โดยคาที่ไดคือ 0.15 หนวยตอมิลลิลิตร แตถึงอยางไรแอคติวิตีที่ไดก็
ยังต่ํากวาการใชไซแลนจากไมเบิรช ดังนัน้ในการทดลองตอไปจะศึกษาถึงความเขมขนที่เหมาะสม
ของเปลือกขาวโพด  
 

4.7.2 ผลของความเขมขนเปลือกขาวโพดตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสโดย 
Streptomyces sp. PC22 

 
จากการใชเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน แทนไซแลนทางการคา ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  

ไซแลน คอมเพล็กซ โดยแปรความเขมขนที่ 0.5  1  1.5  2  2.5 และ 3 เปอรเซน็ต เลี้ยงเชื้อเปน
เวลา 3 วนัแลววิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.9 พบวา
เปลือกขาวโพดเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ใหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสสูงสุดคือ 0.22 หนวยตอ
มิลลิตรและเมื่อใชความเขมขนของเปลือกขาวโพดมากเกินไปจะทําใหอาหารเลี้ยงเชือ้มีความหนืด
สูงอาจสงผลตอการถายเทอากาศทําใหการผลิตเอนไซมมีประสิทธิภาพลดลงจงึเลือกความเขมขน
เปลือกขาวโพด 1.5 เปอรเซน็ตมาใชในการทดลองตอไป 
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4.7.3 ผลของระยะเวลาบมเชื้อตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรสเมื่อใชเปลือกขาวโพด 1.5 
เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน 

 
จากการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ ไซแลนคอมเพลก็ซ ที่มเีปลอืกขาวโพดเปนแหลง

คารบอนความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต และแปรระยะเวลาบมเชื้อในชวง 1 ถึง 5 วนั แลววิเคราะห 
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.10 พบวาระยะเวลาบมเชื้อ 2 วนัให
แอคติวิตีเอนไซมสูงสุดประมาณ 0.25 หนวยตอมิลลิลติร 
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รูปที่ 4.8 ผลการทดลองใชวัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆ เปรียบเทยีบกับไซแลนจาก ไมเบิรช        
ที่ความเขมขน 1%เปนแหลงคารบอนตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces sp. 
PC22 เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 3 วนั 
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รูปที่ 4.9 ผลของความเขมขนเปลือกขาวโพดตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces 
sp. PC22 เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 3 วัน 
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รูปที่ 4.10 ผลของระยะเวลาตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย Streptomyces sp. PC22 เลี้ยงใน
อาหารเหลวทีม่ี 1.5 เปอรเซ็นตเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน 
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4.8 ผลของอนินทรียไนโตรเจนตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
  

ในการทดลองเบื้องตนที่ผานมาไดใช พอลิเพพโทน เปนแหลงไนโตรเจนซึ่งมีราคาคอนขาง
แพง ถามีการเลี้ยงเชื้อในระดับอุตสาหกรรม จําเปนตองใชปริมาณมากซึง่จะทําใหมีคาใชจายสงู 
อนินทรียไนโตรเจนจึงเปนอกีทางเลือกหนึง่ทีน่าจะนาํมาใชทดแทนได เนื่องจากอนินทรียไนโตรเจน
สวนใหญราคาไมสูงนักและสามารถใชในปริมาณทีน่อยกวาแตยงัคงใหปริมาณไนโตรเจน
เทียบเทากับพอลิเพพโทน  

จากการทดลองวิเคราะหไนโตรเจนโดยวธิ ี Kjeldahl  พบวาพอลิเพพโทน  ความเขมขน 
0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) จะมีไนโตรเจนเทากับ 0.05 เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร
ดังนัน้อนนิทรยีไนโตรเจนทีน่ํามาทดสอบเบื้องตน จะใชในปริมาณที่เทยีบเทากับพอลิเพพโทน    
เมื่อคํานวณในรูปของไนโตรเจน และแหลงอนนิทรียไนโตรเจนทีน่ํามาใชในการทดลองนี้ คือ 
แอมโมเนยีมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนยีมไนเตรด (NH4NO3) แอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) และ โพแทสเซยีมไนเตรด (KNO3)   
 

4.8.1  ชนิดของอนินทรียไนโตรเจนตอการสรางอะซทีลิเอสเทอเรส เมื่อใชไซแลนจากไม
เบิรชเปนแหลงคารบอน 

 
การทดลองนี้ใช 1 เปอรเซน็ต ไซแลนจากไมเบิรชเปนแหลงคารบอน และแหลงอนินทรีย

ไนโตรเจน คือ NH4Cl, NH4NO3, (NH4)2SO4, (NH4)2HPO4 และ KNO3 ที่ความเขมขนเทยีบเทากับ
ไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 3 วัน วเิคราะหแอคติวิตีของ 
อะซีทิลเอสเทอเรสเทียบกับชุดควบคุมที่มพีอลิเพพโทนเปนแหลงไนโตรเจน  

ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่ 4.11 พบวา(NH4)2SO4 ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดคือ
ประมาณ 0.17 หนวยตอมลิลิลิตร อยางไรก็ตามแอคติวิตีที่ไดก็ยงัต่ํากวาเมื่อใชพอลิเพพโทนเปน
แหลงไนโตรเจน 
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รูปที่ 4.11 ผลของอนินทรียไนโตรเจนชนิดตางๆ และพอลิเพพโทนเทียบเทากับไนโตรเจนที่ความ
เขมขน 0.05% ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส เมื่อใชไซแลนจากไมเบิรช 1%เปนแหลงคารบอน
เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 3 วนั 
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4.8.2  ชนิดของอนนิทรียไนโตรเจนตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรสเมื่อใชเปลือกขาวโพด 
เปนแหลงคารบอน 

 
การทดลองนีม้ี 1.5 เปอรเซ็นต เปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน แปรแหลงอนินทรีย

ไนโตรเจน คือ NH4Cl, NH4NO3, (NH4)2SO4, (NH4)2HPO4 และ KNO3 ที่ความเขมขนเทยีบเทากับ
ไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 2 วนั วิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 
เทียบกับชุดควบคุมที่มพีอลเิพพโทนเปนแหลงไนโตรเจน 

ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่ 4.12 พบวา NH4Cl ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 
0.25 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งต่ํากวาเมื่อใชพอลิเพพโทนเปนแหลงไนโตรเจนเล็กนอย อยางไรก็ตาม
ความเขมขนของอนนิทรียไนโตรเจนในผลการทดลองขอ 4.8.1 และ 4.8.2 อาจจะยังไมไดคา       
ที่เหมาะสม ดังนัน้ในการทดลองตอไปจะแปรความเขมขนของอนนิทรียไนโตรเจนชนิดที่เหมาะสม
เมื่อใชรวมกับแหลงคารบอนแตละชนิด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 54

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

พอลิเพพโทน

แอมโมเนียมคลอไรด

แอมโมเนียมไนเตรด

แอมโมเนียมซัลเฟต

ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต

โพแทสเซียมไนเตรด

ชนิดแหลงไนโตรเจน

แอ
คต
ิวิต
ี (ห
นว
ยต
อมิ
ลล
ิตร

)

รูปที่ 4.12 ผลของอนินทรียไนโตรเจนชนิดตางๆ และพอลิเพพโทนเทียบเทากับไนโตรเจนที่ความ
เขมขน 0.05% ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส เมื่อใชเปลือกขาวโพดความเขมขน 1.5% เปนแหลง
คารบอนเลี้ยงเปนเวลา 2 วนั 
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4.9 ผลของความเขมขนแหลงอนินทรียไนโตรเจนตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส 
  

4.9.1 ผลของความเขมขน (NH4)2HPO4 ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโดย มีไซแลนจาก
ไมเบิรช เปนแหลงคารบอน 

 
จากการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.8.1 แตแปรปริมาณ (NH4)2HPO4 ที่เทยีบเทากับ

ไนโตรเจนเปน 0.025  0.05  0.075  0.1 และ 0.125 เปอรเซ็นต  ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่4.13 
พบวาที่ความเขมขนไนโตรเจนเทากับ 0.05 เปอรเซ็นต ก็ยังเปนคาที่ใหแอคติวิตีของเอนไซมสงูสดุ
คือประมาณ 0.17 หนวยตอมิลลิลิตร 

 
4.9.2 ผลของความเขมขน NH4Cl ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสเมื่อใชเปลือกขาวโพดเปน
แหลงคารบอน  

  
จากการทดลองเชนเดียวกับขอ 4.8.2 แตแปรปริมาณ NH4Cl ที่เทยีบเทากบัปริมาณ

ไนโตรเจนเปน 0.025  0.05  0.075   0.1 และ 0.125 เปอรเซ็นต ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่4.14 
พบวาที่ความเขมขนไนโตรเจนเทากับ 0.075 เปอรเซ็นต ใหแอคติวิตีของเอนไซมประมาณ 0.27 
หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งทัดเทยีมกับการใชพอลิเพพโทนเปนแหลงไนโตรเจน 
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รูปที่ 4.13 ผลของ (NH4)2HPO4 ที่ความเขมขนไนโตรเจนตางๆ เปรียบเทียบกับพอลิเพพโทนทีม่ี
ความเขมขนของไนโตรเจน 0.05%ตอการสรางอะซทีิลเอสเทอเรสเมื่อใช 1%ไ ซแลนจากไมเบิรช
เปนแหลงคารบอนเลี้ยงเปนเวลา 3 วนั 
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รูปที่ 4.14 ผลของ NH4Cl ทีค่วามเขมขนไนโตรเจนตางๆ เปรียบเทยีบกับพอลิเพพโทนที่มีความ
เขมขนของไนโตรเจน 0.05% ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสเมื่อใชเปลือกขาวโพดเปนแหลง
คารบอนเลี้ยงเปนเวลา 2 วนั 
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4.10 ระยะเวลาการบมเชือ้กับการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสเมื่อใชอนินทรียไนโตรเจนที่
เหมาะสมเปรียบเทียบกบัพอลิเพพโทน 
 
 จากผลการทดลองขอ 4.9 พบวาเมื่อใช 1 เปอรเซ็นต ไซแลนจากไมเบิรชเปนแหลง
คารบอน อนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสคือ (NH4)2HPO4 ซึ่งมี
ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.05 เปอรเซน็ต และเมื่อใชเปลือกขาวโพด 1.5 เปอรเซน็ต 
เปนแหลงคารบอน อนินทรยีไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสรางอะซทีลิเอสเทอเรสคือ NH4Cl ทีม่ี
ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.075 เปอรเซ็นต การทดลองนี้ไดทําการแปรระยะเวลาการ
บมเชื้อ เพื่อหาชวงเวลาทีเ่หมาะสมในการสรางอะซทีิลเอสเทอเรส โดยเลี้ยงเปนระยะเวลา 1 ถึง 5 
วัน ผลการทดลองในรูปที ่ 4.15 พบวาเมื่อมีไซแลนเปนแหลงคารบอนระยะเวลาที่เหมาะสมในการ
เลี้ยงที่ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดคือ 3 วนั ทัง้กรณีที่ใชพอลิเพพโทน หรือ (NH4)2HPO4 เปน
แหลงไนโตรเจนสวนผลการทดลองในรูปที่ 4.16 พบวาเมื่อใชเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน 
ระยะเวลาเลี้ยงเชื้อทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซมคือ 2 วัน ทั้งกรณีที่ใชอินทรยีหรืออนนิทรยี
ไนโตรเจน 
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รูปที่ 4.15 ผลของระยะเวลาบมเชื้อตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสเมื่อมไีซแลนจากไมเบิรช 1% 
เปนแหลงคารบอนและ (NH4)2HPO4 เปนแหลงไนโตรเจนที่ความเขมขนไนโตรเจน 0.05% 
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รูปที่ 4.16 ผลของระยะเวลาบมเชื้อตอการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสเมื่อมไีซแลนจาก เปลือกขาวโพด 
1.5% เปนแหลงคารบอนและ NH4Cl เปนแหลงไนโตรเจน ที่ความเขมขนไนโตรเจน 0.075% 
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4.11  ผลของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ ตอการสรางอะซีทิลเอสเทอ
เรส 

 
เลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแหลงคารบอนรวมกับแหลงอินทรียและอนินทรียไนโตรเจน

ตามขอมูลที่ไดในการทดลองขอ 4.10 ม ี 4 ชุดดังแสดงรายละเอียดในตารางที ่ 4.2 แลวแปรระดับ
ความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 7.0-11.0    

 
ตารางที่ 4.2 แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 4 ชุดที่ใชในการแปรความเปน
กรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 7.0-11.0 และปริมาณเอนไซมที่สรางขึ้นที่คาความเปน
กรดดางทีเ่หมาะสม  
 

ชุดที ่ แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
อะซีทิลเอสเทอเรสที่
คา pH ที่เหมาะสม

(หนวย/มล.) 
1 ไซแลนจาก ไมเบิรช (1%) พอลิเพพโทน (0.05% N) 0.30 (pH 9) 
2 ไซแลนจาก ไมเบิรช (1%) (NH4)2HPO4 (0.05% N) 0.20 (pH 10) 
3 เปลือกขาวโพด (1.5 %) พอลิเพพโทน (0.05% N) 0.30 (pH 9) 
4 เปลือกขาวโพด (1.5 %) NH4Cl (0.075% N) 0.27 (pH 9) 

 
ผลการทดลองพบวาคา pH เร่ิมตนที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหลงคารบอนและ

ไนโตรเจนชุดที่ 1 อยูที ่9 (รูปที่ 4.17 ) เชนเดียวกับ ชุดที่ 3 และ 4 (รูปที่ 4.18 ) สวนแหลงคารบอน
และไนโตรเจนชุดที่ 2 มีคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เหมาะสมคอนขางสงูคือ 10 ซึ่งไดสรุป
ปริมาณเอนไซมที่สรางขึ้นในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่คา pH เร่ิมตนที่เหมาะสมในตารางที ่4.2   
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รูปที่ 4.17 ผลของความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส เมือ่
ใชไซแลนจากไมเบิรช 1%เปนแหลงคารบอนเลี้ยงเปนเวลา 3 วัน 
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รูปที่ 4.18 ผลของความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส เมือ่
ใชเปลือกขาวโพด 1.5%เปนแหลงคารบอนเลี้ยงเปนเวลา 2วนั 



 64

4.12  ผลของอุณหภูมิในการเพาะเลีย้ง Streptomyces sp. PC22 ตอการสรางอะซีทิล
เอสเทอเรส 

 
นําภาวะที่เหมาะสมจากผลการทดลองในขอ 4.11 มาเลี้ยงเชื้อดังแสดงรายละเอียดใน

ตารางที่ 4.3 แลวแปรอุณหภูมิบมเชื้อในชวง 30 ถงึ 50 องศาเซลเซยีส 
 
ตารางที่ 4.3 ชุดองคประกอบหลักของอาหารเลี้ยงเชือ้ และภาวะที่ใชในการเลีย้งเชื้อ เพื่อการ
สรางอะซทีิลเอสเทอเรสภายใตภาวะการแปรอุณหภูมิบมเชื้อที่ 30-50 องศาเซลเซียสและปริมาณ
เอนไซมที่สรางขึ้นที่อุณหภมูิบมเชื้อ 40 องศาเซลเซยีส 
 

ชุดที ่ แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
ระยะเวลา
การบม
(วัน) 

คาความเปน
กรดดางเริ่มตน
ของอาหารเลีย้ง

เชื้อ 

อะซีทิลเอสเทอ
เรสจากการบม
ที่ 40 องศา
เซลเซียส 

(หนวย/มล.) 
1 ไซแลนจาก ไม

เบิรช (1%) 
พอลิเพพโทน 
(0.05% N) 

3 9 0.33 

2 ไซแลนจาก ไม
เบิรช (1%) 

(NH4)2HPO4 

(0.05% N) 
3 10 0.24 

3 เปลือกขาวโพด   
(1.5 %) 

พอลิเพพโทน 
(0.05% N) 

2 9 0.31 

4 เปลือกขาวโพด   
(1.5 %) 

NH4Cl 
(0.075% N) 

2 9 0.29 

 
 ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.19 และ 4.20 พบวาทุกชุดการทดลองมีคาอุณหภูมิบม
เชื้อที่เหมาะสมซึ่งใหแอคติวติีของเอนไซมสูงสุดอยูที ่ 40 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณเอนไซม
สูงสุดดังแสดงในตารางที ่4.3  
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รูปที่ 4.19 ผลอุณหภูมิตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสในอาหารทีม่ไีซแลนจากไมเบิรช 1%เปน
แหลงคารบอนมีคาความเปนกรดดางเริ่มตนที่เหมาะสมเลี้ยงเปนเวลา 3 วัน 
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รูปที่ 4.20 ผลอุณหภูมิตอการสรางอะซีทิลเอสเทอเรสโในอาหารทีม่ีเปลือกขาวโพด 1.5% เปน
แหลงคารบอนมีคาความเปนกรดดางเริ่มตนที่เหมาะสม เลี้ยงเปนเวลา 2 วัน 
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4.13 ศึกษาสมบัติบางประการของอะซีทิลเอสเทอเรส  
  
 นําอะซทีิลเอสเทอเรสที่ไดจากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC 22 ภายใตสภาวะที่
เหมาะสมจากขอ 4.12 โดยมีไซแลนจากไมเบิรช 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน
คือ พอลิเพพโทน ซึ่งมีความเขมขนเทยีบเทากบัไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต และผานการเตรียมให
เขมขนตามวิธกีารในบทที ่2 ขอ 2.5 มาศึกษาสมบัติเบื้องตนดังนี ้
 
 4.13.1 ภาวะที่เหมาะสมตอการทาํงานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
  4.13.1.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
  จากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการทาํงานของอะซทีิลเอสเทอเรส โดยแปร
อุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกริิยาตั้งแต 35-70 องศาเซลเซียส พบวาอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการ
ทํางานของเอนไซม คือ 60 องศาเซลเซียส ดังแสดงในรูปที่ 4.21 ดงันัน้ในการวิเคราะหแอคติวติี
คร้ังตอไปจะบมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
   
  4.13.1.2 ผลความเปนกรดดางของบฟัเฟอรตอการทํางานของอะซทีิลเอสเทอเรส 
   
  จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการทาํงานของอะซีทิลเอสเทอเรส ใน
บัฟเฟอรที่แปรความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 ผลการทดลองดงัแสดงในรูปที ่ 4.22 พบวา 
เอนไซมสามารถทํางานไดดีในชวง pH 6.0-7.0 โดยที่ pH 6.5 เปนคาที่เหมาะสมที่สุดในการ
ทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรส 
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รูปที่ 4.21 ผลของอุณหภูมิตอการทาํงานของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 
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โซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร

ทริส ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร

รูปที่ 4.22 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. 
PC22 
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 4.13.2  ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 
  4.13.2.1 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสตออุณหภูมิ 
 
  นําอะซทีิลเอสเทอเรสมาบมที่อุณหภูมิตางๆ โดยแปรอุณหภูมิในชวง 35-70 
องศาเซลเซยีสบมนาน 30 นาที จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือภายใตสภาวะที่เหมาะสม ผลการ
ทดลองดังแสดงในรูปที ่ 4.23 พบวาอะซทีิลเอสเทอเรสมีความเสถียรตออุณหภูมิไดสูงถึงประมาณ 
50 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมแีอคติวิตีอยูสูงถึงประมาณ 50 
เปอรเซ็นต จากนัน้เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็ว 
 
  3.13.2.2 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสตอความเปนกรดดาง 
 
  เมื่อนําอะซีทิลเอสเทอเรสมาบมในบัฟเฟอรชนิดตางๆ ที่มีความเปนกรดดาง
ในชวง 4.0-9.0 นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส จากนัน้นําไปหาแอคติวติีที่เหลือภายใต
สภาวะที่เหมาะสม พบวา เอนไซมมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวงกวาง คือต้ังแต 
4.5-9.0 แตที่คาความเปนกรดดางเทากับ 4 จะทําใหเอนไซมสูญเสียแอคติวิตีมากกวาคาความเปน
กรดดางอื่นๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.24 
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รูปที่ 4.23 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสตออุณหภูมิ โดยใหอะซีทิลเอสเทอเรสที่ไมผานการ
บมมีแอคติวิตี 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.24 ความเสถยีรของอะซีทิลเอสเทอเรสตอความเปนกรดดาง โดยใหอะซทีิลเอสเทอเรสที่ไม
ผานการบมมแีอคติวิตี 100 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 4.4 สมบัติเบื้องตนของอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

สมบัติเบื้องตน อะซีทิลเอสเทอเรส 
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงาน 60 องศาเซลเซียส 
คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงาน pH 6.5 
ความเสถียรตออุณหภูมิ สูงถึง50 องศาเซลเซียส, เมื่อบมเปน

เวลา 30นาท ี
ความเสถียรตอความเปนกรดดางกรดดาง pH 4.0-9.0 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 อะซีทิลเอสเทอเรสเปนเอนไซมยอยสลายหมูขางเคียงของไซแลน ทําใหไซแลนถูกยอย
สลายไดอยางงายและสมบูรณโดยเอนไซมยอยสายหลัก สามารถนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรม
การฟอกสีเยื่อกระดาษ การผลิตน้ําตาลไซโลส การปรับปรุงคุณภาพอาหารสัตว และยังสามารถ
นํามาประยุกตใชในการดึงหมูอะซีทิลออกจากพอลิแซคคาไรดชนิดอื่นๆ ดวย 
 อะซีทิลเอสเทอเรสพบไดในจุลินทรียหลายชนิดสวนใหญสรางและปลดปลอยออกนอก
เซลล เชน Streptomyces lividans (Doupont และคณะ, 1996), Thermomonospora fusca 
(Bachmann และคณะ, 1991) Candida guilliremondii (Basaran และ Hang, 2000) แตก็มี     
จุลินทรียบางชนิดที่สรางเอนไซมเก็บไวในเซลล เชน Caldocellum saccharrolyticum (Luthi และ
คณะ, 1990) Thermoanaerobacterium sp. Strain JW/SL-YS485 (Shao และ Wiegel, 1995) 
Orpinomyces sp. Strain PC-2 (Blum และคณะ, 1999) สําหรับงานวิจัยนี้พบวา Streptomyces 
sp. PC22 สรางและปลอยอะซีทิลเอสเทอเรสออกนอกเซลล  
 จากการนําไซแลนชนิดตางๆ ที่มีขายทางการคามาทดลองใชเปนแหลงคารบอนในการ
เล้ียง Streptomyces sp. PC22 และมีพอลิเพพโทนซึ่งมีความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.05 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน พบวาไซแลนจากไมเบิรชที่ความเขมขน 1
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตี 0.33 หนวยตอมิลลิลิตรเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 3 วัน ซึ่ง
สูงกวา ไซแลนจากไมบีช และจากเปลือกขาวโอต      จากตารางที่ 2.1 ในบทที่ 2 พบวาไมเบิรช 
และไมบีช เปนไมเนื้อแข็งทั้งคู ซึ่งไซแลนจากไมเนื้อแข็ง มีหมูอะซีทิลเปนองคประกอบสูงคือ 
ประมาณ 3-4 เปอรเซ็นต ดังนั้นไซแลนจากไมทั้ง 2 ชนิดนี้นาจะมีประสิทธิภาพดีใกลเคียงกันใน
การชักนําการสรางเอนไซม     แตผลการทดลองนี้พบวาไซแลนจากไมบีชใหแอคติวิตีต่ํากวามาก 
จึงเปนไปไดวาไซแลนที่เตรียมจากไมบีชอาจผานขั้นตอน deacetylation ทั้งนี้จากการสังเกตพบวา
ไซแลนจากไมเบิรช แขวนลอยในน้ําไดดีกวาไซแลนจากไมบีช  ดังมีรายงานโดย Beg และคณะ 
(2001) วาไซแลนที่มีหมูอะซีทิลปริมาณสูงจะแขวนลอยในน้ําไดดี อยางไรก็ตามบริษัทผูผลิตไมได
ระบุปริมาณหมูอะซีทิลในไซแลนทั้ง 2 ชนิดนี้ สวนไซแลนจากเปลือกขาวโอต มีรายงานวาเปน    
อะราบิโนไซแลน และมีหมูอะซีทิลปริมาณต่ําประมาณ 1-2 เปอรเซ็นต (Johnson และคณะ, 
1988) ดังนั้นจึงมีประสิทธิภาพต่ําในการชักนําการสรางอะซีทิลเอสเทอเรส        

User
Text Box
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ไดมีรายงานถึงการนําวัสดุทางการเกษตรหลายชนิดสามารถมาใชเปนแหลงคารบอนในการ
สรางอะซีทิลเอสเทอเรสไดเชน ซังขาวโพด (Basaran และ Hang, 2000 ) รําขาวสาลี (Christov 
และ Prior, 1993) หรือ ฟางขาวสาลี (Christakopoulos และคณะ, 1999) งานวิจัยนี้ไดนําวัสดุ
ทางการเกษตร เชน เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด รําขาวเจา รําขาวสาลี ฟางขาว กากเมลด็ฝาย และ
ขี้เล่ือย มาใชเปนแหลงคารบอนแทนไซแลนจากไมเบิรช เพื่อเปนการลดตนทุนในการผลิตเอนไซม 
และเปนการลดขยะใหแกส่ิงแวดลอม ผลการทดลองพบวาเปลือกขาวโพดความเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีสูงสุดคือ 0.31 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 
2 วัน ดังนั้นจึงคาดวาไซแลนในเปลือกขาวโพดมีหมูอะซีทิลปริมาณสูงเปนองคประกอบ     แตถา
หากเพิ่มความเขมขนของเปลือกขาวโพดมากขึ้นกวานี้ พบวาแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสจะ
ลดต่ําลง อาจเนื่องจากเมื่อความเขมขนที่เพิ่มสูงขึ้น ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีความหนดืเพิม่ข้ึนทาํให
การสงผานของอากาศสูอาหารเลี้ยงเชื้อไมทั่วถึง การทดลองที่ผานมาใชพอลิเพพโทนเปนแหลง
ไนโตรเจน  แตเนื่องจากพอลิเพพโทนเปนสารที่มีราคาแพง จึงไดทดลองใชอนินทรียไนโตรเจนชนิด
ตางๆ มาเปนแหลงไนโตรเจนพบวาเมื่อใชไซแลนจากไมเบิรชความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน อนินทรียไนโตรเจนใหผลผลิตเอนไซมสูงคือ (NH4)2HPO4  ที่ความ
เขมขนเทียบเทาเทียบเทา 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยใหแอคติวิตี 0.24 หนวยตอ
มิลลิลิตร แตเมื่อใชเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน พบวาอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ 
NH4Cl ที่ความเขมขนเทียบเทาไนโตรเจน 0.075 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยใหผลผลิต 
0.29 หนวยตอมิลลิลิตร     คาความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสวนใหญ
ยังคงเดิมคือที่ 9.0 ยกเวนเมื่อมีแหลงคารบอนคือไมเบิรชความเขมขน 1 เปอรเซ็นต และแหลง
ไนโตรเจนคือ (NH4)2HPO4 มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเปลี่ยนไปเปน 10.0 อาจเนื่องจาก 
HPO4

2- มีคา pK3 เทากับ 12.38 (Voet และ Vote, 1995) ดังนั้นจึงตองการคาความเปนกรดดาง
สูง เพื่อใหการแตกตัวของอิออนเกิดขึ้นไดดีแตอยางไรก็ตามพบวาเมื่อเพิ่มคาความเปนกรดดาง
ของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 11.0 การสรางเอนไซมกลับลดลง (รูปที่ 4.17) ทั้งนี้อาจเนื่องจาก 
Streptomyces sp. PC22 เจริญไดไมดีที่คาความเปนกรดดางสูงกวา 10.0 

ตารางที่ 5.1 ไดแสดงเปรียบเทียบปริมาณอะซีทิลเอสเทอเรสที่สรางโดย Streptomyces 
sp. PC22 กับจุลินทรียอ่ืนๆ ที่เลี้ยงในภาวะที่เหมาะสม จากขอมูลในตาราง พบวา Streptomyces 
sp. PC22 สามารถผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสในปริมาณสูงเมื่อเปรียบเทียบกับ จุลินทรียชนิดอื่นๆ 
และยังใชระยะเวลาเลี้ยงเชื้อคอนขางสั้น นอกจากนั้นการใชเปลือกขาวโพด และ NH4Cl ซึ่งเปน
แหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนราคาถูก ที่หาไดงายใหผลผลิตใกลเคียงกับการใชไซแลน
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รวมกับพอลิเพพโทนซึ่งมีราคาแพง ดังนั้นถามีการผลิตเอนไซมนี้ในระดับอุตสาหกรรมก็จะสามารถ
ทําไดโดยใชตนทุนการผลิตต่ํา 

จากการเปรียบเทียบสมบัติของอะซีทิลเอสเทอเรสที่ผลิตโดย  Streptomyces sp. PC22 
กับของจุลินทรียชนิดอื่นๆ ที่มีผูรายงานไวดังแสดงในตารางที่ 5.2 พบวาอะซทีิลเอสเทอเรสจาก 
Streptomyces sp. PC22 มีสมบัติคอนขางดีกวาจากจุลนิทรียอ่ืนๆ หลายชนิด เพราะทํางานไดดีที่
อุณหภูมิสูงและที่คาความเปนกรดดางคอนขางสงู และแมที่ 70 องศาเซลเซียสหรอืที่คาความเปน
กรดดางเทากบั 8 ก็ยังคงมีแอคติวิตีอยูในเกณฑสูง (รูปที ่4.21 และ 4.22) 

ผลการศึกษานี้ พบวาการผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 สามารถ
ใชวัสดุทางการเกษตรคือ เปลือกขาวโพดมาใชเปนแหลงคารบอนทดแทนไซแลนทางการคาได 
และสามารถใช NH4Cl เปนแหลงไนโตรเจนได โดยภาวะที่เหมาะสมในการผลิตคือ อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตน 9.0 ใชระยะเวลาในการเลี้ยง
เชื้อเพียง 2 วัน  
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ตารางที่ 5.1  ชนิดของจุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนและระยะเวลาการเลี้ยงปริมาณอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

จุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน อุณหภูมิ
(°ซ)  

pH ระยะเวลาการ
บม (วัน) 

แอคติวิตี
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

เอกสารอางอิง 

ไซแลนจาก ไมเบิรช 
(1%) 

พอลิเพพโทน      
(0.05 % N) 

40 9.0 3  0.33  

ไซแลนจาก ไมเบิรช 
(1%) 

(NH4)2HPO4         
(0.05 % N) 

40 10.0 3  0.24 
 

เปลือกขาวโพด       
(1.5 %) 

พอลิเพพโทน      
(0.05 % N) 

40 9.0 2 วัน  0.31 
 

 
 

Streptomyces  
sp. PC22 

 

เปลือกขาวโพด      
 (1.5 %) 

NH4Cl              
(0.075 % N) 

40 9.0 2 วัน 0.29 
 

 
 
 
 

งานวิจยันี ้

Fusarium 
oxysporum 

ซังขาวโพด (3%) (NH4)3PO4 

( 0.1%) 
30 9.0 5 วัน  0.71  Christakopoul

os และคณะ
,1999 

Bacillus pumilus ซังขาวโพด (0.5%) - 37 7.0 40 ชม. 0.1  Degrassi และ
คณะ, 1998 
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ตารางที่ 5.1 (ตอ) ชนิดของจุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนและระยะเวลาการเลี้ยงปริมาณอะซีทิลเอสเทอเรส 
 

จุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
อุณหภูมิ

(°ซ)  
pH ระยะเวลาการ

บม (วนั) 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

เอกสารอางอิง 

Termitomyces 
clypeatus 

ไซแลนจากไมเบิรช 
(1%)+ เซลลโูลสอะซิ

เทต (0.1%) 

สารสกัดจากยสีต 
(0.5%) 

- - 6 1.64 
 

Mukhopadhyay 
และคณะ, 1997 

Streptomycese   C-
248 

รําขาวสาล ี(1%) - 37 - 3 0.02 
 

Christov และ
Prior ,1993 

Streptomycese   C-
254 

รําขาวสาล ี(1%) - 37 - 3  0.14 
 

Christov และ 
Prior, 1993 

Streptomycese 
flavogriseus     45-

CD 

รําขาวสาล ี(1%) - 37 - 3  0.08 
 

Christov และ 
Prior, 1993 

Aspergillus awamori 
VTT-    D-75028 

รําขาวสาล ี(3%) - 30 5.0 4  0.18 
 

Christov และ
Prior ,1993 
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ตารางที่ 5.1 (ตอ) ชนิดของจุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนและระยะเวลาการเลี้ยงปริมาณอะซีทิลเอสเทอเรส 

จุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
อุณหภูมิ(°ซ)  pH ระยะเวลา

การบม (วัน) 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

เอกสารอางอิง 

Rodotorula 
Mucilaginosa  NRC 21 

1003 

Triacetin (1%) - 30 5.5 5 วัน 0.003 
 

Christov และ 
Prior,1993 

Streptomycese   C-248 รําขาวสาล ี(1%) - 37 - 3 0.02 
 

Christov และ
Prior,1993 

Thermomonospora 
fusca 

ไซแลนจากเปลือก
ขาวโอต (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 ุ:   -  คือไมระบ ุ
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ตารางที่ 5.2 สมบัติของอะซทีิลเอสเทอเรส จาก Streptomyces sp. PC22 เปรียบเทยีบกับจุลนิทรยีอื่นๆ  
 

สายพนัธุจุลินทรีย 
อุณหภูมิที่
เหมาะสม

(°ซ) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ(°ซ) 

ความเปนกรด
ดางทีเ่หมาะสม 

ความเสถียรตอความ
เปนกรดดาง เอกสารอางอิง 

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 (ตอ) สมบัติของอะซีทิลเอสเทอเรส จาก Streptomyces sp. PC22 เปรียบเทยีบกับจลุินทรียอื่นๆ  
 

สายพนัธุจุลินทรีย 
อุณหภูมิที่
เหมาะสม

(°ซ) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ(°ซ) 

ความเปนกรดดาง
ที่เหมาะสม 

ความเสถียรตอความ
เปนกรดดาง เอกสารอางอิง 

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 ุ: - คือไมระบุ 
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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 
ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ   9.0 
อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 
 

2. สูตรอาหารขาวไรท 
 

วุนผง (Agar)     1.8 เปอรเซ็นต 
แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)   0.3 เปอรเซ็นต 
กลูโคส (glucose)    0.2 เปอรเซ็นต 
สารสกัดจากยสีต (yeast extract)   0.1 เปอรเซ็นต 
สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)   0.1 เปอรเซ็นต 
ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ   9.0 
อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 
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3. ไซแลน คอมเพล็กซ มีเดียม (xylan complex medium) 
 

ไซแลน (xylan)      0.5 เปอรเซ็นต 
พอลิเพบโตน (polypeptone)    0.5 เปอรเซ็นต 
สารสกัดจากยสีต (yeast extract)    0.1 เปอรเซ็นต 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  0.4 เปอรเซ็นต 
โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)    0.02 เปอรเซ็นต 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)   0.1 เปอรเซ็นต 
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)    0.002 เปอรเซ็นต 
ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ    9.0 
อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 

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

 2.รีเอเจนทสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธ ีLowry (1951) 
  2.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย 
   โซเดียมคารบอเนต (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 ประกอบดวย 
   คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O)  2.5  กรัม 
   น้ํากลัน่     0.5  ลิตร 
  2.3 สารละลาย Lowry C ประกอบดวย 
   สารละลาย Lowry A   50  สวน 
   สารละลาย Lowry B   1  สวน 
  2.4 สารละลายผสม D ประกอบดวย 
   โฟลิน-ฟนิล รีเอเจนท (Folin-Phenol Reagent) 
        1  สวน 
   น้ํากลัน่     1  สวน 
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ภาคผนวก ค 
 

การนับสปอรดวย Hemacytometer 
 
1. ใชไมโครปเปตที่ปราศจากเชือ้ ดูดสารละลายสปอรที่ผานการกรอง และอยูใน           

กลีเซอรอล 30 เปอรเซ็นต ใสลงบนชองของ hemacytometer ปดดวย cover slip   
ใหเต็มชองหลังจากนัน้นาํมาสองดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40 เทา 

2. นับสปอร 9 ชองตามแนวทแยง โดยใหจาํนวนสปอรที่ไดจากคาเฉลีย่ 9 ชอง เปน X 
3. นําคา X ที่ไดมาเขาสูตร (X/4) ×106 หรือ (X)×2.5×105 
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ภาคผนวก ง 
 

กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล (p- nitrophenol) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวเวฬุรีย ทองคํา เกิดเมื่อวันพุธที่ 19 กันยายน พ.ศ. 2522 ที่กรุงเทพมหานคร ไดรับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา ในป
การศึกษา 2543 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทาง
อุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2544 ปจจุบันอาศัยอยู
บานเลขที่ 516/65 หมู 4 ตําบลสําโรงเหนือ อําเภอเมือง จังหวัดสมุทรปราการ 10270 
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