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บทนำ

1.1  ประ'วัติค ว า ม เป ็น ม า

เซลล์พืชเป็นแหล่งคาร์บอนที่ใหญ่ที่สุดในธรรมชาติ ซึ่งประกอบด้วยพอลิเมอร์ท ี่เป ็นองค์ 

ประกอบหลัก 3 ชนิด คือ เซลลูโลส (cellulose) ซึ่งมีมากที่สุดคือ 30-50 เปอร์เซ็นต์ เป็นพอลิเมอร์ 

ของกลูโคสเชื่อมต่อกันด้วยพันธะบีตา-1,4-ไกลโคซิดิก ((3-1,4-glycosidic) ที่เป็นสายตรง รองลง 

มาคือ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) มี 20-35 เปอร์เซ็นต์ เป็นพอลิฒอร์ของนํ้าตาลเพนโทสและ/ 

หรือนํ้าตาลเฮกโซส ได้แก่ ไซแลน (xylan), อะราบิแนน (arabinan), แมนแนน (ทาannan), กลูแคน 

(glucan) และกาแลคแทน (galactan) โดยไซแลนเป็นองค์ประกอบหลัก (Ebringerova และ 

Heinze, 2000) ชนิดสุดท้ายคือลิกนิน (lignin) มี 20-30 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารประกอบเชิงซ้อน 

ประ๓ ทพอลิพืโนลิก (polyphenolic) เกาะกันเป็นกลุ่มใหญ่ซึ่งมักห่อหุ้มชั้นเซลลูโลสและเฮมิเซลลู 

โลสเอาไว้ (Wong และคณะ, 1988)

ไซแลนเป็นองค์ประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสในเซลล์พืชโดยยึดเกาะกับพอลิแซคคาไรต์ 

ชนิดอื่นด้วยพันธะนอนโควาเลนท์ (non covalent) ยึดเกาะกับเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสด้วย 

พันธะไฮโดรเจน และยึดเกาะกับลิกนิกด้วยพันธะโควาเลนท์ ทำให้การย่อยสลายเซลลูโลสด้วย 

เซลลูเลสในธรรมชาติเป็นไปได้ยาก (Beg และคณะ, 2001) ไซแลนพบได้ในธรรมชาติทั้งใน หญ้า 

มอส เพืร์น พืชล้มลุก ไม้เนื้ออ่อน ไม้เนื้อแข็ง ในผนังเซลล์ชั้นแรกของพืชใบเลี้ยงเดี่ยว รวมทั้งใน 

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น กากเมล็ดฝึาย รำข้าว ฟางข้าว ซังข้าวโพด เปลือกเมล็ด 

ทานตะวัน (Magee และ Kosaric, 1985) และในเปลือกเมล็ดธัญพืชต่าง ๆ เป็นต้น (Ericksson 

และคณะ, 1990) นอกจากนั้นยังสามารถพบได้ในวัสดุเหลือทิ้งจากกระบวนการลอกเนื้อไม้เพื่อทำ 

เยื่อกระดาษ (pulping) (Biely, 1985) พืชแต่ละชนิดจะมีไชแลนในปริมาณที่แตกต่างกัน โดยพบ 

มากในไม้เนื้อแข็งมีไซแลนปริมาณ 15-30 เปอร์เซ็นต์ของนํ้าหนักแห้ง ในไม้เนื้ออ่อนมีประมาณ 7- 
12 เปอร์เซ็นต์ของนํ้าหนักแห้ง (Haltrich และ คณะ, 1996) ล่วนในไม้ล้มลุกและวัสดุเหลือทิ้งทาง 

การเกษตรจะมีไซแลนอยู่ประมาณ 20-40 เปอร์เซ็นต์ (Saddler และคณะ,1983)
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1.2 โครงสร้างของไชแลน

โครงสร้างของไชแลนเป็นพอลิเมอร์ประกอบด้วยน้ําตาลไซโลสเช่ือมต่อกันด้วยพันธะบีตา- 
1,4-ไซโลซิดิก ((3-1,4-xylosidic) เป็นสายหลัก (Ebringerova และ Heinze, 2000) และมี 
สารประกอบอ่ืนมาเช่ือมต่อเป็นหมู่ข้างเคียง เซ่น หมู่อะราบิโนสต่อท่ีตำแหน่ง 0 -3  ของไซโลส 
หมู่กลูคูโรนิลต่อท่ีตำแหน่ง 0-2 ของไซโลส และหมู่อะซีทิลต่อท่ีตำแหน่ง 0-2 และ 0-3 ของไซโลส 
โดยไซแลนจากพืชแต่ละชนิดมีหมู่ข้างเคียงชนิดต่าง  ๆ ในปริมาณท่ีแตกต่างกัน โดยไซแลนในไม้ 
เน้ืออ่อน และพืชใบเล้ียงเด่ียว เซ่น พืชจำพวกหญ้า ได้แก่ ฟางข้าว ธัญพืช ได้แก่ เปลือกข้าวโอ๊ต 
รำข้าวสาลี จะมีอะราบิโนสเป็นหลัก (Schyns และคณะ, 1994) ส่วนไซแลนในไม้เน้ือแข็งจะมี 
หมู่อะชีทิลเป็นหลัก (Sunna และ Antranikian, 1997)

โครงสร้างของไซแลนในไม้เน้ือแข็ง คือ โอ-อะซีทิล-4-โอ-เมธิลกลูคูโรโนไชแลน (O-acetyl- 
4-0-methylglucuronoxylan) ซ่ึงมีสายหลักเป็นไซโลส เช่ือมต่อกันด้วยพันธะบีตา-1,4 ไซโลซิดิก 
และมี 4-โอ-เมธิลกลูคูโรนิคแอชิด (4-0-methylglucuronic acid) ต่อท่ีตำแหน่ง 0-2 ของไซโลส 
และมีอะซีทิล (acetyl) ต่อท่ีตำแหน่ง 0-3 และ 0-2 ของไซโลส (Hon และ Shiraishi, 1990) ดัง 
แสดงในรูปท่ี 1.1

I
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รูปที่ 1.1 ลักษณะโครงสร้างของโอ-อะซีทิล-4-โอ-เมธิลกลูคูโรโนไซแลน จากไม้เนื้อแข็ง (Hon และ 

Shiraishi, 1990)

ในไม้เนื้อแข็งจะพบหมู่อะซีทิลเป็นหมู่ข้างเคียงในปริมาณที่แตกต่างกันตามชนิดของพืช 

โดยมักมีอัตราส่วนของไซโลสและหมู่อะซีทิลเป็น 10 ต่อ 7 (Kantelinen และคณะ, 1993) ส่วนไซ 

แลนในไม้เนื้ออ่อนบางชนิดพบว่ามีหมู่อะซีทิลเป็นหมู่ข้างเคียงประมาณ 1-2 เปอร์เซ็นต์ (Maijala,

2000) บางชนิดก็ไม่พบหมู่อะซีทิลเป็นหมู่ข้างเคียงเลย (Basaran และ Hang, 2000) โดยหมู่อะ 

ซีทิลเหล่านี้ช่วยให้ไซแลนละลายนํ้าได้ดีขึ้น
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1.3 การย่อยสลายไชแลน

การย่อยสลายไซแลนให้เป็นน้ําตาลโมเลกุลเด่ียว สามารถย่อยสลายโดยการใช้สารเคมี 
(chemical hydrolysis) และการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (enzyme hydrolysis) หรือใช้ทังสองอย่าง 
ร่วมกัน (Tsao และ Chiang, 1983)

1.3.1 การย่อยสลายไซแลนด้วยด่าง

การย่อยสลายไซแลนด้วยด่างม์กนำไปใช้ในอุตสาหกรรมทำกระดาษ ซ่ึงมักจะนำช้ิน 
ของเปลือกไม้มาต้มในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น เพ่ือทำให้เปลือกไม้ยุ่ย และเป็นการ 
กำจัดลิกนินออกจากช้ันลิกโนเซลลูโลสบางส่วนด้วย หลังจากน้ันนำไปผ่านกระบวนการฟอกสิเย่ือ 
กระดาษโดยใช้สารเคมีท่ีมีคลอไรด์เป็นองด์ประกอบ เช่น คลอรีนไดออกไซด์ (chlorinedioxide) 
ก๊าซคลอรีน เป็นต้น ซ่ึงทำให้เกิดสารประกอบไดออกชิน (dioxin) และสารประกอบอะโรมาติกคลอ 
ไรด์ท่ีเป็นพิษอ่ืน  ๆ ด้วย เช่น คลอโรพินอล (chiorophenol) คลอโรไบพินิล (chloriobiphenyl) 
และอนุพันธ์คลอโรลิกนิน (chlorolignin) อ่ืน  ๆ ซ่ึงสารประกอบเหส่าน้ีเป็นสารพิษก่อมะเร็งไม่ 
สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพและมักจะสะสมในส่ิงแวดล้อมเป็นปริมาณมาก (Bajpai, 1999)

1.3.2 การย่อยสลายไซแลนด้วยเอนไซม์

การย่อยสลายไซแลนด้วยเอนไซม์เป็นปฏิกิริยาท่ีจำเพาะกว่าการใช้สารเคมี และยังไม่ 
ทำให้เกิดสารประกอบท่ีเป็นพิษ ซ่ึงเอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อยสลายไซแลนประกอบด้วยเอนไซม์สอง 
กลุ่มใหญ่ คือ

1. เอนโดไซแลเนส (endo-xylanase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไชลาโนไฮโดร 
เลส (1,4-(3-D-xylan-xylanohydrolase; EC 3.2.1.8) เอนไซม์น้ีจะย่อยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี- 
ไซโลสิดิกแบบลุ่ม เรียกกระบวนการท่ีเกิดข้ึนว่ากลไกแบบภายใน (endo-mechanism) ได้ไซโลส 
และโอลิโกแซคคาไรด์สายส้ัน เๆป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Li และคณะ,2000)

2. บีตา-ไซโลสิเดส ((3-xylosidase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไชแลน-ไซโลไฮโดรเลส 
(1,4-(3-D-xylan-xylohydrolase; EC 3.2.1.37) เอนไซม์ชนิดน้ีจะย่อยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี- 
ไซโลไพราโนไซด์ทีละ 1 หน่วยจากปลายด้านนอนรีดิวซ์ (non-reducing end) เรียกกระบวนการท่ี 
เกิดข้ึนน้ีว่ากลไกภายนอก (exo-mechanism) ได้ไซโลสเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Biely , 1993)
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นอกจากน้ีการย่อยสลายไซแลนให้สมบูรณ์ยังต้องอาศัยเอนไซม์ชนิดอ่ืน  ๆ ดังแสดงในรูป 
ท่ี 1.2 ได้แก่ แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดส (OC-D-glucuronidase; EC 3.2.1.139) เป็นเอนไซม์ย่อย 
สลายพันธะแอลฟา-1,2 ใน 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิค แอชิด แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟิวราโนสิเดส 
(Ot-L-arabinofuranosidase; EC 3.2.1.55) ย่อยสลายพันธะแอลฟา-1,3 ของหมู่นอนรีดิวซ์ 
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟิวราโนซิล และอะซีทิล(ไซแลน) เอสเทอเรส (acetyl (xylan) esterase; 
EC 3.1.1.6) ย่อยสลายพันธะบีตา-1,2 และบีตา-1,3 ท่ีเช่ือมระหว่างหมู่อะซีทิลกับสายหลัก ซ่ึงใน 
งานวิจัยน้ีจะกล่าวถึงอะซีทิลเอสเทอเรสอย่างละเอียด ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีสนใจจะสืกษา

อะซีทิลเอสเทอเรสเป็นเอนไซม์ท่ีเร่งปฎิโรียาการย่อยสลายหมู่อะชีทิล ซ่ึงเป็นหมู่ข้างเคียง 
ในองค์ประกอบของไซแลน ซ่ึงไซแลนเป็นพอลิแซคคาไรด็ในกลุ่มเฮมิเซลลูโลสท่ีพบในธรรมชาติ 
มากเป็นอันดับสองรองจากเซลลูโลส โดยอะซีทิลเอสเทอเรสมีบทบาทไปเพ่ิมประสิทธิภาพการทำ 
งานของเอนไซม์ย่อยสลายสายหลัก ทำให้เกิดการย่อยสลายไซแลนได้อย่างสมบูรณ์จนได้น้ําตาล 
โมเลกุลเด่ียวท่ีสามารถนำไปใช้กระบวนการหมักเพ่ือให้ได้สารท่ีมีประโยชน์ต่าง ๆ

อะซีทิลเอสเทอเรสพบได้ในจุลินทรีย์หลายชนิด เช่น รา แบคทีเรีย ยีสต์ และแอคติโนมัย 
ซีทิส รวมถึงมีการศึกษาการทำเอนไซม์ให้บริสุทธ้ีจากเช้ือต่าง  ๆ เช่น T r i c h o d e r m a  r e e s e i  

(Sundberg และ Poutanen, 1991) S c h i z o p h y l l u m  c o m m u n e  (Halgasova และคณะ, 1994) 
B a c i l l u s  p u m i l u s  (Degrassi และคณะ, 1998) C a n d i d a  g u i l l i e r m o n d i i  (Basaran และ Hang, 
2000) และ T h e r m o m o n o s p o r a  f u s c a  (Bachmann และ McCarthy, 1991)

สำหรับงานวิจัยท่ีได้ดำเนินการอย่างต่อเน่ืองในภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย คือ สามารถแยก S t r e p t o m y c e s  sp. PC22 ได้จากแหล่งดินในประเทศ 
ไทย และพบว่าเช้ือน้ีเจริญดีในภาวะอุณหภูมิและค่าความเป็นกรดด่างสูง และยังผลิตไชแลเนสท่ี 
ทนต่อค่าความเป็นกรดด่างในช่วงกว้างปริมาณสูง รวมท้ังสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายหมู่
ข้างเคียงได้แก่ อะซีทิลเอสเทอเรส สำหรับงานวิจัยน้ีจึงมีจุดประสงค์ท่ีจะทำอะชีทิลเอสเทอเรสจาก 
S t r e p t o m y c e s  sp. PC22 น้ีให้บริสุทธิรีเละศึกษาลมบิตทางชีวเคมีของเอนไซม์บริสุทธ้ิท่ีเตรียมได้ 
เพ่ือเป็นข้อมูลในการนำมาใช้งานร่วมกับเอนไซม์ย่อยสลายสายหลักเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อย 
สลายไซแลนให้สูงข้ึน
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Araf

-4Xyl01-4Xyl0 1-4 Xy!21-4Xyl01-4Xyl01-4Xyl/31-4Xy!;3t-4Xyl/31-4Xyl|31-4Xyl01-2TlAc
MeGIcA MeGIcA

endo-1,4-0-xylanase (EC 3.2.1.8)
ริ̂ '̂/3-xylosidase (EC 3.2.1.37)

■O a-glucuronidase (EC 3.2.1. )
<3> a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55)
■ พ- acetylesterase (EC 3.1.1.6) or acetyl xylan esterase ?

XyV31—4Xyl01—

รูปท่ี 1.2 ลักษณะโมเลกุลของไซแลนและการย่อยสลายไซแลนด้วยเอนไซม์กลุ่มย่อยไชแลน 
(Biely, 1985)

Ac แทน หมู่อะซีทิล
Araf แทน แอล-อะราบิโนทิเวราโนส
MeGIcA แทน กรด 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิค
Xyl แทน ดี-ไซโลส

ห อ สมุดก ล าง ส ำน ัก ง าน วิทยทรัพยากร 
ชุพาลง ก ร ณ มหาวิทยาลัย


	บทที่ 1 บทนำ

