
บทที่ 4

ผ ลก ารว ิจ ัย

4.1 การเลี้ยง S trep tom yces sp. PC22 และการเตรียมอะ?ทิลเอสเทอเรส

จากการเล้ียง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวเพ่ือผลิตอะซีทิลเอส 
เทอเรสซ่ึงมี 0.75 เปอร์เซ็นต์ไซแลนจากไม้เบิร์ชเป็นแหล่งคาร์บอน ตามวิธีการในข้อ 3.3.1 รวมท้ัง 
การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม์ตามวิธีการในข้อ 3.3.2 พบว่า Streptomyces sp. PC22 
สามารถผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสได้ประมาณ 0.2-0.28 หน่วยต่อมิลลิลิตร1ของน้ําเล้ียงเช้ือ และมี 
ปริมาณโปรตีนประมาณ 1.5-2.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร1ของน้ําเล้ียงเช้ือ ในข้ันตอนต่อไปจึงได้ 
ศึกษาการทำเอนไซมไห้ปริสุทธ้ิ สมปติของเอนไซม์ รวมท้ังการทดสอบความสามารถในการทำงาน 
ร่วมกับเอนไซม์ชนิดอ่ืน  ๆในกลุ่มย่อยสลายไชแลน

4.2 การทำอะ?ทิลเอสเทอเรสให้บริสุทธ

4.2.1 การหาความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีเหมาะสมในการตกตะกอนอะชีทิลเอสเทอ 
เรส

การศึกษาข้ันแรกได้ทำการหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแอมโมเนียมชัลเฟตในการตก 
ตะกอนลำดับส่วนของอะซีทิลเอสเทอเรสในน้ําเล้ียงเช้ือ เพ่ือทำเอนไชม้ให้บรีสุทธ๋ึช้ืนบางส่วนรวม 
ท้ังให้มีความเข้มข้นสูงช้ืน โดยนำน้ําเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการป่นแยกเซลล์และกากอาหารออกแล้วมา 
ตกตะกอนล ำ ด ับ ส่วนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต โดยแปรผันความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟต
ตามลำดับ คือ 0-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80 และ 80-90 เปอร์เซ็นต์ นำ 
โปรตีนท่ีได้ในแต่ละลำดับส่วนไปวิเคราะห์แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส พ บ ว่ามีแอคติวิตีของอะ 
ซีทิลเอสเทอเรสครอบคลุมอยู่ในช่วงลำดับส่วนท่ี 40-50, 50-60, 60-70 และ 70-80 เปอร์เซ็นต์ ดัง 
ผลการทดลองในตารางท่ี 4.1 อย่างไรก็ตาม เพ่ือไม่ให้สูญเสียปริมาณเอนไซม์ท่ีจะนำไปทำให้ 
บริสุทธ้ีในข้ันต่อไป ดังน้ันในการตกตะกอนลำดับส่วนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตของอะซีทิลเอสเทอ 
เรสจากน้ําเล้ียงเช้ือจึงจะเลือกใช้แอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความเข้มข้นในช่วง 30-90 เปอร์เซ็นต์
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ตารางท่ี 4.1 การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแอมโมเนียมซัลเฟตในการตกตะกอนอะชีทิลเอส 
เทอเรสจากน้ําเล้ียงเช้ือ

ลำดับส่วนของ 
แอมโมเนียม 

ซัลเฟต 
(เปอร์เซ็นต์)

ปริมาตร 
(มิลลิลิตร)

โปรตีน 
ท้ังหมด 

(มิลลิกรัม)

แอคติวิตี 
ท้ังหมด 
(หน่วย)

แอคติวิต 
จำเพาะ (หน่วย 
ต่อมก.โปรตีน)

แอคติวิต 
สัมพัทธ์ 

(เปอร์เซ็นต์)

เอนไซม์จากน้ํา 
เล้ียงเช้ือ

85.00 163.93 8.87 0.05 100

0-20 2.20 0.35 0.03 0.09 0.34

20-30 1.00 0.58 0.03 0.05 0.34

30-40 1.20 0.29 0.09 0.07 1.01

40-50 1.20 0.99 0.56 0.57 6.31

50-60 1.00 1.33 0.91 0.68 10.26

60-70 1.50 1.81 1.18 0.65 13.30

70-80 1.80 2.23 0.58 0.26 6.54

80-90 1.80 1.80 0.27 0.15 3.04
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4.2.2 ผลของเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ในการยับย้ังการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส

การทดลองน้ีเพ่ือทดสอบว่าเอนไซม์มีหมู่ไธออลซ่ึงไวต่อการถูกออกชิไดสํดวยอากาศ 
เป็น active site หรือไม่ จึงทำการทดลองโดยบ่มเอนไซม์ท่ีได้จากข้ันตอนการตกตะกอนด้วย 
แอมโมเนียมชัลเฟตปริมาณเท่า  ๆ กัน ในเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ซ่ึงทำหน้าท่ีเอธิลเลท (ethylate) หมู่ 
ไธออล โดยแปรความเข้มข้นสุดท้ายในช่วง 0-5 มิลลิโมลาร์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที แล้วนำมาหาแอคติวิตีของอะซีทีลเอสเทอเรสท่ีเหลืออยู่ ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี
4.1 พบว่าเอ็น-เอธิลมาลือิไมด์มีผลยับย้ังการทำงานของเอนไซม็ใด้เพียงเล็กน้อย โดยท่ีความเข้ม 
ข้น 5 มิลล้โมลาร์ ยับย้ังได้เพียง 1 0 เปอร์เซ็นต์ ดังน้ันหมู่ไธออลจึงไม่น่าจะมีบทบาทสำคัญใน 
บริเวณ active site ของเอนไซม์

0 1 2 3 4 5 6

ความเข้มข้นของเอ ็น-เอธิลมาส ิอ ิไมด์ (ม ิลล ิโมลาเ)

รูปท่ี 4.1 ผลของเอ็น-เอธิลมาลือิไมต่ในการยับย้ังการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส
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4.2.3 ผลของความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรต์ต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส

ในการทำโปรตีนให้ปริสุทธ๋ึโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราทีเน้ันตัวกลางแลกเปล่ียนอิออน 
(ion-exchanger) เป็นข้ันตอนหน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพสูง การทดลองน้ีจึงดีกษาผลของความเข้มข้น 
ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ีมีต่อแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรล เพ่ือเลือกนำมาให้เป็นสารละลาย 
ในการซะโปรตีนออกจากคอลัมน์ จากการนำอะชีทิลเอสเทอเรสท่ีได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโม 
เนียมซัลเฟตปริมาณเทำ  ๆ กัน บ่มกับลับสเตรทและโซเดียมคลอไรด้ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายใน 
ช่วง 0-700 มิลลัโมลาร์ ผลการทดลองตังแสดงในรูปท่ี 4.2 พบว่าโซเดียมคลอไรด์มีผลยับย้ังการ 
ทำงานของเอนไซม์เพียงเล็กน้อย โดยท่ีความเข้มข้น 600 มิลลิโมลาร์ ยับย้ังแอคติวิตีได้ประมาณ 
12 เปอร์เซ็นต์

ตังน้ันในการทำอะชีทิลเอสเทอเรสให้บริสุทธ้ิด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราพีบนตัวกลาง 
แลกเปล่ียนอิออนจึงสามารถใช้โซเดียมคลอไรด์เป็นสารละลายในการซะโปรตีนออกจากคอลัมน์

0 100 200 300 400 500 600 700 800
ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ (มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 4.2 ผลของโซเดียมคลอไรต์ต่อการทำงานของอะชีทิลเอสเทอเรล
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4.2.4 การทำอะซีทีลเอสเทอเรสให้บริสุทธ้ิโดยการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต

เล้ียง Streptomyces sp. PC22 โดยขยายขนาด ปันแยกน้ําเล้ียงเช้ือออกจากไมซี 
เลียม ได้ปริมาตรรวมท้ังหมด 380 มิลลิลิตร ผลการวิเคราะห์แอคติวิตีของเอนไซม์ดังแสดงใน 
ตารางท่ี 4.2 พบว่าได้แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสรวมท้ังหมด 105.38 หน่วย โดยมีปริมาณ 
โปรตีนท้ังหมด 568.48 มิลลิกรัม และมีค่าแอคติวิตีจำเพาะเท่ากับ 0.19 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
นำน้ําเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมได้น้ีมาตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 30-90 เปอร์เซ็นต์ โดย 
หลังจากการไดอะไลลีในสารละลาย 50 มิลลิโมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH 7.5 เพ่ือกำดัดเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตแล้ว พบว่ามีแอคติวิตีจำเพาะเพ่ิมข้ึนเป็น 6.11 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกับแอคติ 
วิตีจำเพาะของเอนไซม์เร่ิมต้นโดยยังมีแอคติวิตีเหลีออยู่ 61.85 เปอร์เซ็นต์

นอกจากน้ันได้วิเคราะห์แอคติวิตีฃองไซแลเนสและเซลลูเลสในน้ําเล้ียงเช้ือ พบว่า
Streptomyces sp. PC22 สามารถผลิตเอนไซม์ท้ังสองชนิดได้ โดยมีแอคติวิตีของไชแลเนสและ 
เซลลูเลสท้ังหมดในน้ําเล้ียงเช้ือเท่ากับ 276.25 และ 10.26 หน่วย ตามลำดับ แต่เม่ือผ่านการ 
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวในลำดับลํวน 30-90 เปอร์เซ็นต์แล้ว พบว่ามีแอคติวิตีฃอง 
ไซแลเนสและเซลลูเลสปนเบ้ืเอนเหลืออยู่ 12.96 และ 22.71 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ
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4 . 2 . 5 . 1 การทำอะซีทิลเอสเทอเรสให้บริสุทธ้ิโดยคอลัมน์แมคโคร-เพรบ ดีอีเออี

นำเอนไซม์ท่ีได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 30-90 เปอร์ 
เซ็นต์ คิดเป็นปริมาณโปรตีน 56.01 มิลลิกรัม ซ่ึงละลายอยู่ใน 50 มิลลิโมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH
7.5 และผ่านการทำให้เข้มข้นด้วยการ reverse dialyze ใน 30 เปอร์เซ็นต์ กลีเชอรอล มาทำให้ 
บริสุทธิไดยวิธีโครมาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออีซ่ึงเป็นตัวกลางแลกเปล่ียนอิออนลบ (anion 
exchanger) ตามวิธีการในข้อ 3.3.7.5.1 และซะคอลัมน์ด้วยเกรเดียนท์เส้นตรงของโซเดียมคลอ 
ไรต์ท่ีค'วามเข้มข้น 0-1 โมลาร์ ผลการทดลองตังแสดงในรูปท่ี 4.3 พบว่าเอนไซม์จับกับตัวกลาง 
แลกเปล่ียนอิออนลบ ตังน้ันจึงสามารถกำจัดโปรตีนอ่ืน  ๆ ท่ีมีประจุตรงข้ามกับเอนไซม์ออกไป 
รวมท้ังไซแลเนส I ด้วย โดยอะซีทิลเอสเทอเรสถูกชะออกมาท่ีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 
ในช่วง 0.36-0.48 โมลาร์ จึงได้รวมลำดับส่วนท่ี 82-95 เข้าด้วยกันและทำให้เข้มข้นข้ึน ซ่ึงมี 
แอคติวิตีท้ังหมดเท่ากับ 34.60 หน่วย ปริมาณโปรตีนท้ังหมดเท่ากับ 7.72 มิลลิกรัม แอคติวิตี 
จำเพาะ 4.48 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธ้ิเพ่ิมข้ึน 23.58 เท่า

อย่างไรก็ตามการทำเอนไซม็ให้บริสุทธ้ิในข้ันตอนน้ี พบว่าไซแลเนส II ซ่ึงจับกับ 
ตัวกลางแลกเปล่ียนอิออนลบเช่นกัน ถูกซะออกจากคอลัมน์ด้วยความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรต์ 
ในช่วง 0 . 3 8 - 0 . 6 5  โมลาร์ ตังน้ันจึงปนเบ้ืเอนอยู่ในลำตับส่วนของอะซีทิลเอสเทอเรสด้วยแต่ใน 
ปริมาณต่ําคิดเป็น 1 . 2 9  เปอร์เซ็นต์ของแอคติวิตีเร่ิมต้นท้ังหมดของไซแลเนส สำหรับการวิเคราะห์ 
แอคติวิตีของเซลลูเลสท่ีพบในอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีเตรียมได้ในขันตอนนียังคงมีปนเปีอนอยู่ 1 . 5 6  

เปอร์เซ็นต์ ตังแสดงในตารางท่ี 4.2

4.2.5 การทำเอนไซมไ ห ้บริสุทธิไดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟ
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ลำดับส่วนที่

รูปท่ี 4.3 การทำอะซีทิลเอสเทอเรสให้บริสุทธ้ีโดยคอลัมน์ แมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ซะโปรตีนด้วย 50 
มิลลัโมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH 7.5 และเกรเดียนท์เลันตรงของโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น0-1 โมลาร์ 
ใน 50 มิลลิโมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH 7.5 ด้วยอัตราการไหลของบัฟเฟอร์เท่ากับ 30 มิลลิลิตรต่อ,ช่ัวโมง

- -A- -  
- - A  -

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส (หน่วยต่อมิลลิลิตร) 
แอคติวิตีฃองไซแลเนส I (หน่วยต่อมิลลิลิตร)
แอคติวิตีฃองไชแลเนส II (หน่วยต่อมิลลิลิตร)
ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์(โมลาร์)
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4.2.5.2 การทำอะซีทิลเอสเทอเรสให้บริสุทธ้ีโดยคอลัมน์บิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอร์แอค 
ชัน

นำเอนไซม์ท่ีได้จากการทำโครมาโทกราทีเบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ในข้อ 4.2.5.1 
คิดเป็นปริมาณโปรตีน 7.72 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาทำให้บริสุทธ้ิมากข้ึนโดยผ่านลงในคอลัมน์ 
ของบิวทิล ไฮโดร'โฟบิค อินเตอร์แอคชัน และชะโปรตีนท่ีมีสมบัติท่ีซอบน้ําออกจากโปรตีนท่ีไม่ชอบ 
น้ําด้วยเกรเตียนท์เลันตรงของแอมโมเนียมชัลเฟตท่ีความเข้มข้น 1.7-0 โมลาร์ ผลการทดลองในรูป 
ท่ี 4.4 พบว่าเอนไซม์มีสมบ้ติค่อนข้างไฮโดรโฟบิคโดยจับกับตัวกลางในคอลัมน์ชนิดน้ี ตังน้ันใน 
ข้ันตอนน้ีจึงสามารถกำจัดโปรตีนท่ีมีสมบัติเป็นไฮโดรฟิลลิคโดยไม่จับกับคอลัมน์ ซ่ึงมีปริมาณมาก 
ออกไปได้ ส่วนอะซีทิลเอสเทอเรสถูกซะออกมาในลำตับส่วนท่ี 22-35 ซ่ึงมีความเข้มข้นของ 
แอมโมเนียมชัลเฟต'ใน'ช่วง 1.4-0.4 โมลาร์ จึงรวมลำตับส่วนท่ีมีแอคติวิตีเข้าด้วยกันและทำให้ 
เข้มข้นข้ึน จากน้ันนำไปไดอะไลส่ใน 20 มิลลิโมลาร์ โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.8 เพ่ือกำจัด 
เกลือออก สุดท้ายไดอะไลส่ใน 30 เปอร์เซ็นต์ กลีเชอรอลใน 20 มิลลิโมลาร์ โซเดียมฟอสเฟต 
บัฟเฟอร์ pH 6.8 วัดปริมาตรรวมได้ 4.1 มิลลิลิตร มีแอคติวิตีท้ังหมดเท่ากับ 23.73 หน่วย มี 
ปริมาณโปรตีนท้ังหมดเท่ากับ 3.23 มิลลิกรัม แอคติวิตีจำเพาะ 7.35 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน มี 
ความบ่ริลุทธิ'เพ่ิม'ข้ึน 38.68 เท่า และยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู่ 22.19 เปอร์เซ็นต์

จากการวิเคราะห์แอคติวิตีของไซแลเนสและเซลลูเลสจากเอนไซม์นี พบว่ามีไซแล 
เนสและเซลลูเลสปนเปีอนอยู่คิดเป็น 0.90 และ 0.68 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ
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ลำด้’บส่วนท่ี

รูปท่ี 4.4 การทำอะชีทิลเอสเทอเรสให้บริสุทธ๋ึโดยคอลัมน์ บิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอร์แอคชัน ชะ 
โปรตีนด้วย 1.7โมลาร์ แอมโมเนียมซัลเฟตใน50มิลลิโมลาร์โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.8 และ 
เกรเดียนท์เส้นตรงของแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 1.7-0 โมลาร์ ด้วยอัตราการไหลของบัฟเฟอร์ 
เท่ากับ 30 มิลลิลิตรต่อ,ช่ัวโมง

A

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส (หน่วยต่อมิลลิลิตร) 
ความเข้มข้นของแอมโมเนียมชัลเฟต (โมลาร์)
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นำเอนไซม์ท่ีได้จากการทำโครมาโทกราทีเบนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอร์แอคชัน 
ในข้อ 4.2.5.2 คิดเป็นปริมาณโปรตีนรวม 3.23 มิลลิกรัม มาทำให้บริสุทธ้ีโดยผ่านคอลัมน์ไฮดรอก 
ซีอะปาไทด์ ชะโปรตีนท่ีจับกับตัวกลางด้วยเกรเตียนท์เลันตรงของ 20-500 มิลลิโมลาร์ โซเดียม 
ฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.8 ผลการทดลองดังในรูปท่ี 4.5 พบว่าอะซีทิลเอสเทอเรสไม่จับกับตัวกลาง 
ในคอลัมน์ โดยถูกชะออกจากคอลัมน์ในลำดับส่วนท่ี 8-15 เม่ือรวมลำดับส่วนท่ีมีแอคติวิตีฃองอะ 
ซีทิลเอสเทอเรสเข้าด้วยกันและทำให้เข้มข้นข้ึนแล้ว วัดปริมาตรรวมได้ 2.13 มิลลิลิตร มีแอคติวิตี 
ท้ังหมดเท่ากับ 7.72 หน่วย มีปริมาณโปรตีนท้ังหมดเท่ากับ 0.79 มิลลิกรัม แอคติวิตีจำเพาะ 9.77 
หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธ้ิเพ่ิมข้ึน 51.41 เท่า และยังคงเหลือแอคติวิตีอยู่ 7.33 
เปอร์เซ็นต์

4.2.5.3 การทำอะซีทิลเอสเทอเรสให้บริสุทธิไดยคอลัมน์ไฮดรอกซีอะปาไทด์

จากการติดตามแอคติวิตีของไซแลเนสในแต่ละลำดับส่วน พบว่าไซแลเนสจับกับ 
ตัวกลางในคอลัมน์โดยถูกซะด้วยเกรเตียนท์เล้นตรงของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.8 ท่ีความ 
เข้มข้น 50-400 มิลลิโมลาร์ ดังน้ันในข้ันตอนน้ีจึงสามารถแยกไชแลเนสออกจากอะซีทิลเอสเทอเรส 
ได้ทำให้ได้เอนไซม์ท่ีมีความบริสุทธ้ิมากข้ึน และจากการวิเคราะห์แอคติวิตีของเซลลูเลสในเอนไซม์ 
ท่ีเตรียมได้ในข้ันตอนน้ีพบว่าไม่มีการปนเปีอนด้วยเซลลูเลส

ข้ันตอนและผลการทำอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ให้ 
บริสุทธิได้สรุปไว้ในตารางท่ี 4.2 และรูปท่ี 4.6
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ลำดับส่วนท่ี

รูปท่ี 4.5 การทำอะซีทิลเอสเทอเรสให้บริสุทธโดยคอลัมน์ไฮดรอกซีอะปาไทด์ชะโปรตีนด้วย 20 มิลลิ 
โมลาร์ โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.8 และเกรเดียนท์เส้นตรงของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH
6.8 ความเข้มข้นเพ่ิมข้ึน 20-500 มิลลิโมลาร์ ด้วยอัตราการไหลของบัฟเฟอร์เท่ากับ 15 มิลลิลิตรต่อ 
ช่ัวโมง

- - Â r -

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส (หน่วยต่อมิลลิลิตร)
แอคติวิตีของไชแลเนส (หน่วยต่อมิลลิลิตร)
ความเข้มข้นของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.8 (โมลาร์)
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เอนไซม์จากน้ําเล้ียงเช้ือ (1.00)

ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น30-90 เปอร์เซ็นต์ (6.11)

โครมาโทกราฟืบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี (23.58)

โครมาโทกราทีเบนบิวทีล ไฮโดรโฟบิค อินเตอร์แอคชัน (38.68)

โครมาโทกทพีเบนไฮดรอกซีอะปาไทด์ (51.42)

อะซีทิลเอสเทอเรส

หมายเหตุ ตัวเลขในวงเล็บแสดงจำนวนเท่าของความบรสุทธ๋ึเม่ือเทียบกับเอนไซม์
จากน้ําเล้ียงเช้ือ

รูปท่ี 4.6 สรุปข้ันตอนการทำอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ให้บริสุทธ้ี



ตารางที' 4.2 สรุปผลการทดลองในแต่ละข้ันตอนของการทำอะซีทิลเอสเทอเรสจาก S tre p to m y c e s  sp. PC22 ให้บริสุทธ้ี

ลำดับข้ันตอนการทำ ปริมาตร แอคติวิตี โปรตีน แอคตวต เปอร์เซ็นต์ ความ แอคตวต เปอร์เซ็นต์ แอคตวต เปอร์เซ็นต์
ให้บริสุทธ้ิ (มล.) ท้ังหมด ท้ังหมด จำเพาะ แอคติวิตี บริสุทธ้ี ท้ังหมด แอคตวต ท้ังหมด แอคตวต

ของอะซีทิล (มก.) ของอะซีทิล ของอะซีทิล ของอะ ของ ของ ของ ของเซลลู
เอสเทอเรส เอสเทอเรส เอสเทอเรส ซทลเอส ไซแลเนส ไซแลเนส เซลลูเลส เลส

(หน่วย) (หน่วยต่อมก. เทอเรส (หน่วย) (หน่วย)
โปรตีน) (เท่า)

1.เอนไซม์จากน้ําเล้ียง 380.00 105.38 568.48 0.19 100.00 1.00 276.25 100.00 10.26 100.00
เช้ือ
2. ตกตะกอนด้วย 11.50 65.18 56.01 1.16 61.85 6.11 35.79 12.96 2.33 22.71
30-90 เปอร์เซ็นต์
แอมโมเนียมซ็ลเฟต
3. แมคโคร-เพรบ ดีอี 2.40 34.60 7.72 4.48 32.83 23.58 3.55 1.29 0.16 1.56
เออ
4. บิวทิล ไฮโดรโฟบิค 4.10 23.73 3.23 7.35 22.19 38.68 2.50 0.90 0.07 0.68
อินเตอร์แอคชัน
5. ไฮดรอกซีอะปาไทต์ 2.13 7.72 0.79 9.77 7.33 51.42 0.08 0.03 0.00 0.00 CT)OÛ
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4.3 การตรวจสอบ ความบ ร ิส ุท ธฃ องอะ?ท ิล เอสเท อเรสท ี่ผ ่าน การท ำให ้บ ร ิส ุท ธ โดยว ิธ ีพอ 
ล ิอะคร ิลาไมด ์เจลอ ิเลคโทรโฟร ิ?ส

นำเอนไซม์ท่ีผ่านการทำให้บริสุทธ้ิในข้ันตอนต่าง  ๆ มาตรวจลอบความบริสุทธ้ิโดยการทำ 
พอลิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟริซิสซนิดแผ่น ย้อมโปรตีนด้วยสีคูแมสซี บลู พบว่าจำนวนแถบ 
โปรตีนในส่วนท่ีผ่านโครมาโทกราทีเบนไฮดรอกชีอะปาไทด์มีน้อยกว่าในส่วนท่ีผ่านโครมาโทกราทีเ 
บนบ ิว ท ลิ ไฮโดร,โฟ บิค อินเตอร์แอคชัน และแมคโคร-เพรบ ดีอีเออีมาก ซ่ึงสอดคล้องกับแอคติวิตี 
จำเพาะท่ีเพ่ิมข้ึนดังแสดงในตารางท่ี 4.2

อย่างไรก็ตาม แม้จำนวนแถบโปรตีนในข้ันตอนสุดท้ายของการทำให้บริสุทธ้ิจะลดลงมาก 
แต่ก็ยังปรากฏแถบโปรตีนมากกว่า 1 แถบ ดังน้ันเพ่ือตรวจสอบว่าแถบโปรตีนใดเป็นอะซีทิลเอส 
เทอเรส จึงได้ดัดแผ่นเจลเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกนำไปย้อมสีโปรตีน (dye staining) โดยใช้สีคูแมสซี 
บลู อีกส่วนหน่ึงนำไปย้อมแอคติวิตี (activity staining) โดยใช้ 10 มิลลิโมลาร์ พารา-ไนโตรทีเนิล 
อะซีเตทเป็นลับสเตรท จากน้ันนำเจลส่วนท่ีย้อมแอคติวิตีมาเปรียบเทียบโดยแถบสีเหลืองจะแสดง 
แอคติวิตีฃองอะซีทิลเอสเทอเรส ได้ผลการทดลองดังรูปท่ี 4.7 ผลการทดลองน้ีสามารถระบุได้ว่า 
แถบโปรตีนท่ีแสดงแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสไม่ใช่แถบโปรตีนหลัก (major protein) ซ่ึงเป็น 
แถบสีน้ําเงินเข้ม

จากน้ันได้พยายามทำเอนไซม์น้ีให้บริสุทธเพ่ือให้ถึงระดับโปรตีนเด่ียว (homogeneity) 
โดยมีจุดมุ่งหมายท่ีจะนำตัวอย่างไปใช้ในการวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม์ โดยวิธีโซเดียม 
โดเดชิลชัลเฟตโพลิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟรีซิส (SDS-PAGE) และลำดับกรดอะม์โนตรงปลาย 
เอ็น (NH2 terminal) จึงได้นำเอนไซม์ท่ีผ่านการทำให้บรีสุทธ้ิในข้ันตอนไฮดรอกซีอะปาไทด์มาทำ 
พอลิอะครีลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟรีซิสแล้วย้อมแอคติวิตี ดังแสดงในรูปท่ี 4.8 ดัดเจลเฉพาะแถบสี 
เหลืองชะโปรตีนออกจากเจล และทำให้เข้มข้นข้ึนโดยการปันเหว่ียงใน concentrator tube ผลการ 
วิเคราะห์ความบรีสุทธ้ิของเอนไซม์ท่ีเตรียมได้ ดังแสดงในรูปท่ี 4.9 พบว่าเอนไซม์ท่ีได้มีความ 
บรีสุทธ้ิสูงข้ึนโดยแสดงแถบหนาของเอนไซม์ 1 แถบ แต่ก็ยังมีแถบของโปรตีนอ่ืนปนเบ้ืเอนอยู่เล็ก 
น้อย
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รูปท่ี 4.7 การทำพอลิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟริซิสของเอนไซม์ท่ีผ่านการทำให้บริสุทธ๋ึใน 
ข้ันตอนต่าง ๆ

แถวท่ี 1-3 ย้อมสิ'โปรตีนด้วยสีคูแมสซี บลู 
แถวท่ี 4-7 ย้อมแอคติวิตีด้วยพารา-ไนโตรทีเนิล อะซีเตท 

(ทุกตัวอย่างใช้ปริมาณโปรตีน 7 ไมโครกรัม)

แถวท่ี 1,5 เอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์แมคโคร-เพรบ ดีอีเออี
แถวท่ี 2,6 เอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์บิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอร์แอคชัน
แถวท่ี 3,7 เอนไซม์ท่ีผ่านไฮดรอกซีอะปาไทด์
แถวท่ี 4 เอนไซม์ท่ีผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟต ความเข้มข้น 30-90 เปอร์เซ็นต์
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รูปท่ี 4.8 การทำพอลิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟริซิสฃองเอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์ไฮดรอกซีอะปา 
ไทด์

แถวท่ี 1-8 ย้อมแอคติวิตีอะซีทิลเอสเทอเรสด้วยพารา-ไนโตรทีเนิล อะซีเตท (ทุกตัวอย่างใช้ปริมาณ 
โปรตีน 14 ไมโครกรัม)



6 7

รูปท่ี 4.9 การทำพอลิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟริชิสของเอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์ไฮดรอกซีอะปา 
ไทด์และท่ีซะออกจากพอลิอะคริลาไมด์เจลซ่ึงได้จากการย้อมแอคติวิตี

แถวท่ี 1 เอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์ไฮดรอกซีอะปาไทด์ (ปริมาณโปรตีน 13.6 ไมโครกรัม)
แถวท่ี 2 เอนไซม์ท่ีชะออกจากพอลิอะคริลาไมด์เจล (ปริมาณโปรตีน 2.7 ไมโครกรัม)

ย้อมสีด้วยสิคูแมสซี บลู
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4.4 การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของอะช้ทิลเ'อสเทอเรส

4.4.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของอะซีทิลเอสเทอเรสโดยการทำเจลทิเลเตรชันผ่านคอลัมน์ 
เซฟาคริล เอส-200 เอซอาร์

การทดลองน้ีได้หาน้ําหนักโมเลกุลของอะซีทิลเอสเทอเรสโดยการทำเจลทิเลเตรชัน 
โดยใช้โปรตีนท่ีทราบน้ําหนักโมเลกุลท่ีแน่นอน ได้แก่ โกลบูลิน 150,000 ดาลตัน โบไวน์ซีรัมอัลบู 
มิน 66,000 ดาลตัน โอวัลบูมิน 45,000 ดาลตัน และ ไซโตโครม ซี 13,237 ดาลตัน ตามลำดับ 
เป็นโปรตีนมาตรฐาน ผ่านโปรตีนเหล่าน้ีลงบนคอลัมน์เซฟาคริล เอส-200 เอซอาร์ ซ่ึงเป็นคอลัมน์ 
เดียวกัน และภายใต้สภาวะเดียวกันกับท่ีใช้ในการวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของอะซีทิลเอสเทอเรส 
ตีดตามลำดับส่วนท่ีโปรตีนถูกชะออกจากคอลัมน์โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 2 8 0 
นาโนเมตร และติดตามไซโตโครม ซี โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร 
ผลการทดลองตังแสดงในรูปท่ี 4.10 และ 4.11 เม่ือนำมาเขียนกราฟระหว่างค่าลอการิทึมของ 
น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตรบัฟเฟอร์ท่ีซะโปรตีนออกมาจากคอลัมน์ ได้ผลดัง 
รูปท่ี 4.12 จากกราฟตังกล่าวพบว่า อะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 มี'นาหนัก 
โมเลกุลประมาณ 155,000 ดาลตัน
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ปริมาตรของบัฟเฟอร์ที่ชะโปรตีน (มิลลิลิตร)

รูปท่ี 4.10 การทำโครมาโทกราฟิบนเซฟาคริล เอส-200 เอซอาร์ของโปรตีนมาตรฐาน

โกลบูลิน
โบไวน์ซีรัมอัลบูมิน 
โอวัลบูมิน 
ไซโตโครม ซี

น้ําหนักโมเลกุล
■  . 7 1 7 1น์าหนักโมเลกุล 
น้ําหนักโมเลกุล 
'นาหนัก'โมเลกุล

150,000 ดาลตัน
66.000 ดาลตัน
45.000 ดาลตัน 
13,237 ดาลตัน
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ปริมาตรบัฟเฟอร์ที่ใช้ชะ (มิลลิลิตร)

รูปท่ี 4.11 การทำโครมาโทกราฟิบนเซฟาคริล เอส-200 เอซอาร์ของอะซีทิลเอสเทอเรส

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส (หน่วยต่อมิลลิลิตร)
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0 5 10 15 20 25 30 35 40

ปริมาตรของบัฟเฟอร์ท่ีใช้ชะโปรตึน (มิลลิลิตร)

รูปท่ี 4.12 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างลอการิทึมของนํ้าหนักโมเลกุลกับปริมาตรของบัฟเฟอร์ที่ใช้ 
ซะโปรตีนออกจากคอลัมน์เซฟาคริล เอส-200 เอซอาร์

1. โกลบูลิน
2. โบไวน์ซีรัมอัลบูมิน
3. โอ1วัลบูมิน
4. ไซโตโครม ซี
A คือ อะซีทิลเอสเทอเรส

น้ําหนักโมเลกุล 150,000 ดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุล 66,000 ดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุล 45,000 ดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุล 13,237 ดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุล 155,000 ดาลตัน
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4.4.2 การหาน้ําหนักโมเลกุลของอะซีทิลเอสเทอเรสโดยการทำอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียม 
โดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล (SDS-PAGE)

การทดลองนี้ทำโดยนำอะซีทิลเอสเทอเรสที่ผ่านการทำให้บริสุทธิ้โดยวิธีอะคริลา 
ไมด์เจลอีเลคโทรโฟริซิสและติดตามการย้อมแอคติวิตี แล้วแยกออกจากเจลมาหานํ้าหนักโมเลกุล 
โดยการทำอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลชนิดแผ่น เปรียบเทียบ 
กับโปรตีนมาตรฐานได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.13 พบว่าอะซีทิลเอสเทอเรสให้แถบโปรตีน 
เด่นชัดเพียงแถบเดียว และจากการวิเคราะห์จากกราฟมาตรฐานระหว่างค่าลอการิทึมของนํ้าหนัก 
โมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน กับระยะทางการเคลื่อนท่ีของโปรตีนบนโซเดียมโดเดซิลชัลเฟตพอลิ 
อะคริลาไมด์เจล ดังแสดงในรูปท่ี 4.14 พบว่าแถบโปรตีนเด่นชัดนี้มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 
38,000 ดาลตัน และเมื่อประเมินร่วมกับผลการวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลวิธีเจลทิเลเตรชันชึ่งมีค่า 
ประมาณ 155,000 ดาลตัน จึงคาดว่า อะซีทิลเอสเทอเรสประกอบด้วยหน่วยย่อย 4 หน่วยย่อย ท่ีมี 
นํ้าหนักโมเลกุลเท่ากัน คือ 38,000 ดาลตัน ซึ่งจะให้น้ําหนักโมเลกุลรวมประมาณ 152,000 ดาล 
ตัน ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับการวิเคราะห้โดยวิธีเจลทิเลเตรชัน
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MW (kDa) 1 2

◄ -----38 kDa

รูปท่ี 4.13 การวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลของอะซีทิลเอสเทอเรส โดยการทำอีเลคโทรโฟริซิสบน
โซเดียมโดเดชิลซ้ลเฟตพอลิอะคริลาไมล์เจล 

แถวท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน
แถวท่ี 2 อะชีทิลเอสเทอเรสท่ีผ่านการทำอีเลคโทรโฟริชิส (2.8 ไมโครกรัม)

โปรตีนมาตรฐานได้แก่
1. ไมโอชิน (Myosin)
2. บีตา-กาแลคโตสิเดส ((3-galactosidase)
3. โบวีน ซีรัม อัลบูมิน (Bovine serum albumin)
4. โอวัลบูมิน (Ovalbumin)

'นาหนักโมเลกุล 209 กิโลดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุล 124 กิโลดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุล 80 กิโลดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุล 49.1 กิโลดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุล 34.8 กิโลดาลตัน5. คาร์บอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase)

6. ซอยบีน ทริปชิน อินฮิบิเตอร์ (Soybean trypsin inhibitor) น้ําหนักโมเลกุล 28.9 กิโลดาลตัน
7. ไลโซไซม์(Lysozyme) น้ําหนักโมเลกุล 20.6 กิโลดาลตัน
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0 10 20 30 40 50 60

ระยะทางท่ีโปรตีนเคล่ือนท่ี (มิลลิเมตร)

รูปท่ี 4.14 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าลอการิทึมของนํ้าหนักโมเลกุล กับระยะทางท่ีโปรตีน 
เคล่ือนท่ีบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดไ,จลอีเลคโทรโฟริซิล

1. โบวีน ซีรัม อัลบูมิน (Bovine serum albumin) น้ําหนักโมเลกุล 80 กิโลดาลตัน
2. โอ'วัลบูมิน (Ovalbumin) น้ําหนักโมเลกุล 49.1 กิโลดาลตัน
3. คาร์บอนิค แอน'โฮเดรส (Carbonic anhydrase) น้ําหนักโมเลกุล 34.8 กิโลดาลตัน
4. ซอยปีน ทริปชิน อินฮิบิเตอร์ (Soybean trypsin inhibitor) น้ําหนักโมเลกุล 28.9 กิโลดาลตัน
5. ไลโซไซม (Lysozyme) น้ําหนักโมเลกุล 20.6 กิโลดาลตัน
A คือ อะซีทิลเอสเทอเรส น้ําหนักโมเลกุล 38.0 กิโลดาลตัน
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นำเอนไซม์ที่ผ่านการทำให้บริสุทธิใเล้วดังกล่าวข้างต้น มาศึกษาสมบัติต่าง  ๆ ดังน้ี

4.5.1 ผลของอุณหภูมิต่อการทำงานของอะชีทิลเอสเทอเรส

จากการนำเอนไซม์ที่ผ่านการทำให้บริสุทธิใเล้วปริมาณเท่าๆ กัน มาหาแอคติวิตีฃอง 
อะซีทิลเอสเทอเรส โดยการแปรอุณหภูมิที่ใช้ในการทำปฏิกิริยาตั้งแต่ 35-75 องศาเซลเซียส พบว่า 
เอนไซม์ทำงานได้ดีในช่วง 45-60 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เอนไซม์ให้ 
แอคติ'วิตีสูงสุด อย่างไรก็ตามที่อุณหภูมิสูงถึง 65 องศาเซลเซียส เอนไซม์ก็ยังสามารถทำงานได้ 
เกือบ 80 เปอร์เซ็นต์ของแอคติวิตีท้ังหมด ดังรูปท่ี 4.15

4.5.2 ผลของความเป็นกรดด่างต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส

จากการศึกษาผลของความเป็นกรดด่างต่อการทำงานของเอนไซม์โดยการทำ 
ปฏิกิริยาในบัฟเฟอร์ที่แปรความเป็นกรดด่างในช่วง 4 .0-9 .0  ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.16 
พบว่า เอนไซม์สามารถทำงานได้ดีในช่วงแคบ คือ 6.0-6.5 โดยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ค่าความเป็น 
กรดด่าง 6.5 เป็นค่าท่ีเหมาะสมที่สุดในการทำงานของเอนไซม์นี้

4.5 สมบํแติของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก S trep to m yces  sp. PC22
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30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
อุณหภูมิ (องศาเซลเซ็ยส)

รูปท่ี 4.15 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของอะชีทิลเอสเทอเรส

กำหนดให้แอคติวิตีสูงสุดเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์
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3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5

ความเป็นกรดด่างของบัฟเฟอร์

รูปท่ี 4.16 ความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส

อะซีเตท บัฟเฟอร์ 
ฟอสเฟต บัฟเฟอร์ 
ทริส บัฟเฟอร์

pH 4.0-6.5 
pH 6.0-8.0 
pH 8.0-9.0

กำหนดให้แอคติวิตีสูงสุดเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์
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4.5.3 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสต่ออุณหภูมิ

นำอะซีทิลเอสเทอเรสมาบ่มที่อุณหภูมิต่าง  ๆ โดยแปรอุณหภูมิในช่วง 35-75 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลานาน 30 นาที จากนั้นนำไปวิเคราะห์แอคติวิตีที่เหลืออยู่ โดยทำปฎิกริยาภายใต้ 
ภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม์ ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.17 พบว่าอะซีทิลเอสเทอเรสมีความ 
เสถียรต่ออุณหภูมิสูงถึง 55 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เอนไซม์ยังคงมีแอคติ 
วิตีเหลืออยู่สูงถึงประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ แต่ท่ี 65 องศาเซลเซียส เอนไซม์จะสูญเสียแอคติวิตีอย่าง 
รวดเร็วและสูญเสียแอคติวิตีอย่างสมบูรณ์ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส

4.5.4 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสต่อความเป็นกรดด่าง

บ่มอะซีทีลเอสเทอเรสในบัฟเฟอร์ชนิดต่าง  ๆ ที่แปรค่าความเป็นกรดด่างในช่วง 4.0-
9.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไปวิเคราะห์แอคติวิตีที่เหลืออยู่โดย 
ทำปฏิกิริยาภายใต้ภาวะที่เหมาะสม ผลการทดลองดังในรูปท่ี 4.18 พบว่าอะซีทิลเอสเทอเรสเสถียร 
ต่อความเป็นกรดด่างในช่วงกว้างตั้งแต่ 5 .0-9.0  โดยยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู่ประมาณ 90-100 
เปอร์เซ็นต์ แต่ที่ค่าความเป็นกรดด่างตํ่ากว่า 4.5 ลงมาเอนไซม์จะสูญเสียแอคติวิตีอย่างรวดเร็ว 
และสูญเสียแอคติวิตีอย่างสมบูรณ์ที่ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 4.0



แอ
คติ

วิตี
สัม

พัท
ธ์ (

เปอ
ร์เซ็

นต์
)

79

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

อุณหภูมิ (องศาเซลเซ็ยส)

รูปท่ี 4.17 ความเสถียรของอะชีทิลเอสเทอเรสต่ออุณหภูมิ

กำหนดให้แอคติวิตีของเอนไซม์ที่ไม่ผ่านการบ่มเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์
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3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5

ความเป็นกรดด่างของพัฟเฟอร์

รูปท่ี 4.18 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสต่อความเป็นกรดด่าง

-Ét

อะซีเตท บัฟเฟอร์ pH 4.0-6.5
ฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.0-8.0
ทริส บัฟเฟอร์ pH 8.0-9.0

กำหนดให้แอคติวิตีของเอนไซม์ที่ไม่ผ่านการบ่มเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์
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4.5.5 การหาค่าความจำเพาะต่อสับสเตรท {K J  ของอะซีทิลเอสเทอเรส

การทดลองนี้ได้สืกษาความจำเพาะของเอนไซม์ต่อพารา-ไนโตรทีเนิล อะซีเตท โดย 
แปรความเข้มข้นของสับสเตรทในช่วง 0.2-1.0 มิลลิโมลาร์ และจากการเขียนกราฟไลน์วีเวอร์-เบิร์ก 
(L inew eaver-B urk  plot) ดังแสดงในรูปท่ี 4.19 พบว่าอะซีทิลเอสเทอเรสมีค่า K m สำหรับ 
พารา-ไนโตรทีเนิล อะซีเตท เท่ากับ 0.43 มิลลิโมลาร์

-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6

1/ความเข้มข้นของสับสเตรท (1/มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 4.19 ไลน์วีเวอร์-เบิร์กพลอตในการหาค่า /<m ของอะซีทิลเอสเทอเรสต่อพารา-ไนโตรฟืนิล อะชี 
เตท
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การทดลองนี้ได้ศึกษาผลของอิออนของโลหะชนิดต่าง ๆ ต่อการทำงานของอะซีทิล 
เอสเทอเรสจาก Streptom yces  sp. PC22 โดยการนำเอนไซม์มาบ่มกับอิออนของโลหะชนิดต่าง ๆ 
ท่ีแปรให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายอยู่ในช่วง 0.1-10 มิลลิโมลาร์ ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่
4.3 พบว่า Co2+,Cu2+1 Hg2+ และ Zn2+ มีผลยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซม์โดย Hg2+ เป็นสารยับย้ัง 
ท่ีรุนแรงท่ีสุด โดยที่ความเข้มข้นเพียง 0.1 มิลลิโมลาร์ สามารถยับยั้งแอคติวิตีได้อย่างสมบูรณ์ 
ส่วน Cu2+ ที่ความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์ ก็สามารถยับยั้งแอคติวิตีได้สูงกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ 
ขณะที่ Zn2+ มีผลยับยั้งแอคติวิตีรองลงมา

4.5.6 ผลของอิออนโลหะต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส

ตารางที่ 4.3 ผลของอิออนโลหะต่อการทำงานของอะชีทิลเอสเทอเรส

แอคติวิตีสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์)
ชนิดของอิออนโลหะ ความเข้มข้นของอิออนโลหะ (มิลลิโมลาร์)

0.1 1.0 10.0

Control 100.00 100.00 100.00

CaCI2-5H20 97.56 90.94 91.36

CoCI2-6H20 101.30 97.58 78.35

CuS 0 4-4H20 10.05 6.31 0

FeS04-7H20 93.01 nd nd

HgCI2 0 0 0

MgS04-7H20 99.72 92.22 93.20

MnS04-H20 97.14 95.14 85.50

ZnS04-7H20
35.55 17.30 6.71

nd คือ ไม่ได้ทำการทดลอง เนื่องจากสารละลาย FeS04-7H20  ที่ความเข้มข้น 1.0 และ 10
มิลลิโมลาร์ มีสีเหลืองจึงไปรบกวนการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร
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การทดลองนีได้ศึกษาผลของอีดีทีเอต่อการทำงานของเอนไซม์ โดยเติมอีดีทีเอลงใน 
สารผสมปฏิกิริยาที่ความเข้มข้น 0.1-3.0 มิลลิโมลาร์ ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.20 พบ1ว่าอีดี 
ทีเอมีผลยับยั้งเพียงเล็กน้อยโดยที่ความเข้มข้น 3.0 มิลลิโมลาร์ ยับยั้งเพียง 10 เปอร์เซ็นต์ ดังน้ัน 
การทำงานของเอนไซม์น้ีไม่จำเป็นต้องใซ้อิออนของโลหะเป็นโคแฟคเตอร์ (cofactor)

4.5.7 ผลของอีดีทีเอต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

ความเข้มข้นของอีดีทีเอ (มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 4.20 ผลของอีดีทีเอต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส
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4.5.8 ผลของสารดัดแปลงกรดอะมิโนต่อการทำงานของอะชีทิลเอสเทอเรส

การทดลองน้ีได้ศึกษาผลของสารดัดแปลงกรดอะมิโนต่อการทำงานของอะชีทิลเอส 
เทอเรส เพ่ือทดสอบว่าเอนไซม์ดังกล่าวมีกรดอะมิโนใดเป็น active site โดยการนำเอนไซม์มาบ่ม 
กับสารดัดแปลงกรดอะมิโน ดังนี Ethylmethylaminopropylcarbodiimide (EDAC) ดัดแปลงหมู่ 
คาร์บอกซิล (COOH), lo d o ac e ta m id e  (IAM) ดัดแปลงหมู่ชีสเทอีน (cy ste in e) และ 
Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ดัดแปลงหมู่เซรีน (serine) ที่แปรความเข้มข้นสุดท้าย 
เป็น 1.0 และ 10 มิลลิโมลาร์ ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่4 .4 พบว่า PMSF มีผลยับยั้งแอคติ 
วิตีของเอนไซม์อย่างรุนแรง โดยที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ก็สามารถยับยั้งแอคติวิตีได้ถึง 40 
เปอร์เซ็นต์ จากผลการทดลองคาดว่ากรดอะมิโนเซรีนเกี่ยวข้องกับบริเวณ active site ของเอนไซม์ 
โดยรูปท่ี 4.21 แสดงสูตรโครงสร้างของกรดอะมิโนเซรีน

H
H2N -C -C O O H

c h 2o h

รูปท่ี 4.21 สูตรโครงสร้างของกรดอะมิโนเซรีน (Serine)

ตารางท่ี 4.4 ผลของสารดัดแปลงกรดอะมิโนต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส

ชนิดของสารดัดแปลงกรดอะมิโน
แอคติวิตีสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์)

ความเข้มข้นของสารดัดแปลงกรดอะมิโน (มิลลิโมลาร์)
1.0 10.0

Control 100 100

Ethylmethylaminopropylcarbodiimide 101.08 82.04
(EDAC)

lodoacetamide (IAM) 93.23 98.96

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 109.02 59.32



85

4.5.9 การตรวจสอบแอคติวิตีข้างเคียง (side activity) ต่อสับสเตรทต่าง  ๆของอะซีทิลเอส 
เทอเรส

การทดลองนี้ได้นำอะซีทิลเอสเทอเรสที่ผ่านการทำให้บริสุทธ่ีแล้วมาตรวจสอบแอคติ 
วิตีข้างเคียงต่าง  ๆ โดยแสดงเป็นแอคติวิตีจำเพาะต่อสับสเตรทต่าง  ๆ ตามวิธีการในข้อ 3.3.10.9 
ได้ผลดังตารางที่ 4.5 พบว่า เอนไซม์มีความจำเพาะต่อ p-nitrophenyl acetate สูงสุด โดยมีแอคติ 
วิติจำเพาะเท่ากับ 9.81 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน นอกจากนั้นยังพบว่าเอนไซม์มีแอคติวิตีจำเพาะ 
ต่อ p-nitrophenyl (X-L-arabinofuranoside และไซแลนจากเปลือกข้าวโอ๊ตตำมาก คือ 0.02 และ
0.01 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามลำดับ และค่าแอคติวิตีต่อ p -n itro p h e n y l (3-D-
xylopyranoside sodiumcarboxymethyl cellulose และไซแลนจากไม้เบิร์ช เท่ากับ 0 หน่วย 
ต่อมิลลิกรัมโปรตีน ซ่ึงจัดได้ว่าอะซีทิลเอสเทอเรสที่เตรียมได้นี้มีความบริสุทธี้มากโดยมีแอคติวิตี
ของไซแลเนสและแอลฟา-แอล-อะราบิโนทิเวราโนสิเดสน้อยมาก และไม่พบแอคติวิตีของเซลลูเลส 
และบีตา-ไซโลสิเดสในเอนไซม์เลย

ตารางที ่ 4.5 การตรวจสอบความจำเพาะต่อสับสเตรท (substrate specificity) ของอะซีทิลเอส 
เทอเรส

สับสเตรท แอคติวิตีจำเพาะ 
(หน่วยต่อมก.โปรตีน)

แอคติวิตีสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)

p-nitrophenyl acetate 9.81 100

p-nitrophenyl (X-L-arabinofuranoside 0.02 0.20

p-nitrophenyl (3-D-xylopyranoside 0 0

sodiumcarboxymethyl cellulose 0 0

ไซแลนจากเปลือกข้าวโอ๊ต 0.01 0.10

ไชแลนจากไม้เบิร์ช 0 0
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4.5.9 การวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนปลายสายเอ็น (NH2-terminal)

จากการนำเอนไซม์ท่ีเตรียมโดยวิธีพอลิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฬริซีส ซ่ึงได้เอน 
ไชม์ท่ีมีความบริสุทธ๋ีมาก ดังแสดงในรูปท่ี 4.9 มีปริมาณโปรตีน 0.101 มิลลิกรัม ไปวิเคราะห์ลำดับ 
กรดอะม์โนปลายสายเอ็น สามารถ'วิเคราะห์ได้กรดอะม์โนบางส่วน ดังแสดงในรูปท่ี 4.22

M -A -S -X -N -X -N  

รูปท่ี 4.22 แสดงลำดับกรดอะม์โนตรงปลายสายเอ็น

M คือ methionine (Met)
A คือ alanine (Ala)
ร คือ serine (Ser)
N คือ asparagine (Asn)
X คือ ไม่ทราบ
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มีรายงานเกี่ยวกับอะซีทิลเอสเทอเรสช่วยเพิ่มประสิทธิภาพเอนไซม์ย่อยสลายสาย 
หลักของไซแลนทำให้การย่อยสลายไซแลนเกิดได้ดีขึ้น (Biely และคณะ, 1986) การทดลองน้ีจึงได ้
ศึกษาผลของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก S t r e p t o m y c e s  sp . PC22 ในการเพิ่มประสิทธิภาพการ 
ทำงานของไซแลเนสจาก S tre p to m y c e s  sp. PC22 ร่วมกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก S tre p to m y c e s  

sp. CH7

4.6.1 การเตรียมบีตา-ไซโลสิเดสจาก S tre p to m y c e s  sp. CH7

4.6 การทำงานร่วมกันของอะดูทิลเอสเทอเรส บีตา-ไชโลสิเดส และไซแลเนส

จากการเล้ียง S tre p to m y c e s  sp. CH7 ในอาหารเล้ียงเช้ือไซแลน คอมเพล็กซ์ มี 
เคียม ซ่ึงมี 0.75 เปอร์เซ็นต์ไซแลนจากเปลือกข้าวโอ๊ตเป็นแหล่งคาร์บอน เพ่ือผลิตบีตา-ไซโลสิเดส 
ดังวิธีการในข้อ 3.3.11.1.2 ตามรายงานของทรรศนีย์ ต้ังสกุล (2544) รวมท้ังการตรวจสอบแอคติ 
วิตีของเอนไซม์ตามวิธีการในข้อ 3.3.11.1.3 พบว่า S tre p to m y c e s  sp. CH 7 สามารถผลิตบีตา- 
ไซโลสิเดสได้ 3.58 หน่วยต่อมิลลิลิตร มีแ'อคติ,วิตี'จำเพาะเท่ากับ 0.88 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
บีตา-ไซโลสิเดสท่ีเตรยีมได้น้ีจะนำไปทดลองในข้ันตอนการทำงานร่วมกันกับไชแลเนส และอะซีทิล 
เอสเทอเรส

4.6.2 การเตรียมไซแลเนสจาก S tre p to m y c e s  sp. PC22

เล้ียง S tre p to m y c e s  sp. PC22 ในอาหารเล้ียงเช้ือไซแลน คอมเพล็กซ์ มีเคียม ท่ีมี
0.75 เปอร์เซ็นต์ ไซแลนจากเปลือกข้าวโอ๊ตเป็นแหล่งคาร์บอนภายใต้ภาวะเหมาะสม เพ่ือผลิตไซ 
แลเนสตามรายงานของ Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn (2000) ตามวิธีการในข้อ
3.3.11.2.1 พบว่า S tre p to m y c e s  sp. PC22 สามารถผลิตไซแลเนสได้ 2.13 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
ของน้ําเล้ียงเช้ือ เน่ืองจาก S tre p to m y c e s  sp. PC22 สามารถผลิตได้ท้ังไซแลเนสและอะชีทิลเอส 
เทอเรลและปล่อยออกมานอกเซลล์ แม้การใช้ไซแลนจากเปลือกข้าวโอ๊ตเป็นแหล่งคาร์บอนจะซัก 
นำการสร้างอะซีทิลเอสเทอเรสได้เพียงเล็กน้อย (เวฬุรย์ ทองคำ, 2547) ในการศึกษาผลของการ 
ทำงานร่วมกันของเอนไซม์ท้ังสองน้ี จึงจำเป็นต้องเตรียมไซแลเนสก่ึงปริสุทธ๋ึท่ีปลอดการปนเบ้ืเอน 
ของอะซีทิลเอสเทอเรส ซ่ึงทำได้โดยนำน้ําเล้ียงเช้ือมาตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 80
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เปอร์เซ็นต์ แล้วน่ามาทำโครมาโทกราพีเบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ซ่ึงแยกได้ไซแลเนส i และไช 
แลเนส II ดังแสดงในรูปท่ี 4.23 และได้สรุปผลการเตรียมไซแลเนสท้ัง 2 ชนิด ในตารางท่ี 4.6

ไซแลเนส II มีแอคติวิตีรวมท้ังหมดเท่ากับ 37.15 หน่วย และตรวจไม่พบแอคติวิตีของอะ 
ซีทิลเอสเทอเรส ดังท้ันจึงเลือกไปศึกษาการทำงานร่วมกันกับเอนไซม์บีตา-ไซโลสิเดส และอะซีทิล 
เอสเทอเรสในข้ันตอนต่อไป ส่วนไซแลเนส I มีแอคติวิตีรวมท้ังหมด 1.08 หน่วย ซ่ึงปริมาณน้อย 
มากไม่เพียงพอท่ีจะน่าไปทำการทดลองในข้ันต่อไป



89

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

ลำดับส่วนท่ี

รูปท่ี 4.23 การทำไซแลเนสให้ปริสุทธโดยคอลัมน์ แมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ซะโปรตีนด้วย 50 มิลลิโม 
ลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH 7.5 และเกรเดียนท่เลันตรงของโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0-1.0 โมลาร์ ใน 
50 มิลลิโมลาร์ทริส บัฟเฟอร์ pH 7.5 ด้วยอัตราการไหลของบัฟเฟอร์เท่ากับ 30 มิลลิลิตรต่อ,ช่ัวโมง

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
แอคติวิตีของไซแลเนส I (หน่วยต่อมิลลิลิตร)
แอคติวิตีของไชแลเนส II (หน่วยต่อมิลลิลิตร)
ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ (โมลาร์)

แอ
คติ

วิตี
 (ห

น่ว
ยต่

อมิ
ลลิ

ลิต
ร)
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ตารางท่ี 4.6 ข้ันตอนการเตรียมไซแลเนสจาก Streptomyces sp. PC22

ลำดับข้ันตอนการ 
ทำให้บริสุทธ้ี

ปริมาตร
(มล.)

แอคติวิตี 
ท้ังหมด 
(หน่วย)

โปรตีน 
ท้ังหมด 

(มิลลิกรัม)

แอคตวต 
จำเพาะ 

(หน่วยต่อ 
มก.โปรตีน)

เปอร์เซ็นต์ 
แอคติวิตีฃอง 

ไชแลเนส

ความ 
บริสุ ทธ้ี 
ของไซ 
แลเนส 
(เท่า)

แอคติวิต 
ท้ังหมด 

ของอะซีทิล 
เอสเทอเรส 

(หน่วย)
สารสกัดเอนไซม์ 250.00 532.50 482.50 1.10 100 1.00 22.50

ตกตะกอนด้วย 
80 เปอร์เซ็นต์ 
แอมโมเนียม 
ซัลเฟต

แมคโคร-เพรบ 
ดอเออี

13.00 188.63 78.91 2.39 35.42 2.17 3.97

-ไซแลเนส 1 4.00 1.08 1.84 0.59 0.20 0.54 0
- ไชแลเนส II 5.00 37.15 13.00 2.86 6.98 2.60 0
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4.6.3 ผลของอะซีทิลเอสเทอเรสในการเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยไซแลนจากไม้ฒิร์ชของ 
ไซแลเนส II ร่วมกับบีตา-ไซโลสิเดส

ผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 4.7 พบว่าการเติมอะซีทิลเอสเทอเรสมีผลทำให้ 
ไซแลเนส II มีประสิทธิภาพในการทำงานเพ่ิมข้ึนประมาณ 10.42 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีบีตา-ไซโลสิ 
เดสซ่ึงเป็นเอนไซม์ย่อยสายหลักของไซแลนจากปลายนอนรีดิวซ์มีผลเสริมการทำงานของไซแลเนส 
II โดยให้ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์เพ่ิมข้ึนประมาณ 35.05 เปอร์เซ็นต์ เม่ือให้อะซีทิลเอสเทอเรสทำงาน 
ร่วมกับไซแลเนส II และบีตา-ไซโลสิเดส พบว่าสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายไชแลนได้ดี 
ย่ิงข้ึน โดย'ให้ประมาณน้ําตาล'รีดิวซ์ 70.08 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงเพ่ิมข้ึนสูงสุดประมาณ 46.30 
เปอร์เซ็นต์เม่ือเทียบกับการใช้ไซแลเนส II เพียงอย่างเดียว

ตารางท่ี 4.7 ผลของการทำงานร่วมกันของแอคติวิตีอะซีทิลเอสเทอเรส บีตา-ไซโลสิเดส และไซ 
แลเนส II ในการย่อยไซแลนจากไม้เบิร์ซ

ชนิดและปริมาณของเอนไซม์ 
(หน่วยต่อมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา)

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร): 
เทียบเท่ากับน้ําตาลไซโลส

อะซีทีลเอสเทอเรส (0.3) 2.50
บีตา-ไซโลสิเดส (0.2) 16.88
ไซแลเนส II (0.01) 47.90
ไซแลเนส II (0.01) + อะซีทีลเอสเทอเรส (0.3 ) 52.89
ไชแลเนส II (0.01) + บีตา-ไซโลสิเดส (0.2) 64.69
ไซแลเนส II (0.01) + บีตา-ไซโลสิเดส (0.2) + 70.08
อะซีทีลเอสเทอเรส (0.3)
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ผลการศึกษาสมบัติของอะซีทิลเอสเทอเรสบริสุทธ้ิ จาก Streptomyces sp. PC 22 ได้สรุป 
ดังแสดงในตารางท่ี 4.8

ตารางท่ี 4.8 สมบัติของอะซีทิลเอสเทอเรสบริสุทธ๋ึ'จาก Streptomyces sp. PC22

สมบัติของเอนไซม์ อะซีทิลเอสเทอเรสบริสุทธ้ิจาก 
Streptomyces sp. PC22

1. น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลฟิลเตรชัน 155,000 ดาลตัน
2. น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE 38,000 ดาลตัน (4 หน่วยย่อย)
3. อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทำงาน 50 องศาเซลเซียส
4. ความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการทำงาน 6.5
5. ความเสถียรต่ออุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส
6. ความเสถียรต่อความเป็นกรดด่าง 5.0-9.0
7. ค่า Km ต่อพารา-ไนโตรฟินิล อะซีเตท 0.43 มิลลิโมลาร์
8. อิออนยับย้ังแอคติวิตีของเอนไซม์ Hg2+, Cu2+, Zn2, และ Co2+
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