
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง

S tre p to m y c e s  s p . PC22 เป็นจุลินทรีย์ท่ีแยกได้จากแหล่งดินในประเทศไทยโดยสุมาลี 
อ้ึงใจธรรม (2539) ซ่ึงพบว่าสามารถผลิตเอนไซม์ในกลุ่มย่อยสลายไซแลน (xylanolytic enzymes) 
คือ ไซแลเนส บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโนทิเวราโนลิเดส และอะซีทิลเอสเทอเรส ซ่ึง 
งานวิจัยน้ีได้ศึกษาการทำอะซีทิลเอสเทอเรสจาก S tre p to m y c e s  sp. PC22 ให้บริสุทธ้ิ โดยพบว่า 
เช้ือน้ีสามารถผลิตอะชีทิลเอสเทอเรสได้สูงประมาณ 0.28 หน่วยต่อมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงในอาหาร 
เล้ียงเช้ือท่ีมี 0.75 เปอร์เซ็นต์ไซแลนจากไม้เบิร์ชเป็นแหล่งคาร์บอน

งานวิจัยน้ีได้ทำอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์ดังกล่าวให้บรีสุทธ้ิ และศึกษาสมบัติของ 
เอนไซม์บรีสุทธ้ิท่ีเตรียมได้ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อการนำเอนไซม์ไปใช้งาน โดยในข้ันตอนแรกได้
ทดลองตกตะกอนลำดับส่วนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟต พบว่าเอนไซม์ตกตะกอนได้ดีในช่วงความ
เข้มข้นแอมโมเนียมซัลเฟต 40-80 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีอะซีทิลเอสเทอเรสจาก B a c i l lu s  p u m i lu s  

และ T e rm ito m y c e s  c ly p e a tu s  ตกตะกอนทีความเข้มข้น 30-70 เปอร์เซ็นต์ (Degrassi และ 
คณะ, 1998 และ Mukhopadhyay และคณะ, 2003) แต่สำหรับงานวิจัยน้ีเพ่ือให้ได้ปริมาณ 
เอนไซม์มากท่ีสุดสำหรับการทำให้บริสุทธต่อไปจึงเลือกความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 
30-90 เปอร์เซ็นต์

งานวิจัยน้ียังได้วิเคราะห์แอคติวิตีฃองไซแลเนสและเซลลูเลสควบคู่ไปกับอะชีทีลเอสเทอ 
เรส ซ่ึงมีรายงานว่าจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ท่ีสามารถผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสได้ก็สามารถผลิตไซแลเนส 
และเซลลูเลสได้ซ่ึงเอนไซม์เหล่าน้ีถูกปลดปล่อยออกมานอกเซลล์ เช่น T r i c h o d e r m a  r e e s e i  

QM9414 สามารถผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส ไซแลเนลและเซลลูเลส1ได้เท่ากับ 0.252 1.47 และ 8.5 
หน่วยต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ (Beily และคณะ, 1988) และ T h e rm o m o n o s p o ra  fu s c a  ผลิตอะซี 
ทิลเอสเทอเรสไซแลเนส และเอนโดกลูแคเนสได้เท่ากับ 0.1 20.0 และ 1.5หน่วยต่อมิลลิลิตรตาม 
ลำดับ (Bachmann และ McCarthy, 1991) และยังมีรายงานว่าการท่ีจุลินทรี!โจะผลิตไซแลเนสได้ 
มากหรีอน้อยข้ึนกับชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีใข้ในการเล้ียงเช้ือ เช่น Mukhopadhyay และคณะ 
(1997) พบว่าเม่ือเล้ียง T e rm ito m y c e s  c ly p e a tu s  ท่ีมี 1 เปอร์เซ็นต์ ไซแลนจากไม้เบิร์ซ สามารถ 
ผลิตไชแลเนสได้สูงถึง 20 หน่วยต่อมิลลิลิตร และอะซีทิลเอสเทอเรสได้เท่ากับ 1.14 หน่วยต่อ



94

มิลลิลิตร แต่เชื้อนี้ไม่สามารถผลิตไซแลเนสได้เมื่อเลี้ยงในอาหาร ท่ีมี 1 เปอร์เซ็นต์ไซโลสเป็นแหล่ง 
คาร์บอน แต่ยังสามารถผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสได้เท่ากับ 0.28 หน่วยต่อมิลลิลิตร สำหรับงานวิจัย 
นี้เมื่อเลี้ยง S tre p to m y c e s  sp. PC22 ในอาหารเพื่อผลิตอะชีทิลเอสเทอเรสทีมี 0.75 เปอร์เซ็นต์ไซ 
แลนจากไม้เบิร์ชเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าเช้ือน้ีผลิตไซแลเนสและเซลลูเลสได้เพียง คือ 0.7-0.8 
และ 0.03 หน่วยต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ซึ่งตํ่ากว่าเมื่อเลี้ยงโดยใช้ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ไซแลนจาก 
เปลือกข้าวโอ๊ตร่วมกับ 2.5 เปอร์เซ็นต์กากเมล็ดผ่ายประมาณ 10 เท่า (W ateewuthajarn และ 
P inphanichakarn , 2000) ดังนั้นการเลือกแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมจึงมีบทบาทสำคัญในการ 
ผลิตเอนไซม์ที่ต้องการให้ได้ปริมาณมากและยังช่วยลดการปนเปีอนจากเอนไซมํอื่น  ๆ ด้วย

ในข้ันตอนการทำอะชีทิลเอสเทอเรสให้บริสุทธ้ิโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราพีบนตัวกลาง 
แลกเปล่ียนอิออนลบ พบว่าเอนไซม์จับกับตัวกลางในคอลัมน์ซ่ึงถูกชะออกจากตัวกลางโดยโซ
เคียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.36-0.48 โมลาร์ และพบแอคติวิตีของไซแลเนส 2 ชนิด คือ ไชแลเนส 
I ซ่ึงไม่จับกับตัวกลาง และไซแลเนส II ถูกซะออกจากตัวกลางโดยโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นใน 
ช่วง 0.38-0.65 โมลาร์ ซ่ึงตรงกับรายงานของ Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn (2000) 
อะชีทิลเอสเทอเรสท่ีได้จากข้ันตอนน้ีไม่มีไซแลเนส I ปนเปีอนแต่ยังมีไซแลเนส II บางส่วนปนเปีอน 
อยู่ มีรายงานถึงความเข้มข้นท่ีแตกต่างกันของโซเดียมคลอไรด์ทีใช้ชะอะซีทิลเอสเทอเรสจาก
จุลินทรีย์ต่าง  ๆ ออกจากคอลัมน์แลกเปล่ียนอิออนลบ เช่น อะซีทิลเอสเทอเรสจาก F ib r o b a c te r  

s u c c in o g e n e s  S85 ถูกซะออกจากคอลัมน์ด้วยโซเดียมคลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้นต่ํา และสามารถ 
กำจัดไซแลเนสได้บางส่วน (McDermid และคณะ, 1990) อะซีทิลเอสเทอเรสจาก T r ic h o d e rm a  

r e e s e i  ถูกซะออกมาที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0-75 มิลลิโมลาร์ โดยเอนไซม์ท่ีได้ไม่มไีซแลเนสปน 
เปีอน (Sundberg และ Poutanen, 1991) สำหรับอะซีทิลเอสเทอเรสจาก S c h iz o p h y l lu m  

c o m m u n e  ถูกชะออกมาท่ีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรตัเท่ากับ 0.13 โมลาร์ (Halgasova และ 
คณะ, 1994) ข้ันตอนต่อไปของการทำให้บริสุทธ๋ึคอนำเอนไซม์มาผ่านคอลัมน์โครมาโทกราพี
บนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอร์แอคชัน โดยอะซีทิลเอสเทอเรสจับกับตัวกลางในคอลัมน์และถูกชะ 
ด้วยแอมโมเนียมชัลเฟตความเข้มข้น 1.4-0.4 โมลาร์ ซึงมีรายงานหลายฉบับพบว่าอะซิทิลเอสเทอ 
เรสจะจับกับตัวกลางในคอลัมน์ท่ีมีสมบัติเป็นไฮโดรโฟบิค เช่น อะซีทิลเอสเทอเรสจาก
F ib ro b a c te r  s u c c in o g e n e s  S85, S c h iz o p h y llu m  c o m m u n e , B a c il lu s  p u m ilu s , A s p e rg il lu s  

n ig e r  และ T e rm ito m y c e s  c ly p e a tu s  (McDermid และคณะ, 1990, Halgasova และคณะ, 
1994, Altaner และคณะ, 2003 และ Mukhopadhyay และคณะ, 2003) และในข้ันตอนสุดท้าย 
ของการทำ'ให้บริสุทธ้ิ คือ นำอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีได้มาผ่านคอลัมน์โครมาโทกราพีบนไฮดรอกซี
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อะปาไทด์ พบว่าเอนไซม์ไม่จับกับตัวกลางซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก
F i b r o b a c t e r  s u c c in o g e n e s  S85 ท่ีเม่ือน่ามาผ่านคอลัมน์ไอดรอกซีอะปาไทต์พบว่าไม่จับ 
ตัวกลางเช่นกัน (McDermid และคณะ, 1990) ในข้ันตอนน้ีสามารถแยกไซแลเนส II ซ่ึงจับกับ 
ตัวกลางออกจากอะซีทิลเอสเทอเรสได้ หลังจากการทำอะซีทิลเอสเทอเรสจาก S tr e p to m y c e s  

sp. PC22 ให้บริสุทธ๋ึตามข้ันตอนดังกล่าวแล้ว พบว่ามีความบริสุทธ้ิเพ่ิมข้ึน 51.42 เท่า เหลือ 
แอคติวิตีอยู่ 7.33 เปอร์เซ็นต์ และยังคงมีไซแลเนสปนเปีอนอยู่บ้างแต่น้อยมากคือต่ํากว่า 0.05 
เปอร์เซ็นต์ การกำจัดไซแลเนสอย่างสมบูรณ์สามารถทำได้โดยการผ่านคอลัมน์ของไฮดรอกซีอะ
ปาไทด์เา แต่ในงานวิจัยน้ีไม่ได้ทำการทดลองข้ันตอนน้ีเน่ืองจากปริมาณของอะซีทิลเอสเทอเรสท่ี 
เตรียมได้ค่อนข้างน้อย จากการตรวจสอบความบริสุทธ้ิของอะซีทิลเอสเทอเรสโดยวิธีพอลิอะคริลา 
ไมด์เจลอีเลคโทรโฟริซิสพบว่าเอนไซม์ท่ีเตรียมได้ยังไม่บริสุทธ้ิถึงระดับ homogeneity มีรายงาน 
หลายฉบับเก่ียวกับข้ันตอนการทำอะซีทิลเอลเทอเรสจากจุลินทรีย์ต่าง  ๆ ให้บริสุทธ้ิจนถึงระดับ 
homogeneity โดยไม่มีโปรตีนชนิดอ่ืนปนเปีอนรวมท้ังไซแลเนสน้ันจำเป็นต้องผ่านการทำให้
บริสุทธ้ีหลายขันตอน เช่น ion exchange, gel filtration และ hydrophobic chromatography 
รวมถึงการทำซ้ําบางข้ันตอน

ในข้ันตอนการทำให้บริสุทธิ้โดยเม่ือรวมแอคติวิตีท้ังหมดของเอนไซม์ไนข้ันตอนต่าง  ๆ ซ่ึง 
เท่ากับ 131.23 หน่วย พบว่ามีค่าสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับแอคติวิตีทั้งหมดของเอนไซม์ที่วิเคราะห์ 
ได้ในขั้นต้นจากนํ้าเลี้ยงเชื้อซึ่งเท่ากับ 102.38 หน่วย ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในนํ้าเลี้ยงเชื้อมี
สารประกอบหรือโลหะบางชนิดปนเปีอนอยู่ซ่ึงมีผลไปยับยั้งแอคติวิตีฃองเอนไซม์ แต่เมื่อผ่านการ 
ทำให้บริสุทธิ้สารยับยั้งเหล่านี้จะถูกกำจัดออกซึ่งมีผลให้เอนไซม์สามารถทำงานได้ตีชื้น ล่งผลให้ 
แอคติวิตีมีค่าสูงขึ้น

การวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลของอะซีทิลเอสเทอเรสโดยการทำโครมาโทกราทีเบนเซฟา 
คริล เอส-200 เอ1ชอาร์ เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานพบว่าเป็นเอนไซม์ที่มีขนาดค่อนข้างใหญ่ 
มีนํ้าหนักโมเลกุลสูงประมาณ 155,000 ดาลตัน และจากการวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลโดยการทำ 
อีเลคโทรโฟริชิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล พบว่าอะซีทิลเอสเทอเรสประกอบ 
ด้วยหน่วยย่อย 4 หน่วยย่อย ที่มีนํ้าหนักโมเลกุลเท่ากันคือ 38,000 ดาลตัน มีรายงานถึงอะซีทิล 
เอสเทอเรสที่มีขนาดใหญ่ เช่น อะซีทิลเอสเทอเรสจาก B a c illu s  p u m ilu s  มีนํ้าหนักโมเลกุล
ประมาณ 190,000 ดาลตัน ประกอบด้วยหน่วยย่อย 4 หรือ 5 หน่วยย่อย ที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 
เท่ากันคือ 40,000 ดาลตัน (Degrassi และคณะ, 1998) และ T h e rm o a n a e ro b a c te r iu m  sp.
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JW/SL-YS485 ผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสได้ 2 ชนิด โดย AXE I มีนํ้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 195,000 
ดาลตัน ประกอบด้วย 6 หน่วยย่อยที่มีนํ้าหนักโมเลกุลเท่ากันคือ 32,000 ดาลตัน และ AXE II มี 
น้ําหนักโมเลกุลเท่ากับ 106,000 ดาลตัน ประกอบด้วย 4 หน่วยย่อยขนาดเท่ากัน คือ 26,000 ดาล 
ตัน (Shao และ Wiegel, 1995) อย่างไรก็ตามพบว่าอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์ลิวนใหโบจะมี 
นํ้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 34 ,000-50 ,000  ดาลตัน (Poutanen และSundberg, 1988 และ 
Kormelink และคณะ, 1993) เช่น อะซีทิลเอสเ'ทอเรส'จาก A s p e rg il lu s  n ig e r , S tre p to m y c e s  

l iv id a n s  และ A s p e rg il lu s  a w a m o r i มีนำหนัก,โมเลกุล 30,480, 34,000 และ 50,000 ดาลตัน 
ตามลำตับ (Kormelink และคณะ, 1993, Dupont และคณะ, 1996 และ Sundberg และ 
คณะ,1990)

จากข้อมูลข้างต้น S t r e p t o m y c e s  sp . PC22 สามารถผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสได้ 1 
ชนิด ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับหลายรายงานที่พบว่าจุลินทรีย์หลายชนิดสามารถผลิตอะซีทิล 
เอสเทอเรสได้ 1 ชนิด เช่น S c h iz o p h y l l u m  c o m m u n e  (H a lg o sa v a  และคณะ, 1994) 
S tre p to m y c e s  l iv id a n s  (Dupont และคณะ, 1996) และ C a n d id a  g u il l ie rm o n d ii (Basaran 
และ Hang, 2000) แต่ก็มีผู้รายงานว่าจุลินทรีย์บางชนิดสามาถผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสได้ 2 ชนิด 
เช่น T r ic h o d e rm a  re e s e i (Sundberg และ Poutanen, 1991) และ P é n ic il l iu m  p u rp u ro g e n u m  

(Egana และคณะ, 1996)

สำหรับจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสได้หลายชนิดนั้น ขึ้นกับความจำเพาะ 
ต่อสับสเตรท Sundberg และ Poutanen (1991) รายงานว่า T r ic h o d e rm a  re e s e i สามารถ 
ผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสได้หลายชนิด โดยชนิดหนึ่งสามารถย่อยได้เฉพาะหมู่อะซีทิลของพอลิเมอร์ 
ไซแลนสายยาว โดยทำงานร่วมกับไชแลเนสทำให้ได้โมโนเมอร์และโอลิโกเมอร์สายสันท่ียังมีหมู่อะ 
ซีทิล บางส่วนอยู่ จากนั้นจุลินทรีย์จะผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสอีกชนิดหนึ่งที่มีความจำเพาะกับโอลิ 
โกเมอร์สายสันเพื่อย่อยหมู่อะชีทิล ทำให้ไซแลเนสสามารถเข้าไปย่อยสายหสักได้ดีขึ้น และจะถูก 
ย่อยต่อด้วยบีตา-ไซโลสิเดสทำให้ได้นํ้าตาลโมเลกุลเดี่ยวคือไซโลส ความแตกต่างของอะซีทิล
เอสเทอเรสนี้จึงมีความจำเป็นต่อการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสในธรรมชาติที่มีความหลากหลายของ 
ขนาดโมเลกุล

การศึกษาสมปติของอะซีทิลเอสเทอเรสบริสุทธ้ิจาก S tre p to m y c e s  sp. PC22 ในข้ันแรก 
ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส พบว่าเอนไซม์ทำงานได้ดีในช่วง 45-
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60 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เอนไซม์ให้แอคติวิตีสูงสุด อย่างไรก็ตามท่ี 
อุณหภูมิสูง 65 องศาเซลเซียส เอนไซม์ก็ยังสามารถทำงานได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงถึง 80 
เปอร์เซ็นต์ ดังน้ันจึงจัดได้ว่าเป็นข้อดีของเอนไซม์นี้ที่สามารถทำงานได้ในช่วงกว้างกว่าอะซีทิลเอส 
เทอเรสจากจุลินทรีย์อืน  ๆ หลายชนิด เช่น C a n d id a  g u il l ie rm o n d ii ทีทำงานได้ดีในช่วง 50-60 
องศาเซลเซียส (Basaran และ Hang, 2000) จาก S c h iz o p h y llu m  c o m m u n e  ทีมีอุณหภูมิท่ี 
เหมาะสม คือ 30-45 องศาเซลเซียส (Halgasova และคณะ, 1994) และทำงานได้ที่อุณหภูมิสูง 
กว่าอะซีทิลเอสเทอเรสจาก O rp in o m y c e s  sp. strain PC-2 (Blum และคณะ, 1999) และจาก 
A s p e rg il lu s  a c u le a tu s  (Leeuwen และคณะ, 1992) ที่มีอุณหภูมิเหมาะสมคือ 30 และ 40 องศา 
เซลเซียส และอะซีทีลเอสเทอเรสจาก F ib ro b a c te r  s u c c in o g e n e s  (McDermid และคณะ, 1990) 
และจาก T e rm ito m y c e s  c ly p e a tu s  (Mukhopadhyay และคณะ, 2003) ที่มีอุณหภูมิที่เหมาะสม 
ต่อการทำงานที่ 45 องศาเซลเซียส

ผลของความเป็นกรดด่างต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรสบริสุทธจาก S tre p to m y c e s  

sp. PC22 พบว่าเอนไซม์ทำงานได้ในช่วงแคบคือที่ความเป็นกรดด่าง 6.0-6.5 โดยที่ความเป็น 
กรดด่างเท่ากับ 6.5 เป็นค่าที่เหมาะสมที่สุดในการทำงานของเอนไซม์นี้ ซึ่งเท่ากันกับความเป็น 
กรดด่างที่เหมาะสมต่อการทำงานของอะซีทีลเอสเทอเรสบริสุทธึ๋จาก F  u s a  r i  u rn  o x y s p o r u m  

(Christakopoulos และคณะ, 1999) และจาก T e rm ito m y c e s  c ly p e a tu s  (Mukhopadhyay และ 
คณะ, 2003) จากรายงานเกี่ยวกับความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอ 
เรสจากจุลินทรียัแต่ละชนิดพบว่าจะแตกต่างกันโดยอยู่ในช่วง 5.0-10.0 ดังแสดงในตารางที่ 2.3

ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสต่ออุณหภูมิ พบว่าอะซีทิลเอสเทอเรสบริสุทธิ้มีความ 
เสถียรต่ออุณหภูมิได้สูงถึง 55 องศาเซลเซียส แต่อย่างไรก็ตามเมื่อบ่มเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 60 องศา 
เซลเซียส 30 นาที เอนไซม์ยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู่สูงถึงประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ซึ่งมีความเสถียร 
ที่อุณหภูมิสูงกว่าอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์อื่นๆเช่น อะซีทิลเอสเทอเรสจาก S c h iz o p h y llu m  

c o m m u n e  มีความเสถียรต่ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และจะสูญเสียแอคติวิตีอย่างสมบูรณ์ที่ 
60 องศาเซลเซียส เมื่อบ่มเป็นเวลา 30 นาที (Halgasova และคณะ, 1994) อะซีทิลเอสเทอเรส 
จาก T e rm ito m y c e s  c ly p e a tu s  มีความเสถียรต่ออุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยจะสูญเสีย 
แอคติวิตีอย่างสมบูรณ์ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที (Mukhopadhyay และคณะ, 2003) 
AXE I จาก P é n ic illiu m  p u rp u ro g e n u m  ที่มีความเสถียรต่ออุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 1
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ชวโมง (Egana และคณะ, 1996) อะซีทิลเอสเทอเรสจาก B a c illu s  p u m ilu s  และจาก A s p e rg il lu s  

a w a m o r i ที่มีความเสถียรต่ออุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง (Degrassi และคณะ, 
1998 และ Koseki และคณะ, 2005)

อะซีทิลเอสเทอเรลจาก S tre p to m y c e s  sp. PC22 มีความเสถียรต่อความเป็นกรดด่าง 
ในช่วง 5.0-9.0 ซึ่งจัดว่าเป็นช่วงที่ค่อนข้างกว้างเมื่อเทียบกับอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์หลาย 
ชนิดทีรายงานไว้ เช่น จาก C a n d id a  g u il l ie rm o n d ii (Basaran และ Hang, 2000) มีความเสถียร 
ต่อความเป็นกรดด่างในช่วง 5.8-8.0 จาก A s p e rg i l lu s  a w a m o r i (Koseki และคณะ, 2005) 
มีความเสถียรต่อความเป็นกรดด่างในช่วง 7.0-9.0 จาก T h e r m o a n a e r o b a c t e r iu m  sp .
SW/SLYS 485 (Shao และ W iegel, 1995) ซึ่งมีความเสถียรในช่วง 6.0-8.0 และ จาก 
S c h iz o p h y llu m  c o m m u n e  (Basaran และ Hang, 2000) ที่มีความเสถียรต่อความเป็นกรดด่าง 
ในช่วง 6.2-8.5

การศึกษาความจำเพาะของอะซีทิลเอสเทอเรสต่อสับสเตรทสังเคราะห์ p-nitrophenyl 
acetate พบว่าเอนไซม์มีค่า K m ต่อ p-nitrophenyl acetate เท่ากับ 0.43 มิลลิโมลาร์ ซึ่งตํ่าก1ว่าค่า 
K m ของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก O rp in o m y c e s  sp. PC-2 (Blum และคณะ, 1999) ซึ่งมีค่าเท่ากับ
0.9 มิลลิโมลาร์ ส่วน K m ของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก F u s a riu m  o x y s p o ru m  (Christakopoulos 
และคณะ, 1999) และ T e rm ito m y c e s  c ly p e a tu s  (Mukhopadhyay และคณะ, 2003) มีค่า 
เท่ากับ 0.36 และ 0.25 มิลลิโมลาร์ ตามลำดับ

จากการศึกษาเกี่ยวกับผลของสารดัดแปลงหมู่อะมิโนต่อการทำงานของอะชีทิลเอสเทอ 
เรส พบว่า phenylmethylsulfonylfluoride ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ สามารถยับยั้งการ 
ทำงาน,ของเอน'ไซม์ได้ 40 เปอร์เซ็นต์ ดังนันอะซีทิลเอสเทอเรสจาก S t r e p to m y c e s  sp . PC22 
น่าจะมีกรดอะมิโนเซรีนเกี่ยวข้องกับบริเวณ active site ซึงมีรายงานว่าอะซีทิลเอสเทอเรสจาก
T r ic h o d e rm a  re e s e i (Margolles-Clark และคณะ, 1996) และ จาก A s p e r g i l lu s  a w a m o r i 

(Koseki และคณะ, 2005) มีกรดอะมิโนเซรินอยู่ใน active site ของเอนไซม์ โดยถูกยับยั้งการ 
ทำงานด้วย phenylmethylsulfonyl fluoride

การศึกษาอิออนโลหะชนิดต่าง  ๆ ที่มีผลยับยั้งการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส พบว่า 
Hg2+ มีผลยับยั้งรุนแรงที่สุดที่ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ รองลงมาคือ Cu2+,Zn2+ และ Co2+ แต่ 
ไม่ถูกยับยั้งด้วย Ca2+, Mg2+และ Mn2+ ซ่ึง'จัด1ว่าเอนไซม์'น้ีมีคุณสมบัติท่ีดีเม่ือเทียบกับอะซีทิลเอส
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เทอเรสจากจุลินทรีย์อื่น  ๆ ซึ่งถูกยับยั้งได้ด้วยอิออนโลหะชนิดต่าง  ๆ หลากหลายชนิดกว่า เช่น อะ 
ชีทิลเอสเทอเรส1จาก S c h iz o p h y llu m  c o m m u n e  ถูกยับยังได้ด้วยอิออนของ Cu2+, Fe2+1 Mn2+, 
Zn2+, Ca2+ และ Co2+ (Halgasova และคณะ, 1994) อะชีทิลเอสเทอเรสจาก B a c illu s  p u m ilu s  

ถูกยับยังด้วย Fe2+, Cu2+, Zn2+1 Mn2+, Co2+,Ca2+ และ Ag2+ (Degrassi และคณะ, 1998) และอะ 
ซีทิลเอสเทอเรสจาก C a n d id a  g u il l ie rm o n d ii ถูกยับยั้งการทำงานด้วย 10 มิลลิโมลาร์ของ Cu2+ 
และ Ag2+ (Basaran และ Hang, 2000)

จากการวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนปลายเอ็น'ของอะซีทิลเอสเ'ทอเรส1ได้ลำดับกรดอะมิโน 
บางส่วน คือ M-A-S-X-N-X-N และเมื่อเปรียบเทียบกับลำดับกรดอะมิโนปลายเอ็นของอะซีทิลเอส 
เทอเรสของจุลินทรีย์อื่น  ๆ พบว่าไม่มีความอนุรักษ์และมีความหลากหลายสูงมาก ดังแสดงใน 
ตารางที่ 5.1 ซึ่งต่างจากเอนไซม์อื่น  ๆ เช่น กลูโคสไอโซเมอเรส และบีตา-ไซโลสิเดสท่ีพบว่ากรดอะ 
มิโนที่ปลายเอ็นมีความอนุรักษ์สูงมาก โดยเฉพาะในกลุ่ม S tre p to m y c e s  spp. ด้วยกัน ดังแสดง 
ในตารางที่ 5.2 และ 5.3 ตามลำดับ ดังนั้นจากความไม่คล้ายคลึงกันเลยของลำดับกรดอะมิโน 
ปลายเอ็น อะซีทิลเอสเทอเรสจาก S tre p to m y c e s  sp. PC22 จึงอาจจัดเป็นชนิดใหม่

ตารางที่ 5.1 ลำดับกรดอะมิโนปลายเอ็นของอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์ต่าง ๆ

อะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์ ลำดับกรดอะม์โนปลายเอ็น รายการอ้างอิง
A s p e rg il lu s  n ig e r M S G S L Q G T D F DeGraaff และคณะ, 1992
A . a w a m o r i M L L S T H L L F V Koseki และคณะ, 1997
A . f ic u u m M L S T H L L F L A Chung และคณะ, 2002
A . o ry z a e M l L L S Y  L L T Y Koseki และคณะ, 2004
A . fu m ig a tu s  AF293 M A K Y V L N T Y S Nierman และคณะ, 2005

S tre p to m y c e s  liv id a n s M R T S T G P R A S Shareck และคณะ, 1991
ร . th e rm o v io la c e u s M R I  P S R R P L R Tsujibo และคณะ, 1992
ร . c o e lic o lo r  A3 M V S R R T V L G G Bentley และคณะ, 2002
ร. a v e rm ililis M A L F D L P L D Q Ikeda และคณะ, 2003
S tre p to m y c e s  sp. PC22 M A ร X N X N งานวิจัยนี้

X คือ ไม่ทราบลำดับกรดอะมิโน
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ตารางท่ี 5.2 ลำดับกรดอะมิโนปลายเอ็นของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรีย์ต่าง ๆ

กลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรีย์ ลำดับกรดอะมิโนปลายเอ็น รายการอ้างอิง
S tre p to m y c e s  กานททนร M ร F Q P T P E อ R Luiten และคณะ, 1990
S tre p to m y c e s  sp. 190-1 M ร F Q P T P E อ R Pinphanichakarn, 1991
ร. p h a e o c h ro m o g e n e s M ร Y Q P T P E อ R Basuki และคณะ, 1992
ร. d ia s ta t ic u s M ร Y Q P T P E อ K Wang และคณะ, 1994
ร . liv id a n s M N Y Q P T ร E อ R Heo และคณะ, 1999
ร . th e rm o c y a n e o v io la c e u s M N Y Q P T P E D R Kwak และคณะ, 2000
ร . o liv a c e o v ir id is M ร Y Q P T P E D R Kaneko และคณะ, 2001
S tre p to m y c e s  sp. SK M ร F Q P T P E อ R Belghith-Srih, 2003

ตารางที่ 5.3 ลำดับกรดอะมิโนปลายเอ็นของบีตา-ไซโลสิเดสจากจุลินทรีย์ต่าง ๆ

บีตา-ไซโลสิเดสจากจุสินทรย์ ลำดับกรดอะมิโนปลายเอ็น รายการอ้างอิง
B a c illu s  sp. KK-1 M K I I N P V L K Chun และคณะ, 1998
B. p u m ilu s M K I I N P V L K Xu และคณะ, 2002
B. s u b til is M K I I  N P V L K Kunst และคณะ, 2003

S tre p to m y c e s  c o e lic o lo r  A3 M N A D V T V D H Bentley และคณะ, 2002
S tre p to m y c e s  sp. CH7 M N A D A A A E S Pinphanichakarn และ

คณะ, 2003
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จากการศึกษาเพื่อนำอะซีทิลเอสเทอเรสมาใช้ประโยชน์โดยศึกษาในแง่การทำงานร่วมกับ 
เอนไซม์ย่อยสายหลักของไซแลนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยไชแลนจากไม้เบิร์ช พบว่าอะซีทิล 
เอสเทอเรสช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพไซแลเนส II ในการย่อยสลายไซแลนทำให้ได้นํ้าตาลรีดิวซ์เพิ่มขึ้น 
10.42 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อมีการทำงานร่วมกันระหว่างอะซีทิลเอสเทอเรสกับไซแลเนส II และบีตา- 
ไซโลสิเดสสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยสลายไชแลนได้ดียิ่งขึ้น โดยให้น้ําตาลรีดิวซ์เพ่ิมข้ึน 
เป็น 46.30 เปอร์เซ็นต์ซึ่งสอดคล้องกับ Dupont และคณะ (1996) ที่รายงาน1ว่าอะซีทิลเอสเทอเรส 
จาก S tre p to m y c e s  liv id a n s  ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการทำงาน'ของ'ไชแลเนส A และไซแลเนส B ท่ี 
ผลิตจาก S tre p to m y c e s  liv id a n s  ในการย่อยไซแลนจากไม้เบิร์ชที่มีการเติมหมู่อะซีทิลเพิ่มข้ึนโดย 
การลังเคราะห์ และอะซีทิลเอสเทอเรสจาก A s p e rg il lu s  n ig e r  ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการทำงาน 
ของไซแลเนสจาก A s p e rg il lu s  a w a m o r i ในการย่อยสลายไซแลนจากไม้เบิร์ซได้ โดยเม่ือบ่ม 
ปฏิกิริยาเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ได้ผลิตภัณฑ์คือ ไซโลโอลิโกเมอร์เพ่ิมข้ึน 5 เท่า และยังช่วยเพิ่ม 
ประสิทธิภาพการทำงานของบีตา-ไซโลลิเดสได้นํ้าตาลรีดิวซ์เพิ่มขึ้น 1.7 เท่า (Kormelink และคณะ 
1 1993) และในทางกลับกันยังมีรายงานถึงไซแลเนสช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการทำงานของอะชีทิล 
เอสเทอเรสเช่นกัน เช่น ไซแลเนสจาก O rp in o m y c e s  sp. strain PC-2 ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการ 
ทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรสในการย่อยหมู่อะซีทิลของไซแลนจากไม้เบิร์ซ โดยให้ผลิตภัณฑ์เป็น 
กรดอะซีติกเพิ่มขึ้น 3 เท่า โดยไชแลเนสจะเข้าไปย่อยสายไซแลนให้เป็นโอลิโกเมอร์สายลันมีผล 
ให้อะซีทิลเอสเทอเรสเข้าไปสลายหมู่อะซีทิลได้ง่ายและรวดเร็วข้ึน (Blum และคณะ, 1999)

เม่ือเปรียบเทียบสมบัติเอนไซมไJริสุทธิใi ทับท่ียังไม่ได้ผ่านการทำให้บริสุทธิ'ซ่ึงรายงานโดย 
เวฬุรีย์ ทองคำ (2547) พบว่าเอนไซม์ที่ยังไม่ผ่านการทำให้บริสุทธึ๋ทำงานได้ดีที่อุณหภูมิสูงกว่าคือ 
60 ๐C และเสถียรต่อความเป็นกรดด่างในช่วงค่อนข้างกว้างกว่าคือ 4.0-9.0 ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก 
โปรตีนอ่ืน  ๆ ที่ปนเบื้เอนอยู่นั้นมีส่วนช่วยป้องกันหรือลดการสูญเลียแอคติวิตีของเอนไซม์จากความ 
ร้อนและความเป็นกรดด่าง อย่างไรก็ตามจากข้อมูลสมบัติของเอนไซม์บริสุทธ่ีพบว่าอะซีทิลเอส
เทอเรสจาก S tre p to m y c e s  sp. PC22 จัดว่ามีสมบัติในเกณฑ์ดีเมื่อเทียบกับเอนไซม์ที่รายงานไว้ 
จากจุลินทรีย์อื่นๆ ดังน้ันจึงเป็นเอนไซม์ท่ีมีประโยชน์และมีศักยภาพสูงท่ีจะนำไปใช้ในอุตสาหกรรม 
ฟอกลีเยื่อกระดาษร่วมกับไซแลเนสเพื่อลดการใช้สารเคมีและสารพิษตกค้างในสิ่งแวดล้อม รวมท้ัง 
ใช้ในการผลิตน้ําตาลไซโลสเพื่อใช้ในกระบวนการหมักแอลกอฮอล์ หรือผลิตไซลิทอล การปรับปรุง 
อาหารลัตว์ และอุตสาหกรรมอาหาร เป็นต้น



ตารางที่5.4 สมปติของอะซีทิลเอสเทอเรสบรีสุทธ้ิจาก S tre p to m y c e s  sp. PC22 เปรียบเทียบกับจากจุลินทรียํอืนๆ

สายพันธุของจุลินทรีย์
อุณหภูมิที่ 
เหมาะสม 

( ° C )

ความเป็น 
กรดด่างที่ 
เหมาะสม

ความเสถียรต่อ 
อุณหภูมิ

ความเสถียรต่อ 
ความเป็นกรด 

ด่าง
เอกสารอ้างอิง

S tre p to m y c e s  sp. PC22 50 6.5 55 ๐(ว, 30 นาที 5.0-9.0 งานวิจัยนี้

A s p e rg il lu s  a w a m o r i 60-75 5.5-6.0 50 ๐C ,60 นาที 7.0-9.0
Sundberg และคณะ1990 และ 
Koseki และคณะ, 2005

A s p e rg il lu s  n ig e r 50 5.5-6.0 50-55 ๐(ว, 2 ช่ัวโมง 3.0-8.0 Kormelink และคณะ, 1993

B a c illu s  p u m ilu s  PS213 55 8.0 50๐<ว, 60 นาที 8.0-9.5 Degrassi และคณะ, 1998

C a n d id a  g u il l ie rm o n d ii 50-60 7.5 ๐OOCD 5.8-8.0 Basaran และ Hang, 2000

C lo s tr id iu m  c e llu lo v o ra n s 50 6.0 30 ° c ,  1 2 ช่ัวโมง 3.0-7.0 Kosugi และคณะ, 2002

F ib ro b a c te r  s u c c in o g e n e s 45 7.0 - - McDermid และคณะ, 1990

P é n ic illiu m  p u rp u ro g e n u m  AXE I 50 5.3 42 ° c , 60 นาที 4.0-8.0 Egana และคณะ, 1996

AXE II 55-60 5.5-6.0 65°(ว, 60 นาที 4.0-8.0



ตารางที่ 5.4 (ต่อ)

ส า ย พ ัน ธ ุของจุลินทรีย์

อุณหภูมิที่ 

เหมาะสม 

( ° C )

ความเป็น 

กรดด่างที่ 

เหมาะสม

ความเสถียรต่อ 

อุณหภูมิ

ความเสถียรต่อ 

ความเป็นกรด 

ด่าง

เอกสารอ้างอิง

S c h i z o p h y l l u m  c o m m u n e 30-45 7.7 30 ๐(ว, 30 นาที 6.2-8.5 Halgasova และคณะ, 1994

S t r e p t o m y c e s  f l a v o g r i s e u s 50 6.0 - - Linden และคณะ, 1994

S t r e p t o m y c e s  l i v i d a n s  IAF-43 70 7.5 72 ° c ,  15 นาที - Dupont และคณะ, 1996

S t r e p t o m y c e s  o l i v o c h r o m i g e n e s 50 6.0 - - Linden และคณะ, 1994

T e r m i t o m y c e s  c l y p e a t u s 45 6.5

๐OLOCO - Mukhopadhyay และคณะ, 2003

T h e r m o a n a e r o b a c t e r i u m  sp. ร พ /ร L- 

YS485 AXE 1 80 7.0 ๐OO 7.0 Shao และ Wiegel, 1995

AXE II 84 7.5 -'J O
O O 6.0-8.0

T r i c h o d e r m a  r e e s e i  AXE 1 60-65 5.0-6.0 75 ๐(ว, 60 นาที 3.0-7.0 Sundberg และ Poutanen, 1991

AXE II 60-65 5.0-6.0 60 °<ว, 24 ชั่วโมง 3.0-7.0

ห ม า ย เ ห ต ุ : -  ค ือ  ไ ม ่ร ะ บ ุ
๐
GO
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