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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1  ประวัติความเปนมา 
 
  ผนังเซลลพืชเปนแหลงคารบอนสําคัญที่พบในธรรมชาติ ที่ประกอบดวยพอลิเมอรหลัก 3 

ชนิด คือ เซลลูโลส (cellulose) 35-50 เปอรเซ็นต, เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) 20-35 

เปอรเซ็นต และลิกนิน (lignin) 20-30 เปอรเซ็นต โดยเซลลูโลสเปนพอลิเมอรของกลูโคสเชื่อมตอ

กันดวยพันธะบีตา-1,4-ไกลโคสิดิก (β-1,4-glycosidic) มีสูตรทั่วไปคือ (C6H10O5)n สวนเฮมิ

เซลลูโลสเปนแหลงคารบอนที่มีมากเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลส ซึ่งเปนพอลิเมอรของน้ําตาล

เพนโทส และ/หรือ น้ําตาลเฮกโซส ไดแก กลูแคน (glucan), แมนแนน (mannan) และไซแลน 

(xylan) โดยไซแลนจัดเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลส สวนลิกนินเปนสารประกอบเชิงซอน

ประเภทพอลีฟโนลิก (polyphenolic) เกาะกันเปนกลุมใหญ และหอหุมชั้นเซลลูโลสและเฮมิ

เซลลูโลสไวภายใน (Wong และคณะ, 1988) 

 

  ไซแลนเปนพอลิเมอรหลักของชั้นเฮมิเซลลูโลสในเซลลพืช โดยยึดเกาะกับสวนของเฮมิ

เซลลูโลสและเซลลูโลสดวยพันธะไฮโดรเจนและยึดเกาะกับลิกนินดวยพันธะโควาเลนท (covalent) 

โดยชั้นของไซแลนมีสวนสําคัญในการชวยปองกันชั้นเซลลูโลสจากการยอยสลายของเซลลูเลส 

(Uffen, 1997) อยางไรก็ตาม สามารถพบไซแลนไดในธรรมชาติทั้งจากไมเนื้อแข็ง ไมเนื้อออน    

พืชลมลุก ผนังเซลลชั้นแรกของพืชใบเลี้ยงเดี่ยว รวมทั้งในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เชน          

ซังขาวโพด ชานออย เปลือกขาวโพด รําขาว ฟางขาว เปลือกเมล็ดฝาย เปนตน (Magee และ 

Kosaric, 1985) และในเปลือกเมล็ดธัญพืชตางๆ (Ericksson และคณะ, 1990) นอกจากนี้ยังพบ

ไซแลนไดจากวัสดุเหลือทิ้งในระหวางกระบวนการลอกเนื้อไมเพื่อทําเยื่อกระดาษ (pulping) 

(Biely, 1985) ไซแลนในพืชแตละชนิดจะมีปริมาณแตกตางกันออกไป โดยในไมเนื้อแข็งจะมี

ปริมาณไซแลนมากกวา 30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง (Wood และ McCrae, 1996) ในไม

เนื้อออนมีปริมาณ 7-12 เปอรเซน็ตของน้ําหนักแหง (Haltrich และคณะ, 1996) สวนไมลมลุกและ

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมีปริมาณไซแลนประมาณ 20-40 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง (Saddler 

และคณะ, 1983) 
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→4)-β-D-Xylp-(1→4)-β-D-Xylp-(1→4)-β-D-Xylp-(1→4)-β-D-Xylp-(1→4)-β-D-Xylp-(1→4)-β-D-Xylp-(1→ 

4-O-Me-α-D-GlcAp 
1   

2 

4-O-Me-α-D-GlcAp 
1  

2 

1  

3

α-L-Araf 4-O-Me-α-D-GlcAp 
1  

2 

1.2  โครงสรางของไซแลน 
 
  โครงสรางของไซแลนเปนพอลิเมอรที่ประกอบดวยน้ําตาลไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-

1,4-ไซโลสิดิก (β-1,4-xylosidic) เปนสายหลัก และมีสารประกอบอื่นๆมาเชื่อมตอเปนหมูขางเคียง  

เชน หมูอะราบิโนส ตอที่ตําแหนง O-3 ของไซโลส, หมูกลูคูโรนิล ตอที่ตําแหนง O-2 ของไซโลส, หมู

เมธิลกลูคูโรนิล ตอที่ตําแหนง O-4 ของไซโลส และหมูอะซีทิลตอที่ตําแหนง O-2 และ O-3 ของไซโลส  

โดยหมูขางเคียงตางๆที่กลาวมาจะมีปริมาณแตกตางกันไปในไซแลนของพืชแตละชนิด โดยไซแลนใน

ไมเนื้อออนและพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เชน ฟางขาว และธัญพืช จําพวก รําขาวสาลี เปลือกขาวโอต เปนตน 

จะมีอะราบิโนสเปนหลัก (Schyns และคณะ, 1994) สวนไซแลนในไมเน้ือแข็ง จะมีหมูอะซีทิลเปน

หลัก (Degrassi และคณะ, 2003) ตัวอยางเชน ไซแลนจากไมเบิรช ซึ่งจัดเปนไมเนื้อแข็ง 

ประกอบดวย 89.3 เปอรเซ็นต ไซโลส, 1 เปอรเซ็นต อะราบิโนส, 1.4 เปอรเซ็นต กลูโคส และ8.3 

เปอรเซ็นต แอนไฮดรูโรนิค แอซิด (Kormerlink และ Voragen, 1993) สวนอะราบิโนไซแลนจากขาว

สาลี ประกอบดวย 65.8 เปอรเซ็นต ไซโลส, 33.5 เปอรเซ็นต อะราบิโนส, 0.1 เปอรเซ็นต กาแลคโทส, 

0.1 เปอรเซ็นต แมนโนส และ0.3 เปอรเซ็นต กลูโคส (Gruppen และคณะ, 1992)   

 

  โครงสรางของไซแลนในไมเนื้อออน คือ อะราบิโน-(4-โอ-เมธิลกลูคูโรโน)ไซแลน (arabino-(4-

O-methylglucurono)xylan ซ่ึงมีสายหลักเปนไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-1,4 ไซโลสิดิก (β-

1,4-xylosidic) และมีหมู 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิคแอซิด (4-O-methyl-D-glucuronic acid) เชื่อมตอที่

ตําแหนง O-2 และมีหมูแอล-อะราบิโนส เชื่อมตอที่ตําแหนง O-3 (Hon และ Shiraishi, 1990) ดัง

แสดงในรูปที่ 1.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.1 ลักษณะโครงสรางของอะราบิโน-(4-โอ-เมธิลกลูคูโรโน)ไซแลน จากไมเนื้อออน (Hon และ

Shiraishi, 1990) 
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1.3  การยอยสลายไซแลน 
 
  การยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว สามารถยอยสลายไดโดยการใชสารเคมี 

(chemical hydrolysis) และการยอยสลายดวยเอนไซม (enzyme hydrolysis) หรือใชทั้งสองอยาง

รวมกัน (Tsao และ Chiang, 1983) 

 

 1.3.1  การยอยสลายไซแลนดวยสารเคมี  สามารถทําได 2 วิธี 
 
  1.3.1.1  การยอยสลายไซแลนดวยกรด 

 
    เปนวิธีที่งาย รวดเร็ว แตปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะรุนแรงและไมจําเพาะเจาะจง ผลผลิตที่

ไดไมบริสุทธิ์ เกิดผลิตภัณฑที่เปนสารพิษ เชน เฟอฟูรัล (furfural) ซึ่งเปนสารที่มีผลตอการนําไป

เลี้ยงจุลินทรีย (Paturan,1989) 

 
  1.3.1.2  การยอยสลายไซแลนดวยดาง 

 
    เปนวิธีที่มักนําไปใชในอุตสาหกรรมทํากระดาษ ซึ่งจะนําชั้นของเปลือกไมมาตมใน

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน เพื่อทําใหเปลือกไมยุยและเปนการกําจัดลิกนินที่อยูในชั้น

ลิกโนเซลลูโลสออกบางสวน หลังจากนั้นนําไปผานกระบวนการฟอกสีเยื่อกระดาษ โดยใชสารเคมี

ที่มีคลอไรดเปนองคประกอบ เชน คลอรีนไดออกไซด (chlorinedioxide), กาซคลอรีน (Cl2) เปนตน 

ทําใหเกิดสารพิษพวกไดออกซิน (dioxin) และสารประกอบคลอไรดที่เปนพิษชนิดอื่นๆดวย (Visser 

และคณะ,1992) 

 

 1.3.2  การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซม  

 
    เปนวิธีที่ปฏิกิริยามีความจําเพาะสูงกวาการใชสารเคมี และไมกอใหเกิดสารพิษ

ตกคาง  โดยเอนไซมกลุมนี้ทําหนาที่ยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลไซโลส (xylose) หรือไซโลโอลิ

โกแซคคาไรด (xylooligosaccharide) ซึ่งมีอยู 2 ชนิดใหญ คือ 
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   1. เอนโดไซแลเนส (Endoxylanase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซลาโนไฮโดรเลส (1,4-

β-D-xylan-xylanohydrolase : EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะบีตา-1,4-ไซโลสิดิก 

แบบสุม ไดผลิตภัณฑเปนไซโลสและไซโลโอลิโกแซคคาไรด (Gilbert และคณะ,1993) 

   2. บีตา-ไซโลสิเดส (β-xylosidase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซโลไฮโดรเลส (1,4-β-D-

xylan-xylohydrolase : EC 3.2.1.37) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะบีตา-ดี-1,4-ไซโลไพราโนไซด

ในโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆทีละหนวยจากปลายสายดานนอนรีดิวซ (non-reducing) เรียก

กระบวนการที่เกิดขึ้นวา กลไกแบบภายนอก (exo-mechanism) ซึ่งจะไดไซโลสเปนผลิตภัณฑ

สุดทาย (Dekker และ Richards, 1976) 

  นอกจากนี้การยอยสลายไซแลนใหสมบูรณยังตองอาศัยเอนไซมชนิดอื่นๆรวมดวย ดัง

แสดงในรูปที่ 1.2  ไดแก 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (α-L-arabinofuranosidase :EC 3.2.1.55) ยอย

สลายพันธะแอลฟา-1,3 ของหมูนอนรีดิวซ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนซิล ไดอะราบิโนส 

  แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดส (α-D-glucuronidase : EC 3.2.1.139) ยอยสลายพันธะแอลฟา-

1,2 ใน 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิค แอซิด 

  อะซีทิลเอสเทอเรส (acetyl esterase : EC 3.1.1.6) ยอยสลายพันธะบีตา-1,2 และบีตา-

1,3 ที่เชื่อมระหวางหมูอะซีทิลกับสายหลัก ใหผลิตภัณฑเปนกรดอะซิติก 

  ซึ่งในงานวิจัยนี้จะกลาวถึงแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสอยางละเอียด ซึ่งเปน

เอนไซมที่สนใจจะศึกษาตอไป 

 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายหมูอะราบิ

โนสจากไซแลน อะราบิโนไซแลน และอะราบิแนน ซึ่งเปนพอลิแซคคาไรดในกลุมเฮมิเซลลูโลส 

เอนไซมนี้จึงจัดเปนเอนไซมที่สําคัญอีกชนิดหนึ่งในกลุมยอยสลายไซแลน โดยมีบทบาทรวมกับ

เอนไซมอ่ืนๆ ในกลุมนี้ในการยอยสลายไซแลน อะราบิโนไซแลน หรืออะราบิแนนใหสมบูรณจนได

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่สามารถนําไปใชในกระบวนการหมักเพื่อใหไดสารที่มีประโยชนชนิดตางๆ 

 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสพบในจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย รา ยีสต 

และแอคติ โนมัยซีทีส  รวมถึงมีการศึกษาการทําเอนไซมใหบริ สุทธิ์จากเชื้อตางๆ  เชน           

Bacillus pumilus (Degrassi และคณะ, 2003), Penicillium chrysogenum (Sakamoto และ 
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Kawasaki, 2003), Pichia capsulate X91 (Yanai และ Sato, 2000) และStreptomyces 

diastaticus (Tajana และคณะ, 1992)   
 

  จากงานวิจัยที่ไดดําเนินการอยางตอเนื่องในภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่สามารถคัดแยก Streptomyces sp. PC22 ไดจากแหลงดินใน

ประเทศไทย และพบวาเจริญไดดีในภาวะคาความเปนกรดดางสูงประมาณ 9 และที่อุณหภูมิสูง

ประมาณ 40 - 45 องศาเซลเซียส รวมทั้งยังสามารถผลิตไซแลเนสที่ทนตอคาความเปนกรดดางใน

ชวงกวางปริมาณสูง (Ungchaithum และ Pinphanichakarn, 1998) รวมทั้งสามารถผลิตเอนไซม

ยอยสลายหมูขางเคียงไดแก แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (วิชุตา เหลาเรืองธนา, 2547) 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมุงที่จะศึกษาการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผลิตจาก 

Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์ รวมทั้งศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ดังกลาวเพื่อ

ใชเปนขอมูลในการนํามาทํางานรวมกับไซแลเนสเพื่อทําใหการยอยสลายไซแลนมีประสิทธิภาพ

ยิ่งขึ้น 
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รูปที่ 1.2 โครงสรางของไซแลนและการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมกลุมยอยไซแลน            

(Biely, 1985) 

 Ac  แทน หมูอะซีทิล 

 Araf  แทน แอล-อะราบิโนฟวราโนส 

MeGlcA แทน กรด 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิค  

Xyl  แทน ดี-ไซโลส 

 

 

 

 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1 แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
  อะราบิโนฟวราโนสิเดส เปนเอนไซมสําคัญชนิดหนึ่งในกลุมการยอยสลายเฮมิเซลลูโลสซึ่ง

ตัดหมูแอล-อะราบิโนฟวราโนส ซึ่งพบไดทั่วไปในชั้นเฮมิเซลลูโลส เชน อะราบิแนน อะราบิโนไซ

แลน อะราบิโนกาแลคแทน และพอลิแซคคาไรดอ่ืนๆที่เปนองคประกอบหลักของผนังเซลลพืช 

  

  อะราบิแนน พบไดทั่วไปในเนื้อเยื่อพืช ประกอบดวยพันธะแอลฟา-1,5 ของหมูอะราบิโน

ฟวราโนส เปนสายหลัก และมีอะราบิโนฟวราโนสมาตอเปนสายกิ่งดวยพันธะแอลฟา-1,3 ดังแสดง

ในรูปที่ 2.1  สวนในอะราบิโนกาแลคแทนนั้น สายหลักเปนกาแลคโตไพราโนสจะเชื่อมดวยหมู

ขางเคียง คือ อะราบิโนฟวราโนส ที่ตําแหนง O-3 และ O-6 (Luonteri และคณะ, 1998) สวนใน  

อะราบิโนไซแลน มีไซโลสมาตอเปนสายหลักดวยพันธะบีตา-1,4 และมีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสตอเปนโซกิ่งที่ตําแหนง O-3 หรือในบางกรณีก็จะตอทั้งตําแหนง O-2 และ O-3 เปนตน 

(Margolles และ de los Reyes-Gavilan, 2003)  

  

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 โครงสรางของอะราบิแนน (Saha, 2000) 

 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (α-L-arabinofuranosidase : EC 3.2.1.55) จัด 

เปนเอนไซมชนิด exo-type ทําหนาที่ยอยสลายพันธะแอลฟา-1,2 และแอลฟา-1,3 จากปลายสาย

ดานนอนรีดิวซของหมูแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสของไซแลน อะราบิโนไซแลน และอะราบิโน

กาแลคแทน โดยไดน้ําตาลอะราบิโนสเปนผลิตภัณฑสุดทาย (Manin และคณะ, 1994) นอกจากนี้
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ถาใชแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสทํางานรวมกับเอนโด-1,5-แอลฟา-แอล-อะราบินาเนส 

(1,5-α-L-arabinanases : EC 3.2.1.99) ซึ่งจัดเปนเอนไซมที่ยอยสลายพันธะ1,5-แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิดิก ภายในสายของแอลฟา-1,5 อะราบิแนน ก็จะสามารถยอยสลายอะราบแินน

ไดอยางสมบูรณ (Margolles และ de los Reyes-Gavilan ,2003)  

 

  Beldman และคณะ (1997) ไดจําแนกกลุมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดย

อาศัยหลักความแตกตางของการทํางานและความจําเพาะตอสับสเตรทเปน 3 กลุม ดังนี้ 

 - กลุมที่ 1 เปนเอนไซมที่สามารถปลดปลอยอะราบิโนสจากไซแลนที่มีหมูแอล-อะรา  

บิโนฟวราโนสเกาะอยูที่โมเลกุลของไซโลสทั้งแบบเดี่ยวและคู และยังสามารถยอยสลายพารา-    

ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside) ซึ่งเปน

สับสเตรทสังเคราะหได  

 - กลุมที่ 2 เปนเอนไซมที่สามารถปลดปลอยอะราบิโนสจากไซแลนที่มีหมูแอล-อะรา  

บิโนฟวราโนสเกาะอยูที่โมเลกุลของไซโลสแบบเดี่ยวที่ตําแหนง C2 หรือ C3 เทานั้น แตไม    

สามารถยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-

arabinofuranoside) ซึ่งเปนสับสเตรทสังเคราะหได  

 - กลุมที่ 3 เปนเอนไซมที่สามารถปลดปลอยอะราบิโนสจากไซแลนที่มีหมูแอล-อะรา  

บิโนฟวราโนสเกาะอยูที่โมเลกุลของไซโลสแบบคูแตจะตัดเฉพาะตําแหนง C3 เทานั้น และยังไม

สามารถยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-

arabinofuranoside) ซึ่งเปนสับสเตรทสังเคราะหได  

  

  เมื่อเร็วๆนี้ ไดมีการคนพบกลุมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสกลุมใหมเพิ่มอีก 1 

กลุม โดยเอนไซมในกลุมนี้มีหนาที่ยอยสลายพันธะแอลฟา-1,5 ซึ่งเปนสายหลักและพันธะแอลฟา-

1,3 ที่เปนสายกิ่งของอะราบิแนนและอะราบิแนนที่ไมมีสายกิ่ง (debranched arabinan) และ    

ยังสามารถยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-

arabinofuranoside)ได แตอยางไรก็ตามการแบงกลุมโดยใชหลักความจําเพาะตอสับสเตรทเพียง

อยางเดียวจัดวายังไมมีประสิทธิภาพมากนัก โดยพบวายังมีการจัดกลุมเอนไซมนี้โดยอาศัยหลัก

ความเหมือนของลําดับกรดอะมิโน (amino acid sequence similarities) ซึ่งแบงไดเปน 4 แฟมิลี

ของไกลโคไซด ไฮโดรเลส (glycoside hydrolase) อันไดแก แฟมิลี 43, 51, 54 และ 62  

(Henrissat และ Bairoch, 1996) 
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  อะราบิโนสซึ่งจัดเปนหมูขางเคียงชนิดหนึ่งของไซแลน ถูกพบเปนปริมาณมากในรูปของ  

อะราบิโนไซแลนในรําขาวสาลี และฟาง ในปฏิกิริยาการยอยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่

สําคัญใช เอนโด-บีตา-1,4-ไซแลเนส แสดงใหเห็นวาการที่มีอะราบิโนสเปนหมูขางเคียงจะเปน

อุปสรรคสําคัญตอการทําปฏิกิริยาของไซแลเนส (Debeche และคณะ, 2000) ดังนั้นจึงไดมี

รายงานเกี่ยวกับการเพิ่มประสิทธิภาพของเอนไซมยอยสลายไซแลนสายหลักเมื่อมีการทํางาน

รวมกันกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ดังนี้ 

 

  Lee และ Forsberg (1987) ศึกษาการทํางานรวมกันของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส, ไซแลเนส บี และไซโลสิเดส จาก Clostridium acetobutylicum ATCC 824 ในการยอย

สลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาใหน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 74 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนการยืนยันวา

การยอยพันธะแอลฟา-1,3 ของอะราบิโนสที่เกาะกับไซแลนสายหลักชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการ

ยอยสลายไซแลน 

    
  Wood และ McCrae (1996) ศึกษาผลของการทํางานรวมกันระหวางแอลฟา-แอล-อะรา  

บิโนฟวราโนสิเดส กับ เอนโด-1,4-บีตา-ดี-ไซแลเนส จาก Aspergillus awamori  พบวาชวยเพิ่ม

การปลอยอะราบิโนส จากอะราบิโนไซแลนในฟางขาวโอต จาก 10.3 เปอรเซ็นต เปน 42.2 

เปอรเซ็นต และชวยเพ่ิมการปลอยอะราบิโนส จากอะราบิโนไซแลนในฟางขาวสาลีขึ้นจาก 10.2 

เปอรเซ็นต เปน 69.8 เปอรเซ็นต ภายใตสภาวะที่ทดสอบ  

 
Rahman และคณะ (2003) ศึกษาบทบาทของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส,      

ไซแลเนส และไซโลสิเดส จาก Penicillium sp. AHT-1 ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต 

พบวาจะชวยเพิ่มปริมาณน้ําตาลไซโลสจาก 25 เปอรเซ็นตเปน 61 เปอรเซ็นต และลําดับในการทํา

ปฏิกิริยาในการยอยสลายไซแลนจะเริ่มจากแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตอดวยไซแลเนส

และสุดทายคือ บีตา-ไซโลสิเดส 

 
  Tuncer และ Ball (2003) ศึกษาการทํางานรวมกันของเอนไซมในกลุมที่ยอยสลายไซแลน 

จาก Thermomonospora fusca BD25 ตอการยอยไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาการใชบีตา-

ไซโลสิเดส และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส รวมกับไซแลเนส จะชวยเพิ่มการยอยสลาย 
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ไซแลนเปน 2 เทา คือเพิ่มจาก 28 เปอรเซ็นตเปน 58 เปอรเซ็นตของสับสเตรททั้งหมด โดยได

ไซโลสและอะราบิโนสเปนผลิตภัณฑหลัก 
 
2.2  ประโยชนของเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน 
 
  เอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนมีบทบาทสําคัญและสามารถนําไปประยุกตใชไดจริงใน

อุตสาหกรรมที่หลากหลาย เชน การแปรวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาเปนเชื้อเพลิงและสารเคมี 

(Screenath และ Jeffries, 2000), อุตสาหกรรมอาหารสัตว (Gilbert และ Hazlewood, 1993), 

อุตสาหกรรมทําน้ําผลไมใหใสข้ึน (Beg, 2001), อุตสาหกรรมขนมปง เพื่อปรับปรุงคุณภาพ (Maat 

และคณะ, 1992), อุตสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษ (Bajpai, 1999) และอุตสาหกรรมการทําไวนเพื่อ

เพิ่มกลิ่นรสในไวน เปนตน (Saha, 2000) 

 

  การยอยสลายอะราบิโนไซแลนอยางสมบูรณจะไดผลิตภัณฑสุดทายเปนน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยว คือ ไซโลส และ อะราบิโนส ซึ่งสามารถใชในการผลิตสารเคมีหรือผลิตภัณฑที่มีประโยชน

และมีมูลคาสูงทางเศรษฐกิจมากมาย เชน ใชไซโลสเปนสารชักนําในการสรางเอนไซมไซโลสไอโซ

เมอเรส (D-xylose isomerase; EC 5.3.1.5) โดยเอนไซมเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสเปน

ฟรักโทสซึ่งใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทส (high fructose syrup) และอุตสาหกรรม

การผลิตขนมหวานและลูกกวาด (Chen,1980) นอกจากนี้ยังสามารถใชไซโลสเปนแหลงอาหาร

ใหกับจุลินทรียในกระบวนการหมักเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดียว (single cell protein) และใชเปน

สารตั้งตนในการผลิตไซลิทอล เพื่อใหความหวานในลูกอม ยาสีฟน หมากฝรั่ง โดยไมทําใหฟนผุ 

และยังเปนสารที่ทางการแพทยใชทดแทนน้ําตาลใหกับผูปวยโรคเบาหวาน (Parajo และคณะ, 

1998) โดยมีกระบวนการเปลี่ยนรูปดังรูปที่ 2.2 นอกจากไซโลสแลว อะราบิโนสยังสามารถใชเปน

สารใหความหวานไดเชนกัน เนื่องจากมีรสหวานและรางกายไมดูดซึม (Seri และคณะ, 1996) และ

ยังสามารถปองกันการเกิดภาวะน้ําตาลในเลือดสูงในผูปวยโรคเบาหวานหลังการรับประทาน

ซูโครสเขาไปไดอีกดวย (Matsuo และคณะ, 2000) นอกจากนั้นไซโลสและอะราบิโนสยังสามารถ

ใชเปนสารตั้งตนที่ใชในการผลิตเอทานอลและบิวทานอลได (Neale และคณะ, 1988) 

 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสามารถทําปฏิกิริยารวมกันกับไซแลเนสในการยอย

สลายอะราบิโนไซแลน (Greve และคณะ, 1984) โดยการทํางานรวมกันระหวางเอนโด-ไซแลเนส 
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กับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส สามารถชวยยอยสลายอะราบิโนไซแลนในหญาได ดังนั้น

จึงเปนการเพิ่มความสามารถในการยอยอาหารของสัตว (Graham และ Inborr, 1992) 

 

                                                           

 

 

 

 

รูปที่ 2.2  การเปลี่ยนน้ําตาลไซโลสเปนไซลทิอล (Walker, 1998) 

 

Yanai และ Sato (2000) ศึกษาผลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Pichia 

capsulata X91 ตอการเพิ่มกลิ่นรสในไวนองุนพันธุ muscat พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส สามารถปลอย monoterpenol จาก monoterpenyl arabinofuranosylglucosides ทําให

ชวยเพิ่มความเขมขนของสารประกอบของกลิ่นรสในไวนได เชน linalool citronellol และ geraniol  

 
  Bezalel และคณะ (1993) ไดทําการปรับปรุงประสิทธิภาพการฟอกเยื่อกระดาษของ T-6 

ไซแลเนสที่ผลิตจาก Bacillus stearothermophilus T-6 โดยทดลองใหมีการทํางานรวมกันกับ

เอนไซมในกลุมเฮมิเซลลูเลสอื่นๆ พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus 

stearothermophilus L1 สามารถทํางานรวมกับ T-6 ไซแลเนสได โดยสามารถปลดปลอยลิกนิน 

ออกจากเยื่อกระดาษที่ยังไมไดฟอกสีไดเพิ่มข้ึนอยางชัดเจน 

   

  ไซโลสยังสามารถใชเปนสารตั้งตนในการผลิต Furfural หรือที่รูจักกันในชื่อ furfurol, furol 

และ furfuraldehyde เมื่อกลั่นไดใหมๆ จะเปนของเหลวไมมีสี จุดติดไฟงายระเหยได และเมื่อ

สัมผัสกับอากาศหรือแสงสวางจะมีกล่ิน ถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมเคมี เชน นํามาทําเปนตัวทํา

ละลายในการทําใหบริสุทธิ์ของน้ํามันหลอล่ืนคุณภาพสูง ยางสน และน้ํามันพืช และยังใชเปนสาร

ตั้งตนในการผลิตไนลอน เรซิน น้ํามันเคลือบเงา การเปลี่ยนแปลงไซโลสเปน furfural แสดงดังรูปที่ 

2.3 

NAD+ NADH+H+ 

Xylose reductase 

Xylitol 

dehydrogenase 

xylulose 

xylitol xylose 
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                                      C5H10O5      C5H4O2 + 3H2O 

  

 

รูปที่ 2.3  การเปลี่ยนไซโลสเปน furfural  

 
  ในปจจุบันนี้ การผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเปนที่สนใจอยางมาก 

เนื่องจากชวยเพิ่มคุณคาของวัสดุเหลือทิ้งและลดการใชเชื้อเพลิงฟอสซิล (fossil fuel) ในป 2002 

เอทานอลกวา 2 ลานแกลลอนถูกผลิตขึ้นจากการหมักแปงเปนหลัก และแนวโนมการใชเอทานอล

ในอนาคตประเมินกันวาจะมีอัตราเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว เนื่องจากเปนสารที่มีความปลอดภัยกับ

ส่ิงแวดลอมมากกวาการใช methyl tertiary butyl ether (MTBE) ซึ่งเปนสารผสมในน้ํามันเพื่อการ

เผาไหมที่สะอาด และใชกันอยางแพรหลายที่สุด แต MTBE นี้ถูกพบวามีการปนเปอนในแหลงน้ํา

ธรรมชาติ (Saha, 2003) 

 
  วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่ยังไมไดใชประโยชน สามารถใชเปนวัตถุดิบราคาถูกในการ

ผลิตเอทานอลได การยอยสลายเฮมิเซลลูโลสดวยเอนไซมจะไดน้ําตาลตางๆ ข้ึนกับแหลงที่มา เชน 

ไซโลส กาแลคโตส แมนโนส ฟรักโทส แรมโนส กลูโคส และอะราบิโนส  

 
  มีรายงานวา Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis และ Candida shehate เปน

ยีสตที่สามารถเปลี่ยนไซโลสและอะราบิโนสไปเปนเอทานอลได (Walker, 1998) ดังรูปที่ 2.4 และ 

2.5 แตในเชิงพานิชยการใชยีสตเหลานี้ในการหมักเอทานอลมีอยูไมมาก เพราะมีความทนตอเอทา

นอลไดต่ํา กระบวนการหมักเปนไปอยางเชื่องชา และการควบคุมออกซิเจนเพื่อใหไดภาวะที่

เหมาะสมทําไดยาก (Du Preez, 1994) สําหรับ Saccharomyces cerevisiae แมวาจะเปลี่ยน

กลูโคสไปเปนเอทานอลไดอยางรวดเร็ว แตก็ไมสามารถเปลี่ยนน้ําตาลชนิดอื่นๆ เชนไซโลสและ  

อะราบิโนส ไปเปนเอทานอลได (Saha, 2003) แตอยางไรก็ตาม ถาไซโลสถูกเปลี่ยนเปนไซลูโลส 

(xylulose) โดยใชไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) ยีสตทั่วๆ ไปสามารถหมักไซลูโลสเปน

เอทานอลได (Gong และคณะ, 1981) จึงมีการใช recombinant DNA technology โดยการ 

transform xylose isomerase gene จากแบคทีเรีย เขาสู Saccharomyces cerevisiae ทําให

สามารถหมักไซโลสเปนเอทานอลได (Walker, 1998) ดงัรูปที่ 2.6 

 

xylose furfural 
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          membrane transport 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 2.4  การหมักไซโลสเปนเอทานอลโดยยีสต (Walker, 1998) 
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L-Arabinose 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

รูปที่ 2.5  การหมักอะราบิโนสเปนเอทานอลโดยยีสต (Walker, 1998) 
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6 xylitol 

6 NAD(P) 

6 NAD(P)H 

6 xylose                   10 ethanol + 10 CO2 + 10 ATP 

6 xylose isomerase 

6 xylose 6 xylulose 

6 C5P 

4 C6P 

2 C3P 8 C3P 

8 CO2 

16 ATP 

2 CO2 

4 ATP 

1 ATP 

8 ethanol 2 ethanol 
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รูปที่ 2.6  การหมักไซโลสเปนเอทานอล โดยใชไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase)          

(Kuyper และคณะ, 2004) 

 

  C3P  คือ   triose-3-phosphate 

  C5P  คือ   pentose-5-phosphate 

  C6P  คือ   hexose-6-phosphate 

  PPP  คือ   pentose phosphate pathway 
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2.3   แหลงของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส พบไดในจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย รา ยีสต 

และแอคติโนมัยสีท โดยจุลินทรียบางชนดิจะสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดส แลวเก็บไว

ภายในเซลล (intracellular enzyme) และบางชนิดจะสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

แลวหลั่งออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) ตัวอยางสายพนัธุจุลนิทรยีที่สามารถสราง

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสดงัแสดงในตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 ตัวอยางสายพนัธุจุลนิทรียทีส่ามารถสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

สายพนัธุจุลนิทรีย เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori Wood และ McCrae, 1996 

Aspergillus awamori IFO 4033 Kaneko และคณะ, 1998 

Aspergillus niger  Gunata และคณะ, 1990 

Aspergillus niger 5-16 Kaneko และคณะ, 1993 

Aspergillus sojae Kimura และคณะ, 1995 

Aspergillus terreus Luonteri และคณะ, 1998 

Aureobasidium pullulans Saha และ Bothast, 1998a และ 1998b 

Bacillus polymyxa Morales และคณะ, 1995 

Bacillus pumilus Degrassi และคณะ, 2003 

Bacillus stearothermophilus Bezalel และคณะ, 1993 

Bacillus stearothermophilus T-6 Gilead และ Shoham, 1995 

Bacillus subtilis 3-6 Kaneko และ Kusakabe, 1995 

Bacteroides xylanolyticus X5-1 Schyns และคณะ, 1994 

Bifidobacterium longum B667 Margolles และ de los Reyes-Gavilan, 2003 

Butyrivibrio fibrisolvens GS113 Hespell และ O’Bryan, 1992 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Lee และ Forsberg, 1987 

Cytophaga xylanolytica Renner และ Breznak, 1998 

Fusarium oxysporum Panagiotou และคณะ, 2003 

Penicillium capsulatum Filho และคณะ, 1996 

Penicillium chrysogenum Sakamoto และ Kawasaki, 2003 

Penicillium purpurogenum De Ioannes และคณะ, 2000 

Pichia capsulata X91 Yanai และ Sato, 2000 

Rhizomucor pusillus HHT-1 Rahman และคณะ, 2001 

Rhodotorula flava Uesaka และคณะ, 1978 

Rhodothermus marinus Gomes และคณะ, 2000 

Ruminococcus albus 8 Greve และคณะ, 1984 

Streptomyces sp. No. 17-1 Kaji และคณะ, 1981 

Streptomyces chartreusis GS901 Matsuo และคณะ, 2000 

Streptomyces diastaticus Tajana และคณะ, 1992 

Streptomyces diastatochromogenes 065 Kaneko และคณะ, 1998 

Streptomyces lividans  Vincent และคณะ, 1997 

Streptomyces purpurascens IFO 3389 Komae และคณะ, 1982 

Thermobacillus xylanilyticus Debeche และคณะ, 2000 

Thermomonospora fusca BD25 Tuncer และ Ball, 2003 

Trichoderma reesei Kaneko และคณะ, 1998 
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2.4  การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ ์
 
  เนื่องจากแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจัดเปนเอนไซมสําคัญตัวหนึ่งที่มีบทบาทใน

การชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายไซแลนรวมกับเอนไซมยอยสายหลัก ดังนั้นจึงมีราย 

งานหลายฉบับที่ศึกษาการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์ โดยมีข้ันตอนตางๆ 

กัน เชน 

 

  Hespell และ O’Bryan (1992) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Butyrivibrio fibrisolvens GS113 ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มี

ความเขมขน 40-65 เปอรเซ็นต จากนั้นนําเอนไซมมาทําใหเขมขนขึ้นโดยการกรองผานเยื่อเลือก

ผาน (OM-1000-43 membrane) โดยกักโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา 100,000 ดาลตัน 

ตอมาทําโครมาโทกราฟบนฟนิล-อะกาโรส (Phenyl-agarose) โมโน คิว (Mono Q) และทีเอสเค 

เจลฟลเตรชัน (TSK gel filtration) ตามลําดับ พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส มีความ

บริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 282.2 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 9 เปอรเซ็นต 

 

  Tajana และคณะ (1992) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces 

diastaticus ใหบริสุทธิ์ โดยการทําโครมาโทกราฟบนพีดี 10 (PD 10) โมโน คิว (Mono Q) และโม

โนเอส (Mono S) ตามลําดับ และสุดทายตามดวยการทําโครมาโทโฟกัสซิง (Chromatofocusing) 

จะไดโปรตีน 2 ชนิดที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส คือ C1 และ C2 โดยมี

ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 29.7 และ 37.0 เทา ตามลําดับ และคงเหลือแอคติวิตีอยู 1.25 และ 11.02 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ  

 

  Schyns และคณะ (1994) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก    

Bacteroides xylanolyticus X5-1 ใหบริสุทธิ์ โดยการทําโครมาโทกราฟบน คิว-เซฟาโรส          

(Q-Sepharose) แลวชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความ

เขมขน 0-0.6 โมลาร จากนั้นนํามาทําโครมาโทกราฟบนฟนิล-เซฟาโรส (Phenyl-Sepharose)  

ไฮดรอกซีอะปาไทด (Hydroxyapatite) โมโน คิว (Mono Q) และซุปเปอรโรส 6 (Superose 6)  

ตามลําดับ พบวามีโปรตีนเพียงชนิดเดียวที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

โดยมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 41.5 และมีแอคติวิตีเหลืออยู 3.5 เปอรเซ็นต  
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  Gilead และ Shoham (1995) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus 

stearothermophilus T-6 ใหบริสุทธิ ์นําน้ําเลีย้งเชื้อที่ไดมาทาํใหเขมขนดวยพอลิเอธิลีน ไกลคอล 

20000 (Polyethylene glycol 20000) แลวนําไปไดอะไลสดวย 20 มิลลิโมลาร ทริสบัฟเฟอร     

pH 7.6 จากนัน้นาํมาทาํโครมาโทกราฟบนโมโน คิว (Mono Q) แลวชะโปรตีนที่จบักับคอลัมนดวย  

เกรเดียนทเสนตรงของโพแทสเซียมคลอไรดความเขมขน 0-1 โมลาร ตามดวยการทําโครมาโท  

กราฟบนฟนิล-ซุปเปอรโรส เอชอาร (Phenyl-Superose HR) พบวามีโปรตีนเพียงชนิดเดียวที่ม ี          

แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยมคีาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 749.1 หนวย

ตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิม่ข้ึน 7.91 เทา และมีแอคติวิตีเหลืออยู 46 เปอรเซ็นต  

 

Filho และคณะ (1996) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Penicillium 

capsulatum ใหบริสุทธิ์ โดยการกรองผานเยื่อเลือกผานโดยกักโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา 

10,000 ดาลตันไว แลวนํามาทําโครมาโทกราฟบนเซฟาโรส 6บี (Sepharose 6B) ตามดวย ดีอี-52 

เซลลูโลส (DE-52 Cellulose) พบวามีโปรตีน 2 ชนิดที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส คือ AFase l และ AFase ll จากนั้นนําโปรตีนทั้ง 2 ชนิดมาทําใหบริสุทธิ์ตอไป โดยทําโคร

มาโทกราฟบนคอนคานาวาลิน เอ-เซฟาโรส ซีแอล 4บี (Concanavalin A-Sepharose CL 4B)  

ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของเมธิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซด (Methyl- 

α -D-glucopyranoside) ความเขมขน 0-1 โมลาร นําลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของ  AFase l มาทํา

โครมาโทกราฟบนเอส- เซฟาโรส (S-Sepharose) และลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของ AFase ll ทําโคร

มาโทกราฟบนดีอี-52 (DE-52) พบวาทั้ง AFase l และ AFase ll มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 180.2 และ 

46.1 เทา ตามลําดับ และมีแอคติวิตีคงเหลืออยู เทากับ 3.8 และ 4.0 เปอรเซน็ต ตามลําดับ  

 

Saha และ Bothast (1998) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Aureobasidium pullulans ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความ

เขมขน 0-80 เปอรเซ็นต แลวนํามาทําโครมาโทกราฟบนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ อะกาโรส (DEAE 

Bio-Gel A agarose) แลวชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรด 

ความเขมขน 0-0.5 โมลาร ตามดวยการทําโครมาโทกราฟบนไบโอ-เจล เอ-0.5เอ็ม (Bio-Gel A-

0.5m) อะราบิแนน-เซฟาโรส 6บี (Arabinan-Sepharose 6B) และเอสพี-เซฟาเด็กซ ซี-50 (SP-

Sephadex C-50) ตามลําดับ พบวามีโปรตีน 1 ชนิดที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสที่มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 215 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 11 เปอรเซ็นต  
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De Ioannes และคณะ  (2000) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Penicillium purpurogenum ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความ

เขมขน 0-80 เปอรเซ็นต แลวนํามาทําโครมาโทกราฟบนไบโอ-เจล พี-100 (Bio-Gel P-100)          

ซีเอ็ม-เซฟาเด็กซ ซี-50 (CM-Sephadex C-50) ฟนิล-อะกาโรส (Phenyl-agarose) และไบโอ-เจล       

พี-100 (Bio-Gel P-100) ตามลําดับ จะไดแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 1 ชนิด มีความ

บริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 22 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 6 เปอรเซ็นต  

 

Matsuo และคณะ (2000) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces 

chartreusis GS901 ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความเขมขน    

0-70 เปอรเซ็นต แลวนําไปไดอะไลสดวย 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.5 

จากนั้นนํามาทําโครมาโทกราฟบนซีเอ็ม-เซฟาโรส ซีแอล-6บี (CM-Sepharose CL-6B) แลวชะ

โปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-0.25 โมลาร 

พบวามีโปรตีน 2 ชนิดที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส คือ α-L-AFase I และ           

α-L-AFase II จากนั้นนําเอนไซมทั้งสองชนิดมาผานคอลัมนเซฟาคริล เอส-200 (Sephacryl       

S-200) แลวนําเฉพาะ α-L-AFase I มาทําโครมาโทกราฟตอบนโมโน คิว (Mono Q) พบวาทั้ง    

α-L-AFase I และ α-L-AFase II มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 182 และ 54.6 เทา ตามลําดับ และมี    

แอคติวิตีคงเหลืออยู 6.57 และ 1.23 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 

Rahman และคณะ (2001) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Rhizomucor 

pusillus HHT-1 ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความเขมขน 92 

เปอรเซ็นต แลวนําไปไดอะไลสดวย 20 มิลลิโมลาร ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 จากนั้นนํามาทํา  

โครมาโทกราฟบนซุปเปอรเด็กซ 200 พีจี (Superdex 200 PG) ซีเอ็ม-โทโยเพิรล 650 เอ็ม           

(CM-Toyopearl 650 M) และโพโรส คิวอี/เอ็ม (Poros QE/M) ตามลําดับ พบวามีโปรตีนเพียงชนิด

เดียวที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดส ที่มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 4.6 เทา และมี

แอคติวิตีคงเหลือ 7.5 เปอรเซ็นต  

 

Degrassi และคณะ (2003) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus 

pumilus PS213 ใหบริสุทธิ์ โดยการกรองผานเยื่อเลือกผาน YM10 แลวตกตะกอนโปรตีนดวย

แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 30-80 เปอรเซ็นต โดยนําโปรตีนไปไดอะไลสใน 20 มิลลิโมลาร 
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บิส-ทริส บัฟเฟอร pH 6.5 ตามดวยการทําโครมาโทกราฟบนคิว-เซฟาโรส ฟาสท โฟล (Q 

Sepharose fast flow) ฟนิล เซฟาโรส เอชพี (Phenyl Sepharose HP) และเซฟาคริล เอชอาร 200 

(Sephacryl HR 200) ตามลําดับ จะไดแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเพียง 1 ชนิด ทีม่คีวาม

บริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 52.7 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 26.2 เปอรเซ็นต  

 

Panagiotou และคณะ (2003) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Fusarium 

oxysporum ใหบริสุทธิ์ โดยนําน้ําเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการปนเหวี่ยงมาผานคอลัมนโครมาโทกราฟบน 

เอสพี-เซฟาโรส (SP-Sepharose) 2 คร้ัง พบวามีโปรตีน 2 ชนิดที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะรา

บิโนฟวราโนสิเดส คือ ABF1 และ ABF2 จากนั้นนําโปรตีนทั้ง 2 ชนิดมาทําใหบริสุทธิ์ตอไปโดยทํา

โครมาโทกราฟบน ที-บิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน (t-butyl hydrophobic interaction) ตาม

ดวยการทําโครมาโทกราฟบนเซฟาคริล เอส200 (Sephacryl  S-200) พบวา ทั้ง ABF1 และ ABF2  

มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 7.9 และ 20.4 เทา ตามลําดับ และมีแอคติวิตีคงเหลืออยูเทากับ 6.4 และ 

11.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  

 

Sakamoto และ Kawasaki (2003) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Penicillium chrysogenum ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความ

เขมขน 0-80 เปอรเซ็นต แลวนําไปไดอะไลสดวย 20 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร pH 5.0 

จากนั้นนํามาทําโครมาโทกราฟบนรีซอรส คิว (Resource Q) แลวชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวย

เกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-0.2 โมลาร พบวามีโปรตีน 2 ชนิดที่มี       

แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส คือ AFQ1 ซึ่งเปนโปรตีนที่ไมจับกับตัวกลางใน

คอลัมน และ AFS1 ซึ่งเปนโปรตีนที่จับกับตัวกลางในคอลัมน จากนั้นนํา AFQ1 ที่ไดมาทําโคร

มาโทกราฟบนโมโน คิว (Mono Q) ฟนิล ซุปเปอรโรส (Phenyl Superose) และซุปเปอรเด็กซ 75 

(Superdex 75) ตามลําดับ พบวา AFQ1 มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 17 เทา และแอคติวิตีคงเหลืออยู 

4.3 เปอรเซ็นต ขณะเดียวกันก็นํา AFS1 ที่ไดมาทาํโครมาโทกราฟบนรีซอรส เอส (Resource S) 

แลวตามดวยซุปเปอรเด็กซ 75 (Superdex 75) พบวา AFS1 มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 39.7 เทา และ

มีแอคติวิตีคงเหลืออยู 24.1 เปอรเซ็นต 
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2.5  น้ําหนักโมเลกลุของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
  ไดมีรายงานการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

จุลินทรียชนิดตางๆที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว พบวามีขนาดแตกตางกันและยังประกอบดวย     

จํานวนหนวยยอยตางๆกัน ดังแสดงในตารางที่ 2.2  

 

ตารางที่ 2.2  น้ําหนกัโมเลกลุของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรยีสายพันธุตางๆ 

 

 

สายพนัธุจุลนิทรีย 

น้ําหนกั

โมเลกุล  

(ดาลตัน)  

(เจล 

 ฟลเตรชัน) 

จํานวนหนวย

ยอยและ 

น้ําหนกัโมเลกลุ 

(ดาลตัน) 

 

 

เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori - 64,000 Wood และ McCrae, 1996 

Aspergillus awamori IFO4033    

                α-L-AFase Ι - 81,000 Kaneko และคณะ, 1998 

α-L-AFase ΙΙ - 62,000  

Aspergillus nidulans - 65,000 Ramon และคณะ, 1993 

Aspergillus niger 61,000 - Gunata และคณะ, 1990 

Aspergillus niger 5-16 - 67,000 Kaneko และคณะ, 1993 

Aspergillus sojae - 34,300 Kimura และคณะ, 1995 

Aureobasidium pullulans 210,000 (2) 105,000 Saha และ Bothast, 1998 

Bacillus pumilus 220,000 (4) 60,000 Degrassi และคณะ, 2003 

Bacillus stearothermophilus T-6 256,000 (4) 64,000 Gilead และ Shoham, 1995 

Bacteroides xylanolyticus X5-1 364,000 (6) 61,000 Schyns และคณะ, 1994 

Bifidobacterium longum B667 260,000 (4) 61,000 Margolles และ de los  

Reyes-Gavilan, 2003 

Butyrivibrio fibrisolvens GS113 240,000 (8) 31,000 Hespell และO’Bryan, 1992 

Clostridium acetobutylicum  

ATCC824          

- 94,000 Lee และ Forsberg, 1987 
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ตารางที่ 2.2 (ตอ) 

 

 

สายพนัธุจุลินทรีย 

น้ําหนกั

โมเลกุล  

(ดาลตัน)  

(เจล 

 ฟลเตรชัน) 

จํานวนหนวย

ยอยและ 

น้ําหนกั

โมเลกุล 

(ดาลตัน) 

 

 

เอกสารอางอิง 

Cytophaga xylanolytica 210,000 - Renner และ Breznak, 1998 

Fusarium oxysporum     

ABF1 200,000 (3) 65,000 Panagiotou และคณะ, 2003 

ABF2 180,000 (3) 56,000  

Penicillium capsulatum    

Ara Ι - 64,500 Filho และคณะ, 1996 

 Ara ΙΙ - 62,700  

Penicillium chrysogenum    

AFQ1 - 79,000 Sakamoto และ Kawasaki, 

AFS1 - 52,000 2003 

Penicillium purpurogenum - 58,000 De Ioannes และคณะ,2000 

Rhizomucor pusillus HHT-1 - 88,000 Rahman และคณะ, 2001 

Ruminococcus albus 8 310,000 (4) 75,000 Greve และคณะ, 1984 

Streptomyces chartreusis GS901    

AFase Ι - 80,000 Matsuo และคณะ, 2000 

 AFase ΙΙ - 37,000  

Streptomyces diastaticus    

C1 - 38,000 Tajana และคณะ, 1992 

C2 - 60,000  

Streptomyces purpurascens 

IFO3389 

495,000 (8) 62,000 Komae และคณะ, 1982 

Streptomyces sp. No.17-1 - 92,000 Kaji และคณะ, 1981 

หมายเหต ุ: ตัวเลขในวงเล็บหมายถงึจํานวนหนวยยอย 
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2.6 สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
 2.6.1 อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 
 
   แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆมีอุณหภมูิและ

ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงานแตกตางกัน ดังตารางที ่2.3 
 

ตารางที่ 2.3  อุณหภูมิและความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงานของแอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียตางๆ 

ภาวะที่เหมาะสม  

 

สายพนัธุจุลนิทรีย 

อุณหภูมิ 

(องศา

เซลเซียส) 

ความเปน

กรดดาง 

 

 

เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori 50 4.6 Wood และ McCrae, 1996 

Aspergillus awamori IFO4033    

α-L-AFase Ι 60 4.0 Kaneko และคณะ, 1998 

 α-L-AFase ΙΙ 60 4.0  

Aspergillus nidulans 65 4.0 Ramon และคณะ, 1993 

Aspergillus niger 60 3.9 Gunata และคณะ, 1990 

Aspergillus niger 5-16 60 4.0 Kaneko และคณะ, 1993 

Aspergillus sojae 50 5.0 Kimura และคณะ, 1995 

Aureobasidium pullulans 75 4.0-4.5 Saha และ Bothast, 1998 

Bacillus pumilus 55 7.0 Degrassi และคณะ, 2003 

Bacillus stearothermophilus T-6 70 5.5-6.0 Gilead และ Shoham, 1995 

Bacteroides xylanolyticus X5-1 50 5.5-6.0 Schyns และคณะ, 1994 

Bifidobacterium longum B667 - 6.0 Margolles และ de los  

Reyes-Gavilan, 2003 

Butyrivibrio fibrisolvens GS113 45 6.0-6.5 Hespell และO’Bryan, 1992 
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ตารางที่ 2.3 (ตอ) 

ภาวะที่เหมาะสม  

 

สายพนัธุจุลนิทรีย 

อุณหภูมิ 

(องศา

เซลเซียส) 

ความเปน

กรดดาง 

 

 

เอกสารอางอิง 

Cochliobolus carbonum 50 3.5-4.0 Ransom และ Walton, 1997 

Fusarium oxysporum     

ABF1 50-60 6.0 Panagiotou และคณะ, 2003 

ABF2 50-60 6.0  

Penicillium capsulatum    

Ara Ι 60 4.0 Filho และคณะ, 1996 

 Ara ΙΙ 55 4.0  

Penicillium chrysogenum    

AFQ1 50 4.0-6.5 Sakamoto และ Kawasaki, 

AFS1 50 3.3-5.0 2003 

Penicillium purpurogenum 50 4.0 De Ioannes และคณะ,2000 

Rhizomucor pusillus HHT-1 65 4.0 Rahman และคณะ, 2001 

Streptomyces chartreusis GS901    

AFase Ι 55 5.5 Matsuo และคณะ, 2000 

 AFase ΙΙ 50 7.0  

Streptomyces diastaticus    

C1 - 4.0-7.0 Tajana และคณะ, 1992 

C2 - 4.0-7.0  

Streptomyces purpurascens 

IFO3389 

- 6.5 Komae และคณะ, 1982 

Thermomonospora fusca BD25 65 9.0 Tuncer, 2000 

หมายเหต ุ: เครื่องหมาย – หมายถงึไมไดรายงานไว 
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 2.6.2  ความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดางของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆ มีความเสถียรตอ

อุณหภูมิและความเปนกรดดางแตกตางกัน ดังตารางที่ 2.4 

 

ตารางที่ 2.4  ความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดางของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสจากจุลนิทรียตางๆ  

ความเสถียรตอ  

สายพนัธุจุลนิทรียตางๆ อุณหภูมิสูงถงึ 

(องศา

เซลเซียส) 

ความเปน

กรดดาง 

 

เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori 70 (15 min) - Wood และ McCrae, 1996 

Aspergillus awamori IFO4033    

α-L-AFase Ι 60 3.0-7.0 Kaneko และคณะ, 1998 

  α-L-AFase ΙΙ 60 3.0-7.0  

Aspergillus niger 5-16 30 (2 hr) 4.0-7.0 Kaneko และคณะ, 1993 

Aureobasidium pullulans 75 (8 hr) 4.0-5.0 Saha และ Bothast, 1998 

Bacillus pumilus 65 (2 hr) 5.5-8.5 Degrassi และคณะ, 2003 

Bacillus stearothermophilus T-6 70 (1 hr) 7.0 Gilead และ Shoham, 1995 

Cytophaga xylanolytica 45 4.0-10.0 Renner และ Breznak, 1998 

Penicillium capsulatum    

                     Ara Ι 70 (17.5min) 4.0 Filho และคณะ, 1996 

 Ara ΙΙ 60 (9 min) 4.0  

Penicillium chrysogenum    

AFQ1 50 4.0-8.0 Sakamoto และ Kawasaki, 

AFS1 50 3.0-7.0 2003 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) 

ความเสถียรตอ  

สายพนัธุจุลนิทรียตางๆ อุณหภูมิสูง

ถึง (องศา

เซลเซียส) 

ความเปน

กรดดาง 

 

เอกสารอางอิง 

Penicillium purpurogenum 55 (25 min) - De Ioannes และคณะ,2000 

Rhizomucor pusillus HHT-1 70 (1 hr) 7.0-10.0 Rahman และคณะ, 2001 

Streptomyces chartreusis GS901    

AFase Ι 55 5.5 Matsuo และคณะ, 2000 

 AFase ΙΙ 50 7.0  

Streptomyces diastaticus   Tajana และคณะ, 1992 

C1 - 4.0-7.0  

C2 - 4.0-7.0  

Streptomyces sp. No.17-1 - 4.0-9.0 Kaji และคณะ, 1981 

Thermomonospora fusca BD25 55 (15 min) 4.5-11.0 Tuncer, 2000 
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 2.6.3  ความจาํเพาะตอสับสเตรทของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดส 

 

   โดยทั่วไปแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียตางๆ มีสับสเตรทเปนไซ

แลน อะราบิโนไซแลนและอะราบิแนนที่มีหมูแอล-อะราบิโนฟวราโนสเปนหมูขางเคียง โดยแตละ

แหลงของไซแลนจะมีองคประกอบของหมูขางเคียงที่แตกตางกันไป ซ่ึงมีผลทําใหแอลฟา-แอล-  

อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียตางๆมีคาความจําเพาะตอสับสเตรทที่แตกตางกันไป เมื่อใช 

พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด ซึ่งเปนสับสเตรทสังเคราะห ดังแสดงใน

ตารางที่ 2.5  

 

ตารางที่ 2.5  คาความจาํเพาะ (Km), ความเร็ว (Vmax) และ คา turnover (kcat) ของแอลฟา-แอล-อะ

ราบิโนฟวราโนสิเดสตอพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด จากจลิุนทรียตางๆ 

 

สายพนัธุจุลนิทรีย 

Km 

(มิลลิ

โม

ลาร) 

Vmax 

(ไมโครโมลตอ

นาทีตอ

มิลลิกรัม

โปรตีน) 

kcat 

(ตอ

วินา

ที) 

 

 

เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori 1.39 41 - Wood และ McCrae, 1996 

Aureobasidium pullulans 0.26 21.48 - Saha และ Bothast, 1998 

Bacillus pumilus 1.70 52.90 - Degrassi และคณะ, 2003 

Bacillus stearothermophilus  

T-6 

0.42 749 - Gilead และ Shoham, 1995 

Bacteroides xylanolyticus X5-1 0.50 155 - Schyns และคณะ, 1994 

Bifidobacterium breve K-110 0.22 9.30 - Shin Ho-Young และคณะ,  

2003 

Bifidobacterium longum B667 0.295 417  - Margolles และ de los    

Reyes-Gavilan, 2003 

Butyrivibrio fibrisolvens GS113 0.70 109 - Hespell และ O’Bryan,1992 

Clostridium acetobutylicum 

ATCC824  

4.00 36.40 - Lee และ Forsberg, 1987 
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ตารางที่ 2.5 (ตอ) 

 

 

สายพนัธุจุลินทรีย 

Km 

(มิลลิ

โม

ลาร) 

Vmax 

(ไมโครโมล

ตอนาทีตอ

มิลลิกรัม

โปรตีน) 

kcat 

(ตอ

วินาที) 

 

 

 

 

 

เอกสารอางอิง 

Fusarium oxysporum     

ABF1 0.39 1.60 - Panagiotou และคณะ,  

ABF2 0.28 4.60 - 2003 

Penicillium chrysogenum     

AFQ1 0.86 - 14.33 Sakamoto และ Kawasaki, 

AFS1 1.32 - 59.33 2003 

Penicillium purpurogenum 1.23 - 6.22 De Ioannes  และคณะ, 

2000 

Rhizomucor pusillus HHT-1 0.59 387 - Rahman และคณะ, 2001 

Rhodotorula flava 9.10 72.50 - Uesaka และคณะ, 1978 

Ruminococcus albus 8 1.30 - - Greve และคณะ, 1984 

Streptomyces diastaticus     

C1 10.0 105 - Tajana และคณะ, 1992 

C2 12.5 131 -  

Streptomyces purpurascens 

IFO3389 

0.082 89.30 - Komae และคณะ, 1982 

Streptomyces sp. No.17-1 3.60 - - Kaji และคณะ, 1981 

Trichoderma reesei  1.20 - - Poutanen,1988 

Trichoderma reesei   -  

AF35 1.10 - 259 Nogawa และคณะ, 1999 

AF53 0.90 - 269  

Thermomonospora fuscaBD25 0.18 0.04 - Tuncer, 2000 
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 2.6.4  สารยับยั้งการทาํงานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
   อิออนของโลหะหลายชนิดมีผลยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดส จากจุลินทรียตางๆ ที่แตกตางกัน โดยความสามารถในการยับยั้งขึ้นกับชนิดและปริมาณของ        

อิออนโลหะนั้นๆ เชน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Rhodotorula flava ถูกยับยั้ง    

การทํางานดวยอิออนของทองแดง (Cu2+), แมงกานีส (Mn2+) และปรอท (Hg2+) ที่ความเขมขน 1 

มิลลิโมลาร (Uesaka และคณะ, 1978), แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces 

purpurascens IFO3389 ถูกยับยั้งการทํางานอยางสมบูรณดวยอิออนของปรอท (Hg2+) และเงิน 

(Ag+) ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร (Komae และคณะ, 1982), จาก Butyrivibrio fibrisolvens ถกู

ยับยั้งการทํางานที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลารของอิออน ปรอท (Hg2+) และ ทองแดง (Cu2+) 

(Hespell และ O’Bryan, 1992), จาก Bacillus stearothermophilus T-6 สามารถถูกยับยั้งดวย  

อิออนของปรอท (Hg2+) และเหล็ก (Fe2+) ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร (Gilead และ Shoham, 

1995) และจาก Bifidobacterium longum B667 ถูกยับยั้งดวยอิออนของปรอท (Hg2+), ทองแดง 

(Cu2+) และสังกะสี (Zn2+) (Margolles และ de los Reyes-Gavilan, 2003)  

 

   สารดัดแปลงอะมิโนบางชนิดยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

เชน iodoacetamide ที่ความเขมขน 0.05 มิลลิโมลาร สามารถยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Ruminococcus albus 8 ไดอยางสมบูรณ แสดงวาเอนไซมนาจะมี

กรดอะมิโนซีสเทอีนเกี่ยวของบริเวณ active site (Greve และคณะ, 1984) 

 

   นอกจากนี้ มีรายงานวาอะราบโินสซึ่งเปนผลิตภัณฑสุดทายที่ไดจากการที่แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสยอยสลายไซแลน อะราบิโนไซแลน และอะราบิแนน สามารถเปนสารยับยั้ง

การทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสแบบแขงขัน (Competitive inhibitor) เชน 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermomonospora fusca ถูกยับยั้งการทํางาน      

ดวยอะราบิโนส โดยมีคาคงที่ในการยับยั้ง (Ki) เทากับ 33.20 มิลลิโมลาร (Bachmann และ 

McCarthy, 1991) และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Penicillium capsulatum       

จะถูกยับยั้งการทํางานดวยอะราบิโนส โดยมีคาคงที่ในการยับยั้ง (Ki) เทากับ 16.40 มิลลิโมลาร 

(Filho และคณะ, 1996) 
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   Streptomyces sp. PC22 เปนจุลินทรียที่แยกไดจากแหลงดินในประเทศไทยซึ่งสามารถ

เจริญไดดีที่ภาวะอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และมีคาความเปนกรดดาง 9.0 และมีประสิทธิภาพ

สูงในการผลิตไซแลเนส (Ungchaithum และ Pinphanichakarn, 1998) และจากการศึกษาสมบัติ

ของไซแลเนสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ พบวาเชื้อสรางไซแลเนส 2 ชนิด ซึ่งมีอุณหภูมิที่เหมาะสม  

ตอการทํางานเทากับ 60 องศาเซลเซียส และทนตอความเปนกรดดางไดในชวง 5.0-9.0 

(Wateewuthajarn และ Pinpanichakarn, 2000) นอกจากนั้นยังมีความสามารถในการผลิต

เอนไซมยอยสลายหมูขางเคียงคือ อะซีทิลเอสเทอเรส ซึ่งรายงานโดยเวฬุรีย ทองคํา (2547)     

และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส รายงานโดยวิชุตา เหลาเรืองธนา (2547) พบวาเชื้อนี้

สามารถผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไดสูงถึง 0.21 หนวยตอมิลลิกรัม เมื่อเลี้ยงใน

ภาวะที่เหมาะสม นอกจากนี้ยังไดศึกษาสมบัติเบื้องตนของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่

ยังไมไดผานการทําใหบริสุทธิ์ พบวามีคาความเปนกรดดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางาน 

คือ 6.0 และ 65 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เอนไซมมีความเสถียรตอความเปนกรดดางในชวงกวาง 

คือ 5.0-9.0 และมีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส ซึ่งมีความเปนไปไดที่จะ

นํามาใชประโยชนทางอุตสาหกรรม  

 

   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมุงที่จะศึกษาการทาํแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผลิตจาก 

Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์และศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ที่ได เพื่อใชเปน

ขอมูลในการนํามาทํางานรวมกับไซแลเนสเพื่อทําใหการยอยสลายไซแลนมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีการทดลอง 
 
3.1  เครื่องมอืที่ใชในการทดลอง 
 

1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Controlled environmental incubator shaker) รุน          

GYROMAXIM 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., U.S.A. 

2. เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น (Refrigerated centrifuge) รุน Avanti Centrifuge J-30I 

บริษัท Beckman, Germany 

3. เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน KM-15200 ของ Kubota, Japan 

4. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (Digital pH meter) รุน Cyberscan 1000  รุน Cyberscan 

200 บริษัท Eutech Cybernetics, Singapore, รุน Professional NMeter PP-50 บริษัท 

Sartorius AG, Göttingen, Germany 

5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic® 401 ของ Milton 

Roy, U.S.A. และ รุน Perkin Elmer instruments Lamda 25 UV/VIS Spectrometer 

บริษัทเพอรกนิ แอลเมอร จาํกัด 

6. เครื่องชั่งรุน PG2002-S และรุน AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

7. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co., Ltd., Japan และ

รุน HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation, Japan 

8. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar flow รุน J2-21 บริษัท ISSCO, U.S.A. 

9. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลซยีส รุน F0535 ของ Sanyo Electronic Co., Ltd., Japan 

10. อางน้ําควบคมุอุณหภูม ิ(Water bath) รุน W760 บริษัท Memmert, Germany 

11. เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุน G560E บริษัท Scientific Industries Inc., U.S.A. 

12. เครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) รุน 502-P บริษัท PMC, U.S.A. 

13. เครื่องโครมาโทกราฟ รุน Bio-Logic LP บริษัท BioRad, U.S.A. 

14. เครื่องอีเลคโทรโฟริซิสแบบแผน (Slab gel electrophoresis equipment) รุน Mini-

Protein II Dual บริษัท BioRad, U.S.A. 

15. เครื่อง HPLC รุน SCL-8A บริษัท Shimadzu, Japan 
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3.2  เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 
1. ไซแลนจากเปลือกขาวโพด (oat spelt xylan) ของ Sigma, U.S.A. 

2. ไซแลนจากไมเบิรช (xylan from birchwood) ของ Sigma, U.S.A. 

3. พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-arabino 

furanoside) ของ Sigma, U.S.A. 

4. พารา-ไนโตรฟนิล อะซีเตท (p-nitrophenyl acetate) ของ Sigma, U.S.A. 

5. พารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด (p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside) ของ 

Sigma, U.S.A. 

6. ออโธ-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด (o-nitrophenyl β-D-xylopyranoside) ของ 

Sigma, U.S.A. 

7. ออโธ-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-กลูโคไพราโนไซด (o-nitrophenyl β-D-glucopyranoside) ของ 

Sigma, U.S.A. 

8. ออโธ-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-กาแลคโตไพราโนไซด (o-nitrophenyl β-D-galacto           

pyranoside) ของ Sigma, U.S.A. 

9. พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ของ Sigma, U.S.A. 

10. แมคโคร-เพรบ ดีอีเออี (Macro-Prep DEAE) ของ BioRad, U.S.A. 

11. บิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน (Butyl hydrophobic interaction) ของ BioRad, 

U.S.A. 

12. ไฮดรอกซีอะปาไทด (Hydroxyapatite) ของ BioRad, U.S.A. 

13. ซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด (Superose 12 prep grade) ของ Amersham pharmacia  

14. แอมโมเนยีมซลัเฟต (ammonium sulfate) ของ Merck, Germany 

15. อะคริลาไมด (Acrylamide) ของ Sigma, U.S.A. 

16. N,N,N’,N’-เตตระเมธิลีนไดอามีน (N,N,N’,N’-Tetramethylenediamine, TEMED) ของ

Sigma, U.S.A. 

17. N,N’-เมธิลีนบสิอะคริลาไมด (N,N’-Methylene bis acrylamidea) ของ Sigma, U.S.A. 

18. แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต (Ammonium persulfate) ของ Sigma, U.S.A. 

19. โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate, SDS) ของ Sigma, U.S.A. 

20. ชุดโปรตีนมาตรฐานน้ําหนกัโมเลกุล ของ BioRad, U.S.A. 
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3.3 วิธีดําเนินการวิจัย 
 
 3.3.1   การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 และการเตรียมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว
ราโนสิเดส 
 
  3.3.1.1  การเตรียมสปอร Streptomyces sp. PC22 

 

     ปลูกเชื้อ Streptomyces sp. PC22  ในอาหารแข็งเอียงขาวไรย (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 1) บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จนสายใยเจริญเต็มที่ และนํามาไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 10-15 วัน จนสปอรแกเปนสีเทา จึงนํามาขูดสปอรออกโดยเทคนิคปลอด

เชื้อ โดยใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวแขวนลอย ดูดสปอรแขวนลอยที่ไดมากรองผานชุดกรองสปอร 

นําสปอรแขวนลอยที่กรองไดมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวน

น้ําใสทิ้ง แลวลางสปอรที่ไดดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นแขวนลอยใน 30 เปอรเซ็นต      

กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 2 คร้ัง โดยเจือจางใหไดความเขมขนของสปอรเทากับ 2X108 

สปอรตอมิลลิลิตร แบงเก็บเปนปริมาตรนอยๆ (aliquots) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะ

นํามาใช 

 

3.3.1.2  การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 เพื่อผลิตเอนไซม 

 

     1.  ถายสปอรแขวนลอยของเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ความเขมขน 2X108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริพติคซอยบรอท (Tryptic 

soy broth, TSB) pH 9 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมี

ขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 ชั่วโมง 

 

     2.  ถายเชื้อจากหัวเชื้อ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน คอมเพล็กซ มี

เดียม (Xylan complex medium) สําหรับผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 2) pH 9 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวด

สปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 

45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน 
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     3.  นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและกากอาหารที่เหลือออกจากน้ําเลี้ยง

เชื้อที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสที่ได

ไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและปริมาณโปรตีนเพื่อใชในการ

ทดลองขั้นตอไป 

 
 3.3.2   การวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
    การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเปนวิธีที่

ดัดแปลงมาจาก Manin และคณะ (1994) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 

    0.2  มิลลิลิตร  ของ 0.1 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

    0.025 มิลลิลิตร ของสารละลายพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด 

(p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside) ความเขมขน10 มิลลิโมลาร ที่ละลายอยูใน 0.1 โมลาร 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0  

            0.025  มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

      บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวย 

0.5 มิลลิลิตร ของ 0.5 โมลาร โซเดียมคารบอเนต ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปน

ผสม (vortex mixer) นําไปวัดปริมาณพารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ที่ถูกปลอยออกมาที่

ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

          กราฟมาตรฐานใช พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ความเขมขนในชวง 0-20 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 3) 

          1 หนวยของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย 

พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด แลวใหพารา-ไนโตรฟนอลปริมาตร 1 ไมโคร

โมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทําการทดลอง 

 
3.3.3   การวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 

 

      การตรวจสอบแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสเปนวิธีที่ดัดแปลงมาจาก  Kormelink  

และคณะ (1993) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย  
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    0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายพารา-ไนโตรฟนิล อะซีเตท (p-nitrophenyl acetate) 

ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ที่ละลายใน 50 เปอรเซ็นต เมธานอล 

  0.1  มิลลิลิตร ของ 0.5 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.5 

  0.3  มิลลิลิตร ของน้ํากลั่น 

    0.5  มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

  บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยแชใน 

น้ําแข็งนาน 10 นาที นําไปวัดปริมาณพารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ที่ถูกปลอยออกมาที่ 

ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร  

                  1 หนวยของอะซีทิลเอสเทอเรส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล 

อะซีเตท แลวใหพารา-ไนโตรฟนอลปริมาตร 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทําการ

ทดลอง 

 
3.3.4   การตรวจวิเคราะหแอคติวตีิของไซแลเนส     

 
    การตรวจสอบแอคติวิตีของไซแลเนสดัดแปลงมาจากวิธีของ Nakajima และคณะ

(1984) โดยการวัดปริมาณน้ําตาลไซโลสที่เกิดจากการยอยสลายไซแลน ซึ่งสารละลายในปฏิกิริยา

ประกอบดวย 

    0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan) ความ

เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งละลายใน 0.1 โมลาร โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร pH 5.5  

    0.8  มิลลิลิตร ของ 0.1 โมลาร โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร pH 5.5 

0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

นําสวนผสมนี้ไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวจึงหยุด

ปฏิกิริยาโดยการตมในอางน้ําเดือด 10 นาที แลวนําไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ 

Somogyi และ Nelson (1952)  

                  1 หนวยเอนไซม เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายไซแลนไดเปนน้ําตาลรีดิวซ 

ปริมาตร 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทําการทดลอง 
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 3.3.5   การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi และ Nelson (1952) 
 
                  นําสารตัวอยางที่จะวิเคราะหปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร  เติมสารละลายอัลคาไลน คอป

เปอร (alkaline copper reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.1) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขา

กัน แลวนําไปตมในอางน้ําเดือดนาน 15 นาที แลวแชในอางน้ําแข็งทันทีเพื่อหยุดปฏิกิริยา เติม

สารละลายเนลสัน (Nelson’s reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.2) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสม

ใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวเติมน้ํากลั่น 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง

ปนผสม (vortex mixer) แลววัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 520 นาโนเมตร 

          คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลไซโลสหรือกลูโคสที่

ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 
 3.3.6   การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 
 

วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยการนําสารละลายตัวอยาง 1.0 มิลลิลิตร มาเติม

สารละลายผสม C (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.3) 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 20 นาที แลวจึงเติมสารละลาย D (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.4) ผสมใหเขากันแลว

ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

    คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum 

albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

 
3.3.7  การหาความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการตกตะกอนลําดับ

สวนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
      นําสวนน้ําใสเอนไซมมาตกตะกอนดวยผงแอมโมเนียมซัลเฟตบดละเอียดอยางชาๆ 

พรอมทั้งกวนเบาๆดวยเครื่องกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer) โดยเพิ่มความเขมขนของเกลือ

แอมโมเนียมซัลเฟตเปนลําดับสวน คือ 0-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80 และ 

80-90 เปอรเซ็นต โดยกวนแตละลําดับสวนของสารแขวนลอยเอนไซมประมาณ 1-2 ชั่วโมง นําไป

ปนเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนโปรตีนออกจากสวนน้ําใสดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

30 นาที แลวละลายตะกอนดวย 0.1 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 โดยใชปริมาตร
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นอยที่สุดที่ละลายตะกอนไดหมด ไดอะไลสขามคืนในบัฟเฟอรชนิดเดิม หลังจากนั้นนําไปปน

เหวี่ยงแยกตะกอนออก นําสวนน้ําใสที่ไดไปวัดปริมาตร วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 
 3.3.8 ผลของเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด (N-ethylmaleimide) ตอการทํางานของแอลฟา-
แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

    บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียม

ซัลเฟตในขอ 3.3.11.1 ปริมาณเทาๆกัน ในเอ็น-เอธิลมาลีอิไมดใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0-5 

มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําไปหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนสิเดสตามวิธีการในขอ 3.3.2 

 
 3.3.9   ผลของไดไทโอทรีอิทอล (Dithiothreitol) ตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะรา
บิโนฟวราโนสิเดส 

 

    บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียม

ซัลเฟตในขอ 3.3.11.1 ปริมาณเทาๆกัน ในไดไทโอทริอิทอลใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0-5 

มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําไปหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนสิเดสตามวิธีการในขอ 3.3.2 

 
 3.3.10  ผลของโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate) ตอการทํางานของ
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

    บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียม

ซัลเฟตในขอ 3.3.11.1 ปริมาณเทาๆกัน ในโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตใหไดความเขมขนสุดทายเปน  

0-5 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําไปหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสตามวิธีการในขอ 3.3.2 
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 3.3.11  การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์ 
 

  3.3.11.1  การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต  
 
        นําสารละลายเอนไซมที่เตรียมไดมาตกตะกอนดวยผงแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่ม

ตัวที่ทราบความเขมขนที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองในขอ 3.3.7 พรอมทั้งกวนเบาๆดวยเครื่อง

กวนแมเหล็ก (magnetic strirrer) กวนสารแขวนลอยเอนไซมประมาณ 1-2 ชั่วโมง แลวนําไปปน

เหวี่ยงแยกตะกอนออกจากน้ําใสดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้น

ละลายตะกอนโปรตีนที่ไดใน 0.05 โมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ซึ่งเปนบัฟเฟอรที่เหมาะสม

สําหรับการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนแลกเปลี่ยนอิออน โดยใชปริมาตรนอยที่สุดที่ละลาย

ตะกอนไดหมด ไดอะไลสขามคืนในบัฟเฟอรชนิดเดิม คร้ังสุดทายไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต      

กลีเซอรอลใน 0.05 โมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยง

แยกตะกอนออก แลววัดปริมาตร วิเคราะหปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบโิน

ฟวราโนสิเดส 

 

3.3.11.2    การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

    3.3.11.2.1  คอลัมนโครมาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี (Macro-prep DEAE) 

 

      ลางสารแขวนลอยแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคน

เบาๆแลว ปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทํา

เชนนี้หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู จากนั้นแชเจลใน 0.05 โมลาร ทริส บัฟเฟอร 

pH 7.5 นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใตสุญญากาศประมาณ 20-30 

นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 28 เซนติเมตร 

ปริมาตรเจล 50 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 0.05 โมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ลงในคอลัมน 

ปริมาตร 2-3 เทาของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆใสสารละลาย

เอนไซมที่ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 40-90 เปอรเซ็นต ลงบนผิวเจลแลวชะ

โปรตีนที่ไมถูกจับกับแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ออกดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม แลวติดตามโปรตีน

โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร จนมีคาใกลศนูย จากนั้นจึงชะโปรตีนที่จับอยูกับ

เจลออก โดยใช 0-1 โมลาร โซเดียมคลอไรดเกรเดียนทใน 0.05 โมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 แลว
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เก็บสารละลายที่ผานคอลัมน ลําดับสวนละ 2.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยวัดคาการดูดกลนืแสง

ที่ 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและไซแลเนสในแตละ

ลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเขาดวยกัน 

แลวทําตัวอยางใหเขมขนขึ้นโดยวิธี concentrating centrifugation ท่ีความเร็ว 7,000 รอบตอนาที 

ดวย concentrator tube (Vivaspin concentrator, Germany) ซึ่งมีเมมเบรนที่มีคาการคัดขนาด

โมเลกุล (Molecular weight cut off) 10,000 ดาลตัน จากนั้นนําตัวอยางไปไดอะไลสขามคืน     

ใน 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 สุดทายนําไปไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต        

กลีเซอรอลที่ละลายใน 0.05  โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 เปนเวลา 3-4 ชั่วโมง      

วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดส 

 

    3.3.11.2.2  คอลัมนโครมาโทกราฟบนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน (Butyl 

hydrophobic interaction) 

 

      ลางสารแขวนลอยบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน ดวยน้ํากลั่นโดย

ใชแทงแกวคนเบาๆ ปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้ง

ไป ทําเชนนี้หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู คร้ังสุดทายแชเจลใน 0.05 โมลาร 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใต

สุญญากาศประมาณ 20-30 นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.8 

เซนติเมตร สูง 10 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 5.0 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 1.7 โมลาร แอมโมเนียม

ซัลเฟตใน 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ลงในคอลัมน ปริมาตร 2-3 เทาของ

ปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 15 มิลลิลิตรตอชั่วโมง นําผงแอมโมเนียมซัลเฟตมาละลายกับ

ตัวอยางเอนไซมที่ไดจากขอ 3.3.11.2.1 ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 1.7 โมลาร แลวนํามาใส

ลงบนผิวหนาของเจล ชะโปรตีนที่ไมจับกับตัวกลางดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม จากนั้นจึงชะโปรตีนที่จับ

อยูกับตัวกลางในคอลัมนโดยเกรเดียนทเสนตรงของแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขน 1.7-0      

โมลาร ใน 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 เก็บลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร ติดตาม

โปรตีนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีในแตละลําดับ

สวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเขาดวยกัน      

ลดปริมาตรตัวอยางโดยวิธี concentrating centrifugation ที่ความเร็ว 7,000 รอบตอนาทีดวย 
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concentrator tube ซึ่งมีเมมเบรนที่มีคาการคัดขนาดโมเลกุล (Molecular weight cut off) 10,000 

ดาลตัน จากนั้นนําตัวอยางไปไดอะไลสขามคืนใน 0.02 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 

สุดทายนําไปไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล ที่ละลายใน 0.02 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต 

บัฟเฟอร pH 6.8  เปนเวลา 3-4 ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหปริมาณโปรตีน 

และแอคติวิตีของเอนไซม 

 

    3.3.11.2.3  คอลัมนโครมาโทกราฟบนไฮดรอกซีอะปาไทด (Hydroxyapatite) 

 

   แชไฮดรอกซีอะปาไทดใน 0.02 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

6.8 ที่อุณหภูมิหองนาน 12 ชั่วโมง เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทํา

เชนนี้หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี 

sonication ภายใตสุญญากาศประมาณ 20-30 นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 0.8 เซนติเมตร สูง 10 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 5.0 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 0.02     

โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ดวยอัตราการไหล 15 มิลลิลิตรตอชั่วโมง นําเอนไซมที่

ไดจากการผานคอลัมนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน ในขอ 3.3.11.2.2 มาผานลงคอลัมน     

ชะโปรตีนที่ ไมจับกับตัวกลางดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม แลวจึงชะโปรตีนที่ถูกจับดวยไฮดรอกซีอะปา

ไทดออกจากคอลัมนโดยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ท่ีความเขมขน 

0.02-0.50 โมลาร จากนั้นเก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร วัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน 

สิเดสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของเอนไซมเขาดวยกัน ทําใหเขมขน

ข้ึนโดยวิธี concentrating centrifugation ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที วัดปริมาตร วิเคราะห

ปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซม 
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 3.3.12  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยวิธี
พอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส (Native polyacrylamide gel electrophoresis) 
ดัดแปลงจากวิธีการของ Laemmli (1970) 

 

    ประกบแผนแกวขนาด 8.3 ×10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3 × 10.2 เซนติเมตร เขา

ดวยกัน โดยมีแผนพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบทั้งสองขาง ประกอบแผน

แกวนี้เขากับชุดหลอเจล จากนั้นเทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความ

เขมขน 10 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.8) ลงในชองวางระหวางแผนแกวใหมีความสูง 5 

เซนติเมตร แลวเติมน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหเต็มแผน ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัว ซับน้ําออกใหหมด 

แลวจึงเทสารละลายผสมสแตกกิงเจล (stacking gel) ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 3.9) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผนแกว เสียบแผนพลาสติกสําหรับเตรียมชองใสตวัอยาง 

(slot former) ลงระหวางแผนแกว ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัวแลวจึงดึงแผนพลาสติกออก นําแผนเจลที่

เตรียมไดมาประกอบเขากับชุดทําอีเลคโทรโฟริซิส ลางชองใสตัวอยางดวยอีเลคโทรดบัฟเฟอร 

(ภาคผนวก ข หมายเลข 3.1) เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอรลงในชุดทําอีเลคโทรโฟริซิสจนเต็ม นําโปรตีน

ที่จะวิเคราะหมาเจือจางในบัฟเฟอรที่ใชวิเคราะห (sample buffer) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.6) 

จากนั้นหยอดสารละลายโปรตีน 20 ไมโครลิตร ในชองใสตัวอยางบนแผนเจล ทําการอีเลคโทรโฟริ

ซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาใกลถึงปลายสุดของแผนเจล นําเจลออก

จากแผนแกว แชเจลในสารละลายยอมโปรตีน (staining solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.10) 

เปนเวลา 30 นาที แลวลางสีสวนเกินออกดวยสารละลายลางสี (destaining solution) (ภาคผนวก 

ข หมายเลข 3.11) จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน สําหรับการยอมแอคติวิตี (activity staining) ของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสทําโดย แชเจลในสารละลาย 0.1 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต 

บัฟเฟอร pH 6.0 นาน 15 นาที แลวนําไปแชตอใน พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนไซด ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที โดยตรวจหา

แถบสีเหลืองของพารา-ไนโตรฟนอลที่เกิดขึ้น 
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 3.3.13  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
   3.3.13.1  การหาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยการทําเจล

ฟลเตรชันผานคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด (Superose 12 prep grade) 

 

         ลางสารแขวนลอยซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด (Superose 12 prep grade) 

ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคนเบาๆ แลวปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสทิ้งไป ทําเชนนี้หลายๆ

คร้ัง โดยครั้งสุดทายแชเจลใน 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 กําจัดฟองอากาศ

ออกโดย วิธี sonication ภายใตสุญญากาศประมาณ 20-30 นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมน

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.0 เซนติเมตร สูง 49.5 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 40 มิลลิลิตร ผาน

สารละลาย 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ประมาณ 2-3 เทาของปริมาตรเจล 

ดวยอัตราการไหล 7.2 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจากขั้นตอน

การผานคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทดมาใสลงบนผิวหนาเจลเบาๆ ชะโปรตีนดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม 

เก็บลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 

นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสในแตละลําดับสวน 

         จากนั้นใชสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ไดแก คะตะเลส (catalase), กลอบูลิน 

(globulin) และโบไวนซีรัม อัลบูมิน (bovine serum albumin) น้ําหนักโมเลกุล เทากับ 250,000,    

150,000 และ 66,000 ดาลตัน ตามลําดับ ผานลงในคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด โดยใช

ภาวะเดียวกันกับเอนไซมขางตน นําแตละลําดับสวนมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 280 

นาโนเมตร สําหรับคะตะเลส ติดตามโดยการหยด 3 เปอรเซ็นต ไฮโดรเจนเปอรออกไซดปริมาตร 

50 ไมโครลิตรลงในแตละลําดับสวนที่มีปริมาตร 50 ไมโครลิตรเชนกัน แลวตรวจหาฟองอากาศที่

เกิดขึ้น โดยกําหนดใหการสิ้นสุดของการเกิดฟองอากาศภายในทุก 10 วินาทีเทากับ 1 หนวย    

(AU;arbritrary unit) หลังจากนั้นนําคาที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของ

น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใชในการชะโปรตีนแตละชนิดออก

จากคอลัมน 
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   3.3.13.2  การหาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยการทํา

อีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน (Sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ตามวิธีของ Laemmli (1970) 

 

         นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจากขั้นตอนการผานคอลัมน       

ไฮดรอกซีอะปาไทด มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส และติดตามดวย

การยอมแอคติวิตีและตัดแถบสีเหลืองที่เกิดขึ้นแลวแยกโปรตีนออกจากเจล นําแอลฟา-แอล-อะรา

บิโนฟวราโนสิเดสและสารละลายโปรตีนมาตรฐานมาทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัล   

เฟตพอลิอะคริลาไมดเจล โดยประกบแผนแกวขนาด 8.3 ×10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3 × 

10.2 เซนติเมตร เขาดวยกัน โดยมีแผนพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบทั้งสอง

ขางประกอบแผนแกวนี้ เขากับชุดหลอเจล  จากนั้นเทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 

(separating gel) ความเขมขน 12 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.10) ลงในชองวาง

ระหวางแผนแกวใหมีความสูง 5 เซนติเมตร แลวเติมน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหเต็มแผน ตั้งทิ้งไว

จนเจลแข็งตัว ซับน้ําออกใหหมด แลวจึงเทสารละลายผสมสแตกกิงเจล (stacking gel) ความ

เขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.11) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผนแกว เสียบแผน

พลาสติกสําหรับเตรียมชองใสตัวอยาง (slot former) ลงระหวางแผนแกว ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัว

แลวจึงดึงแผนพลาสติกออก นําแผนเจลที่เตรียมไดมาประกอบเขากับชุดทําอีเลคโทรโฟริซิส ลาง

ชองใสตัวอยางดวยอีเลคโทรดบัฟเฟอร (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.1) เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอรลงใน

ชุดทําอีเลคโทรโฟริซิสจนเต็ม นําโปรตีนที่จะวิเคราะหมาเจือจางในบัฟเฟอรที่ใชวิเคราะห (sample 

buffer) (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.8) ตมในน้ําเดือด 5 นาที แลวหยอดสารละลายโปรตีน 20 

ไมโครลิตร และโปรตีนมาตรฐานซึ่งเปน Prestained SDS-PAGE standard 7.5 ไมโครลิตร ลงใน

ชองใสตัวอยางแลวทําการอีเลคโทรโฟริซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาใกล

ถึงปลายสุดของแผนเจล นําเจลออกจากแผนแกวและยอมสีโปรตีน (dye staining) โดยใชสีคูแมส

ซี บลู โดยการนําเจลไปแชในน้ํายายอมสี (staining solution) เปนเวลา 30 นาที แลวลางสี

สวนเกินออกดวยสารละลายลางสี (destaining solution) จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน ประมาณคา

น้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยพิจารณาจากการเคลื่อนที่ของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเทียบกับการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน 
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 3.3.14  สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 
       

   3.3.14.1  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส    

 

         นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณ

เทาๆกัน มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 3.3.2 โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฎิกิริยา

ตั้งแต 35-80 องศาเซลเซียส  

 

   3.3.14.2  ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส    

 

         นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณ

เทาๆกัน มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 3.3.2 โดยแปรความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใช

อยูในชวงตางๆดังนี้ 

         0.5 โมลาร โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร                   ในชวง pH 4.0-6.5 

         0.5 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร                  ในชวง pH 6.0-8.0 

         0.5 โมลาร ทริส บัฟเฟอร                                    ในชวง pH 8.0-9.0 

 

   3.3.14.3  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตออุณหภูมิ 

 

         บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวใน 0.1 โม

ลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ที่อุณหภมูิตางๆ ในชวง 35-70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 

นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เหลืออยู ตามวิธีการในขอ 

3.3.2 โดยมีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทียบ 

 

 3.3.14.4  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอความเปนกรดดาง 

 

         บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในบัฟเฟอร 

ที่มีคาความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 ดังที่ระบุไวในขอ 3.3.14.2 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เหลืออยู

ตามวิธีการในขอ 3.3.2 โดยมีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไมผานการบมเปนตัว

เปรียบเทียบ 

 

   3.3.14.5  การหาคาความจําเพาะตอสับสเตรท (Km) ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส 

 

         นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณ

เทาๆกัน มาผสมกับสับสเตรท คือ พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด ใหได

ความเขมขนสุดทายขณะที่ทําปฏิกิริยาอยูในชวง 0.1-1.0 มิลลิโมลาร แลวนําไปหาแอคติวิตีของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตามวิธีการในขอ 3.3.2 แลวนํามาเขียนกราฟไลนวีเวอร-

เบิรก (Lineweaver-Burk plot) และคํานวณคา Km จากสูตร V0 = Vmax[S0] / [S0]+Km 

 

3.3.14.6 ผลของสารยับยั้งและการหาคา Ki 

      
     3.3.14.6.1  ผลของอะราบิโนสในการยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส   

 

       นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวใน

ปริมาณเทาๆกันมาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 3.3.2 และเติมอะราบิโนสลงไปใหไดความ   

เขมขนสุดทายอยูในชวง 0-200 มิลลิโมลาร  

  

  3.3.14.6.2  ผลของไซโลสในการยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส 

 

       นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวใน

ปริมาณเทาๆกันมาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 3.3.2 และเติมไซโลสลงไปใหไดความ

เขมขนสุดทายอยูในชวง 0-200 มิลลิโมลาร   
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          โดยนํามาเขียนกราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk plot) และคํานวณ

คา Ki  จากสูตร slope = Km / Vmax {1+[I0] / Ki} 

 

   3.3.14.7   ผลของอิออนโลหะตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

          นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณ

เทาๆกัน มาวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตามวิธีการในขอ 3.3.2 

โดยเติมอิออนของโลหะชนิดตางๆลงในสารผสมปฏิกิริยา ที่ความเขมขน 0.1-10 มิลลิโมลาร ดังนี้ 

 

       แคลเซียมคลอไรด                (CaCl2⋅5H2O) 

         โคบอลตคลอไรด      (CoCl2⋅6H2O) 

         คอปเปอรซัลเฟต      (CuSO4⋅5H2O) 

         เฟอรัสซัลเฟต      (FeSO4⋅7H2O) 

         เมอคิวรัสคลอไรด      (HgCl2) 

         แมกนีเซียมซัลเฟต      (MgSO4⋅7H2O) 

         แมงกานีสซัลเฟต      (MnSO4⋅H2O) 

 ซิงคซัลเฟต                                  (ZnSO4⋅7H2O) 

 

    3.3.14.8   ผลของอีดีทีเอ (EDTA) ตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

          นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมาใน

ปริมาณเทาๆกัน มาวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตามวิธีการในขอ 

3.3.2 โดยเติมอีดีทีเอลงในสารผสมปฏิกริิยาที่ความเขมขน 0.5-10 มิลลิโมลาร นําไปหาแอคติวิตี

ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตามวิธีการในขอ 3.3.2  
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   3.3.14.9  ผลของสารดัดแปลงอะมิโนตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ 

เดส 

 

         นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมาบมกับ

สารดัดแปลงอะมิโนโดยใหความเขมขนสุดทายเปน 0-10 มิลลิโมลาร แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตาม

วิธีการในขอ 3.3.2 โดยมีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทียบ 

โดยสารดัดแปลงกรดอะมิโนที่ใชในการทดลองมีดังนี้ 

  Ethylmethylaminopropylcarbodiimide (EDAC) 

  Iodoacetamide (IAM) 

  N-bromosuccinimide (NBS) 

  Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 

 

3.3.14.10  การตรวจสอบความจําเพาะของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอ     

สับสเตรทตางๆ (substrate specifity) 

 

           นาํแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณ

เทาๆกัน มาตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรท โดยใชสับสเตรทตางๆดังตอไปนี้ 

 p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside (p-NPAF) 1 มิลลิโมลาร 

          p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside (p-NPX) 1 มิลลิโมลาร 

 o-nitrophenyl β-D-xylopyranoside (o-NPX) 1 มิลลิโมลาร 

 o-nitrophenyl β-D-galactopyranoside (o-NPGal) 1 มิลลิโมลาร 

 o-nitrophenyl β-D-glucopyranoside (o-NPGlu) 1 มิลลิโมลาร 

 ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan) 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 ไซแลนจากไมเบิรช (birchwood xylan) 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

          สําหรับ p-NPAF, p-NPX, o-NPX, o-NPGal และo-NPGlu วิเคราะห             

p-nitrophenol ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาตามวิธีการในขอ 3.3.2  
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          สําหรับการวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ใช   

ไซแลนเปนสับสเตรท วิเคราะหโดย HPLC (High Performance Liquid Chromatography) โดย

การวัดปริมาณอะราบิโนสที่เกิดขึ้น จากปฏิกิริยาที่มีสวนผสม ดังนี้  

0.1 โมลาร ของ โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0  

 สารละลายของเอนไซมที่มีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.3 หนวยตอมิลลิลิตร 

 20 มิลลิกรัม ของสับสเตรทไซแลน 

          ปรับปริมาตรสุดทายใหครบ 1 มิลลิลิตร แลวนําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 1 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาดวย 0.33 โมลารของกรดซัลฟูริกปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร แลวนําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําสวนน้ําใสมากรองผาน

เซลลูโลสอะซีเตทเมมเบรน ที่มีขนาดรูกรอง 0.45 ไมครอน แลวนําไปฉีด HPLC เพื่อตรวจหา

ปริมาณอะราบิโนสที่เกิดขึ้น ซึ่งภาวะ HPLC มีสวนประกอบตางๆ ดังนี้ 

          คอลัมน (Column)   HPX-87H 

          ตัวชะสาร (Mobile phase)  0.005 โมลารของกรดซัลฟูริก 

          อัตราการไหล (Flow rate)  0.6 มล.ตอนาที 

          อุณหภูมิคอลัมน              45 °ซ 

          Detector    Refractive index (RI) 

          ปริมาตรสารที่ฉีด   20 ไมโครลิตร 

นําพื้นที่ใตพีคที่ไดจากการวิเคราะหตัวอยางไปคํานวณหาปริมาณอะราบิโนสโดยเทียบกับโครมา

โทแกรมของ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของอะราบิโนสมาตรฐาน (ภาคผนวก ค หมายเลข 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 และการเตรยีมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
  จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเพื่อผลิตแอลฟา-แอล- 

อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยมี 1.0 เปอรเซ็นต ไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน ตาม

วิธีการในขอ 3.3.1 รวมทั้งการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธีการในขอ 3.3.2 พบวา 

Streptomyces sp. PC22 สามารถผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไดประมาณ 0.25-

0.28 หนวยตอมิลลิลิตรของน้ําเลี้ยงเชื้อ และมีปริมาณโปรตีนประมาณ 1.9-2.5 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตรของน้ําเลี้ยงเชื้อ ในขั้นตอนตอไปจึงไดศึกษาการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์และสมบัติของ

เอนไซม  
 
4.2.  การหาความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการตกตะกอนลําดับสวน
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

  การทดลองนี้เปนการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอมโมเนียมซัลเฟตในการตกตะ 

กอนลําดับสวนของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสในน้ําเลี้ยงเชื้อ เพื่อทําเอนไซมใหบริสุทธิ์

ขึ้นบางสวนรวมทั้งใหมีความเขมขนสูงขึ้น โดยนําน้ําเลี้ยงเชื้อที่ผานการปนแยกเซลลและกาก     

อาหารออกแลวมาตกตะกอนลําดับสวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต โดยแปรผันความเขมขนของแอม

โม เนียมซัลเฟต ตามลําดับ คือ 0-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80 และ80-90 

เปอรเซ็นต นําโปรตีนที่ไดในแตละลําดับสวนไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส พบวามีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสครอบคลุมอยูในชวงลําดับสวน

ที่ 40-50, 50-60, 60-70, 70-80 และ 80-90 เปอรเซ็นต ดังผลการทดลองในตารางที่ 4.1 อยางไร 

ก็ตาม เพื่อไมใหสูญเสียปริมาณเอนไซมที่จะนําไปทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอไป ดังนั้นในการตกตะกอน

ลําดับสวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากน้ําเลี้ยงเชื้อจึงจะ

เลือกใชแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนในชวง 40-90 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 4.1  การหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอมโมเนียมซัลเฟตในการตกตะกอนแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากน้ําเลี้ยงเชื้อ 

ลําดับสวนของ

แอมโมเนยีม

ซัลเฟต 

(เปอรเซ็นต) 

ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีน 

ทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ (หนวย

ตอมก.โปรตีน) 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 

(เปอรเซ็นต) 

เอนไซมจากน้าํ

เลี้ยงเชื้อ 

 

0-20 

 

20-30 

 

30-40 

 

40-50 

 

50-60 

 

60-70 

 

70-80 

 

80-90 

165.00 

 

 

1.20 

 

0.70 

 

0.65 

 

0.80 

 

0.80 

 

2.00 

 

1.00 

 

1.00 

354.75 

 

 

10.80 

 

4.49 

 

4.62 

 

4.07 

 

5.30 

 

7.40 

 

3.43 

 

5.50 

35.80 

 

 

0.08 

 

0.06 

 

0.06 

 

1.58 

 

11.75 

 

6.86 

 

1.66 

 

1.47 

0.10 

 

 

0.01 

 

0.01 

 

0.01 

 

0.39 

 

2.22 

 

0.93 

 

0.48 

 

0.27 

100 

 

 

0.22 

 

0.17 

 

0.17 

 

4.41 

 

32.82 

 

19.16 

 

4.64 

 

4.11 
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4.3  ผลของเอ็น-เอธิลมาลีอิไมดตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

  การทดลองนี้เพื่อทดสอบวาเอนไซมมีหมูไธออลซึ่งไวตอการถูกออกซิไดสดวยอากาศ

เกี่ยวของกับ active site หรือไม จึงทําการทดลองโดยบมเอนไซมที่ไดจากขั้นตอนการตกตะกอน

ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณเทาๆกัน ในเอ็น-เอธิลมาลีอิไมดซ่ึงทําหนาที่เอธิลเลท (ethylate) 

หมูไธออล โดยแปรความเขมขนสุดทายในชวง 0-5 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 15 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เหลืออยู ผลการ

ทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.1 พบวาเอ็น-เอธิลมาลีอิไมดมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดเพียง

เล็กนอย โดยที่ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ยับยั้งไดเพียง 14 เปอรเซ็นต ดังนั้นหมูไธออลจึงไม

นาจะมีบทบาทสําคัญในบริเวณ active site ของเอนไซม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1  ผลของเอ็น-เอธิลมาลีอิไมดตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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4.4  ผลของไดไทโอทรีอิทอลตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

  การทดลองนี้เพื่อทดสอบวาเอนไซมมีพันธะ disulfide เปน active site หรือไม ซึ่งไดไท

โอทรีอิทอลจะทําหนาที่รีดิวซพันธะ disulfide จึงทําการทดลองโดยบมเอนไซมที่ไดจากขั้นตอนการ

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณเทาๆกัน โดยแปรความเขมขนสุดทายในชวง 0-5 มิลลิ

โมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เหลืออยู ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.2 พบวาไดไทโอทรีอิทอลมีผล

ยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดเพียงเล็กนอย โดยที่ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ยับยั้งไดเพียง 5 

เปอรเซ็นต ดังนั้นพันธะ disulfide จึงไมนาจะมีบทบาทสําคัญในบริเวณ active site ของเอนไซม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2  ผลของไดไทโอทรีอิทอลตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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4.5  ผลของโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

  การทดลองนี้เพื่อทดสอบเบื้องตนวาเอนไซมประกอบดวยหนวยยอยหลายๆหนวยหรือไม 

โดยโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตซึ่งมีประจุลบสูงจะทําหนาที่ทําลายการยึดจับกันของหนวยยอย จึงทํา

การทดลองโดยบมเอนไซมที่ไดจากขั้นตอนการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณเทาๆกัน 

โดยแปรความเขมขนสุดทายในชวง 0-5 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

แลวนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เหลืออยู ผลการทดลองดังแสดง

ในรูปที่ 4.3 พบวาโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม โดยที่ความเขมขน 5 

มิลลิโมลารยับยั้งได 58 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงสรุปไดวาเอนไซมนี้ประกอบดวยหลายหนวยยอย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 
 
 

 

รูปที่ 4.3  ผลของโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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4.6  การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์ 
 
 4.6.1  การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 

 

   นําน้ําเลี้ยงเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ที่ปนแยกไมซีเลียมแลวไดปริมาตรรวม

ทั้งหมด 345 มิลลิลิตร ซึ่งมีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสรวมทั้งหมด 97.98 

หนวย ดังแสดงในตารางที่ 4.2 มาตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟตอิ่มตัว 40-90 เปอรเซ็นต  

โดยหลังจากการไดอะไลสในสารละลาย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 เพื่อกําจัดเกลือ

แอมโมเนียมซัลเฟตแลว พบวามีแอคติวิตีจําเพาะเพิ่มข้ึนเปน 6.67 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับแอคติ  

วิตีจําเพาะของเอนไซมเร่ิมตน โดยยังมีแอคติวิตเีหลืออยู 76.84 เปอรเซ็นต 

 

   นอกจากนั้นไดวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนสและอะซีทิลเอสเทอเรสในน้ําเลี้ยงเชื้อ

พบวา Streptomyces sp. PC22 สามารถผลิตเอนไซมทั้งสองชนิดได โดยมีแอคติวิตีของไซแลเนส

และอะซีทิลเอสเทอเรสทั้งหมดในน้ําเลี้ยงเชื้อเทากับ 712.42 และ 51.75 หนวย ตามลําดับ แตเมื่อ

ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวในลําดับสวน 40-90 เปอรเซ็นตแลว พบวามี   

แอคติวิตีของไซแลเนสและอะซีทิลเอสเทอเรสปนเปอนเหลืออยู 26.92 และ 4.83 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ 
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 4.6.2  การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 

 

  4.6.2.1  โครมาโทกราฟบนคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

 

     นําเอนไซมที่ไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 40-90 เปอร 

เซ็นต คิดเปนปริมาณโปรตีน 75.20 มิลลิกรัม ซึ่งละลายอยูใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 

7.5 และผานการทําใหเขมขนดวยการ reverse dialyze ใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล มาทําให

บริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ซึ่งเปนตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion 

exchanger) ตามวิธีการในขอ 3.3.11.2.1 และชะคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอ

ไรดที่ความเขมขน 0-1 โมลาร ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.4 พบวาเอนไซมจับกับตัวกลาง

แลกเปลี่ยนประจุลบ ดังนั้นจึงสามารถกําจัดโปรตีนอื่นๆ ที่มีประจุตรงขามกับเอนไซมออกไป

รวมทั้งไซแลเนส I (Wateewuthajarn และ Pinpanichakarn, 2000) โดยแอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดสถูกชะออกมาที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในชวง 0.60-0.84 โมลาร จึงไดรวม

ลําดับสวนที่ 123-152 เขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้น ซึ่งมีแอคติวิตีทั้งหมดเทากับ 39.17 หนวย 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมดเทากับ 3.07 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะ 12.76 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน

และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 85.07 เทา  

 

     อยางไรก็ตามการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนนี้ พบวาไซแลเนส II ซึ่งจับกับ

ตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบเชนกัน (Wateewuthajarn และ Pinpanichakarn, 2000) ถูกชะออก

จากคอลัมนดวยความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในชวง 0.38-0.65 โมลาร ดังนั้นจึงปนเปอนอยู

ในลําดับสวนของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสดวย แตในปริมาณต่ําคิดเปน 0.11 

เปอรเซ็นตของแอคตวิิตีเร่ิมตนทั้งหมดของไซแลเนส สําหรับการวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอส

เทอเรสในแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เตรียมได ไมพบวามีการปนเปอนของอะซีทิลเอส

เทอเรส เนื่องจากอะซีทิลเอสเทอเรสถูกชะออกมาที่เขมขนของโซเดียมคลอไรดในชวง 0.36-0.48 

โมลาร ดังแสดงในตารางที่ 4.2 
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รูปที่ 4.4  การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

ชะโปรตีนดวย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 และเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรด

เทากับ 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

        คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

        แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

                                แอคติวิตีของไซแลเนส     

                                แอคติวิตีของไซแลเนส  

                                แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส  

                                ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด  
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  4.6.2.2  โครมาโทกราฟบนคอลัมนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน 

 

     นําเอนไซมที่ไดจากการทําโครมาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ในขอ 4.6.2.1 

คิดเปนปริมาณโปรตีน 3.07 มิลลิกรัม มาทําใหบริสุทธิ์มากขึ้นโดยผานลงในคอลัมนของบิวทิล 

ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน และชะโปรตีนที่มีสมบัติที่ชอบน้ําออกจากโปรตีนที่ไมชอบน้ําดวย  

เกรเดียนทเสนตรงของแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขน 1.7-0 โมลาร ผลการทดลองในรูปที่ 4.5 

พบวาเอนไซมมีสมบัติคอนขางไฮโดรโฟบิคจะจับกับตัวกลางในคอลัมนชนิดนี้ ดังนั้นในขั้นตอนนี้

จึงสามารถกําจัดโปรตีนที่มีสมบัติเปนไฮโดรฟลลิคซึ่งมีปริมาณมากออกไปได สวนแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสถูกชะออกมาในลําดับสวนที่ 30-39 ซึ่งมีความเขมขนของแอมโมเนียม

ซัลเฟตในชวง 1.4-0.6 โมลาร จึงรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีเขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้น 

จากนั้นนําไปไดอะไลสใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เพื่อกําจัดเกลือออก 

สุดทายไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

6.8 วัดปริมาตรรวมได 13.50 มิลลิลิตร มีแอคติวิตีทั้งหมดเทากับ 23.77 หนวย มีปริมาณโปรตีน

ทั้งหมดเทากับ 1.59 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะ 14.95 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์

เพิ่มข้ึน 99.67 เทา และยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู 24.26 เปอรเซ็นต 

 

     จากการวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนสในตัวอยางเอนไซมเขมขนที่เตรียมไดจาก

ขั้นตอนนี้ พบวามีปนเปอนเล็กนอยเพียง 0.08 เปอรเซ็นตของแอคติวิตีเร่ิมตนทั้งหมดของไซแลเนส 
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รูปที่ 4.5 การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน บิวทิล ไฮโดรโฟบิค 

อินเตอรแอคชัน ชะโปรตีนดวย 1.7 โมลาร แอมโมเนียมซัลเฟต ใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียม

ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 และเกรเดียนทเสนตรงของแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 1.7-0     

โมลาร ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอรบัฟเฟอรเทากับ 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

        คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

        แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส  

                                 ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต  
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  4.6.2.3  โครมาโทกราฟบนไฮดรอกซีอะปาไทด 

 

     นําเอนไซมที่ไดจากการทําโครมาโทกราฟบนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน 

ในขอ 4.6.2.2 คิดเปนปริมาณโปรตีนรวม 1.59 มิลลิกรัม มาทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนไฮดรอก

ซีอะปาไทด ชะโปรตีนที่จับกับตัวกลางดวยเกรเดียนทเสนตรงของ 20-500 มิลลิโมลาร โซเดียม

ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ผลการทดลองดังในรูปที่ 4.6 พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสไมจับกับตัวกลางในคอลัมน โดยถูกชะออกจากคอลัมนในลําดับสวนที่ 3-10 เมื่อรวมลําดับ

สวนที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้นแลว     

วัดปริมาตรรวมได 11.88 มิลลิลิตร มีแอคติวิตีทั้งหมดเทากับ 12.85 หนวย มีปริมาณโปรตีน

ทั้งหมดเทากับ 0.77 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะ 16.69 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์

เพิ่มข้ึน 111.27 เทา และยังคงเหลือแอคติวิตีอยู 13.12 เปอรเซ็นต 

 

จากการติดตามแอคติวิตีของไซแลเนสในแตละลําดับสวน พบวาไซแลเนสจับกับ

ตัวกลางในคอลัมนโดยถูกชะดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ที่ความ

เขมขน 50-300 มิลลิโมลาร ดังนั้นในขั้นตอนนี้จึงสามารถแยกไซแลเนสออกจากแอลฟา-แอล-    

อะราบิโนฟวราโนสิเดสได ทําใหไดเอนไซมที่มคีวามบริสุทธิ์มากขึ้น  

 

     ขั้นตอนและผลการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. 

PC22 ใหบริสุทธิ์ไดสรุปไวในตารางที่ 4.2 และรูปที่ 4.7 
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รูปที่ 4.6  การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทด  

ชะโปรตีนดวย 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 และเกรเดียนทของเสนตรงของ

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ความเขมขน 0.02-0.50 โมลาร ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอร

เทากับ 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง  
 

        คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

        แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส  

                                 แอคติวิตีของไซแลเนส      

                                 ความเขมขนของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8  
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เอนไซมจากน้าํเลี้ยงเชื้อ (1.00) 

 

 

 

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 40-90 เปอรเซ็นต (6.67) 

 

 

 

โครมาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออ ี(85.07) 

 

 

 

โครมาโทกราฟบนบวิทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน (99.67) 

 

 

 

โครมาโทกราฟบนไฮดรอกซีอะปาไทด (111.27) 

 

 

 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

 

รูปที่ 4.7  ขั้นตอนการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 ให

บริสุทธิ์ 

 

หมายเหตุ  ตัวเลขในวงเล็บแสดงจํานวนเทาของความบริสุทธิ์เมื่อเทียบกับเอนไซมจากน้ําเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที่ 4.2  สรุปผลการทดลองในแตละขั้นตอนของการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 .ใหบริสุทธิ์ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับขั้นตอน 

การทาํใหบริสทุธิ ์

ปริมาตร 

(มล.) 

แอคติวิตี

ทั้งหมดของ

แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 

(หนวย) 

โปรตีน

ทั้งหมด 

(มก.) 

แอคติวิตี

จําเพาะของ 

แอลฟา-แอล- 

อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 

(หนวยตอมก.

โปรตีน) 

เปอรเซ็นต 

แอคติวิตี 

ของ 

แอลฟา-แอล- 

อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 

ความบริสุทธิ์

ของ 

แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 

(เทา) 

แอคติวิตี

ทั้งหมดของ 

ไซแลเนส 

(หนวย) 

เปอรเซ็นต 

แอคติวิตี

ของ 

ไซแลเนส 

แอคติวิตี

ทั้งหมด

ของอะซีทิล

เอสเทอเรส 

(หนวย) 

เปอรเซ็นต

แอคติวิตี

ของอะซีทิล

เอสเทอเรส 

1. เอนไซมน้าํเลี้ยงเชื้อ 345.00 97.98 658.26 0.15 100 1.00 712.42 100.00 51.75 100.00 

2. ตกตะกอนดวย 

   40-90 เปอรเซ็นต 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

9.60 75.29 75.20 1.00 76.84 6.67 191.81 26.92 2.50 4.83 

3. แมคโคร-เพรบ 

    ดีอีเออี 

7.20 

 

39.17 3.07 12.76 39.98 85.07 0.80 0.11 0.00 0.00 

4. บิวทิล ไฮโดรโฟบิค 

    อินเตอรแอคชัน 

13.50 23.77 1.59 14.95 24.26 99.67 0.54 0.08 0.00 0.00 

5. ไฮดรอกซีอะปาไทด 11.88 12.85 0.77 16.69 13.12 111.27 0.00 0.00 0.00 0.00 
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4.7  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําให
บริสุทธิ์ โดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซิส 
 
   นําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตางๆมาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการทํา

พอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสชนิดแผนแลวยอมโปรตีนดวยสีคูแมสซี บลู พบวาจํานวน

แถบโปรตีนในสวนที่ผานการทําโครมาโทกราฟบนไฮดรอกซีอะปาไทดมีนอยกวาในสวนที่ผาน   

โครมาโทกราฟบนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน และแมคโคร-เพรบ ดีอีเออีมาก ซึ่ง

สอดคลองกับแอคติวิตีจําเพาะที่เพิ่มข้ึนดังแสดงในตารางที่ 4.2  

 

  อยางไรก็ตาม แมจํานวนแถบโปรตีนในขั้นตอนสุดทายของการทําใหบริสุทธิ์จะลดลงมาก 

แตก็ยังปรากฏแถบโปรตีนมากกวา 1 แถบ ดังนั้นเพื่อตรวจสอบวาแถบโปรตีนใดที่เปนแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จึงไดตัดแผนเจลออกเปน 2 สวน สวนแรกนําไปยอมสีโปรตีน (dye 

staining) โดยใชสีคูแมสซี บลู อีกสวนหนึ่งนําไปยอมแอคติวิตี (activity staining) โดยใช 5 มิลลิ

โมลาร พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซดเปนสับสเตรท จากนั้นนําเจลสวนที่

ยอมแอคติวิตีมาเปรียบเทียบโดยแถบสีเหลืองจะแสดงแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.8 ผลการทดลองนี้สามารถระบุไดวาแถบโปรตีนที่แสดงแอคตวิิ

ตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไมใชแถบโปรตีนหลัก (major protein) ซึ่งเปนแถบสีน้ํา

เงินเขม 

 

  จากนั้นไดพยายามทําเอนไซมนี้ใหบริสุทธิ์เพื่อใหถึงระดับโปรตีนเดี่ยว (homogeneity) 

โดยมีจุดมุงหมายที่จะนําตัวอยางไปใชวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม โดยวิธีโซเดียมโดเด

ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส (SDS-PAGE) ตอไป จึงไดนําเอนไซมที่ผานการทํา

ใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนไฮดรอกซีอะปาไทด มาทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสแลวตัดแบง 

เจลออกเปน 2 สวน สวนแรกนําไปยอมสีโปรตีน (dye staining) โดยใชสีคูแมสซี บลู อีกสวนหนึ่ง

นําไปแชในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ปริมาณนอยที่สุดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จากนั้นนําแผนเจลที่ยอมโปรตีนมาเทียบกับแผนเจลสวนที่สองเพื่อตัดเจลเฉพาะแถบที่เปนโปรตีน

ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส นําไปชะออกโดยโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 และ

นําสวนน้ําใสมาทําใหเขมขนขึ้นโดยการปนเหวี่ยงใน concentrator tube ผลการวิเคราะหความ

บริสุทธิ์ของเอนไซมที่เตรียมได พบวาเอนไซมที่ไดมีความบริสุทธิ์มากโดยแสดงแถบหนาของ

เอนไซม 1 แถบ ดังแสดงในรูปที่ 4.9 
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แอลฟา-แอล- 

อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 
                    
              
                 1         2         3         4         5         6         7         8 
 

 

 

 

                                                                                                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8  พอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสของเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอน

ตางๆ 

 

                   แถวที่  1-4  ยอมสีโปรตีนดวยสีคูแมสซี บลู 

                   แถวที่  5-8  ยอมแอคติวิตีดวยพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด 

                                    (ทุกตัวอยางใชปริมาณโปรตีน 5 ไมโครกรัม) 

 

แถวที่  1,5  เอนไซมที่ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต ความเขมขน 40-90 เปอรเซ็นต 

แถวที่  2,6  เอนไซมที่ผานคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

แถวที่  3,7  เอนไซมที่ผานคอลัมนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน 

แถวที่  4,8  เอนไซมที่ผานคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทด 
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รูปที่ 4.9  การทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสของเอนไซมที่ผานคอลัมนไฮดรอกซีอะปา

ไทดและโปรตีนที่ชะออกจากพอลิอะคริลาไมดเจลซึ่งไดจากการตัดเจล 

 

แถวที่  1  เอนไซมที่ผานคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทด    

แถวที่  2  เอนไซมที่ชะออกจากพอลิอะคริลาไมดเจล ยอมดวยสีคูแมสซี บลู 

 

 

 

 

 

 

 
 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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4.8  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
 4.8.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยการทําเจลฟลเตรชัน

ผานคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด 

 

    การทดลองนี้ไดหาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยการทํา

เจลฟลเตรชัน โดยใชโปรตีนที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลที่แนนอน ไดแก คะตะเลส 250,000 ดาลตัน, 

กลอบูลิน 150,000 ดาลตัน และโบไวนซีรัมอัลบูมิน 66,000 ดาลตัน ตามลําดับ เปนโปรตีน

มาตรฐาน ทําการผานโปรตีนเหลานี้ลงบนคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด ซึ่งเปนคอลัมน

เดียวกันและอยูภายใตสภาวะเดียวกันกับที่ใชวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิ  

โนฟวราโนสิเดส แลวติดตามลําดับสวนที่โปรตีนถูกชะออกจากคอลัมนโดยวัดคาการดูดกลืน    

แสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร สวนการติดตามคะตะเลส ทําโดยการหยด 3 เปอรเซ็นต 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงในแตละลําดับสวน แลวตรวจหาฟองอากาศที่เกิดขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 

4.10 และ4.11 เมื่อนํามาเขียนกราฟระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน

กับปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใชในการชะโปรตีนออกจากคอลัมน จะไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.12 โดย

พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 มีน้ําหนักโมเลกุล

ประมาณ 317,000 ดาลตัน 
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รูปที่ 4.10  การทําโครมาโทกราฟบนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด ของโปรตีนมาตรฐาน 

 

                               คะตะเลส                      น้ําหนักโมเลกุล  250,000  ดาลตัน 

                       กลอบูลิน             น้ําหนักโมเลกุล  150,000  ดาลตัน 

                         โบไวนซีรัมอัลบูมิน          น้ําหนักโมเลกุล   66,000  ดาลตัน 
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รูปที่ 4.11  การทําโครมาโทกราฟบนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส 

 

        คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

        แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส  
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รูปที่  4.12  กราฟความสัมพันธระหวางลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลกับปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใช

ชะโปรตีนออกจากคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด 

 

                 1.  คะตะเลส                                                น้ําหนักโมเลกุล    250,000   ดาลตัน 

                 2.  กลอบูลิน                                                 น้ําหนักโมเลกุล    150,000   ดาลตัน 

                 3.  โบไวนซีรัมอัลบูมิน                                    น้ําหนักโมเลกุล      66,000   ดาลตัน 

                 A  คือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส       น้ําหนักโมเลกุล    317,000   ดาลตัน 
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 4.8.2  การหาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยการทําอีเลคโทรโฟริ

ซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล (SDS-PAGE) 

 

   การทดลองนี้ทําโดยนําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดย

วิธีอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส มาหาน้ําหนักโมเลกุลโดยการทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียม  

โดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผนและเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ไดผลดังแสดง

ในรูปที่ 4.13 พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวและจากการ

วิเคราะหกราฟมาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับระยะ

ทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล ดังที่แสดงในรปูที ่4.14 

พบวาแถบโปรตีนนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 79,000 ดาลตัน และเมื่อเปรียบเทียบกับคาน้ําหนัก

โมเลกุลที่ไดจากวิธีเจลฟลเตรชันซึ่งมีคาประมาณ 317,000 ดาลตัน จึงคาดไดวาแอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนสิเดสประกอบดวย 4 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน คือ 79,000 ดาลตัน 

ซึ่งจะใหน้ําหนักโมเลกุลรวมประมาณ 316,000 ดาลตัน ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับการวิเคราะหโดยวิธี

เจลฟลเตรชัน 
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                                    MW(kDa)           1         2 

                                              

                                              209 

                                              

                                              

                                                

                                                                                             

                                             

 

                                             

                                             

                                             

                                             

 

รูปที่ 4.13  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยการทําอีเลค

โทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมลเจล 

                        

     แถวที่ 1  โปรตีนมาตรฐาน 

                        แถวที่ 2  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําอีเลคโทรโฟริซิส  

                                     (1.2 ไมโครกรัม) 

 

โปรตีนมาตรฐานไดแก 

1.  ไมโอซิน (Myosin)          น้ําหนักโมเลกุล   209    กิโลดาลตัน 

2.  บีตา-กาแลคโตสิเดส (β-galactosidase)         น้ําหนักโมเลกุล   124    กิโลดาลตัน 

3.  โบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin)                  น้ําหนักโมเลกุล     80    กิโลดาลตัน 

4.  โอวัลบูมิน (Ovalbumin)         น้ําหนักโมเลกุล    49.1  กิโลดาลตัน 

5.  คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase)               น้ําหนักโมเลกุล    34.8  กิโลดาลตัน 

6.  ซอยบีน ทริปซิน อินฮิบิเตอร (Soybean trypsin inhibitor) น้ําหนักโมเลกุล    28.9  กิโลดาลตัน 

79 kDa 

124 

80 

34.8 

28.9 

49.1 
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รูปที่ 4.14  กราฟความสัมพันธระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลกับระยะทางที่โปรตีน

เคลื่อนที่บนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส 

 

1.  ไมโอซิน (Myosin)                                               น้ําหนักโมเลกุล   209.0    กิโลดาลตัน 

2.  บีตา-กาแลคโตสิเดส (β-galactosidase)              น้ําหนักโมเลกุล   124.0    กิโลดาลตัน 

3.  โบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin)      น้ําหนักโมเลกุล     80.0    กิโลดาลตัน 

4   โอวัลบูมิน (Ovalbumin)          น้ําหนักโมเลกุล     49.1    กิโลดาลตัน                                 

5.  คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase)     น้ําหนักโมเลกุล     34.8    กิโลดาลตัน 

6.  ซอยบีน ทริปซิน อินฮิบิเตอร                                  น้ําหนักโมเลกุล     28.9    กิโลดาลตัน 

     (Soybean trypsin inhibitor)    

A  คือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส                 น้ําหนักโมเลกุล     79.0    กิโลดาลตัน 

A 
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4.9  สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 
 

  นําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวดังกลาวขางตน มาศึกษาสมบัติตางๆดังนี้ 

 

 4.9.1  ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

     จากการนําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวปริมาณเทาๆ กัน มาหาแอคติวิตีของ  

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยการแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 35-80 

องศาเซลเซียส พบวาเอนไซมทํางานไดดีในชวง 55-65 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 65 องศา

เซลเซียส เอนไซมใหแอคติวิตีสูงสุด แตที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เอนไซมมีแอคติวิตีเหลือเพียง 

58 เปอรเซ็นตของแอคติวิตีทั้งหมด ดังรูปที่ 4.15 

 

 4.9.2  ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส โดยการทําปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 พบวา เอนไซม

สามารถทํางานไดดีในชวง 5.5-6.5 โดยที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.0 เอนไซมใหแอคติวิตี

สูงสดุ ดังผลที่แสดงในรูปที่ 4.16 
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รูปที่ 4.15  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต (0.96 หนวยตอมิลลิลิตร) 
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รูปที่ 4.16  ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

                                               อะซีเตท บัฟเฟอร            pH 4.0-6.5 

                                   ฟอสเฟต บัฟเฟอร           pH 6.0-8.0 

                                     ทริส บัฟเฟอร            pH 8.0-9.0 

 

กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต (0.96 หนวยตอมิลลิลิตร) 
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 4.9.3  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตออุณหภูมิ 

 

   นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสมาบมที่อุณหภูมิตาง ๆ โดยแปรอุณหภูมิในชวง 

35-75 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 30 นาที จากนั้นนําไปวิเคราะหแอคติวิตีที่เหลืออยูโดยทํา

ปฏิกิริยาภายใตภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสมีความ

เสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 45 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติ

วิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 85 เปอรเซ็นต แตที่ 55 องศาเซลเซียส เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีไป

คร่ึงหนึ่งของแอคติวิตีทั้งหมดและสูญเสียแอคติวิตีอยางสมบูรณที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส ดัง

ผลที่แสดงในรูปที่ 4.17 

 

 4.9.4  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอความเปนกรดดาง 

 

   บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสในบัฟเฟอรชนิดตางๆ โดยแปรคาความเปนกรด

ดางในชวง 4.0-9.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปวิเคราะหแอคติวิตี

ที่เหลืออยูโดยทําปฏิกิริยาภายใตภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสเสถียรตอความเปนกรดดางในชวงกวางตั้งแต 5.5-9.0 โดยยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู

ประมาณ 80-98 เปอรเซ็นต แตที่คาความเปนกรดดางต่ํากวา 5.5 ลงมา เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิ

ตีอยางรวดเร็วจนเหลือแอคติวิตีประมาณ 37 เปอรเซน็ตที่คาความเปนกรดดาง 4.0 ดังผลที่แสดง

ในรูปที่ 4.18 
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รูปที่ 4.17  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตออุณหภูมิ 

                

                กาํหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต (0.94 หนวยตอ

มิลลิลิตร) 
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รูปที่ 4.18  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอความเปนกรดดาง 

 

                                       อะซีเตท บัฟเฟอร            pH 4.0-6.5 

                                  ฟอสเฟต บัฟเฟอร            pH 6.0-8.0 

                                    ทริส บัฟเฟอร            pH 8.0-9.0 

 

กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต (0.94 หนวยตอ

มิลลิลิตร) 
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 4.9.5  การหาคาความจําเพาะตอสับสเตรท (Km) ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   การทดลองนี้ไดศึกษาความจําเพาะของเอนไซมตอ พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนไซด โดยแปรความเขมขนสับสเตรทในชวง 0.1-1.0 มิลลิโมลาร และจากการ

เขียนกราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk plot) ดังที่แสดงในรูปที่ 4.19 พบวาแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสมีคา Km สําหรับพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด 

เทากับ 0.27 มิลลิโมลาร นอกจากนี้ยังมีคา Vmax เทากับ 3,926.15 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม

โปรตีน (วิธีการคํานวณแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1) และ kcat เทากับ 2.07 x 104 ตอวินาที 

(วิธีการคํานวณแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.19  ไลนวีเวอร-เบิรกพลอตในการหาคา Km ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอพารา-            

ไนโตรฟนิล -แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด 
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4.9.6  ผลของสารยับยั้งและการหาคา Ki  

 

  4.9.6.1 ผลของอะราบิโนสตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

  เนื่องจากอะราบิโนสเปนผลิตภัณฑสุดทายที่ไดจากปฏิกิริยาการยอยสลายไซแลน

โดยแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส การทดลองนี้จึงศึกษาวา อะราบิโนสที่เกิดขึ้นมีผลยับยั้ง

การทํางานของเอนไซมนี้หรือไม โดยนําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์ มาบมกับ

สับสเตรทโดยเติมอะราบิโนสในปฏิกิริยาใหมีความเขมขนสุดทายอยูในชวง 0-200 มิลลิโมลาร ผล

การทดลองแสดงในรูปที่ 4.20 พบวา อะราบิโนสมีผลยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดสได โดยที่ความเขมขน 50 และ 100 มิลลิโมลาร สามารถยับยั้งการทํางานของ

เอนไซมไดสูงประมาณ 45 และ 70 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 

  การทดลองตอไปจึงศึกษาจลนศาสตรของอะราบิโนสในการยับยั้งการทํางานของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเพื่อหาคาคงที่ในการยับยั้ง (Inhibitor constant, Ki) จากการ

เขียนกราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk plot) ดังแสดงในรุปที่ 4.21 พบวาอะราบิโนสเปน

สารยับยั้งการทํางานของเอนไซมในลักษณะแขงขัน (Competitive inhibitor) โดยมีคา Ki เทากับ 

15.08 มิลลิโมลาร 
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รูปที่ 4.20  ผลของอะราบิโนสตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมมีอะราบิโนสในปฏิกิริยาเปน 100 เปอรเซ็นต  

(0.96 หนวยตอมิลลิลิตร) 

 

 

 

 

 



 83 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

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

1/ความเขมขนสับสเตรท (1/มิลลิโมลาร)

1/
คว

าม
เร็
ว

 (ไ
มโ

คร
โม

ลข
อง

พา
รา

-ไน
โต

รฟ
นิ
ล 

แอ
ลฟ

า-
แอ

ล 
อะ

รา
บิโ

นฟ
วร

าโ
นไ

ซด
ต
อน

าที
)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.21  ไลนวีเวอร-เบิรกพลอตในการหาคาคงที่ในการยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดสโดยอะราบิโนส 

 

        มีอะราบิโนส 100 มิลลิโมลาร 

        มีอะราบิโนส  50  มิลลิโมลาร 

                                 ไมมีอะราบิโนส 
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4.9.6.2  ผลของไซโลสตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

     เนื่องจากไซโลสเปนน้ําตาลที่มีคารบอน 5 ตัว เชนเดียวกันกับอะราบิโนสและยัง

เปนสวนประกอบที่สําคัญของไซแลน ในการทดลองนี้ จึงศึกษาวาไซโลสมีผลตอการทํางานของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสหรือไม โดยนําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์ 

มาบมกับสับสเตรท โดยเติมไซโลสในปฏิกิริยาใหมีความเขมขนสุดทายอยูในชวง 0-200 มิลลิ     

โมลาร ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.22 พบวา ไซโลสมีผลยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-    

อะราบิโนฟวราโนสิเดสได โดยที่ความเขมขน 50 และ 100 มิลลิโมลาร สามารถยับยั้งการทํางาน

ของเอนไซมไดสูงประมาณ 50 และ 75 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 

     การทดลองตอไปจึงศึกษาจลนศาสตรของไซโลสในการยับยั้งการทํางานของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเพื่อหาคาคงที่ในการยับยั้ง (Inhibitor constant, Ki) จากการ

เขียนกราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk plot) ดังแสดงในรุปที่ 4.23 พบวาไซโลสเปนสาร

ยับยั้งการทํางานของเอนไซมในลักษณะไมแขงขัน (Non-competitive inhibitor) โดยมีคา Ki 

เทากับ 12.55 มิลลิโมลาร 
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รูปที่ 4.22  ผลของไซโลสตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมมีไซโลสในปฏิกิริยาเปน 100 เปอรเซ็นต 

(0.96 หนวยตอมิลลิลิตร) 
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รูปที่ 4.23  ไลนวีเวอร-เบิรกพลอตในการหาคาคงที่ในการยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดสโดยไซโลส 

 

        มีไซโลส 100 มิลลิโมลาร 

        มีไซโลส  50  มิลลิโมลาร 

                                 ไมมีไซโลส 
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 4.9.7  ผลของอิออนโลหะตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   การทดลองนี้ไดศึกษาผลของอิออนโลหะชนิดตางๆตอการทํางานของแอลฟา-แอล-    

อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 โดยการนําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์

มาบมกับอิออนโลหะชนิดตางๆที่แปรใหไดความเขมขนสุดทายอยูในชวง 0.1-10 มิลลิโมลาร     

ผลการทดลองที่ไดแสดงในตารางที่ 4.3 พบวา Co2+, Cu2+, Fe2+, Hg2+, Mn2+ และZn2+ มีผลยับยั้ง

แอคติวิตีของเอนไซม โดย Hg2+ เปนสารยับยั้งรุนแรงที่สุด โดยที่ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร 

สามารถยับยั้งแอคติวิตีไดอยางสมบูรณ ขณะที่ Cu2+ สามารถยับยั้งแอคติวิตีไดมากกวา 90 

เปอรเซ็นต ที่ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร ตามดวย Fe2+, Zn2+, Mn2+ และ Co2+ ที่ยับยั้งรองลงมา 

ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 4.3  ผลของอิออนโลหะตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

แอคติวิตีสัมพัทธ (เปอรเซน็ต) 

ความเขมขนของอิออนโลหะ (มิลลิโมลาร) 

 

ชนิดของอิออนโลหะ 

         0.1                              1.0                            10.0   

   Control 

   CaCl2⋅5H2O 

   CoCl2⋅6H2O 

   CuSO4⋅4H2O 

   FeSO4⋅7H2O 

   HgCl2 

   MgCl2⋅6H2O 

   MnSO4⋅H2O 

   ZnSO4⋅7H2O 

     100.00                        100.00                        100.00  

       99.32                         98.63                         102.74 

       96.12                         54.44                           8.40 

         6.06                           5.44                           4.58 

       28.10                         17.98                             nd 

          0                                 0                                 0 

       99.43                         94.84                          94.27 

       85.85                         54.14                          16.96 

       54.94                         44.00                          14.04   
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)
nd คือ ไมไดทําการทดลอง เนื่องจากสารละลาย FeSO4⋅7H2O ที่ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร       

มีสีเหลืองจึงไปรบกวนการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

 4.9.8  ผลของอีดีทีเอตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

    การทดลองนี้ไดศึกษาผลของอีดีทีเอตอการทํางานของเอนไซม โดยเติมอีดีทีเอลงในสาร

ผสมปฏิกิริยาที่ความเขมขน 0.5-10 มิลลิโมลาร พบวาอีดีทีเอไมมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม 

ดังน้ันแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไมจําเปนตองใชอิออนของโลหะเปนโคแฟคเตอร 

(cofactor) ดังผลการทดลองที่แสดงในรูปที่ 4.24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.24  ผลของอีดีทีเอตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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 4.9.9  ผลของสารดัดแปลงกรดอะมิโนตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

    การทดลองนี้เปนการศึกษาผลของสารดัดแปลงกรดอะมิโนตอการทํางานของแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เพื่อทดสอบวาเอนไซมมีกรดอะมิโนใด เปน active site โดยการนํา

เอนไซมมาบมกับสารดัดแปลงกรดอะมิโน ดังนี้ Ethylmethylaminopropylcarbodiimide (EDAC) 

ดัดแปลงหมูคารบอกซิล (COOH), Iodoacetamide(IAM) ดัดแปลงหมูซีสเทอีน (cysteine),      

N-bromosuccinimide (NBS) ดัดแปลงหมูทริปโตเฟน (tryptophan), Phenylmethylsulfonyl 

fluoride (PMSF) ดัดแปลงหมูเซรีน (serine) โดยแปรความเขมขนสุดทายเปน 1.0 และ 10 มิลลิ 

โมลาร พบวา NBS มีผลยับยั้งแอคติวิตีเอนไซมอยางสมบูรณ สวน PMSF ที่ความเขมขน 1.0 มิลลิ

โมลาร สามารถยับยั้งแอคติวิตีไดถึง 28 เปอรเซ็นต และยับยั้งแอคติวิตเีอนไซมไดอยางสมบูรณที่

ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.4 ซึ่งจากผลการทดลองคาดวา

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสนาจะมีกรดอะมิโนทริปโตเฟนและเซรีนเกี่ยวของกับบริเวณ 

active site 

 

ตารางที่ 4.4  ผลของสารดัดแปลงกรดอะมิโนตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดส 

แอคติวิตีสัมพัทธ (เปอรเซน็ต) 

ความเขมขนของสารดัดแปลงกรดอะมิโน 

(มิลลิโมลาร) 

 

ชนิดของสารดดัแปลงกรดอะมิโน 

1.0                             10.0 

Control 

Ethylmethylaminopropylcarbodiimide (EDAC) 

Iodoacetamide (IAM) 

N-bromosuccinimide (NBS) 

Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) 

           100                             100 

          98.82                          95.50 

          94.17                          83.85 

              0                                 0 

          72.83                              0 
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 4.9.10  การตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ (substrate specifity) ของแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   การทดลองนี้ไดนําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว    

มาตรวจสอบแอคติวิตีจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ โดยวิเคราะหตามวิธีการในขอ 3.3.14.10 ไดผล   

ดังตารางที่ 4.5 พบวาเอนไซมมคีวามจําเพาะตอ p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside สูงสุด 

โดยมีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 16.34 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมมีแอคติ

วิตีจําเพาะตอ o-nitrophenyl β-D-xylopyranoside และ o-nitrophenyl β-D-glucopyranoside 

เพียงเล็กนอย เทากับ 0.03 และ 0.02 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ แตไมพบวามีแอคติวิตี

ตอ p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside และ o-nitrophenyl β-D-galactopyranoside  

   นอกจากนี้ยังไดตรวจสอบความจําเพาะของเอนไซมนี้ตอไซแลนจากเปลือกขาวโอตและ

จากไมเบิรชซ่ึงวิเคราะหโดยวิธี HPLC ตามวิธีการในขอ 3.3.14.10 โดยวัดปริมาณอะราบิโนสที่

เกิดขึ้น ปรากฏวาไมพบอะราบิโนสถูกปลอยออกมา ซึ่งคาดวาอาจเนื่องมาจากสับสเตรทที่ใชมี

เปอรเซ็นตของอะราบิโนสนอยเกินไป 

 
ตารางที่ 4.5  การตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรท (substrate specificity) ของแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

สับสเตรท แอคติวิตีจําเพาะ 

(หนวยตอมก.โปรตีน) 

แอคติวิตีสัมพัทธ 

(เปอรเซ็นต) 

p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside 16.34 100 

p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside 0 0 

o-nitrophenyl β-D-xylopyranoside 0.03 0.18 

o-nitrophenyl β-D-galactopyranoside 0 0 

o-nitrophenyl β-D-glucopyranoside 0.02 0.12 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจัดเปนเอนไซมหนึ่งในกลุมเอนไซมยอยหมูขางเคียง

ของไซแลนและอะราบิโนไซแลน โดยมีบทบาทชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายไซแลนของ

กลุมเอนไซมยอยสายหลัก ดังนั้นจึงมีรายงานมากมายที่เกี่ยวกับการทําใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติ

ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียชนิดตางๆ ดังที่กลาวไวในบทที่ 2             

ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22    

ใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ที่เตรียมได ซึ่ง Streptomyces sp. PC22 เปน       

จุลินทรียที่แยกไดจากแหลงดินในประเทศไทยโดย สุมาลี อ้ึงใจธรรม (2539) พบวาสามารถผลิต

เอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน (xylanolytic enzymes)ได คือ ไซแลเนส บีตา-ไซโลสิเดส อะซีทิล

เอสเทอเรส และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยในงานวิจัยนี้พบวาเชื้อนี้สามารถผลิต

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไดสูงประมาณ 0.28 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่มี 1.0 เปอรเซ็นต ไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน ที่ pH 9.0 บมที่อุณหภูมิ 

45 องศาเซลเซียส เขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 2 วัน 

 

  ในขั้นตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ในการตกตะกอนลําดับสวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 

พบวาเอนไซมตกตะกอนไดดีในชวงความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟต 40-90 เปอรเซ็นต ซึ่งแตกตาง

กับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจาก Bacillus pumilus ที่ตกตะกอนที่ความเขมขน 

30-80 เปอรเซ็นต (Degrassi และคณะ, 2003) สวน Aureobasidium pullulans, Penicillium 

purpurogenum และ Penicillium chrysogenum สามารถตกตะกอนเอนไซมที่ความเขมขน 0-80 

เปอรเซ็นต (Saha และ Bothast, 1998, De Ioannes และคณะ, 2000 และ Sakamoto และ 

Kawasaki, 2003) 

 

  ในขั้นตอนการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโท 

กราฟบนตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบ พบวาเอนไซมจับกับตัวกลางในคอลัมนไดซึ่งถูกชะออกจาก

คอลัมนดวยโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.60-0.84 โมลาร และพบแอคติวิตีของไซแลเนส 2 ชนิด 

คือ ไซแลเนส I ที่ไมจับกับตัวกลางและไซแลเนส II ที่ถูกชะออกจากคอลัมนโดยใชโซเดียมคลอไรด
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ความเขมขน 0.38-0.65 โมลาร ซึ่งตรงกับรายงานของ Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn 

(2000) นอกจากนี้ยังพบแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส ซึ่งถูกชะออกจากตัวกลางที่โซเดียมคลอ

ไรดความเขมขน 0.36-0.48 โมลาร ซึ่งตรงกับรายงานของวัชรี ชุณหกุล (2548) จากการที่แอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจับกับตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบไดแนนซึ่งตองชะออกดวยความ

เขมขนเกลือสูง ในขั้นตอนนี้จึงสามารถกําจัดการปนเปอนของไซแลเนส I และอะซีทิลเอสเทอเรส

ได แตก็ยังพบแอคติวิตีของไซแลเนส II ซึ่งถูกชะออกจากคอลัมนที่ความเขมขนของเกลือสูงปาน

กลางปนเปอนอยู มีรายงานถึงความเขมขนที่แตกตางกันของโซเดียมคลอไรดที่ใชชะแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสออกจากคอลัมนแลกเปล่ียนประจุลบจากจุลินทรียตางๆ เชน แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces diastaticus ถูกชะออกจากคอลัมนที่โซเดียมคลอไรด

ความเขมขน 0.15 โมลาร (Tajana และคณะ, 1992) ขณะที่จาก Aspergillus awamori ถูกชะ

ออกจากตัวกลางที่ความเขมขน 0.19 โมลาร (Wood และ McCrae, 1996), แอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดส ชนิด Araf Ι จาก Cytophaga xylanolytica จะถูกชะออกจากคอลัมนที่โซเดียม

คลอไรดความเขมขน 50-200 มิลลิโมลาร (Renner และ Breznak, 1998) และจาก Bacillus 

pumilus เอนไซมจะถูกชะออกจากคอลัมนที่ความเขมขนเทากับ 380 มิลลิโมลาร (Degrassi และ

คณะ, 2003) สวนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ชนิด AFQ1 จาก Bifidobacterium breve 

K-110 ถูกชะออกจากคอลัมนที่ความเขมขนเทากับ 0.1 โมลาร (Sakamoto และ Kawasaki, 

2003)   

  

  ข้ันตอนตอไปของการทําใหบริสุทธิ์ คือการนําเอนไซมผานคอลัมนโครมาโทกราฟบน

บิวทิล-ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน ซึ่งแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส สามารถจับกับ

ตัวกลางนี้ได และถูกชะออกมาดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 1.4-0.6 โมลาร ซึ่งมีรายงาน

หลายฉบับที่พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส สามารถจับกับตัวกลางในคอลัมนที่มี

สมบัติเปนไฮโดรโฟบิคได เชน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Butyrivibrio fibrisolvens 

GS113 ถูกชะออกจากคอลัมนที่ความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟต 1.10-0.85 โมลาร (Hespell และ 

O’Bryan, 1992) สวนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus stearothermophilus   

T-6 ถูกชะจากคอลัมนที่ความเขมขน 0.45-0.40 โมลาร (Gilead และ Shoham, 1995)        

ขณะที่แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus pumilus จะถูกชะออกจากตัวกลางที่

แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 0.06 โมลาร (Degrassi และคณะ, 2003) นอกจากนี้ยังพบได

จาก Cytophaga xylanolytica, Penicillium purpurogenum และFusarium oxysporum 
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(Renner และ Breznak, 1998, De Ioannes และคณะ, 2000 และ Panagiotou และคณะ, 2003) 

อยางไรก็ตามในขั้นตอนนี้พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เตรียมไดยังถกูปนเปอนดวย

ไซแลเนส II อยูเล็กนอย 

  

  ในขั้นตอนสุดทายของการทําใหบริสุทธิ์ คือการนําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่

ไดมาผานคอลัมนโครมาโทกราฟบนไฮดรอกซีอะปาไทด พบวาเอนไซมไมจับกับตัวกลางซึ่ง

สอดคลองกับรายงานแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bifidobacterium breve K-111 ที่

เอนไซมไมจับกับตัวกลางเชนกัน (Ho-Young Shin และคณะ, 2003) ซึ่งในขั้นตอนนี้สามารถกําจดั

ไซแลเนส II ซึ่งจับกับตัวกลางในคอลัมนออกจากแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสได จากการ

ทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์ตามขั้นตอน  

ดังที่กลาวมาแลวในขางตน พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 111.27 เทา และมีคาแอคติวิตี

คงเหลือ 13.12 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางที่ 4.2 และเมื่อพิจารณาในแตละขั้นตอนของการทํา

ใหบริสุทธิ์ พบวาสามารถกําจัดโปรตีนออกไปไดมากในแตละขั้นตอนซึ่งสอดคลองกับคาแอคตวิิตี

จําเพาะของเอนไซมที่เพิ่มสูงขึ้น แตจากการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดสโดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส พบวาเอนไซมที่เตรียมไดยังไมบริสุทธิ์ถึง

ระดับ homogeneity ซึ่งการทําใหบริสุทธิ์ถึงระดับ homogeneity จําเปนตองอาศัยการทําซ้ําบาง

ขั้นตอนและอาจตองสูญเสียปริมาณเอนไซมในระหวางกระบวนการสูงมากและเนื่องจากเอนไซมนี้

ถูกสรางขึ้นในปริมาณต่ําเมื่อเทียบกับเอนไซมกลุมยอยสลายสายหลัก งานวิจัยนี้จึงไมไดมีการ

ทําซ้ําในบางขั้นตอน 

 

  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์ที่ได โดยการ

ทําโครมาโทกราฟบนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบวาเอนไซมที่

ไดมีขนาดใหญ โดยมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 317,000 ดาลตัน และจากการวิเคราะหน้ําหนัก

โมเลกุลโดยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส พบวาแอลฟา-แอล-  

อะราบิโนฟวราโนสิเดสประกอบดวย 4 หนวยยอย ที่มีน้ําหนกัโมเลกุลเทากันคือ 79,000 ดาลตัน 

ซึ่งใกลเคียงกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Ruminococcus albus 8 ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลประมาณ 310,000 ดาลตัน ประกอบดวย 4 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันคือ 

75,000 ดาลตัน (Greve และคณะ, 1984) อยางไรก็ตามพบวา แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสจากจุลินทรียตางๆมีความหลากหลายทั้งน้ําหนักโมเลกุลและจํานวนหนวยยอย ตัวอยางเชน 
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แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Aspergillus awamori จัดเปนโปรตีนเดี่ยวที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลเทากับ 64,000 ดาลตัน (Wood และ McCrae, 1996) และเอนไซมจาก Aureobasidium 

pullulans มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 210,000 ดาลตัน ประกอบดวย 2 หนวยยอย ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลเทากันคือ 105,000 ดาลตัน (Saha และ Bothast, 1998) สวนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดสจาก Fusarium oxysporum ชนิด ABF1 และ ABF2 มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 

200,000 และ 180,000 ดาลตัน ตามลําดับ โดยทั้งคูประกอบดวย 3 หนวยยอย ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลเทากับ 65,000 และ 56,000 ดาลตัน ตามลําดับ (Panagoitou และคณะ, 2003) ขณะที่

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus pumilus มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 220,000 

ดาลตัน ประกอบดวย 4 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันคือ 60,000 ดาลตัน (Degrassi และ

คณะ, 2003) สวนเอนไซมจาก Bacteroides xylanolyticus X5-1 มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 

364,000 ดาลตัน ประกอบดวย 6 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันคือ 61,000 ดาลตัน 

(Schyns และคณะ, 1994) และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces 

purpurascens IFO3389 มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 495,000 ดาลตัน ประกอบดวย 8 หนวย

ยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันคือ 62,000 ดาลตัน (Komae และคณะ, 1982) 

 

  การศึกษาสมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์จาก Streptomyces sp. 

PC22 ในขั้นแรกศึกษาผลของอุณหภูมิตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

พบวาเอนไซมทํางานไดดีในชวง 55-65 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางาน  

ของเอนไซมคือ 65 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากันกับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermomonospora fusca BD25 (Tuncer, 2000) และ 

Rhizomucor pusillus HHT-1 (Rahman และคณะ, 2001) แตพบวาสูงกวาแอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces chartreusis GS901 ชนิด AFase Ι (Matsuo และคณะ, 

2000) และจาก Bacillus pumilus (Degrassi และคณะ, 2003) ซึ่งมีอุณหภูมิเหมาะสมตอการ

ทํางานเทากับ 55 องศาเซลเซียส ขณะที่แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Aspergillus 

niger (Gunata และคณะ, 1990) และAspergillus niger 5-16 (Kaneko และคณะ, 1993) มี

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานอยูที่ 60 องศาเซลเซียส 

 

  ผลของความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสบริสุทธิ์จาก Streptomyces sp. PC22 พบวาเอนไซมทํางานไดดีที่ความเปนกรดดางในชวง 
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5.5-6.5 โดยที่ความเปนกรดดางเทากับ 6.0 เปนคาที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานของเอนไซมนี้  

ซึ่งเทากันกับความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

จาก Streptomyces sp. No.17-1 (Kaji และคณะ, 1981) และBifidobacterium longum B667 

(Margolles และ de los Reyes-Gavilan, 2003) นอกจากนี้ยังพบแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา  

โนสิเดสจากจุลินทรียอ่ืนๆที่มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานอยูในชวงใกลเคียง 

เชน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces purpurascens IFO3389 ที่มีความ

เปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 6.5 (Komae และคณะ, 1982), จาก Ruminococcus albus 8 ที่มี

คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเทากับ 6.9 (Greve และคณะ, 1984) 

ขณะที่แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Butyrivibrio fibrisolvens GS113 มีคาความ  

เปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานในชวง 6.0-6.5 (Hespell และ O’Bryan, 1992) สวน

เอนไซมจาก Bacteroides xylanolyticus X5-1 (Schyns และคณะ, 1994) และBacillus 

stearothermophilus T-6 (Gilead และ Shoham, 1995) มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอ

การทํางานในชวง 5.5-6.0  

 

  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตออุณหภูมิ พบวาแอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์มีความเสถียรตออุณหภูมิถึง 45 องศาเซลเซียส ขณะที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 85 เปอรเซ็นต ซึ่งใกลเคียงกับ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacteroides xylanolyticus X5-1 ที่มีความเสถียรตอ

อุณหภูมิสูงถึง 50 องศาเซลเซียส โดยยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูประมาณ 90 เปอรเซ็นต (Schyns 

และคณะ, 1994) แตพบวามีความเสถียรสูงกวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Aspergillus niger 5-16 ซึ่งมีคาความเสถียรตออุณหภูมิอยูที่ 30 องศาเซลเซียสและสูญเสียแอค 

ติวิตีอยางสมบูรณที่ 60 องศาเซลเซียส เมื่อบมเปนเวลา 2 ชั่วโมง (Kaneko และคณะ, 1993) 

อยางไรก็ตาม ยังพบวามีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียอ่ืนๆที่มีความเสถียร  

ตออุณหภูมิสูงกวาเอนไซมที่ไดจาก Streptomyces sp. PC22 เชน Rhizomucor pusillus HHT-1    

มีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 70 องศาเซลเซียส 

(Rahman และคณะ, 2001) 

 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 มีความเสถียรตอ

ความเปนกรดดางในชวงกวางตั้งแต 5.5-9.0 ซึ่งมีคาเทากันกับความเสถียรตอความเปนกรดดาง



 96 

ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacteroides xylanolyticus X5-1 (Schyns และ

คณะ, 1994) นอกจากนี้ยังมีคาใกลเคียงกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Clostridium 

acetobutylicum ATCC824 ที่มีคาความเสถียรตอความเปนกรดดางในชวง 5.5-8.0 (Lee และ 

Forsberg, 1987), จาก Butyrivibrio fibrisolvens GS113 ที่มีคาความเสถียรตอความเปนกรด

ดางในชวง 4.0-8.0 (Hespell และ O’Bryan, 1992) และจาก Bacillus pumilus ที่มีคาความ

เสถียรตอความเปนกรดดางในชวง 5.5-8.5 (Degrassi และคณะ, 2003) 

 

  คาความจําเพาะตอสับสเตรทสังเคราะห p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside ของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 พบวาเอนไซมมีคา Km  ตอ   

p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside เทากับ 0.27 มิลลิโมลาร ซึ่งใกลเคียงกับคา Km ของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Aureobasidium pullulans ที่มีคาเทากับ 0.26 มิลลิ   

โมลาร (Saha และ Bothast, 1998), จาก Bifidobacterium longum B667 ที่มีคา Km เทากับ 

0.295 มิลลิโมลาร (Margolles และ de los Reyes-Gavilan, 2003) และจาก Fusarium 

oxysporum ชนิด ABF2 ที่มีคา Km เทากับ 0.28 มิลลิโมลาร (Panagiotou และคณะ, 2003) และ                   

มีคานอยกวาคา Km ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียชนิดอื่นๆ เชน 

Streptomyces sp. No.17-1, Bacteroides xylanolyticus X5-1, Aspergillus awamori, 

Penicillium purpurogenum, Rhizomucor pusillus HHT-1 และBacillus pumilus ซึ่งมีคา Km 

เทากับ 3.60, 0.50, 1.39, 1.23, 0.59 และ1.70 มิลลิโมลาร ตามลําดับ (Kaji และคณะ, 1981; 

Schyns และคณะ, 1994;  Wood และ McCrae, 1996; De Ioannes และคณะ,2000; Rahman 

และคณะ, 2001 และDegrassi และคณะ, 2003) นอกจากนี้ยังพบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 มีคา Vmax และ kcat เทากับ 3,926.15 ไมโครโมลตอนาทีตอ

มิลลิกรัมโปรตีนและ 2.07 x 104 ตอวินาทีตามลําดับ ซึ่งนับวาเปนคาที่สูงเมื่อเทียบกับคา Vmax 

และ kcat ที่ไดจากจุลินทรียชนิดอื่นๆ เชน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces 

diastaticus ชนิด C1 และ C2, จาก Bacillus stearothermophilus T-6 และจาก Rhizomucor 

pusillus HHT-1 ที่มีคา Vmax เทากับ 105, 131, 749 และ387 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตนี 

ตามลําดับ (Tajana และคณะ, 1992, Gilead และ Shoham, 1995 และRahman และคณะ, 

2001) ขณะที่แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Trichoderma reesei ชนิด AF35 และ 

AF53 มีคา kcat เทากับ 259 และ 269 ตอวินาที ตามลําดับ (Nogawa และคณะ, 1999) และจาก 

Penicillium chrysogenum ชนิด AFQ1 และ AFS1 มีคา kcat เทากับ 14.33 และ 59.33 ตอวินาที 
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ตามลําดับ (Sakamoto และ Kawasaki, 2003) ดังนั้นจึงจัดไดวาแอลฟา-แอล- อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสจาก Streptomyces sp. PC22 เปนเอนไซมที่มีประสิทธิภาพสูงกวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดสจากจุลินทรียหลายชนิด 

 

  จากการศึกษาเกี่ยวกับสารยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ซึ่ง

ไดศึกษาผลของแอล-อะราบิโนส และดี-ไซโลส พบวา แอล-อะราบิโนส ซึ่งเปนผลิตภัณฑสุดทายที่

ไดจากการยอยสลายไซแลน โดยเอนไซมนี้มีผลยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสไดในลักษณะแขงขัน (competitive inhibitor) โดยมีคาคงที่ในการยับยั้ง (inhibitor 

constant, Ki) เทากับ 15.08 มิลลิโมลาร ซึ่งมีคานอยกวาเมื่อเทียบกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสจาก Thermomonospora fusca ที่มีคา Ki ของอะราบิโนสเทากับ 33.20 มิลลิโมลาร 

(Bachmann และ McCarthy, 1991) และจาก Penicillium capsulatum ที่มีคา Ki เทากับ 16.40 

มิลลิโมลาร (Filho และคณะ, 1996) ขณะที่ดี-ไซโลสซ่ึงเปนน้ําตาลที่มีคารบอน 5 ตัว

เชนเดียวกับอะราบิโนสและยังเปนสวนประกอบที่สําคัญของไซแลน มีผลยับยั้งการทํางานของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไดในลักษณะไมแขงขัน (Non-competitive inhibitor) โดยมี

คาคงที่ในการยับยั้ง (inhibitor constant, Ki) เทากับ 12.55 มิลลิโมลาร อยางไรก็ตามยังไมมี

รายงานการศึกษาผลของไซโลสตอการยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน         

สิเดสจากจุลินทรียชนิดอื่น รายงานนี้จึงเปนฉบับแรกที่ศึกษาผลของไซโลสตอการยับยั้งการทํางาน

ของเอนไซมนี้ โดยเมื่อเปรียบเทียบคา Ki ระหวางอะราบิโนสและไซโลส พบวาไซโลสสามารถยับยั้ง

การทํางานของเอนไซมนี้ไดดีกวาอะราบิโนส เนื่องจากไซโลสเปนสารยับยั้งในลักษณะไมแขงขัน 

จึงสามารถจับกับเอนไซมไดหลายตําแหนง ขณะที่อะราบิโนสซึ่งเปนสารยับยั้งในลักษณะแขงขัน

จะจับกับเอนไซมเฉพาะตําแหนง substrate binding site เทานั้น  

 

  การศึกษาอิออนโลหะชนิดตางๆที่มีผลยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส พบวา Hg2+ มีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมรุนแรงที่สุด โดยที่ความเขมขน 0.1 มิลลิ  

โมลาร เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางสมบูรณ ขณะที่ Cu2+, Fe2+, Zn2+, Mn2+ และ Co2+ จะมี

ผลยับยั้งแอคติวิตีเอนไซมรองลงมาตามลําดับ แตจะไมถูกยับยั้งดวย Ca2+ และ Mg2+ สําหรับ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียอ่ืนๆ ก็มีรายงานวาถูกยับยั้งดวยอิออนชนิด            

ตางๆไดเชนกัน เชน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Rhodotorula flava สามารถถูก           

ยับยั้งการทํางานดวย Hg2+, Cu2+ และ Mn2+ (Uesaka และคณะ, 1978), จาก Streptomyces 
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purpurascens IFO3389 ถูกยับยั้งแอคติวิตีอยางสมบูณโดย Hg2+ และ Ag2+ (Komae และคณะ, 

1982) สวนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Butyrivibrio fibrisolvens ถูกยับยั้ง          

แอคติวิตีดวย Hg2+ และ Cu2+ (Schyns และคณะ, 1994) ขณะที่เอนไซมจาก Bacillus 

stearothermophilus T-6 จะถูกยับยั้งดวย Hg2+ และ Fe2+ (Gilead และ Shoham, 1995), 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermomonospora fusca BD25 จะถูกยับยั้งแอคติวิตี

อยางสมบูรณดวย Hg2+ (Tuncer, 2000) สวน Bifidobacterium longum B667 เอนไซมจะถูก

ยับยั้งการทํางานดวย Hg2+, Cu2+และZn2+ (Margolles และ de los Reyes-Gavilan, 2003)  

อยางไรก็ตามจากรายงานตางๆ พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียโดยสวน

ใหญ มักจะถูกยับยั้งการทํางานอยางรุนแรงดวย Hg2+ ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่ไดจาก 

Streptomyces sp. PC22 เชนกัน 

 

  จากการศึกษาผลของอีดีทีเอตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส พบ 

วาการเติมอีดีทีเอลงในปฏิกิริยา ไมมีผลยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซม แสดงวา แอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดสไมตองการอิออนโลหะเปนโคแฟคเตอร ซึ่งสอดคลองกับผลของแอลฟา-แอล-อะรา

บิโนฟวราโนสิเดสจาก Aspergillus niger 5-16 (Kaneko และคณะ, 1993), จาก Bacteroides 

xylanolyticus X5-1 (Schyns และคณะ, 1994) และจาก Bacillus stearothermophilus T-6 

(Gilead และ Shoham, 1995) 

 

  จากการศึกษาผลของสารดัดแปลงหมูกรดอะมิโนตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดส พบวา N-bromosuccinimide ซึ่งดัดแปลงกรดอะมิโนทริปโตเฟนที่ความเขมขน 1 

มิลลิโมลาร สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดอยางสมบูรณ ขณะที่ phenylmethylsulfonyl 

fluoride ซึ่งดัดแปลงกรดอะมิโนเซรีน ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร สามารถยับยั้งการทํางานของ

เอนไซมไดประมาณ 27 เปอรเซ็นต และสามารถยับยั้งแอคติวิตีไดอยางสมบูรณที่ความเขมขน   

10 มิลลิโมลาร ดังนั้นแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 นาจะมี

กรดอะมิโนทริปโตเฟนและเซรีนอยูที่บริเวณ active site ซึ่งแตกตางกับรายงานของ Greve และ

คณะ (1984) ที่พบวาความเขมขน 0.05 มิลลิโมลารของ iodoacetamide สามารถยับยั้งการ

ทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Ruminococcus albus 8 ไดอยางสมบูรณ 

แสดงวาเอนไซมนาจะมีกรดอะมิโนซีสเทอีนเกี่ยวของบริเวณ active site 
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  จากการตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ (substrate specifity) ของแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์จาก Streptomyces sp. PC22 พบวาเอนไซมมีความ                

จําเพาะตอ p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside สูงสุด และไมพบวาเอนไซมมีความจําเพาะ

ตอ p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside และ o-nitrophenyl β-D-galactopyranoside แตพบ  

วาเอนไซมมีแอคติวิตีจําเพาะตอ o-nitrophenyl β-D-xylopyranoside และo-nitrophenyl              

β-D-glucopyranoside เพียงเล็กนอย เทากับ 0.03 และ0.02 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 

ขณะที่มีรายงานวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Butyrivibrio fibrisolvens GS113   

มีแอคติวิตีจําเพาะกับ p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside และ o-nitrophenyl β-D-

xylopyranoside ประมาณ 0.12 และ 0.07 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน (Hespell และ O’Bryan, 

1992) และจาก Penicillium purpurogenum พบวาเอนไซมมีแอคติวิตีจําเพาะตอ p-nitrophenyl 

β-D-xylopyranoside และ o-nitrophenyl β-D-xylopyranoside ไมเกิน 2 เปอรเซ็นตของแอคติวิตี

ทั้งหมดของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอ p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside   

(De Ioannes และคณะ, 2000) แสดงวาเอนไซมดังกลาวอาจมีการปนเปอนของบีตา-ไซโลสิเดส 

ซึ่งตางกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermoanaerobacter ethanolicus ซึ่งพบ 

วาเปน bifunctional โดยแสดงทั้งแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและบีตา-ไซโล

สิเดสคอนขางสูงคือ 15.5 และ 8.9 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลาํดับ (Utt และคณะ, 1991) 

งานวิจัยนี้ยังไดศึกษาความจําเพาะของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์ที่ไดจาก 

Streptomyces sp. PC22 ตอไซแลนจากเปลือกขาวโอตและไมเบิรช แตเนื่องมาจากสับสเตรท     

ที่ใชมีปริมาณของอะราบิโนสคอนขางต่ํา โดยไซแลนจากเปลือกขาวโอตมีปริมาณอะราบิโนส

เทากับ 10 เปอรเซ็นต (Sigma, U.S.A.) และไซแลนจากไมเบิรชมีปริมาณอะราบิโนสเทากับ 1 

เปอรเซ็นต (Saha, 2000) เมื่อนําไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC จึงไมสามารถตรวจพบอะราบิโนส 

นอกจากนี้ยังพบวา แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์ที่ไดจาก Streptomyces sp. 

PC22 ไมมีแอคติวิตีของไซแลเนส, บีตา-ไซโลสิเดส และอะซีทิลเอสเทอเรสปนเปอน 

    

  เมื่อเปรียบเทียบสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์นี้กับที่ยังไมไดผานการทําใหบริสุทธิ์ซึ่งรายงาน

โดย วิชุตา เหลาเรืองธนา (2547) พบวาเอนไซมที่ยังไมผานการทําใหบริสุทธิ์ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 

65 องศาเซลเซียสและความเปนกรดดางเทากับ 6.0 ซึ่งเทากันกับเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ 

แตมีคาความเสถียรตออุณหภูมิสูงกวา คือ 60 องศาเซลเซียส และเสถียรตอความเปนกรดดางใน
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ชวงกวางกวาคือ 5.0-9.0 ทั้งนี้เนื่องมาจากโปรตีนอื่นๆที่ปนเปอนอยูนั้นมีสวนชวยปองกันหรือลด

การสูญเสียแอคติวิตีของเอนไซมจากความรอนและความเปนกรดดาง  

 

  กอนหนานี้มี รายงานการทําใหบ ริสุทธิ์ ของไซแลเนส ,  อะซีทิลเอสเทอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22 และบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 โดยไซแลเนส 

บริสุทธิ์ มีอุณหภูมิและความเปนกรดดางเหมาะสมในการทํางานเทากับ 60 องศาเซลเซียสและ 

5.5 ตามลําดับ สําหรับไซแลเนส I และ 60 องศาเซลเซียสและ 5.5-6.0 ตามลําดับ สําหรับ           

ไซแลเนส II (Wateewuthajarn และ Pinpanichakarn, 2000) สวนบีตา-ไซโลสิเดสบริสุทธิ์           

มีอุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 55 องศาเซลเซียสและ 6.5 

ตามลําดับ (ทรรศนีย ตั้งสกุล, 2544) ขณะที่อะซีทิลเอสเทอเรสบริสุทธิ์ มีอุณหภูมิและความเปน

กรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 50 องศาเซลเซียส และ 6.5 ตามลําดับ (วัชรี ชุณหกุล, 

2548) และจากขอมูลทั้งหมดที่ไดเมื่อนํามาเปรียบเทียบกับสมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสบริสุทธิ์ที่ไดจากรายงานนี้ ซึ่งทํางานไดดีในชวง 55-65 องศาเซลเซียสและคาความเปน

กรดดางในชวง 5.5-6.5 แสดงวาเอนไซมเหลานี้นาจะสามารถทํางานรวมกันอยางมีประสิทธิภาพ

ภายใตภาวะเดียวกันไดซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมตางๆ เชน 

อุตสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษเพื่อลดการใชสารเคมี, อุตสาหกรรมการทาํน้ําผลไม, อุตสาหกรรม

อาหารสัตว รวมทั้งการยอยสลายเฮมิเซลลูโลสจากวัสดุเหลือทิ้งในธรรมชาติใหไดน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยวเพื่อนําไปผลิตสารอื่นๆที่มีมูลคาสูงขึ้นดวยกระบวนการหมักโดยจุลินทรีย 
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 ผลการศึกษาสมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ ์จาก Streptomyces sp. 

PC 22 ไดสรุปดังแสดงในตารางที ่5.1 

 

ตารางที่ 5.1 สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ ์ จาก Streptomyces sp. 

PC22 

สมบัติของเอนไซม 
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 

Streptomyces sp. PC22 

1.  น้ําหนกัโมเลกุลโดยวธิีเจลฟลเตรชัน 317,000 ดาลตัน  

2.  น้ําหนกัโมเลกุลโดยวธิี SDS-PAGE 79,000 ดาลตัน (4 หนวยยอย) 

3.  อุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการทํางาน 65 องศาเซลเซียส 

4.  ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงาน 6.0 

5.  ความเสถยีรตออุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

6.  ความเสถยีรตอความเปนกรดดาง 5.5-9.0 

7.  อิออนยับยัง้แอคติวิตีของเอนไซม Hg2+, Cu2+, Fe2+, Zn2+, Mn2+ และ Co2+ 

8.  คา Km ตอพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนไซด 

9. คา Vmax ตอพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนไซด 

10. คา kcat ตอพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนไซด 

0.27 มิลลิโมลาร 

 

3,926.15 ไมโครโมลตอนาทตีอมิลลิกรัมโปรตีน 

 

2.07 x 104 ตอวินาท ี
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ตารางที่ 5.2 สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดสบริสุทธิ์จาก Streptomyces sp. PC22 เปรียบเทยีบกับจากจุลินทรียอื่นๆ 

 

สายพนัธุจุลินทรีย 

อุณหภูมิที่

เหมาะสม 

(°C) 

ความเปน

กรดดางที่

เหมาะสม 

ความเสถียร 

ตออุณหภูมิ 

ความเสถียรตอ

ความเปนกรดดาง 

 

เอกสารอางอิง 

Streptomyces sp. PC22 65 6.0 50 °C, 30 min 5.5-9.0 งานวิจยันี ้

Aspergillus awamori 50 4.6 70 °C, 15 min - Wood และ McCrae, 1996 

Aspergillus awamori IFO4033      

α-L-AFase Ι 60 4.0 60 °C 3.0-7.0 Kaneko และคณะ, 1998 

  α-L-AFase ΙΙ 60 4.0 60 °C 3.0-7.0  

Aspergillus niger 5-16 60 4.0 30 °C, 2 hr 4.0-7.0 Kaneko และคณะ, 1993 

Aureobasidium pullulans 75 4.0-4.5 75 °C, 8 hr 4.0-5.0 Saha และ Bothast, 1998 

Bacillus pumilus 55 7.0 65 °C, 2 hr 5.5-8.5 Degrassi และคณะ, 2003 

Bacillus stearothermophilus T-6 70 5.5-6.0 70 °C, 1 hr 7.0 Gilead และ Shoham, 1995 

Butyrivibrio fibrisolvens GS113 45 6.0-6.5 - - Hespell และO’Bryan, 1992 

Penicillium capsulatum      

Ara Ι 60 4.0 70 °C,17.5 min 4.0 Filho และคณะ, 1996 

 Ara ΙΙ 55 4.0 60 °C, 9 min 4.0  
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ตารางที่ 5.2 (ตอ) 

 

สายพนัธุจุลินทรีย 

อุณหภูมิที่

เหมาะสม 

(°C) 

ความเปน

กรดดางที่

เหมาะสม 

ความเสถียร 

ตออุณหภูมิ 

ความเสถียรตอ

ความเปนกรดดาง 

 

เอกสารอางอิง 

Penicillium chrysogenum      

AFQ1 50 4.0-6.5 50 °C 4.0-8.0 Sakamoto และ Kawasaki,  

AFS1 50 3.3-5.0 50 °C 3.0-7.0 2003 

Penicillium purpurogenum 50 4.0 55 °C, 25 min - De Ioannes และคณะ,2000 

Rhizomucor pusillus HHT-1 65 4.0 70 °C, 1 hr 7.0-10.0 Rahman และคณะ, 2001 

Streptomyces chartreusis GS901      

AFase Ι 55 5.5 55 °C 5.5 Matsuo และคณะ, 2000 

 AFase ΙΙ 50 7.0 50 °C 7.0  

Thermomonospora fusca BD25 65 9.0 55 °C, 15 min 4.5-11.0 Tuncer, 2000 
 



รายการอางอิง 
 

ภาษาไทย 
 
ทรรศนีย ตั้งสกุล. 2544. การทําใหบริสุทธิ์และลักษณะสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจาก 

Streptomyces sp. CH7. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต. คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

วิชุตา เหลาเรืองธนา.  2547.  การผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดย Streptomyces 

sp. PC22.  วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต. คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย. 

เวฬุรีย ทองคํา.  2547.  การผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส โดย Streptomyces sp. PC22.  วิทยานิพนธ

ปริญญามหาบัณฑิต. คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

วัชรี  ชุณหกุล .   2548.  การทําใหบริสุทธิ์และลักษณะสมบัติของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22.  วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต. คณะวิทยาศาสตร จุฬาลง 

กรณมหาวิทยาลัย. 

สุมาลี อ้ึงใจธรรม.  2539.  ไซแลเนสและบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces spp. ที่ชอบรอนและ  

ชอบดาง .   วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต .   คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย. 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งขาวไรย (Rye Agar Medium) 

 
เกล็ดขาวไรยบด (rye)      10.0 กรัม 

แคลเซียมคารบอเนต  (CaCO3)     30.0 กรัม 

กลูโคส (glucose)      20.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (yeast extract)     10.0 กรัม 

สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)     10.0 กรัม 

วุนผง (agar)       18.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (distilled water)               1000.0     มิลลิลิตร 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี

 

2.  ไซแลน คอมเพล็กซ มีเดยีม (Xylan complex medium) สําหรับผลติแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 
 
 ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan)   1.0 เปอรเซ็นต 

 พอลิเพบโตน (polypeptone)     0.5 เปอรเซ็นต 

 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)     0.1 เปอรเซ็นต 

 ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.4 เปอรเซ็นต 

 โปแทสเซียมคลอไรด (KCl)     0.02 เปอรเซ็นต 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4⋅7H2O)    0.1 เปอรเซ็นต 

 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4⋅7H2O)     0.002 เปอรเซ็นต 

 ปรับระดับความเปนกรดดางเทากับ    9.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 

1.  สารเคมีสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ 

  

1.1 สารละลาย อัลคาไลน คอปเปอร (alkaline copper reagent) 

 

สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4⋅12H2O) 71 กรัม และโรเชล  

ซอลท (Rochelle salt) 40 กรัม ในน้าํกลัน่ 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความ

เขมขน 1 นอรมอล 100 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4⋅5H2O) ความ

เขมขน 10 เปอรเซ็นต 80 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) ปริมาณ 

180 กรัม ละลายใหเขากนัแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้ง 

ไวที่อุณหภูมหิอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนําไปใช 

 

1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson’ reagent) 

 

ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท ((NH4)6Mo7O24⋅4H2O) 53.2 กรัม ในน้าํกลัน่ 900  

มิลลิลิตร กรดซัลฟุริกเขมขน 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเตมิสารละลายโซเดียมอาซีเนท 

(NaHAsO4) ความเขมขน 12 เปอรเซ็นต 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้าํกลั่นใหเปน 1  

ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนาํไปใช 
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2.  สารละลายสําหรับวิเคราะหโปรตีนโดยวิธีของ Lowry และคณะ (1951) 

  

2.1 Lowry A 

 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)             60.0 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)             12.0 กรัม 

โซเดียมโปแทสเซียมทารเทรต               0.6 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น                                                            3000.0 มิลลิลิตร 

 

2.2 Lowry B 

 

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4⋅5H2O)               5.0 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น           1000.0 มิลลิลิตร 

 

2.3 Lowry C 

 

Lowry A                        50 สวน 

Lowry B       1   สวน 

 

2.4 Lowry D 

 

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent)  1 สวน 

น้ํากลัน่       1 สวน 
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3.  สารละลายสําหรับใชในการทาํพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟรซิิส 

 

3.1 สารละลายทรสิไกลซีนอีเลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 

 

ทริส       9.0 กรัม 

ไกลซีน                 43.2 กรัม 

ปรับความเปนกรดดางเทากบั    8.3 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             600.0 มิลลิลิตร 

 

3.2 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลารทริส 

 

ทริส       6.0 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     6.8  

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 

 

3.3 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลารทริส 

 

ทริส                24.2 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

3.4 สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลารทริส 

 

ทริส                18.15 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     8.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 

 

 
 
 



 119 

3.5 สารละลายอะคริลาไมด (30% T, 2.67% C)     

 

อะคริลาไมด               14.60 กรัม 

Bis (N,N,-Methylene bis acrylamide)   0.40 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่นใหไดปริมาตร                         50.00 มิลลิลิตร 

 

3.6 บัฟเฟอรที่ใชกบัโปรตีนที่จะวเิคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 

 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลาร  1.0 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล       0.2 มิลลิลิตร 

สารละลาย 5 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบล ู   7.0 มิลลิลิตร 

 

3.7 สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 

 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต     0.1 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น      1.0 มิลลิลิตร 

 

3.8 สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 10 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       4.20 มิลลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     3.33 มิลลิลิตร 

TEMED       5.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 
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3.9 สารละลายสแตกกิงเจล 4 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       6.20 มิลลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     1.33 มิลลิลิตร 

TEMED                 10.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 

 

3.10   สารละลายสาํหรับยอมสี (staining solution) 

 

0.1 เปอรเซ็นต สีคแูมสซี บริลเลียนท บลู จี 250  

40 เปอรเซ็นต เมธานอล 

10 เปอรเซ็นต กรดอะซีติก 

 

3.11   สารละลายสาํหรับลางสี (destaining solution) 

 

40 เปอรเซ็นต เมธานอล 

10 เปอรเซ็นต กรดอะซีติก 

 

4.  สารละลายที่ใชในการทาํอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลโพลีอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 

 

4.1 สารละลายทรสิไกลซีนอีเลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 

 

ทริส       9.0 กรัม 

ไกลซีน                43.2 กรัม 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต     3.0 กรัม 

ปรับความเปนกรดดางเทากบั    8.3 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             600.0 มิลลิลิตร 
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4.2 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร 

 

ทริส       6.0 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 

 

4.3  สารละลายทริส pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลารทริส 

 

ทริส                24.2 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

4.4 สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลารทริส 

 

ทริส                18.15 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     8.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

4.5 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (SDS stock) 10 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต     1.0 กรัม 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร              10.0 มิลลิลิตร 

 

4.6 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (SDS stock) 20 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต              20.0 กรัม 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 
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4.7  สารละลายอะคริลาไมด (30% T, 2.67% C)     

 

อะคริลาไมด               14.60 กรัม 

Bis (N,N,-Methylene bis acrylamide)   0.40 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่นใหไดปริมาตร                         50.00 มิลลิลิตร 

 

4.8  บัฟเฟอรที่ใชกับโปรตีนทีจ่ะวิเคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 

 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลาร  1.0 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 20 เปอรเซ็นต  3.2 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล       2.0 มิลลิลิตร 

2-บีตา-เมอแคบโตเอทานอล     1.6 มิลลิลิตร 

สารละลาย 5 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบล ู   0.2 มิลลิลิตร 

 

4.9  สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 

 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต     0.1 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น      1.0 มิลลิลิตร 

 

4.10  สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 12 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       3.35 มิลลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 10 เปอรเซ็นต         100.00 ไมโครลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     4.00 มิลลิลิตร 

TEMED       5.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 
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4.11  สารละลายสแตกกงิเจล 4 เปอรเซน็ตเจล 

 

น้ํากลัน่       6.10 มิลลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 10 เปอรเซ็นต          100.00 ไมโครลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     1.33 มิลลิลิตร 

TEMED                 10.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 

 

4.12  สารละลายสําหรับยอมสี (Staining solution) 

 

 0.1 เปอรเซน็ต สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จี 250  

 40  เปอรเซน็ต เมธานอล 

 10  เปอรเซน็ต กรดอะซีติก 

 

4.13  สารละลายสําหรับลางสี (destaining solution) 

 

40  เปอรเซ็นต เมธานอล 

10  เปอรเซ็นต กรดอะซีติก 
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y = 0.006x
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1.  กราฟมาตรฐานสําหรับวเิคราะหน้ําตาลรีดิวซ 

 

   กราฟมาตรฐานไซโลสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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y = 0.0021x
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2.  กราฟมาตรฐานสําหรับวเิคราะหโปรตนี  

 

          กราฟมาตรฐานของโบไวนซีรัมอัลบูมิน ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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y = 0.0252x
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3.  กราฟมาตรฐานสําหรับวเิคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

          กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 0-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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4.  โครมาโทแกรมแสดงการวิเคราะหอะราบิโนสโดยวิธ ีHPLC 

 

      

 

 

 

 

 

 

 
 
 

อะราบิโนสความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใหพืน้ทีใ่ตพีคเทากับ 15,832  
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ภาคผนวก ง 
 

วิธีคํานวณ 
 
1.  วิธีการคํานวณคา Vmax  

 

        จากรูปที ่4.19  พบวามีคา Km สําหรับพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด 

เทากับ 0.27 มิลลิโมลาร เพราะฉะนัน้คา Vmax จากกราฟ เทากับ 0.319 ไมโครโมลตอนาท ี 

  

        จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธ ีLowry ดังแสดงในขอ 3.3.6 พบวาเอนไซมมีปริมาณ

โปรตีน 0.065 มก.โปรตีนตอมล. 

        ในปฏิกิริยาใชเอนไซมเจือจาง 20 เทา เพราะฉะนัน้ จะมีโปรตนีเทากับ 0.00325 มก.โปรตีน

ตอมล. 

        แตในปฏิกิริยาจะใชปริมาณเอนไซม 0.025 มล. เพราะฉะนัน้ จะมีโปรตีนเหลอื 0.00008125 

มก.โปรตีน 

 

ดังนัน้สรุปไดวา  

 

        ในปฏิกิริยามีโปรตนี 0.00008125 มก. จะมีคา Vmax เทากับ 0.319 ไมโครโมลตอนาท ี

เพราะฉะนัน้ โปรตีน 1 มก. จะมีคา Vmax เทากบั 3,926.15 ไมโครโมลตอนาทีตอมก.โปรตีน 
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2.  วิธีการคํานวณคา kcat ( Turnover number) 

 

สูตรคํานวณ ; kcat  =  Vmax / [E0 ] 

 

        เอนไซมที่ไดจากการทาํเจลฟลเตรชนัผานคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด (Superose 12 

prep grade) มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 317,000 ดาลตัน (ผลจากรูปที่ 4.12) 

 

        คา [E0 ] ;      

        1 โมลของเอนไซม  เทากับ  317,000 กรัมของเอนไซม    

       เพราะฉะนัน้ 1 ไมโครโมลของเอนไซม  เทากับ  317,000 ไมโครกรัมของเอนไซม เชนกนั               

 

        แทนคาในสูตร         kcat  =  Vmax / [E0 ]     

                                             =  3926.15  μmol.min-1.mg-1pr  

                                                                1        μmol.μg-1pr 

                                                           317,000 

                                  เปลี่ยน μg → mg pr ดวยการหาร 1000 

 

                                             =  3926.15  μmol.min-1.mg-1pr  

                                                      1000     μmol.mg-1pr 

                                                    317,000 

                                             =  1,244,590   min-1 

                        

          เพราะฉะนัน้มีคา kcat เทากับ 2.07 x 104 ตอวินาท ี
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

  นางสาวปนปญญา เรียงรุงโรจน เกิดเมื่อวันที่ 25 กันยายน พ.ศ. 2525 ที่จังหวัด

สุราษฏรธาน ี ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยา จากคณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2545 และไดเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญา

มหาบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยาอุตสาหกรรม คณะวทิยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป

การศึกษา 2546 ปจจุบันอาศัยอยูบานเลขที่ 308 ถนนหนาเมือง ตําบลตลาด อําเภอเมือง จังหวดั

สุราษฏรธาน ี84000 
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