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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ประวัติความเปนมา 

 

เซลลพืชเปนแหลงคารบอนที่ใหญที่สุดในธรรมชาติ ประกอบดวยพอลิเมอรที่ เปน

องคประกอบหลัก 3 ชนิดคือ เซลลูโลส (cellulose) เปนพอลิเมอรของกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะ

บีตา-1,4-ไกลโคซิดิก (β-1,4-glycosidic) มีสูตรทั่วไปคือ (C6H10O5)n พบมากที่สุดในปริมาณ 30-

50 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) มี 20-35 เปอรเซ็นต เปนพอลิเมอรของ

น้ําตาลเพนโทสและ/หรือน้ําตาลเฮกโซสไดแก ไซแลน (xylan) กลูแคน (glucan) และแมนแนน 

(mannan) โดยไซแลนจัดเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลส (Ebringerova และ Heinze, 

2000) ชนิดสุดทายคือ ลิกนิน (lignin) เปนสารประกอบเชิงซอนประเภทพอลิฟโนลิก 

(polyphenolic) เกาะกันเปนกลุมใหญ ซึ่งมักหอหุมชั้นเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเอาไว (Wong 

และคณะ, 1988)  

ไซแลนเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสในเซลลพืช โดยยึดเกาะกับเซลลูโลสและ  

เฮมิเซลลูโลสดวยพันธะไฮโดรเจน ยึดเกาะกับลิกนิกดวยพันธะโควาเลนท (covalent) และยึดเกาะ

กับพอลิแซคคาไรดชนิดอ่ืนดวยพันธะนอนโควาเลนท (non covalent) ทําใหการยอยสลาย

เซลลูโลสดวยเซลลูเลสในธรรมชาติเปนไปไดยาก (Beg และคณะ, 2001) สามารถพบไซแลนไดใน

ธรรมชาติทั้งในไมเนื้อออน ไมเนื้อแข็ง พืชลมลุก หญา มอส เฟรน ในผนังเซลลชั้นแรกของพืชใบ

เลี้ยงเดี่ยว รวมทั้งในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเชน กากเมล็ดฝาย รําขาว ฟางขาว ซังขาวโพด 

เปลือกเมล็ดทานตะวัน (Magee และ Kosaric, 1985) และในเปลือกเมล็ดธัญพืชตางๆ เปนตน 

(Ericksson และคณะ, 1990) นอกจากนั้นยังสามารถพบไดในวัสดุเหลือทิ้งในระหวางกระบวนการ

ลอกเนื้อไมเพื่อทําเยื่อกระดาษ (pulping) (Biely, 1985) พืชแตละชนิดจะมีไซแลนในปริมาณที่

แตกตางกัน โดยในไมเนื้อแข็งจะมีปริมาณไซแลนมากกวา 30 เปอรเซ็นตของนํ้าหนักแหง (Wood 

และ McCrae, 1996) ในไมเนื้อออนมีประมาณ 7-12 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง (Haltrich และ 

คณะ, 1996) สวนในไมลมลุกและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจะมีไซแลนอยูประมาณ 20-40 

เปอรเซ็นต (Saddler และคณะ,1983)  
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1.2 โครงสรางของไซแลน 
 

โครงสรางของไซแลนเปนพอลิเมอรประกอบดวยไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-1,4-

ไซโลซิดิก (β-1,4-xylosidic) เปนสายหลัก (Ebringerova และ Heinze, 2000) และมีสารประกอบ

อ่ืนมาเชื่อมตอเปนหมูขางเคียงเชน หมูอะราบิโนสตอที่ตําแหนง O-3 ของไซโลส หมูกลูคูโรนิลตอที่

ตําแหนง O-2 ของไซโลส และหมูแอซีติลตอที่ตําแหนง O-2 และ O-3 ของไซโลส (Puls และ 

Schuseil, 1993)  โดยไซแลนจากพืชแตละชนิดมีหมูขางเคียงชนิดตางๆ ในปริมาณที่แตกตางกัน 

โดยไซแลนในไมเนื้อออน และพืชใบเลี้ยงเดี่ยวเชน พืชจําพวกหญาไดแก ฟางขาว ธัญพืชจําพวก

เปลือกขาวโอต รําขาวสาลี จะมีอะราบิโนสเปนหลัก (Schyns และคณะ, 1994) สวนไซแลนในไม

เนื้อแข็งจะมีหมูแอซีติลเปนหลัก (Degrassi และคณะ, 2003) ตัวอยางเชน ไซแลนจากไมเบิรชซึ่ง

จัดเปนไมเนื้อแข็งประกอบดวยไซโลส 89.3 เปอรเซ็นต อะราบิโนส 1 เปอรเซ็นต กลูโคส 1.4 

เปอรเซ็นต และแอนไฮดรูโรนิค แอซิด (Kormelink และ Voragen, 1993) สวนอะราบิโนไซแลน

จากขาวสาลี ประกอบดวย ไซโลส 65.8 เปอรเซ็นต อะราบิโนส 33.5 เปอรเซ็นต กาแลคโทส 0.1 

เปอรเซ็นต แมนโนส 0.1 เปอรเซ็นต และกลูโคส 0.3 เปอรเซ็นต (Gruppen และคณะ, 1992) 

 
 1.2.1 โครงสรางของไซแลนในไมเนื้อแข็ง 

 

โครงสรางของไซแลนในไมเนื้อแข็งคือ โอ-แอซีติล-4-โอ-เมธิลกลูคูโรโนไซแลน (O-

acetyl-4-O-methylglucuronoxylan) ซึ่งมีสายหลักเปนไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-1,4 

ไซโลซิดิก (β-1,4-xylosidic) และมี 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิคแอซิด (4-O-methyl-D-glucuronic 

acid) เชื่อมตอที่ตําแหนง O-2 และมีหมูแอซีติล (acetyl) ตอที่ตําแหนง O-3 และ O-2 ของไซโลส 

(Hon และ Shiraishi, 1990) ดังแสดงในรูปที่ 1.1 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.1 ลักษณะโครงสรางของโอ-แอซีติล-4-โอ-เมธิลกลูคูโรโนไซแลน จากไมเนื้อแข็ง (Hon และ 

Shiraishi, 1990) 

4-O-Me-α-D-GlcAp 
1 

2 

Ac 

2 

1 

3 

Ac 
1 

                  4)-β-D-Xylp-(1    4)-β-D-Xylp-(1    4)-β-D-Xylp-(1    4)-β-D-Xylp-(1    
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 ในไมเนื้อแข็งจะพบหมูแอซีติลเปนหมูขางเคียงในปริมาณที่แตกตางกันตามชนิดของพืช 

โดยมักมีอัตราสวนของไซโลสและหมูแอซีติลเปน 10 ตอ 7 (Kantelinen และคณะ, 1993) สวน   

ไซแลนในไมเนื้อออนบางชนิดพบวามีหมูแอซีติลเปนหมูขางเคียงประมาณ 1-2 เปอรเซ็นต 

(Maijala, 2000) บางชนิดก็ไมพบหมูแอซีติลเปนหมูขางเคียงเลย (Basaran และ Hang, 2000) 

โดยหมูแอซีติลเหลานี้ชวยใหไซแลนละลายน้ําไดดีขึ้น 

 
 1.2.2 โครงสรางของไซแลนในไมเนื้อออน 
   

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

(arabino-(4-O-methylglucurono) xylan) ซึ่งมีสายหลักเปนไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-1,4 

ไซโลซิดิก (β-1,4-xylosidic) และมี 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิคแอซิด (4-O-methyl-D-glucuronic 

acid) เชื่อมตอที่ตําแหนง O-2 และมีหมูแอล-อะราบิโนส (L-arabinose) เชื่อมตอที่ตําแหนง O-3 

ของไซโลส (Hon และ Shiraishi, 1990) ดังแสดงในรูปที่ 1.2 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.2 ลักษณะโครงสรางของอะราบิโน-(4-โอ-เมธิลกลูคูโรโน) ไซแลน จากไมเนื้อออน (Hon 

และ Shiraishi, 1990) 

 

 ไซแลนในไมเนื้อออนบางชนิดพบวามีหมูแอซีติลเปนหมูขางเคียงประมาณ 1-2 เปอรเซ็นต 

(Maijala, 2000) 

 

 

 

 

 

 

 

4-O-Me-α-D-GlcAp 
1 

2 

α-L-Afase 

2 

1 

3 

1 
α-L-Afase 

                  4)-β-D-Xylp-(1    4)-β-D-Xylp-(1    4)-β-D-Xylp-(1    4)-β-D-Xylp-(1    
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1.2.3 ไซแลนที่พบในเปลือกเมล็ดธัญพืชจะเปนอะราบิโนไซแลน (arabinoxylan) 

จะมีหมูขางเคียงเปนหมูอะราบิโนซิล (arabinosyl) เพียงหมูเดียว ดังรูปที่ 1.3 

 

 
 
รูปที่1.3 ลักษณะโครงสรางของไซแลนในเปลือกเมล็ดธัญพืชตางๆ (Pul และ Schuseil, 1993) 

 
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 

   

  การยอยสลายไซแลนดวยกรดเพื่อใหไดไซโลสเปนวิธีที่งาย รวดเร็ว แตปฏิกิริยาที่

เกิดขึ้นจะรุนแรงและไมจําเพาะเจาะจง ทําใหผลผลิตที่ไดไมบริสุทธิ์ เกิดผลิตภัณฑที่เปนสารพิษ 

เชน เฟอฟูรัล (furfural) ซึ่งเปนสารที่มีผลตอการนําไปเลี้ยงจุลินทรีย (Paturan, 1989) และยังตอง

ใชวสัดุอุปกรณที่ทนตอความเปนกรดและอุณหภูมิสูงได 

   
1.3.1.2 การยอยสลายไซแลนดวยดาง 

   

  การยอยสลายไซแลนดวยดางมักนําไปใชในอุตสาหกรรมทํากระดาษ ซึ่งมักจะนํา

ชิ้นของเปลือกไมมาตมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน เพื่อทําใหเปลือกไมยุยและเปน

การกําจัดลิกนินออกจากชั้นลิกโนเซลลูโลสบางสวนดวย หลังจากนั้นนําไปผานกระบวนการฟอกสี
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เยื่อกระดาษโดยใชสารเคมีที่มีคลอไรดเปนองคประกอบเชน คลอรีนไดออกไซด (chlorinedioxide) 

กาซคลอรีน (Cl2) เปนตน ที่อุณหภูมิสูงไมต่ํากวา 100 องศาเซลเซียสและความเปนกรดดางไมต่ํา

กวา 10 แตทําใหเกิดสารประกอบที่เปนพิษพวกไดออกซิน (dioxin) และสารประกอบอะโรมาติก

คลอไรดที่เปนพิษอ่ืนๆ ดวยเชน คลอโรฟนอล (chlorophenol) คลอโรไบฟนิล (chlorobiphenyl) 

และอนุพันธคลอโรลิกนิน (chlorolignin) อ่ืนๆ สารประกอบเหลานี้เปนสารพิษกอมะเร็ง ซึ่งมักจะ

ถูกปลดปลอยออกมาสูส่ิงแวดลอม ยากตอการยอยสลายและมักจะสะสมเปนปริมาณมาก 

(Visser และคณะ, 1992)  

  
1.3.2 การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซม 

  

การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมเปนปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะสูงกวาการใช

สารเคมี และไมกอใหเกิดสารพิษตกคางอีกทั้งยังไดไซโลสในปริมาณที่สูง ซ่ึงเอนไซมทีใ่ชยอยสลาย

พันธะบีตา-1,4-ไซโลสิดิกของสายหลัก ใหไดไซโลส (xylose) หรือไซโลโอลิโกแซคคาไรด 

(xylooligosaccharide) ซึ่งเอนไซมที่ใชในการยอยสลายไซแลนประกอบดวยเอนไซม 2 กลุมใหญ

คือ 

1. เอนโดไซแลเนส (endoxylanase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซลาโนไฮโดรเลส 

(1,4-β-D-xylan-xylanohydrolase: EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลสิ

ดิกแบบสุม เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายใน (endo-mechanism) ไดไซโลสและโอลิ

โกแซคคาไรดสายสั้น ๆ เปนผลิตภัณฑสุดทาย (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) เอนไซมชนิดนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-

ไซโลไพราโนไซดในโอลิโกแซคคาไรดสั้นๆทีละหนวยจากปลายสายดานนอนรีดิวซ (non-reducing 

end) เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายนอก (exo-mechanism) ไดไซโลสเปนผลิตภัณฑ

สุดทาย (Dekker และ Richards, 1976) 

เนื่องจากไซแลนมีโครงสรางซับซอน หมูขางเคียงมีสวนบดบังการทํางานของ

เอนไซมยอยสลายสายหลัก ดังนั้นการยอยสลายไซแลนใหสมบูรณจึงตองอาศัยเอนไซมที่สามารถ

ยอยหมูขางเคียงรวมดวยไดแก 

- แอซีติล (ไซแลน) เอสเทอเรส (acetyl (xylan) esterase: EC 3.1.1.6) ยอยสลายพันธะ

บีตา-1,2 หรือบีตา-1,3 ที่เชื่อมระหวางหมูแอซีติลกับสายหลัก ใหผลิตภัณฑเปนกรดแอซีติก 

(Johnson และคณะ, 1988) 
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- แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (α-L-arabinofuranosidase: EC 3.2.1.55) ยอย

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

ผลิตภัณฑสุดทาย (Kormelink และคณะ, 1991) 

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

1,2 ใน 4-โอ-เมทธิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิด จากโมเลกุลของไซแลน แตหมูแอลฟา-เมทธิล-ดี-กลูคูโรนิก

แอซิดพบวามีอยูในปริมาณนอยคือ ต่ํากวา 10 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบวาในกระบวนการฟอก

เยื่อกระดาษขั้นตนดวยดางจะมี 4-โอ-เมทธิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิดเหลืออยูเพียง 0.6 เปอรเซ็นต เมื่อ

เทียบกับปริมาณไซโลสทั้งหมดในไซแลน (Teleman และคณะ, 2001) ดังนั้นแอลฟา-ดี-กลูคูโรนิ

เดส จึงจัดวามีบทบาทสําคัญนอยกวาเอนไซมชนิดอื่นในกลุมยอยสลายไซแลน 

จากเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนทั้งหมดที่กลาวมาแลว สามารถแสดงแผนภาพรวม

การทาํงานของเอนไซมในกลุมนี้เพื่อยอยสลายโครงสรางของไซแลนไดดังแสดงในรูปนี้ 

 

 
 

รูปที่ 1.4 ลักษณะโมเลกุลของไซแลนและการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมกลุมยอยไซแลน 

(Biely, 1985) 

 Ac  แทน หมูแอซีติล 

 Araf  แทน แอล-อะราบิโนฟวราโนส 

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

Xyl  แทน ดี-ไซโลส 
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ปจจุบันมีการนําเอนไซมดังกลาวมายอยไซแลนใหเปนไซโลส อะราบิโนส กรดแอซีติก และ

กรดกลูคูโรนิก ไซโลสที่ไดสามารถนําไปผลิตสารที่มีประโยชนโดยกระบวนการหมักดวยจุลินทรีย

เชน แอลกอฮอล ยาปฏิชีวนะ สารเชื้อเพลิงอื่นๆ นอกจากนี้ยังสามารถใชไซโลสเปนสารเหนี่ยวนํา

ในการสรางกลูโคสไอโซเมอเรสโดยจุลินทรียซึ่งใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทส (high 

fructose syrup) (Chen,1980) สวนอะราบิโนสใชเปนสารใหความหวานไดเชนกัน เนื่องจากมีรส

หวานและรางกายไมดูดซึม (Seri และคณะ, 1996) และยังสามารถปองกันการเกิดภาวะน้ําตาลใน

เลือดสูงในผูปวยโรคเบาหวานหลังการรับประทานซูโครส (Matsuo และคณะ, 2000) เปนตน 

นอกจากนี้ยังมีการนําเอนไซมยอยสลายไซแลนไปใชในกระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ (Bajpai, 

1999) เนื่องจากเปนวิธีที่ไมกอใหเกิดสารพิษตกคางเมื่อเทียบกับการใชสารเคมี และยังนํามาใชใน

อุตสาหกรรมการทําน้ําผลไม อุตสาหกรรมขนมปง เพื่อปรับปรุงคุณภาพ (Maat และคณะ, 1992) 

รวมถึงอุตสาหกรรมอาหารสัตวโดยชวยยอยไซแลนซ่ึงปนอยูในอาหาร ทําใหงายตอการดูดซึม

อาหาร (Gilbert และ Hazlewood, 1993) 
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บทที่ 2 

 
ปริทัศนวรรณกรรม 

 
2.1 เอนไซมยอยสลายสายหลักของไซแลน 
 

2.1.1 ไซแลเนส (EC 3.2.1.8) 
 

เอนโดไซแลเนส หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซลาโนไฮโดรเลส (1,4-β-D-xylan-

xylanohydrolase: EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลสิดิกแบบสุม เรียก

กระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายใน ไดไซโลสและโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ เปนผลิตภัณฑ

สุดทาย (Gilbert และคณะ, 1993) 

 
2.1.2 บีตา-ไซโลสิเดส (EC 3.2.1.37) 
 

บีตา-ไซโลสิเดส หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซโลไฮโดรเลส (1,4-β-D-xylan-

xylohydrolase: EC 3.2.1.37) เอนไซมชนิดนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซดใน

โอลิโกแซคคาไรดสั้นๆทีละหนวยจากปลายสายดานนอนรีดิวซ (non-reducing end) เรียก

กระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายนอก ไดไซโลสเปนผลิตภัณฑสุดทาย (Dekker และ 

Richards, 1976) 
 

2.2 เอนไซมยอยสายกิ่งของไซแลน 
 

2.2.1 แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (EC 3.2.1.55) 
 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (EC 3.2.1.55) เปนเอนไซมชนิด exo-type 

ที่ยอยพันธะแอลฟา-1,2 และแอลฟา-1,3 จากปลายสายดานนอนรีดิวซของหมู แอลฟา-แอล-อะ

ราบิโนฟวราโนสจากไซแลน อะราบิโนไซแลน และอะราบิโนกาแลคแทน (Manin และคณะ, 

1994) ไดอะราบิโนสเปนผลิตภัณฑสุดทาย (Kormelink และคณะ, 1991) 
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2.2.2 แอซีติลเอสเทอเรส (EC 3.1.1.6) 
 

แอซีติล (ไซแลน) เอสเทอเรส (acetyl (xylan) esterase: EC 3.1.1.6) ยอยสลาย

พันธะบีตา-1,2 หรือบีตา-1,3 ที่เชื่อมระหวางหมูแอซีติลกับสายหลักของไซแลน สงผลใหเอนไซม

ยอยสลายสายหลักเขายอยสลายไซแลนไดดีข้ึน โดยผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายคือ ไซโลโอลิ

โกแซคคาไรด ไซโลส และกรดแอซีติก (Johnson และคณะ, 1988)  
 

2.3 ประโยชนของเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน 
  

เอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนมีบทบาทสําคัญตออุตสาหกรรมหลายชนิด และเปนที่

สนใจกันมากเพราะสามารถนํามาใชใหเกิดประโยชนไดจริงเชน การแปรสภาพวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรมาเปนเชื้อเพลิงและสารเคมี (Screenath และ Jeffries, 2000) อุตสาหกรรมฟอกเยื่อ

กระดาษ (Bajpai, 1999) อุตสาหกรรมทําน้ําผลไมใหใสข้ึน (Polizeli และคณะ, 2005) 

อุตสาหกรรมขนมปง เพื่อปรับปรุงคุณภาพ (Maat และคณะ, 1992) อุตสาหกรรมการทําไวนเพื่อ

เพิ่มกลิ่นรสในไวน (Saha, 2000) และใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวเพื่อลดความหนืดของอาหาร

สัตวลงทําใหยอยงายขึ้นและเพิ่มการดูดซึม (Gilbert และ Hazlewood, 1993) เปนตน 

 การทํางานรวมกันของเอนไซมยอยสายกิ่งกับเอนไซมยอยสายหลักจะชวยใหเกิดการยอย

สลายไซแลนไดอยางสมบูรณ จะไดผลิตภัณฑสุดทายเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวคือ ไซโลสและ     

อะราบิโนส ซึ่งสามารถนําไปใชผลิตสารหรือผลิตภัณฑที่มีประโยชนและมีคุณคาทางเศรษฐกิจสูง

ไดมากมาย เชน ไซโลสเปนสารชักนําในการสรางไซโลสไอโซเมอเรส หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวากลูโคส

ไอโซเมอเรส เรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรักโตสซึ่งใชในการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโตส (high 

fructose syrup) และถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตขนมหวานและลูกกวาด (Chen, 1980) 

นอกจากนี้ยังสามารถใชไซโลสเปนสารอาหารใหกับจุลินทรียในกระบวนการหมักเพื่อผลิตโปรตีน

เซลลเดียว (single cell protein) ใชเปนสารตั้งตนในการผลิตไซลิทอล (Barbosa และคณะ, 

1996) ซึ่งเปนสารที่ใชทางการแพทยทดแทนน้ําตาลใหกับผูปวยโรคเบาหวาน หรือใชเพื่อใหความ

หวานในลูกอม ยาสีฟน หมากฝรั่ง โดยไมทําใหฟนผุ (Parajo และคณะ, 1998) โดยมีกระบวนการ

เปลี่ยนรูปดังรูปที่ 2.1 นอกจากนั้นยังใชเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอลและบิวทานอล (Neale 

และคณะ, 1988) นอกจากไซโลสแลวอะราบิโนสยังสามารถใชเปนสารใหความหวานไดเชนกัน 

เนื่องจากมีรสหวานและรางกายไมดูดซึม (Seri และคณะ, 1996) และยังสามารถปองกันการเกิด

ภาวะน้ําตาลในเลือดสูงในผูปวยเบาหวานหลังการรับประทานซูโครสเขาไปไดอีกดวย (Matsuo 

และคณะ, 2000) 
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xylose 

 

 

 

 

 

xylitol 
 
รูปที่ 2.1 การเปลี่ยนไซโลสเปนไซลิทอล (Walker, 1998) 

 

 การใชประโยชนของน้ําตาลจากเฮมิเซลลูโลส มีความสําคัญในการนําวัสดุทางการเกษตร

กลับคืนมาใชใหม โดยเปลี่ยนเปนสารประกอบที่มีมูลคาสูงขึ้นดวยกระบวนการหมักเชน เอทานอล

และสารประกอบอื่นๆ ดังกลาวขางตน การใชกรดเจือจางที่อุณหภูมิสูงสามารถยอยเฮมิเซลลูโลส

ใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวได (Saha และ Bothast, 1998) อยางไรก็ดีวิธีการนี้จะใหผลิตผล

ขางเคียงที่เปนพิษตอจุลินทรียที่เกี่ยวของกับการหมักดวย ดังนั้นเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน 

(xylan-degrading enzyme) จึงมีความสําคัญมากในการยอยสลายผลผลิตทางการเกษตรไปเปน

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวสําหรับเปนสารตั้งตนในกระบวนการหมัก ทั้งนี้เพราะเปนปฏิกิริยาที่ไมรุนแรง 

มีความจําเพาะเจาะจง ไมกอใหเกิดสารขางเคียงที่เปนพิษตอจุลินทรีย 

 ในปจจุบันนี้การผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเปนที่สนใจอยางมาก 

เนื่องจากชวยเพิ่มคุณคาของวัสดุเหลือทิ้งและลดการใชเชื้อเพลิงฟอสซิล (fossil fuel) ในป 2002 

เอทานอลกวา 2 ลานแกลลอนถูกผลิตขึ้นจากการหมักแปงเปนหลัก และแนวโนมการใชเอทานอล

ในอนาคตประเมินกันวาจะมีอัตราเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว เนื่องจากเปนสารที่มีความปลอดภัยกับ

ส่ิงแวดลอมมากกวาการใช methyl tertiary butyl ether (MTBE) ซึ่งเปนสารผสมในน้ํามันเพื่อการ

เผาไหมที่สะอาด และใชกันอยางแพรหลายที่สดุ นอกจากนี้พบวา MTBE มีการปนเปอนในแหลง

น้ําธรรมชาติ (Saha, 2003) 

 วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่ยังไมไดใชประโยชน สามารถใชเปนวัตถุดิบราคาถูกในการ

ผลิตเอทานอลได การยอยสลายเฮมิเซลลูโลสดวยเอนไซมจะไดน้ําตาลตางๆ ข้ึนกับแหลงที่มา เชน 

ไซโลส กาแลคโตส แมนโนส ฟรุกโตส แรมโนส กลูโคส และอะราบิโนส แมวา Saccharomyces 

cerevisiae ทั่วๆ ไป จะเปลี่ยนกลูโคสไปเปนเอทานอลไดอยางรวดเร็ว แตก็ไมสามารถเปลี่ยน

น้ําตาลชนิดอื่นๆ เชน ไซโลสไปเปนเอทานอลได (Saha, 2003) 

NAD+ 

NADH 
xylose reductase 
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 Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis และ Candida shehate เปนยีสตที่สามารถ

เปลี่ยนไซโลสและอะราบิโนสไปเปนเอทานอลได (Walker, 1998) ดังรูปที่ 2.2 และ 2.3 แตในเชิง

พาณิชยการใชยีสตเหลานี้ในการหมักเอทานอลมีอยูไมมากเพราะมีความทนตอเอทานอลไดต่ํา 

กระบวนการหมักเปนไปอยางเชื่องชา และการควบคุมออกซิเจนเพื่อใหไดภาวะที่เหมาะสมทําได

ยาก (Du Preez, 1994) แตอยางไรก็ตามไซโลสสามารถถูกเปลี่ยนเปนไซลูโลสโดยใชไซโลสไอโซ

เมอเรส และยีสตทั่วๆ ไปสามารถหมักไซลูโลสเปนเอทานอลได (Gong และคณะ, 1981) จึงมีการ

ใชเทคโนโลยีรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอโดยทรานสฟอรมยีนประมวลรหัสไซโลสไอโซเมอเรสจากยีสต

เขาสู Saccharomyces cerevisiae ทําใหสามารถหมักไซโลสเปนเอทานอลได (Walker, 1998) 

ดังรูปที่ 2.4  
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D-xylose 
          membrane transport 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2 การหมักไซโลสเปนเอทานอลโดย Candida shehate (Walker, 1998) 
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L-Arabinose 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

รูปที่ 2.3 การหมักอะราบิโนสเปนเอทานอลโดยยีสต (Walker, 1998) 
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รูปที่ 2.4 การหมักไซโลสเปนเอทานอล โดย Saccharomyces cerevisiae ที่ปรับปรุงสายพันธุให

มีไซโลสไอโซเมอเรส (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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เนื่องจากไซแลนมีโครงสรางซับซอนโดยมีหมูขางเคียงหลายชนิดดังกลาวขางตน จึงทําให

การยอยดวยเอนไซมยอยสลายสายหลักเพียงอยางเดียวไมมีประสิทธิภาพดีเทาที่ควร จึงมี

การศึกษาการทํางานรวมกันกับเอนไซมที่ยอยหมูขางเคียงของไซแลน ซึ่งเปนการเพิ่มประสิทธิภาพ

การทํางานของเอนไซมยอยสลายสายหลักได 

ไดมีรายงานเกี่ยวกับการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสรวมกับเอนไซม

ยอยสลายไซแลนสายหลักในการยอยสลายไซแลน และเฮมิเซลลูโลสที่อยูในวัสดุทางเกษตรดังนี้ 

Bachmann และ McCarthy (1991) ศึกษาการทํางานของเอนโดไซแลเนส บีตา-ไซโลสิ

เดส และแอลฟา-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermomonospora fusca พบวาเมื่อใชเอนโดไซ

แลเนสและบีตา-ไซโลสิเดสรวมกันในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต ปริมาณน้ําตาล

รีดิวซที่ไดเพิ่มข้ึนจากการใชเอนโดไซแลเนสเพียงอยางเดียว แตปริมาณน้ําตาลรีดิวซไมเพิ่มข้ึนเมื่อ

ใชสับสเตรตเปนฟางขาวสาลี และเมื่อใชเอนโดไซแลเนสและแอลฟา-อะราบิโนฟวราโนสิเดสรวม

กันในการยอยสลายไซแลนจากฟางขาวสาลี พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดเพิ่มขึ้น 1.8 เทา เมื่อ

เทียบกับการใชเอนโดไซแลเนสเพียงอยางเดียว 

Lee และ Forsberg (1987) ศึกษาการทํางานรวมกันของไซแลเนส บีตา-ไซโลสิเดส และ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาใหปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้น 74 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนการยืนยันวาการยอยสลายพันธะแอลฟา-1,3 ของ     

อะราบิโนสที่เกาะกับไซแลนสายหลัก ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายไซแลน 

Bezalel และคณะ (1993) ไดทําการปรับปรุงประสิทธิภาพการฟอกเยื่อกระดาษของ      

ไซแลเนส T6 ที่ผลิตจาก Bacillus stearothermophilus L1 โดยทดลองใหมีการทํางานรวมกันกับ

เอนไซมในกลุมเฮมิเซลลูเลส (hemicellulase) อ่ืนๆ พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ        

เดสจาก Bacillus stearothermophilus L1 สามารถทํางานรวมกับไซแลเนส T6 ได โดยสามารถ

ปลดปลอยลิกนินออกจากเยื่อกระดาษที่ยังไมไดฟอกสีไดเพิ่มข้ึนอยางชัดเจน 

Morales และคณะ (1995) ศึกษาการทํางานรวมกันระหวางไซแลเนส และแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจาก Bacillus polymyxa พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสสามารถยอยสลายพันธะ แอลฟา-1,5 ของอะราบิโนไซแลนไดอะราบิโนส เมื่อมีไซแลเนส

ทํางานรวมดวย 

Wood และ McCrae (1996) ศึกษาผลของการทํางานรวมกันระหวางเอนโด-1,4-บีตา-ดี-

ไซแลเนสกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Aspergillus awamori พบวาชวยเพิ่มการ

ปลอยอะราบิโนสของอะราบิโนไซแลนจากฟางขาวโอตจาก 10.3 เปน 42.2 เปอรเซ็นต และชวย

เพิ่มการปลอยอะราบิโนสของอะราบิโนไซแลนจากฟางขาวสาลีขึ้นจาก 10.2 เปน 69.8 เปอรเซ็นต 

ภายใตสภาวะที่ทดสอบ 
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de Vries และคณะ (2000) ศึกษาการทํางานรวมกันของเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน

จาก Aspergillus ในการยอยสลายเพนโตซานที่ไมละลายน้ํา (water insoluble pentosan) จาก

แปงขาวสาลี พบวาเมื่อใชเอนโดไซแลเนสรวมกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และอะราบิ

โนไซแลน อะราบิโนฟวราโนไฮโดรเลส จะชวยใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 2.5 และ 2 เทา 

ตามลําดับ  

Hashimoto และ Nakata (2003) ศึกษาการยอยสลายอะราบิโนไซแลนดวยเอนไซมผสม

ซึ่งประกอบดวยไซแลเนส บีตา-ไซโลสิเดส และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจาก 

Aspergillus oryzae HL15 ในภาวะที่เหมือนกับในถังหมักซีอ๊ิว (soy sauce moromi mash) ซึ่งมี

คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 และความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเทากับ 15 เปอรเซ็นต ซึ่งให

ผลิตภัณฑสุดทายเปนอะราบิโนสและไซโลส  

Rahman และคณะ (2003) ศึกษาบทบาทของไซแลเนส แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสและบีตา-ไซโลสิเดสจาก Penicllium sp. AHT-1 ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต 

พบวาชวยเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดิวซจาก 25 เปน 61 เปอรเซ็นต และลําดับในการทําปฏิกิริยาของ

เอนไซมในการยอยสลายไซแลนจะเริ่มจากแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตามดวยไซแลเนส 

และสุดทายคือบีตา-ไซโลสิเดส 

Tuncer และ Ball (2003) ศึกษาการทํางานรวมกันของเอนโดไซแลเนส บีตา-ไซโลสิเดส 

และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermomonospora fusca BD25 ในการยอย

สลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ได เพิ่มข้ึนจากการใชเอนโด          

ไซแลเนสเพียงอยางเดียวจาก 28.1 เปน 58.1 เปอรเซ็นตของสารตั้งตน โดยไดไซโลสและอะราบิ

โนสเปนผลิตภัณฑหลัก 

Koukiekolo และคณะ (2005) ศึกษาการทํางานรวมกันของเฮมิเซลลูเลสคือ อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส A และไซแลเนส A จาก Clostridium cellulovorans ในการยอยสลายไซแลนจาก

เซลลูโลส/อะราบิโนไซแลนและเสนใยของขาวโพด พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดเพิ่มข้ึน 2.6 และ 

2.3 เทา ตามลําดับ เมื่อเทียบกับผลรวมของปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากแตละปฏิกริยาที่ใช

เอนไซมเพียงชนิดเดียว 

Kambourova และคณะ (2006) ศึกษาการทํางานรวมกันของไซแลเนสจาก 

Anoxybacillus flavithermus BC และบีตา-ไซโลสิเดส/แอลฟา-อะราบิโนสิเดสจาก Sulfolobus 

solfataricus Oα ในการยอยสลายไซแลนจากไมเบิรช ไมบีช และเปลือกขาวโอต พบวาเมื่อใช

เอนไซมดังกลาวรวมกัน จะชวยเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ซึ่งในการยอยสลายไซแลนจากไมบีช   

จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากที่สุด โดยสามารถยอยสลายไซแลนได 32.8 เปอรเซ็นต เมื่อใช         
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ไซแลเนสเพียงอยางเดียว และเพิ่มข้ึนเปน 63.6 เปอรเซ็นต เมื่อใชบีตา-ไซโลสิเดส/แอลฟา-อะราบิ

โนสิเดสรวมดวย 

เอนไซมที่ตัดพันธะแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิดิก สามารถทําปฏิกิริยารวมกันกับไซ

แลเนส ในการยอยสลายอะราบิโนไซแลน (Greve และคณะ, 1984) การทํางานรวมกันระหวาง 

เอนโด-ไซแลเนส กับอะราบิโนฟวราโนสิเดส สามารถชวยยอยสลายอะราบิโนไซแลนในหญาได 

ดังนั้นจึงเปนการเพิ่มความสามารถในการยอยอาหารของสัตว (Graham และ Inborr, 1992) 

และไดมีรายงานวาแอซีติลเอสเทอเรสมีบทบาทสําคัญตอการเพิ่มประสิทธิภาพเอนไซม

ยอยสลายไซแลนสายหลักเชน Biely และคณะ (1986) รายงานวาการยอยสลายไซแลนเกิดขึ้น

รวดเร็วเมื่อบมปฏิกิริยาในแอซีติลเอสเทอเรสและไซแลเนสที่ผลิตจาก Schizophyllum commune 

ใหผลิตภัณฑคือ ไซโลส ไซโลโอลิโกเมอร และกรดแอซีติก 

Poutanen และคณะ (1990) ศึกษาถึงการทํางานของไซแลเนสรวมกับแอซีติลเอสเทอเรส

จาก Trichoderma reesei พบวาทั้งสองเอนไซมสงเสริมซ่ึงกันและกันในการยอยสลายพันธะไกล

โคซิดิก โดยแอซีติลเอสเทอเรสทําหนาที่ดึงหมูแอซีติลออกจากไซโลโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นกอน 

ทําใหไซแลเนสสามารถเขายอยสลายไซแลนไดอยางสมบูรณ และเมื่อใชไซแลเนส บีตาไซโลสิเดส

และแอซีติลเอสเทอเรสทํางานรวมกันจะไดปริมาณไซโลสมากที่สุด 

Puls และคณะ (1991) ศึกษาลําดับการยอยแอซีติล-4-โอ-เมธิลกลูคูโรโนไซแลนจากไมบีช

ดวยเอนไซมตางๆ โดยเมื่อนํามายอยดวยแอซีติลเอสเทอเรสรวมกับไซแลเนส พบวาไดผลิตภัณฑ

เปน กรดแอซีติก ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส เปนสวนใหญ และเมื่อบมดวยแอซีติลเอสเทอเรส

กอนแลวตามดวยไซแลเนส ไดไซโลไบโอสเปนสวนใหญ และไดไซโลสเพิ่มข้ึน แตเมื่อนําไซแลนมา

บมดวยไซแลเนสกอนก็สามารถชวยใหแอซีติลเอสเทอเรสทํางานไดดีเชนกัน แตผลิตภัณฑที่ไดจะมี

ขนาดใหญ คือ ไซโลไตรโอส และไซโลโอลิโกเมอรสายยาวที่ยังคงมีหมูขางเคียงบางสวนอยู 

Kormelink และคณะ (1993) รายงานวาเมื่อนําไซแลนจากไมเบิรชมาบมกับแอซีติลเอส

เทอเรสจาก Aspergillus niger เปนเวลา 1 ชั่วโมง พบวาเอนไซมมีความสามารถสูงในการยอยหมู

แอซีติล ไดผลิตภัณฑเปนกรดแอซีติก 62 เปอรเซ็นต (กําหนดใหปริมาณหมูแอซีติลทั้งหมดใน

สับสเตรทเทากับ 100 เปอรเซ็นต) จากนั้นบมตอดวยเอนโดไซแลเนส I จาก Aspergillus awamori 

นาน 1 ชั่วโมง พบวาใหผลิตภัณฑ คือ ไซโลโอลิโกเมอรตางๆ เพิ่มข้ึน 5 เทา และเมื่อบมตอเปน

เวลานาน 24 ชั่วโมง พบวาใหไซโลโอลิโกเมอรและไซโลสเพิ่มข้ึนเปน 66 และ 4 เทา ตามลําดับ 

โดยเปรียบเทียบกับบมปฏิกิริยาในเอนโดไซแลเนส I เพียงชนิดเดียวนาน 1 ชั่วโมง และเมื่อนําไซ

แลนจากไมเบิรชที่ถูกดึงหมูแอซีติลออกแลวโดยแอซีติลเอสเทอเรสมาบมกับบีตา-ไซโลสิเดส นาน 

24 ชั่วโมง ไดไซโลสเพิ่มข้ึน 1.7 เทา 
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Dupont และคณะ (1996) ศึกษาการทํางานรวมกันของแอซีติลเอสเทอเรสกับไซแลเนส A 

และไซแลเนส B จาก Streptomyces lividans ในการยอยสลายไซแลนจากไมเบิรชที่มีการนํามา

สังเคราะหโดยเพิ่มหมูแอซีติล พบวาเมื่อนําไซแลนไปยอยดวยแอซีติลเอสเทอเรสกอนเพื่อดึงหมูแอ

ซีติลออก แลวตามดวยไซแลเนสทําใหไซแลนถูกยอยสลายไดอยางสมบูรณ แอซีติลเอสเทอเรสมี

ความจําเพาะกับ O-acetylated polysaccharide ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการยอยเฮมิเซลลูโลส 

โดยเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายนี้มีความสําคัญตอการเจริญและการอยูรอดในธรรมชาติ

ของจุลินทรีย 

เฮมิเซลลูโลสในพืชมักมีหมูแอซีติลเปนองคประกอบปริมาณมาก โดยแอซีติลของไซแลน

สามารถขัดขวางการยอยสลายของเอนไซมที่ผลิตจากจุลินทรีย และเปนปจจัยสําคัญตอการยอย

ลิกโนเซลลูโลสในลําไสของสัตว ดังนั้นการยอยสลายหมูแอซีติลออกจากสายไซแลนดวยแอซีติล

เอสเทอเรสจึงเปนการเพิ่มความสามารถในการยอยอาหารของสัตวได (Puls และคณะ, 1991) 

แอซีติลเอสเทอเรสสามารถทํางานรวมกับไซแลเนสในการฟอกสีเยื่อกระดาษ เนื่องจาก

การยอยสลายไซแลนในเยื่อกระดาษจะทําใหลิกนินซึ่งเกาะกับไซแลนหลุดออกไปบางสวน และทํา

ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางบนเสนใยที่ทําใหงายตอการกําจัดลิกนิกโดยสารฟอกขาว จึงชวย

ลดปริมาณการใชสารเคมีไดเชน โซเดียมไฮดรอกไซด และคลอรีน สงผลใหกระดาษมีความขาว

และสวางมากขึ้น (Paice และคณะ, 1992) 

งานวิจัยเกี่ยวกับเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนที่ดําเนินมาอยางตอเนื่องในภาควิชาจุล

ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ไดรายงานถึงการผลิตไซแลเนส การทําให

บริสุทธิ์ และสมบัติของเอนไซมจาก Streptomyces sp. PC22 (Ungchaitham และ

Pinphanichakarn, 1998; Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000) การผลิตบีตา-ไซโลสิ

เดส การทําใหบริสุทธิ์ และสมบัติของเอนไซมจาก Streptomyces sp. CH7 (Pinphanichakarn 

และคณะ, 2004) การผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส การทําใหบริสุทธิ์ และสมบัติของ

เอนไซมจาก Streptomyces sp. PC22 (วชิุตา เหลาเรืองธนา, 2547; ปนปญญา เรียงรุงโรจน, 

2549) รวมถึงการผลิตแอซีติลเอสเทอเรส การทําใหบริสุทธิ์ และสมบัติของเอนไซมจาก 

Streptomyces sp. PC22 (เวฬุรีย ทองคํา, 2547; วัชรี ชุณหกุล, 2548)  

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงคที่จะศึกษาประสิทธิภาพในการทํางานรวมกันของเอนไซม

เหลานี้ในการยอยสลายไซแลน รวมทั้งเฮมิเซลลูโลสที่ไดจากธรรมชาติ ซึ่งจะเปนประโยชนตอการ

นําวัสดุทางการเกษตรกลับคืนมาใชเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตผลิตภัณฑตางๆ ดวย

กระบวนการหมักตอไป (Chen, 1980) 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 
3.1  เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

 
1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Innova 4330 บริษัท New Brunwick Scientific Co., 

Inc., Edison, N.J., USA และรุน Gyromax 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., 

USA 

2. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดทําความเย็น รุน 6500 บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30I  

 บริษัท Beckman Coulter, Germany 

3. เครื่องปนเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน Kubota 1920 บริษัท Kubota, Japan 

4. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (Digital pH meter) รุน SevenEasy บริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 

5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic Unicam, USA, รุน Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA และรุน 

Perkin Elmer instruments Lamda 25 UV/VIS Spectrometer บริษัท PerkinElmer, 

Inc., USA 

6. เครื่องชั่งรุน PG 2002-S, รุน PB 3002 และรุน AG285 บริษัท Mettler Toledo Co., 

Ltd., Switzerland 

7. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 และรุน ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 

Japan, รุน MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุน HV-25, บริษัท 

Hirayama, Co., Ltd., Japan 

8. ตูเขี่ยเชื้อ Clean รุน V3-4 และรุน V6 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand 

9. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส Mitsubishi Electric รุน MR-F56R-SL บริษัทกันยงอีเลค 

ทริก จํากัด (มหาชน), ประเทศไทย 

10. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน W 200 และรุน WB 22 บริษัท Memmert, 

Germany  

11. อางน้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน GFL 1086 บริษัท Gesellschaft für Labortechnik 

Co., Ltd., Germany 

12. เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุน G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 
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13. เครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) รุน 502-P บริษัท PMC, USA และรุน HS10-2 

บริษัท Torrey Pines Scientific, Inc. USA 

14. เครื่องโครมาโทกราฟ รุน Bio-Logic LP บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

15. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง ชนิดอาง รุน Soronex RK 100 บริษัท Bandelin 

Electronic, Germany 

16. เครื่องดูดอากาศ รุน A-3S บริษัท Eyela, Japan 

17. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 

18. ตูอบความรอน รุน UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 

19. ไมโครปเปตต ขนาด 20, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 

20. ฮีมาไซโทมิเตอร บริษัท Schott Duran, Germany 

 
3.2  เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

1. ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

2. ไซแลนจากไมเบิรช (xylan from birchwood) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

3. ไซแลนจากไมบีช (xylan from beechwood) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

4. พารา-ไนโตรฟนิล แอซีเตต (p-nitrophenyl acetate) บริษทั Sigma Chemical Co., 

USA 

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

บริษัท Sigma Chemical Co., USA  

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

arabinofuranoside) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

7. พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

8. แมคโคร-เพรบ ดีอีเออี (Macro-Prep DEAE) บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA   

9. ไฮดรอกซีอะปาไทด (Hydroxyapatite) บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

10. แอมโมเนยีมซัลเฟต (Ammonium sulfate) บริษัท Merck, Germany 

11. อะลูมินา (Alumina) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

12. โบวีนซีรัมอัลบูมิน บริษัท Sigma Chemical Co.,USA 

13. ทริปติกซอยบรอท (Tryptic Soy Broth) บริษัท Difco Laboratories, USA 

14. สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Ireland 

15. สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract) บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Ireland 
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16. พอลิเพบโตน (Polypeptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 

17. แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) บริษัท Merck, Germany 

18. กลูโคส (Glucose) บริษัท Merck, Germany 

19. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 

20. โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany 

21. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O) บริษัท Merck, Germany 

22. เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4⋅7H2O) บริษัท Merck, Germany 

23. กลีเซอรอล (Glycerol) บริษัท Merck, Germany 

24. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 

25. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 

26. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany 

27. โซเดียมแอซีเตต (CH3COONa) บริษัท Merck, Germany 

28. กรดแอซีติก (CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

29. ทริสไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

30. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

31. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต  (Na2HPO4⋅12H2O) บริษัท Merck, 

Germany 

32. โซเดียมโพแทสเซียมทาร เทรตเตตระไฮเดรต  (C4H4KNaO6.4H2O) บริษัท  Merck, 

Germany 

33. คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O) บริษัท Merck, Germany 

34. โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 

35. แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต ((NH4)6Mo7O24⋅4H2O) บริษัท Merck, Germany 

36. กรดซัลฟูริก (H2SO4) บริษัท Merck, Germany 

37. โซเดียมอารซีเนต (NaHAsO4) บริษัท Ajax Chemicals, Australia 

38. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) บริษัท Merck, Germany 

39. สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) บริษัท Merck, Germany 
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3.3 วิธีการดําเนินงานวิจัย 

  
 3.3.1 การเตรียมไซแลเนสจาก Streptomyces sp. PC22 
 

 3.3.1.1 การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 เพื่อผลิตไซแลเนส (Wateewuthajarn 

และ Pinphanichakarn, 2000) 

 

  Streptomyces sp. PC22 ผลิตไซแลเนส 2 ชนิด คือ ไซแลเนส I ซึ่งสรางใน

ปริมาณต่ํา และไซแลเนส II ซึ่งสรางปริมาณสูง (Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000) 

งานวิจัยนี้จะใชไซแลเนส II ในการศึกษาการทํางานรวมกันกับเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน

ชนิดอื่นๆ 
 

3.3.1.1.1 การเตรียมสปอร Streptomyces sp. PC22  

  

  ปลูกเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ในอาหารแข็งเอียงขาวไรย 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 1) บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จนสายใยเจริญเต็มที่ 

และนํามาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10-15 วัน จนสปอรแกเปนสีเทา จึงนํามาขูดสปอรออกโดย

เทคนิคปลอดเชื้อ โดยใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวแขวนลอย ดูดสปอรแขวนลอยที่ไดมากรองผาน

ชุดกรองสปอร นําสปอรแขวนลอยที่กรองไดมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางสปอรที่ไดดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นแขวนลอยใน 30 

เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 2 คร้ัง โดยเจือจางใหไดความเขมขนของสปอร

เทากับ 2×108 สปอรตอมิลลิลิตร แบงเก็บเปนปริมาตรนอย ๆ (aliquots) ที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 

 

 3.3.1.1.2 การเพาะเลี้ยง Streptomyces sp. PC22  

 

1. ถายสปอรแขวนลอยของเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ความเขมขน 2×108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริพติคซอยบรอท (Tryptic 

soy broth, TSB) pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมี

ขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 ชั่วโมง 
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2. ถายเชื้อจากหัวเชื้อ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน คอมเพล็กซ      

มีเดียม (Xylan complex medium) สําหรับผลิตไซแลเนส (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) pH 9.0 

ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บม

เชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 2 วัน 

3. นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและกากอาหารที่เหลือออกจากน้ํา
เลี้ยงเชื้อที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใส

ที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตี และปริมาณโปรตีนของไซแลเนสเพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 

 

  3.3.1.2 การทําไซแลเนส II ใหบริสุทธิ์ (Ungchaitham และ Pinphanichakarn, 

1998; Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000) 

 

  3.3.1.2.1 การทําไซแลเนส II ใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียม

ซัลเฟต 

 

   นําสารละลายเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 3.3.1.1.2 มาตกตะกอนดวย

แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80 เปอรเซ็นต พรอมทั้งกวนเบาๆ ดวยเครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic 

stirrer) กวนสารแขวนลอยเอนไซมประมาณ 1-2 ชั่วโมง นาํไปปนแยกตะกอนออกจากสวนน้ําใส

ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นละลายตะกอนโปรตีนที่ไดใน 50 

มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ซึ่งเปนบัฟเฟอรที่เหมาะสมสําหรับการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์โดย

คอลัมนแลกเปลี่ยนอิออนลบ โดยใชปริมาตรนอยที่สุดที่ละลายตะกอนไดหมด ไดอะไลสขามคืนใน

บัฟเฟอรชนิดเดิม คร้ังสุดทายไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 50 มิลลิโมลาร 

ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนออก วัด

ปริมาตร วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของไซแลเนส 

 

3.3.1.2.2 การทําไซแลเนส II ใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนโครมาโทกราฟบนแมคโคร- 

เพรบ ดีอีเออี (Macro-Prep DEAE) 

 

  ลางสารแขวนลอยแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคน

เบาๆ แลวปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสทิ้งพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทํา

เชนนี้หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู แชเจลใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 
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นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยการดูดเอาอากาศออกประมาณ 20-30 นาที แลวบรรจุเจลลง

ในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 28 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 50 มิลลิลิตร 

ผานสารละลาย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ลงในคอลัมน ปริมาตร 2-3 เทาของปริมาตร

เจล ดวยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆ ใสสารละลายเอนไซมที่ผานการตกตะกอน

ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80 เปอรเซ็นตจากขอ 3.3.1.2.1 ลงบนผิวหนาเจล ชะโปรตีนที่ไมถูก

จับกับแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ออกดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิมซ่ึงไซแลเนส I ไมสามรถจับกับแมค

โคร-เพรบ ดีอีเออี จึงถูกแยกออกจากไซแลเนส II ในขั้นตอนนี้ (Wateewuthajarn และ

Pinphanichakarn, 2000) ติดตามโปรตีนที่ถูกชะออกจากคอลัมนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนมีคาใกลศูนย จากนั้นจึงชะโปรตีนที่จับอยูกับเจลออกโดยใช 0-

1 โมลาร โซเดียมคลอไรดเกรเดียนทใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 เก็บสารละลายที่

ผานคอลัมนลําดับสวนละ 2.0 มลิลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของไซแลเนสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมเอาลําดับสวน

ที่พบแอคติวิตีของไซแลเนส II เขาดวยกัน ซึ่งจะถูกชะออกจากคอลัมนที่ความเขมขนของโซเดียม

คลอไรดในชวง  150 ถึง  300 มิลลิโมลาร  จากนั้นทําให เขมขนขึ้นโดยวิธี  concentrating 

centrifugation ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที ดวย concentrator tube ซึ่งมีเมมเบรนที่มีการคัด

ขนาดโมเลกุล (Molecular weight cut off) 10,000 ดาลตัน แลวนําตัวอยางไปไดอะไลสใน 20 

มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 เปนเวลาขามคืน สุดทายนําไปไดอะไลสใน 30 

เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เปนเวลา 4-5 

ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของไซแลเนส 

 
  3.3.1.3 การวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส 
 
   การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนสดัดแปลงมาจากวิธีของ Nakajima และ

คณะ (1984) โดยการวัดปริมาณน้ําตาลไซโลสที่เกิดจากการยอยสลายไซแลน ซึ่งสารละลายใน

ปฏิกิริยาประกอบดวย 

0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 10 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร ซึ่งละลายใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 

0.8  มิลลิลิตร ของ 100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 

0.2  มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยตมในอางน้ําเดือด 

10 นาที แลวนําไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ Somogyi (1952) และ Nelson (1944)  
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3.3.1.4 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi (1952) และ 
Nelson (1944) 

 

 นําสารตัวอยางที่จะวิเคราะหปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายอัลคาไลน         

คอปเปอร (alkaline copper reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให

เขากันแลวตมในอางน้ําเดือด 15 นาที แลวแชในน้ําเย็นทันที จากนั้นเติมสารละลายเนลสัน 

(Nelson’s reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.2) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 30 นาที เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม แลวนําไปวัด

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร  

คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของไซโลสความเขมขน 0-200

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 

1 หนวยของไซแลเนส คือ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายไซแลนแลวไดน้ําตาลรีดิวซ

เทียบเทากับไซโลส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทดลอง 
 

3.3.1.5 การศึกษาสมบัติของไซแลเนส II จาก Streptomyces sp. PC22 
 

3.3.1.5.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไซแลเนส II 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส II ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตามวิธีการใน

ขอ 3.3.1.3 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการบมในชวง 35-80 องศาเซลเซียส 

 

3.3.1.5.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของไซแลเนส II 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส II ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตามวิธีการใน

ขอ 3.3.1.3 โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรในปฏิกิริยาใหอยูในชวงความเปนกรดดาง

ตางๆ ดังนี้ 

โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอรในชวง 4.0-6.0 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอรในชวง 6.0-8.0 

ทริส ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอรในชวง 8.0-9.0 
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3.3.2 การเตรียมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
 

3.3.2.1 การเลี้ยง Streptomyces sp. CH7 เพื่อผลิตบีตา-ไซโลสิเดสภายใตภาวะ

ที่เหมาะสม ตามรายงานของ Pinphanichakarn และคณะ (2004) 
 

3.3.2.1.1 การเตรียมสปอร Streptomyces sp. CH7 

 

 ปลูกเชื้อ Streptomyces sp. CH7 ในอาหารแข็งเอียงขาวไรย 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 1) บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จนสายใยเจริญเต็มที่ 

และนํามาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10-15 วัน จนสปอรแกเปนสีเทา จึงนํามาขูดสปอรออกโดย

เทคนิคปลอดเชื้อ โดยใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวแขวนลอย ดูดสปอรแขวนลอยที่ไดมากรองผาน

ชุดกรองสปอร นําสปอรแขวนลอยที่กรองไดมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางสปอรที่ไดดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นแขวนลอยใน 30 

เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 2 คร้ัง โดยเจือจางใหไดความเขมขนของสปอร

เทากับ 2×108 สปอรตอมิลลิลิตร แบงเก็บเปนปริมาตรนอยๆ ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

จนกวาจะนํามาใช 

 

 3.3.2.1.2 การเพาะเลี้ยง Streptomyces sp. CH7 เพื่อผลิตบีตา-ไซโลสิเดส 

   

1. ถายสปอรแขวนลอยของเชื้อ Streptomyces sp. CH7 ความเขมขน 2×108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริพติคซอยบรอท pH 7.0 

ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บม

เชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 10 ชั่วโมง 

2. ถายเชื้อจากหัวเชื้อ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน คอมเพล็กซ      

มีเดียม pH 7.0 สําหรับผลิตบีตา-ไซโลสิเดส (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) pH 7.0 ปริมาตร 30 

มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่อง

เขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

  3.   กรองเซลล Streptomyces sp. CH7 ที่เล้ียงไดดวยกระดาษกรอง Whatman 

เบอร 4 ลางเซลลดวยน้ําหลายๆครั้ง จากนั้นนําเซลลที่ไดมาเตรียมบีตา-ไซโลสิเดส ตามวิธีที่
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ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Nakanishi และคณะ (1987) โดยนําเซลลที่ไดมาทําใหแตกโดยบดรวม

กับผงอะลูมินาในโกรงดวยอัตราสวนน้ําหนักเซลลเปยกตอผงอะลูมินาเทากับ 1 ตอ 1 จากนั้นเติม 

100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 เพื่อเปนตัวทําละลาย นําสวนผสมที่ไดไปปน

เหวี่ยง โดยใชเครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นาํ

สวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส และปริมาณโปรตีนเพื่อใชในการทดลอง

ขั้นตอไป 

 
3.3.2.2 การวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส 

 

   การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสเปนวิธีที่ดัดแปลงมาจาก 

Nakanishi และคณะ (1987) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย  

  25   ไมโครลิตร ของสารละลายพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด      

(p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside) ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ที่ละลายอยูใน 100 มิลลิโม

ลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 

  100 ไมโครลิตร ของ100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 

  125 ไมโครลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

 บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวย 1.25 

มิลลิลิตร ของ 0.5 มิลลิโมลาร โซเดียมคารบอเนต ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปน

ผสม นําไปวัดปริมาณพารา-ไนโตรฟนอลที่ถูกปลอยออกมาที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

กราฟมาตรฐานใชพารา-ไนโตรฟนอลความเขมขนในชวง 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 1.2) 

1 หนวยของบีตา-ไซโลสิเดส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-

ดี-ไซโลไพราโนไซด แลวใหพารา-ไนโตรฟนอล 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทดลอง 

 
3.3.2.3 การศึกษาสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 

 

3.3.2.3.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตามวิธีการ

ในขอ 3.3.2.2 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการบมในชวง 35-70 องศาเซลเซียส 

 



 28

3.3.2.3.2. ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตามวิธีการ

ในขอ 3.3.2.2 โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรในปฏิกิริยาใหอยูในชวงความเปนกรด

ดางตางๆ ดังนี้ 

โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอรในชวง 4.0-6.0 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอรในชวง 6.0-8.0 

ทริส ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอรในชวง 8.0-9.0 

 
3.3.3 การเตรียมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 

 
  3.3.3.1 การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 เพื่อผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว
ราโนสิเดส ภายใตภาวะที่เหมาะสม ตามรายงานของวิชุตา เหลาเรืองธนา (2547) 
 
  เตรียมหัวเชื้อโดยถายสปอรแขวนลอยของเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ความ

เขมขน 2×108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริพติค

ซอยบรอท pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวด

สปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 

45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 ชั่วโมง จากนั้นถายหัวเชื้อ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน 

คอมเพล็กซ มีเดียม สําหรับผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) 

pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยู

ภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 2 วัน นําตัวอยางที่ไดมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและกากอาหารที่เหลือออก

จากน้ําเลี้ยงเชื้อที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นํา

สวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีและปริมาณโปรตีนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเพื่อใช

ในการทดลองขั้นตอไป 
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  3.3.3.2 การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์ ตามรายงานของ     

ปนปญญา เรียงรุงโรจน (2548) 

 

   3.3.3.2.1 การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยการ

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 

  

   นําสารละลายเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 3.3.3.1 มาตกตะกอนดวย

แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 40-90 เปอรเซ็นต พรอมทั้งกวนเบาๆ ดวยเครื่องกวนแมเหล็ก กวนสาร

แขวนลอยเอนไซมประมาณ 1-2 ชั่วโมง นําไปปนแยกตะกอนออกจากสวนน้ําใสดวยความเร็ว 

10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นละลายตะกอนโปรตีนที่ไดใน 50 มิลลิโมลาร ทริส 

บัฟเฟอร pH 7.5 ซึ่งเปนบัฟเฟอรที่เหมาะสมสําหรับการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน

แลกเปลี่ยนอิออนลบ โดยใชปริมาตรนอยที่สุดที่ละลายตะกอนไดหมด ไดอะไลสขามคืนใน

บฟัเฟอรชนิดเดิม คร้ังสุดทายไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 50 มิลลิโมลาร 

ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนออก วัด

ปริมาตร วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   3.3.3.2.2 การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนโคร

มาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

 

บรรจุแมคโคร-เพรบ ดีอีเออีที่แขวนลอยใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร 

pH 7.5 ลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 28 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 50 

มิลลิลิตร ผานสารละลาย 50 มลิลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ลงในคอลัมน ปริมาตร 2-3 เทา

ของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆ ใสสารละลายเอนไซมที่ผานการ

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 40-90 เปอรเซ็นตจากขอ 3.3.3.2.1 ลงบนผิวหนาเจล ชะ

โปรตีนที่ไมถูกจับกับแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ออกดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม ติดตามโปรตีนโดย

การวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนมีคาใกลศูนย จากนั้นจึงชะโปรตีนที่

จับอยูกับเจล ออกโดยใช 0-1 โมลาร โซเดียมคลอไรดเกรเดียนทใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร 

pH 7.5 เก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 2.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสและไซแลเนสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมเอาลําดับสวนที่พบแอคติวิตีของแอลฟา-แอล- 

อะราบิโนฟวราโนสิเดสเขาดวยกัน ทําใหตัวอยางเขมขนขึ้นโดยวิธี concentrating centrifugation 
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ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที ดวย concentrator tube ซึ่งมีเมมเบรนที่มีการคัดขนาดโมเลกุล 

10,000 ดาลตัน จากนั้นนําตัวอยางไปไดอะไลสใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

6.8 เปนเวลาขามคืน สุดทายนําไปไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 20 มิลลิโม

ลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได

วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

    3.3.3.2.3 การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน     

ไฮดรอกซีอะปาไทด (Hydroxyapatite) 

 

  แชไฮดรอกซีอะปาไทดใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH    

6.8 ที่อุณหภูมิหอง นาน 12 ชั่วโมง เทสวนน้ําใสพรอมเจลละเอียดทิ้ง ทําเชนนี้หลายๆ คร้ัง จนไมมี

เจลละเอียดแขวนลอยอยู นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยการดูดเอาอากาศออกประมาณ 20-

30 นาที บรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร สูง 9.5 เซนติเมตร 

ปริมาตรเจล 3.7 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ดวย

อัตราการไหล 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง นําเอนไซมที่ไดจากการผานคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ใน

ขอ 3.3.3.2.2 มาผานลงคอลัมน ชะโปรตีนที่ไมจับคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม จากนั้นจึงชะ

โปรตีนที่ถูกจับดวยไฮดรอกซีอะปาไทดออกจากคอลัมนโดยการเพิ่มความเขมขนจาก 20-500 

มิลลิโมลาร ของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 1.0 

มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่พบแอคติวิตีของเอนไซม

เขาดวยกนั ทําใหเขมขนขึ้นดวยวิธี concentrating centrifugation ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที 

วัดปริมาตร วิเคราะหปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซม 

 
3.3.3.3 การวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเปนวิธีที่

ดัดแปลงมาจาก Manin และคณะ (1994) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 

  25   ไมโครลิตร ของสารละลายพารา-ไนโตรฟนิล-แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

ไซด (p-nitrophenyl α-L-arabinofuranosidase) ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ที่ละลายอยูใน 

100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0  

   200 ไมโครลิตร ของ 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 



 31

   25   ไมโครลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

 บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 

มิลลิลิตร ของ 500 มิลลิโมลาร โซเดียมคารบอเนต ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปน

ผสม นําไปวัดปริมาณพารา-ไนโตรฟนอล ที่ถูกปลอยออกมาที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

กราฟมาตรฐานใชพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขนในชวง 0-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 1.3) 

1 หนวยของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย

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

โมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทดลอง 

 
3.3.3.4 การศึกษาสมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Streptomyces sp. PC22 
 

3.3.3.4.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ในปริมาณที่

เทาๆ กัน ตามวิธีการในขอ 3.3.3.3 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการบมในชวง 35-80 องศา

เซลเซียส 

 

3.3.3.4.2. ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสในปริมาณที่

เทาๆ กัน ตามวิธีการในขอ 3.3.3.3 โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรในปฏิกิริยาใหอยู

ในชวงความเปนกรดดางตางๆ ดังนี้ 

โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอรในชวง 4.0-6.0 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอรในชวง 6.0-8.0 

ทริส ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอรในชวง 8.0-9.0 
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 3.3.4 การเตรียมแอซีติลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 
 
  3.3.4.1 การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 เพื่อผลิตแอซีติลเอสเทอเรส ภายใต

ภาวะที่เหมาะสม ตามรายงานของเวฬุรีย ทองคํา (2547) 
 
  เตรียมหัวเชื้อโดยถายสปอรแขวนลอยของเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ความ

เขมขน 2×108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริพติค

ซอยบรอท pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวด

สปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 

45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 ชั่วโมง จากนั้นถายหัวเชื้อ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน 

คอมเพล็กซ มีเดียม สําหรับผลิตแอซีติลเอสเทอเรส (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) pH 9.0 ปริมาตร 

30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบน

เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

3 วัน นําตัวอยางที่ไดมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและกากอาหารที่เหลือออกจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่

ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไป

วิเคราะหแอคติวิตีและปริมาณโปรตีนของแอซีติลเอสเทอเรส เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 

 

  3.3.4.2 การทําแอซีติลเอสเทอเรสใหบริสุทธิ์ ตามรายงานของวัชรี ชุณหกุล 

(2548) 

 

3.3.4.2.1 การทําแอซีติล เอสเทอเรสใหบ ริ สุทธิ์ โดยการตกตะกอนดวย

แอมโมเนียมซัลเฟต 

 

   นําสารละลายเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 3.3.4.1 มาตกตะกอนดวย

แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 30-90 เปอรเซ็นต พรอมทั้งกวนเบาๆ ดวยเครื่องกวนแมเหล็ก กวนสาร

แขวนลอยเอนไซมประมาณ 1-2 ชั่วโมง นําไปปนแยกตะกอนออกจากสวนน้ําใสดวยความเร็ว 

10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นละลายตะกอนโปรตีนที่ไดใน 50 มิลลิโมลาร ทริส 

บัฟเฟอร pH 7.5 ซึ่งเปนบัฟเฟอรที่เหมาะสมสําหรับการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน

แลกเปลี่ยนอิออนลบ โดยใชปริมาตรนอยที่สุดที่ละลายตะกอนไดหมดไดอะไลสขามคืนในบัฟเฟอร

ชนิดเดิม ครั้งสุดทายไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 50 มิลลิโมลาร ทริส 
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บัฟเฟอร pH 7.5 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนออก วัดปริมาตร 

วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรส 

 

  3.3.4.2.2 การทําแอซีติลเอสเทอเรสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนโครมาโทกราฟฟบน

แมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

 

    บรรจุแมคโคร-เพรบ ดีอีเออีที่แขวนลอยใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร 

pH 7.5 ลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 28 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 50 

มิลลิลิตร ผานสารละลาย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ลงในคอลัมน ปริมาตร 2-3 เทา

ของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆ ใสสารละลายเอนไซมที่ผานการ

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 30-90 เปอรเซ็นตจากขอ 3.3.4.2.1 ลงบนผิวหนาเจล ชะ

โปรตีนที่ไมถูกจับกับแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ออกดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม ติดตามโปรตีนโดย

การวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนมีคาใกลศูนย จากนั้นจึงชะโปรตีนที่

จับอยูกับเจล ออกโดยใช 0-1 โมลาร โซเดียมคลอไรดเกรเดียนทใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร 

pH 7.5 เก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 2.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรสและไซแลเนส

ในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมเอาลําดับสวนที่พบแอคติวิตีของแอซีติลลเอสเทอเรสเขาดวยกัน 

ทําใหตัวอยางเขมขนขึ้นโดยวิธี concentrating centrifugation ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที ดวย 

concentrator tube ซึ่งมีเมมเบรนที่มีการคัดขนาดโมเลกุล 10,000 ดาลตัน จากนั้นนําตัวอยางไป

ไดอะไลสใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เปนเวลาขามคืน สุดทายนําไป

ไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

6.8 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตี

ของแอซีติลเอสเทอเรส 

    

    3.3.4.2.3 การทําแอซีติลเอสเทอเรสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทด  

 

     บรรจุไฮดรอกซีอะปาไทดที่แขวนลอยใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต 

บัฟเฟอร pH 6.8ลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร สูง 9.5 เซนติเมตร ปริมาตร

เจล 3.7 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ดวยอัตรา

การไหล 15 มิลลิลิตรตอชั่วโมง นําเอนไซมที่ไดจากการผานคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออีจากขอ 

3.3.4.2.2 มาผานลงคอลัมน ชะโปรตีนที่ไมจับคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม จากนั้นจึงชะโปรตีนที่
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ถูกจับดวยไฮดรอกซีอะปาไทดออกจากคอลัมนโดยการเพิ่มความเขมขนจาก 20-500 มิลลิโมลาร 

ของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร 

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรสใน

แตละลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่พบแอคติวิตีของเอนไซมเขาดวยกัน ทําใหเขมขนขึ้นดวย

วิธี concentrating centrifugation ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที วัดปริมาตร วิเคราะหปริมาณ

โปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซม 

 
  3.3.4.3 การวิเคราะหแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรส 

 
   การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรสเปนวิธีที่ดัดแปลงมาจาก 

Kormelink และคณะ (1993) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย  

0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายพารา-ไนโตรฟนิล แอซีเตต (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-ไนโตรฟนอลที่ถูกปลอยออกมาที่ความยาวคลื่น 405 

นาโนเมตร 

กราฟมาตรฐานใช พารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขนในชวง 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 1.4) 

1 หนวยของแอซีติลเอสเทอเรส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายพารา-ไนโตรฟนลิ แอซี

เตต แลวใหพารา-ไนโตรฟนอล 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทดลอง 

 
3.3.4.4 การศึกษาสมบัติของแอซีติลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 

 

3.3.4.4.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของแอซีติลเอสเทอเรส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรส ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตาม

วิธีการในขอ 3.3.4.3 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการบมในชวง 35-75 องศาเซลเซียส 
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3.3.4.4.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอซีติลเอสเทอเรส 

 

  วิเคราะหแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรส ในปริมาณที่เทาๆ กัน ตาม

วิธีการในขอ 3.3.4.3 โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรในปฏิกิริยาใหอยูในชวงความเปน

กรดดางตางๆดังนี้ 

โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอรในชวง 4.0-6.0 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอรในชวง 6.0-8.0 

ทริส ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอรในชวง 8.0-9.0 

 
  3.3.5 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 
 

 วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยนําสารละลายตัวอยาง 1.0 มิลลิลิตร มาเติมสารละลาย

ผสมC (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.3) 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 20 นาที 

แลวเติมสารละลาย D (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.4) 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

  คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum 

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

3.3.6 ผลของความเขมขนและระยะเวลาบมปฏิกิริยาของเอนไซมแตละชนิดตอ
การยอยสลายไซแลน 

 
3.3.6.1 ผลของความเขมขนของเอนไซมแตละชนิด 

 
แปรผันความเขมขนของเอนไซมแตละชนิด โดยทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 

3.3.1.3 ใหไซแลนจากเปลือกขาวโอตและจากไมเบิรชความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปน

สับสเตรต 

บมปฏิกิริยาเปนเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร

pH 6.0 ซึ่งเปนชวงอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่ทุกเอนไซมทํางานไดในเกณฑที่มี

ประสิทธิภาพสูง (Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000; Pinphanichakarn และคณะ, 

2004; วัชรี ชุณหกุล, 2548; ปนปญญา เรียงรุงโรจน, 2549) 
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คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของไซโลสความเขมขน 0-200 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 
 

 3.3.6.2 ผลของระยะเวลาตอการทํางานของเอนไซมแตละชนิด 
 

แปรผันเวลาที่ใชในการบมปฏิกิริยาของเอนไซมแตละชนิด โดยทําการทดลอง

เชนเดียวกับขอ 3.3.1.3 ใหไซแลนจากเปลือกขาวโอตและจากไมเบิรชความเขมขน 10 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตรเปนสับสเตรต และใชความเขมขนของเอนไซมที่เหมาะสมจากการทดลองในขอ 

3.3.6.1 

บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ซึ่งเปน

ชวงอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่ทุกเอนไซมทํางานไดในเกณฑที่มีประสิทธิภาพสูง 

(Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000; Pinphanichakarn และคณะ, 2004; วัชรี 

ชุณหกุล, 2548; ปนปญญา เรียงรุงโรจน, 2549) 

 คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของไซโลสความเขมขน 0-200 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 

 
  3.3.7 การทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน
ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลน และวัสดุทางการเกษตร 
 
 วัสดุทางการเกษตรที่ใชในการทดลองมีดังนี้ เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด รําขาวเจา 

ฟางขาวเจา ขี้เลื่อย ขุยมะพราว และชานออย โดยวัสดุเหลานี้ผานการอบแหง บด และรอนดวย

ตะแกรงขนาด 60 เมช 

 ทําการทดลองโดยใหไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช ไมบีช และวัสดุทางการ

เกษตรความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเปนสับสเตรต และใชภาวะที่เหมาะสมจากการ

ทดลองในขอ 3.3.6.1 และ 3.3.6.2 ซึ่งใน 1 มิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยามีสวนประกอบดังนี้ 

0.1 มิลลิลิตร ของสารละลายไซแลนความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่ง

ละลายใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

0.8 มิลลิลิตร ของ 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

0.1 มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซม (เอนไซมเดี่ยวหรือเอนไซมรวมที่ความเขมขน 

0.5 หนวยตอมิลลิลิตร) 
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 นําสวนผสมนี้ไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลว

หยุดปฏิกิริยาโดยตมในน้ําเดือด เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 10 นาที แลวนําสวนน้ําใสไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของไซโลส

ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 

 
3.3.8 ศึกษาลําดับการทํางานของเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลักและเอนไซมผสม

กลุมยอยสายกิ่ง 
  

โดยเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลักคือ ไซแลเนส II และบีตา-ไซโลสิเดส และเอนไซม

ผสมกลุมยอยสายกิ่งคือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและแอซีติลเอสเทอเรส 

 ทําการทดลองตามวิธีการของ Murashima และคณะ (2003) โดยใชไซแลนจาก

เปลือกขาวโอต ไมเบิรช ไมบีช และวัสดุทางการเกษตรคือ เปลือกขาวโพดและซังขาวโพด ความ

เขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนสับสเตรต และใชภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองในขอ 

3.3.6.1 และ 3.3.6.2 จากนั้นเปรียบเทียบการยอยสลายไซแลนโดยปฏิกิริยา simultaneous หรือ 

sequential ดังแสดงผังขั้นตอนการทําปฏิกิริยาดังนี้ 

 

ปฏิกิรยิา simultaneous  ปฏิกิรยิา sequential 

ปฏิกิรยิาที ่1 ปฏิกิรยิาที ่2  ปฏิกิรยิาที ่1 ปฏิกิรยิาที ่2 

XII+Xyl+AFase+AE          -  XII+Xyl AFase+AE 

ปฏิกิริยาควบคุมของ simultaneous  AFase+AE XII+Xyl 

XII         -  ปฏิกิริยาควบคุมของ sequential 

Xyl         -  XII+Xyl        - 

AFase         -         - XII+Xyl 

AE         -  AFase+AE        - 

        -         -         - AFase+AE 

 กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

   - แทน ไมเติมเอนไซม 
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 ใน 1 มิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยามีสวนประกอบดังนี้ 

0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายสับสเตรตความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร     

ซึ่งละลายใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

0.8  มิลลิลิตร ของ 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซม (เอนไซมเดี่ยวหรือเอนไซมรวมที่ความเขมขน 

0.5 หนวยตอมิลลิลิตร) 

นําสวนผสมที่เติมเอนไซมในปฏิกิริยาที่ 1 ไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดยตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นเติม

เอนไซมในปฏิกิริยาที่ 2 บมตอที่ภาวะเดียวกัน เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐาน

ของไซโลสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 เตรียมไซแลเนส II แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสจาก 
Streptomyces sp. PC22 และบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
 
 งานวิจัยนี้ศึกษาการทํางานรวมกันของเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนโดยใชไซแลเนส II 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ซึ่ง

เอนไซมทั้ง 3 อยูในกลุมที่สรางและถูกปลอยออกนอกเซลล (extracellular enzyme) ดังนั้นจึงตอง

ทําเอนไซมดังกลาวใหบริสุทธิ์กอน โดยไซแลเนส II ทําตามรายงานของ Wateewuthajarn และ 

Pinphanichakarn (2000) แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสทําตามรายงานของ ปนปญญา 

เรียงรุงโรจน (2549) และแอซีติลเอสเทอเรสทําตามรายงานของ วัชรี ชุณหกุล (2548) สวนบีตา-

ไซโลสิเดสเปนเอนไซมจาก Streptomyces sp. CH7 ซึ่งสรางและถูกเก็บไวในเซลล (intracellular 

cellular) จึงเตรียมเอนไซมนี้ในระดับ cell free extract ตามรายงานของ Pinphanichakarn และ

คณะ (2004) แอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมแตละชนิดที่เตรียมไดสรุปในตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1 แอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมแตละชนิด 

 

  ชนิดของเอนไซม   แอคติวิตีจําเพาะ (หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน) 

  

 ไซแลเนส II      7.06 

 บีตา-ไซโลสิเดส      1.24 

 แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส            12.97 

 แอซีติลเอสเทอเรส     9.03 
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4.2 สมบัติของไซแลเนส II แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรส
จาก Streptomyces sp. PC22 และบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
 
 ในการทํางานรวมกันของเอนไซมนั้น ถาจะใหไดประสิทธิภาพสูงสุดทุกเอนไซมควรทํางาน

อยูภายใตภาวะเหมาะสม ดังนั้นการทดลองนี้จึงนําเอนไซมที่เตรียมไดมาตรวจยืนยันภาวะ

เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละชนิด เพื่อเลือกภาวะที่ดีที่สุดที่ทุกเอนไซมสามารถ

ทํางานรวมกันไดอยางมีประสิทธิภาพ 

  
 4.2.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของเอนไซม 
 

 นําเอนไซมทุกชนิดที่ เตรียมไดจากขอ 4.1 มาทําปฏิกิริยาภายใตภาวะที่แปร

อุณหภูมิบมปฏิกิริยาตางๆ กัน ในชวงประมาณ 35 ถึง 80 องศาเซลเซียส ไดผลการทดลองแสดง

ดังรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของไซแลเนส II (     ) แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส (    ) และแอซีติลเอสเทอเรส (     ) จาก Streptomyces sp. PC22 และบีตา-ไซโลสิเดส (    ) 

จาก Streptomyces sp. CH7 

กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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จากรูปที่ 4.1 จะเห็นไดวาทุกเอนไซมมีชวงอุณหภูมิเหมาะสมในการทํางานอยูในชวงคาบ

เกี่ยวกันโดยที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พบวาเปนอุณหภูมิที่ไซแลเนส II ใหแอคติวิตีสูงสุด 

ขณะที่บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรส สามารถ

ทํางานไดมากกวา 90 เปอรเซ็นต ดังนั้นในการศึกษาการทํางานรวมกันของเอนไซมเหลานี้จึงจะ

เลือกใชอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในการบมปฏิกิริยา 
 
4.2.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของเอนไซม 

 

นําเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 4.1 มาหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางาน 

โดยการทําปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 และบมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส ไดผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.2 
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รูปที่ 4.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของไซแลเนส II (     ) แอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดส (     ) และแอซีติลเอสเทอเรส (     ) จาก Streptomyces sp. PC22 และบีตา-

ไซโลสิเดส (     ) จาก Streptomyces sp. CH7 

  กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 

 จากรูปที่ 4.2 จะเห็นไดวาที่คาความเปนกรดดาง 6.0 ของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร เปน

คาที่ไซแลเนส II และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหแอคติวิตีสูงสุด อยางไรก็ตามบีตา-



 42

ไซโลสิเดสและแอซีติลเอสเทอเรสสามารถทํางานไดมากกวา 90 เปอรเซ็นต ดังนั้นในการศึกษาการ

ทํางานรวมกันของเอนไซมจึงใชโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

 
4.3 ผลของความเขมขนและระยะเวลาบมปฏิกิริยาของเอนไซมแตละชนิดตอการยอย
สลายไซแลน 
 
 ในการทดลองนี้จะหาความเขมขนที่เหมาะสมของเอนไซมแตละชนิด และระยะเวลาบม

ปฏิกิริยาเมื่อใชสับสเตรตเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลติรของสารผสมปฏิกิริยา โดยสับสเตรตที่ใช

คือ ไซแลนจากเปลือกขาวโอตใชเปนตัวแทนไซแลนในกลุมไมเนื้อออนรวมทั้งจากเปลือกธัญพืช 

และไซแลนจากไมเบิรชใชเปนตัวแทนไซแลนในกลุมไมเนื้อแข็ง 
 
 4.3.1 ผลของความเขมขนของเอนไซมแตละชนิดตอการยอยสลายไซแลน 
 

  นําเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 4.1 มาหาความเขมขนที่เหมาะสมในการทํางาน

ของแตละเอนไซม โดยแปรผันความเขมขนในชวง 0-1 หนวยตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา ใน

การยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตและไมเบิรชที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ

สารผสมปฏิกิริยา ภายใตภาวะที่เหมาะสมคอืบมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในโซเดียม

ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ซึ่งเปนชวงอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่ทุกเอนไซมทํางานไดใน

เกณฑที่มีประสิทธิภาพสูง บมปฏิกิริยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.3-4.6 
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รูปที่ 4.3 ผลของความเขมขนของไซแลเนส II ตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) 

และไมเบิรช (    ) 
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รูปที่ 4.4 ผลของความเขมขนของบีตา-ไซโลสิเดสตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต(    ) 

และไมเบิรช (    ) 
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รูปที่ 4.5 ผลของความเขมขนของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอการยอยสลายไซแลนจาก 

เปลือกขาวโอต (    ) และไมเบิรช (    ) 
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รูปที่ 4.6 ผลของความเขมขนของแอซีติลเอสเทอเรสตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) 

และไมเบิรช (    ) 
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จากรูปที่ 4.3-4.6 พบวาทุกเอนไซมมีความเขมขนที่เหมาะสมที่ 0.5 หนวยตอมิลลิลิตรของ

สารผสมปฏิกิริยาในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตและไมเบิรชที่ความเขมขน 10 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา ภายใตภาวะดังกลาว 

 ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงใชเอนไซมแตละชนิดที่ความเขมขน 0.5 หนวยตอมิลลิลิตรของ

สารผสมปฏกิิริยา 

 

4.3.2 ผลของระยะเวลาบมปฏิกิริยาตอการยอยสลายไซแลนของเอนไซมแตละชนิด 
 

 นําเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 4.1 มาหาระยะเวลาบมปฏิกิริยาที่เหมาะสม โดยแปรผัน

ระยะเวลาบมปฏิกิริยาในชวง 0-72 นาที ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตและไมเบิรช 

ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา ภายใตอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

ในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.7-4.10 
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รูปที่ 4.7 ผลของระยะเวลาบมปฏิกิริยาตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) และไมเบิรช (    ) ของ

ไซแลเนส II 
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รูปที่ 4.8 ผลของระยะเวลาบมปฏิกิริยาตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) และไมเบิรช (    )  

ของบีตา-ไซโลสิเดส 
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รูปที่ 4.9 ผลของระยะเวลาบมปฏิกิริยาตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) และไมเบิรช (    ) ของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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รูปที่ 4.10 ผลของระยะเวลาบมปฏิกิริยาตอการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (    ) และไมเบิรช (    ) 

ของแอซีติลเอสเทอเรส 

 
 จากรูปที่ 4.7-4.10 พบวาเอนไซมแตละชนิดยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตและไม

เบิรชที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา ไดสูงสุดเมื่อบมปฏิกิริยาเปน

เวลา 24 ชั่วโมง ภายใตภาวะดังกลาว 

 ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงใชเอนไซมแตละชนิดที่ความเขมขน 0.5 หนวยตอมิลลิลิตร

ของสารผสมปฏิกิริยา และบมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร 

pH 6.0 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 
4.4 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว
ราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสับสเตรต 
 
 จากขอมูลที่ไดจากผลการทดลองขางตน จึงไดนําเอนไซมทั้ง 4 ชนิด ที่ความเขมขนแตละ

ชนิดเทากับ 0.5 หนวยตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา มาทํางานรวมกันในการยอยสับสเตรต 

ชนิดตางๆ ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา ไดแก ไซแลนจากเปลือก

ขาวโอต ไมเบิรช ไมบีช และวัสดุทางการเกษตรไดแก เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด รําขาวเจา ฟาง

ขาวเจา ข้ีเลื่อย ขุยมะพราว และชานออย โดยบมปฏิกิริยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส ในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ซึ่งเปนภาวะเหมาะสมรวมกันของทุกเอนไซม 
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 ผลการทดลองในตารางที่ 4.2-4.11 พบวาทุกสับสเตรตใหผลสอดคลองกันคือ น้ําตาล

รีดิวซที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายสับสเตรตในปฏิกิริยาที่มีทุกเอนไซมอยูรวมกันมีคาสูงกวาผลรวม

ของน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเพียงชนิดเดียว ซ่ึงไดแสดงไวในรูปของจํานวนเทา

ของน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึน ขอมูลนี้ไดแสดงใหเห็นวาเอนไซมกลุมนี้ทํางานรวมกันแบบ synergistic 

action 

 เมื่อพิจารณาจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวัสดุทางการเกษตรซึ่งไดแก รํา

ขาวเจา ฟางขาวเจา ข้ีเลื่อย ขุยมะพราว และชานออย พบวามีปริมาณต่ํากวาที่ไดจากเปลือก

ขาวโพดและซังขาวโพดคอนขางมาก ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากวัสดุเหลานี้มีเฮมิเซลลูโลสเปน

องคประกอบในปริมาณคอนขางต่ํา ดังนั้นในการศึกษาตอไปถึงลําดับการทํางานของเอนไซมยอย

สายหลัก และเอนไซมยอยสายกิ่ง จึงเลือกเฉพาะไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช ไมบีช และ

วัสดุทางการเกษตรคือ เปลือกขาวโพดและซังขาวโพดมาใชเปนสับสเตรตตอไป 
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ตารางที่ 4.2 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต 

 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน  

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 
XII 3.132±0.124 - - 

Xyl 0.671±0.039 - - 

AFase 0.374±0.012 - - 

AE 0.062±0.003 - - 

XII+Xyl 4.162±0.121 3.803 1.09 

XII+AFase 3.621±0.130 3.506 1.03 

XII+AE 3.288±0.109 3.194 1.03 

XII+Xyl+AFase 4.878±0.173 4.177 1.17 

XII+Xyl+AE 4.530±0.145 3.865 1.17 

XII+Xyl+AFase+AE 5.272±0.191 4.239 1.24 

Xyl+AFase 1.066±0.030 - - 

Xyl+AE 0.754±0.021 - - 

AFase+AE 0.426±0.013 - - 

Xyl+AFase+AE 1.104±0.042 - - 

XII+AFase+AE 3.728±0.138 3.568 1.04 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.3 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากไมเบิรช  
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 
XII 3.325±0.141 - - 

Xyl 0.752±0.035 - - 

AFase 0.076±0.004 - - 

AE 0.303±0.020 - - 

XII+Xyl 4.213±0.147 4.077 1.03 

XII+AFase 3.433±0.135 3.401 1.01 

XII+AE 3.852±0.179 3.628 1.06 

XII+Xyl+AFase 4.737±0.173 4.153 1.14 

XII+Xyl+AE 5.072±0.134 4.380 1.16 

XII+Xyl+AFase+AE 5.597±0.150 4.456 1.26 

Xyl+AFase 0.831±0.027 - - 

Xyl+AE 1.304±0.052 - - 

AFase+AE 0.481±0.017 - - 

Xyl+AFase+AE 1.152±0.053 - - 

XII+AFase+AE 3.851±0.105 3.695 1.04 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.4 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากไมบีช  

 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 
XII 3.293±0.152 - - 

Xyl 0.733±0.034 - - 

AFase 0.170±0.009 - - 

AE 0.351±0.013 - - 

XII+Xyl 4.462±0.190 4.026 1.11 

XII+AFase 3.732±0.174 3.463 1.08 

XII+AE 3.960±0.164 3.644 1.09 

XII+Xyl+AFase 4.616±0.215 4.196 1.10 

XII+Xyl+AE 4.894±0.197 4.377 1.12 

XII+Xyl+AFase+AE 5.592±0.251 4.547 1.23 

Xyl+AFase 0.950±0.022 - - 

Xyl+AE 1.173±0.042 - - 

AFase+AE 0.681±0.012 - - 

Xyl+AFase+AE 1.351±0.060 - - 

XII+AFase+AE 4.061±0.183 3.814 1.06 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.5 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโพด 

 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 1.274±0.036 - - 

Xyl 0.213±0.010 - - 

AFase 0.102±0.004 - - 

AE 0.115±0.003 - - 

XII+Xyl 1.636±0.049 1.487 1.10 

XII+AFase 1.428±0.050 1.376 1.04 

XII+AE 1.478±0.062 1.389 1.06 

XII+Xyl+AFase 1.726±0.046 1.589 1.09 

XII+Xyl+AE 1.824±0.055 1.602 1.14 

XII+Xyl+AFase+AE 2.048±0.072 1.704 1.21 

Xyl+AFase 0.552±0.028 - - 

Xyl+AE 0.575±0.017 - - 

AFase+AE 0.258±0.013 - - 

Xyl+AFase+AE 0.622±0.022 - - 

XII+AFase+AE 1.579±0.052 1.491 1.06 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.6 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากซังขาวโพด  
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 0.612±0.019 - - 

Xyl 0.173±0.008 - - 

AFase 0.074±0.002 - - 

AE 0.082±0.002 - - 

XII+Xyl 0.864±0.020 0.785 1.10 

XII+AFase 0.705±0.019 0.686 1.03 

XII+AE 0.738±0.021 0.694 1.06 

XII+Xyl+AFase 0.981±0.043 0.859 1.14 

XII+Xyl+AE 1.103±0.050 0.867 1.27 

XII+Xyl+AFase+AE 1.234±0.035 0.941 1.31 

Xyl+AFase 0.175±0.004 - - 

Xyl+AE 0.182±0.005 - - 

AFase+AE 0.150±0.007 - - 

Xyl+AFase+AE 0.263±0.010 - - 

XII+AFase+AE 0.839±0.032 0.768 1.09 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.7 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน 

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากรําขาวเจา 

 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 30±0.81 - - 

Xyl   8±0.40 - - 

AFase   2±0.19 - - 

AE   3±0.12 - - 

XII+Xyl 44±1.20 38 1.16 

XII+AFase 34±1.54 32 1.06 

XII+AE 35±1.22 33 1.06 

XII+Xyl+AFase 51±1.55 40 1.28 

XII+Xyl+AE 54±1.78 41 1.32 

XII+Xyl+AFase+AE 61±1.95 43 1.42 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.8 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบโินฟว

ราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากฟางขาวเจา 
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั 

ไซโลส (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 44±1.82 - - 

Xyl 10±0.26 - - 

AFase   6±0.21 - - 

AE   8±0.35 - - 

XII+Xyl 62±1.95 54 1.15 

XII+AFase 52±1.78 50 1.04 

XII+AE 55±1.59 52 1.06 

XII+Xyl+AFase 67±2.35 60 1.12 

XII+Xyl+AE 71±2.55 62 1.15 

XII+Xyl+AFase+AE 85±3.01 68 1.25 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.9 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบโินฟว

ราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากขี้เลื่อย 
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 32±1.46 - - 

Xyl   7±0.25 - - 

AFase   3±0.07 - - 

AE   5±0.14 - - 

XII+Xyl 43±1.15 39 1.10 

XII+AFase 40±1.28 36 1.11 

XII+AE 42±1.12 37 1.14 

XII+Xyl+AFase 48±1.04 42 1.14 

XII+Xyl+AE 52±1.64 44 1.18 

XII+Xyl+AFase+AE 63±2.15 47 1.34 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.10 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากขุยมะพราว 
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

  คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 35±1.25 - - 

Xyl 21±0.95 - - 

AFase 12±0.54 - - 

AE 15±0.57 - - 

XII+Xyl 70±2.51 56 1.25 

XII+AFase 54±1.70 47 1.15 

XII+AE 58±1.91 50 1.16 

XII+Xyl+AFase 80±2.01 68 1.18 

XII+Xyl+AE 87±2.35 71 1.23 

XII+Xyl+AFase+AE 104±2.24 83 1.25 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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ตารางที่ 4.11 ผลของการทํางานรวมกันของไซแลเนส II บีตา-ไซโลสิเดส แอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดส และแอซีติลเอสเทอเรสในการยอยสลายไซแลนจากชานออย 
 

ชนิดของเอนไซม 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทียบเทากบั

ไซโลส (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

*น้ําตาลรีดิวซ 

ที่เพิม่ข้ึน 

 คาที่ได คาที่คาดวาจะได  (เทา) 

XII 23±1.05 - - 

Xyl   9±0.35 - - 

AFase   5±0.15 - - 

AE   6±0.18 - - 

XII+Xyl 37±1.74 32 1.16 

XII+AFase 31±1.26 28 1.11 

XII+AE 33±0.85 29 1.14 

XII+Xyl+AFase 42±1.10 37 1.14 

XII+Xyl+AE 46±1.92 38 1.21 

XII+Xyl+AFase+AE 54±1.78 43 1.26 

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

    Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

    AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

    AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
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4.5 ผลของลําดับการทํางานของเอนไซมผสมกลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสม
กลุมยอยสายกิ่ง 
  

 การทดลองนี้ศึกษาลําดับการทํางานของเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลักคือ ไซแลเนส II 

และบีตา-ไซโลสิเดส กับเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งคือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและ

แอซีติลเอสเทอเรส สําหรับสับสเตรตที่ใชในการทดลองคือ ไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช    

และไมบีช และวัสดุทางการเกษตรคือ เปลือกขาวโพดและซังขาวโพด  

ไดทําการทดลองเปนปฏิกิริยา sequential ซึ่งประกอบดวยปฏิกิริยา 2 ขั้นตอน โดยเติม

เอนไซมผสมทั้ง 2 กลุม ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.12-4.16 พรอมกันนี้ไดเปรียบเทียบกับ

การทําปฏิกิริยา simultaneous ซึ่งมีเอนไซมทั้ง 2 กลุม รวม 4 ชนิด อยูรวมกัน จากผลการทดลอง

ที่ไดพบวาทุกสับสเตรตใหขอมูลสอดคลองกันคือ ปฏิกิริยา sequential ทั้ง 2 กรณี ไดแก เอนไซม

ผสมกลุมยอยสายหลักหรือกลุมยอยสายกิ่งที่ถูกกําหนดใหอยูในปฏิกิริยาแรก สามารถยอยสลาย

สับสเตรตแลวใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวาปฏิกิริยา simultaneous ซึ่งไดแสดงเปนจํานวนเทา

ของน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจากปฏิกิริยา sequential/simultaneous นอกจากนี้ยังพบวาปฏิกิริยาที่

ใหประสิทธิภาพสูงสุดคือ ปฏิกิริยาที่กําหนดใหกลุมเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งอยูในขั้นตอนแรก 

 อนึ่งเมื่อพิจารณาจากจํานวนเทาที่เพิ่มข้ึนของน้ําตาลรีดิวซเมื่อเทียบกับคาที่คาดวาจะได

จากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว ทั้งจากปฏิกิริยา simultaneous และ sequential กับทุก

สับสเตรตยืนยันวาเอนไซมเหลานี้มีการทํางานแบบ synergistic action 
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ตารางที่ 4.12 เปรียบเทียบระหวางปฏิกิริยา simultaneous และ sequential ของเอนไซมผสม

กลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งในการยอยสลายไซแลนจาก         

เปลือกขาวโอต 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ *น้ําตาลรีดิวซ น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจาก 

เอนไซม เทียบเทากับไซโลส ที่เพิ่มขึ้น ปฏิกิริยา sequential/ 

ปฏิกิริยาที่ 1 ปฏิกิริยาที่ 2  (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  (เทา)  simultaneous (เทา) 

ปฏิกิริยา simultaneous     

XII+Xyl+AFase+AE  - 5.290±0.156 1.23  

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ simultaneous   

XII - 3.158±0.073   

Xyl - 0.718±0.015   

AFase - 0.345±0.009   

AE - 0.068±0.005     

ปฏิกิริยา sequential    

XII+Xyl AFase+AE 6.127±0.157 1.27 1.16 

AFase+AE XII+Xyl 6.418±0.171 1.34 1.21 

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ sequential    

XII+Xyl - 4.381±0.093   

        - XII+Xyl 4.292±0.103   

AFase+AE - 0.482±0.018   

        - AFase+AE 0.445±0.015   

        - - 0     

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

   - แทน ไมเติมเอนไซม 
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ตารางที่ 4.13 เปรียบเทียบระหวางปฏิกิริยา simultaneous และ sequential ของเอนไซมผสม

กลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งในการยอยสลายไซแลนจากไมเบิรช 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ *น้ําตาลรีดิวซ น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจาก 

เอนไซม เทียบเทากับไซโลส ที่เพิ่มขึ้น ปฏิกิริยา sequential/ 

ปฏิกิริยาที่ 1 ปฏิกิริยาที่ 2  (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  (เทา)  simultaneous (เทา) 

ปฏิกิริยา simultaneous       

XII+Xyl+AFase+AE  - 5.749±0.176 1.21  

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ simultaneous   

XII - 3.363±0.152   

Xyl - 0.733±0.014   

AFase - 0.079±0.004   

AE - 0.318±0.009     

ปฏิกิริยา sequential       

XII+Xyl AFase+AE 6.245±0.159 1.26 1.09 

AFase+AE XII+Xyl 6.389±0.175 1.33 1.11 

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ sequential    

XII+Xyl - 4.482±0.104   

        - XII+Xyl 4.336±0.099   

AFase+AE - 0.455±0.017   

        - AFase+AE 0.455±0.029   

        - - 0     

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

- แทน ไมเติมเอนไซม 
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ตารางที่ 4.14 เปรียบเทียบระหวางปฏิกิริยา simultaneous และ sequential ของเอนไซมผสม

กลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งในการยอยสลายไซแลนจากไมบีช 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ *น้ําตาลรีดิวซ น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจาก 

เอนไซม เทียบเทากับไซโลส ที่เพิ่มขึ้น ปฏิกิริยา sequential/ 

ปฏิกิริยาที่ 1 ปฏิกิริยาที่ 2  (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  (เทา)  simultaneous (เทา) 

ปฏิกิริยา simultaneous       

XII+Xyl+AFase+AE  - 5.746±0.182 1.21  

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ simultaneous   

XII - 3.345±0.087   

Xyl - 0.767±0.026   

AFase - 0.164±0.014   

AE - 0.377±0.018     

ปฏิกิริยา sequential       

XII+Xyl AFase+AE 6.073±0.201 1.27 1.08 

AFase+AE XII+Xyl 6.300±0.197 1.32 1.12 

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ sequential    

XII+Xyl - 4.264±0.123   

        - XII+Xyl 4.255±0.103   

AFase+AE - 0.527±0.021   

        - AFase+AE 0.519±0.019   

        - - 0     

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

   - แทน ไมเติมเอนไซม 
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ตารางที่ 4.15 เปรียบเทียบระหวางปฏิกิริยา simultaneous และ sequential ของเอนไซมผสม

กลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งในการยอยสลายไซแลนจาก         

เปลือกขาวโพด 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ *น้ําตาลรีดิวซ น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจาก 

เอนไซม เทียบเทากับไซโลส ที่เพิ่มขึ้น ปฏิกิริยา sequential/ 

ปฏิกิริยาที่ 1 ปฏิกิริยาที่ 2  (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  (เทา)  simultaneous (เทา) 

ปฏิกิริยา simultaneous       

XII+Xyl+AFase+AE  - 2.051±0.046 1.21  

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ simultaneous   

XII - 1.243±0.036   

Xyl - 0.226±0.013   

AFase - 0.104±0.004   

AE - 0.116±0.002     

ปฏิกิริยา sequential       

XII+Xyl AFase+AE 2.155±0.049 1.23 1.05 

AFase+AE XII+Xyl 2.218±0.054 1.26 1.08 

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ sequential    

XII+Xyl - 1.541±0.045   

        - XII+Xyl 1.527±0.038   

AFase+AE - 0.227±0.009   

        - AFase+AE 0.209±0.005   

        - - 0.047±0.001     

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

   - แทน ไมเติมเอนไซม 
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ตารางที ่ 4.16 เปรียบเทยีบระหวางปฏิกริิยา simultaneous และ sequential ของเอนไซมผสม

กลุมยอยสลายสายหลักและเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่ง ในการยอยสลายไซแลนจากซงัขาวโพด 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ *น้ําตาลรีดิวซ น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นจาก 

เอนไซม เทียบเทากับไซโลส ที่เพิ่มขึ้น ปฏิกิริยา sequential/ 

ปฏิกิริยาที่ 1 ปฏิกิริยาที่ 2  (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  (เทา)  simultaneous (เทา) 

Simultaneous reaction       

XII+Xyl+AFase+AE  - 1.264±0.031 1.33  

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ simultaneous   

XII - 0.592±0.013   

Xyl - 0.174±0.012   

AFase - 0.088±0.001   

AE - 0.093±0.003     

ปฏิกิริยา sequential       

XII+Xyl AFase+AE 1.682±0.045 1.48 1.33 

AFase+AE XII+Xyl 1.727±0.056 1.51 1.36 

ปฏิกิริยาควบคุมสําหรับ sequential    

XII+Xyl - 0.905±0.022   

        - XII+Xyl 0.898±0.019   

AFase+AE - 0.245±0.008   

        - AFase+AE 0.227±0.005   

        - - 0.011±0.002     

* น้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนเทียบกับคาที่คาดวาจะไดจากผลรวมเมื่อใชแตละเอนไซมเดี่ยว 

กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

   Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

   AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

   AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 

   - แทน ไมเติมเอนไซม 

 

 

 



 65

บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

Streptomyces sp. PC22 และ Streptomyces sp. CH7 เปนจุลินทรียที่แยกไดจากแหลง

ดินในประเทศไทยที่สามารถผลิตเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนได (Ungchaithum และ 

Pinphanichakarn, 1998) พบวา Streptomyces sp. PC22 สามารถเจริญไดดีที่ 45 องศา

เซลเซียส คาความเปนกรดดาง 9.0 และผลิตไซแลเนสไดสูงคือ 14.68 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยง

เชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง และตอมา Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn (2000) ไดทํา       

ไซแลเนสจาก Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์ พบวาสามารถแยกเอนไซมได 2 ชนิดคือ      

ไซแลเนส I และไซแลเนส II โดยไซแลเนส I เปนเอนไซมที่เชื้อสรางขึ้นเปนสวนนอย มีอุณหภูมิและ

คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานคือ 60 องศาเซลเซียส และ 5.5-ตามลําดับ สวน   

ไซแลเนส II เปนเอนไซมหลัก มีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานคือ 60 

องศาเซลเซียส และ 5.5-6.0 ตามลําดับ สําหรับ Streptomyces sp. CH7 สามารถเจริญไดดีที่ 

40 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 7.0 และมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตบีตา-ไซโลสิเดส ซึ่ง

มีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 0.9 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่ง

เอนไซมนี้มีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานคือ 55 องศาเซลเซียส และ 

6.5 ตามลําดับ (Pinphanichakarn และคณะ, 2004) 

นอกจากนีย้ังพบวา Streptomyces sp. PC22 สรางเอนไซมยอยสายกิง่ของไซแลนที่ม ี 

แอคติวิตีสูงไดแก แอซีติลเอสเทอเรส (เวฬุรีย ทองคํา, 2547 และวัชรี ชุณหกุล, 2548) และ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (วิชตุา เหลาเรืองธนา, 2547 และปนปญญา เรียงรุงโรจน, 

2549) โดยวัชรี ชุณหกุล (2548) ไดทําแอซีติลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ให

บริสุทธิ์ พบวาเอนไซมชนิดนี้สามารถแยกออกจากไซแลเนส II ไดในขั้นตอนการใหบริสุทธิ์โดย

คอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทด และมีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานคอื 

50 องศาเซลเซียส และ 6.5 ตามลําดับ 

และตอมาปนปญญา เรียงรุงโรจน (2549) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก

Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์ พบวาเอนไซมชนดินี้สามารถแยกออกจากไซแลเนส II ไดใน

ขั้นตอนการทาํใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทดเชนเดียวกับแอซีติลเอสเทอเรส และมี

อุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานคือ 65 องศาเซลเซยีส และ 6.0 

ตามลําดับ 



 66

งานวิจยันี้ศึกษาการทํางานรวมกันของเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนในการยอยไซแลน

บริสุทธิ์ซึ่งไดมาจากทางการคาไดแก ไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช และไมบีช (Sigma, USA) 

และวัสดุทางการเกษตรที่มีไซแลนเปนองคประกอบ 

ในการทํางานรวมกันของเอนไซมยอยสลายไซแลนนั้นภาวะที่เหมาะสมตอการทํางาน

รวมกันของเอนไซมเหลานี้มีบทบาทสําคัญที่จะทําใหการยอยไซแลนหรือวัสดุทางการเกษตรที่มีไซ

แลนเปนองคประกอบมีประสิทธิภาพสูงสุด และจากผลการเปรียบเทียบผลของอุณหภูมิและคา

ความเปนกรดดางตอการทํางานของแตละเอนไซม ดังแสดงในรูปที่ 4.2 และ 4.3 พบวามีคาคาบ

เกี่ยวกัน ซึ่งไดสรุปอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละ

ชนิดไวในตารางที่ 5.1 พบวาที่ 60 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางที่ 6.0 นาจะเปนภาวะ

ที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการทํางานรวมกันของทุกเอนไซมเพราะที่ภาวะนี้ไซแลเนส II ซึ่งเปน

เอนไซมหลักในการยอยสายหลักของไซแลนทํางานได 100 เปอรเซ็นต ขณะที่เอนไซมอ่ืนๆ ยังคง

ทํางานไดสูงถึงประมาณ 90 เปอรเซ็นต และที่คาความเปนกรดดาง 6.0 แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดสทํางานได 100 เปอรเซ็นต เชนกัน ขณะที่เอนไซมที่เหลืออีก 2 ชนิด ทํางานไดถึง 90 

เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงเลือกภาวะดังกลาวเปนภาวะเดียวสําหรับการบมปฏิกิริยาการยอยสลาย      

ไซแลนหรือวัสดุทางการเกษตร เมื่อใหเอนไซมเหลานี้ทํางานรวมกัน ทั้งนี้ S∅rensen และคณะ 

(2007) รายงานการยอยอะราบิโนไซแลนจากขาวสาลีโดยปฏิกิริยา sequential โดยใชเอนไซมทาง

การคา 2 ชนิดคือ Ultraflo L และ Celluclast 1.5 L ซึ่งทั้ง 2 ชนิดนี้เปนเอนไซมผสมที่ประกอบดวย 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ไซแลเนส และบีตา-ไซโลสิเดส แตที่ความเขมขนของแตละ

เอนไซมแตกตางกัน นอกจากนั้นแตละเอนไซมมีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมใน

การทํางานแตกตางกันเล็กนอย ผูวิจัยพบวาการทําปฏิกิริยาภายใตภาวะเดียวกันของทุกเอนไซม

ใหประสิทธิภาพการยอยดีกวาการแปรภาวะใหเหมาะสมสําหรับแตละเอนไซมที่เติมลงไป

ตามลําดับ (sequential) 
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ตารางที่ 5.1 สรุปอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมยอย

สลายไซแลนแตละชนิด 

 

ภาวะที่เหมาะสม  

เอนไซม 

 

แหลงของเอนไซม อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

คาความเปน

กรดดาง 

ไซแลเนส II 

บีตา-ไซโลสิเดส 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

แอซีติลเอสเทอเรส 

Streptomyces sp. PC22 

Streptomyces sp. CH7 

Streptomyces sp. PC22 

Streptomyces sp. PC22 

60 

55 

65 

50 

6.0 

6.5 

6.0 

6.5 

 

ในการทดลองนี้ศึกษาการทํางานรวมกันของไซแลเนส II แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสและแอซีติลเอสเทอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 และบีตา-ไซโลสิเดสจาก 

Streptomyces sp. CH7 ในการยอยไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช ไมบีช และวัสดุทางการ

เกษตร (เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด รําขาวเจา ฟางขาวเจา ข้ีเลื่อย ขุยมะพราว และชานออย) 

จากผลการทดลองพบวาเมื่อใชเอนไซมทั้ง 4 ชนิด ทํางานรวมกันจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพ

การยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช และไมบีช ทําใหไดน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 1.24 

1.26 และ 1.23 เทา ตามลําดับ เมื่อเทียบกับคาน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากผลรวมเม่ือใชแตละเอนไซม

เดี่ยว และในการยอยสลายวัสดุทางการเกษตร (เปลือกขาวโพด ซังขาวโพด รําขาวเจา ฟางขาวเจา 

ขี้เลื่อย ขุยมะพราว และชานออย) ทําใหไดน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 1.21, 1.31, 1.42, 1.25, 1.34, 

1.25 และ 1.26 เทา ตามลําดับ จะเห็นไดวาการทํางานรวมกันของเอนไซมทั้ง 4 ชนิดไดผลดีกวา

การใชเอนไซมชนิดเดียว ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Poutanen และคณะ (1990) ที่ศึกษาการ

ทํางานรวมกันของไซแลเนสกับแอซีติลเอสเทอเรสจาก Trichoderma reesei และ Kormelink และ

คณะ (1993) ที่รายงานวาเมื่อนําไซแลนจากไมเบิรชมาบมกับแอซีติลเอสเทอเรสจาก Aspergillus 

niger เปนเวลา 1 ชั่วโมง พบวาเอนไซมมีความสามารถสูงในการยอยหมูแอซีติล ไดผลิตภัณฑเปน

กรดแอซีติก 62 เปอรเซ็นต (กําหนดใหปริมาณหมูแอซีติลทั้งหมดในสับสเตรทเทากับ 100 

เปอรเซ็นต) จากนั้นบมตอดวยเอนโดไซแลเนส I จาก Aspergillus awamori นาน 1 ชั่วโมง พบวา

ใหผลิตภัณฑ คือ ไซโลโอลิโกเมอรตางๆ เพิ่มข้ึน 5 เทา และเมื่อบมตอเปนเวลานาน 24 ชั่วโมง 

พบวาใหไซโลโอลิโกเมอรและไซโลสเพิ่มข้ึนเปน 66 และ 4 เทา ตามลําดับ โดยเปรียบเทียบกับบม

ปฏิกิริยาในเอนโดไซแลเนส I เพียงชนิดเดียวนาน 1 ชั่วโมง และเมื่อนําไซแลนจากไมเบิรชที่ถูกดึง
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หมูแอซีติลออกแลวโดยแอซีติลเอสเทอเรสมาบมกับบีตา-ไซโลสิเดส นาน 24 ชั่วโมง ไดไซโลส

เพิ่มข้ึน 1.7 เทา 

อยางไรก็ตามในงานวิจัยนี้พบวาการยอยสลายไซแลนจากรําขาวเจา ฟางขาวเจา ขี้เลื่อย 

ขุยมะพราว และชานออยไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพียงเล็กนอย ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากวัสดุเหลานี้มี

เฮมิเซลลูโลสเปนองคประกอบอยูในปริมาณคอนขางต่ํา เมื่อเทียบกับเปลือกขาวโพดและซัง

ขาวโพด ดังแสดงในตารางที่ 5.2 สวนไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรชและไมบีชนั้น เปนไซแลน

ที่ผานกรรมวิธีใหบริสุทธิ์บางสวนแลว 

 

ตารางที่ 5.2 องคประกอบของวสัดุทางการเกษตร  

 

องคประกอบ (เปอรเซ็นต) 

วัสดุทางการเกษตร เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนนิ เอกสารอางอิง 

เปลือกขาวโพด (corn husk) 38.2 44.5 6.6 Barl และคณะ (1991) 

ซังขาวโพด (corn cob)  35 34.8 12.8 Yang และคณะ (2005) 

รําขาวเจา (rice bran) 8.3 17.58 2.38 เนริสา คุณประทุม (2543) 

ฟางขาวเจา (rice straw) 35 25 12 Saha (2003) 

ชานออย (bagasse) 44 23 20 Dueñas และคณะ (1995) 

 

งานวิจัยนี้ยังไดศึกษาลําดับการทํางาน (sequential) ของเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลัก

และกลุมยอยสายกิ่งในการยอยสลายไซแลนเมื่อใชสับสเตรตตางๆ ดังนี้ ไซแลนบริสุทธิ์จากเปลือก

ขาวโอต ไมเบิรช และไมบีช วัสดุทางการเกษตรไดแก เปลือกขาวโพดและซังขาวโพด โดยเอนไซม

ผสมกลุมยอยสายหลกัคือ ไซแลเนส II และบีตา-ไซโลสิเดส และเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งคือ 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและแอซีติลเอสเทอเรส เปรียบเทียบกับการทํางานรวมกันใน

ปฏิกิริยาเดียวกัน (simultaneous) ซึ่งสรุปผลของประสิทธิภาพการยอยสับสเตรตในตารางที่ 5.3 

 

 

 

 

 



 69

ตารางที่ 5.3 สรุปประสิทธิภาพการยอยสลายไซแลนจากสับสเตรตตางๆ ดวยปฏิกิริยา 

simultaneous และ sequential 

สับสเตรต(1) ปฏิกิริยา ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ การยอยสลายไซแลน(2) 

(เปอรเซ็นตของไซแลน)   (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) (เปอรเซ็นต) 

ไซแลนจากเปลือกขาวโอต Simultaneous   

(100%) XII+Xyl+AFase+AE 5.290±0.156 52.90 

 Sequential   

 XII+Xyl/AFase+AE 6.127±0.157 61.27 

 AFase+AE/XII+Xyl 6.418±0.171 64.18 

ไซแลนจากไมเบิรช Simultaneous    

(100%) XII+Xyl+AFase+AE 5.749±0.176 57.49 

 Sequential   

 XII+Xyl/AFase+AE 6.245±0.159 62.45 

 AFase+AE/XII+Xyl 6.389±0.175 63.89 

ไซแลนจากไมบีช Simultaneous   

(100%) XII+Xyl+AFase+AE 5.746±0.182 57.46 

 Sequential   

 XII+Xyl/AFase+AE 6.073±0.201 60.73 

 AFase+AE/XII+Xyl 6.300±0.197 63.00 

เปลือกขาวโพด Simultaneous   

(44.5%) XII+Xyl+AFase+AE 2.051±0.046 46.09 

 Sequential   

 XII+Xyl/AFase+AE 2.155±0.049 48.43 

 AFase+AE/XII+Xyl 2.218±0.054 49.84 

ซังขาวโพด Simultaneous   

(34.8%) XII+Xyl+AFase+AE 1.264±0.031 36.32 

 Sequential   

 XII+Xyl/AFase+AE 1.682±0.045 48.33 

 AFase+AE/XII+Xyl 1.727±0.056 49.63 
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กําหนดให XII แทน ไซแลเนส II 

  Xyl แทน บีตา-ไซโลสิเดส 

  AFase แทน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

  AE แทน แอซีติลเอสเทอเรส 
(1) ความเขมขนของสับสเตรตเทากับ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของสารผสมปฏิกิริยา 
(2) เทียบกับปริมาณไซแลนในสับสเตรต (Kambourova และคณะ, 2006) 

XII+Xyl+AFase+AE คือปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมทั้ง 4 ชนิดทํางานรวมกัน (Simultaneous) 

XII+Xyl/AFase+AE คือปฏิกิริยาที่ทํางานตามลําดับโดยใชเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลัก

แลวตามดวยเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่ง (Sequential) 

AFase+AE/XII+Xyl คือปฏิกิริยาที่ทํางานตามลําดับโดยใชเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งแลว

ตามดวยเอนไซมผสมกลุมยอยสายหลัก (Sequential) 

 

จากตารางท่ี 5.3 จะเห็นไดวาปฏิกิริยา sequential ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวา

ปฏิกิริยา simultaneous ของเอนไซมทั้ง 4 ชนิดในการยอยสับสเตรตดังกลาว โดยสามารถยอย

สลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต ไมเบิรช และไมบีช ไดมากกวา 50 เปอรเซ็นต และยอยสลาย    

ไซแลนจากเปลือกขาวโพดและซังขาวโพดไดเกือบ 50 เปอรเซ็นต ซึ่งในการยอยสลายสับสเตรตทุก

ชนิดพบวาเมื่อใหเอนไซมผสมกลุมยอยสายกิ่งทํางานกอนเปนลําดับแรกแลวตามดวยเอนไซมผสม

กลุมยอยสายหลักจะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากที่สุด ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Rahman และ

คณะ (2003) ที่ศึกษาบทบาทของไซแลเนส แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและบีตา-ไซโลสิ

เดสจาก Penicllium sp. AHT-1 ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาลําดับในการ

ทําปฏิกิริยาของเอนไซมในการยอยสลายไซแลนจะเริ่มจากแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

ตามดวยไซแลเนส และสุดทายคือบีตา-ไซโลสิเดส และ Puls และคณะ (1991) ที่ศึกษาลําดับการ

ยอยแอซีติล-4-โอ-เมธิลกลูคูโรโนไซแลนจากไมบีชดวยเอนไซมตางๆ โดยเมื่อนํามายอยดวยแอซี

ติลเอสเทอเรสรวมกบัไซแลเนส พบวาเมื่อบมแอซีติลเอสเทอเรสกอนแลวตามดวยไซแลเนส จะได

ปริมาณไซโลสมากที่สุด เมื่อเทียบกับการบมดวยไซแลเนสกอนแลวตามดวยแอซีติลเอสเทอเรส 

หรือใชเอนไซมทั้งสองชนิดทํางานพรอมกัน 

สําหรับการยอยเฮมิเซลลูโลสจากวัสดุทางการเกษตรนั้นมีรายงานจาก Gattinger และ

คณะ (1990) วาไมสามารถยอยสลายซังขาวโพดได เมื่อใชไซแลเนสจาก Trichoderma reesei 

ขณะที่มีรายงานอื่นๆ ถึงการยอยสลายเฮมิเซลลูโลสจากขาวโพดได (corn residue หรือ corn 

fiber) แตวัสดุทางการเกษตรนี้ตองผานขั้นตอนทางเคมีหรือกายภาพที่คอนขางรุนแรงกอนการยอย

ดวยเอนไซม เชน สกัดดวยดาง (alkaline extraction) (Yoon และคณะ, 2006) สกัดดวยน้ํา หรือ
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น้ํารอน (Yang และคณะ, 2005 และ Dien และคณะ, 2006) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเปนงานแรกที่

แสดงใหเห็นวาสามารถยอยเฮมิเซลลูโลสในเปลือกขาวโพดหรือซังขาวโพดไดอยางมีประสิทธิภาพ

โดยการเตรียมวัสดุตั้งตนเพียงการบดและรอนใหไดขนาดเหมาะสมโดยไมตองผานขั้นตอนทาง

เคมีหรือกายภาพอื่น ซึ่งเปนวิธีที่งายและมีตนทุนต่ําซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําวัสดุทางการ

เกษตรกลับคืนมาใชเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตผลิตภัณฑตางๆ เชน แอลกอฮอล ยาปฏิชีวนะ 

สารเชื้อเพลิงอื่นๆ ดวยกระบวนการหมักตอไป 
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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)        1.0 ลิตร 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. CH 7  เทากับ 7.0 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี

 

2.  ไซแลน คอมเพล็กซ มเีดียม (Xylan complex medium) สําหรับผลิตไซแลเนส บีตา-ไซโลสิเดส 

และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

 ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Oat spelt xylan)   0.75 เปอรเซ็นต 

 พอลิเพบโตน (Polypeptone)     0.5 เปอรเซ็นต 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    0.1 เปอรเซ็นต 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.4 เปอรเซ็นต 

 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)     0.02 เปอรเซ็นต 

 แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)   0.1 เปอรเซ็นต 

 เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต(FeSO4⋅7H2O)   0.002 เปอรเซ็นต 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. CH 7  เทากับ 7.0 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี
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3. ไซแลน คอมเพล็กซ มีเดียม (Xylan complex medium) สําหรับผลิตแอซีติลเอสเทอเรส 
 
 ไซแลนจากไมเบิรช (Birchwood xylan)    0.75 เปอรเซ็นต 

 พอลิเพบโตน (Polypeptone)     0.5 เปอรเซ็นต 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    0.1 เปอรเซ็นต 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.4 เปอรเซ็นต 

 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)     0.02 เปอรเซ็นต 

 แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)   0.1 เปอรเซ็นต 

 เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4⋅7H2O)   0.002 เปอรเซ็นต 

 ปรับระดับความเปนกรดดางเทากับ    9.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคม ี
 

1. สารเคมีสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ 

  

1.1 สารละลายอัลคาไลน คอปเปอร (alkaline copper reagent) 

 

สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต (Na2HPO4⋅12H2O) 71 กรัม 

และเกลือของโซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต (C4H4KNaO6.4H2O) 40 กรัม ในน้ํา

กลั่น 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 1 นอรมอล 100 มิลลิลิตร แลว

เติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O) ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 80 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) ปริมาณ 180 กรัม ละลายใหเขากัน

แลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 

ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนําไปใช 

 

1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson’s reagent) 

 

ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต ((NH4)6Mo7O24⋅4H2O) 53.2 กรัม ในน้ํา

กลั่น 900 มิลลิลิตร กรดซัลฟูริกเขมขน 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเติมสารละลายโซเดียมอาร

ซีเนต (NaHAsO4) ความเขมขน 12 เปอรเซ็นต 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นให

เปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอน

นําไปใช 
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2. สารละลายสําหรับวเิคราะหโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1952) 

  

2.1 Lowry A 

 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)             60.0 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)             12.0 กรัม 

โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต               0.6 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น                                                                  3.0 ลิตร 

 

2.2 Lowry B 

 

คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O)             5.0 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น                 1.0 ลิตร 

 

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. สารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คา

ความเปนกรดดางตางๆ ไดแก 4.0 4.5 5.0 5.5 และ 6.0 โดยละลายโซเดียมแอซีเตต 1.21 2.91 

5.07 6.94 และ 7.76 กรัม ตามลาํดับ ในน้ํากลัน่ 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางตาม

ตองการดวยกรดแอซีติก และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เจือจาง

สารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 

0.1 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 

 

4. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปน

กรดดาง 6.0 6.5 7.0 7.5 และ 8.0 โดยละลายไดโซเดยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.87 4.60 8.55 

11.74 และ 13.34 กรัม และโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 10.42 8.11 4.77 2.46 และ 0.85 กรัม 

ตามลําดับ ในน้ํากลัน่ 80 มลิลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางตามตองการดวยโซเดยีมไฮดรอกไซด 

และปรับปริมาตรดวยขวดวดัปริมาตรขนาด 100 มลิลิลิตร แลวเจือจางสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากลัน่ 

 

5. สารละลายทรสิบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปนกรด

ดาง 8.0 8.5 และ 9.0 โดยละลายทรสิ-เบส 12.1 กรัม ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน

กรดดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100

มิลลิลิตร แลวเจือจางสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดาง

ใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
1. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ 

 

1.1 กราฟมาตรฐานไซโลสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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1.2 กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน

การวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส 
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 1.3 กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 0-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการ

วิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดส 
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1.4 กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการ

วิเคราะหแอคติวิตีของแอซีติลเอสเทอเรส 
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2. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหโปรตีน  

 

กราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
นางสาวปาริฉัตร ราวีศรี เกิดเมื่อวันอังคารที่ 24 สิงหาคม พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ในปการศึกษา  2546 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยาทาง

อุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 ปจจุบันอาศัยอยูที่

บานเลขที่ 4/838 ซอย 33 หมูบานสหกรณ ถนนเสรีไทย แขวงคลองกุม เขตบึงกุม กรุงเทพมหานคร 

10240 

 

ผลงานตีพิมพเผยแพร 

 

1. สวนหนึ่งของงานวิจัยนี้ไดเขารวมเสนอผลงานในการประชุมทางวิชาการระดับชาติ 

“TSB2007: Biotechnology for Gross National Happiness” ระหวางวันที่ 9-12 ตุลาคม 2550  ณ 
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