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 งานวิจยันี้ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลติแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ซึ่งเปน
หนึง่ในกลุมเอนไซมยอยสลายโซกิง่ของไซแลน จาก Streptomyces sp. PC22  ผลการแปรชนิด
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ไนโตรเจน 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) จะใหแอคติวิตีดีกวาเมื่อใชไซแลน โดยมีคาสูงสุด 
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พบวามีอุณหภมูิ และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงาน คือที่ 65 องศาเซลเซียส และ 
6.0 ตามลําดบั   มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซยีส และสูญเสียแอคติวิตีอยาง
สมบูรณที่ 75 องศาเซลเซยีส เมื่อบมเปนเวลา 30 นาท ีและมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดาง
ในชวงกวางตัง้แต 5.0 – 9.0 
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 Optimal production conditions for α-L-arabinofuranosidase, one of the xylan 
debranching enzymes, by Streptomyces sp. PC22 were investigated.  Among various 
sources of commercial available xylan which were from oat spelts, birchwood, and 
beachwood, oat spelt xylan was the best carbon source.  Oat-spelt xylan at the optimal 
concentration of 1.0% (w/v) with a suitable organic or inorganic nitrogen source which 
was polypeptone or NH4NO3 at the concentration equivalent to 0.05% nitrogen (w/v), the 
maximum enzyme activities of 0.21 and 0.36 U.ml-1 were obtained, respectively, when 
cultivated for 2 days at the initial pH of 8.  When xylan-containing agricultural materials 
including wheat bran, rice bran, rice straw, corn hulls, corn cobs, cotton seed hulls and 
saw dust were used as a carbon source in place of the commercial xylan, among them 
wheat bran was found to be the best.  Wheat bran at the optimal concentration of 3.0% 
(w/v) along with suitable organic nitrogen, polypeptone, at the concentration equivalent 
to 0.05% nitrogen (w/v) or inorganic nitrogen, (NH4)2SO4 , at the concentration equivalent 
to 0.1% nitrogen (w/v), the activities obtained were higher than those by the commercial 
xylan with maximum values of 0.48 and 0.84 U.ml-1, respectively, after 2 days of 
cultivation at initial pH of 10.  Preliminary study on the enzyme properties revealed that it 
had temperature and pH optima of 65°C and 6.0, respectively.  In addition it was found 
that the enzyme was stable to temperature up to 60°C for 30 min but completely lost its 
activity upon preincubation for 30 min at 75°C while it was stable to a wide range of pH 
from 5.0 – 9.0. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ประวัติความเปนมา 

 เซลลพืชเปนแหลงคารบอนหลักในธรรมชาติ ประกอบดวยพอลิเมอรที่เปนองคประกอบ
หลัก 3 ชนิดคือ เซลลูโลส (cellulose) ซึ่งมีมากที่สุดคือ 40 เปอรเซ็นต รองลงมาคือเฮมิเซลลูโลส 
(hemicellulose) มี 33 เปอรเซ็นต และชนิดสุดทายคือลิกนิน (lignin) มี 23 เปอรเซ็นต (Rahman, 
Kato และคณะ, 2003) เฮมิเซลลูโลส ประกอบดวยพอลิแซคคาไรดหลายชนิด เชน ไซแลน 
(xylan), กลูแคน (glucan), แมนแนน (mannan), กาแลคแทน (galactan) และอะราบิแนน 
(arabinan) โดยมีไซแลนเปนองคประกอบหลัก (Hespell และ O’Bryan, 1992) 

 ไซแลนเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสในเซลลพืช พบไดในธรรมชาติทั้งในไม
เนื้อออน ไมเนื้อแข็ง พืชลมลุก ในผนังเซลลชั้นแรกของพืชใบเลี้ยงเดี่ยว รวมทั้งในวัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตร เชน ฟางขาว รําขาว เปลือกไม กากเมล็ดฝาย ซังขาวโพด เปลือกเมล็ดทานตะวัน 
(Magee และ Kosaric, 1985) และในเปลือกเมล็ดธัญพืชตางๆ (Ericksson และคณะ, 1990) 
นอกจากนี้ยังสามารถพบไซแลนไดในวัสดุเหลือทิ้งในระหวางกระบวนการลอกเนื้อไมเพื่อทําเยื่อ
กระดาษ (pulping) หรือจากโรงสีขาว (Biely, 1985) ไซแลนที่พบจากแหลงตางกัน จะมีปริมาณ
และโครงสรางแตกตางกันไปตามแหลงที่พบ เชน ในไมเนื้อแข็งพบวามีปริมาณไซแลนมากกวา 30 
เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง (Wood และ McCrae, 1996) ในไมเนื้อออนจะมีไซแลนประมาณ 8 
เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง ในไมลมลุกและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจะมีไซแลนประมาณ      
20 - 40 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง (Saddler และคณะ, 1983) 

 ไซแลนจากแหลงที่มาตางๆ กัน เชน หญา ธัญพืช ไมเนื้อออน ไมเนื้อแข็ง  ก็จะมี
องคประกอบแตกตางกันไป ดังนี้ ไซแลนจากไมเบิรช ประกอบดวย ไซโลส 89.3 เปอรเซ็นต,       
อะราบิโนส 1 เปอรเซ็นต และ กลูโคส 1.4 เปอรเซ็นต ไซแลนจากรําขาว ประกอบดวย ไซโลส 46 
เปอรเซ็นต, อะราบิโนส 44.9 เปอรเซ็นต, กาแลคโตส 6.1 เปอรเซ็นต และ กลูโคส 1.9 เปอรเซ็นต 
เปนตน (Saha, 2000) 
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1.3 การยอยสลายไซแลน 

 การยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว สามารถยอยสลายโดยการใชสารเคมี 
(chemical hydrolysis) และการยอยสลายดวยเอนไซม (enzyme hydrolysis) หรือใชทั้งสองอยาง
รวมกัน (Tsao และ Chiang, 1983) 

 การยอยสลายไซแลนโดยการใชสารเคมีมักใชในการกําจัดลิกนินออกจากเนื้อไม ใน
กระบวนการเตรียมเยื่อกระดาษ เนื่องจากในเยื่อกระดาษที่ยังไมผานการฟอกสีนั้นจะมีสีน้ําตาล 
สันนิษฐานไดวามาจากลิกนินที่เหลือ โดยทั่วไปเยื่อกระดาษจะผานการฟอกสีโดยใช กาซคลอรีน 
และ คลอรีนไดออกไซด (chlorinedioxide) ซึ่งทําใหเกิดสารประกอบไดออกซิน และสารประกอบ
คลอไรดที่เปนพิษชนิดอื่นๆ ดวย อีกทั้งสารประกอบเหลานี้ไมสามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ 
และยังทําใหเกิดปญหามลภาวะตอส่ิงแวดลอมอยางรุนแรง (Bezalel และคณะ, 1993)  

การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมเปนปฏิกิริยาที่จําเพาะกวาการใชสารเคมี และยังไมทํา
ใหเกิดสารประกอบที่เปนพิษ ซึ่งเอนไซมที่ใชในการยอยสลายไซแลนประกอบดวยเอนไซมสองกลุม
ใหญคือ 

1. เอนโด-บีตา-1,4-ไซแลเนส (endo-β-1,4-xylanase; EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอย
สลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลสิดิก แบบสุม เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายใน (endo-
mechanism) ไดไซโลสและโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ เปนผลิตภัณฑสุดทาย (Gilbert และคณะ, 
1993)  

2. บีตา-ไซโลสิเดส (β-xylosidase; EC 3.2.1.37) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บตีา-
ดี-ไซโลไพราโนไซด ทีละ 1 หนวยจากปลายดานนอนรีดิวซ (non-reducing end) เรียก
กระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายนอก (exo-mechanism) ไดไซโลสเปนผลิตภัณฑสุดทาย 
(Dekker และ Richards, 1976)  
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นอกจากนี้การยอยสลายไซแลนใหสมบูรณตองอาศัยเอนไซมที่สามารถยอยหมูขางเคียง
รวมดวย ดังแสดงในรูปที่ 1.2 ไดแก แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (α-L-
arabinofuranosidase; EC 3.2.1.55), แอลฟา-กลูคูโรนิเดส (α-glucuronidase; EC 3.2.1.139) 
และอะซีทิลไซแลนเอสเทอเรส (acetylxylan esterase; EC 3.1.1.6) (Filho และคณะ, 1996) ซึ่ง
ในงานวิจัยนี้จะกลาวถึงอยางละเอียดเฉพาะแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ซึ่งเปนเอนไซมที่
สนใจจะศึกษาตอไป 

 แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายหมูอะราบิ
โนสจากไซแลน อะราบิโนไซแลน และอะราบิแนน ซึ่งเปนพอลิแซคคาไรดในกลุมเฮมิเซลลูโลส 
เอนไซมนี้จึงจัดเปนเอนไซมที่สําคัญอีกชนิดหนึ่งในกลุมยอยสลายไซแลน โดยมีบทบาทรวมกับ
เอนไซมอ่ืนๆ ในกลุมนี้ การยอยสลายไซแลน อะราบิโนไซแลน หรืออะราบิแนนใหสมบูรณจนได
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่สามารถนําไปใชในกระบวนการหมักเพื่อใหไดสารที่มีประโยชนชนิดตางๆ 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสพบในจุลินทรียหลายชนิด เชน รา แบคทีเรีย ยีสต 
และแอคติโนมัยซีทีส จากงานวิจัยที่ผานมาไดมีการศึกษา Streptomyces spp. ที่เจริญไดในภาวะ
คาความเปนกรดดางสูงประมาณ 9 และที่อุณหภูมิสูงประมาณ 40 - 45 องศาเซลเซียส รวมทั้ง
ศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมยอยสลายไซแลนสายหลัก ไดแก ไซแลเนส และบีตา-ไซโล
สิเดส   งานวิจัยนี้มีจุดมุงหมายที่จะนํา Streptomyces sp. PC22 ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงในการ
สรางไซแลเนส (Ungchaithum และ Pinphanichakarn, 1998) มาศึกษาความสามารถในการ
ผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส รวมทั้งศึกษาสมบัติเบื้องตนของเอนไซมนี้ เพื่อนาํมาเปน
ขอมูลในการเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของไซแลเนสตอไป 

 

 

 

  

 

 





บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1 ชนิดของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส  

อะราบิโนฟวราโนสิเดส เปนเอนไซมในกลุมที่ยอยสลายเฮมิเซลลูโลส ซึ่งตัดหมู แอล-อะรา
บิโนฟวราโนซิลจากโอลิโกแซคคาไรด และพอลิแซคคาไรดตางๆ เอนไซมกลุมนี้เปนสวนหนึ่งของ 
glycosidase ซึ่งใชในการยอยสลาย อะราบิแนน อะราบิโนไซแลน และพอลิแซคคาไรดอ่ืนๆ ซึ่ง
เปนองคประกอบหลักของผนังเซลลพืชอยางสมบูรณ (Margolles และคณะ, 2003)  

พอลิแซคคาไรดที่ประกอบดวยอะราบิโนส เชน อะราบิแนน อะราบิโนกาแลคแทน และ  
อะราบิโนไซแลน มีอยูในเนื้อเยื่อของพืชแตกตางกัน เชน ใบไม ราก เมล็ด และดอกเปนตน 
(Luonteri และคณะ, 1998) 

อะราบิแนนประกอบดวยพันธะ แอลฟา-1,5 ของหมูอะราบิโนฟวราโนส เปนสายหลัก และ
มีอะราบิโนฟวราโนสมาตอเปนสายกิ่งดวยพันธะ แอลฟา-1,2 และ แอลฟา-1,3  ในอะราบิโนกา
แลคแทนนั้น สายหลักของกาแลคโตไพราโนสจะเชื่อมดวยหมูขางเคียงคืออะราบิโนฟวราโนส ที่
ตําแหนง O-3 และ O-6 (Luonteri และคณะ, 1998)  สวนในอะราบิโนไซแลน มีไซโลสมาตอเปน
สายหลักดวยพันธะบีตา-1,4 และมีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสตอเปนโซกิ่งที่ตําแหนง O-3 
หรือในบางกรณีก็จะตอทั้งตําแหนง O-2 และ O-3 เปนตน (Margolles และคณะ, 2003)  

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (EC 3.2.1.55) เปนเอนไซมชนิด exo-type ที่ยอย
พันธะแอลฟา-1,2 และแอลฟา-1,3 จากปลายสายดานนอนรีดิวซของหมู แอลฟา-แอล-อะราบิโน
ฟวราโนสจากไซแลน อะราบิโนไซแลน และอะราบิโนกาแลคแทน (Manin และคณะ, 1994) ซึ่ง
จัดเปนเอนไซมที่อยูในกลุมของเอนไซมที่ใชยอยสลายไซแลน และมีความจําเปนในการยอยอะราบิ
โนไซแลนอยางสมบูรณ (Saha, 2000) และถาทํางานรวมกับ เอนโด-1,5-แอลฟา-แอล-อะราบิ
นาเนส (EC 3.2.1.99) ซึ่งเปนเอนไซมที่ยอยสลายพันธะ 1,5-แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิดิก
ภายในสายของแอลฟา-1,5-อะราบิแนนนั้น ก็ทําใหเกิดการยอยสลายอะราบิแนนอยางสมบูรณ 
(Margolles และคณะ, 2003)  
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อะราบิโนสซึ่งเปนหมูขางเคียงตัวหนึ่งของไซแลน ถูกพบเปนปริมาณมากในรูปของอะราบิ
โนไซแลนในรําขาวสาลี และฟาง ในปฏิกิริยาการยอยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่สําคัญใช 
เอนโด-บีตา-1,4-ไซแลเนส แสดงใหเห็นวาการที่มีอะราบิโนสเปนหมูขางเคียงจะเปนอุปสรรค
สําคัญตอการทําปฏิกิริยาของไซแลเนส (Debeche และคณะ, 2000) ไดมีรายงานเกี่ยวกับการเพิ่ม
ประสิทธิภาพของเอนไซมยอยสลายไซแลนสายหลักเมื่อมีการทํางานรวมกันกับแอลฟา-แอล-อะรา
บิโนฟวราโนสิเดส ดังนี้ 

Lee และ Forsberg (1987) ศึกษาการทํางานรวมกันของอะราบิโนฟวราโนสิเดส กับไซ
แลเนสบี และไซโลสิเดส ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาใหน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 
74 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนการยืนยันวาการยอยพันธะแอลฟา-1,3 ของอะราบิโนสที่เกาะกับไซแลนสาย
หลัก ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายไซแลน 

Wood และ McCrae (1996) ศึกษาผลของการทํางานรวมกันระหวางแอลฟา-แอล-อะราบิ
โนฟวราโนสิเดส กับ เอนโด-1,4-บีตา-ดี-ไซแลเนส จาก Aspergillus awamori พบวาชวยเพิ่มการ
ปลอยอะราบิโนส จากอะราบิโนไซแลนจากฟางขาวโอต จาก 10.3 เปอรเซ็นต เปน 42.2 
เปอรเซ็นต และชวยเพิ่มการปลอยอะราบิโนส จากอะราบิโนไซแลนจากฟางขาวสาลี ขึ้นจาก 10.2 
เปอรเซ็นต เปน 69.8 เปอรเซ็นต ภายใตสภาวะที่ทดสอบ 

Rahman, Sugitani และคณะ (2003) ศึกษาบทบาทของอะราบิโนฟวราโนสิเดส กับไซ
แลเนส และไซโลสิเดส จาก Penicillium sp. AHT-1 ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต 
พบวาจะชวยเพิ่มปริมาณน้ําตาลไซโลสจาก 25 เปอรเซ็นต เปน 61 เปอรเซ็นต และลําดับในการทาํ
ปฏิกิริยาในการยอยสลายไซแลนจะเริ่มจากแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตอดวยไซแลเนส 
และสุดทายคือบีตา-ไซโลสิเดส 

Tuncer และ Ball (2003) ศึกษาการทํางานรวมกันของเอนไซมในกลุมที่ยอยสลายไซแลน 
จาก Thermomonospora fusca BD25 ตอการยอยไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาการใชบีตา-
ไซโลสิเดส และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส รวมกับไซแลเนส จะชวยเพิ่มการยอยสลายไซ
แลนเปน 2 เทา คือเพิ่มจาก 28 เปอรเซ็นต เปน 58 เปอรเซ็นตของสับสเตรททั้งหมด โดยไดไซโลส
และอะราบิโนสเปนผลิตผลหลัก 
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2.2 ประโยชนของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 เอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสลายไซแลน เปนที่สนใจกันมากเพราะสามารถนํามาใชใหเกิด
ประโยชนในอุตสาหกรรมการเกษตรไดจริง เชน การแปรสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมาเปน
เชื้อเพลิงและสารเคมี การกําจัดลิกนินจากเยื่อกระดาษ การเพิ่มความสามารถการยอยของอาหาร
สัตว การทําใหน้ําผลไมใสข้ึน และการชวยเพิ่มกลิ่นรสในไวนได เปนตน (Saha, 2000) 

การใชประโยชนของน้ําตาลจากเฮมิเซลลูโลส เปนสิ่งสําคัญในการเปลี่ยนวัสดุทางการ
เกษตรใหเปนเอทานอลและสารที่ใชประโยชนไดอ่ืนๆ อยางมีประสิทธิภาพ การใชกรดเจือจางที่
อุณหภูมิสูง จะยอยเฮมิเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว (Saha และ Bothast, 1999) อยางไร
ก็ดีการใชกรดในการยอยก็จะสรางผลิตผลขางเคียงที่เปนพิษตอจุลินทรียที่เกี่ยวของกับการหมัก
ดวย ดังนั้น เอนไซมในกลุมที่ใชยอยสลายไซแลน (Xylan-degrading enzyme) จึงมีความสําคัญ
มากในการยอยสลายผลผลิตทางการเกษตร ไปเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว สําหรับเปนสารตั้งตนใน
กระบวนการหมักเพื่อผลิตเชื้อเพลิงและสารเคมีที่มีประโยชน  

เอนไซมที่ตัดพันธะแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิดิก สามารถทําปฏิกิริยารวมกันกับไซ
แลเนส ในการยอยสลายอะราบิโนไซแลน (Greve และคณะ, 1984) การทํางานรวมกันระหวางเอน
โด-ไซแลเนส กับอะราบิโนฟวราโนสิเดส สามารถชวยยอยสลายอะราบิโนไซแลนในหญาได ดังนั้น
จึงเปนการเพิ่มความสามารถในการยอยอาหารของสัตว (Graham และ Inborr, 1992) 

Bezalel และคณะ (1993) ไดปรับปรุงประสิทธิภาพการฟอกสีเยื่อกระดาษของ T-6 ไซ
แลเนส ที่ไดจาก Bacillus stearothermophilus สายพันธ T-6 โดยทดลองใหมีการทํางานรวมกัน
กับเอนไซม ในกลุม เฮมิ เซลลู เลส  พบวาการใชอะราบิ โนฟวราโนสิ เดส  จาก  Bacillus 
stearothermophilus สายพันธุ L1 รวมกับ T-6 ไซแลเนส สามารถเพิ่มปริมาณการปลดปลอย
ลิกนิน ออกจากเยื่อกระดาษที่ยังไมไดฟอกสีอยางเห็นไดชัด 

Yanai และคณะ (2000) ศึกษาผลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Pichia 
capsulata X91 ตอการเพิ่มกลิ่นรสในไวนองุนพันธุ muscat พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน
สิเดส สามารถปลอย monoterpenol จาก monoterpenyl arabinofuranosylglucosides ทําให
ชวยเพิ่มความเขมขนของสารประกอบของกลิ่นรสในไวนได เชน linalool citronellol และ geraniol 
จึงชวยปรับปรุงกลิ่นรสดวย 
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 การยอยสลายอะราบิโนไซแลนอยางสมบูรณ จะไดผลิตภัณฑสุดทายเปนน้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยวคือไซโลส และอะราบิโนส ซึ่งสามารถนําไปใชประโยชนไดมากมาย เชน ไซโลสใชผลิตโปรตีน
เซลลเดี่ยว (single cell protein) ใชเปนสารตั้งตนในการผลิตไซลิทอล (Barbosa และคณะ, 
1988) เอทานอล และบิวทานอล (Neale และคณะ, 1988) สวนอะราบิโนส เนื่องจากมีรสหวาน 
และไมดูดซึมเขารางกาย จึงใชเปนสารใหความหวานได (Seri และคณะ, 1996) อีกทั้งยังสามารถ
ปองกันภาวะน้ําตาลในเลือดสูงในผูปวยโรคเบาหวาน หลังจากรับประทานอาหารที่มีซูโครสเขาไป
ได (Matsuo และคณะ, 2000)  

ในปจจุบันนี้ การผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเปนที่สนใจอยางมาก 
เนื่องจากมีประสิทธิภาพ และชวยเพิ่มคุณคาของวัสดุเหลือทิ้ง   ในป 2002 เอทานอลกวา 2 ลาน
แกลลอนถูกผลิตขึ้นจากการหมักแปงเปนหลัก และแนวโนมการใชเอทานอลในอนาคตประเมินกัน
วาจะมีอัตราเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว เนื่องจากเปนสารที่มีความปลอดภัยกับส่ิงแวดลอมมากกวาการ
ใช methyl tertiary butyl ether (MTBE) ซึ่งเปนสารผสมในน้ํามนัเพื่อการเผาไหมที่สะอาด และใช
กันอยางแพรหลายที่สุด แต MTBE นี้ถูกพบวามีการปนเปอนในแหลงน้ําธรรมชาติ (Saha, 2003) 

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่ยังไมไดใชประโยชน สามารถใชเปนวัตถุดิบราคาถูกในการ
ผลิตเอทานอลได การยอยสลายเฮมิเซลลูโลสดวยเอนไซมจะไดน้ําตาลตางๆ ข้ึนกับแหลงที่มา เชน 
ไซโลส กาแลคโตส แมนโนส ฟรุกโตส แรมโนส กลูโคส และอะราบิโนส แมวา Saccharomyces 
cerevisiae ทั่วๆ ไป จะเปลี่ยนกลูโคสไปเปนเอทานอลไดอยางรวดเร็ว แตก็ไมสามารถเปลี่ยน
น้ําตาลชนิดอื่นๆ เชนไซโลส และอะราบิโนส ไปเปนเอทานอลได (Saha, 2003) 

Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis และ Candida shehate เปนยีสตที่สามารถ
เปลี่ยนไซโลส และอะราบิโนสไปเปนเอทานอลได (Walker, 1998) ดังรูปที่ 2.1 และ 2.2 แตในเชิง
พานิชยการใชยีสตเหลานี้ในการหมักเอทานอลมีอยูไมมาก เพราะมีความทนตอเอทานอลไดต่ํา 
กระบวนการหมักเปนไปอยางเชื่องชา และการควบคุมออกซิเจนเพื่อใหไดภาวะที่เหมาะสมทําได
ยาก (Du Preez, 1994) แตอยางไรก็ตามไซโลสสามารถถูกเปลี่ยนเปนไซลูโลส (xylulose) โดยใช
ไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) และยีสตทั่วๆ ไปสามารถหมักไซลูโลสเปนเอทานอลได 
(Gong และคณะ, 1981) จึงมีการใช recombinant DNA technology โดยการ transform xylose 
isomerase gene จากแบคทีเรีย เขาสู Saccharomyces cerevisiae ทําใหสามารถหมักไซโลส
เปนเอทานอลได (Walker, 1998) ดังรูปที่ 2.3  
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รูปที่ 2.1 การหมักไซโลสเปนเอทานอลโดยยีสต (Walker, 1998) 
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L-Arabinose 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.2 การหมักอะราบิโนสเปนเอทานอลโดยยีสต (Walker, 1998) 
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รูปที่ 2.3 การหมักไซโลสเปนเอทานอล โดยใชไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) (Kuyper 
และคณะ, 2004) 
 
  C3P  คือ  triose-3-phosephate 

C5P  คือ  pentose-5-phosphate 
  C6P  คือ  hexose-6-phosphate 
  PPP  คือ  pentose phosphate pathway 
 
 

6 xylose                   10 ethanol + 10 CO2 + 10 ATP 

6 xylose isomerase 

6 xylose 6 xylitol 6 xylulose 

6 NAD(P) 

6 NAD(P)H 

6 C5P 

4 C6P 

2 C3P 8 C3P 

8 CO2 
16 ATP 

2 CO2 
4 ATP 

1 ATP 

8 ethanol 2 ethanol 

PPP 
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2.3 แหลงของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสพบในจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย รา ยีสต 
และแอคติโนมัยสีท จุลินทรียบางสายพันธุจะสรางและเก็บเอนไซมไวภายในเซลล (intracellular 
enzyme) แตบางสายพันธุจะสรางและปลอยออกมาภายนอกเซลล (extracellular enzyme) 
ตัวอยางสายพันธุจุลินทรียที่สามารถสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส แสดงดังตาราง    
ที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 ตัวอยางสายพนัธุของจุลินทรยีที่สามารถสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

สายพนัธุจุลนิทรีย เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori Wood และ McCrae, 1996 

Aspergillus awamori IFO 4033 Kaneko, Arimoto และคณะ, 1998 

Aspergillus niger  Gunata และคณะ, 1990 

Aspergillus niger 5-16 Kaneko และคณะ, 1993 

Aspergillus sojae Kimura และคณะ, 1995 

Aspergillus terreus Luonteri และคณะ, 1998 

Aureobasidium pullulans Saha และ Bothast, 1998a และ 1998b 

Bacillus polymyxa Morales และคณะ, 1995 

Bacillus pumilus Degrassi และคณะ, 2003 

Bacillus stearothermophilus Bezalel และคณะ, 1993 

Bacillus stearothermophilus T-6 Gilead และ Shoham, 1995 

Bacillus subtilis 3-6 Kaneko และ Kusakabe, 1995 

Bacteroides xylanolyticus X5-1 Schyns และคณะ, 1994 

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

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

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Lee และ Forsberg, 1987 

Cytophaga xylanolytica Renner และ Breznak, 1998 

Fusarium oxysporum Panagiotou และคณะ, 2003 

Penicillium capsulatum Filho และคณะ, 1996 

Penicillium chrysogenum Sakamoto และ Kawasaki, 2003 

Penicillium purpurogenum De Ioannes และคณะ, 2000 

Pichia capsulata X91 Yanai และ Sato, 2000 

Rhizomucor pusillus HHT-1 Rahman และคณะ, 2001 

Rhodotorula flava Uesaka และคณะ, 1978 

Rhodothermus marinus Gomes และคณะ, 2000 

Ruminococcus albus 8 Greve และคณะ, 1984 

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

Streptomyces chartreusis GS901 Matsuo และคณะ, 2000 

Streptomyces diastaticus Tajana และคณะ, 1992 

Streptomyces diastatochromogenes 065 Kaneko, Higashi และคณะ, 1998 

Streptomyces lividans  Vincent และคณะ, 1997 

Streptomyces purpurascens IFO 3389 Komae และคณะ, 1982 

Thermobacillus xylanilyticus Debeche และคณะ, 2000 

Thermotoga thermarum Sunna และ Antranikian, 1996 

Trichoderma reesei Kaneko, Kuno และคณะ, 1998 

 



 15

2.4 ปจจัยทีม่ีผลตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

การผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสในจุลินทรีย ไดมีรายงานการใชแหลง
คารบอน และแหลงไนโตรเจนหลากหลายชนิด รวมทั้งภาวะที่ใชเลี้ยงเชื้อก็แตกตางกันตามความ
เหมาะสมของเชื้อแตละชนิด ดังนี้ 

Tajana และคณะ (1992) เล้ียง Streptomyces diastaticus ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีรําขาว
สาลี 0.8 เปอรเซ็นต รวมกับ กลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และมีแอมโมเนียมซัลเฟต 
0.03 เปอรเซ็นต และแอมโมเนียมคลอไรด 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
ไนโตรเจน คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.2 บมเชื้อที่ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง พบวาใหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเทากับ 0.26 หนวยตอ
มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ  

Manin และคณะ (1994) ศึกษาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Streptomyces 
lividans 66 ซึ่งสรางเอนไซมไวภายในเซลล เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซแลนจากเปลือกขาว
โอต (oat spelt xylan) 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน และมีแอมโมเนียมซัลเฟต 0.35 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน บมเชื้อที่ 34 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ชั่วโมง ไดแอคติวิตีจําเพาะของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเทากับ 1 หนวยตอมิลลิกรัม
โปรตีน 

Saha และ Bothast (1998a) เล้ียง Aureobasidium pullulans ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
แหลงคารบอนตางๆ คือ อะราบิแนนจาก sugar beet, อะราบิโนไซแลนจากขาวสาลี, แอล-อะราบิ
โนส, แอล-อะราบิทอล, ไซโลส, ไซลิทอล, ไซแลนจากเปลือกขาวโอต, ซังขาวโพด และอะราบิโนกา
แลคแทน ที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมเชื้อที่ 28 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 4 วัน พบวาแอล-อะราบิโนสใหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสูงที่สุดคือ 
0.498 หนวยตอมิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

De Ioannes และคณะ (2000) พบวา Penicillium purpurogenum สรางแอลฟา-แอล-
อะราบิโนฟวราโนสิเดสออกมาภายนอกเซลล และเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีแหลงคารบอนตางๆ คือ 
แอล-อะราบิทอล, sugar beet pulp, ไซแลนจากเปลือกขาวโอต, แอล-อะราบิโนส ที่ความเขมขน 
1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) และฟางขาวสาลีรวมกับรําขาวสาลี ที่ความเขมขนชนิดละ 
0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) มีแหลงไนโตรเจนคือ ยูเรีย 0.03 เปอรเซ็นต แอมโมเนียม
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ซัลเฟต 0.14 เปอรเซ็นต และนีโอเพพโทน 0.075 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยบมที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน พบวาไดแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ
เดสสูงสุดเทากับ 1 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อใชแอล-อะราบิทอลเปนแหลงคารบอน ขณะที่ sugar 
beet pulp, ไซแลนจากเปลือกขาวโอต และฟางขาวสาลีรวมกับรําขาวสาลี ใหแอคติวิตีของ
เอนไซมเทากับ 0.85, 0.70 และ 0.55 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

Gomes และคณะ (2000) ศึกษาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Rhodothermus marinus ซึ่งสรางออกมาภายนอกเซลล โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหลง
คารบอนคือไซแลนจากเปลือกขาวโอต 0.3 เปอรเซ็นต และมีสารสกัดจากยีสต 0.6 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 8.0 บม
เชื้อที่ 61 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน พบวามีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส
เทากับ 65 nkat/ml และเมื่อใชรําขาวสาลเีปนแหลงคารบอน พบวาไดแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 
48 nkat/ml ซึ่งนอยกวาไซแลนจากเปลือกขาวโอต 

Matsuo และคณะ (2000) เล้ียง Streptomyces chartreusis GS901 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยใชอะราบิแนน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และใชไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) 23 มิลลิโม
ลาร เปนแหลงไนโตรเจน ปรับคาความเปนกรดดางเปน 7.2 และบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
96 ชั่วโมง ไดแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 0.117 หนวยตอมิลลิลิตร 

Yanai และ Sato (2000) เลี้ยง Pichia capsulata X91 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อสราง
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ซึ่งสรางและเก็บไวภายในเซลล มีแหลงไนโตรเจนเปน        
เพพโทน 0.5 เปอรเซ็นต และมีอะราบิโนส 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
ปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเปน 4.0 โดยบมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน 
ไดแอคติวิตีจําเพาะของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเทากับ 0.6 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน 

Rahman และคณะ (2001) ศึกษาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Rhizomucor pusillus HHT-1 พบวาเปนเอนไซมที่สรางออกมาภายนอกเซลล โดยใชแอล-อะราบิ
ทอล 1.0 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และใชพอลิเพพโทน 1.0 เปอรเซ็นตรวมกับแอมโมเนียม
ซัลเฟต 0.12 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน มีคาความเปนกรดดางของ
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อาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.5 บมเชื้อที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 ชั่วโมง ใหแอคติวิตีของ
เอนไซมเทากับ 0.3 หนวยตอมิลลิลิตร 

Panagiotou และคณะ (2003) ศึกษาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Fusarium oxysporum ซึ่งเปนเอนไซมที่สรางออกมาภายนอกเซลล และเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ใชอะราบิโนไซแลนจากขาวสาลีที่ 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน ปรับคา
ความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.0 บมเชื้อที่ 30 องศาเซลเซียส พบวาใหแอคติวิตี
ของเอนไซมสูงสุดเทากับ 0.037 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 4 วัน 

Rahman, Sugitani และคณะ (2003) ศึกษาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Penicillium sp. AHT-1 พบวาเปนเอนไซมที่สรางออกมาภายนอกเซลล โดยใชไซแลนจากเปลือก
ขาวโอต 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน และใชโซเดียมไนเตรท 0.2 เปอรเซ็นต และพอลิ        
เพพโทน 0.01 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน ปรับคาความเปนกรดดางของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0 บมเชื้อที่ 30 องศาเซลเซียส พบวามีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิ
โนฟวราโนสิเดสเทากับ 0.05 หนวยตอมิลลิลิตร ในวันที่ 7 

ตารางที่ 2.2 ไดแสดงตัวอยางภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงจุลินทรียชนิดตางๆ เพื่อสราง
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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ตารางที่ 2.2  ภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการเพาะเลี้ยงจุลนิทรียชนิดตางๆเพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

สายพนัธุของจุลินทรีย ความเปนกรดดางเริ่มตน
ของอาหารเลีย้งเชื้อ 

อุณหภูมิที่ใชในการ
เพาะเลี้ยง ( °C ) 

ระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยง เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori IFO 4033 - 35 90 ชั่วโมง Kaneko, Arimoto และคณะ, 1998 

Aureobasidium pullulans 5.0 28 4 วัน Saha และ Bothast, 1998b 

Bacillus polymyxa 7.2 30 40 ชั่วโมง Morales และคณะ, 1995 

Bacillus pumilus - 37 4 วัน Degrassi และคณะ, 2003 

Bacillus stearothermophilus T-6 7.0 55 1 วัน Gilead และ Shoham, 1995 

Fusarium oxysporum 6.0 30 4 วัน Panagiotou และคณะ, 2003 

Penicillium sp. AHT-1 7.0 30 7 วัน Rahman, Sugitani และคณะ, 2003 

Penicillium chrysogenum 5.0 30 12 วัน Sakamoto และ Kawasaki, 2003 

Penicillium purpurogenum - 28 4 วัน De loannes และคณะ, 2000 

Pichia capsulata X91 4.0 28 2 วัน Yanai และ Sato, 2000 
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ตารางที่ 2.2 (ตอ) 

สายพนัธุของจุลินทรีย ความเปนกรดดางเริ่มตน
ของอาหารเลีย้งเชื้อ 

อุณหภูมิที่ใชในการ
เพาะเลี้ยง ( °C ) 

ระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยง เอกสารอางอิง 

Rhizomucor pusillus HHT-1 5.5 40 5 วัน Rahman และคณะ, 2001 

Rhodothermus marinus 7.5-8.0 61 4 วัน Gomes และคณะ, 2000 

Streptomyces chartreusis GS901 7.2 30 4 วัน Matsuo และคณะ, 2000 

Streptomyces diastaticus 7.2 30 1 วัน  Tajana และคณะ, 1992 

Streptomyces lividans 66 - 34 2 วัน Manin และคณะ, 1994 

 

หมายเหต ุ:    -   หมายถงึ ไมระบุ 
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2.5 สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

มีรายงานเกี่ยวกับสมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ทั้งอุณหภูมิ และคา
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางาน     ความเสถียรตออุณหภูมิ และความเสถียรตอ      
คาความเปนกรดดาง ดังนี้ 

Hespell และ O’Bryan (1992) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Butyrivibrio fibrisolvens GS113 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 55 องศาเซลเซียส 
และมีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 6.0 - 6.5 มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 45 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางตั้งแต 4.0 - 8.0 

Kaneko และคณะ (1993) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Aspergillus 
niger 5-16 มีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 60 องศา
เซลเซียส และ 4.0 ตามลําดับ มีความเสถียรตออุณหภูมิจนถึง 30 องศาเซลเซียส และสูญเสีย    
แอคติวิตีอยางสมบูรณที่ 60 องศาเซลเซียส เมื่อบมเปนเวลา 2 ชั่วโมง และมีความเสถียรตอคา
ความเปนกรดดางในชวง 4.0 - 7.0 

Manin และคณะ (1994) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Streptomyces 
lividans 66 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 60 องศาเซลเซียส และมีคาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสมเทากับ 6.0 

Schwarz และคณะ (1995) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Clostridium 
stercorarium (ArfB) มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 70 องศาเซลเซียส และมีคา
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 5.5 

Wood และ McCrae (1996) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Aspergillus awamori มีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 50 
องศาเซลเซียส และ 4.6 ตามลําดับ และมีความเสถียรตออุณหภูมิจนถึง 70 องศาเซลเซียส เมือ่บม
เปนเวลา 15 นาที 
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Renner และ Breznak (1998) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Cytophaga xylanolytica มีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 
45 องศาเซลเซียส และ 5.8 ตามลําดับ และมีความเสถียรตออุณหภูมิจนถึง 45 องศาเซลเซียส 
และมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวง 4.0 - 10.0 

Saha และ Bothast (1998b) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Aureobasidium pullulans มีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 
75 องศาเซลเซียส และ 4.0 - 4.5 ตามลําดับ มีความเสถียรตออุณหภูมิจนถึง 75 องศาเซลเซียส
เมื่อบมเปนเวลา 30 นาที และเหลือแอคติวิตีอยู 50 เปอรเซ็นตที่ 75 องศาเซลเซียส เมื่อบมเปน
เวลา 8 ชั่วโมง และมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวง 4.0 - 5.5 และที่คาความเปนกรด
ดางเทากับ 3.0 และ 6.0 จะเหลือแอคติวิตีอยู 47 และ 40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

De loannes และคณะ (2000) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Penicillium purpurogenum มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 50 องศาเซลเซียส และมี
คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 4.0 

Debeche และคณะ (2000) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Thermobacillus xylanilyticus มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 75 องศาเซลเซียส 
และมีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 5.6 - 6.2 มีความเสถียรตออุณหภูมิจนถึง 90 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมงโดยยังเหลือแอคติวิตีอยู 50 เปอรเซ็นต และมีความเสถียรตอคาความ
เปนกรดดางตั้งแต 4.0 - 12.0 

Gomes และคณะ (2000) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Rhodothermus marinus มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 85 องศาเซลเซียส และมีคา
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 5.5 - 7.0 มีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 85 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 8.3 ชั่วโมง และที่ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 17 นาที โดยยังคงเหลือแอคติวิตีอยู 50 
เปอรเซ็นต และมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางตั้งแต 5.0 - 9.0 

Yanai และ Sato (2000) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Pichia 
capsulata X91 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเทากับ 50 องศาเซลเซียส    
ความเสถียรตออุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส และมีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 6.0 มี
ความเสถียรตอคาความเปนกรดดางตั้งแต 6.0 - 8.0 
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Rahman และคณะ (2001) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Rhizomucor 
pusillus HHT-1 มีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 65 องศา
เซลเซียส และ 4.0 ตามลําดับ และมีความเสถียรตออุณหภูมิตั้งแต 30 - 70 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ชั่วโมง และจะสูญเสียแอคติวิตีอยางสมบูรณที่ 80 องศาเซลเซียส มีความเสถียรตอคา
ความเปนกรดดางในชวง 7.0 - 10.0 

Degrassi และคณะ (2003) พบวาอุณหภูมิ และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ
ทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Bacillus pumilus เทากับ 55 องศาเซลเซียส 
และ 7.0 ตามลําดับ และมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวง 5.5 - 8.5 โดยสูญเสีย        
แอคติวิตีอยางสมบูรณที่คาความเปนกรดดางต่ํากวา 4.5 และมีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 65 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 135 นาที โดยยังคงเหลือแอคติวิตีอยู 80 เปอรเซ็นต และยังคงเหลือ     
แอคติวิตีอยู 50 เปอรเซ็นต ที่ 75 องศาเซลเซียสในเวลาบมเทากัน 

Margolles และ de los Reyes-Gavilan (2003) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ
เดส จาก Bifidobacterium longum B667 มีอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ
ทํางานเทากับ 45 องศาเซลเซียส และ 6.0 ตามลําดับ และมีความเสถียรตออุณหภูมิตั้งแต 40 - 50 
องศาเซลเซียส และจะเหลือแอคติวิตีอยู 50 เปอรเซ็นตเมื่อบมที่ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 
ชั่วโมง และมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวง 5.5 - 7.5 

Panagiotou และคณะ (2003) พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Fusarium oxysporum มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 50 - 60 องศาเซลเซียส และมี
คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 6.0 

ตารางที่ 2.3 ไดแสดงสมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จากจุลินทรียชนิด
ตางๆ 
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ตารางที่ 2.3 สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดสจากจุลินทรียชนิดตางๆ 

สายพนัธุของจุลินทรีย 
ความเปน  
กรดดางที่
เหมาะสม 

ความเสถียร
ตอความเปน  
กรดดาง 

อุณหภูมิที่
เหมาะสม      

( °C ) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ เอกสารอางอิง 

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

Aspergillus awamori IFO 4033 4.0 3.0-7.0 60 60 °C, 2 ชั่วโมง Kaneko, Arimoto และคณะ, 1998 

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

Aureobasidium pullulans 4.0-4.5 4.0-5.5 75 75 °C, 30 นาท ี Saha และ Bothast,1998b 

Bacillus pumilus 7.0 5.5-8.5 55 65 °C, 135 นาท ี Degrassi และคณะ, 2003 

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

Bacteroides xylanolyticus X5-1 5.5-6.0 5.5-9.0 50 50 °C, 20 นาท ี Schyns และคณะ, 1994 
Bifidobacterium longum B667 
 

6.0 
 

5.5-7.5 
 

45 
 

55 °C, 3 ชั่วโมง 
 

Margolles และ de los Reyes-
Gavilan, 2003 
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ตารางที่ 2.3 (ตอ) 

สายพนัธุของจุลินทรีย 
ความเปน  
กรดดางที่
เหมาะสม 

ความเสถียร
ตอความเปน  
กรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม  
( °C ) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ เอกสารอางอิง 

Butyrivibrio fibrisolvens GS113 6.0-6.5 4.0-8.0 55 45 °C, 60 นาท ี Hespell และ O’Bryan,1992 

Clostridium stercorarium 5.0 - 70 - Schwarz และคณะ, 1995 

Fusarium oxysporum 6.0 - 50-60 - Panagiotou และคณะ, 2003 

Penicillium capsulatum           (Ara I) 4.0 - 60 70 °C, 17.5 นาท ี Filho และคณะ, 1996 

                                                  (Ara II) 4.0 - 55 60 °C, 9 นาท ี  

Penicillium purpurogenum 4.0 - 50 - De loannes และคณะ, 2000 

Pichia capsulata X91 6.0 6.0-8.0 50 30 °C, 30 นาท ี Yanai และ Sato, 2000 

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

Rhodothermus marinus 
 

5.5-7.0 
 

5.0-9.0 
 

85 
 

85 °C, 8.3 ชั่วโมง 
90 °C, 17 นาท ี

Gomes และคณะ, 2000 
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ตารางที่ 2.3 (ตอ) 

สายพนัธุของจุลินทรีย 
ความเปน  
กรดดางที่
เหมาะสม 

ความ
เสถียรตอ
ความเปน   
กรดดาง 

อุณหภูมิที่
เหมาะสม 

(°C) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ เอกสารอางอิง 

Streptomyces chartreusis GS901(α-L-Afase I) 5.5 5.5-8.5 55 45°C, 5 ชั่วโมง Matsuo และคณะ, 2000 

                                                    (α-L-Afase II) 7.0 5.0-9.0 50 40°C, 5 ชั่วโมง  

Streptomyces diastaticus                         (C1) 5.0-6.5 3.5-7.5 - 25 °C, 8 ชั่วโมง Tajana และคณะ, 1992 

                                                                (C2) 5.0-6.5 3.5-7.5 - 50 °C, 3 ชั่วโมง  

Streptomyces lividans 66 6.0 - 60 - Manin และคณะ, 1994 

Thermoascus aurantiacus 4.0 2.5-10 70 50 °C, มากกวา 2 วนั Roche และคณะ, 1994 
    75 °C, 3 ชั่วโมง  
Thermobacillus xylanilyticus 5.6-6.2 4.0-11.0 75 90 °C, 2 ชั่วโมง Debeche และคณะ, 2000 
หมายเหต ุ:    -   หมายถงึ ไมระบุ 
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Streptomyces sp. PC22 เปนจุลินทรียที่แยกไดจากแหลงดินในประเทศไทย ซึ่งสามารถ
เจริญไดดีที่อุณหภูมิสูงถึง 45 องศาเซลเซียส ที่คาความเปนกรดดาง 9 และมีประสิทธิภาพสูงใน
การผลิตไซแลเนส (Ungchaithum และ Pinphanichakarn, 1998) และจากการศึกษาสมบัติของ
ไซแลเนสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว พบวาทํางานไดดีที่อุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส และทน
คาความเปนกรดดางไดในชวงกวาง (Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000) จึงมีความ
เปนไปไดที่จะนําไปใชประโยชนทางอุตสาหกรรม  

สําหรับงานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแอลฟา-แอล-อะ
ราบิโนฟวราโนสิเดส โดย Streptomyces sp. PC22 รวมทั้งศึกษาสมบัติเบื้องตนของเอนไซม
ดังกลาว เพื่อเปนขอมูลในการนํามาใชงานรวมกันกับไซแลเนส 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการทดลอง 
 
3.1 เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

 1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Controlled environmental incubator shaker) รุน  
  GYROMAXIM 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., U.S.A. 

2. เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น (Refrigerated centrifuge) รุน Avanti Centrifuge J-30I 
บริษัท Beckman, Germany 

 3. เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน KM-15200 ของ Kubota, Japan 
4. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (Digital pH meter) รุน Cyberscan 1000 และ รุน   

Cyberscan 2000 บริษัท Eutech Cybernetics, สิงคโปร, รุน Professional Meter PP-
50 บริษัท Sartorius AG Göttingen, Germany 

5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic ® 401 ของ Milton 
Roy, U.S.A. 

6. เครื่องชั่ง รุน PG2002-S และ รุน AG285 บริษัท Mettler Toledo, สวิสเซอรแลนด 
7. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co., Ltd., Japan. 

และรุน HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation, Japan. 
8. ตูเขี่ยเชื้อแบบ laminar flow รุน J2-21 บริษัท ISSCO, U.S.A. 
9. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (Water bath) ของ Memmert, Germany. 
10. เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุน G560E บริษัท Scientific Industries Inc., U.S.A. 
11. เครื่องกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน  502P-2 บริษัท PMC, U.S.A 
12. ฮีมาไซโทมเิตอร (Haemacytometer) Schott Duran, เยอรมันน ี
13. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus, ญี่ปุน 
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3.2 เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 

 1. พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ของ Sigma, U.S.A. 
 2. พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-

arabinofuranoside) ของ Sigma, U.S.A.  
 3. โบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin) ของ Sigma, U.S.A. 
 4. อะลูมินา (Alumina) ของ Sigma, U.S.A.  
 5. ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Oat spelt xylan) ของ Sigma, U.S.A. 
 6. ไซแลนจากไมเบิรช (Birchwood xylan) ของ Sigma, U.S.A. 
 7. ไซแลนจากไมบีช (Beechwood xylan) ของ Sigma, U.S.A 
 8. ไซโลส (D-Xylose) ของ Sigma, U.S.A. 
 9. กลูโคส (D-Glucose Monohydrate) ของ Merck, Germany 
 10. อะราบิโนส (L-Arabinose) ของ Sigma, U.S.A. 
 11. แอมโมเนยีมซลัเฟต ((NH4)2SO4) บริษัท Unilab, สหรัฐอเมริกา 
 12. ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) บริษทั M & B 
 13. แอมโมเนยีมคลอไรด (NH4Cl) บริษัท Unilab, สหรัฐอเมริกา 
 14. แอมโมเนยีมไนเทรต (NH4NO3) บริษัท Fluka, เยอรมน ี
  15. โพแทสเซยีมไนเทรต (KNO3) บริษัท May & Baker, อังกฤษ  
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3.3  วิธีดําเนินการทดลอง 
 
   3.3.1 การเพาะเลีย้ง Streptomyces sp. PC22 และการเตรยีมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว
ราโนสิเดส 
 
 3.3.1.1 การเตรียมสปอร Streptomyces sp. PC22 
 
  ปลูกเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ในอาหารแข็งเอียงขาวไรท (ภาคผนวก ก 
หมายเลข 1) บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน และนํามาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
10 - 15 วัน จึงนํามาขูดสปอรออกโดยเทคนิคปลอดเชื้อ โดยใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวแขวนลอย 
ดูดสปอรแขวนลอยที่ได มากรองผานชุดกรองสปอร (ภาคผนวก ง หมายเลข 1) นําสปอร
แขวนลอยที่กรองไดมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จึงเทสวนน้ําใส
ทิ้ง ลางสปอรดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นแขวนลอยใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล ที่ผาน
การนึ่งฆาเชื้อแลว 2 คร้ัง โดยเจือจางใหไดความหนาแนนของสปอรเทากับ 2 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร แบงเก็บเปนปริมาตรนอยๆ (aliquots) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 
 
 3.3.1.2 การศึกษารูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. PC22 
 

 ศึกษารูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. PC22 โดยถายสปอรแขวนลอย
ของ Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมี
ขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600     
นาโนเมตร  
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 3.3.1.3 การตรวจสอบแหลงสะสมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสของ 
Streptomyces sp. PC22 
 
  ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)      
pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ
ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน
เมตร ที่การเจริญในระยะ mid log ที่ไดจากขอ 3.3.1.2  จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตร
ตอปริมาตร) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ (Xylan complex medium) (ภาคผนวก ก. 
หมายเลข 2) pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan) 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (Manin และคณะ, 1994) 
บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส แลว
วิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ในชวงเวลาตั้งแตชั่วโมงที่ 0 ถึงชั่วโมง
ที่ 120 โดยเก็บตัวอยางมาปนแยกเซลล และสวนน้ําใส ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ
ดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนใสไป
วิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส สวนเซลลนําไปปนลางเซลลดวย 100 
มิลลิโมลาร โซเดียม ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 จํานวน 3 รอบ ที่สภาวะเดิม นําเซลลที่ไดมาทําให
แตกโดยบดรวมกับผงอะลูมินาในโกรง ดวยอัตราสวนน้ําหนักเซลลเปยกตอผงอะลูมินาเทากับ 1 
ตอ 1 จากนั้นเติม 100 มิลลิโมลาร โซเดียม ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ลงไปในปริมาตรนอยที่สุด
เพื่อเปนตัวทําละลาย นําสวนผสมที่ไดไปปนเหวี่ยงโดยใชเคร่ืองปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ
ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นําสวนใสที่ไดไป
วิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดส และปริมาณโปรตีน 
 
   3.3.2 การวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
  

วิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตามวิธีที่ดัดแปลงมาจาก 
Manin และคณะ (1994) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 10 มิลลิโมลาร พารา-ไนโตร
ฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside) ปริมาตร 
0.025 มิลลิลิตร ที่ละลายอยูใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียม ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 และ
สารละลายแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ที่ความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 0.025 
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มิลลิลิตร นําสวนผสมนี้ไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวเติม 500 มิลลิ
โมลาร โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไปเพื่อหยุดปฏิกิริยา ผสมสวนผสมทั้งหมดให
เขากันดวยเครื่องปนผสม (vortex mixer) นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโน
เมตร 
 กราฟมาตรฐานใช พาราไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ความเขมขนในชวง 0 - 20 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 
 1 หนวยของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย 
พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด แลวให พารา-ไนโตรฟนอล ปริมาตร 1      
ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะขางตน 
 
   3.3.3 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 
 
 วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยนําสารละลายตัวอยาง 1.0 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายผสม 
C (Lowry C : ภาคผนวก ข หมายเลข 1) 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 20 
นาที เติมสารละลาย D (Lowry D : ภาคผนวก ข หมายเลข 1) 0.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
 คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum 
albumin) ความเขมขน 0 - 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 
 
   3.3.4 การศึกษาผลของไซแลนและน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวตอการสรางแอลฟา-แอล-อะรา
บิโนฟวราโนสิเดส 
 

3.3.4.1 ชนิดของไซแลนและน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวตอการเปนแหลงคารบอน 
 

  ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน  2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)      
pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ
ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน
เมตร ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรชนิดของไซแลนและ
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น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ไดแก ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan) ไซแลนจากไมเบิรช 
(birch wood xylan) ไซแลนจากไมบีช (beech wood xylan) อะราบิโนส (arabinose) ไซโลส 
(xylose) และกลูโคส (glucose) ที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมในเครื่อง
เขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 - 5 วัน 
เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-
แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

3.3.4.2 การหาความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการสรางแอลฟา-แอล-อะรา
บิโนฟวราโนสิเดส 

 
 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2 x 108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)      
pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ
ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน
เมตร ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยใชแหลงคารบอนที่เหมาะสม
ที่ไดจากขอ 3.3.4.1 นํามาแปรความเขมขนที่ 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมทิี่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 วัน นํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 
12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตี
ของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 
3.3.4.3 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 
 
  ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)      
pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ
ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน
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เมตร ที่การเจริญในระยะmid log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่
ไดจากขอ 3.3.4.1 และขอ 3.3.4.2  บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยแปรระยะเวลาบมเชื้อ 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน เก็บตัวอยางนํามาปน
เหวี่ยง ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา
โนสิเดส 
 
   3.3.5 การศึกษาผลของวัสดุทางการเกษตรตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน
สิเดส 
 
 3.3.5.1 การหาชนิดของวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสม  
 
  วัสดุทางการเกษตรที่ใชแทนไซแลนจากเปลือกขาวโอตในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน
คอมเพล็กซ มีดังนี้ ฟางขาวเจา (rice straw), รําขาวเจา (rice bran), รําขาวสาลี (wheat bran), 
ซังขาวโพด (corn cobs), เปลือกขาวโพด (corn hulls), กากเมล็ดฝาย (cotton seed hulls) และ  
ขี้เลื่อย (saw dust) โดยวัสดุเหลานี้ผานการอบแหง บด และรอนดวยตะแกรงขนาด 60 เมซ  
  ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)      
pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ
ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน
เมตร ที่การเจริญในระยะ mid log  จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่แปรแหลงคารบอนที่เปนวัสดุ
ทางการเกษตร ดังนี้ ฟางขาวเจา, รําขาวเจา, รําขาวสาลี, ซังขาวโพด, เปลือกขาวโพด, กากเมล็ด
ฝาย และขี้เล่ือย โดยใชความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) และ บมเปนเวลา 1 - 5 
วันบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เก็บ
ตัวอยางนํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-
แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
 



 34

3.3.5.2 หาความเขมขนของวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมตอการสรางแอลฟา-แอล-    
อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
  ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)      
pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ
mid log  จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอม
เพล็กซ pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยนําแหลงคารบอนทางการเกษตรที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 
3.3.5.1 มาแปรความเขมขนที่ 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปรียบเทียบกับภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.4 นําไปบมบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิด
ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบโินฟวราโนสิเดส 
 

3.3.5.3 การศึกษาหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิ
โนฟวราโนสิเดส เมื่อใชแหลงคารบอนที่เปนวัสดุทางการเกษตร 

 
 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2 x 108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)      
pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ 
mid log  จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอม
เพล็กซ pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีแหลงคารบอนทางการเกษตรที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 
3.3.5.2 บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส โดยแปรระยะเวลาบมเชื้อ 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่อง
ปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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   3.3.6 ปริมาณอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสม เพื่อใชในการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิ
โนฟวราโนสิเดส 
 
 3.3.6.1 การหาชนิดของอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสม  
 
  แหลงไนโตรเจนที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ คือ พอลิเพพโทน 
(polypeptone) ซึ่งเปนอินทรียไนโตรเจน และมีปริมาณไนโตรเจนจากการวิเคราะหโดยวิธี 
Kjeldahl (โดยความอนุเคราะหของสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร) เทากับ 
10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอน้ําหนัก) โดยในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพลก็ซ ใชพอลิเพพโทน 0.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ดังนั้นจึงมีปริมาณไนโตรเจนจากพอลิเพพโทนอยู 0.05 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ซึ่งแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่นํามาใชแทนพอลิเพพโทน มีดังนี้ 
แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) และโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) 

 โดยถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)      
pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ 
mid log  จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอม
เพล็กซ pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.4 หรือ แหลง
คารบอนทางการเกษตรที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.5 นําแตละแหลงคารบอนมาแปรอนินทรีย
ไนโตรเจน ดังนี้ แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) แอมโมเนียม
ซัลเฟต ((NH4)2SO4) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) และโพแทสเซียมไนเตรท 
(KNO3) ใหมีความเขมขนในรูปของไนโตรเจนเทากับ 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดย
เปรียบเทียบกับพอลิเพพโทน นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน นํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุม
อุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวน
ใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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3.3.6.2 การหาความเขมขนของอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสรางแอลฟา-แอล-
อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 
 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2 x 108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)      
pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ 
mid log  จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอม
เพล็กซ pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีแหลงคารบอนและอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสม หรือ 
แหลงคารบอนทางการเกษตรและอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.6.1 โดยนํา      
อนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมในแตละแหลงคารบอนมาแปรความเขมขนในรูปของไนโตรเจนที่ 
0.025, 0.05, 0.075, 0.10 และ 0.125 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) นําไปบมบนเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน นํามาปน
เหวี่ยง ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา
โนสิเดส 

 
3.3.6.3 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส เมื่อใชอนินทรียไนโตรเจน 
 
 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. PC22 ความหนาแนน 2 x 108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB)      
pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ 
mid log  จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอม
เพล็กซ pH 9.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีแหลงคารบอนและอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ได
จากขอ 3.3.6.2 บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส โดยแปรระยะเวลาบมเชื้อ 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่อง
ปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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   3.3.7 ความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

แปรระดับความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 6.0 - 11.0 โดยมีแหลง
คารบอน และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.4 - 3.3.6 โดย บมบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ตามระยะเวลาบมเชื้อที่
เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.4.3, 3.3.5.3 และ 3.3.6.3 เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปน
เหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
   3.3.8 อุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ 
 

เลี้ยงเชื้อภายใตภาวะที่เหมาะสมในขอ 3.3.7 แตแปรอุณหภูมิที่ใชในการบมเชื้อในชวง 30 
- 50 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสไปวิเคราะห
แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
   3.3.9 การเตรียมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเขมขน โดยวิธีตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟต 
 
 เลี้ยงเชื้อภายใตภาวะที่เหมาะสม ที่ใหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ      
เดสสูงที่สุด และเก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยง ดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสทั้งหมดมา
ตกตะกอน ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นปน
เหวี่ยงแยกตะกอนออกจากน้ําใส ดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 นาที นําตะกอนที่ไดมาละลายใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0 
ใหปริมาตรนอยที่สุดที่ละลายตะกอนไดหมด ไดอะไลสขามคืนในบัฟเฟอรเดิม ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนั้นปนเหวี่ยงแยกตะกอนออกจากน้ําใส ดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําสวนใสที่ไดไปศึกษาสมบัติเบื้องตนของแอลฟา-แอล-อะราบิ
โนฟวราโนสิเดส 
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   3.3.10 การศึกษาสมบัติเบ้ืองตนของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก
Streptomyces sp. PC22 
 

3.3.9.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
  นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 
3.3.2 โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 35 - 70 องศาเซลเซียส 
 

3.3.9.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ
เดส 
 

 นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 
3.3.2 โดยบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.9.1 และแปรความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชให
อยูในชวงความเปนกรดดางตางๆดังนี้ 

 100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  ในชวง pH 4.0 - 6.5 
 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร ในชวง pH 6.0 - 8.5 

100 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร   ในชวง pH 8.0 - 9.0 
 
 3.3.9.3 ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตออุณหภูมิ 
 
  บมเอนไซมใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ที่อุณหภูมิ
ตางๆ ในชวง 35 - 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะ
ราบิโนฟวราโนสิเดสที่เหลือ ตามวิธีการในขอ 3.3.2 ภายใตอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสม โดยมีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทียบ 
 
 3.3.9.4 ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอความเปนกรดดาง 
 
  บมเอนไซมในบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางในชวง 4.0 - 9.0 ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่  
เหลือตามวิธีการในขอ 3.3.2 ภายใตอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม โดยมีแอลฟา-
แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทียบ 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. PC22 
 

 การทดลองนี้เพื่อหารูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. PC22 เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เล้ียงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) pH 9.0 ติดตามการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เพื่อใชเปนขอมูลสําหรับการเตรียมหัวเชื้อตอไป และเนื่องจากลักษณะ
การเจริญของเชื้อเปน pellet เล็กๆ ละเอียด และกระจายตัวอยูในอาหารอยางสม่ําเสมอ จึง
สามารถติดตามการเจริญของเชื้อโดยวัดความขุนได ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.1 พบการเจริญ
ของเชื้อในระยะทวีคูณ (log phase) อยูระหวางชั่วโมงที่ 7 ถึง ชั่วโมงที่ 12 โดยระยะ mid log อยูที่
ชั่วโมงที่ 9 มีคาการดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร เทากับ 1.2 และ ระยะ late log อยูที่ชั่วโมงที่ 11 
มีคาการดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร เทากับ 2.1 หลังจากนั้นเชื้อจะเขาสูระยะ stationary และ
สุดทายเขาสู dead phase ในชั่วโมงที่ 29 
 
4.2 การตรวจสอบแหลงสะสมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสของ Streptomyces 
sp. PC22 
 
 การทดลองนี้เพื่อตรวจสอบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ Streptomyces sp. 
PC22 สรางขึ้นเปนเอนไซมชนิดปลอยออกนอกเซลล (extracellular enzyme) หรือ เก็บไวในเซลล 
(intracellular enzyme) โดยใชหัวเชื้อจากระยะ mid log เล้ียงเชื้อภายใตภาวะตามวิธีการในบทที่ 
3 ขอ 3.3.1.3 จากนั้นเปรียบเทียบ แอคติวิตีทั้งหมดที่วิเคราะหไดทั้งในนํ้าเลี้ยงเชื้อ และภายใน
เซลล และติดตามปริมาณโปรตีนของ Streptomyces sp. PC22 วิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม
โดยบมปฏิกิริยาที่ 60 องศาเซลเซียส pH 6.0 ตามภาวะที่รายงานโดย Manin และคณะ (1994) 
ผลการทดลองในรูปที่ 4.2 พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จัดเปน extracellular 
enzyme โดยสรางขึ้นภายในเซลล แลวปลดปลอยออกนอกเซลล และใหแอคติวิตีสูงสุดที่ 48 
ชั่วโมง แตมีการเจริญสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 8 ดังนั้นในการทดลองขั้นตอๆไปจะวิเคราะหแอคติวิตีของ
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากน้ําเลี้ยงเชื้อ 
 



 40

 
 

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2
1.4
1.6
1.8

2
2.2
2.4
2.6
2.8

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
เวลา (ช่ัวโมง)

คา
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

งท
ี่ 60

0 น
าโน

เม
ตร

 
 
รูปที่ 4.1 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. PC22 
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รูปที่ 4.2 ความสัมพนัธของปริมาณโปรตีน (             ) และแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว
ราโนสิเดส จากน้ําเลี้ยงเชื้อ (            ) และภายในเซลล (            ) ของ Streptomyces sp. PC22 
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4.3 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมเบื้องตนในการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน
สิเดส จาก Streptomyces sp. PC22  
 
 ในการทดลองที่ผานมาขางตนทําการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม โดยบมปฏิกิริยาที่ 60
องศาเซลเซียส pH 6.0 ตามภาวะที่รายงานโดย Manin และคณะ (1994) ซึ่งศึกษาแอลฟา-แอล-
อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Streptomyces lividans 66 ภาวะดังกลาวอาจไมใชภาวะที่เหมาะสม
ในการทํางานของเอนไซมจากเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ดังนั้นการทดลองนี้จึงศึกษาภาวะที่
เหมาะสมเบื้องตน เพื่อนําไปใชในการวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
จาก Streptomyces sp. PC22 ในการทดลองตอไป 
 
   4.3.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
 จากการนําน้ําเลี้ยงเชื้อปริมาตรเทาๆ กันมาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา
โนสิเดส โดยการแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 35 - 70 องศาเซลเซียส พบวาอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 60 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมินี้เอนไซมใหแอคติวิตี
สูงสุด ดังรูปที่ 4.3 
 
   4.3.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
 จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน
สิเดสโดยการทําปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรความเปนกรดดางในชวง 4.0 - 9.0 ผลการทดลองแสดง
ในรูปที่ 4.4  พบวาเอนไซมสามารถทํางานไดดีที่สุดที่ pH 6.0 เมื่อใชฟอสเฟตบัฟเฟอร  
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รูปที่ 4.3 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส  
 
 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.4 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส  
 

อะซิเตทบัฟเฟอร  pH 4.0-6.5 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0-8.0 
ทริสบัฟเฟอร  pH 8.0-9.0 

 
 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
 

ดังนั้นในการทดลองตอๆไป จะวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมที่ อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส และ pH 6.0 ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 
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4.4 ผลของไซแลนและน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ
เดส 
 
   4.4.1 ผลของไซแลนชนิดตางๆ และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวตอการเปนแหลงคารบอน 
 

 จากการแปรชนิดของไซแลน และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเพื่อเปนแหลงคารบอน ไดแก ไซ
แลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan) ไซแลนจากไมเบิรช (birch wood xylan) ไซแลนจากไม
บีช (beech wood xylan) อะราบิโนส (arabinose) ไซโลส (xylose) และกลูโคส (glucose) ที่
ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.5 พบวาอะรา
บิโนส และไซแลนจากเปลือกขาวโอต ใหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสูงที่สุด
ในวันที่ 2 ประมาณ 0.30 และ 0.17 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แตในการทดลองขั้นตอไปจะ
เลือกใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน เนื่องจากตองการใชเปนตัวแทนของไซแลน
ในไมเนื้อออน เพื่อนําไปเปรียบเทียบกับไซแลนจากวัสดุทางการเกษตรในการสรางแอลฟา-แอล-
อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

   4.4.2 ผลของความเขมขนของไซแลนจากเปลือกขาวโอตตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว
ราโนสิเดส 
 

 จากการแปรความเขมขนของไซแลนจากเปลือกขาวโอตที่ 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 และ 2.0 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) พบวาที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ให   
แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสูงสุดประมาณ 0.19 หนวยตอมิลลิลิตร ดังผล
การทดลองในรปูที่ 4.6  
 

   4.4.3 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อ
ใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน 
 

 การทดลองนี้ใช ไซแลนจากเปลือกขาวโอตที่ 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน
แหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ จากนั้นแปรระยะเวลาบมเชื้อที่ 1, 2, 3, 4 
และ 5 วัน ผลการทดลองในรูปที่ 4.7 พบวา Streptomyces sp. PC22 ใหแอคติวิตีของแอลฟา-
แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส สูงสุดประมาณ 0.19 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อบมเปนระยะเวลา 2 วัน 
ดังนั้นในการศึกษาตอไปจึงเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 2 วัน และใชไซแลน
จากเปลือกขาวโอตที่ 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.5 ผลของไซแลน และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวชนิดตางๆ ที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (ก) เมื่อบมเชื้อเปนเวลา   
1 - 5 วัน, (ข) เมื่อบมเชื้อเปนเวลา 2 วัน 
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รูปที่ 4.6 ผลของความเขมขนของไซแลนจากเปลือกขาวโอตตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว
ราโนสิเดส เมื่อบมเปนเวลา 2 วัน 
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รูปที่ 4.7 ผลของระยะเวลาที่เลี้ยงเชื้อ ตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อใช    
ไซแลนจากเปลือกขาวโอต ที่ 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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4.5 ผลของวัสดุทางการเกษตรตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
   4.5.1 ชนิดของวัสดุทางการเกษตร  
 
 จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ ที่ใชวัสดุ
ทางการเกษตรชนิดตางๆ ที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน
แทนไซแลนจากเปลือกขาวโอต ชนิดของวัสดุทางการเกษตรที่ศึกษา ไดแก ฟางขาวเจา (rice 
straw), รําขาวเจา (rice bran), รําขาวสาลี (wheat bran), ซังขาวโพด (corn cobs), เปลือก
ขาวโพด (corn hulls), กากเมล็ดฝาย (cotton seed hulls) และขี้เล่ือย (saw dust) เปรียบเทียบ
กับไซแลนจากเปลือกขาวโอต โดยบมเชื้อเปนเวลา 1 - 5 วัน ผลการทดลองดังรูปที่ 4.8  พบวา    
รําขาวสาลี เปนแหลงคารบอนทางการเกษตรที่ใหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ 
เดสสูงสุด ประมาณ 0.13 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 2 วัน ดังนั้นในการทดลองตอไปจึง
เลือกรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนมาศึกษาตอไป 
 
   4.5.2 ผลของความเขมขนของรําขาวสาลีตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส  
 

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ ที่ใชรําขาว
สาลีเปนแหลงคารบอน แทนไซแลนจากเปลือกขาวโอต โดยแปรความเขมขนที่ 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 
และ 5.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยบมเปนระยะเวลา 2 วัน เปรียบเทียบกับไซแลนจาก
เปลือกขาวโอต พบวาความเขมขนของรําขาวสาลี ที่ 3.0 เปอรเซน็ต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติ
วิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสูงสุดประมาณ 0.38 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งสูงกวาเมื่อ
ใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตที่ 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน ดังผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.9 ดังนั้นจึงเลือกใชรําขาวสาลทีี่ความเขมขน 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
มาใชในการทดลองขั้นตอไป 
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   4.5.3 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อ
ใชรําขาวสาลีแหลงคารบอน 
 

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ ที่มีรําขาว
สาลี ความเขมขน 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดยแปรระยะเวลาบม
เชื้อที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน ผลการทดลองในรูปที่ 4.10 พบวาให แอคติวิตีสูงสุดประมาณ 0.42 
หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อบมเปนระยะเวลา 2 วัน ดังนั้นในการศึกษาตอไปจึงเลือกระยะเวลาที่
เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 2 วัน เมื่อใชรําขาวสาลีที่ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.8 ผลของวัสดุทางการเกษตรที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ตอการ
สรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เปรียบเทียบกับไซแลนจากเปลือกขาวโอต 1.0 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) (ก) เมื่อบมเชื้อเปนเวลา 1 - 5 วัน, (ข) เมื่อบมเชื้อเปนเวลา 2 วัน 
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รูปที่ 4.9 ผลของความเขมขนของรําขาวสาลีตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
เปรียบเทียบกับไซแลนจากเปลือกขาวโอต 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เมื่อบมเปนเวลา 2 
วัน 
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รูปที่ 4.10 ผลของระยะเวลาที่เลี้ยงเชื้อตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อใช   
รําขาวสาลี 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  
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4.6 ผลของอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ
เดส 
 
   4.6.1 ชนิดของอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสม  
 
 จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ ที่ใช       
ไซแลนจากเปลือกขาวโอต 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) หรือ รําขาวสาลี 3.0 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนตามลําดับ นําแตละแหลงคารบอนมาแปรชนิดของ       
อนินทรียไนโตรเจนที่ศึกษา และใหมีความเขมขนในรูปของไนโตรเจนเทากับ 0.05 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ไดแก แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) และ
โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) เปรียบเทียบกับพอลิเพพโทน (polypeptone) โดยบมเชื้อเปนเวลา 2 
วัน พบวา แอมโมเนียมไนเตรท เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่ใหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะรา
บิโนฟวราโนสิเดสสูงสุดประมาณ 0.23 หนวยตอมิลลิลิตร ในอาหารที่ใชไซแลนจากเปลือกขาวโอต
เปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟต เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่ใหแอคติวิตีของ
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสูงสุดประมาณ 0.41 หนวยตอมิลลิลิตร ในอาหารที่ใชรําขาว
สาลีเปนแหลงคารบอน ดังผลการทดลองรูปที่ 4.11 และ 4.12 ตามลําดับ ดังนั้นในการทดลอง
ตอไปจึงเลือกแอมโมเนียมไนเตรท เปนแหลง อนินทรียไนโตรเจน เมื่อใชไซแลนจากเปลอืกขาวโอต
เปนแหลงคารบอน และเลือกแอมโมเนียมซัลเฟต เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน เมื่อใชรําขาวสาลี
เปนแหลงคารบอนมาศึกษาตอไป 
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รูปที่ 4.11 ผลของอนินทรียไนโตรเจนที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน เทากับ 0.05 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อใชไซแลนจากเปลือก
ขาวโอต 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และบมเปนเวลา 2 วัน โดย
เปรียบเทียบกับพอลิเพพโทน 
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รูปที่ 4.12 ผลของอนินทรียไนโตรเจนที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน เทากับ 0.05 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อใชรําขาวสาลี 3.0 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และบมเปนเวลา 2 วัน โดยเปรียบเทียบกับพอ
ลิเพพโทน 
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   4.6.2 ผลของความเขมขนของอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบโิน
ฟวราโนสิเดส 
 
 4.6.2.1 ผลของความเขมขนของแอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) ตอการสรางแอลฟา-
แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน 
 

 จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ ที่
มีไซแลนจากเปลือกขาวโอต 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และ
แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน แทนพอลิเพพโทน โดยแปรความ
เขมขนในรูปของไนโตรเจนที่ 0.025, 0.050, 0.075, 0.100 และ 0.125 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) โดยบมเปนระยะเวลา 2 วัน พบวา แอมโมเนียมไนเตรทที่ความเขมขนในรูปของ
ไนโตรเจนที่ 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน
สิเดสสูงสุดประมาณ 0.23 หนวยตอมิลลิลิตร ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.13 ดังนั้นจึงเลือกใช
แอมโมเนียมไนเตรทที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจนที่ 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) มา
ใชในการทดลองขั้นตอไป 

 
4.6.2.2 ผลของความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ตอการสรางแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน 
 

 จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ ที่
มีรําขาวสาลี 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟต 
((NH4)2SO4) เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน แทนพอลิเพพโทน โดยแปรความเขมขนในรูปของ
ไนโตรเจนที่ 0.025, 0.050, 0.075, 0.100, 0.125 และ 0.150 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
โดยบมเปนระยะเวลา 2 วัน พบวา แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจนที่ 0.1 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสูงสุด
ประมาณ 0.53 หนวยตอมิลลิลิตร ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.14 ดังนั้นจึงเลือกใชแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจนที่ 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) มาใชในการ
ทดลองขั้นตอไป 
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รูปที่ 4.13 ผลของความเขมขนในรูปของไนโตรเจน ของแอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) ตอการ
สรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อใชไซแลนจากเปลือกขาวโอต 1.0 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน เมื่อบมเปนเวลา 2 วัน 
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รูปที่ 4.14 ผลของความเขมขนในรูปของไนโตรเจนของแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ตอการ
สรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อใชรําขาวสาลี 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน เมื่อบมเปนเวลา 2 วัน 
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   4.6.3 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อ
ใชอนินทรียไนโตรเจน 
 
 4.6.3.1 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ
เดส เมื่อใชแอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน และใชไซแลนจากเปลือก
ขาวโอตเปนแหลงคารบอน 
 
  จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ ที่
มีแอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน และมีไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1.0 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดยแปรระยะเวลาบมเชื้อที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 
วัน ผลการทดลองในรูปที่ 4.15 พบวา ใหแอคติวิตีสูงสุดประมาณ 0.22 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อบม
เปนระยะเวลา 2 วัน ดังนั้นในการศึกษาตอไปจึงเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 
2 วัน เมื่อใชแอมโมเนียมไนเตรทที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน และใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1.0 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
 
 4.6.3.2 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ
เดส เมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน และใชรําขาวสาลีเปน
แหลงคารบอน 
 
  จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ ที่
มีแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน และมีรําขาวสาลีความเขมขน 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดยแปรระยะเวลาบมเชื้อที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน ผลการทดลองใน
รูปที่ 4.16 พบวา ใหแอคติวิตีสูงสุดประมาณ 0.50 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อบมเปนระยะเวลา 2 วัน 
ดังนั้นในการศึกษาตอไปจึงเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 2 วัน เมื่อใช
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน
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แหลงอนินทรียไนโตรเจน และใชรําขาวสาลีความเขมขน 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน
แหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.15 ผลของระยะเวลาที่เลี้ยงเชื้อเพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อใช
แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน และใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตที่ 1.0 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
 
 
 
 
 



 62

 
 
 
 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 1 2 3 4 5

วัน

แอ
คต

ิวิต
ี (ห

นว
ยต

อม
ิลลิ

ลิต
ร)

 
 
รูปที่ 4.16 ผลของระยะเวลาที่เลี้ยงเชื้อเพื่อสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อใช
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน และใชรําขาวสาลี 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน 
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4.7 ผลของความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
   4.7.1 ผลของความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปน
แหลงคารบอน 
 

จากการแปรความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซที่มีไซแลน
จากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และมี 
พอลิเพพโทน หรือ แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.05 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน ตามลําดับ โดยแปรคาความเปนกรดดางที่ 
6.0 - 11.0 และบมเชื้อเปนเวลา 2 วัน พบวา ทั้งอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซที่มี               
พอลิเพพโทน และแอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน ใหแอคติวิตีสูงสุดประมาณ 0.22 และ 
0.32 หนวยตอมิลลิลิตรตามลําดับ ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 8 ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.17 
ดังนั้นจึงเลือกคาความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 8 มาใชในการศึกษาตอไป  
 
   4.7.2 ผลของความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน 
 

จากการแปรความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซที่มีรําขาว
สาลี ความเขมขน 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และมีพอลิเพพโทน ที่
ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต หรือ แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ที่ความ
เขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน ตามลําดับ 
โดยแปรคาความเปนกรดดางที่ 6.0 - 11.0 บมเชื้อเปนเวลา 2 วัน พบวา ทั้งอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน
คอมเพล็กซ ที่มีพอลิเพพโทน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน ใหแอคติวิตีสูงสุด
ประมาณ 0.45 และ 0.82 หนวยตอมิลลิลิตรตามลําดับที่คาความเปนกรดดางเทากับ 10 ดังผล
การทดลองในรูปที่ 4.18 ดังนั้นจึงเลือกคาความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 10 
มาใชในการศึกษาตอไป 
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รูปที่ 4.17 ผลของความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อใชไซแลนจากเปลือกขาวโอต              
เปนแหลงคารบอน  
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รูปที่ 4.18 ผลของความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อใชรําขาวสาลีเปนแหลง
คารบอน 
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4.8 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ 
 
   4.7.1 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงเชื้อเมื่อใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน 
 

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซที่ปรับคา
ความเปนกรดดางเทากับ 8 และมีไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน และมีพอลิ         
เพพโทน หรือ แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) เปนแหลงไนโตรเจน ตามลําดับ โดยแปรอุณหภูมิที่
ใชในการเลี้ยงเชื้อที่ 30, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส บมเชื้อเปนเวลา 2 วัน พบวา ทั้งอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มี พอลิเพพโทน และแอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน ใหแอคติวิตีสูงสุด
ประมาณ 0.21 และ 0.36 หนวยตอมิลลิลิตรตามลําดับที่อุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 45 องศา
เซลเซียส ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.19 ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อคือ 45 องศา
เซลเซียส 

 
   4.7.2 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงเชื้อเมื่อใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน 
 

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซที่ปรับคา
ความเปนกรดดางเทากับ 10 และมีรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน และมีพอลิเพพโทน หรือ
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เปนแหลงไนโตรเจน ตามลําดับ โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการ
เลี้ยงเชื้อที่ 30, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส บมเชื้อเปนเวลา 2 วัน พบวา ทั้งอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 
พอลิเพพโทน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน ใหแอคติวิตีสูงสุดประมาณ 0.48 และ 
0.84 หนวยตอมิลลิลติรตามลําดับ ที่อุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 45 องศาเซลเซียส ดังผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.20 ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อคือ 45 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.19 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงเชื้อเมื่อใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน 
และปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเทากับ 8 
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รูปที่ 4.20 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงเชื้อเมื่อใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน และปรับคา
ความเปนกรดดางของอาหารเทากับ 10 
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จากการวิจัยขางตนเมื่อแปรแหลงคารบอน และอนินทรียไนโตรเจนรวมทั้งภาวะที่ใชใน
การเลี้ยงเชื้อแลว พบวาเมื่อเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ
ที่ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 10 และมีรําขาวสาลีที่ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน และมีแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.1 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา   
2 วัน จะใหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสูงที่สุดประมาณ 0.84 หนวยตอ
มิลลิลิตร ซึ่งเพิ่มข้ึนเปน 4 เทาจากการใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน และ       
พอลิเพพโทนเปนแหลงไนโตรเจน ภายใตภาวะเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม  

จากผลการทดลองตางๆ ขางตนไดสรุปภาวะเหมาะสมในการผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโน
ฟวราโนสิเดส เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยใชไซแลนเปลือกขาวโอต หรือรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน รวมกับ
อินทรียไนโตรเจน หรืออนินทรียไนโตรเจน ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
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ตารางที่ 4.1 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยใช
ไซแลน หรือรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน รวมกับอินทรียไนโตรเจน หรืออนินทรียไนโตรเจน 
 

ภาวะบมเชื้อ 

แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน อุณหภูมิ 
(°C) 

คาความ
เปนกรด
ดางเริ่มตน 

ระยะเวลา 
(วัน) 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

1.) 1% ไซแลนจาก
เปลือกขาวโอต 
 

พอลิเพพโทน 
(0.05%ปริมาณ
ไนโตรเจน) 

45 
 
 

8 
 
 

2 
 
 

0.21 
 
 

2.) 1% ไซแลนจาก
เปลือกขาวโอต 

NH4NO3 (0.05% 
ปริมาณไนโตรเจน) 

45 
 

8 
 

2 
 

0.36 
 

3.) 3% รําขาวสาลี 
 

พอลิเพพโทน (0.05% 
ปริมาณไนโตรเจน) 

45 
 

10 
 

2 
 

0.48 
 

4.) 3% รําขาวสาลี 
 

(NH4)2SO4 (0.1% 
ปริมาณไนโตรเจน) 

45 
 

10 
 

2 
 

0.84 
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4.9 การศึกษาสมบัติของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Streptomyces sp. 
PC22 
 
 นําน้ําเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลนคอม
เพล็กซ ตามภาวะที่ใหแอคติวิตีสูงสุดขางตน มาทําใหเขมขนโดยตกตะกอนโปรตีนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟต ความเขมขน 0 - 80 เปอรเซ็นต จากนั้นนํามาศึกษาสมบัติตางๆ ดังนี้ 
 
   4.9.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
 จากการนําเอนไซมที่เตรียมไดปริมาตรเทาๆ กันมาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโน
ฟวราโนสิเดส โดยการแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 35 - 75 องศาเซลเซียส พบวา 
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 65 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมินี้เอนไซมให
แอคติวิตีสูงสดุ ดังรูปที่ 4.21 
 
   4.9.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
 จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน
สิเดส โดยการทําปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรความเปนกรดดางในชวง 4.0 - 9.0 ผลการทดลอง
แสดงในรูปที่ 4.22 พบวา เอนไซมสามารถทํางานไดดีที่สุดที่ pH 6.0 เมื่อใชฟอสเฟตบัฟเฟอร  
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รูปที่ 4.21 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
               กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
 
 
 
 
 
 
 
 



 73

 
 

0

20

40

60

80

100

3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9

ความเปนกรดดางของบัฟเฟอร

แอ
คต

ิวิต
ีสัม

พัท
ธ 

(เป
อร

เซ็
นต

)

 
 
รูปที่ 4.22 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
    อะซิเตทบัฟเฟอร  pH 4.0-6.5 
    ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0-8.0 
    ทริสบัฟเฟอร  pH 8.0-9.0 

 
   กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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   4.9.3 ผลของความเสถียรของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตออุณหภูมิ 
 
 นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสมาบมที่อุณหภูมิตางๆ โดยแปรอุณหภูมิในชวง  
35 - 90 องศาเซลเซียส บมนาน 30 นาที จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือภายใตภาวะที่เหมาะสม  
ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.23 พบวา แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสมีความเสถียรตอ
อุณหภูมิไดสูงถึงประมาณ 60 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมี 
แอคติวิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 80 เปอรเซ็นต และเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็ว จนที่ 
70 องศาเซลเซียส เอนไซมจะเหลือแอคติวิตีอยูประมาณ 40 เปอรเซ็นต และสูญเสียแอคติวิตีอยาง
สมบูรณที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียสเปนตนไป 
 
   4.9.4 ผลของความเสถียรของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอความเปนกรดดาง 
 
 นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการตกตะกอนโปรตีนแลวมาบมในบัฟเฟอร
ชนิดตางๆ ที่มีความเปนกรดดางในชวง 4.0 - 9.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือภายใตภาวะที่เหมาะสม พบวา เอนไซมมีความเสถียรตอคาความ
เปนกรดดางในชวงกวางคือ ตั้งแต 5.0 - 9.0 และยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูถึงประมาณ 93 - 98 
เปอรเซ็นต แตที่คาความเปนกรดดางต่ํากวา 5.0 ลงมาเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีจนเหลือ 47 
เปอรเซ็นตที่คาความเปนกรดดาง 4.0 ดังรูปที่ 4.24 
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รูปที่ 4.23 ความเสถียรของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตออุณหภูมิ 
 

   กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.24 ความเสถียรของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอความเปนกรดดาง 
 

อะซิเตทบัฟเฟอร  pH 4.0-6.5 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0-8.0 
ทริสบัฟเฟอร  pH 8.0-9.0 

 
  กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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 ผลการศึกษาสมบัติของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Streptomyces sp. 
PC22 ไดสรุปดังแสดงในตารางที่ 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 สมบัติของ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Streptomyces sp. PC22 
 

สมบัติของเอนไซม แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 
Streptomyces sp. PC22 

1. อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน 65 องศาเซลเซียส 
2. ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางาน 6.0 
3. ความเสถียรตออุณหภูมิ สูงถึง 60 องศาเซลเซียส, 30 นาท ี
4. ความเสถียรตอความเปนกรดดาง 5.0 – 9.0 
 
 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

เอนไซมที่ทําหนาที่ยอยหมูขางเคียงของไซแลน จัดเปนหนึ่งในกลุมเอนไซมยอยสลาย     
ไซแลนที่มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายไซแลนใหสมบูรณ  โดยทําหนาที่ตัดหมูขางเคียงจาก   
ไซแลนสายหลัก ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ซึ่งจัดเปนหนึ่งในกลุม
เอนไซมยอยหมูขางเคียงของไซแลน อะราบิโนไซแลน และยังชวยเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของ
เอนไซมที่ยอยสลายไซแลนสายหลัก ซึ่งจะมีประโยชนในการนําไปใชรวมกับไซแลเนส ใน
กระบวนการฟอกสีเยื่อกระดาษ อีกทั้งผลิตภัณฑสุดทายที่ไดเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว สามารถใช
เปนสารตั้งตนในการหมักเพื่อผลิตเชื้อเพลิงและสารเคมีที่มีประโยชนได 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส พบในจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย รา ยีสต 
และแอคติโนมัยซีท เชน Aspergillus niger 5-16 (Kaneko และคณะ, 1993), Bacteroides 
xylanolyticus X5-1 (Schyns และคณะ, 1994), Butyrivibrio fibrisolvens GS113 (Hespell และ 
O’Bryan, 1992), Pichia capsulata X91 (Yanai และ Sato, 2000), Streptomyces lividans 66 
(Manin และคณะ, 1994) เปนตน ซึ่งพบวาสรางและเก็บเอนไซมไวภายในเซลล (intracellular 
enzyme) ขณะที่ Bacillus stearothermophilus T-6 (Gilead และ Shoham, 1995), Fusarium 
oxysporum (Panagiotou และคณะ, 2003) Rhizomucor pusillus HHT-1 (Rahman และคณะ, 
2001), Streptomyces chartreusis GS901 (Matsuo และคณะ, 2000), Streptomyces 
diastaticus (Tajana และคณะ, 1992) เปนตน เปนจุลินทรียที่สรางเอนไซมและปลดปลอยออกมา
ภายนอกเซลล (extracellular enzyme) สวนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ที่ผลิตโดย 
Streptomyces sp. PC22 จัดเปน extracellular enzyme  

การผลิต แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จากจุลินทรียตางๆที่มีผูรายงานไว พบวา
สามารถใชแหลงคารบอนไดหลากหลายชนิด ไดแก น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว เชน อะราบิโนส กลูโคส 
และสารประกอบคารบอนเชิงซอน เชน อะราบิแนน อะราบิโนไซแลน เปนตน (Sakamoto และ 
Kawasaki, 2003; Rahman และคณะ, 2001; Gilead และ Shoham, 1995; Panagiotou และ
คณะ, 2003; Matsuo และคณะ, 2000) แตแหลงคารบอนที่สวนใหญระบุวามีบทบาทชักนําการ
สรางเอนไซมนี้ไดดี คือ สารประกอบเชิงซอนที่มีอะราบิโนสเปนองคประกอบ เชน ไซแลนจากไม
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เนื้อออน หรือจากเปลือกเมล็ดธัญพืชบางชนิด เชน ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Schyns และคณะ, 
1994) 

จากการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ของ 
Streptomyces sp. PC22 โดยใชไซแลนชนิดตางๆ และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเปนแหลงคารบอน 
พบวา อะราบิโนส และไซแลนจากเปลือกขาวโอต เปนแหลงคารบอนที่เหมาะสม โดยอะราบิโนส
ใหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสูงที่สุด ซึ่งโดยปกติแลวการที่มีน้ําตาล
โมเลกุลเดี่ยวที่เปนผลิตภัณฑสุดทายที่ไดจากปฏิกิริยาการยอยสลายของเอนไซมเปนแหลง
คารบอน นาจะไปยับยั้งการสรางเอนไซม แตในการทดลองนี้พบวา อะราบิโนส กลับมีบทบาทตอ
การสรางแอลฟา -แอล -อะราบิ โนฟวราโนสิ เดส  ซึ่ งมีผู ศึกษาเชน เดียวกัน  และพบวา 
Aureobasidium pullulans ใหแอคติวิตีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสูงสุด เมื่อใช อะราบิ
โนส 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (Saha และ Bothast, 1998a) และ 
Pichia capsulata X91 ใชอะราบิโนสเปนแหลงคารบอนในการสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา
โนสิเดส (Yanai และ Sato, 2000) สวนไซแลนจากเปลือกขาวโอตไดแอคติวิตีรองลงมา โดยไซ
แลนจากเปลือกขาวโอตที่ใชเปนผลิตภัณฑทางการคา ซึ่งประกอบดวยหมูแอลฟา-แอล-อะราบิโน
ฟวราโนซิล 1 โมเลกุล ตออยูที่ตําแหนง โอ-3 ของไซโลส บนสายหลัก ซึ่งจะพบในทุกๆ 8 – 10 
โมเลกุลของไซโลส (Schwarz และคณะ, 1995) ซึ่งในงานวิจัยนี้ไดเลือกไซแลนจากเปลือกขาวโอต
มาใชเปนแหลงคารบอน เพื่อเปรียบเทียบกับการใชวัสดุทางการเกษตรที่มีไซแลนเปนองคประกอบ 

จากการใชวัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆ ไดแก รําขาวสาลี รําขาวเจา ฟางขาว เปลือก
ขาวโพด ซังขาวโพด กากเมล็ดฝาย และข้ีเล่ือย พบวา รําขาวสาลี ที่ความเขมขน 3.0 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสูงที่สุด ซึ่งมีรายงานวา
รําขาวสาลีเปนอะราบิโนไซแลนที่ประกอบดวย บีตา-ดี-ไซโลไพราโนส เชื่อมตอกันดวยพันธะ 1-4 
เปนสายหลัก และมี แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนส ปริมาณมากเปนหมูขางเคียง (Beaugrand 
และคณะ, 2004) และมีรายงานอีกวา ไซแลนจากรําขาว มีอะราบิโนสเปนองคประกอบอยู 44.9 
เปอรเซ็นต (Shibuya และ Iwasaki, 1985) 

ขอมูลการทดลองที่ผานมาไดใชพอลิเพพโทนเปนแหลงไนโตรเจน ซึ่งมีราคาคอนขางแพง 
ซึ่งถามีการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมในระดับอุตสาหกรรมจําเปนตองใชปริมาณมาก ซึ่งจะทําใหมี
คาใชจายสูง ดังนั้นอนินทรียไนโตรเจนจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นาจะนํามาใชทดแทนได 
เนื่องจากอนินทรียไนโตรเจนสวนใหญราคาไมสูงนักและสามารถใชในปริมาณนอยกวา แตยังคง
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ใหปริมาณไนโตรเจนเทียบเทากับพอลิเพพโทน ซึ่งทําใหลดคาใชจายลงได จากการทดลองพบวา 
แอมโมเนียมไนเตรท ((NH4)NO3) และ แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) สามารถทดแทน         
พอลิเพพโทนได 

จากการหาผลของความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาในอาหารที่มีรําขาว
สาลีเปนแหลงคารบอน จะมีคาความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมเทากับ 10 
และใหแอคติวิตีสูงขึ้นมาก อาจเนื่องมาจาก เมื่อนําอาหารไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิสูง ถึง 121 องศา
เซลเซียส ภายใตความดันสูง ผลของอุณหภูมิสูง และคาความเปนกรดดางของอาหารสูง อาจทํา
ใหเกิดการยอยองคประกอบของไซแลนในรําขาวสาลี และใหอะราบิโนสออกมา ซึ่งสามารถชักนํา
การสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสได ซึ่งสอดคลองกับขอมูลในรูปที่ 4.5 ที่พบวาอะราบิ
โนสเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดสําหรับการสรางเอนไซมนี้ 

ตารางที่ 5.1 ไดแสดงปริมาณแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ที่ผลิตภายใตภาวะที่
เหมาะสม โดย Streptomyces sp. PC22 เปรียบเทียบกับจุลินทรียชนิดอื่นๆ พบวา 
Streptomyces sp. PC22 ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดเมื่อเล้ียงในอาหารที่มีรําขาวสาลี ที่ความ
เขมขน 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และมีแอมโมเนียมซัลเฟต 
((NH4)2SO4) ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
ไนโตรเจน โดยมีปริมาณเอนไซมสูงกวาเมื่อเล้ียงในภาวะที่ใชไซแลนรวมกับพอลิเพพโทนถึง 4 เทา 
อีกทั้งยังใหแอคติวิตีสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรียอ่ืนๆ และใชระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อส้ัน
กวาดวย  
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ตารางที่ 5.1 ผลผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces  sp. PC22 เปรียบเทียบกับจุลินทรียอื่นๆ ภายใตภาวะทีเ่หมาะ 

สายพนัธุของจุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
อุณหภูมิ 
( °C ) 

pH วัน 
แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

เอกสารอางอิง 

Streptomyces sp. PC22 1) 1.0% ไซแลนจาก     
เปลือกขาวโอต 

0.5% พอลิเพพโทน 
(0.05% N) 

45 8 2 0.21 งานวิจยันี ้

 2) 1.0% ไซแลนจาก     
เปลือกขาวโอต 

NH4NO3         
(0.05% N) 

45 8 2 0.36  

 3) 3.0% รําขาวสาล ี 0.5% พอลิเพพโทน 
(0.05% N) 

45 10 2 0.48  

 4) 3.0% รําขาวสาล ี (NH4)2SO4        
(0.1% N) 

45 10 2 0.84  

Aureobasidium pullulans 1.0% อะราบิโนส - 28 5 4 0.498 Saha และ Bothast,1998a 
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ตารางที่ 5.1 (ตอ) 

สายพนัธุของจุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
อุณหภูมิ 
( °C ) 

pH วัน 
แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

เอกสารอางอิง 

Bacillus pumilus 1.0 % oat meal - 37 - 4 0.075 Degrassi และคณะ, 2003 

Fusarium oxysporum 1.0 % อะราบิโนไซแลน 
จากขาวสาล ี

- 30 6 4 0.037 Panagiotou และคณะ, 2003 

Penicillium chrysogenum 0.1% กลูโคส และ     
2.0% sugar beet pulp 

0.1% เพพโทน 
และ NH4NO3        
(0.07% N) 

30 5 12 0.067 Sakamoto และ Kawasaki, 
2003 

Penicillium purpurogenum 0.5% รําขาวสาลี และ 
0.5% ฟางขาวสาล ี

0.03% ยูเรีย และ 
0.075% นีโอ    
เพพโทน และ 
(NH4)2SO4      
(0.05% N) 

28 - 4 0.55 De loannes และคณะ, 2000 
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ตารางที่ 5.1 (ตอ) 

สายพนัธุของจุลินทรีย แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
อุณหภูมิ 
( °C ) 

pH วัน 
แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

เอกสารอางอิง 

Streptomyces sp. No. 17-1 1.0 % beet arabinan 0.5 % เพพโทน - - 4 0.048 Kaji และคณะ, 1981 

Streptomyces chartreusis 
GS901 

1.0 % อะราบิแนน (NH4)2HPO4  
(0.07% N) 

30 7.2 4 0.117 Matsuo และคณะ, 2000 

Streptomyces diastaticus 0.8 % รําขาวสาลี และ 
0.5 % กลูโคส 

(NH4)2SO4  
(0.007% N) และ 
NH4Cl 
(0.03% N) 

30 7.2 1 0.26 Tajana และคณะ, 1992 

 

หมายเหต ุ:     -   คือ ไมระบ ุ
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ผลการศึกษาสมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Streptomyces sp. 
PC22 เมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรียอ่ืนๆ สามารถสรุปผลไดดังตารางที่ 5.2 พบวาเอนไซมที่ผลิตได
จาก Streptomyces sp. PC22 มีสมบัติอยูในเกณฑคอนขางดีกวาจากจุลินทรียอ่ืนๆ หลายชนิด 
เพราะสามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิสูง และคาความเปนกรดดางสูงกวาของสายพันธุ อ่ืนๆ 
นอกจากนี้ ที่ 75 องศาเซลเซียส ยังสามารถทํางานไดประมาณ 60 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับที่คา
อุณหภูมิเหมาะสม (รูปที่ 4.21) เชนเดียวกับที่คาความเปนกรดดางเทากับ 8 ก็ยังสามารถทํางาน
ไดประมาณ 60 เปอรเซ็นต ของที่คาความเปนกรดดางที่เหมาะสม (รูปที่ 4.22) 

งานวิจัยนี้สามารถหาภาวะที่เหมาะสม รวมทั้งแหลงคารบอนและไนโตรเจนราคาถูกใน
การผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดย Streptomyces sp. PC22 โดยใชแหลง
คารบอนทางการเกษตร และอนินทรียไนโตรเจน แทนไซแลน และพอลิเพพโทน คือ รําขาวสาลี 
และ (NH4)2SO4 โดยที่ภาวะเหมาะสมจะใหแอคติวิตีของเอนไซมเพิ่มข้ึนถึง 4 เทาของการใชไซ
แลนเปนแหลงคารบอน และพอลิเพพโทนเปนแหลงไนโตรเจน จึงทําใหสามารถลดตนทุนการผลิต
ได และรําขาวสาลียังเปนวัสดุทางการเกษตรที่หาไดงาย และมีปริมาณมากอีกดวย นอกจากนั้น
เอนไซมนี้ยังมีสมบัติอยูในเกณฑคอนขางดี เมื่อเทียบกับที่รายงานจากจุลินทรียอ่ืนๆหลายชนิด จึง
เปนเอนไซมที่จะมีประโยชนในการนําไปใชรวมกับไซแลเนส ในกระบวนการฟอกสีเยื่อกระดาษ 
เพื่อลดการใชสารเคมี และลดสารพิษตกคางในสิ่งแวดลอมได  
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ตารางที่ 5.2 สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Streptomyces sp. PC22 เปรียบเทียบกับจากจุลินทรียอื่นๆ 

สายพนัธุของจุลินทรีย 
ความเปน  
กรดดางที่
เหมาะสม 

ความเสถียร
ตอความเปน  
กรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม  
( °C ) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ เอกสารอางอิง 

Streptomyces sp. PC22 6.0 5.0-9.0 65 60 °C, 30 นาท ี งานวิจยันี ้

Aspergillus awamori IFO 4033 4.0 3.0-7.0 60 60 °C, 2 ชั่วโมง Kaneko และคณะ, 1998 

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

Aureobasidium pullulans 4.0-4.5 4.0-5.5 75 75 °C, 30 นาท ี Saha และ Bothast,1998b 

Bacillus pumilus 7.0 5.5-8.5 55 65 °C, 135 นาท ี Degrassi และคณะ, 2003 

Bacteroides xylanolyticus X5-1 5.5-6.0 5.5-9.0 50 50 °C, 20 นาท ี Schyns และคณะ, 1994 
Bifidobacterium longum B667 
 

6.0 
 

5.5-7.5 
 

45 
 

55 °C, 3 ชั่วโมง 
 

Margolles และ de los 
Reyes-Gavilan, 2003 

Butyrivibrio fibrisolvens GS113 6.0-6.5 4.0-8.0 55 45 °C, 60 นาท ี Hespell และ O’Bryan,1992 

Pichia capsulata X91 6.0 6.0-8.0 50 30 °C, 30 นาท ี Yanai และ Sato, 2000 
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ตารางที่ 5.2 (ตอ) 

สายพนัธุของจุลินทรีย 
ความเปน  
กรดดางที่
เหมาะสม 

ความเสถียร
ตอความ

เปนกรดดาง 

อุณหภูมิที่
เหมาะสม    

( °C ) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ เอกสารอางอิง 

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

Rhodothermus marinus 
 

5.5-7.0 
 

5.0-9.0 
 

85 
 

85 °C, 8.3 ชั่วโมง 
90 °C, 17 นาท ี

Gomes และคณะ, 2000 
 

Streptomyces chartreusis GS901   (α-L-Afase I) 5.5 5.5-8.5 55 45°C, 5 ชั่วโมง Matsuo และคณะ (2000) 

                                                        (α-L-Afase II) 7.0 5.0-9.0 50 40°C, 5 ชั่วโมง  

Streptomyces diastaticus                        (C 1) 5.0-6.5 3.5-7.5 - 25 °C, 8 ชั่วโมง Tajana และคณะ, 1992 

                                                                 (C 2) 5.0-6.5 3.5-7.5 - 50 °C, 3 ชั่วโมง  

Streptomyces lividans 66 6.0 - 60 - Manin และคณะ, 1994 
 

หมายเหต ุ:    -   หมายถงึ ไมระบุ 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งขาวไรท 

 ขาวไรทบด       1.0 เปอรเซ็นต 
 วุนผง (agar)       1.8 เปอรเซ็นต 
 แคลเซียมคารบอเนต       0.3   เปอรเซ็นต 
 กลูโคส        0.2 เปอรเซ็นต 
 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)     0.1 เปอรเซ็นต 
 สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)     0.1 เปอรเซ็นต 
 น้ํากลัน่ 
 ปรับระดับความเปนกรดดางเทากับ    9.0 
 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 

2. ไซแลน คอมเพล็กซ มีเดยีม (xylan complex medium) 

 ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan)   1.0 เปอรเซ็นต 
 พอลิเพพโทน (polypeptone)     0.5 เปอรเซ็นต 
 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)     0.1 เปอรเซ็นต 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.4 เปอรเซ็นต 
 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)     0.02 เปอรเซ็นต 
 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)    0.1 เปอรเซ็นต 
 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.002 เปอรเซ็นต 
 น้ํากลัน่ (distill water) 
 ปรับระดับความเปนกรดดางเทากับ    9.0 
 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 
1. สารละลายสําหรับวเิคราะหโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1951) 

 Lowry A 

  โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)     60.0 กรัม
  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)     12.0 กรัม 
  โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต       0.6 กรัม 
  น้ํากลัน่          3.0 ลิตร 

 Lowry B 

  คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)        5.0 กรัม 
  น้ํากลัน่           1.0 ลิตร 

 Lowry C 

  Lowry A       50 สวน 
  Lowry B          1 สวน 

 Lowry D 

  สารละลายโฟลินฟนอล (Folin phenol reagent)      1 สวน 
  น้ํากลัน่           1 สวน 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
1. กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) 
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2. กราฟมาตรฐานของโบไวนซีรัมอัลบูมนิ (Bovine serum albumin) 
 

y = 0.0025x
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาววิชุตา เหลาเรืองธนา เกิดเมื่อวันจันทรที่ 21 สิงหาคม พ.ศ. 2521 ที่
กรุงเทพมหานคร ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2543 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต 
สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 
2544 ปจจุบันอาศัยอยูที่บานเลขที่ 126 ซอย ม. อนันตสุขสันต รุนที่ 12 ถนนพหลโยธิน(48) แขวง
อนุสาวรีย เขตบางเขน กรุงเทพมหานคร 10220 
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