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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1  ประวัติความเปนมา 
 
  ผนังเซลลพืชเปนแหลงคารบอนสําคัญที่พบในธรรมชาติ ที่ประกอบดวยพอลิเมอรหลัก 3 

ชนิด คือ เซลลูโลส (cellulose) 35-50 เปอรเซ็นต, เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) 20-35 

เปอรเซ็นต และลิกนิน (lignin) 20-30 เปอรเซ็นต โดยเซลลูโลสเปนพอลิเมอรของกลูโคสเชื่อมตอ

กันดวยพันธะบีตา-1,4-ไกลโคสิดิก (β-1,4-glycosidic) มีสูตรทั่วไปคือ (C6H10O5)n สวนเฮมิ

เซลลูโลสเปนแหลงคารบอนที่มีมากเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลส ซึ่งเปนพอลิเมอรของน้ําตาล

เพนโทส และ/หรือ น้ําตาลเฮกโซส ไดแก กลูแคน (glucan), แมนแนน (mannan) และไซแลน 

(xylan) โดยไซแลนจัดเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลส สวนลิกนินเปนสารประกอบเชิงซอน

ประเภทพอลีฟโนลิก (polyphenolic) เกาะกันเปนกลุมใหญ และหอหุมชั้นเซลลูโลสและเฮมิ

เซลลูโลสไวภายใน (Wong และคณะ, 1988) 

 

  ไซแลนเปนพอลิเมอรหลักของชั้นเฮมิเซลลูโลสในเซลลพืช โดยยึดเกาะกับสวนของเฮมิ

เซลลูโลสและเซลลูโลสดวยพันธะไฮโดรเจนและยึดเกาะกับลิกนินดวยพันธะโควาเลนท (covalent) 

โดยชั้นของไซแลนมีสวนสําคัญในการชวยปองกันชั้นเซลลูโลสจากการยอยสลายของเซลลูเลส 

(Uffen, 1997) อยางไรก็ตาม สามารถพบไซแลนไดในธรรมชาติทั้งจากไมเนื้อแข็ง ไมเนื้อออน    

พืชลมลุก ผนังเซลลชั้นแรกของพืชใบเลี้ยงเดี่ยว รวมทั้งในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เชน          

ซังขาวโพด ชานออย เปลือกขาวโพด รําขาว ฟางขาว เปลือกเมล็ดฝาย เปนตน (Magee และ 

Kosaric, 1985) และในเปลือกเมล็ดธัญพืชตางๆ (Ericksson และคณะ, 1990) นอกจากนี้ยังพบ

ไซแลนไดจากวัสดุเหลือทิ้งในระหวางกระบวนการลอกเนื้อไมเพื่อทําเยื่อกระดาษ (pulping) 

(Biely, 1985) ไซแลนในพืชแตละชนิดจะมีปริมาณแตกตางกันออกไป โดยในไมเนื้อแข็งจะมี

ปริมาณไซแลนมากกวา 30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง (Wood และ McCrae, 1996) ในไม

เนื้อออนมีปริมาณ 7-12 เปอรเซน็ตของน้ําหนักแหง (Haltrich และคณะ, 1996) สวนไมลมลุกและ

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมีปริมาณไซแลนประมาณ 20-40 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง (Saddler 

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

4-O-Me-α-D-GlcAp 
1   

2 

4-O-Me-α-D-GlcAp 
1  

2 

1  

3

α-L-Araf 4-O-Me-α-D-GlcAp 
1  

2 

1.2  โครงสรางของไซแลน 
 
  โครงสรางของไซแลนเปนพอลิเมอรที่ประกอบดวยน้ําตาลไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-

1,4-ไซโลสิดิก (β-1,4-xylosidic) เปนสายหลัก และมีสารประกอบอื่นๆมาเชื่อมตอเปนหมูขางเคียง  

เชน หมูอะราบิโนส ตอที่ตําแหนง O-3 ของไซโลส, หมูกลูคูโรนิล ตอที่ตําแหนง O-2 ของไซโลส, หมู

เมธิลกลูคูโรนิล ตอที่ตําแหนง O-4 ของไซโลส และหมูอะซีทิลตอที่ตําแหนง O-2 และ O-3 ของไซโลส  

โดยหมูขางเคียงตางๆที่กลาวมาจะมีปริมาณแตกตางกันไปในไซแลนของพืชแตละชนิด โดยไซแลนใน

ไมเนื้อออนและพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เชน ฟางขาว และธัญพืช จําพวก รําขาวสาลี เปลือกขาวโอต เปนตน 

จะมีอะราบิโนสเปนหลัก (Schyns และคณะ, 1994) สวนไซแลนในไมเน้ือแข็ง จะมีหมูอะซีทิลเปน

หลัก (Degrassi และคณะ, 2003) ตัวอยางเชน ไซแลนจากไมเบิรช ซึ่งจัดเปนไมเนื้อแข็ง 

ประกอบดวย 89.3 เปอรเซ็นต ไซโลส, 1 เปอรเซ็นต อะราบิโนส, 1.4 เปอรเซ็นต กลูโคส และ8.3 

เปอรเซ็นต แอนไฮดรูโรนิค แอซิด (Kormerlink และ Voragen, 1993) สวนอะราบิโนไซแลนจากขาว

สาลี ประกอบดวย 65.8 เปอรเซ็นต ไซโลส, 33.5 เปอรเซ็นต อะราบิโนส, 0.1 เปอรเซ็นต กาแลคโทส, 

0.1 เปอรเซ็นต แมนโนส และ0.3 เปอรเซ็นต กลูโคส (Gruppen และคณะ, 1992)   

 

  โครงสรางของไซแลนในไมเนื้อออน คือ อะราบิโน-(4-โอ-เมธิลกลูคูโรโน)ไซแลน (arabino-(4-

O-methylglucurono)xylan ซ่ึงมีสายหลักเปนไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-1,4 ไซโลสิดิก (β-

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

ตําแหนง O-2 และมีหมูแอล-อะราบิโนส เชื่อมตอที่ตําแหนง O-3 (Hon และ Shiraishi, 1990) ดัง

แสดงในรูปที่ 1.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.1 ลักษณะโครงสรางของอะราบิโน-(4-โอ-เมธิลกลูคูโรโน)ไซแลน จากไมเนื้อออน (Hon และ

Shiraishi, 1990) 
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1.3  การยอยสลายไซแลน 
 
  การยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว สามารถยอยสลายไดโดยการใชสารเคมี 

(chemical hydrolysis) และการยอยสลายดวยเอนไซม (enzyme hydrolysis) หรือใชทั้งสองอยาง

รวมกัน (Tsao และ Chiang, 1983) 

 

 1.3.1  การยอยสลายไซแลนดวยสารเคมี  สามารถทําได 2 วิธี 
 
  1.3.1.1  การยอยสลายไซแลนดวยกรด 

 
    เปนวิธีที่งาย รวดเร็ว แตปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะรุนแรงและไมจําเพาะเจาะจง ผลผลิตที่

ไดไมบริสุทธิ์ เกิดผลิตภัณฑที่เปนสารพิษ เชน เฟอฟูรัล (furfural) ซึ่งเปนสารที่มีผลตอการนําไป

เลี้ยงจุลินทรีย (Paturan,1989) 

 
  1.3.1.2  การยอยสลายไซแลนดวยดาง 

 
    เปนวิธีที่มักนําไปใชในอุตสาหกรรมทํากระดาษ ซึ่งจะนําชั้นของเปลือกไมมาตมใน

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน เพื่อทําใหเปลือกไมยุยและเปนการกําจัดลิกนินที่อยูในชั้น

ลิกโนเซลลูโลสออกบางสวน หลังจากนั้นนําไปผานกระบวนการฟอกสีเยื่อกระดาษ โดยใชสารเคมี

ที่มีคลอไรดเปนองคประกอบ เชน คลอรีนไดออกไซด (chlorinedioxide), กาซคลอรีน (Cl2) เปนตน 

ทําใหเกิดสารพิษพวกไดออกซิน (dioxin) และสารประกอบคลอไรดที่เปนพิษชนิดอื่นๆดวย (Visser 

และคณะ,1992) 

 

 1.3.2  การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซม  

 
    เปนวิธีที่ปฏิกิริยามีความจําเพาะสูงกวาการใชสารเคมี และไมกอใหเกิดสารพิษ

ตกคาง  โดยเอนไซมกลุมนี้ทําหนาที่ยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลไซโลส (xylose) หรือไซโลโอลิ

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

β-D-xylan-xylanohydrolase : EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะบีตา-1,4-ไซโลสิดิก 

แบบสุม ไดผลิตภัณฑเปนไซโลสและไซโลโอลิโกแซคคาไรด (Gilbert และคณะ,1993) 

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

xylan-xylohydrolase : EC 3.2.1.37) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะบีตา-ดี-1,4-ไซโลไพราโนไซด

ในโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆทีละหนวยจากปลายสายดานนอนรีดิวซ (non-reducing) เรียก

กระบวนการที่เกิดขึ้นวา กลไกแบบภายนอก (exo-mechanism) ซึ่งจะไดไซโลสเปนผลิตภัณฑ

สุดทาย (Dekker และ Richards, 1976) 

  นอกจากนี้การยอยสลายไซแลนใหสมบูรณยังตองอาศัยเอนไซมชนิดอื่นๆรวมดวย ดัง

แสดงในรูปที่ 1.2  ไดแก 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (α-L-arabinofuranosidase :EC 3.2.1.55) ยอย

สลายพันธะแอลฟา-1,3 ของหมูนอนรีดิวซ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนซิล ไดอะราบิโนส 

  แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดส (α-D-glucuronidase : EC 3.2.1.139) ยอยสลายพันธะแอลฟา-

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

  อะซีทิลเอสเทอเรส (acetyl esterase : EC 3.1.1.6) ยอยสลายพันธะบีตา-1,2 และบีตา-

1,3 ที่เชื่อมระหวางหมูอะซีทิลกับสายหลัก ใหผลิตภัณฑเปนกรดอะซิติก 

  ซึ่งในงานวิจัยนี้จะกลาวถึงแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสอยางละเอียด ซึ่งเปน

เอนไซมที่สนใจจะศึกษาตอไป 

 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายหมูอะราบิ

โนสจากไซแลน อะราบิโนไซแลน และอะราบิแนน ซึ่งเปนพอลิแซคคาไรดในกลุมเฮมิเซลลูโลส 

เอนไซมนี้จึงจัดเปนเอนไซมที่สําคัญอีกชนิดหนึ่งในกลุมยอยสลายไซแลน โดยมีบทบาทรวมกับ

เอนไซมอ่ืนๆ ในกลุมนี้ในการยอยสลายไซแลน อะราบิโนไซแลน หรืออะราบิแนนใหสมบูรณจนได

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่สามารถนําไปใชในกระบวนการหมักเพื่อใหไดสารที่มีประโยชนชนิดตางๆ 

 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสพบในจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย รา ยีสต 

และแอคติ โนมัยซีทีส  รวมถึงมีการศึกษาการทําเอนไซมใหบริ สุทธิ์จากเชื้อตางๆ  เชน           

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

diastaticus (Tajana และคณะ, 1992)   
 

  จากงานวิจัยที่ไดดําเนินการอยางตอเนื่องในภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่สามารถคัดแยก Streptomyces sp. PC22 ไดจากแหลงดินใน

ประเทศไทย และพบวาเจริญไดดีในภาวะคาความเปนกรดดางสูงประมาณ 9 และที่อุณหภูมิสูง

ประมาณ 40 - 45 องศาเซลเซียส รวมทั้งยังสามารถผลิตไซแลเนสที่ทนตอคาความเปนกรดดางใน

ชวงกวางปริมาณสูง (Ungchaithum และ Pinphanichakarn, 1998) รวมทั้งสามารถผลิตเอนไซม

ยอยสลายหมูขางเคียงไดแก แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (วิชุตา เหลาเรืองธนา, 2547) 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมุงที่จะศึกษาการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผลิตจาก 

Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์ รวมทั้งศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ดังกลาวเพื่อ

ใชเปนขอมูลในการนํามาทํางานรวมกับไซแลเนสเพื่อทําใหการยอยสลายไซแลนมีประสิทธิภาพ

ยิ่งขึ้น 
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รูปที่ 1.2 โครงสรางของไซแลนและการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมกลุมยอยไซแลน            

(Biely, 1985) 

 Ac  แทน หมูอะซีทิล 

 Araf  แทน แอล-อะราบิโนฟวราโนส 

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

Xyl  แทน ดี-ไซโลส 

 

 

 

 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1 แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
  อะราบิโนฟวราโนสิเดส เปนเอนไซมสําคัญชนิดหนึ่งในกลุมการยอยสลายเฮมิเซลลูโลสซึ่ง

ตัดหมูแอล-อะราบิโนฟวราโนส ซึ่งพบไดทั่วไปในชั้นเฮมิเซลลูโลส เชน อะราบิแนน อะราบิโนไซ

แลน อะราบิโนกาแลคแทน และพอลิแซคคาไรดอ่ืนๆที่เปนองคประกอบหลักของผนังเซลลพืช 

  

  อะราบิแนน พบไดทั่วไปในเนื้อเยื่อพืช ประกอบดวยพันธะแอลฟา-1,5 ของหมูอะราบิโน

ฟวราโนส เปนสายหลัก และมีอะราบิโนฟวราโนสมาตอเปนสายกิ่งดวยพันธะแอลฟา-1,3 ดังแสดง

ในรูปที่ 2.1  สวนในอะราบิโนกาแลคแทนนั้น สายหลักเปนกาแลคโตไพราโนสจะเชื่อมดวยหมู

ขางเคียง คือ อะราบิโนฟวราโนส ที่ตําแหนง O-3 และ O-6 (Luonteri และคณะ, 1998) สวนใน  

อะราบิโนไซแลน มีไซโลสมาตอเปนสายหลักดวยพันธะบีตา-1,4 และมีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสตอเปนโซกิ่งที่ตําแหนง O-3 หรือในบางกรณีก็จะตอทั้งตําแหนง O-2 และ O-3 เปนตน 

(Margolles และ de los Reyes-Gavilan, 2003)  

  

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 โครงสรางของอะราบิแนน (Saha, 2000) 

 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (α-L-arabinofuranosidase : EC 3.2.1.55) จัด 

เปนเอนไซมชนิด exo-type ทําหนาที่ยอยสลายพันธะแอลฟา-1,2 และแอลฟา-1,3 จากปลายสาย

ดานนอนรีดิวซของหมูแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสของไซแลน อะราบิโนไซแลน และอะราบิโน

กาแลคแทน โดยไดน้ําตาลอะราบิโนสเปนผลิตภัณฑสุดทาย (Manin และคณะ, 1994) นอกจากนี้
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ถาใชแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสทํางานรวมกับเอนโด-1,5-แอลฟา-แอล-อะราบินาเนส 

(1,5-α-L-arabinanases : EC 3.2.1.99) ซึ่งจัดเปนเอนไซมที่ยอยสลายพันธะ1,5-แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิดิก ภายในสายของแอลฟา-1,5 อะราบิแนน ก็จะสามารถยอยสลายอะราบแินน

ไดอยางสมบูรณ (Margolles และ de los Reyes-Gavilan ,2003)  

 

  Beldman และคณะ (1997) ไดจําแนกกลุมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดย

อาศัยหลักความแตกตางของการทํางานและความจําเพาะตอสับสเตรทเปน 3 กลุม ดังนี้ 

 - กลุมที่ 1 เปนเอนไซมที่สามารถปลดปลอยอะราบิโนสจากไซแลนที่มีหมูแอล-อะรา  

บิโนฟวราโนสเกาะอยูที่โมเลกุลของไซโลสทั้งแบบเดี่ยวและคู และยังสามารถยอยสลายพารา-    

ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside) ซึ่งเปน

สับสเตรทสังเคราะหได  

 - กลุมที่ 2 เปนเอนไซมที่สามารถปลดปลอยอะราบิโนสจากไซแลนที่มีหมูแอล-อะรา  

บิโนฟวราโนสเกาะอยูที่โมเลกุลของไซโลสแบบเดี่ยวที่ตําแหนง C2 หรือ C3 เทานั้น แตไม    

สามารถยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-

arabinofuranoside) ซึ่งเปนสับสเตรทสังเคราะหได  

 - กลุมที่ 3 เปนเอนไซมที่สามารถปลดปลอยอะราบิโนสจากไซแลนที่มีหมูแอล-อะรา  

บิโนฟวราโนสเกาะอยูที่โมเลกุลของไซโลสแบบคูแตจะตัดเฉพาะตําแหนง C3 เทานั้น และยังไม

สามารถยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-

arabinofuranoside) ซึ่งเปนสับสเตรทสังเคราะหได  

  

  เมื่อเร็วๆนี้ ไดมีการคนพบกลุมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสกลุมใหมเพิ่มอีก 1 

กลุม โดยเอนไซมในกลุมนี้มีหนาที่ยอยสลายพันธะแอลฟา-1,5 ซึ่งเปนสายหลักและพันธะแอลฟา-

1,3 ที่เปนสายกิ่งของอะราบิแนนและอะราบิแนนที่ไมมีสายกิ่ง (debranched arabinan) และ    

ยังสามารถยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-

arabinofuranoside)ได แตอยางไรก็ตามการแบงกลุมโดยใชหลักความจําเพาะตอสับสเตรทเพียง

อยางเดียวจัดวายังไมมีประสิทธิภาพมากนัก โดยพบวายังมีการจัดกลุมเอนไซมนี้โดยอาศัยหลัก

ความเหมือนของลําดับกรดอะมิโน (amino acid sequence similarities) ซึ่งแบงไดเปน 4 แฟมิลี

ของไกลโคไซด ไฮโดรเลส (glycoside hydrolase) อันไดแก แฟมิลี 43, 51, 54 และ 62  

(Henrissat และ Bairoch, 1996) 
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  อะราบิโนสซึ่งจัดเปนหมูขางเคียงชนิดหนึ่งของไซแลน ถูกพบเปนปริมาณมากในรูปของ  

อะราบิโนไซแลนในรําขาวสาลี และฟาง ในปฏิกิริยาการยอยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่

สําคัญใช เอนโด-บีตา-1,4-ไซแลเนส แสดงใหเห็นวาการที่มีอะราบิโนสเปนหมูขางเคียงจะเปน

อุปสรรคสําคัญตอการทําปฏิกิริยาของไซแลเนส (Debeche และคณะ, 2000) ดังนั้นจึงไดมี

รายงานเกี่ยวกับการเพิ่มประสิทธิภาพของเอนไซมยอยสลายไซแลนสายหลักเมื่อมีการทํางาน

รวมกันกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ดังนี้ 

 

  Lee และ Forsberg (1987) ศึกษาการทํางานรวมกันของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส, ไซแลเนส บี และไซโลสิเดส จาก Clostridium acetobutylicum ATCC 824 ในการยอย

สลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาใหน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน 74 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนการยืนยันวา

การยอยพันธะแอลฟา-1,3 ของอะราบิโนสที่เกาะกับไซแลนสายหลักชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการ

ยอยสลายไซแลน 

    
  Wood และ McCrae (1996) ศึกษาผลของการทํางานรวมกันระหวางแอลฟา-แอล-อะรา  

บิโนฟวราโนสิเดส กับ เอนโด-1,4-บีตา-ดี-ไซแลเนส จาก Aspergillus awamori  พบวาชวยเพิ่ม

การปลอยอะราบิโนส จากอะราบิโนไซแลนในฟางขาวโอต จาก 10.3 เปอรเซ็นต เปน 42.2 

เปอรเซ็นต และชวยเพ่ิมการปลอยอะราบิโนส จากอะราบิโนไซแลนในฟางขาวสาลีขึ้นจาก 10.2 

เปอรเซ็นต เปน 69.8 เปอรเซ็นต ภายใตสภาวะที่ทดสอบ  

 
Rahman และคณะ (2003) ศึกษาบทบาทของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส,      

ไซแลเนส และไซโลสิเดส จาก Penicillium sp. AHT-1 ในการยอยสลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต 

พบวาจะชวยเพิ่มปริมาณน้ําตาลไซโลสจาก 25 เปอรเซ็นตเปน 61 เปอรเซ็นต และลําดับในการทํา

ปฏิกิริยาในการยอยสลายไซแลนจะเริ่มจากแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตอดวยไซแลเนส

และสุดทายคือ บีตา-ไซโลสิเดส 

 
  Tuncer และ Ball (2003) ศึกษาการทํางานรวมกันของเอนไซมในกลุมที่ยอยสลายไซแลน 

จาก Thermomonospora fusca BD25 ตอการยอยไซแลนจากเปลือกขาวโอต พบวาการใชบีตา-

ไซโลสิเดส และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส รวมกับไซแลเนส จะชวยเพิ่มการยอยสลาย 
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ไซแลนเปน 2 เทา คือเพิ่มจาก 28 เปอรเซ็นตเปน 58 เปอรเซ็นตของสับสเตรททั้งหมด โดยได

ไซโลสและอะราบิโนสเปนผลิตภัณฑหลัก 
 
2.2  ประโยชนของเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน 
 
  เอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนมีบทบาทสําคัญและสามารถนําไปประยุกตใชไดจริงใน

อุตสาหกรรมที่หลากหลาย เชน การแปรวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาเปนเชื้อเพลิงและสารเคมี 

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

อุตสาหกรรมทําน้ําผลไมใหใสข้ึน (Beg, 2001), อุตสาหกรรมขนมปง เพื่อปรับปรุงคุณภาพ (Maat 

และคณะ, 1992), อุตสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษ (Bajpai, 1999) และอุตสาหกรรมการทําไวนเพื่อ

เพิ่มกลิ่นรสในไวน เปนตน (Saha, 2000) 

 

  การยอยสลายอะราบิโนไซแลนอยางสมบูรณจะไดผลิตภัณฑสุดทายเปนน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยว คือ ไซโลส และ อะราบิโนส ซึ่งสามารถใชในการผลิตสารเคมีหรือผลิตภัณฑที่มีประโยชน

และมีมูลคาสูงทางเศรษฐกิจมากมาย เชน ใชไซโลสเปนสารชักนําในการสรางเอนไซมไซโลสไอโซ

เมอเรส (D-xylose isomerase; EC 5.3.1.5) โดยเอนไซมเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสเปน

ฟรักโทสซึ่งใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทส (high fructose syrup) และอุตสาหกรรม

การผลิตขนมหวานและลูกกวาด (Chen,1980) นอกจากนี้ยังสามารถใชไซโลสเปนแหลงอาหาร

ใหกับจุลินทรียในกระบวนการหมักเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดียว (single cell protein) และใชเปน

สารตั้งตนในการผลิตไซลิทอล เพื่อใหความหวานในลูกอม ยาสีฟน หมากฝรั่ง โดยไมทําใหฟนผุ 

และยังเปนสารที่ทางการแพทยใชทดแทนน้ําตาลใหกับผูปวยโรคเบาหวาน (Parajo และคณะ, 

1998) โดยมีกระบวนการเปลี่ยนรูปดังรูปที่ 2.2 นอกจากไซโลสแลว อะราบิโนสยังสามารถใชเปน

สารใหความหวานไดเชนกัน เนื่องจากมีรสหวานและรางกายไมดูดซึม (Seri และคณะ, 1996) และ

ยังสามารถปองกันการเกิดภาวะน้ําตาลในเลือดสูงในผูปวยโรคเบาหวานหลังการรับประทาน

ซูโครสเขาไปไดอีกดวย (Matsuo และคณะ, 2000) นอกจากนั้นไซโลสและอะราบิโนสยังสามารถ

ใชเปนสารตั้งตนที่ใชในการผลิตเอทานอลและบิวทานอลได (Neale และคณะ, 1988) 

 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสสามารถทําปฏิกิริยารวมกันกับไซแลเนสในการยอย

สลายอะราบิโนไซแลน (Greve และคณะ, 1984) โดยการทํางานรวมกันระหวางเอนโด-ไซแลเนส 
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กับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส สามารถชวยยอยสลายอะราบิโนไซแลนในหญาได ดังนั้น

จึงเปนการเพิ่มความสามารถในการยอยอาหารของสัตว (Graham และ Inborr, 1992) 

 

                                                           

 

 

 

 

รูปที่ 2.2  การเปลี่ยนน้ําตาลไซโลสเปนไซลทิอล (Walker, 1998) 

 

Yanai และ Sato (2000) ศึกษาผลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Pichia 

capsulata X91 ตอการเพิ่มกลิ่นรสในไวนองุนพันธุ muscat พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส สามารถปลอย monoterpenol จาก monoterpenyl arabinofuranosylglucosides ทําให

ชวยเพิ่มความเขมขนของสารประกอบของกลิ่นรสในไวนได เชน linalool citronellol และ geraniol  

 
  Bezalel และคณะ (1993) ไดทําการปรับปรุงประสิทธิภาพการฟอกเยื่อกระดาษของ T-6 

ไซแลเนสที่ผลิตจาก Bacillus stearothermophilus T-6 โดยทดลองใหมีการทํางานรวมกันกับ

เอนไซมในกลุมเฮมิเซลลูเลสอื่นๆ พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus 

stearothermophilus L1 สามารถทํางานรวมกับ T-6 ไซแลเนสได โดยสามารถปลดปลอยลิกนิน 

ออกจากเยื่อกระดาษที่ยังไมไดฟอกสีไดเพิ่มข้ึนอยางชัดเจน 

   

  ไซโลสยังสามารถใชเปนสารตั้งตนในการผลิต Furfural หรือที่รูจักกันในชื่อ furfurol, furol 

และ furfuraldehyde เมื่อกลั่นไดใหมๆ จะเปนของเหลวไมมีสี จุดติดไฟงายระเหยได และเมื่อ

สัมผัสกับอากาศหรือแสงสวางจะมีกล่ิน ถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมเคมี เชน นํามาทําเปนตัวทํา

ละลายในการทําใหบริสุทธิ์ของน้ํามันหลอล่ืนคุณภาพสูง ยางสน และน้ํามันพืช และยังใชเปนสาร

ตั้งตนในการผลิตไนลอน เรซิน น้ํามันเคลือบเงา การเปลี่ยนแปลงไซโลสเปน furfural แสดงดังรูปที่ 

2.3 

NAD+ NADH+H+ 

Xylose reductase 

Xylitol 

dehydrogenase 

xylulose 

xylitol xylose 
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                                      C5H10O5      C5H4O2 + 3H2O 

  

 

รูปที่ 2.3  การเปลี่ยนไซโลสเปน furfural  

 
  ในปจจุบันนี้ การผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเปนที่สนใจอยางมาก 

เนื่องจากชวยเพิ่มคุณคาของวัสดุเหลือทิ้งและลดการใชเชื้อเพลิงฟอสซิล (fossil fuel) ในป 2002 

เอทานอลกวา 2 ลานแกลลอนถูกผลิตขึ้นจากการหมักแปงเปนหลัก และแนวโนมการใชเอทานอล

ในอนาคตประเมินกันวาจะมีอัตราเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว เนื่องจากเปนสารที่มีความปลอดภัยกับ

ส่ิงแวดลอมมากกวาการใช methyl tertiary butyl ether (MTBE) ซึ่งเปนสารผสมในน้ํามันเพื่อการ

เผาไหมที่สะอาด และใชกันอยางแพรหลายที่สุด แต MTBE นี้ถูกพบวามีการปนเปอนในแหลงน้ํา

ธรรมชาติ (Saha, 2003) 

 
  วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่ยังไมไดใชประโยชน สามารถใชเปนวัตถุดิบราคาถูกในการ

ผลิตเอทานอลได การยอยสลายเฮมิเซลลูโลสดวยเอนไซมจะไดน้ําตาลตางๆ ข้ึนกับแหลงที่มา เชน 

ไซโลส กาแลคโตส แมนโนส ฟรักโทส แรมโนส กลูโคส และอะราบิโนส  

 
  มีรายงานวา Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis และ Candida shehate เปน

ยีสตที่สามารถเปลี่ยนไซโลสและอะราบิโนสไปเปนเอทานอลได (Walker, 1998) ดังรูปที่ 2.4 และ 

2.5 แตในเชิงพานิชยการใชยีสตเหลานี้ในการหมักเอทานอลมีอยูไมมาก เพราะมีความทนตอเอทา

นอลไดต่ํา กระบวนการหมักเปนไปอยางเชื่องชา และการควบคุมออกซิเจนเพื่อใหไดภาวะที่

เหมาะสมทําไดยาก (Du Preez, 1994) สําหรับ Saccharomyces cerevisiae แมวาจะเปลี่ยน

กลูโคสไปเปนเอทานอลไดอยางรวดเร็ว แตก็ไมสามารถเปลี่ยนน้ําตาลชนิดอื่นๆ เชนไซโลสและ  

อะราบิโนส ไปเปนเอทานอลได (Saha, 2003) แตอยางไรก็ตาม ถาไซโลสถูกเปลี่ยนเปนไซลูโลส 

(xylulose) โดยใชไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) ยีสตทั่วๆ ไปสามารถหมักไซลูโลสเปน

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

transform xylose isomerase gene จากแบคทีเรีย เขาสู Saccharomyces cerevisiae ทําให

สามารถหมักไซโลสเปนเอทานอลได (Walker, 1998) ดงัรูปที่ 2.6 

 

xylose furfural 
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D-xylose 

          membrane transport 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 2.4  การหมักไซโลสเปนเอทานอลโดยยีสต (Walker, 1998) 

 

 

 

NAD+ 

NAD(P)H + H+ 

D-xylose 

D-xylitol 

D-xylulose 

D-xylulose 5-phosphate 

Glyceraldehyde 3-phosphate 

Pyruvate 

Acetaldehyde 

Ethanol 

NAD(P)+ 
xylose reductase 

xylitol dehydrogenase 
NADH + H+ 

ATP 

ADP 

pentose phosphate pathway 

glycolysis 

pyruvate decarboxylase 

xylulokinase 

alcohol dehydrogenase 

CO2 
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L-Arabinose 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

รูปที่ 2.5  การหมักอะราบิโนสเปนเอทานอลโดยยีสต (Walker, 1998) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NADPH-dependent 

aldopentose reductase 

Pentitol-NAD-dehydrogenase  

L-xylulose-NADPH reductase  

Pentitol-NAD-dehydrogenase  

L-Arabinitol 

L-Xylulose 

Xylitol 

D-Xylulose 

Ethanol 
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6 xylitol 

6 NAD(P) 

6 NAD(P)H 

6 xylose                   10 ethanol + 10 CO2 + 10 ATP 

6 xylose isomerase 

6 xylose 6 xylulose 

6 C5P 

4 C6P 

2 C3P 8 C3P 

8 CO2 

16 ATP 

2 CO2 

4 ATP 

1 ATP 

8 ethanol 2 ethanol 

PPP 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.6  การหมักไซโลสเปนเอทานอล โดยใชไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase)          

(Kuyper และคณะ, 2004) 

 

  C3P  คือ   triose-3-phosphate 

  C5P  คือ   pentose-5-phosphate 

  C6P  คือ   hexose-6-phosphate 

  PPP  คือ   pentose phosphate pathway 
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2.3   แหลงของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส พบไดในจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย รา ยีสต 

และแอคติโนมัยสีท โดยจุลินทรียบางชนดิจะสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดส แลวเก็บไว

ภายในเซลล (intracellular enzyme) และบางชนิดจะสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

แลวหลั่งออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) ตัวอยางสายพนัธุจุลนิทรยีที่สามารถสราง

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสดงัแสดงในตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 ตัวอยางสายพนัธุจุลนิทรียทีส่ามารถสรางแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

สายพนัธุจุลนิทรีย เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori Wood และ McCrae, 1996 

Aspergillus awamori IFO 4033 Kaneko และคณะ, 1998 

Aspergillus niger  Gunata และคณะ, 1990 

Aspergillus niger 5-16 Kaneko และคณะ, 1993 

Aspergillus sojae Kimura และคณะ, 1995 

Aspergillus terreus Luonteri และคณะ, 1998 

Aureobasidium pullulans Saha และ Bothast, 1998a และ 1998b 

Bacillus polymyxa Morales และคณะ, 1995 

Bacillus pumilus Degrassi และคณะ, 2003 

Bacillus stearothermophilus Bezalel และคณะ, 1993 

Bacillus stearothermophilus T-6 Gilead และ Shoham, 1995 

Bacillus subtilis 3-6 Kaneko และ Kusakabe, 1995 

Bacteroides xylanolyticus X5-1 Schyns และคณะ, 1994 

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

Butyrivibrio fibrisolvens GS113 Hespell และ O’Bryan, 1992 



 17 

ตารางที่ 2.1 (ตอ) 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Lee และ Forsberg, 1987 

Cytophaga xylanolytica Renner และ Breznak, 1998 

Fusarium oxysporum Panagiotou และคณะ, 2003 

Penicillium capsulatum Filho และคณะ, 1996 

Penicillium chrysogenum Sakamoto และ Kawasaki, 2003 

Penicillium purpurogenum De Ioannes และคณะ, 2000 

Pichia capsulata X91 Yanai และ Sato, 2000 

Rhizomucor pusillus HHT-1 Rahman และคณะ, 2001 

Rhodotorula flava Uesaka และคณะ, 1978 

Rhodothermus marinus Gomes และคณะ, 2000 

Ruminococcus albus 8 Greve และคณะ, 1984 

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

Streptomyces chartreusis GS901 Matsuo และคณะ, 2000 

Streptomyces diastaticus Tajana และคณะ, 1992 

Streptomyces diastatochromogenes 065 Kaneko และคณะ, 1998 

Streptomyces lividans  Vincent และคณะ, 1997 

Streptomyces purpurascens IFO 3389 Komae และคณะ, 1982 

Thermobacillus xylanilyticus Debeche และคณะ, 2000 

Thermomonospora fusca BD25 Tuncer และ Ball, 2003 

Trichoderma reesei Kaneko และคณะ, 1998 
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2.4  การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ ์
 
  เนื่องจากแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจัดเปนเอนไซมสําคัญตัวหนึ่งที่มีบทบาทใน

การชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายไซแลนรวมกับเอนไซมยอยสายหลัก ดังนั้นจึงมีราย 

งานหลายฉบับที่ศึกษาการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์ โดยมีข้ันตอนตางๆ 

กัน เชน 

 

  Hespell และ O’Bryan (1992) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Butyrivibrio fibrisolvens GS113 ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มี

ความเขมขน 40-65 เปอรเซ็นต จากนั้นนําเอนไซมมาทําใหเขมขนขึ้นโดยการกรองผานเยื่อเลือก

ผาน (OM-1000-43 membrane) โดยกักโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา 100,000 ดาลตัน 

ตอมาทําโครมาโทกราฟบนฟนิล-อะกาโรส (Phenyl-agarose) โมโน คิว (Mono Q) และทีเอสเค 

เจลฟลเตรชัน (TSK gel filtration) ตามลําดับ พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส มีความ

บริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 282.2 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 9 เปอรเซ็นต 

 

  Tajana และคณะ (1992) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces 

diastaticus ใหบริสุทธิ์ โดยการทําโครมาโทกราฟบนพีดี 10 (PD 10) โมโน คิว (Mono Q) และโม

โนเอส (Mono S) ตามลําดับ และสุดทายตามดวยการทําโครมาโทโฟกัสซิง (Chromatofocusing) 

จะไดโปรตีน 2 ชนิดที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส คือ C1 และ C2 โดยมี

ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 29.7 และ 37.0 เทา ตามลําดับ และคงเหลือแอคติวิตีอยู 1.25 และ 11.02 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ  

 

  Schyns และคณะ (1994) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก    

Bacteroides xylanolyticus X5-1 ใหบริสุทธิ์ โดยการทําโครมาโทกราฟบน คิว-เซฟาโรส          

(Q-Sepharose) แลวชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความ

เขมขน 0-0.6 โมลาร จากนั้นนํามาทําโครมาโทกราฟบนฟนิล-เซฟาโรส (Phenyl-Sepharose)  

ไฮดรอกซีอะปาไทด (Hydroxyapatite) โมโน คิว (Mono Q) และซุปเปอรโรส 6 (Superose 6)  

ตามลําดับ พบวามีโปรตีนเพียงชนิดเดียวที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

โดยมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 41.5 และมีแอคติวิตีเหลืออยู 3.5 เปอรเซ็นต  
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  Gilead และ Shoham (1995) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus 

stearothermophilus T-6 ใหบริสุทธิ ์นําน้ําเลีย้งเชื้อที่ไดมาทาํใหเขมขนดวยพอลิเอธิลีน ไกลคอล 

20000 (Polyethylene glycol 20000) แลวนําไปไดอะไลสดวย 20 มิลลิโมลาร ทริสบัฟเฟอร     

pH 7.6 จากนัน้นาํมาทาํโครมาโทกราฟบนโมโน คิว (Mono Q) แลวชะโปรตีนที่จบักับคอลัมนดวย  

เกรเดียนทเสนตรงของโพแทสเซียมคลอไรดความเขมขน 0-1 โมลาร ตามดวยการทําโครมาโท  

กราฟบนฟนิล-ซุปเปอรโรส เอชอาร (Phenyl-Superose HR) พบวามีโปรตีนเพียงชนิดเดียวที่ม ี          

แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยมคีาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 749.1 หนวย

ตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิม่ข้ึน 7.91 เทา และมีแอคติวิตีเหลืออยู 46 เปอรเซ็นต  

 

Filho และคณะ (1996) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Penicillium 

capsulatum ใหบริสุทธิ์ โดยการกรองผานเยื่อเลือกผานโดยกักโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา 

10,000 ดาลตันไว แลวนํามาทําโครมาโทกราฟบนเซฟาโรส 6บี (Sepharose 6B) ตามดวย ดีอี-52 

เซลลูโลส (DE-52 Cellulose) พบวามีโปรตีน 2 ชนิดที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส คือ AFase l และ AFase ll จากนั้นนําโปรตีนทั้ง 2 ชนิดมาทําใหบริสุทธิ์ตอไป โดยทําโคร

มาโทกราฟบนคอนคานาวาลิน เอ-เซฟาโรส ซีแอล 4บี (Concanavalin A-Sepharose CL 4B)  

ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของเมธิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซด (Methyl- 

α -D-glucopyranoside) ความเขมขน 0-1 โมลาร นําลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของ  AFase l มาทํา

โครมาโทกราฟบนเอส- เซฟาโรส (S-Sepharose) และลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของ AFase ll ทําโคร

มาโทกราฟบนดีอี-52 (DE-52) พบวาทั้ง AFase l และ AFase ll มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 180.2 และ 

46.1 เทา ตามลําดับ และมีแอคติวิตีคงเหลืออยู เทากับ 3.8 และ 4.0 เปอรเซน็ต ตามลําดับ  

 

Saha และ Bothast (1998) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Aureobasidium pullulans ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความ

เขมขน 0-80 เปอรเซ็นต แลวนํามาทําโครมาโทกราฟบนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ อะกาโรส (DEAE 

Bio-Gel A agarose) แลวชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรด 

ความเขมขน 0-0.5 โมลาร ตามดวยการทําโครมาโทกราฟบนไบโอ-เจล เอ-0.5เอ็ม (Bio-Gel A-

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

Sephadex C-50) ตามลําดับ พบวามีโปรตีน 1 ชนิดที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสที่มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 215 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 11 เปอรเซ็นต  
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De Ioannes และคณะ  (2000) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Penicillium purpurogenum ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความ

เขมขน 0-80 เปอรเซ็นต แลวนํามาทําโครมาโทกราฟบนไบโอ-เจล พี-100 (Bio-Gel P-100)          

ซีเอ็ม-เซฟาเด็กซ ซี-50 (CM-Sephadex C-50) ฟนิล-อะกาโรส (Phenyl-agarose) และไบโอ-เจล       

พี-100 (Bio-Gel P-100) ตามลําดับ จะไดแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 1 ชนิด มีความ

บริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 22 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 6 เปอรเซ็นต  

 

Matsuo และคณะ (2000) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces 

chartreusis GS901 ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความเขมขน    

0-70 เปอรเซ็นต แลวนําไปไดอะไลสดวย 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.5 

จากนั้นนํามาทําโครมาโทกราฟบนซีเอ็ม-เซฟาโรส ซีแอล-6บี (CM-Sepharose CL-6B) แลวชะ

โปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-0.25 โมลาร 

พบวามีโปรตีน 2 ชนิดที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส คือ α-L-AFase I และ           

α-L-AFase II จากนั้นนําเอนไซมทั้งสองชนิดมาผานคอลัมนเซฟาคริล เอส-200 (Sephacryl       

S-200) แลวนําเฉพาะ α-L-AFase I มาทําโครมาโทกราฟตอบนโมโน คิว (Mono Q) พบวาทั้ง    

α-L-AFase I และ α-L-AFase II มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 182 และ 54.6 เทา ตามลําดับ และมี    

แอคติวิตีคงเหลืออยู 6.57 และ 1.23 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 

Rahman และคณะ (2001) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Rhizomucor 

pusillus HHT-1 ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความเขมขน 92 

เปอรเซ็นต แลวนําไปไดอะไลสดวย 20 มิลลิโมลาร ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 จากนั้นนํามาทํา  

โครมาโทกราฟบนซุปเปอรเด็กซ 200 พีจี (Superdex 200 PG) ซีเอ็ม-โทโยเพิรล 650 เอ็ม           

(CM-Toyopearl 650 M) และโพโรส คิวอี/เอ็ม (Poros QE/M) ตามลําดับ พบวามีโปรตีนเพียงชนิด

เดียวที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดส ที่มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 4.6 เทา และมี

แอคติวิตีคงเหลือ 7.5 เปอรเซ็นต  

 

Degrassi และคณะ (2003) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus 

pumilus PS213 ใหบริสุทธิ์ โดยการกรองผานเยื่อเลือกผาน YM10 แลวตกตะกอนโปรตีนดวย

แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 30-80 เปอรเซ็นต โดยนําโปรตีนไปไดอะไลสใน 20 มิลลิโมลาร 
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บิส-ทริส บัฟเฟอร pH 6.5 ตามดวยการทําโครมาโทกราฟบนคิว-เซฟาโรส ฟาสท โฟล (Q 

Sepharose fast flow) ฟนิล เซฟาโรส เอชพี (Phenyl Sepharose HP) และเซฟาคริล เอชอาร 200 

(Sephacryl HR 200) ตามลําดับ จะไดแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเพียง 1 ชนิด ทีม่คีวาม

บริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 52.7 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 26.2 เปอรเซ็นต  

 

Panagiotou และคณะ (2003) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Fusarium 

oxysporum ใหบริสุทธิ์ โดยนําน้ําเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการปนเหวี่ยงมาผานคอลัมนโครมาโทกราฟบน 

เอสพี-เซฟาโรส (SP-Sepharose) 2 คร้ัง พบวามีโปรตีน 2 ชนิดที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะรา

บิโนฟวราโนสิเดส คือ ABF1 และ ABF2 จากนั้นนําโปรตีนทั้ง 2 ชนิดมาทําใหบริสุทธิ์ตอไปโดยทํา

โครมาโทกราฟบน ที-บิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน (t-butyl hydrophobic interaction) ตาม

ดวยการทําโครมาโทกราฟบนเซฟาคริล เอส200 (Sephacryl  S-200) พบวา ทั้ง ABF1 และ ABF2  

มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 7.9 และ 20.4 เทา ตามลําดับ และมีแอคติวิตีคงเหลืออยูเทากับ 6.4 และ 

11.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  

 

Sakamoto และ Kawasaki (2003) ไดทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Penicillium chrysogenum ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความ

เขมขน 0-80 เปอรเซ็นต แลวนําไปไดอะไลสดวย 20 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร pH 5.0 

จากนั้นนํามาทําโครมาโทกราฟบนรีซอรส คิว (Resource Q) แลวชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวย

เกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-0.2 โมลาร พบวามีโปรตีน 2 ชนิดที่มี       

แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส คือ AFQ1 ซึ่งเปนโปรตีนที่ไมจับกับตัวกลางใน

คอลัมน และ AFS1 ซึ่งเปนโปรตีนที่จับกับตัวกลางในคอลัมน จากนั้นนํา AFQ1 ที่ไดมาทําโคร

มาโทกราฟบนโมโน คิว (Mono Q) ฟนิล ซุปเปอรโรส (Phenyl Superose) และซุปเปอรเด็กซ 75 

(Superdex 75) ตามลําดับ พบวา AFQ1 มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 17 เทา และแอคติวิตีคงเหลืออยู 

4.3 เปอรเซ็นต ขณะเดียวกันก็นํา AFS1 ที่ไดมาทาํโครมาโทกราฟบนรีซอรส เอส (Resource S) 

แลวตามดวยซุปเปอรเด็กซ 75 (Superdex 75) พบวา AFS1 มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 39.7 เทา และ

มีแอคติวิตีคงเหลืออยู 24.1 เปอรเซ็นต 
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2.5  น้ําหนักโมเลกลุของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
  ไดมีรายงานการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

จุลินทรียชนิดตางๆที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว พบวามีขนาดแตกตางกันและยังประกอบดวย     

จํานวนหนวยยอยตางๆกัน ดังแสดงในตารางที่ 2.2  

 

ตารางที่ 2.2  น้ําหนกัโมเลกลุของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรยีสายพันธุตางๆ 

 

 

สายพนัธุจุลนิทรีย 

น้ําหนกั

โมเลกุล  

(ดาลตัน)  

(เจล 

 ฟลเตรชัน) 

จํานวนหนวย

ยอยและ 

น้ําหนกัโมเลกลุ 

(ดาลตัน) 

 

 

เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori - 64,000 Wood และ McCrae, 1996 

Aspergillus awamori IFO4033    

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

α-L-AFase ΙΙ - 62,000  

Aspergillus nidulans - 65,000 Ramon และคณะ, 1993 

Aspergillus niger 61,000 - Gunata และคณะ, 1990 

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

Aspergillus sojae - 34,300 Kimura และคณะ, 1995 

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

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

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

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

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

Reyes-Gavilan, 2003 

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

Clostridium acetobutylicum  

ATCC824          

- 94,000 Lee และ Forsberg, 1987 
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ตารางที่ 2.2 (ตอ) 

 

 

สายพนัธุจุลินทรีย 

น้ําหนกั

โมเลกุล  

(ดาลตัน)  

(เจล 

 ฟลเตรชัน) 

จํานวนหนวย

ยอยและ 

น้ําหนกั

โมเลกุล 

(ดาลตัน) 

 

 

เอกสารอางอิง 

Cytophaga xylanolytica 210,000 - Renner และ Breznak, 1998 

Fusarium oxysporum     

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

ABF2 180,000 (3) 56,000  

Penicillium capsulatum    

Ara Ι - 64,500 Filho และคณะ, 1996 

 Ara ΙΙ - 62,700  

Penicillium chrysogenum    

AFQ1 - 79,000 Sakamoto และ Kawasaki, 

AFS1 - 52,000 2003 

Penicillium purpurogenum - 58,000 De Ioannes และคณะ,2000 

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

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

Streptomyces chartreusis GS901    

AFase Ι - 80,000 Matsuo และคณะ, 2000 

 AFase ΙΙ - 37,000  

Streptomyces diastaticus    

C1 - 38,000 Tajana และคณะ, 1992 

C2 - 60,000  

Streptomyces purpurascens 

IFO3389 

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

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

หมายเหต ุ: ตัวเลขในวงเล็บหมายถงึจํานวนหนวยยอย 
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2.6 สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
 2.6.1 อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 
 
   แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆมีอุณหภมูิและ

ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงานแตกตางกัน ดังตารางที ่2.3 
 

ตารางที่ 2.3  อุณหภูมิและความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงานของแอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียตางๆ 

ภาวะที่เหมาะสม  

 

สายพนัธุจุลนิทรีย 

อุณหภูมิ 

(องศา

เซลเซียส) 

ความเปน

กรดดาง 

 

 

เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori 50 4.6 Wood และ McCrae, 1996 

Aspergillus awamori IFO4033    

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

 α-L-AFase ΙΙ 60 4.0  

Aspergillus nidulans 65 4.0 Ramon และคณะ, 1993 

Aspergillus niger 60 3.9 Gunata และคณะ, 1990 

Aspergillus niger 5-16 60 4.0 Kaneko และคณะ, 1993 

Aspergillus sojae 50 5.0 Kimura และคณะ, 1995 

Aureobasidium pullulans 75 4.0-4.5 Saha และ Bothast, 1998 

Bacillus pumilus 55 7.0 Degrassi และคณะ, 2003 

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

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

Bifidobacterium longum B667 - 6.0 Margolles และ de los  

Reyes-Gavilan, 2003 

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

ภาวะที่เหมาะสม  

 

สายพนัธุจุลนิทรีย 

อุณหภูมิ 

(องศา

เซลเซียส) 

ความเปน

กรดดาง 

 

 

เอกสารอางอิง 

Cochliobolus carbonum 50 3.5-4.0 Ransom และ Walton, 1997 

Fusarium oxysporum     

ABF1 50-60 6.0 Panagiotou และคณะ, 2003 

ABF2 50-60 6.0  

Penicillium capsulatum    

Ara Ι 60 4.0 Filho และคณะ, 1996 

 Ara ΙΙ 55 4.0  

Penicillium chrysogenum    

AFQ1 50 4.0-6.5 Sakamoto และ Kawasaki, 

AFS1 50 3.3-5.0 2003 

Penicillium purpurogenum 50 4.0 De Ioannes และคณะ,2000 

Rhizomucor pusillus HHT-1 65 4.0 Rahman และคณะ, 2001 

Streptomyces chartreusis GS901    

AFase Ι 55 5.5 Matsuo และคณะ, 2000 

 AFase ΙΙ 50 7.0  

Streptomyces diastaticus    

C1 - 4.0-7.0 Tajana และคณะ, 1992 

C2 - 4.0-7.0  

Streptomyces purpurascens 

IFO3389 

- 6.5 Komae และคณะ, 1982 

Thermomonospora fusca BD25 65 9.0 Tuncer, 2000 

หมายเหต ุ: เครื่องหมาย – หมายถงึไมไดรายงานไว 
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 2.6.2  ความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดางของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆ มีความเสถียรตอ

อุณหภูมิและความเปนกรดดางแตกตางกัน ดังตารางที่ 2.4 

 

ตารางที่ 2.4  ความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดางของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสจากจุลนิทรียตางๆ  

ความเสถียรตอ  

สายพนัธุจุลนิทรียตางๆ อุณหภูมิสูงถงึ 

(องศา

เซลเซียส) 

ความเปน

กรดดาง 

 

เอกสารอางอิง 

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

Aspergillus awamori IFO4033    

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

  α-L-AFase ΙΙ 60 3.0-7.0  

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

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

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

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

Cytophaga xylanolytica 45 4.0-10.0 Renner และ Breznak, 1998 

Penicillium capsulatum    

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

 Ara ΙΙ 60 (9 min) 4.0  

Penicillium chrysogenum    

AFQ1 50 4.0-8.0 Sakamoto และ Kawasaki, 

AFS1 50 3.0-7.0 2003 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) 

ความเสถียรตอ  

สายพนัธุจุลนิทรียตางๆ อุณหภูมิสูง

ถึง (องศา

เซลเซียส) 

ความเปน

กรดดาง 

 

เอกสารอางอิง 

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

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

Streptomyces chartreusis GS901    

AFase Ι 55 5.5 Matsuo และคณะ, 2000 

 AFase ΙΙ 50 7.0  

Streptomyces diastaticus   Tajana และคณะ, 1992 

C1 - 4.0-7.0  

C2 - 4.0-7.0  

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

Thermomonospora fusca BD25 55 (15 min) 4.5-11.0 Tuncer, 2000 
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 2.6.3  ความจาํเพาะตอสับสเตรทของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดส 

 

   โดยทั่วไปแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียตางๆ มีสับสเตรทเปนไซ

แลน อะราบิโนไซแลนและอะราบิแนนที่มีหมูแอล-อะราบิโนฟวราโนสเปนหมูขางเคียง โดยแตละ

แหลงของไซแลนจะมีองคประกอบของหมูขางเคียงที่แตกตางกันไป ซ่ึงมีผลทําใหแอลฟา-แอล-  

อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียตางๆมีคาความจําเพาะตอสับสเตรทที่แตกตางกันไป เมื่อใช 

พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด ซึ่งเปนสับสเตรทสังเคราะห ดังแสดงใน

ตารางที่ 2.5  

 

ตารางที่ 2.5  คาความจาํเพาะ (Km), ความเร็ว (Vmax) และ คา turnover (kcat) ของแอลฟา-แอล-อะ

ราบิโนฟวราโนสิเดสตอพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด จากจลิุนทรียตางๆ 

 

สายพนัธุจุลนิทรีย 

Km 

(มิลลิ

โม

ลาร) 

Vmax 

(ไมโครโมลตอ

นาทีตอ

มิลลิกรัม

โปรตีน) 

kcat 

(ตอ

วินา

ที) 

 

 

เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori 1.39 41 - Wood และ McCrae, 1996 

Aureobasidium pullulans 0.26 21.48 - Saha และ Bothast, 1998 

Bacillus pumilus 1.70 52.90 - Degrassi และคณะ, 2003 

Bacillus stearothermophilus  

T-6 

0.42 749 - Gilead และ Shoham, 1995 

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

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

2003 

Bifidobacterium longum B667 0.295 417  - Margolles และ de los    

Reyes-Gavilan, 2003 

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

Clostridium acetobutylicum 

ATCC824  

4.00 36.40 - Lee และ Forsberg, 1987 
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ตารางที่ 2.5 (ตอ) 

 

 

สายพนัธุจุลินทรีย 

Km 

(มิลลิ

โม

ลาร) 

Vmax 

(ไมโครโมล

ตอนาทีตอ

มิลลิกรัม

โปรตีน) 

kcat 

(ตอ

วินาที) 

 

 

 

 

 

เอกสารอางอิง 

Fusarium oxysporum     

ABF1 0.39 1.60 - Panagiotou และคณะ,  

ABF2 0.28 4.60 - 2003 

Penicillium chrysogenum     

AFQ1 0.86 - 14.33 Sakamoto และ Kawasaki, 

AFS1 1.32 - 59.33 2003 

Penicillium purpurogenum 1.23 - 6.22 De Ioannes  และคณะ, 

2000 

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

Rhodotorula flava 9.10 72.50 - Uesaka และคณะ, 1978 

Ruminococcus albus 8 1.30 - - Greve และคณะ, 1984 

Streptomyces diastaticus     

C1 10.0 105 - Tajana และคณะ, 1992 

C2 12.5 131 -  

Streptomyces purpurascens 

IFO3389 

0.082 89.30 - Komae และคณะ, 1982 

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

Trichoderma reesei  1.20 - - Poutanen,1988 

Trichoderma reesei   -  

AF35 1.10 - 259 Nogawa และคณะ, 1999 

AF53 0.90 - 269  

Thermomonospora fuscaBD25 0.18 0.04 - Tuncer, 2000 
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 2.6.4  สารยับยั้งการทาํงานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
   อิออนของโลหะหลายชนิดมีผลยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดส จากจุลินทรียตางๆ ที่แตกตางกัน โดยความสามารถในการยับยั้งขึ้นกับชนิดและปริมาณของ        

อิออนโลหะนั้นๆ เชน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Rhodotorula flava ถูกยับยั้ง    

การทํางานดวยอิออนของทองแดง (Cu2+), แมงกานีส (Mn2+) และปรอท (Hg2+) ที่ความเขมขน 1 

มิลลิโมลาร (Uesaka และคณะ, 1978), แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces 

purpurascens IFO3389 ถูกยับยั้งการทํางานอยางสมบูรณดวยอิออนของปรอท (Hg2+) และเงิน 

(Ag+) ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร (Komae และคณะ, 1982), จาก Butyrivibrio fibrisolvens ถกู

ยับยั้งการทํางานที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลารของอิออน ปรอท (Hg2+) และ ทองแดง (Cu2+) 

(Hespell และ O’Bryan, 1992), จาก Bacillus stearothermophilus T-6 สามารถถูกยับยั้งดวย  

อิออนของปรอท (Hg2+) และเหล็ก (Fe2+) ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร (Gilead และ Shoham, 

1995) และจาก Bifidobacterium longum B667 ถูกยับยั้งดวยอิออนของปรอท (Hg2+), ทองแดง 

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

 

   สารดัดแปลงอะมิโนบางชนิดยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

เชน iodoacetamide ที่ความเขมขน 0.05 มิลลิโมลาร สามารถยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Ruminococcus albus 8 ไดอยางสมบูรณ แสดงวาเอนไซมนาจะมี

กรดอะมิโนซีสเทอีนเกี่ยวของบริเวณ active site (Greve และคณะ, 1984) 

 

   นอกจากนี้ มีรายงานวาอะราบโินสซึ่งเปนผลิตภัณฑสุดทายที่ไดจากการที่แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสยอยสลายไซแลน อะราบิโนไซแลน และอะราบิแนน สามารถเปนสารยับยั้ง

การทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสแบบแขงขัน (Competitive inhibitor) เชน 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermomonospora fusca ถูกยับยั้งการทํางาน      

ดวยอะราบิโนส โดยมีคาคงที่ในการยับยั้ง (Ki) เทากับ 33.20 มิลลิโมลาร (Bachmann และ 

McCarthy, 1991) และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Penicillium capsulatum       

จะถูกยับยั้งการทํางานดวยอะราบิโนส โดยมีคาคงที่ในการยับยั้ง (Ki) เทากับ 16.40 มิลลิโมลาร 

(Filho และคณะ, 1996) 
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   Streptomyces sp. PC22 เปนจุลินทรียที่แยกไดจากแหลงดินในประเทศไทยซึ่งสามารถ

เจริญไดดีที่ภาวะอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และมีคาความเปนกรดดาง 9.0 และมีประสิทธิภาพ

สูงในการผลิตไซแลเนส (Ungchaithum และ Pinphanichakarn, 1998) และจากการศึกษาสมบัติ

ของไซแลเนสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ พบวาเชื้อสรางไซแลเนส 2 ชนิด ซึ่งมีอุณหภูมิที่เหมาะสม  

ตอการทํางานเทากับ 60 องศาเซลเซียส และทนตอความเปนกรดดางไดในชวง 5.0-9.0 

(Wateewuthajarn และ Pinpanichakarn, 2000) นอกจากนั้นยังมีความสามารถในการผลิต

เอนไซมยอยสลายหมูขางเคียงคือ อะซีทิลเอสเทอเรส ซึ่งรายงานโดยเวฬุรีย ทองคํา (2547)     

และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส รายงานโดยวิชุตา เหลาเรืองธนา (2547) พบวาเชื้อนี้

สามารถผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไดสูงถึง 0.21 หนวยตอมิลลิกรัม เมื่อเลี้ยงใน

ภาวะที่เหมาะสม นอกจากนี้ยังไดศึกษาสมบัติเบื้องตนของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่

ยังไมไดผานการทําใหบริสุทธิ์ พบวามีคาความเปนกรดดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางาน 

คือ 6.0 และ 65 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เอนไซมมีความเสถียรตอความเปนกรดดางในชวงกวาง 

คือ 5.0-9.0 และมีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส ซึ่งมีความเปนไปไดที่จะ

นํามาใชประโยชนทางอุตสาหกรรม  

 

   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมุงที่จะศึกษาการทาํแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผลิตจาก 

Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์และศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ที่ได เพื่อใชเปน

ขอมูลในการนํามาทํางานรวมกับไซแลเนสเพื่อทําใหการยอยสลายไซแลนมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีการทดลอง 
 
3.1  เครื่องมอืที่ใชในการทดลอง 
 

1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Controlled environmental incubator shaker) รุน          

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

2. เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น (Refrigerated centrifuge) รุน Avanti Centrifuge J-30I 

บริษัท Beckman, Germany 

3. เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน KM-15200 ของ Kubota, Japan 

4. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (Digital pH meter) รุน Cyberscan 1000  รุน Cyberscan 

200 บริษัท Eutech Cybernetics, Singapore, รุน Professional NMeter PP-50 บริษัท 

Sartorius AG, Göttingen, Germany 

5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic® 401 ของ Milton 

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

บริษัทเพอรกนิ แอลเมอร จาํกัด 

6. เครื่องชั่งรุน PG2002-S และรุน AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

7. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co., Ltd., Japan และ

รุน HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation, Japan 

8. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar flow รุน J2-21 บริษัท ISSCO, U.S.A. 

9. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลซยีส รุน F0535 ของ Sanyo Electronic Co., Ltd., Japan 

10. อางน้ําควบคมุอุณหภูม ิ(Water bath) รุน W760 บริษัท Memmert, Germany 

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

12. เครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) รุน 502-P บริษัท PMC, U.S.A. 

13. เครื่องโครมาโทกราฟ รุน Bio-Logic LP บริษัท BioRad, U.S.A. 

14. เครื่องอีเลคโทรโฟริซิสแบบแผน (Slab gel electrophoresis equipment) รุน Mini-

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

15. เครื่อง HPLC รุน SCL-8A บริษัท Shimadzu, Japan 
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3.2  เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 
1. ไซแลนจากเปลือกขาวโพด (oat spelt xylan) ของ Sigma, U.S.A. 

2. ไซแลนจากไมเบิรช (xylan from birchwood) ของ Sigma, U.S.A. 

3. พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด (p-nitrophenyl α-L-arabino 

furanoside) ของ Sigma, U.S.A. 

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

5. พารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด (p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside) ของ 

Sigma, U.S.A. 

6. ออโธ-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด (o-nitrophenyl β-D-xylopyranoside) ของ 

Sigma, U.S.A. 

7. ออโธ-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-กลูโคไพราโนไซด (o-nitrophenyl β-D-glucopyranoside) ของ 

Sigma, U.S.A. 

8. ออโธ-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-กาแลคโตไพราโนไซด (o-nitrophenyl β-D-galacto           

pyranoside) ของ Sigma, U.S.A. 

9. พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ของ Sigma, U.S.A. 

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

11. บิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน (Butyl hydrophobic interaction) ของ BioRad, 

U.S.A. 

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

13. ซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด (Superose 12 prep grade) ของ Amersham pharmacia  

14. แอมโมเนยีมซลัเฟต (ammonium sulfate) ของ Merck, Germany 

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

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

Sigma, U.S.A. 

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

18. แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต (Ammonium persulfate) ของ Sigma, U.S.A. 

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

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

 

     ปลูกเชื้อ Streptomyces sp. PC22  ในอาหารแข็งเอียงขาวไรย (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 1) บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จนสายใยเจริญเต็มที่ และนํามาไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 10-15 วัน จนสปอรแกเปนสีเทา จึงนํามาขูดสปอรออกโดยเทคนิคปลอด

เชื้อ โดยใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวแขวนลอย ดูดสปอรแขวนลอยที่ไดมากรองผานชุดกรองสปอร 

นําสปอรแขวนลอยที่กรองไดมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวน

น้ําใสทิ้ง แลวลางสปอรที่ไดดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นแขวนลอยใน 30 เปอรเซ็นต      

กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 2 คร้ัง โดยเจือจางใหไดความเขมขนของสปอรเทากับ 2X108 

สปอรตอมิลลิลิตร แบงเก็บเปนปริมาตรนอยๆ (aliquots) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะ

นํามาใช 

 

3.3.1.2  การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 เพื่อผลิตเอนไซม 

 

     1.  ถายสปอรแขวนลอยของเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ความเขมขน 2X108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริพติคซอยบรอท (Tryptic 

soy broth, TSB) pH 9 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมี

ขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 ชั่วโมง 

 

     2.  ถายเชื้อจากหัวเชื้อ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน คอมเพล็กซ มี

เดียม (Xylan complex medium) สําหรับผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 2) pH 9 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวด

สปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 

45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน 
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     3.  นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและกากอาหารที่เหลือออกจากน้ําเลี้ยง

เชื้อที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสที่ได

ไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและปริมาณโปรตีนเพื่อใชในการ

ทดลองขั้นตอไป 

 
 3.3.2   การวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
    การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเปนวิธีที่

ดัดแปลงมาจาก Manin และคณะ (1994) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 

    0.2  มิลลิลิตร  ของ 0.1 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 

    0.025 มิลลิลิตร ของสารละลายพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด 

(p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside) ความเขมขน10 มิลลิโมลาร ที่ละลายอยูใน 0.1 โมลาร 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0  

            0.025  มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

      บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวย 

0.5 มิลลิลิตร ของ 0.5 โมลาร โซเดียมคารบอเนต ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปน

ผสม (vortex mixer) นําไปวัดปริมาณพารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ที่ถูกปลอยออกมาที่

ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

          กราฟมาตรฐานใช พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ความเขมขนในชวง 0-20 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 3) 

          1 หนวยของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย 

พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด แลวใหพารา-ไนโตรฟนอลปริมาตร 1 ไมโคร

โมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทําการทดลอง 

 
3.3.3   การวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 

 

      การตรวจสอบแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสเปนวิธีที่ดัดแปลงมาจาก  Kormelink  

และคณะ (1993) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย  
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    0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายพารา-ไนโตรฟนิล อะซีเตท (p-nitrophenyl acetate) 

ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ที่ละลายใน 50 เปอรเซ็นต เมธานอล 

  0.1  มิลลิลิตร ของ 0.5 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.5 

  0.3  มิลลิลิตร ของน้ํากลั่น 

    0.5  มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

  บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยแชใน 

น้ําแข็งนาน 10 นาที นําไปวัดปริมาณพารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ที่ถูกปลอยออกมาที่ 

ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร  

                  1 หนวยของอะซีทิลเอสเทอเรส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล 

อะซีเตท แลวใหพารา-ไนโตรฟนอลปริมาตร 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทําการ

ทดลอง 

 
3.3.4   การตรวจวิเคราะหแอคติวตีิของไซแลเนส     

 
    การตรวจสอบแอคติวิตีของไซแลเนสดัดแปลงมาจากวิธีของ Nakajima และคณะ

(1984) โดยการวัดปริมาณน้ําตาลไซโลสที่เกิดจากการยอยสลายไซแลน ซึ่งสารละลายในปฏิกิริยา

ประกอบดวย 

    0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan) ความ

เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งละลายใน 0.1 โมลาร โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร pH 5.5  

    0.8  มิลลิลิตร ของ 0.1 โมลาร โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร pH 5.5 

0.1  มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 

นําสวนผสมนี้ไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวจึงหยุด

ปฏิกิริยาโดยการตมในอางน้ําเดือด 10 นาที แลวนําไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ 

Somogyi และ Nelson (1952)  

                  1 หนวยเอนไซม เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายไซแลนไดเปนน้ําตาลรีดิวซ 

ปริมาตร 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทําการทดลอง 
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 3.3.5   การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi และ Nelson (1952) 
 
                  นําสารตัวอยางที่จะวิเคราะหปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร  เติมสารละลายอัลคาไลน คอป

เปอร (alkaline copper reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.1) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขา

กัน แลวนําไปตมในอางน้ําเดือดนาน 15 นาที แลวแชในอางน้ําแข็งทันทีเพื่อหยุดปฏิกิริยา เติม

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

ใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวเติมน้ํากลั่น 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง

ปนผสม (vortex mixer) แลววัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 520 นาโนเมตร 

          คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลไซโลสหรือกลูโคสที่

ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 
 3.3.6   การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 
 

วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยการนําสารละลายตัวอยาง 1.0 มิลลิลิตร มาเติม

สารละลายผสม C (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.3) 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 20 นาที แลวจึงเติมสารละลาย D (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.4) ผสมใหเขากันแลว

ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

    คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum 

albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

 
3.3.7  การหาความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการตกตะกอนลําดับ

สวนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
      นําสวนน้ําใสเอนไซมมาตกตะกอนดวยผงแอมโมเนียมซัลเฟตบดละเอียดอยางชาๆ 

พรอมทั้งกวนเบาๆดวยเครื่องกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer) โดยเพิ่มความเขมขนของเกลือ

แอมโมเนียมซัลเฟตเปนลําดับสวน คือ 0-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80 และ 

80-90 เปอรเซ็นต โดยกวนแตละลําดับสวนของสารแขวนลอยเอนไซมประมาณ 1-2 ชั่วโมง นําไป

ปนเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนโปรตีนออกจากสวนน้ําใสดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

30 นาที แลวละลายตะกอนดวย 0.1 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 โดยใชปริมาตร
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นอยที่สุดที่ละลายตะกอนไดหมด ไดอะไลสขามคืนในบัฟเฟอรชนิดเดิม หลังจากนั้นนําไปปน

เหวี่ยงแยกตะกอนออก นําสวนน้ําใสที่ไดไปวัดปริมาตร วิเคราะหปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 
 3.3.8 ผลของเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด (N-ethylmaleimide) ตอการทํางานของแอลฟา-
แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

    บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียม

ซัลเฟตในขอ 3.3.11.1 ปริมาณเทาๆกัน ในเอ็น-เอธิลมาลีอิไมดใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0-5 

มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําไปหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนสิเดสตามวิธีการในขอ 3.3.2 

 
 3.3.9   ผลของไดไทโอทรีอิทอล (Dithiothreitol) ตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะรา
บิโนฟวราโนสิเดส 

 

    บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียม

ซัลเฟตในขอ 3.3.11.1 ปริมาณเทาๆกัน ในไดไทโอทริอิทอลใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0-5 

มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําไปหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนสิเดสตามวิธีการในขอ 3.3.2 

 
 3.3.10  ผลของโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate) ตอการทํางานของ
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

    บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียม

ซัลเฟตในขอ 3.3.11.1 ปริมาณเทาๆกัน ในโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตใหไดความเขมขนสุดทายเปน  

0-5 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําไปหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสตามวิธีการในขอ 3.3.2 
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 3.3.11  การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์ 
 

  3.3.11.1  การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต  
 
        นําสารละลายเอนไซมที่เตรียมไดมาตกตะกอนดวยผงแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่ม

ตัวที่ทราบความเขมขนที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองในขอ 3.3.7 พรอมทั้งกวนเบาๆดวยเครื่อง

กวนแมเหล็ก (magnetic strirrer) กวนสารแขวนลอยเอนไซมประมาณ 1-2 ชั่วโมง แลวนําไปปน

เหวี่ยงแยกตะกอนออกจากน้ําใสดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้น

ละลายตะกอนโปรตีนที่ไดใน 0.05 โมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ซึ่งเปนบัฟเฟอรที่เหมาะสม

สําหรับการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนแลกเปลี่ยนอิออน โดยใชปริมาตรนอยที่สุดที่ละลาย

ตะกอนไดหมด ไดอะไลสขามคืนในบัฟเฟอรชนิดเดิม คร้ังสุดทายไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต      

กลีเซอรอลใน 0.05 โมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 เปนเวลา 4-5 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยง

แยกตะกอนออก แลววัดปริมาตร วิเคราะหปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบโิน

ฟวราโนสิเดส 

 

3.3.11.2    การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

    3.3.11.2.1  คอลัมนโครมาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี (Macro-prep DEAE) 

 

      ลางสารแขวนลอยแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคน

เบาๆแลว ปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทํา

เชนนี้หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู จากนั้นแชเจลใน 0.05 โมลาร ทริส บัฟเฟอร 

pH 7.5 นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใตสุญญากาศประมาณ 20-30 

นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 28 เซนติเมตร 

ปริมาตรเจล 50 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 0.05 โมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ลงในคอลัมน 

ปริมาตร 2-3 เทาของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆใสสารละลาย

เอนไซมที่ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 40-90 เปอรเซ็นต ลงบนผิวเจลแลวชะ

โปรตีนที่ไมถูกจับกับแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ออกดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม แลวติดตามโปรตีน

โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร จนมีคาใกลศนูย จากนั้นจึงชะโปรตีนที่จับอยูกับ

เจลออก โดยใช 0-1 โมลาร โซเดียมคลอไรดเกรเดียนทใน 0.05 โมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 แลว
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เก็บสารละลายที่ผานคอลัมน ลําดับสวนละ 2.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยวัดคาการดูดกลนืแสง

ที่ 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและไซแลเนสในแตละ

ลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเขาดวยกัน 

แลวทําตัวอยางใหเขมขนขึ้นโดยวิธี concentrating centrifugation ท่ีความเร็ว 7,000 รอบตอนาที 

ดวย concentrator tube (Vivaspin concentrator, Germany) ซึ่งมีเมมเบรนที่มีคาการคัดขนาด

โมเลกุล (Molecular weight cut off) 10,000 ดาลตัน จากนั้นนําตัวอยางไปไดอะไลสขามคืน     

ใน 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 สุดทายนําไปไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต        

กลีเซอรอลที่ละลายใน 0.05  โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 เปนเวลา 3-4 ชั่วโมง      

วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดส 

 

    3.3.11.2.2  คอลัมนโครมาโทกราฟบนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน (Butyl 

hydrophobic interaction) 

 

      ลางสารแขวนลอยบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน ดวยน้ํากลั่นโดย

ใชแทงแกวคนเบาๆ ปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้ง

ไป ทําเชนนี้หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู คร้ังสุดทายแชเจลใน 0.05 โมลาร 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใต

สุญญากาศประมาณ 20-30 นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.8 

เซนติเมตร สูง 10 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 5.0 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 1.7 โมลาร แอมโมเนียม

ซัลเฟตใน 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ลงในคอลัมน ปริมาตร 2-3 เทาของ

ปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 15 มิลลิลิตรตอชั่วโมง นําผงแอมโมเนียมซัลเฟตมาละลายกับ

ตัวอยางเอนไซมที่ไดจากขอ 3.3.11.2.1 ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 1.7 โมลาร แลวนํามาใส

ลงบนผิวหนาของเจล ชะโปรตีนที่ไมจับกับตัวกลางดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม จากนั้นจึงชะโปรตีนที่จับ

อยูกับตัวกลางในคอลัมนโดยเกรเดียนทเสนตรงของแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขน 1.7-0      

โมลาร ใน 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 เก็บลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร ติดตาม

โปรตีนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีในแตละลําดับ

สวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเขาดวยกัน      

ลดปริมาตรตัวอยางโดยวิธี concentrating centrifugation ที่ความเร็ว 7,000 รอบตอนาทีดวย 
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concentrator tube ซึ่งมีเมมเบรนที่มีคาการคัดขนาดโมเลกุล (Molecular weight cut off) 10,000 

ดาลตัน จากนั้นนําตัวอยางไปไดอะไลสขามคืนใน 0.02 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 

สุดทายนําไปไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล ที่ละลายใน 0.02 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต 

บัฟเฟอร pH 6.8  เปนเวลา 3-4 ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหปริมาณโปรตีน 

และแอคติวิตีของเอนไซม 

 

    3.3.11.2.3  คอลัมนโครมาโทกราฟบนไฮดรอกซีอะปาไทด (Hydroxyapatite) 

 

   แชไฮดรอกซีอะปาไทดใน 0.02 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

6.8 ที่อุณหภูมิหองนาน 12 ชั่วโมง เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทํา

เชนนี้หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี 

sonication ภายใตสุญญากาศประมาณ 20-30 นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 0.8 เซนติเมตร สูง 10 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 5.0 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 0.02     

โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ดวยอัตราการไหล 15 มิลลิลิตรตอชั่วโมง นําเอนไซมที่

ไดจากการผานคอลัมนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน ในขอ 3.3.11.2.2 มาผานลงคอลัมน     

ชะโปรตีนที่ ไมจับกับตัวกลางดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม แลวจึงชะโปรตีนที่ถูกจับดวยไฮดรอกซีอะปา

ไทดออกจากคอลัมนโดยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ท่ีความเขมขน 

0.02-0.50 โมลาร จากนั้นเก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร วัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน 

สิเดสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของเอนไซมเขาดวยกัน ทําใหเขมขน

ข้ึนโดยวิธี concentrating centrifugation ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที วัดปริมาตร วิเคราะห

ปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซม 
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 3.3.12  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยวิธี
พอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส (Native polyacrylamide gel electrophoresis) 
ดัดแปลงจากวิธีการของ Laemmli (1970) 

 

    ประกบแผนแกวขนาด 8.3 ×10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3 × 10.2 เซนติเมตร เขา

ดวยกัน โดยมีแผนพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบทั้งสองขาง ประกอบแผน

แกวนี้เขากับชุดหลอเจล จากนั้นเทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความ

เขมขน 10 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.8) ลงในชองวางระหวางแผนแกวใหมีความสูง 5 

เซนติเมตร แลวเติมน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหเต็มแผน ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัว ซับน้ําออกใหหมด 

แลวจึงเทสารละลายผสมสแตกกิงเจล (stacking gel) ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 3.9) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผนแกว เสียบแผนพลาสติกสําหรับเตรียมชองใสตวัอยาง 

(slot former) ลงระหวางแผนแกว ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัวแลวจึงดึงแผนพลาสติกออก นําแผนเจลที่

เตรียมไดมาประกอบเขากับชุดทําอีเลคโทรโฟริซิส ลางชองใสตัวอยางดวยอีเลคโทรดบัฟเฟอร 

(ภาคผนวก ข หมายเลข 3.1) เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอรลงในชุดทําอีเลคโทรโฟริซิสจนเต็ม นําโปรตีน

ที่จะวิเคราะหมาเจือจางในบัฟเฟอรที่ใชวิเคราะห (sample buffer) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.6) 

จากนั้นหยอดสารละลายโปรตีน 20 ไมโครลิตร ในชองใสตัวอยางบนแผนเจล ทําการอีเลคโทรโฟริ

ซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาใกลถึงปลายสุดของแผนเจล นําเจลออก

จากแผนแกว แชเจลในสารละลายยอมโปรตีน (staining solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.10) 

เปนเวลา 30 นาที แลวลางสีสวนเกินออกดวยสารละลายลางสี (destaining solution) (ภาคผนวก 

ข หมายเลข 3.11) จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน สําหรับการยอมแอคติวิตี (activity staining) ของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสทําโดย แชเจลในสารละลาย 0.1 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต 

บัฟเฟอร pH 6.0 นาน 15 นาที แลวนําไปแชตอใน พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนไซด ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที โดยตรวจหา

แถบสีเหลืองของพารา-ไนโตรฟนอลที่เกิดขึ้น 
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 3.3.13  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
   3.3.13.1  การหาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยการทําเจล

ฟลเตรชันผานคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด (Superose 12 prep grade) 

 

         ลางสารแขวนลอยซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด (Superose 12 prep grade) 

ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคนเบาๆ แลวปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสทิ้งไป ทําเชนนี้หลายๆ

คร้ัง โดยครั้งสุดทายแชเจลใน 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 กําจัดฟองอากาศ

ออกโดย วิธี sonication ภายใตสุญญากาศประมาณ 20-30 นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมน

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.0 เซนติเมตร สูง 49.5 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 40 มิลลิลิตร ผาน

สารละลาย 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ประมาณ 2-3 เทาของปริมาตรเจล 

ดวยอัตราการไหล 7.2 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจากขั้นตอน

การผานคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทดมาใสลงบนผิวหนาเจลเบาๆ ชะโปรตีนดวยบัฟเฟอรชนิดเดิม 

เก็บลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 

นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสในแตละลําดับสวน 

         จากนั้นใชสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ไดแก คะตะเลส (catalase), กลอบูลิน 

(globulin) และโบไวนซีรัม อัลบูมิน (bovine serum albumin) น้ําหนักโมเลกุล เทากับ 250,000,    

150,000 และ 66,000 ดาลตัน ตามลําดับ ผานลงในคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด โดยใช

ภาวะเดียวกันกับเอนไซมขางตน นําแตละลําดับสวนมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 280 

นาโนเมตร สําหรับคะตะเลส ติดตามโดยการหยด 3 เปอรเซ็นต ไฮโดรเจนเปอรออกไซดปริมาตร 

50 ไมโครลิตรลงในแตละลําดับสวนที่มีปริมาตร 50 ไมโครลิตรเชนกัน แลวตรวจหาฟองอากาศที่

เกิดขึ้น โดยกําหนดใหการสิ้นสุดของการเกิดฟองอากาศภายในทุก 10 วินาทีเทากับ 1 หนวย    

(AU;arbritrary unit) หลังจากนั้นนําคาที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของ

น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใชในการชะโปรตีนแตละชนิดออก

จากคอลัมน 
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   3.3.13.2  การหาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยการทํา

อีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน (Sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ตามวิธีของ Laemmli (1970) 

 

         นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจากขั้นตอนการผานคอลัมน       

ไฮดรอกซีอะปาไทด มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส และติดตามดวย

การยอมแอคติวิตีและตัดแถบสีเหลืองที่เกิดขึ้นแลวแยกโปรตีนออกจากเจล นําแอลฟา-แอล-อะรา

บิโนฟวราโนสิเดสและสารละลายโปรตีนมาตรฐานมาทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัล   

เฟตพอลิอะคริลาไมดเจล โดยประกบแผนแกวขนาด 8.3 ×10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3 × 

10.2 เซนติเมตร เขาดวยกัน โดยมีแผนพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบทั้งสอง

ขางประกอบแผนแกวนี้ เขากับชุดหลอเจล  จากนั้นเทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 

(separating gel) ความเขมขน 12 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.10) ลงในชองวาง

ระหวางแผนแกวใหมีความสูง 5 เซนติเมตร แลวเติมน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหเต็มแผน ตั้งทิ้งไว

จนเจลแข็งตัว ซับน้ําออกใหหมด แลวจึงเทสารละลายผสมสแตกกิงเจล (stacking gel) ความ

เขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.11) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผนแกว เสียบแผน

พลาสติกสําหรับเตรียมชองใสตัวอยาง (slot former) ลงระหวางแผนแกว ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัว

แลวจึงดึงแผนพลาสติกออก นําแผนเจลที่เตรียมไดมาประกอบเขากับชุดทําอีเลคโทรโฟริซิส ลาง

ชองใสตัวอยางดวยอีเลคโทรดบัฟเฟอร (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.1) เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอรลงใน

ชุดทําอีเลคโทรโฟริซิสจนเต็ม นําโปรตีนที่จะวิเคราะหมาเจือจางในบัฟเฟอรที่ใชวิเคราะห (sample 

buffer) (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.8) ตมในน้ําเดือด 5 นาที แลวหยอดสารละลายโปรตีน 20 

ไมโครลิตร และโปรตีนมาตรฐานซึ่งเปน Prestained SDS-PAGE standard 7.5 ไมโครลิตร ลงใน

ชองใสตัวอยางแลวทําการอีเลคโทรโฟริซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาใกล

ถึงปลายสุดของแผนเจล นําเจลออกจากแผนแกวและยอมสีโปรตีน (dye staining) โดยใชสีคูแมส

ซี บลู โดยการนําเจลไปแชในน้ํายายอมสี (staining solution) เปนเวลา 30 นาที แลวลางสี

สวนเกินออกดวยสารละลายลางสี (destaining solution) จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน ประมาณคา

น้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยพิจารณาจากการเคลื่อนที่ของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเทียบกับการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน 
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 3.3.14  สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 
       

   3.3.14.1  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส    

 

         นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณ

เทาๆกัน มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 3.3.2 โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฎิกิริยา

ตั้งแต 35-80 องศาเซลเซียส  

 

   3.3.14.2  ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส    

 

         นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณ

เทาๆกัน มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 3.3.2 โดยแปรความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใช

อยูในชวงตางๆดังนี้ 

         0.5 โมลาร โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร                   ในชวง pH 4.0-6.5 

         0.5 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร                  ในชวง pH 6.0-8.0 

         0.5 โมลาร ทริส บัฟเฟอร                                    ในชวง pH 8.0-9.0 

 

   3.3.14.3  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตออุณหภูมิ 

 

         บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวใน 0.1 โม

ลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ที่อุณหภมูิตางๆ ในชวง 35-70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 

นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เหลืออยู ตามวิธีการในขอ 

3.3.2 โดยมีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทียบ 

 

 3.3.14.4  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอความเปนกรดดาง 

 

         บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในบัฟเฟอร 

ที่มีคาความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 ดังที่ระบุไวในขอ 3.3.14.2 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เหลืออยู

ตามวิธีการในขอ 3.3.2 โดยมีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไมผานการบมเปนตัว

เปรียบเทียบ 

 

   3.3.14.5  การหาคาความจําเพาะตอสับสเตรท (Km) ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส 

 

         นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณ

เทาๆกัน มาผสมกับสับสเตรท คือ พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด ใหได

ความเขมขนสุดทายขณะที่ทําปฏิกิริยาอยูในชวง 0.1-1.0 มิลลิโมลาร แลวนําไปหาแอคติวิตีของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตามวิธีการในขอ 3.3.2 แลวนํามาเขียนกราฟไลนวีเวอร-

เบิรก (Lineweaver-Burk plot) และคํานวณคา Km จากสูตร V0 = Vmax[S0] / [S0]+Km 

 

3.3.14.6 ผลของสารยับยั้งและการหาคา Ki 

      
     3.3.14.6.1  ผลของอะราบิโนสในการยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส   

 

       นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวใน

ปริมาณเทาๆกันมาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 3.3.2 และเติมอะราบิโนสลงไปใหไดความ   

เขมขนสุดทายอยูในชวง 0-200 มิลลิโมลาร  

  

  3.3.14.6.2  ผลของไซโลสในการยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน

สิเดส 

 

       นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวใน

ปริมาณเทาๆกันมาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 3.3.2 และเติมไซโลสลงไปใหไดความ

เขมขนสุดทายอยูในชวง 0-200 มิลลิโมลาร   
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          โดยนํามาเขียนกราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk plot) และคํานวณ

คา Ki  จากสูตร slope = Km / Vmax {1+[I0] / Ki} 

 

   3.3.14.7   ผลของอิออนโลหะตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

          นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณ

เทาๆกัน มาวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตามวิธีการในขอ 3.3.2 

โดยเติมอิออนของโลหะชนิดตางๆลงในสารผสมปฏิกิริยา ที่ความเขมขน 0.1-10 มิลลิโมลาร ดังนี้ 

 

       แคลเซียมคลอไรด                (CaCl2⋅5H2O) 

         โคบอลตคลอไรด      (CoCl2⋅6H2O) 

         คอปเปอรซัลเฟต      (CuSO4⋅5H2O) 

         เฟอรัสซัลเฟต      (FeSO4⋅7H2O) 

         เมอคิวรัสคลอไรด      (HgCl2) 

         แมกนีเซียมซัลเฟต      (MgSO4⋅7H2O) 

         แมงกานีสซัลเฟต      (MnSO4⋅H2O) 

 ซิงคซัลเฟต                                  (ZnSO4⋅7H2O) 

 

    3.3.14.8   ผลของอีดีทีเอ (EDTA) ตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

          นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมาใน

ปริมาณเทาๆกัน มาวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตามวิธีการในขอ 

3.3.2 โดยเติมอีดีทีเอลงในสารผสมปฏิกริิยาที่ความเขมขน 0.5-10 มิลลิโมลาร นําไปหาแอคติวิตี

ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตามวิธีการในขอ 3.3.2  
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   3.3.14.9  ผลของสารดัดแปลงอะมิโนตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ 

เดส 

 

         นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมาบมกับ

สารดัดแปลงอะมิโนโดยใหความเขมขนสุดทายเปน 0-10 มิลลิโมลาร แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ตาม

วิธีการในขอ 3.3.2 โดยมีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทียบ 

โดยสารดัดแปลงกรดอะมิโนที่ใชในการทดลองมีดังนี้ 

  Ethylmethylaminopropylcarbodiimide (EDAC) 

  Iodoacetamide (IAM) 

  N-bromosuccinimide (NBS) 

  Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 

 

3.3.14.10  การตรวจสอบความจําเพาะของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอ     

สับสเตรทตางๆ (substrate specifity) 

 

           นาํแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณ

เทาๆกัน มาตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรท โดยใชสับสเตรทตางๆดังตอไปนี้ 

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

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

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

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

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

 ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan) 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 ไซแลนจากไมเบิรช (birchwood xylan) 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

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

p-nitrophenol ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาตามวิธีการในขอ 3.3.2  
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          สําหรับการวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ใช   

ไซแลนเปนสับสเตรท วิเคราะหโดย HPLC (High Performance Liquid Chromatography) โดย

การวัดปริมาณอะราบิโนสที่เกิดขึ้น จากปฏิกิริยาที่มีสวนผสม ดังนี้  

0.1 โมลาร ของ โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0  

 สารละลายของเอนไซมที่มีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.3 หนวยตอมิลลิลิตร 

 20 มิลลิกรัม ของสับสเตรทไซแลน 

          ปรับปริมาตรสุดทายใหครบ 1 มิลลิลิตร แลวนําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 1 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาดวย 0.33 โมลารของกรดซัลฟูริกปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร แลวนําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําสวนน้ําใสมากรองผาน

เซลลูโลสอะซีเตทเมมเบรน ที่มีขนาดรูกรอง 0.45 ไมครอน แลวนําไปฉีด HPLC เพื่อตรวจหา

ปริมาณอะราบิโนสที่เกิดขึ้น ซึ่งภาวะ HPLC มีสวนประกอบตางๆ ดังนี้ 

          คอลัมน (Column)   HPX-87H 

          ตัวชะสาร (Mobile phase)  0.005 โมลารของกรดซัลฟูริก 

          อัตราการไหล (Flow rate)  0.6 มล.ตอนาที 

          อุณหภูมิคอลัมน              45 °ซ 

          Detector    Refractive index (RI) 

          ปริมาตรสารที่ฉีด   20 ไมโครลิตร 

นําพื้นที่ใตพีคที่ไดจากการวิเคราะหตัวอยางไปคํานวณหาปริมาณอะราบิโนสโดยเทียบกับโครมา

โทแกรมของ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของอะราบิโนสมาตรฐาน (ภาคผนวก ค หมายเลข 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 และการเตรยีมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
  จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเพื่อผลิตแอลฟา-แอล- 

อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยมี 1.0 เปอรเซ็นต ไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน ตาม

วิธีการในขอ 3.3.1 รวมทั้งการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธีการในขอ 3.3.2 พบวา 

Streptomyces sp. PC22 สามารถผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไดประมาณ 0.25-

0.28 หนวยตอมิลลิลิตรของน้ําเลี้ยงเชื้อ และมีปริมาณโปรตีนประมาณ 1.9-2.5 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตรของน้ําเลี้ยงเชื้อ ในขั้นตอนตอไปจึงไดศึกษาการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์และสมบัติของ

เอนไซม  
 
4.2.  การหาความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการตกตะกอนลําดับสวน
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

  การทดลองนี้เปนการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอมโมเนียมซัลเฟตในการตกตะ 

กอนลําดับสวนของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสในน้ําเลี้ยงเชื้อ เพื่อทําเอนไซมใหบริสุทธิ์

ขึ้นบางสวนรวมทั้งใหมีความเขมขนสูงขึ้น โดยนําน้ําเลี้ยงเชื้อที่ผานการปนแยกเซลลและกาก     

อาหารออกแลวมาตกตะกอนลําดับสวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต โดยแปรผันความเขมขนของแอม

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

เปอรเซ็นต นําโปรตีนที่ไดในแตละลําดับสวนไปวิเคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส พบวามีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสครอบคลุมอยูในชวงลําดับสวน

ที่ 40-50, 50-60, 60-70, 70-80 และ 80-90 เปอรเซ็นต ดังผลการทดลองในตารางที่ 4.1 อยางไร 

ก็ตาม เพื่อไมใหสูญเสียปริมาณเอนไซมที่จะนําไปทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอไป ดังนั้นในการตกตะกอน

ลําดับสวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากน้ําเลี้ยงเชื้อจึงจะ

เลือกใชแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนในชวง 40-90 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 4.1  การหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอมโมเนียมซัลเฟตในการตกตะกอนแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากน้ําเลี้ยงเชื้อ 

ลําดับสวนของ

แอมโมเนยีม

ซัลเฟต 

(เปอรเซ็นต) 

ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีน 

ทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ (หนวย

ตอมก.โปรตีน) 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 

(เปอรเซ็นต) 

เอนไซมจากน้าํ

เลี้ยงเชื้อ 

 

0-20 

 

20-30 

 

30-40 

 

40-50 

 

50-60 

 

60-70 

 

70-80 

 

80-90 

165.00 

 

 

1.20 

 

0.70 

 

0.65 

 

0.80 

 

0.80 

 

2.00 

 

1.00 

 

1.00 

354.75 

 

 

10.80 

 

4.49 

 

4.62 

 

4.07 

 

5.30 

 

7.40 

 

3.43 

 

5.50 

35.80 

 

 

0.08 

 

0.06 

 

0.06 

 

1.58 

 

11.75 

 

6.86 

 

1.66 

 

1.47 

0.10 

 

 

0.01 

 

0.01 

 

0.01 

 

0.39 

 

2.22 

 

0.93 

 

0.48 

 

0.27 

100 

 

 

0.22 

 

0.17 

 

0.17 

 

4.41 

 

32.82 

 

19.16 

 

4.64 

 

4.11 
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4.3  ผลของเอ็น-เอธิลมาลีอิไมดตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

  การทดลองนี้เพื่อทดสอบวาเอนไซมมีหมูไธออลซึ่งไวตอการถูกออกซิไดสดวยอากาศ

เกี่ยวของกับ active site หรือไม จึงทําการทดลองโดยบมเอนไซมที่ไดจากขั้นตอนการตกตะกอน

ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณเทาๆกัน ในเอ็น-เอธิลมาลีอิไมดซ่ึงทําหนาที่เอธิลเลท (ethylate) 

หมูไธออล โดยแปรความเขมขนสุดทายในชวง 0-5 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 15 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เหลืออยู ผลการ

ทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.1 พบวาเอ็น-เอธิลมาลีอิไมดมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดเพียง

เล็กนอย โดยที่ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ยับยั้งไดเพียง 14 เปอรเซ็นต ดังนั้นหมูไธออลจึงไม

นาจะมีบทบาทสําคัญในบริเวณ active site ของเอนไซม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1  ผลของเอ็น-เอธิลมาลีอิไมดตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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4.4  ผลของไดไทโอทรีอิทอลตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

  การทดลองนี้เพื่อทดสอบวาเอนไซมมีพันธะ disulfide เปน active site หรือไม ซึ่งไดไท

โอทรีอิทอลจะทําหนาที่รีดิวซพันธะ disulfide จึงทําการทดลองโดยบมเอนไซมที่ไดจากขั้นตอนการ

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณเทาๆกัน โดยแปรความเขมขนสุดทายในชวง 0-5 มิลลิ

โมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เหลืออยู ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.2 พบวาไดไทโอทรีอิทอลมีผล

ยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดเพียงเล็กนอย โดยที่ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ยับยั้งไดเพียง 5 

เปอรเซ็นต ดังนั้นพันธะ disulfide จึงไมนาจะมีบทบาทสําคัญในบริเวณ active site ของเอนไซม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2  ผลของไดไทโอทรีอิทอลตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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4.5  ผลของโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

  การทดลองนี้เพื่อทดสอบเบื้องตนวาเอนไซมประกอบดวยหนวยยอยหลายๆหนวยหรือไม 

โดยโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตซึ่งมีประจุลบสูงจะทําหนาที่ทําลายการยึดจับกันของหนวยยอย จึงทํา

การทดลองโดยบมเอนไซมที่ไดจากขั้นตอนการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณเทาๆกัน 

โดยแปรความเขมขนสุดทายในชวง 0-5 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

แลวนํามาหาแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เหลืออยู ผลการทดลองดังแสดง

ในรูปที่ 4.3 พบวาโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม โดยที่ความเขมขน 5 

มิลลิโมลารยับยั้งได 58 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงสรุปไดวาเอนไซมนี้ประกอบดวยหลายหนวยยอย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 
 
 

 

รูปที่ 4.3  ผลของโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 

 



 55 

4.6  การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์ 
 
 4.6.1  การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 

 

   นําน้ําเลี้ยงเชื้อ Streptomyces sp. PC22 ที่ปนแยกไมซีเลียมแลวไดปริมาตรรวม

ทั้งหมด 345 มิลลิลิตร ซึ่งมีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสรวมทั้งหมด 97.98 

หนวย ดังแสดงในตารางที่ 4.2 มาตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟตอิ่มตัว 40-90 เปอรเซ็นต  

โดยหลังจากการไดอะไลสในสารละลาย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 เพื่อกําจัดเกลือ

แอมโมเนียมซัลเฟตแลว พบวามีแอคติวิตีจําเพาะเพิ่มข้ึนเปน 6.67 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับแอคติ  

วิตีจําเพาะของเอนไซมเร่ิมตน โดยยังมีแอคติวิตเีหลืออยู 76.84 เปอรเซ็นต 

 

   นอกจากนั้นไดวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนสและอะซีทิลเอสเทอเรสในน้ําเลี้ยงเชื้อ

พบวา Streptomyces sp. PC22 สามารถผลิตเอนไซมทั้งสองชนิดได โดยมีแอคติวิตีของไซแลเนส

และอะซีทิลเอสเทอเรสทั้งหมดในน้ําเลี้ยงเชื้อเทากับ 712.42 และ 51.75 หนวย ตามลําดับ แตเมื่อ

ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวในลําดับสวน 40-90 เปอรเซ็นตแลว พบวามี   

แอคติวิตีของไซแลเนสและอะซีทิลเอสเทอเรสปนเปอนเหลืออยู 26.92 และ 4.83 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ 
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 4.6.2  การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 

 

  4.6.2.1  โครมาโทกราฟบนคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

 

     นําเอนไซมที่ไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 40-90 เปอร 

เซ็นต คิดเปนปริมาณโปรตีน 75.20 มิลลิกรัม ซึ่งละลายอยูใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 

7.5 และผานการทําใหเขมขนดวยการ reverse dialyze ใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล มาทําให

บริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ซึ่งเปนตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion 

exchanger) ตามวิธีการในขอ 3.3.11.2.1 และชะคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอ

ไรดที่ความเขมขน 0-1 โมลาร ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.4 พบวาเอนไซมจับกับตัวกลาง

แลกเปลี่ยนประจุลบ ดังนั้นจึงสามารถกําจัดโปรตีนอื่นๆ ที่มีประจุตรงขามกับเอนไซมออกไป

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

ฟวราโนสิเดสถูกชะออกมาที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในชวง 0.60-0.84 โมลาร จึงไดรวม

ลําดับสวนที่ 123-152 เขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้น ซึ่งมีแอคติวิตีทั้งหมดเทากับ 39.17 หนวย 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมดเทากับ 3.07 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะ 12.76 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน

และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 85.07 เทา  

 

     อยางไรก็ตามการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนนี้ พบวาไซแลเนส II ซึ่งจับกับ

ตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบเชนกัน (Wateewuthajarn และ Pinpanichakarn, 2000) ถูกชะออก

จากคอลัมนดวยความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในชวง 0.38-0.65 โมลาร ดังนั้นจึงปนเปอนอยู

ในลําดับสวนของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสดวย แตในปริมาณต่ําคิดเปน 0.11 

เปอรเซ็นตของแอคตวิิตีเร่ิมตนทั้งหมดของไซแลเนส สําหรับการวิเคราะหแอคติวิตีของอะซีทิลเอส

เทอเรสในแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เตรียมได ไมพบวามีการปนเปอนของอะซีทิลเอส

เทอเรส เนื่องจากอะซีทิลเอสเทอเรสถูกชะออกมาที่เขมขนของโซเดียมคลอไรดในชวง 0.36-0.48 

โมลาร ดังแสดงในตารางที่ 4.2 
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รูปที่ 4.4  การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

ชะโปรตีนดวย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 และเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรด

เทากับ 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

        คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

        แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

                                แอคติวิตีของไซแลเนส     

                                แอคติวิตีของไซแลเนส  

                                แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส  

                                ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด  
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  4.6.2.2  โครมาโทกราฟบนคอลัมนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน 

 

     นําเอนไซมที่ไดจากการทําโครมาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ในขอ 4.6.2.1 

คิดเปนปริมาณโปรตีน 3.07 มิลลิกรัม มาทําใหบริสุทธิ์มากขึ้นโดยผานลงในคอลัมนของบิวทิล 

ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน และชะโปรตีนที่มีสมบัติที่ชอบน้ําออกจากโปรตีนที่ไมชอบน้ําดวย  

เกรเดียนทเสนตรงของแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขน 1.7-0 โมลาร ผลการทดลองในรูปที่ 4.5 

พบวาเอนไซมมีสมบัติคอนขางไฮโดรโฟบิคจะจับกับตัวกลางในคอลัมนชนิดนี้ ดังนั้นในขั้นตอนนี้

จึงสามารถกําจัดโปรตีนที่มีสมบัติเปนไฮโดรฟลลิคซึ่งมีปริมาณมากออกไปได สวนแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสถูกชะออกมาในลําดับสวนที่ 30-39 ซึ่งมีความเขมขนของแอมโมเนียม

ซัลเฟตในชวง 1.4-0.6 โมลาร จึงรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีเขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้น 

จากนั้นนําไปไดอะไลสใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 เพื่อกําจัดเกลือออก 

สุดทายไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลใน 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

6.8 วัดปริมาตรรวมได 13.50 มิลลิลิตร มีแอคติวิตีทั้งหมดเทากับ 23.77 หนวย มีปริมาณโปรตีน

ทั้งหมดเทากับ 1.59 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะ 14.95 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์

เพิ่มข้ึน 99.67 เทา และยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู 24.26 เปอรเซ็นต 

 

     จากการวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนสในตัวอยางเอนไซมเขมขนที่เตรียมไดจาก

ขั้นตอนนี้ พบวามีปนเปอนเล็กนอยเพียง 0.08 เปอรเซ็นตของแอคติวิตีเร่ิมตนทั้งหมดของไซแลเนส 
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รูปที่ 4.5 การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน บิวทิล ไฮโดรโฟบิค 

อินเตอรแอคชัน ชะโปรตีนดวย 1.7 โมลาร แอมโมเนียมซัลเฟต ใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียม

ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 และเกรเดียนทเสนตรงของแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 1.7-0     

โมลาร ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอรบัฟเฟอรเทากับ 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

        คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

        แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส  

                                 ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต  
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  4.6.2.3  โครมาโทกราฟบนไฮดรอกซีอะปาไทด 

 

     นําเอนไซมที่ไดจากการทําโครมาโทกราฟบนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน 

ในขอ 4.6.2.2 คิดเปนปริมาณโปรตีนรวม 1.59 มิลลิกรัม มาทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนไฮดรอก

ซีอะปาไทด ชะโปรตีนที่จับกับตัวกลางดวยเกรเดียนทเสนตรงของ 20-500 มิลลิโมลาร โซเดียม

ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ผลการทดลองดังในรูปที่ 4.6 พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสไมจับกับตัวกลางในคอลัมน โดยถูกชะออกจากคอลัมนในลําดับสวนที่ 3-10 เมื่อรวมลําดับ

สวนที่มีแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้นแลว     

วัดปริมาตรรวมได 11.88 มิลลิลิตร มีแอคติวิตีทั้งหมดเทากับ 12.85 หนวย มีปริมาณโปรตีน

ทั้งหมดเทากับ 0.77 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะ 16.69 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์

เพิ่มข้ึน 111.27 เทา และยังคงเหลือแอคติวิตีอยู 13.12 เปอรเซ็นต 

 

จากการติดตามแอคติวิตีของไซแลเนสในแตละลําดับสวน พบวาไซแลเนสจับกับ

ตัวกลางในคอลัมนโดยถูกชะดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ที่ความ

เขมขน 50-300 มิลลิโมลาร ดังนั้นในขั้นตอนนี้จึงสามารถแยกไซแลเนสออกจากแอลฟา-แอล-    

อะราบิโนฟวราโนสิเดสได ทําใหไดเอนไซมที่มคีวามบริสุทธิ์มากขึ้น  

 

     ขั้นตอนและผลการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. 

PC22 ใหบริสุทธิ์ไดสรุปไวในตารางที่ 4.2 และรูปที่ 4.7 
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รูปที่ 4.6  การทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทด  

ชะโปรตีนดวย 20 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 และเกรเดียนทของเสนตรงของ

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8 ความเขมขน 0.02-0.50 โมลาร ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอร

เทากับ 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง  
 

        คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

        แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส  

                                 แอคติวิตีของไซแลเนส      

                                 ความเขมขนของโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.8  
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เอนไซมจากน้าํเลี้ยงเชื้อ (1.00) 

 

 

 

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 40-90 เปอรเซ็นต (6.67) 

 

 

 

โครมาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออ ี(85.07) 

 

 

 

โครมาโทกราฟบนบวิทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน (99.67) 

 

 

 

โครมาโทกราฟบนไฮดรอกซีอะปาไทด (111.27) 

 

 

 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

 

รูปที่ 4.7  ขั้นตอนการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 ให

บริสุทธิ์ 

 

หมายเหตุ  ตัวเลขในวงเล็บแสดงจํานวนเทาของความบริสุทธิ์เมื่อเทียบกับเอนไซมจากน้ําเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที่ 4.2  สรุปผลการทดลองในแตละขั้นตอนของการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 .ใหบริสุทธิ์ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับขั้นตอน 

การทาํใหบริสทุธิ ์

ปริมาตร 

(มล.) 

แอคติวิตี

ทั้งหมดของ

แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 

(หนวย) 

โปรตีน

ทั้งหมด 

(มก.) 

แอคติวิตี

จําเพาะของ 

แอลฟา-แอล- 

อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 

(หนวยตอมก.

โปรตีน) 

เปอรเซ็นต 

แอคติวิตี 

ของ 

แอลฟา-แอล- 

อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 

ความบริสุทธิ์

ของ 

แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 

(เทา) 

แอคติวิตี

ทั้งหมดของ 

ไซแลเนส 

(หนวย) 

เปอรเซ็นต 

แอคติวิตี

ของ 

ไซแลเนส 

แอคติวิตี

ทั้งหมด

ของอะซีทิล

เอสเทอเรส 

(หนวย) 

เปอรเซ็นต

แอคติวิตี

ของอะซีทิล

เอสเทอเรส 

1. เอนไซมน้าํเลี้ยงเชื้อ 345.00 97.98 658.26 0.15 100 1.00 712.42 100.00 51.75 100.00 

2. ตกตะกอนดวย 

   40-90 เปอรเซ็นต 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

9.60 75.29 75.20 1.00 76.84 6.67 191.81 26.92 2.50 4.83 

3. แมคโคร-เพรบ 

    ดีอีเออี 

7.20 

 

39.17 3.07 12.76 39.98 85.07 0.80 0.11 0.00 0.00 

4. บิวทิล ไฮโดรโฟบิค 

    อินเตอรแอคชัน 

13.50 23.77 1.59 14.95 24.26 99.67 0.54 0.08 0.00 0.00 

5. ไฮดรอกซีอะปาไทด 11.88 12.85 0.77 16.69 13.12 111.27 0.00 0.00 0.00 0.00 
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4.7  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําให
บริสุทธิ์ โดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซิส 
 
   นําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตางๆมาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการทํา

พอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสชนิดแผนแลวยอมโปรตีนดวยสีคูแมสซี บลู พบวาจํานวน

แถบโปรตีนในสวนที่ผานการทําโครมาโทกราฟบนไฮดรอกซีอะปาไทดมีนอยกวาในสวนที่ผาน   

โครมาโทกราฟบนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน และแมคโคร-เพรบ ดีอีเออีมาก ซึ่ง

สอดคลองกับแอคติวิตีจําเพาะที่เพิ่มข้ึนดังแสดงในตารางที่ 4.2  

 

  อยางไรก็ตาม แมจํานวนแถบโปรตีนในขั้นตอนสุดทายของการทําใหบริสุทธิ์จะลดลงมาก 

แตก็ยังปรากฏแถบโปรตีนมากกวา 1 แถบ ดังนั้นเพื่อตรวจสอบวาแถบโปรตีนใดที่เปนแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จึงไดตัดแผนเจลออกเปน 2 สวน สวนแรกนําไปยอมสีโปรตีน (dye 

staining) โดยใชสีคูแมสซี บลู อีกสวนหนึ่งนําไปยอมแอคติวิตี (activity staining) โดยใช 5 มิลลิ

โมลาร พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซดเปนสับสเตรท จากนั้นนําเจลสวนที่

ยอมแอคติวิตีมาเปรียบเทียบโดยแถบสีเหลืองจะแสดงแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.8 ผลการทดลองนี้สามารถระบุไดวาแถบโปรตีนที่แสดงแอคตวิิ

ตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไมใชแถบโปรตีนหลัก (major protein) ซึ่งเปนแถบสีน้ํา

เงินเขม 

 

  จากนั้นไดพยายามทําเอนไซมนี้ใหบริสุทธิ์เพื่อใหถึงระดับโปรตีนเดี่ยว (homogeneity) 

โดยมีจุดมุงหมายที่จะนําตัวอยางไปใชวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม โดยวิธีโซเดียมโดเด

ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส (SDS-PAGE) ตอไป จึงไดนําเอนไซมที่ผานการทํา

ใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนไฮดรอกซีอะปาไทด มาทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสแลวตัดแบง 

เจลออกเปน 2 สวน สวนแรกนําไปยอมสีโปรตีน (dye staining) โดยใชสีคูแมสซี บลู อีกสวนหนึ่ง

นําไปแชในโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ปริมาณนอยที่สุดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จากนั้นนําแผนเจลที่ยอมโปรตีนมาเทียบกับแผนเจลสวนที่สองเพื่อตัดเจลเฉพาะแถบที่เปนโปรตีน

ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส นําไปชะออกโดยโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 และ

นําสวนน้ําใสมาทําใหเขมขนขึ้นโดยการปนเหวี่ยงใน concentrator tube ผลการวิเคราะหความ

บริสุทธิ์ของเอนไซมที่เตรียมได พบวาเอนไซมที่ไดมีความบริสุทธิ์มากโดยแสดงแถบหนาของ

เอนไซม 1 แถบ ดังแสดงในรูปที่ 4.9 
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แอลฟา-แอล- 

อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 
                    
              
                 1         2         3         4         5         6         7         8 
 

 

 

 

                                                                                                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8  พอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสของเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอน

ตางๆ 

 

                   แถวที่  1-4  ยอมสีโปรตีนดวยสีคูแมสซี บลู 

                   แถวที่  5-8  ยอมแอคติวิตีดวยพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด 

                                    (ทุกตัวอยางใชปริมาณโปรตีน 5 ไมโครกรัม) 

 

แถวที่  1,5  เอนไซมที่ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต ความเขมขน 40-90 เปอรเซ็นต 

แถวที่  2,6  เอนไซมที่ผานคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

แถวที่  3,7  เอนไซมที่ผานคอลัมนบิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน 

แถวที่  4,8  เอนไซมที่ผานคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทด 
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                                                         1         2   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.9  การทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสของเอนไซมที่ผานคอลัมนไฮดรอกซีอะปา

ไทดและโปรตีนที่ชะออกจากพอลิอะคริลาไมดเจลซึ่งไดจากการตัดเจล 

 

แถวที่  1  เอนไซมที่ผานคอลัมนไฮดรอกซีอะปาไทด    

แถวที่  2  เอนไซมที่ชะออกจากพอลิอะคริลาไมดเจล ยอมดวยสีคูแมสซี บลู 

 

 

 

 

 

 

 
 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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4.8  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
 
 4.8.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยการทําเจลฟลเตรชัน

ผานคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด 

 

    การทดลองนี้ไดหาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยการทํา

เจลฟลเตรชัน โดยใชโปรตีนที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลที่แนนอน ไดแก คะตะเลส 250,000 ดาลตัน, 

กลอบูลิน 150,000 ดาลตัน และโบไวนซีรัมอัลบูมิน 66,000 ดาลตัน ตามลําดับ เปนโปรตีน

มาตรฐาน ทําการผานโปรตีนเหลานี้ลงบนคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด ซึ่งเปนคอลัมน

เดียวกันและอยูภายใตสภาวะเดียวกันกับที่ใชวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิ  

โนฟวราโนสิเดส แลวติดตามลําดับสวนที่โปรตีนถูกชะออกจากคอลัมนโดยวัดคาการดูดกลืน    

แสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร สวนการติดตามคะตะเลส ทําโดยการหยด 3 เปอรเซ็นต 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงในแตละลําดับสวน แลวตรวจหาฟองอากาศที่เกิดขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 

4.10 และ4.11 เมื่อนํามาเขียนกราฟระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน

กับปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใชในการชะโปรตีนออกจากคอลัมน จะไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.12 โดย

พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 มีน้ําหนักโมเลกุล

ประมาณ 317,000 ดาลตัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 68 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

ปริมาตรบัฟเฟอรที่ใชชะ (มิลลิลิตร)

คา
กา

รดู
ดก

ลืน
แส

งที่
คว

าม
ยา

วค
ลื่น

 2
80

 น
าโ
นเ
มต

ร

0

1

2

3

4

5

6

แอ
คติ

วิตี
ขอ

งค
ะต

ะเ
ลส

 (A
U)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.10  การทําโครมาโทกราฟบนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด ของโปรตีนมาตรฐาน 

 

                               คะตะเลส                      น้ําหนักโมเลกุล  250,000  ดาลตัน 

                       กลอบูลิน             น้ําหนักโมเลกุล  150,000  ดาลตัน 

                         โบไวนซีรัมอัลบูมิน          น้ําหนักโมเลกุล   66,000  ดาลตัน 

 

 

 

 

 



 69 

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0.07

0.08

0 5 10 15 20 25 30 35 40

ปริมาตรบัฟเฟอรท่ีใชชะ (มิลลิลิตร)

คา
กา

รดู
ดก

ลืน
แส

งท
ี่คว

าม
ยา

วค
ลื่น

 2
80

 น
าโ
นเ
มต

ร

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0.5

แอ
คติ

วิตี
ขอ

งแ
อล

ฟา
-แ
อล

-อ
ะร

าบ
ิโน

ฟว
รา
โน

สิเ
ดส

 

(ห
นว

ยต
อม

ิลลิ
ลิต

ร)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.11  การทําโครมาโทกราฟบนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส 

 

        คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

        แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส  
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รูปที่  4.12  กราฟความสัมพันธระหวางลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลกับปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใช

ชะโปรตีนออกจากคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด 

 

                 1.  คะตะเลส                                                น้ําหนักโมเลกุล    250,000   ดาลตัน 

                 2.  กลอบูลิน                                                 น้ําหนักโมเลกุล    150,000   ดาลตัน 

                 3.  โบไวนซีรัมอัลบูมิน                                    น้ําหนักโมเลกุล      66,000   ดาลตัน 

                 A  คือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส       น้ําหนักโมเลกุล    317,000   ดาลตัน 
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 4.8.2  การหาน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสโดยการทําอีเลคโทรโฟริ

ซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล (SDS-PAGE) 

 

   การทดลองนี้ทําโดยนําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดย

วิธีอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส มาหาน้ําหนักโมเลกุลโดยการทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียม  

โดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผนและเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ไดผลดังแสดง

ในรูปที่ 4.13 พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวและจากการ

วิเคราะหกราฟมาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับระยะ

ทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล ดังที่แสดงในรปูที ่4.14 

พบวาแถบโปรตีนนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 79,000 ดาลตัน และเมื่อเปรียบเทียบกับคาน้ําหนัก

โมเลกุลที่ไดจากวิธีเจลฟลเตรชันซึ่งมีคาประมาณ 317,000 ดาลตัน จึงคาดไดวาแอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนสิเดสประกอบดวย 4 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน คือ 79,000 ดาลตัน 

ซึ่งจะใหน้ําหนักโมเลกุลรวมประมาณ 316,000 ดาลตัน ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับการวิเคราะหโดยวิธี

เจลฟลเตรชัน 
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                                    MW(kDa)           1         2 

                                              

                                              209 

                                              

                                              

                                                

                                                                                             

                                             

 

                                             

                                             

                                             

                                             

 

รูปที่ 4.13  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยการทําอีเลค

โทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมลเจล 

                        

     แถวที่ 1  โปรตีนมาตรฐาน 

                        แถวที่ 2  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําอีเลคโทรโฟริซิส  

                                     (1.2 ไมโครกรัม) 

 

โปรตีนมาตรฐานไดแก 

1.  ไมโอซิน (Myosin)          น้ําหนักโมเลกุล   209    กิโลดาลตัน 

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

3.  โบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin)                  น้ําหนักโมเลกุล     80    กิโลดาลตัน 

4.  โอวัลบูมิน (Ovalbumin)         น้ําหนักโมเลกุล    49.1  กิโลดาลตัน 

5.  คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase)               น้ําหนักโมเลกุล    34.8  กิโลดาลตัน 

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

79 kDa 

124 

80 

34.8 

28.9 

49.1 
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รูปที่ 4.14  กราฟความสัมพันธระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลกับระยะทางที่โปรตีน

เคลื่อนที่บนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส 

 

1.  ไมโอซิน (Myosin)                                               น้ําหนักโมเลกุล   209.0    กิโลดาลตัน 

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

3.  โบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin)      น้ําหนักโมเลกุล     80.0    กิโลดาลตัน 

4   โอวัลบูมิน (Ovalbumin)          น้ําหนักโมเลกุล     49.1    กิโลดาลตัน                                 

5.  คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase)     น้ําหนักโมเลกุล     34.8    กิโลดาลตัน 

6.  ซอยบีน ทริปซิน อินฮิบิเตอร                                  น้ําหนักโมเลกุล     28.9    กิโลดาลตัน 

     (Soybean trypsin inhibitor)    

A  คือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส                 น้ําหนักโมเลกุล     79.0    กิโลดาลตัน 

A 
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4.9  สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 
 

  นําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวดังกลาวขางตน มาศึกษาสมบัติตางๆดังนี้ 

 

 4.9.1  ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

     จากการนําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวปริมาณเทาๆ กัน มาหาแอคติวิตีของ  

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยการแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 35-80 

องศาเซลเซียส พบวาเอนไซมทํางานไดดีในชวง 55-65 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 65 องศา

เซลเซียส เอนไซมใหแอคติวิตีสูงสุด แตที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เอนไซมมีแอคติวิตีเหลือเพียง 

58 เปอรเซ็นตของแอคติวิตีทั้งหมด ดังรูปที่ 4.15 

 

 4.9.2  ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส โดยการทําปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 พบวา เอนไซม

สามารถทํางานไดดีในชวง 5.5-6.5 โดยที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.0 เอนไซมใหแอคติวิตี

สูงสดุ ดังผลที่แสดงในรูปที่ 4.16 
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รูปที่ 4.15  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต (0.96 หนวยตอมิลลิลิตร) 
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รูปที่ 4.16  ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

                                               อะซีเตท บัฟเฟอร            pH 4.0-6.5 

                                   ฟอสเฟต บัฟเฟอร           pH 6.0-8.0 

                                     ทริส บัฟเฟอร            pH 8.0-9.0 

 

กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต (0.96 หนวยตอมิลลิลิตร) 
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 4.9.3  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตออุณหภูมิ 

 

   นําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสมาบมที่อุณหภูมิตาง ๆ โดยแปรอุณหภูมิในชวง 

35-75 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 30 นาที จากนั้นนําไปวิเคราะหแอคติวิตีที่เหลืออยูโดยทํา

ปฏิกิริยาภายใตภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสมีความ

เสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 45 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติ

วิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 85 เปอรเซ็นต แตที่ 55 องศาเซลเซียส เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีไป

คร่ึงหนึ่งของแอคติวิตีทั้งหมดและสูญเสียแอคติวิตีอยางสมบูรณที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส ดัง

ผลที่แสดงในรูปที่ 4.17 

 

 4.9.4  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอความเปนกรดดาง 

 

   บมแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสในบัฟเฟอรชนิดตางๆ โดยแปรคาความเปนกรด

ดางในชวง 4.0-9.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปวิเคราะหแอคติวิตี

ที่เหลืออยูโดยทําปฏิกิริยาภายใตภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสเสถียรตอความเปนกรดดางในชวงกวางตั้งแต 5.5-9.0 โดยยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู

ประมาณ 80-98 เปอรเซ็นต แตที่คาความเปนกรดดางต่ํากวา 5.5 ลงมา เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิ

ตีอยางรวดเร็วจนเหลือแอคติวิตีประมาณ 37 เปอรเซน็ตที่คาความเปนกรดดาง 4.0 ดังผลที่แสดง

ในรูปที่ 4.18 
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รูปที่ 4.17  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตออุณหภูมิ 

                

                กาํหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต (0.94 หนวยตอ

มิลลิลิตร) 
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รูปที่ 4.18  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอความเปนกรดดาง 

 

                                       อะซีเตท บัฟเฟอร            pH 4.0-6.5 

                                  ฟอสเฟต บัฟเฟอร            pH 6.0-8.0 

                                    ทริส บัฟเฟอร            pH 8.0-9.0 

 

กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต (0.94 หนวยตอ

มิลลิลิตร) 
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 4.9.5  การหาคาความจําเพาะตอสับสเตรท (Km) ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   การทดลองนี้ไดศึกษาความจําเพาะของเอนไซมตอ พารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนไซด โดยแปรความเขมขนสับสเตรทในชวง 0.1-1.0 มิลลิโมลาร และจากการ

เขียนกราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk plot) ดังที่แสดงในรูปที่ 4.19 พบวาแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสมีคา Km สําหรับพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด 

เทากับ 0.27 มิลลิโมลาร นอกจากนี้ยังมีคา Vmax เทากับ 3,926.15 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม

โปรตีน (วิธีการคํานวณแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1) และ kcat เทากับ 2.07 x 104 ตอวินาที 

(วิธีการคํานวณแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.19  ไลนวีเวอร-เบิรกพลอตในการหาคา Km ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอพารา-            

ไนโตรฟนิล -แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด 
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4.9.6  ผลของสารยับยั้งและการหาคา Ki  

 

  4.9.6.1 ผลของอะราบิโนสตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

  เนื่องจากอะราบิโนสเปนผลิตภัณฑสุดทายที่ไดจากปฏิกิริยาการยอยสลายไซแลน

โดยแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส การทดลองนี้จึงศึกษาวา อะราบิโนสที่เกิดขึ้นมีผลยับยั้ง

การทํางานของเอนไซมนี้หรือไม โดยนําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์ มาบมกับ

สับสเตรทโดยเติมอะราบิโนสในปฏิกิริยาใหมีความเขมขนสุดทายอยูในชวง 0-200 มิลลิโมลาร ผล

การทดลองแสดงในรูปที่ 4.20 พบวา อะราบิโนสมีผลยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดสได โดยที่ความเขมขน 50 และ 100 มิลลิโมลาร สามารถยับยั้งการทํางานของ

เอนไซมไดสูงประมาณ 45 และ 70 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 

  การทดลองตอไปจึงศึกษาจลนศาสตรของอะราบิโนสในการยับยั้งการทํางานของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเพื่อหาคาคงที่ในการยับยั้ง (Inhibitor constant, Ki) จากการ

เขียนกราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk plot) ดังแสดงในรุปที่ 4.21 พบวาอะราบิโนสเปน

สารยับยั้งการทํางานของเอนไซมในลักษณะแขงขัน (Competitive inhibitor) โดยมีคา Ki เทากับ 

15.08 มิลลิโมลาร 
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รูปที่ 4.20  ผลของอะราบิโนสตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมมีอะราบิโนสในปฏิกิริยาเปน 100 เปอรเซ็นต  

(0.96 หนวยตอมิลลิลิตร) 
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รูปที่ 4.21  ไลนวีเวอร-เบิรกพลอตในการหาคาคงที่ในการยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดสโดยอะราบิโนส 

 

        มีอะราบิโนส 100 มิลลิโมลาร 

        มีอะราบิโนส  50  มิลลิโมลาร 

                                 ไมมีอะราบิโนส 
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4.9.6.2  ผลของไซโลสตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

     เนื่องจากไซโลสเปนน้ําตาลที่มีคารบอน 5 ตัว เชนเดียวกันกับอะราบิโนสและยัง

เปนสวนประกอบที่สําคัญของไซแลน ในการทดลองนี้ จึงศึกษาวาไซโลสมีผลตอการทํางานของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสหรือไม โดยนําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์ 

มาบมกับสับสเตรท โดยเติมไซโลสในปฏิกิริยาใหมีความเขมขนสุดทายอยูในชวง 0-200 มิลลิ     

โมลาร ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.22 พบวา ไซโลสมีผลยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-    

อะราบิโนฟวราโนสิเดสได โดยที่ความเขมขน 50 และ 100 มิลลิโมลาร สามารถยับยั้งการทํางาน

ของเอนไซมไดสูงประมาณ 50 และ 75 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 

     การทดลองตอไปจึงศึกษาจลนศาสตรของไซโลสในการยับยั้งการทํางานของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสเพื่อหาคาคงที่ในการยับยั้ง (Inhibitor constant, Ki) จากการ

เขียนกราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk plot) ดังแสดงในรุปที่ 4.23 พบวาไซโลสเปนสาร

ยับยั้งการทํางานของเอนไซมในลักษณะไมแขงขัน (Non-competitive inhibitor) โดยมีคา Ki 

เทากับ 12.55 มิลลิโมลาร 
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รูปที่ 4.22  ผลของไซโลสตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมมีไซโลสในปฏิกิริยาเปน 100 เปอรเซ็นต 

(0.96 หนวยตอมิลลิลิตร) 
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รูปที่ 4.23  ไลนวีเวอร-เบิรกพลอตในการหาคาคงที่ในการยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโน

ฟวราโนสิเดสโดยไซโลส 

 

        มีไซโลส 100 มิลลิโมลาร 

        มีไซโลส  50  มิลลิโมลาร 

                                 ไมมีไซโลส 
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 4.9.7  ผลของอิออนโลหะตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   การทดลองนี้ไดศึกษาผลของอิออนโลหะชนิดตางๆตอการทํางานของแอลฟา-แอล-    

อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 โดยการนําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์

มาบมกับอิออนโลหะชนิดตางๆที่แปรใหไดความเขมขนสุดทายอยูในชวง 0.1-10 มิลลิโมลาร     

ผลการทดลองที่ไดแสดงในตารางที่ 4.3 พบวา Co2+, Cu2+, Fe2+, Hg2+, Mn2+ และZn2+ มีผลยับยั้ง

แอคติวิตีของเอนไซม โดย Hg2+ เปนสารยับยั้งรุนแรงที่สุด โดยที่ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร 

สามารถยับยั้งแอคติวิตีไดอยางสมบูรณ ขณะที่ Cu2+ สามารถยับยั้งแอคติวิตีไดมากกวา 90 

เปอรเซ็นต ที่ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร ตามดวย Fe2+, Zn2+, Mn2+ และ Co2+ ที่ยับยั้งรองลงมา 

ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 4.3  ผลของอิออนโลหะตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

แอคติวิตีสัมพัทธ (เปอรเซน็ต) 

ความเขมขนของอิออนโลหะ (มิลลิโมลาร) 

 

ชนิดของอิออนโลหะ 

         0.1                              1.0                            10.0   

   Control 

   CaCl2⋅5H2O 

   CoCl2⋅6H2O 

   CuSO4⋅4H2O 

   FeSO4⋅7H2O 

   HgCl2 

   MgCl2⋅6H2O 

   MnSO4⋅H2O 

   ZnSO4⋅7H2O 

     100.00                        100.00                        100.00  

       99.32                         98.63                         102.74 

       96.12                         54.44                           8.40 

         6.06                           5.44                           4.58 

       28.10                         17.98                             nd 

          0                                 0                                 0 

       99.43                         94.84                          94.27 

       85.85                         54.14                          16.96 

       54.94                         44.00                          14.04   
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nd คือ ไมไดทําการทดลอง เนื่องจากสารละลาย FeSO4⋅7H2O ที่ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร       

มีสีเหลืองจึงไปรบกวนการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

 4.9.8  ผลของอีดีทีเอตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

    การทดลองนี้ไดศึกษาผลของอีดีทีเอตอการทํางานของเอนไซม โดยเติมอีดีทีเอลงในสาร

ผสมปฏิกิริยาที่ความเขมขน 0.5-10 มิลลิโมลาร พบวาอีดีทีเอไมมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม 

ดังน้ันแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไมจําเปนตองใชอิออนของโลหะเปนโคแฟคเตอร 

(cofactor) ดังผลการทดลองที่แสดงในรูปที่ 4.24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.24  ผลของอีดีทีเอตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 
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 4.9.9  ผลของสารดัดแปลงกรดอะมิโนตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

    การทดลองนี้เปนการศึกษาผลของสารดัดแปลงกรดอะมิโนตอการทํางานของแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส เพื่อทดสอบวาเอนไซมมีกรดอะมิโนใด เปน active site โดยการนํา

เอนไซมมาบมกับสารดัดแปลงกรดอะมิโน ดังนี้ Ethylmethylaminopropylcarbodiimide (EDAC) 

ดัดแปลงหมูคารบอกซิล (COOH), Iodoacetamide(IAM) ดัดแปลงหมูซีสเทอีน (cysteine),      

N-bromosuccinimide (NBS) ดัดแปลงหมูทริปโตเฟน (tryptophan), Phenylmethylsulfonyl 

fluoride (PMSF) ดัดแปลงหมูเซรีน (serine) โดยแปรความเขมขนสุดทายเปน 1.0 และ 10 มิลลิ 

โมลาร พบวา NBS มีผลยับยั้งแอคติวิตีเอนไซมอยางสมบูรณ สวน PMSF ที่ความเขมขน 1.0 มิลลิ

โมลาร สามารถยับยั้งแอคติวิตีไดถึง 28 เปอรเซ็นต และยับยั้งแอคติวิตเีอนไซมไดอยางสมบูรณที่

ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.4 ซึ่งจากผลการทดลองคาดวา

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสนาจะมีกรดอะมิโนทริปโตเฟนและเซรีนเกี่ยวของกับบริเวณ 

active site 

 

ตารางที่ 4.4  ผลของสารดัดแปลงกรดอะมิโนตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดส 

แอคติวิตีสัมพัทธ (เปอรเซน็ต) 

ความเขมขนของสารดัดแปลงกรดอะมิโน 

(มิลลิโมลาร) 

 

ชนิดของสารดดัแปลงกรดอะมิโน 

1.0                             10.0 

Control 

Ethylmethylaminopropylcarbodiimide (EDAC) 

Iodoacetamide (IAM) 

N-bromosuccinimide (NBS) 

Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) 

           100                             100 

          98.82                          95.50 

          94.17                          83.85 

              0                                 0 

          72.83                              0 
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 4.9.10  การตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ (substrate specifity) ของแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

   การทดลองนี้ไดนําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว    

มาตรวจสอบแอคติวิตีจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ โดยวิเคราะหตามวิธีการในขอ 3.3.14.10 ไดผล   

ดังตารางที่ 4.5 พบวาเอนไซมมคีวามจําเพาะตอ p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside สูงสุด 

โดยมีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 16.34 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมมีแอคติ

วิตีจําเพาะตอ o-nitrophenyl β-D-xylopyranoside และ o-nitrophenyl β-D-glucopyranoside 

เพียงเล็กนอย เทากับ 0.03 และ 0.02 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ แตไมพบวามีแอคติวิตี

ตอ p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside และ o-nitrophenyl β-D-galactopyranoside  

   นอกจากนี้ยังไดตรวจสอบความจําเพาะของเอนไซมนี้ตอไซแลนจากเปลือกขาวโอตและ

จากไมเบิรชซ่ึงวิเคราะหโดยวิธี HPLC ตามวิธีการในขอ 3.3.14.10 โดยวัดปริมาณอะราบิโนสที่

เกิดขึ้น ปรากฏวาไมพบอะราบิโนสถูกปลอยออกมา ซึ่งคาดวาอาจเนื่องมาจากสับสเตรทที่ใชมี

เปอรเซ็นตของอะราบิโนสนอยเกินไป 

 
ตารางที่ 4.5  การตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรท (substrate specificity) ของแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

สับสเตรท แอคติวิตีจําเพาะ 

(หนวยตอมก.โปรตีน) 

แอคติวิตีสัมพัทธ 

(เปอรเซ็นต) 

p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside 16.34 100 

p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside 0 0 

o-nitrophenyl β-D-xylopyranoside 0.03 0.18 

o-nitrophenyl β-D-galactopyranoside 0 0 

o-nitrophenyl β-D-glucopyranoside 0.02 0.12 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจัดเปนเอนไซมหนึ่งในกลุมเอนไซมยอยหมูขางเคียง

ของไซแลนและอะราบิโนไซแลน โดยมีบทบาทชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายไซแลนของ

กลุมเอนไซมยอยสายหลัก ดังนั้นจึงมีรายงานมากมายที่เกี่ยวกับการทําใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติ

ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียชนิดตางๆ ดังที่กลาวไวในบทที่ 2             

ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22    

ใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ที่เตรียมได ซึ่ง Streptomyces sp. PC22 เปน       

จุลินทรียที่แยกไดจากแหลงดินในประเทศไทยโดย สุมาลี อ้ึงใจธรรม (2539) พบวาสามารถผลิต

เอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน (xylanolytic enzymes)ได คือ ไซแลเนส บีตา-ไซโลสิเดส อะซีทิล

เอสเทอเรส และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดยในงานวิจัยนี้พบวาเชื้อนี้สามารถผลิต

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไดสูงประมาณ 0.28 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่มี 1.0 เปอรเซ็นต ไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน ที่ pH 9.0 บมที่อุณหภูมิ 

45 องศาเซลเซียส เขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 2 วัน 

 

  ในขั้นตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ในการตกตะกอนลําดับสวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 

พบวาเอนไซมตกตะกอนไดดีในชวงความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟต 40-90 เปอรเซ็นต ซึ่งแตกตาง

กับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่ไดจาก Bacillus pumilus ที่ตกตะกอนที่ความเขมขน 

30-80 เปอรเซ็นต (Degrassi และคณะ, 2003) สวน Aureobasidium pullulans, Penicillium 

purpurogenum และ Penicillium chrysogenum สามารถตกตะกอนเอนไซมที่ความเขมขน 0-80 

เปอรเซ็นต (Saha และ Bothast, 1998, De Ioannes และคณะ, 2000 และ Sakamoto และ 

Kawasaki, 2003) 

 

  ในขั้นตอนการทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโท 

กราฟบนตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบ พบวาเอนไซมจับกับตัวกลางในคอลัมนไดซึ่งถูกชะออกจาก

คอลัมนดวยโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.60-0.84 โมลาร และพบแอคติวิตีของไซแลเนส 2 ชนิด 

คือ ไซแลเนส I ที่ไมจับกับตัวกลางและไซแลเนส II ที่ถูกชะออกจากคอลัมนโดยใชโซเดียมคลอไรด
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ความเขมขน 0.38-0.65 โมลาร ซึ่งตรงกับรายงานของ Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn 

(2000) นอกจากนี้ยังพบแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส ซึ่งถูกชะออกจากตัวกลางที่โซเดียมคลอ

ไรดความเขมขน 0.36-0.48 โมลาร ซึ่งตรงกับรายงานของวัชรี ชุณหกุล (2548) จากการที่แอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจับกับตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบไดแนนซึ่งตองชะออกดวยความ

เขมขนเกลือสูง ในขั้นตอนนี้จึงสามารถกําจัดการปนเปอนของไซแลเนส I และอะซีทิลเอสเทอเรส

ได แตก็ยังพบแอคติวิตีของไซแลเนส II ซึ่งถูกชะออกจากคอลัมนที่ความเขมขนของเกลือสูงปาน

กลางปนเปอนอยู มีรายงานถึงความเขมขนที่แตกตางกันของโซเดียมคลอไรดที่ใชชะแอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสออกจากคอลัมนแลกเปล่ียนประจุลบจากจุลินทรียตางๆ เชน แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces diastaticus ถูกชะออกจากคอลัมนที่โซเดียมคลอไรด

ความเขมขน 0.15 โมลาร (Tajana และคณะ, 1992) ขณะที่จาก Aspergillus awamori ถูกชะ

ออกจากตัวกลางที่ความเขมขน 0.19 โมลาร (Wood และ McCrae, 1996), แอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดส ชนิด Araf Ι จาก Cytophaga xylanolytica จะถูกชะออกจากคอลัมนที่โซเดียม

คลอไรดความเขมขน 50-200 มิลลิโมลาร (Renner และ Breznak, 1998) และจาก Bacillus 

pumilus เอนไซมจะถูกชะออกจากคอลัมนที่ความเขมขนเทากับ 380 มิลลิโมลาร (Degrassi และ

คณะ, 2003) สวนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ชนิด AFQ1 จาก Bifidobacterium breve 

K-110 ถูกชะออกจากคอลัมนที่ความเขมขนเทากับ 0.1 โมลาร (Sakamoto และ Kawasaki, 

2003)   

  

  ข้ันตอนตอไปของการทําใหบริสุทธิ์ คือการนําเอนไซมผานคอลัมนโครมาโทกราฟบน

บิวทิล-ไฮโดรโฟบิค อินเตอรแอคชัน ซึ่งแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส สามารถจับกับ

ตัวกลางนี้ได และถูกชะออกมาดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 1.4-0.6 โมลาร ซึ่งมีรายงาน

หลายฉบับที่พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส สามารถจับกับตัวกลางในคอลัมนที่มี

สมบัติเปนไฮโดรโฟบิคได เชน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Butyrivibrio fibrisolvens 

GS113 ถูกชะออกจากคอลัมนที่ความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟต 1.10-0.85 โมลาร (Hespell และ 

O’Bryan, 1992) สวนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus stearothermophilus   

T-6 ถูกชะจากคอลัมนที่ความเขมขน 0.45-0.40 โมลาร (Gilead และ Shoham, 1995)        

ขณะที่แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus pumilus จะถูกชะออกจากตัวกลางที่

แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 0.06 โมลาร (Degrassi และคณะ, 2003) นอกจากนี้ยังพบได

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

อยางไรก็ตามในขั้นตอนนี้พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่เตรียมไดยังถกูปนเปอนดวย

ไซแลเนส II อยูเล็กนอย 

  

  ในขั้นตอนสุดทายของการทําใหบริสุทธิ์ คือการนําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่

ไดมาผานคอลัมนโครมาโทกราฟบนไฮดรอกซีอะปาไทด พบวาเอนไซมไมจับกับตัวกลางซึ่ง

สอดคลองกับรายงานแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bifidobacterium breve K-111 ที่

เอนไซมไมจับกับตัวกลางเชนกัน (Ho-Young Shin และคณะ, 2003) ซึ่งในขั้นตอนนี้สามารถกําจดั

ไซแลเนส II ซึ่งจับกับตัวกลางในคอลัมนออกจากแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสได จากการ

ทําแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์ตามขั้นตอน  

ดังที่กลาวมาแลวในขางตน พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 111.27 เทา และมีคาแอคติวิตี

คงเหลือ 13.12 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางที่ 4.2 และเมื่อพิจารณาในแตละขั้นตอนของการทํา

ใหบริสุทธิ์ พบวาสามารถกําจัดโปรตีนออกไปไดมากในแตละขั้นตอนซึ่งสอดคลองกับคาแอคตวิิตี

จําเพาะของเอนไซมที่เพิ่มสูงขึ้น แตจากการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดสโดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส พบวาเอนไซมที่เตรียมไดยังไมบริสุทธิ์ถึง

ระดับ homogeneity ซึ่งการทําใหบริสุทธิ์ถึงระดับ homogeneity จําเปนตองอาศัยการทําซ้ําบาง

ขั้นตอนและอาจตองสูญเสียปริมาณเอนไซมในระหวางกระบวนการสูงมากและเนื่องจากเอนไซมนี้

ถูกสรางขึ้นในปริมาณต่ําเมื่อเทียบกับเอนไซมกลุมยอยสลายสายหลัก งานวิจัยนี้จึงไมไดมีการ

ทําซ้ําในบางขั้นตอน 

 

  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์ที่ได โดยการ

ทําโครมาโทกราฟบนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบวาเอนไซมที่

ไดมีขนาดใหญ โดยมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 317,000 ดาลตัน และจากการวิเคราะหน้ําหนัก

โมเลกุลโดยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส พบวาแอลฟา-แอล-  

อะราบิโนฟวราโนสิเดสประกอบดวย 4 หนวยยอย ที่มีน้ําหนกัโมเลกุลเทากันคือ 79,000 ดาลตัน 

ซึ่งใกลเคียงกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Ruminococcus albus 8 ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลประมาณ 310,000 ดาลตัน ประกอบดวย 4 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันคือ 

75,000 ดาลตัน (Greve และคณะ, 1984) อยางไรก็ตามพบวา แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสจากจุลินทรียตางๆมีความหลากหลายทั้งน้ําหนักโมเลกุลและจํานวนหนวยยอย ตัวอยางเชน 
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แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Aspergillus awamori จัดเปนโปรตีนเดี่ยวที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลเทากับ 64,000 ดาลตัน (Wood และ McCrae, 1996) และเอนไซมจาก Aureobasidium 

pullulans มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 210,000 ดาลตัน ประกอบดวย 2 หนวยยอย ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลเทากันคือ 105,000 ดาลตัน (Saha และ Bothast, 1998) สวนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดสจาก Fusarium oxysporum ชนิด ABF1 และ ABF2 มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 

200,000 และ 180,000 ดาลตัน ตามลําดับ โดยทั้งคูประกอบดวย 3 หนวยยอย ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลเทากับ 65,000 และ 56,000 ดาลตัน ตามลําดับ (Panagoitou และคณะ, 2003) ขณะที่

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacillus pumilus มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 220,000 

ดาลตัน ประกอบดวย 4 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันคือ 60,000 ดาลตัน (Degrassi และ

คณะ, 2003) สวนเอนไซมจาก Bacteroides xylanolyticus X5-1 มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 

364,000 ดาลตัน ประกอบดวย 6 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันคือ 61,000 ดาลตัน 

(Schyns และคณะ, 1994) และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces 

purpurascens IFO3389 มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 495,000 ดาลตัน ประกอบดวย 8 หนวย

ยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันคือ 62,000 ดาลตัน (Komae และคณะ, 1982) 

 

  การศึกษาสมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์จาก Streptomyces sp. 

PC22 ในขั้นแรกศึกษาผลของอุณหภูมิตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

พบวาเอนไซมทํางานไดดีในชวง 55-65 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางาน  

ของเอนไซมคือ 65 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากันกับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermomonospora fusca BD25 (Tuncer, 2000) และ 

Rhizomucor pusillus HHT-1 (Rahman และคณะ, 2001) แตพบวาสูงกวาแอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces chartreusis GS901 ชนิด AFase Ι (Matsuo และคณะ, 

2000) และจาก Bacillus pumilus (Degrassi และคณะ, 2003) ซึ่งมีอุณหภูมิเหมาะสมตอการ

ทํางานเทากับ 55 องศาเซลเซียส ขณะที่แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก Aspergillus 

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

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานอยูที่ 60 องศาเซลเซียส 

 

  ผลของความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสบริสุทธิ์จาก Streptomyces sp. PC22 พบวาเอนไซมทํางานไดดีที่ความเปนกรดดางในชวง 
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5.5-6.5 โดยที่ความเปนกรดดางเทากับ 6.0 เปนคาที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานของเอนไซมนี้  

ซึ่งเทากันกับความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

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

(Margolles และ de los Reyes-Gavilan, 2003) นอกจากนี้ยังพบแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา  

โนสิเดสจากจุลินทรียอ่ืนๆที่มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานอยูในชวงใกลเคียง 

เชน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces purpurascens IFO3389 ที่มีความ

เปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 6.5 (Komae และคณะ, 1982), จาก Ruminococcus albus 8 ที่มี

คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเทากับ 6.9 (Greve และคณะ, 1984) 

ขณะที่แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Butyrivibrio fibrisolvens GS113 มีคาความ  

เปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานในชวง 6.0-6.5 (Hespell และ O’Bryan, 1992) สวน

เอนไซมจาก Bacteroides xylanolyticus X5-1 (Schyns และคณะ, 1994) และBacillus 

stearothermophilus T-6 (Gilead และ Shoham, 1995) มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอ

การทํางานในชวง 5.5-6.0  

 

  ความเสถียรของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตออุณหภูมิ พบวาแอลฟา-แอล-   

อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์มีความเสถียรตออุณหภูมิถึง 45 องศาเซลเซียส ขณะที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 85 เปอรเซ็นต ซึ่งใกลเคียงกับ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacteroides xylanolyticus X5-1 ที่มีความเสถียรตอ

อุณหภูมิสูงถึง 50 องศาเซลเซียส โดยยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูประมาณ 90 เปอรเซ็นต (Schyns 

และคณะ, 1994) แตพบวามีความเสถียรสูงกวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก 

Aspergillus niger 5-16 ซึ่งมีคาความเสถียรตออุณหภูมิอยูที่ 30 องศาเซลเซียสและสูญเสียแอค 

ติวิตีอยางสมบูรณที่ 60 องศาเซลเซียส เมื่อบมเปนเวลา 2 ชั่วโมง (Kaneko และคณะ, 1993) 

อยางไรก็ตาม ยังพบวามีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียอ่ืนๆที่มีความเสถียร  

ตออุณหภูมิสูงกวาเอนไซมที่ไดจาก Streptomyces sp. PC22 เชน Rhizomucor pusillus HHT-1    

มีแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสที่มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 70 องศาเซลเซียส 

(Rahman และคณะ, 2001) 

 

  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 มีความเสถียรตอ

ความเปนกรดดางในชวงกวางตั้งแต 5.5-9.0 ซึ่งมีคาเทากันกับความเสถียรตอความเปนกรดดาง
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ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Bacteroides xylanolyticus X5-1 (Schyns และ

คณะ, 1994) นอกจากนี้ยังมีคาใกลเคียงกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Clostridium 

acetobutylicum ATCC824 ที่มีคาความเสถียรตอความเปนกรดดางในชวง 5.5-8.0 (Lee และ 

Forsberg, 1987), จาก Butyrivibrio fibrisolvens GS113 ที่มีคาความเสถียรตอความเปนกรด

ดางในชวง 4.0-8.0 (Hespell และ O’Bryan, 1992) และจาก Bacillus pumilus ที่มีคาความ

เสถียรตอความเปนกรดดางในชวง 5.5-8.5 (Degrassi และคณะ, 2003) 

 

  คาความจําเพาะตอสับสเตรทสังเคราะห p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside ของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 พบวาเอนไซมมีคา Km  ตอ   

p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside เทากับ 0.27 มิลลิโมลาร ซึ่งใกลเคียงกับคา Km ของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Aureobasidium pullulans ที่มีคาเทากับ 0.26 มิลลิ   

โมลาร (Saha และ Bothast, 1998), จาก Bifidobacterium longum B667 ที่มีคา Km เทากับ 

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

oxysporum ชนิด ABF2 ที่มีคา Km เทากับ 0.28 มิลลิโมลาร (Panagiotou และคณะ, 2003) และ                   

มีคานอยกวาคา Km ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียชนิดอื่นๆ เชน 

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

Penicillium purpurogenum, Rhizomucor pusillus HHT-1 และBacillus pumilus ซึ่งมีคา Km 

เทากับ 3.60, 0.50, 1.39, 1.23, 0.59 และ1.70 มิลลิโมลาร ตามลําดับ (Kaji และคณะ, 1981; 

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

และคณะ, 2001 และDegrassi และคณะ, 2003) นอกจากนี้ยังพบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 มีคา Vmax และ kcat เทากับ 3,926.15 ไมโครโมลตอนาทีตอ

มิลลิกรัมโปรตีนและ 2.07 x 104 ตอวินาทีตามลําดับ ซึ่งนับวาเปนคาที่สูงเมื่อเทียบกับคา Vmax 

และ kcat ที่ไดจากจุลินทรียชนิดอื่นๆ เชน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces 

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

pusillus HHT-1 ที่มีคา Vmax เทากับ 105, 131, 749 และ387 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตนี 

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

2001) ขณะที่แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Trichoderma reesei ชนิด AF35 และ 

AF53 มีคา kcat เทากับ 259 และ 269 ตอวินาที ตามลําดับ (Nogawa และคณะ, 1999) และจาก 

Penicillium chrysogenum ชนิด AFQ1 และ AFS1 มีคา kcat เทากับ 14.33 และ 59.33 ตอวินาที 
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ตามลําดับ (Sakamoto และ Kawasaki, 2003) ดังนั้นจึงจัดไดวาแอลฟา-แอล- อะราบิโนฟวราโนสิ

เดสจาก Streptomyces sp. PC22 เปนเอนไซมที่มีประสิทธิภาพสูงกวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดสจากจุลินทรียหลายชนิด 

 

  จากการศึกษาเกี่ยวกับสารยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส ซึ่ง

ไดศึกษาผลของแอล-อะราบิโนส และดี-ไซโลส พบวา แอล-อะราบิโนส ซึ่งเปนผลิตภัณฑสุดทายที่

ไดจากการยอยสลายไซแลน โดยเอนไซมนี้มีผลยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสไดในลักษณะแขงขัน (competitive inhibitor) โดยมีคาคงที่ในการยับยั้ง (inhibitor 

constant, Ki) เทากับ 15.08 มิลลิโมลาร ซึ่งมีคานอยกวาเมื่อเทียบกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสจาก Thermomonospora fusca ที่มีคา Ki ของอะราบิโนสเทากับ 33.20 มิลลิโมลาร 

(Bachmann และ McCarthy, 1991) และจาก Penicillium capsulatum ที่มีคา Ki เทากับ 16.40 

มิลลิโมลาร (Filho และคณะ, 1996) ขณะที่ดี-ไซโลสซ่ึงเปนน้ําตาลที่มีคารบอน 5 ตัว

เชนเดียวกับอะราบิโนสและยังเปนสวนประกอบที่สําคัญของไซแลน มีผลยับยั้งการทํางานของ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสไดในลักษณะไมแขงขัน (Non-competitive inhibitor) โดยมี

คาคงที่ในการยับยั้ง (inhibitor constant, Ki) เทากับ 12.55 มิลลิโมลาร อยางไรก็ตามยังไมมี

รายงานการศึกษาผลของไซโลสตอการยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโน         

สิเดสจากจุลินทรียชนิดอื่น รายงานนี้จึงเปนฉบับแรกที่ศึกษาผลของไซโลสตอการยับยั้งการทํางาน

ของเอนไซมนี้ โดยเมื่อเปรียบเทียบคา Ki ระหวางอะราบิโนสและไซโลส พบวาไซโลสสามารถยับยั้ง

การทํางานของเอนไซมนี้ไดดีกวาอะราบิโนส เนื่องจากไซโลสเปนสารยับยั้งในลักษณะไมแขงขัน 

จึงสามารถจับกับเอนไซมไดหลายตําแหนง ขณะที่อะราบิโนสซึ่งเปนสารยับยั้งในลักษณะแขงขัน

จะจับกับเอนไซมเฉพาะตําแหนง substrate binding site เทานั้น  

 

  การศึกษาอิออนโลหะชนิดตางๆที่มีผลยับยั้งการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดส พบวา Hg2+ มีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมรุนแรงที่สุด โดยที่ความเขมขน 0.1 มิลลิ  

โมลาร เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางสมบูรณ ขณะที่ Cu2+, Fe2+, Zn2+, Mn2+ และ Co2+ จะมี

ผลยับยั้งแอคติวิตีเอนไซมรองลงมาตามลําดับ แตจะไมถูกยับยั้งดวย Ca2+ และ Mg2+ สําหรับ

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียอ่ืนๆ ก็มีรายงานวาถูกยับยั้งดวยอิออนชนิด            

ตางๆไดเชนกัน เชน แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Rhodotorula flava สามารถถูก           

ยับยั้งการทํางานดวย Hg2+, Cu2+ และ Mn2+ (Uesaka และคณะ, 1978), จาก Streptomyces 
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purpurascens IFO3389 ถูกยับยั้งแอคติวิตีอยางสมบูณโดย Hg2+ และ Ag2+ (Komae และคณะ, 

1982) สวนแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Butyrivibrio fibrisolvens ถูกยับยั้ง          

แอคติวิตีดวย Hg2+ และ Cu2+ (Schyns และคณะ, 1994) ขณะที่เอนไซมจาก Bacillus 

stearothermophilus T-6 จะถูกยับยั้งดวย Hg2+ และ Fe2+ (Gilead และ Shoham, 1995), 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermomonospora fusca BD25 จะถูกยับยั้งแอคติวิตี

อยางสมบูรณดวย Hg2+ (Tuncer, 2000) สวน Bifidobacterium longum B667 เอนไซมจะถูก

ยับยั้งการทํางานดวย Hg2+, Cu2+และZn2+ (Margolles และ de los Reyes-Gavilan, 2003)  

อยางไรก็ตามจากรายงานตางๆ พบวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจากจุลินทรียโดยสวน

ใหญ มักจะถูกยับยั้งการทํางานอยางรุนแรงดวย Hg2+ ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่ไดจาก 

Streptomyces sp. PC22 เชนกัน 

 

  จากการศึกษาผลของอีดีทีเอตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส พบ 

วาการเติมอีดีทีเอลงในปฏิกิริยา ไมมีผลยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซม แสดงวา แอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดสไมตองการอิออนโลหะเปนโคแฟคเตอร ซึ่งสอดคลองกับผลของแอลฟา-แอล-อะรา

บิโนฟวราโนสิเดสจาก Aspergillus niger 5-16 (Kaneko และคณะ, 1993), จาก Bacteroides 

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

(Gilead และ Shoham, 1995) 

 

  จากการศึกษาผลของสารดัดแปลงหมูกรดอะมิโนตอการทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิ

โนฟวราโนสิเดส พบวา N-bromosuccinimide ซึ่งดัดแปลงกรดอะมิโนทริปโตเฟนที่ความเขมขน 1 

มิลลิโมลาร สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดอยางสมบูรณ ขณะที่ phenylmethylsulfonyl 

fluoride ซึ่งดัดแปลงกรดอะมิโนเซรีน ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร สามารถยับยั้งการทํางานของ

เอนไซมไดประมาณ 27 เปอรเซ็นต และสามารถยับยั้งแอคติวิตีไดอยางสมบูรณที่ความเขมขน   

10 มิลลิโมลาร ดังนั้นแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Streptomyces sp. PC22 นาจะมี

กรดอะมิโนทริปโตเฟนและเซรีนอยูที่บริเวณ active site ซึ่งแตกตางกับรายงานของ Greve และ

คณะ (1984) ที่พบวาความเขมขน 0.05 มิลลิโมลารของ iodoacetamide สามารถยับยั้งการ

ทํางานของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Ruminococcus albus 8 ไดอยางสมบูรณ 

แสดงวาเอนไซมนาจะมีกรดอะมิโนซีสเทอีนเกี่ยวของบริเวณ active site 
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  จากการตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ (substrate specifity) ของแอลฟา-

แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์จาก Streptomyces sp. PC22 พบวาเอนไซมมีความ                

จําเพาะตอ p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside สูงสุด และไมพบวาเอนไซมมีความจําเพาะ

ตอ p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside และ o-nitrophenyl β-D-galactopyranoside แตพบ  

วาเอนไซมมีแอคติวิตีจําเพาะตอ o-nitrophenyl β-D-xylopyranoside และo-nitrophenyl              

β-D-glucopyranoside เพียงเล็กนอย เทากับ 0.03 และ0.02 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 

ขณะที่มีรายงานวาแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Butyrivibrio fibrisolvens GS113   

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

xylopyranoside ประมาณ 0.12 และ 0.07 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน (Hespell และ O’Bryan, 

1992) และจาก Penicillium purpurogenum พบวาเอนไซมมีแอคติวิตีจําเพาะตอ p-nitrophenyl 

β-D-xylopyranoside และ o-nitrophenyl β-D-xylopyranoside ไมเกิน 2 เปอรเซ็นตของแอคติวิตี

ทั้งหมดของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสตอ p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside   

(De Ioannes และคณะ, 2000) แสดงวาเอนไซมดังกลาวอาจมีการปนเปอนของบีตา-ไซโลสิเดส 

ซึ่งตางกับแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสจาก Thermoanaerobacter ethanolicus ซึ่งพบ 

วาเปน bifunctional โดยแสดงทั้งแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสและบีตา-ไซโล

สิเดสคอนขางสูงคือ 15.5 และ 8.9 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลาํดับ (Utt และคณะ, 1991) 

งานวิจัยนี้ยังไดศึกษาความจําเพาะของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์ที่ไดจาก 

Streptomyces sp. PC22 ตอไซแลนจากเปลือกขาวโอตและไมเบิรช แตเนื่องมาจากสับสเตรท     

ที่ใชมีปริมาณของอะราบิโนสคอนขางต่ํา โดยไซแลนจากเปลือกขาวโอตมีปริมาณอะราบิโนส

เทากับ 10 เปอรเซ็นต (Sigma, U.S.A.) และไซแลนจากไมเบิรชมีปริมาณอะราบิโนสเทากับ 1 

เปอรเซ็นต (Saha, 2000) เมื่อนําไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC จึงไมสามารถตรวจพบอะราบิโนส 

นอกจากนี้ยังพบวา แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ์ที่ไดจาก Streptomyces sp. 

PC22 ไมมีแอคติวิตีของไซแลเนส, บีตา-ไซโลสิเดส และอะซีทิลเอสเทอเรสปนเปอน 

    

  เมื่อเปรียบเทียบสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์นี้กับที่ยังไมไดผานการทําใหบริสุทธิ์ซึ่งรายงาน

โดย วิชุตา เหลาเรืองธนา (2547) พบวาเอนไซมที่ยังไมผานการทําใหบริสุทธิ์ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 

65 องศาเซลเซียสและความเปนกรดดางเทากับ 6.0 ซึ่งเทากันกับเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ 

แตมีคาความเสถียรตออุณหภูมิสูงกวา คือ 60 องศาเซลเซียส และเสถียรตอความเปนกรดดางใน
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ชวงกวางกวาคือ 5.0-9.0 ทั้งนี้เนื่องมาจากโปรตีนอื่นๆที่ปนเปอนอยูนั้นมีสวนชวยปองกันหรือลด

การสูญเสียแอคติวิตีของเอนไซมจากความรอนและความเปนกรดดาง  

 

  กอนหนานี้มี รายงานการทําใหบ ริสุทธิ์ ของไซแลเนส ,  อะซีทิลเอสเทอเรสจาก 

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

บริสุทธิ์ มีอุณหภูมิและความเปนกรดดางเหมาะสมในการทํางานเทากับ 60 องศาเซลเซียสและ 

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

ไซแลเนส II (Wateewuthajarn และ Pinpanichakarn, 2000) สวนบีตา-ไซโลสิเดสบริสุทธิ์           

มีอุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 55 องศาเซลเซียสและ 6.5 

ตามลําดับ (ทรรศนีย ตั้งสกุล, 2544) ขณะที่อะซีทิลเอสเทอเรสบริสุทธิ์ มีอุณหภูมิและความเปน

กรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานเทากับ 50 องศาเซลเซียส และ 6.5 ตามลําดับ (วัชรี ชุณหกุล, 

2548) และจากขอมูลทั้งหมดที่ไดเมื่อนํามาเปรียบเทียบกับสมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวรา

โนสิเดสบริสุทธิ์ที่ไดจากรายงานนี้ ซึ่งทํางานไดดีในชวง 55-65 องศาเซลเซียสและคาความเปน

กรดดางในชวง 5.5-6.5 แสดงวาเอนไซมเหลานี้นาจะสามารถทํางานรวมกันอยางมีประสิทธิภาพ

ภายใตภาวะเดียวกันไดซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมตางๆ เชน 

อุตสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษเพื่อลดการใชสารเคมี, อุตสาหกรรมการทาํน้ําผลไม, อุตสาหกรรม

อาหารสัตว รวมทั้งการยอยสลายเฮมิเซลลูโลสจากวัสดุเหลือทิ้งในธรรมชาติใหไดน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยวเพื่อนําไปผลิตสารอื่นๆที่มีมูลคาสูงขึ้นดวยกระบวนการหมักโดยจุลินทรีย 
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 ผลการศึกษาสมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ ์จาก Streptomyces sp. 

PC 22 ไดสรุปดังแสดงในตารางที ่5.1 

 

ตารางที่ 5.1 สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดสบริสุทธิ ์ จาก Streptomyces sp. 

PC22 

สมบัติของเอนไซม 
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส จาก 

Streptomyces sp. PC22 

1.  น้ําหนกัโมเลกุลโดยวธิีเจลฟลเตรชัน 317,000 ดาลตัน  

2.  น้ําหนกัโมเลกุลโดยวธิี SDS-PAGE 79,000 ดาลตัน (4 หนวยยอย) 

3.  อุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการทํางาน 65 องศาเซลเซียส 

4.  ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงาน 6.0 

5.  ความเสถยีรตออุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

6.  ความเสถยีรตอความเปนกรดดาง 5.5-9.0 

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

8.  คา Km ตอพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนไซด 

9. คา Vmax ตอพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนไซด 

10. คา kcat ตอพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-

อะราบิโนฟวราโนไซด 

0.27 มิลลิโมลาร 

 

3,926.15 ไมโครโมลตอนาทตีอมิลลิกรัมโปรตีน 

 

2.07 x 104 ตอวินาท ี
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ตารางที่ 5.2 สมบัติของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสเิดสบริสุทธิ์จาก Streptomyces sp. PC22 เปรียบเทยีบกับจากจุลินทรียอื่นๆ 

 

สายพนัธุจุลินทรีย 

อุณหภูมิที่

เหมาะสม 

(°C) 

ความเปน

กรดดางที่

เหมาะสม 

ความเสถียร 

ตออุณหภูมิ 

ความเสถียรตอ

ความเปนกรดดาง 

 

เอกสารอางอิง 

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

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

Aspergillus awamori IFO4033      

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

  α-L-AFase ΙΙ 60 4.0 60 °C 3.0-7.0  

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

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

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

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

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

Penicillium capsulatum      

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

 Ara ΙΙ 55 4.0 60 °C, 9 min 4.0  
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ตารางที่ 5.2 (ตอ) 

 

สายพนัธุจุลินทรีย 

อุณหภูมิที่

เหมาะสม 

(°C) 

ความเปน

กรดดางที่

เหมาะสม 

ความเสถียร 

ตออุณหภูมิ 

ความเสถียรตอ

ความเปนกรดดาง 

 

เอกสารอางอิง 

Penicillium chrysogenum      

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

AFS1 50 3.3-5.0 50 °C 3.0-7.0 2003 

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

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

Streptomyces chartreusis GS901      

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

 AFase ΙΙ 50 7.0 50 °C 7.0  

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



รายการอางอิง 
 

ภาษาไทย 
 
ทรรศนีย ตั้งสกุล. 2544. การทําใหบริสุทธิ์และลักษณะสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจาก 

Streptomyces sp. CH7. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต. คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

วิชุตา เหลาเรืองธนา.  2547.  การผลิตแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส โดย Streptomyces 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งขาวไรย (Rye Agar Medium) 

 
เกล็ดขาวไรยบด (rye)      10.0 กรัม 

แคลเซียมคารบอเนต  (CaCO3)     30.0 กรัม 

กลูโคส (glucose)      20.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (yeast extract)     10.0 กรัม 

สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)     10.0 กรัม 

วุนผง (agar)       18.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (distilled water)               1000.0     มิลลิลิตร 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี

 

2.  ไซแลน คอมเพล็กซ มีเดยีม (Xylan complex medium) สําหรับผลติแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟว

ราโนสิเดส 
 
 ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan)   1.0 เปอรเซ็นต 

 พอลิเพบโตน (polypeptone)     0.5 เปอรเซ็นต 

 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)     0.1 เปอรเซ็นต 

 ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.4 เปอรเซ็นต 

 โปแทสเซียมคลอไรด (KCl)     0.02 เปอรเซ็นต 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4⋅7H2O)    0.1 เปอรเซ็นต 

 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4⋅7H2O)     0.002 เปอรเซ็นต 

 ปรับระดับความเปนกรดดางเทากับ    9.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 

1.  สารเคมีสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ 

  

1.1 สารละลาย อัลคาไลน คอปเปอร (alkaline copper reagent) 

 

สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4⋅12H2O) 71 กรัม และโรเชล  

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

เขมขน 1 นอรมอล 100 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4⋅5H2O) ความ

เขมขน 10 เปอรเซ็นต 80 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) ปริมาณ 

180 กรัม ละลายใหเขากนัแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้ง 

ไวที่อุณหภูมหิอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนําไปใช 

 

1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson’ reagent) 

 

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

มิลลิลิตร กรดซัลฟุริกเขมขน 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเตมิสารละลายโซเดียมอาซีเนท 

(NaHAsO4) ความเขมขน 12 เปอรเซ็นต 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้าํกลั่นใหเปน 1  

ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนาํไปใช 
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2.  สารละลายสําหรับวิเคราะหโปรตีนโดยวิธีของ Lowry และคณะ (1951) 

  

2.1 Lowry A 

 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)             60.0 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)             12.0 กรัม 

โซเดียมโปแทสเซียมทารเทรต               0.6 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น                                                            3000.0 มิลลิลิตร 

 

2.2 Lowry B 

 

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4⋅5H2O)               5.0 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น           1000.0 มิลลิลิตร 

 

2.3 Lowry C 

 

Lowry A                        50 สวน 

Lowry B       1   สวน 

 

2.4 Lowry D 

 

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent)  1 สวน 

น้ํากลัน่       1 สวน 
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3.  สารละลายสําหรับใชในการทาํพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟรซิิส 

 

3.1 สารละลายทรสิไกลซีนอีเลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 

 

ทริส       9.0 กรัม 

ไกลซีน                 43.2 กรัม 

ปรับความเปนกรดดางเทากบั    8.3 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             600.0 มิลลิลิตร 

 

3.2 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลารทริส 

 

ทริส       6.0 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     6.8  

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 

 

3.3 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลารทริส 

 

ทริส                24.2 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

3.4 สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลารทริส 

 

ทริส                18.15 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     8.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 
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3.5 สารละลายอะคริลาไมด (30% T, 2.67% C)     

 

อะคริลาไมด               14.60 กรัม 

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

ละลายในน้าํกลั่นใหไดปริมาตร                         50.00 มิลลิลิตร 

 

3.6 บัฟเฟอรที่ใชกบัโปรตีนที่จะวเิคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 

 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลาร  1.0 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล       0.2 มิลลิลิตร 

สารละลาย 5 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบล ู   7.0 มิลลิลิตร 

 

3.7 สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 

 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต     0.1 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น      1.0 มิลลิลิตร 

 

3.8 สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 10 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       4.20 มิลลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     3.33 มิลลิลิตร 

TEMED       5.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 
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3.9 สารละลายสแตกกิงเจล 4 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       6.20 มิลลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     1.33 มิลลิลิตร 

TEMED                 10.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 

 

3.10   สารละลายสาํหรับยอมสี (staining solution) 

 

0.1 เปอรเซ็นต สีคแูมสซี บริลเลียนท บลู จี 250  

40 เปอรเซ็นต เมธานอล 

10 เปอรเซ็นต กรดอะซีติก 

 

3.11   สารละลายสาํหรับลางสี (destaining solution) 

 

40 เปอรเซ็นต เมธานอล 

10 เปอรเซ็นต กรดอะซีติก 

 

4.  สารละลายที่ใชในการทาํอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลโพลีอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 

 

4.1 สารละลายทรสิไกลซีนอีเลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 

 

ทริส       9.0 กรัม 

ไกลซีน                43.2 กรัม 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต     3.0 กรัม 

ปรับความเปนกรดดางเทากบั    8.3 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             600.0 มิลลิลิตร 
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4.2 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร 

 

ทริส       6.0 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 

 

4.3  สารละลายทริส pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลารทริส 

 

ทริส                24.2 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

4.4 สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลารทริส 

 

ทริส                18.15 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากบั     8.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

4.5 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (SDS stock) 10 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต     1.0 กรัม 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร              10.0 มิลลิลิตร 

 

4.6 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (SDS stock) 20 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต              20.0 กรัม 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 
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4.7  สารละลายอะคริลาไมด (30% T, 2.67% C)     

 

อะคริลาไมด               14.60 กรัม 

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

ละลายในน้าํกลั่นใหไดปริมาตร                         50.00 มิลลิลิตร 

 

4.8  บัฟเฟอรที่ใชกับโปรตีนทีจ่ะวิเคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 

 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลาร  1.0 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 20 เปอรเซ็นต  3.2 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล       2.0 มิลลิลิตร 

2-บีตา-เมอแคบโตเอทานอล     1.6 มิลลิลิตร 

สารละลาย 5 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบล ู   0.2 มิลลิลิตร 

 

4.9  สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 

 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต     0.1 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น      1.0 มิลลิลิตร 

 

4.10  สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 12 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       3.35 มิลลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 10 เปอรเซ็นต         100.00 ไมโครลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     4.00 มิลลิลิตร 

TEMED       5.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 
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4.11  สารละลายสแตกกงิเจล 4 เปอรเซน็ตเจล 

 

น้ํากลัน่       6.10 มิลลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 10 เปอรเซ็นต          100.00 ไมโครลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     1.33 มิลลิลิตร 

TEMED                 10.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 

 

4.12  สารละลายสําหรับยอมสี (Staining solution) 

 

 0.1 เปอรเซน็ต สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จี 250  

 40  เปอรเซน็ต เมธานอล 

 10  เปอรเซน็ต กรดอะซีติก 

 

4.13  สารละลายสําหรับลางสี (destaining solution) 

 

40  เปอรเซ็นต เมธานอล 

10  เปอรเซ็นต กรดอะซีติก 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1.  กราฟมาตรฐานสําหรับวเิคราะหน้ําตาลรีดิวซ 

 

   กราฟมาตรฐานไซโลสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

ความเขมขนของโบไวนซีรัมอัลบูมิน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

คา
กา
รด
ดูก

ลืน
แส
งที่
คว
าม
ยา
วค
ลื่น

 2
80

 น
าโ
นเ
มต

ร

2.  กราฟมาตรฐานสําหรับวเิคราะหโปรตนี  

 

          กราฟมาตรฐานของโบไวนซีรัมอัลบูมิน ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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y = 0.0252x
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ความเขมขนของพารา-ไนโตรฟนอล (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)
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3.  กราฟมาตรฐานสําหรับวเิคราะหแอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

 

          กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 0-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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4.  โครมาโทแกรมแสดงการวิเคราะหอะราบิโนสโดยวิธ ีHPLC 

 

      

 

 

 

 

 

 

 
 
 

อะราบิโนสความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใหพืน้ทีใ่ตพีคเทากับ 15,832  
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ภาคผนวก ง 
 

วิธีคํานวณ 
 
1.  วิธีการคํานวณคา Vmax  

 

        จากรูปที ่4.19  พบวามีคา Km สําหรับพารา-ไนโตรฟนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด 

เทากับ 0.27 มิลลิโมลาร เพราะฉะนัน้คา Vmax จากกราฟ เทากับ 0.319 ไมโครโมลตอนาท ี 

  

        จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธ ีLowry ดังแสดงในขอ 3.3.6 พบวาเอนไซมมีปริมาณ

โปรตีน 0.065 มก.โปรตีนตอมล. 

        ในปฏิกิริยาใชเอนไซมเจือจาง 20 เทา เพราะฉะนัน้ จะมีโปรตนีเทากับ 0.00325 มก.โปรตีน

ตอมล. 

        แตในปฏิกิริยาจะใชปริมาณเอนไซม 0.025 มล. เพราะฉะนัน้ จะมีโปรตีนเหลอื 0.00008125 

มก.โปรตีน 

 

ดังนัน้สรุปไดวา  

 

        ในปฏิกิริยามีโปรตนี 0.00008125 มก. จะมีคา Vmax เทากับ 0.319 ไมโครโมลตอนาท ี

เพราะฉะนัน้ โปรตีน 1 มก. จะมีคา Vmax เทากบั 3,926.15 ไมโครโมลตอนาทีตอมก.โปรตีน 
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2.  วิธีการคํานวณคา kcat ( Turnover number) 

 

สูตรคํานวณ ; kcat  =  Vmax / [E0 ] 

 

        เอนไซมที่ไดจากการทาํเจลฟลเตรชนัผานคอลัมนซุปเปอรโรส 12 เพรบ เกรด (Superose 12 

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

 

        คา [E0 ] ;      

        1 โมลของเอนไซม  เทากับ  317,000 กรัมของเอนไซม    

       เพราะฉะนัน้ 1 ไมโครโมลของเอนไซม  เทากับ  317,000 ไมโครกรัมของเอนไซม เชนกนั               

 

        แทนคาในสูตร         kcat  =  Vmax / [E0 ]     

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

                                                                1        μmol.μg-1pr 

                                                           317,000 

                                  เปลี่ยน μg → mg pr ดวยการหาร 1000 

 

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

                                                      1000     μmol.mg-1pr 

                                                    317,000 

                                             =  1,244,590   min-1 

                        

          เพราะฉะนัน้มีคา kcat เทากับ 2.07 x 104 ตอวินาท ี
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

  นางสาวปนปญญา เรียงรุงโรจน เกิดเมื่อวันที่ 25 กันยายน พ.ศ. 2525 ที่จังหวัด

สุราษฏรธาน ี ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยา จากคณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2545 และไดเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญา

มหาบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยาอุตสาหกรรม คณะวทิยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป

การศึกษา 2546 ปจจุบันอาศัยอยูบานเลขที่ 308 ถนนหนาเมือง ตําบลตลาด อําเภอเมือง จังหวดั

สุราษฏรธาน ี84000 
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