
บทท ี่ 2

ปริทัศน์วรรณกรรม

2.1 อะริ!ทิลเอสเทอเรส (EC 3.1.1.6)

อะซีทิลเอสเทอเรสจัดเป็นเอนไซม์ท่ีสำคัญชนิดหน่ึงในกลุ่มย่อยสลายเฮมิเซลลูโลส ทำ 
หน้าท่ีย่อยสลายพันธะบีตา-ไ ,2 และบีตา-1,3 ของหมู่อะซีทิลท่ีเช่ือมอยู่กับสายหลักของไชแลน 
ส่งผลให้เอนไซม์ย่อยสลายสายหลักเข้าย่อยสลายไชแลนได้ดีข้ึน โดยผลิตกัณฑ์ท่ีได้จากการย่อย 
สลายคือ ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ 'นาตาล,ไซโลส และกรดอะซีดิก (Johnson และคณะ, 1988) ซ่ึง 
การทำงานของอะซีทิลแสดงดังรูปท่ี 2.1

Acetyl esterase + แ20

0-acetyl-1,4-(3-xylooligosaccharides — i —-►  1,4-(3-xylooligosaccharides + acetic acid

รูปท่ี 2.1 การทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส (Johnson และคณะ, 1988)

ไซแลนจากพืชแต่ละชนิดมีหมู่ข้างเคียงชนิดต่าง  ๆ ในปริมาณท่ีแตกต่างกัน ซ่ึงพบหมู่อะ 
ซีทิลมากในไม้เน้ือแข็ง เซ่น ไซแลนจากไม้เบิร์ช และจากไม้บีซ ประกอบด้วยหมู่อะซีทิลประมาณ 
11 และ 9 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (Biely และคณะ, 1986) และยังพบในบางส่วนของธัญพืช เซ่น 
ฟางข้าวสาลี มีประมาณ 6.4 เปอร์เซ็นต์ (Egana และคณะ, 1996) มีรายงานว่าหมู่อะซีทิลเหล่าน้ี 
ทำหน้าท่ีกีดขวางการทำงานของเอนไซม์ย่อยสลายสายหลัก และป้องกันไม่ให้ผนังเซลล์พืชถูก
ทำลาย โดยเม่ือมีปริมาณหมู่อะซีทิลมากการย่อยสลายไซแลนจะเกิดข้ึนในระดับต่ํา ซ่ึงการย่อย 
สลายไซแลนท่ีมีหม่อะซีทิลมากให้สมบูรณ์น้ันต้องอาศัยการทำงานร่วมกันของเอนไซม์ย่อยสลาย 

สายหลัก และอะซีทิลเอสเทอเรสให้มากข้ึน (Mcdermid และคณะ, 1990)

ได้มีรายงานว่าอะซีทิลเอสเทอเรสมีบทบาทสำคัญต่อการเพ่ิมประสิทธิภาพเอนไซม์ย่อย 
สลายไซแลนสายหลักจากไม้เน้ือแข็งซ่ึงมีหม่อะซีทิลเป็นองค์ประกอบปริมาณมาก เช่น Biely และ 
คณะ (1986) รายงานว่าการย่อยสลายไซแลนเกิดข้ึนรวดเร็วเม่ือบ่มปฏิกิริยาในอะซีทิลเอสเทอเรส 
และไซแลเนสท่ีผลิตจาก S c h i z o p h y l l u m  c o m m u n e  ให้ผลิตกัณฑ์คือ ไซโลส ไซโลโอสิโกเมอร์ 
และ กรดอะซีดิก
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P o u ta n e n  แ ล ะค ณ ะ  (1990 ) ศ ึกษ าถ ึงก ารท ำงานของไซ แล เนส ร ่วมก ับ อ ะช ีท ิล เอส เท อ  

เรสจาก  T richode rm a  re e se i พ บ ว ่าท ังส อ งเอ น ไซ ม ์ส ่ง เส ร ิม ซ ึ่ง ก ัน แ ล ะก ัน ใน ก ารย ่อ ยส ล ายพ ัน ธ ะ 

ไกลโคซ ิด ิก โดยอะซ ีท ิล เอส เท อเรสท ำหน ้าท ี่ด ึงหม ่อ ะซ ีท ิลออกจากไซ โลโอล ิโกแซ คคาไรด ์ส ายส ัน  

ก ่อน  ท ำให ้ไซ แล เนส ส าม ารถ เข ้าย ่อ ยส ล ายไช แล น ได ้อ ย ่า งส ม บ ูรณ ์

Pu ls แ ล ะค ณ ะ  (1991) ศ ึก ษ าล ำด ับ ก ารย ่อ ย  อะซ ีท ิล -4 -โอ-เมธ ิลกล ูค ูโรโนไซแลนจาก 

ไม ้บ ีซ ด ้วย เอนไซ ม ์ต ่าง  ๆ โด ย เม ื่อ น ำม าย ่อ ย ด ้วยอ ะซ ีท ิล เอส เท อ เรส ร ่วม ก ับ ไซ แล เนส  พ บว ่าได ้ 

ผ ล ิต ก ัณ ฑ ์เป ็น  ก รด อ ะซ ีด ิก  ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส เป ็น ส ่วน ให ญ ่ แ ล ะเม ื่อ บ ่ม ด ้วยอ ะซ ีท ิล  

เอส เท อ เรสก ่อนแล ้วต ามด ้วย ไซ แล เนส  ได ้ไซโลไบโอสเป ็นส ่วนใหญ ่ และได ้ 4-โอ-เมธ ิลกล ูค ูโรโน 

ไซโลไตรโอส และไซโลสเพ ิ่มข ึ้น  แต ่เม ื่อ น ำไช แล นม าบ ่ม ด ้วย ไซ แล เน ส ก ่อน ก ็ส ามารถช ่วย ให ้อ ะช ีท ิล  

เอส เท อ เรสท ำงานได ้ด ึเช ่นก ัน  แ ต ่ผ ล ิต ก ัณ ฑ ์ท ี่ได ้จ ะม ีข น าด ให ญ ่ ค ือ ไซโลไตรโอส และไซโลโอลิโก 

เม อ ร ์ส าย ย าวท ี่ย ัง ค งม ีห ม ู่ข ้า ง เค ีย งบ างส ่วน อ ย ู่

K o rm e lin k  แ ล ะค ณ ะ  (1993) ราย ง าน ว ่า เม ื่อ น ำไซ แ ล น จ าก ไม ้เบ ิร ์ช ม าบ ่ม ป ฏ ิก ิร ิย าก ับ อ ะ  

ซ ีท ิล เอส เท อเรสจาก  A sp e rg illu s  n ig e r  เป ็น เวล า 1 ช ั่วโมง พ บ ว ่า เอ น ไซ ม ์ม ีค ว าม ส าม า รถ ส ูง ใน  

ก ารย ่อ ยห ม ่อ ะซ ีท ิล  ได ้ผ ล ิต ก ัณ ฑ ์เป ็น ก รด อ ะซ ิด ิก  62 เป อ ร ์เซ ็นต ์ (ก ำห น ด ให ้ป ร ิม าณ ห ม ่อ ะช ีท ิล  

ท ั้งห ม ด ในส ับส เต รท เท ่าก ับ  100 เปอร ์เซ ็นต ์) จากน ั้นบ ่ม ต ่อด ้วย เอน โด ไซ แ ล เน ส  I จาก  Asperg illus  

aw am ori น าน  1 ช ั่วโมง พ บ ว ่า ให ้ผ ล ิต ก ัณ ฑ ์ ค ือ ไซโลโอล ิโกเมอร ์ต ่าง ๆ เพ ิ่มข ึ้น  5 เท่า แ ล ะเม ื่อ บ ่ม  

ต ่อ เป ็น เวล าน าน  24 ช ั่วโมง พบว ่าให ้ไซโลโอล ิโก เมอร ์และไซโลสเพ ิ่มข ึ้น เป ็น  66 เท่า และ 4 เท่า 

ต าม ล ำด ับ  โด ย เป ร ียบ เท ียบ ก ับ บ ่ม ป ฏ ิก ิร ิย าใน เอน โด ไซ แล เน ส  I เพ ีย งช น ิด เด ีย วน าน  1 ช ั่วโมง 

แล ะเม ื่อนำไซ แลนจากไม ้เบ ิร ์ซ ท ี่ถ ูกด ึงห ม ่อ ะซ ีท ิลออกแล ้วโดยอะซ ีท ิล เอส เท อ เรส  ม าบ ่ม ก ับ บ ีต า -  

ไซ โล ล ิเด ส น าน 2 4 ช ั่ว โม งได ้น ํ้า ต าล 1ไซโลสเพ ิ่มข ึ้น  1.7 เท่า

D upont แ ล ะค ณ ะ  (1996) ศ ึกษ าการท ำงาน ร ่วมก ันของอะซ ีท ิล เอส เท อ เรสก ับ ไซ แล เนส  

A  และไซแลเนส B จาก  Strep tom yces liv idans  ต ่อ ก ารย ่อ ยส ล ายไซ แ ล น จากไม ้เบ ิร ์ช ท ี่ม ีก ารเต ิม  

ห ม ่อ ะช ีท ิล  พ บว ่า เม ื่อ น ำไซ แล นไป ย ่อ ยด ้วยอ ะซ ีท ิล เอส เท อ เรส ก ่อน เพ ื่อ ด ึงห ม ู่อ ะซ ีท ิล ออก  แล ้วต าม  

ด ้วย ไซ แล เนสท ำให ้ไซ แ ลนถ ูก ย ่อ ยสลายได ้อ ย ่างสม บ ูรณ ์ อ ะซ ีท ิล เอ ส เท อ เรส ม ีค วาม จ ำ เพ าะก ับ

O -a c e ty la t e d  p o ly s a c c h a r id e  ซ ึ่งม ีบ ท บ าท สำค ัญ ในการย ่อ ย เฮม ิเซ ล ล ูโลส  โดยเอนไซม ์ท ี่ 

เก ี่ย วข ้อ งก ับ ก า รย ่อ ย ส ล าย น ี้ม ีค ว าม ส ำค ัญ ต ่อ ก า ร เจ ร ิญ แ ล ะก า รอ ย ู่รอ ด ใน ธ รรม ช าต ิข อ งจ ุล ิน ท ร ีย ์
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2.2 ป ร ะ โ ย ช น ์ข อ ง เอ น ไ ช ม ์ใ น ก ล ุ่ม ย ่อ ย ส ล า ย ไ ช แ ล น

เอ น ไซ ม ์ใน ก ล ุ่ม ย ่อ ย ส ล าย ไช แ ล น ม ีบ ท บ าท ส ำค ัญ ต ่อ อ ุต ส าห ก รรม ห ล าย ช น ิด  และเป ็นท ี่ 

ส น ใจ ก ัน ม าก เพ รา ะส าม า รถ น ำม าใช ้ให ้เก ิด ป ระโย ช น ์!ด ้จ ร ิง  เช ่น ก ารแป รสภ าพ ว ัสด ุเห ล ือ ใช ้ท าง  

ก าร เก ษ ต รม า เป ็น เช ื้อ เพ ล ิงแ ล ะส ารเค ม ี อ ุต ส าห ก รรม ก า รผ ล ิต เย ื่อ ก ระด าษ  การท ำน ํ้าผลไม ้ให ้ใส  

ข ึ้น  (Po lize li แ ล ะค ณ ะ, 2005) ก า รป ร ับ ป ร ุง ค ุณ ภ าพ ข น ม ป ัง  (C a m a ch o  แล ะ A gu ila r, 2003) และ 

ใช ้ใน อ ุต ส าห ก รรม อ าห ารส ัต ว ์เพ ื่อ ล ด ค วาม ห น ืด ข อ งอ าห ารส ัต ว ์ล งท ำให ้ย ่อ ย ง ่าย ข ึ้น แ ล ะ เพ ิ่ม ก ารด ูด  

ซ ึม (Tw om ey แ ล ะค ณ ะ, 2003) เป ็นต ้น

เฮ ม ิเซ ล ล ูโล ส ใน พ ืช ม ัก ม ีห ม ่อ ะซ ีท ิล เป ็น อ งค ์ป ระก อ บ ป ร ิม าณ ม าก  โดยอะซ ีท ิลของไซแลน 

ส าม ารถ ข ัด ข วางก ารย ่อ ย ส ล าย ข อ ง เอ น ไซ ม ์ท ี่ผ ล ิต จ าก จ ุล ิน ท ร ีย ์ แ ล ะ เป ็น ป ัจ จ ัย ส ำค ัญ ต ่อ ก า รย ่อ ย  

ล ิก โน เซ ลล ูโลสในสำไส ัของส ัต ว ์ ด ังน ั้น ก ารย ่อ ย ส ล ายห ม ่อ ะซ ีท ิล ออกจากส าย ไซ แ ล น ด ้วยอ ะซ ีท ิล  

เอ ส เท อ เรส จ ึง เป ็น ก า ร เพ ิ่ม ค วาม ส าม ารถ ใน ก า รย ่อ ย อ าห ารข อ งส ัต ว ์!ด ้ (Pu ls แ ล ะค ณ ะ, 1991)

อ ะซ ีท ิล เอ ส เท อ เรส ส าม ารถ ท ำงาน ร ่วม ก ับ ไซ แ ล เน ส ใน ก ารฟ อ ก ส ีเย ื่อ ก ระด าษ  เน ื่อ งจาก  

ก ารย ่อ ยส ล าย ไซ แ ล น ใน เย ื่อ ก ระด าษ จะท ำให ้ล ิก น ิน ซ ึ่ง เก าะก ับ ไช แ ล น ห ล ุด อ อ ก ไป บ างส ่วน  และทำ 

ให ้เก ิด ก ารเป ล ี่ย น แ ป ล งโค รงส ร ้า งบ น เส ัน ใย ท ี่ท ำให ้ง ่าย ต ่อ ก ารก ำจ ัด ล ิก น ิก โด ย ส ารฟ อ ก ข าว  จ ึงช ่วย  

ล ด ป ร ิม าณ ก ารใช ้ส า ร เค ม ีได ้ เช ่น โซ เด ียมไฮดรอกไซด ์ แ ล ะค ล อ ร ีน  ส ่งผ ล ให ้ก ระด าษ ม ีค วาม  

ข าวแ ล ะส ว ่า งม าก ข ึ้น  (P a ice  แล ะค ณ ะ, 1992)

ก ารท ำงาน ร ่วม ก ัน ข อ งอ ะซ ีท ิล เอ ส เท อ เรส ก ับ เอ น ไซ ม ์ย ่อ ย ส ายห ล ัก จ ะช ่วย ให ้เก ิด ก ารย ่อ ย  

ส ล าย ไซ แ ล น ได ้อ ย ่า งส ม บ ูรณ ์ จ ะได ้ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ส ุด ท ้าย เป ็น น ํ้า ต าล โม เล ก ุล เด ี่ย ว  ค ือ ไซโลส ซึ่ง 

ส าม ารถ น ำไป ใช ้ผ ล ิต ส ารห ร ือ ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ท ี่ม ีป ระโย ช น ์แ ล ะม ีค ุณ ค ่าท าง เศ รษ ฐ ก ิจ ส ูง ได ้ม าก ม าย  เช่น 

ไซโลสเป ็นสารช ักนำในการสร ้างเอนไซม ์ไซโลสไอโซ เมอเรส  (D -xy lo se  isom erase ; E C  5.3.1.5) 

ซ ึ่งจ ะ เป ล ี่ย นน ํ้าต าล ไซ โลส ไป เป ็นน ํ้าต าลฟ ร ุก โต สซ ึ่ง ใช ้ในการผ ล ิตน ํ้า เช ื่อ มฟ ร ุก โต ส  (h igh fru cto se  

syrup) แ ล ะถ ูก น ำไป ใช ้ใน อ ุต ส าห ก รรม ก า รผ ล ิต ข น ม ห วาน แ ล ะล ูก ก วาด  (C hen  แ ล ะค ณ ะ, 1980) 

ไซ โล ส เป ็น ส ารอ าห ารให ้ก ับ จ ุล ิน ท ร ีย ็ใน ก ระบ วน ก ารห ม ัก เพ ื่อ ผ ล ิต โป รต ีน เช ล ล ์เด ีย ว  ( s in g le  c e l l  

p ro te in ) ใช ้เป ็น ส ารต ั้งต ้น ในการผ ล ิต ไช ล ิท อล  ซ ึ่ง เป ็น ส ารท ี่ใช ้ท างการแพ ท ย ์ท ด แท นน ํ้าต าล ให ้ก ับ  

ผ ู้ป ่วย โรค เบ าห วาน  ห ร ือ ใช ้เพ ื่อ ให ้ค วาม ห วาน ใน ล ูก อ ม  ย าส ีฟ ัน  ห ม าก ฝ ร ั่ง  โดยไม ่ทำให ้ฟ ันผ ุ 

( P a r a j o  แ ล ะค ณ ะ, 1998) โ ด ย ม ีก ระบ วน ก า ร เป ล ี่ย น ร ูป ด ัง ร ูป ท ี่ 2.2 น อ ก จาก น ั้น ย ัง ใช ้เป ็น  

ส ารต ั้งต ้น ใน ก ารผ ล ิต เอ ท าน อ ล แ ล ะบ ิวท าน อ ล  (N ea le  แ ล ะค ณ ะ, 1988)
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X y lo se  red u c ta se  X y lo se  d e h y d ro g e n a se

ร ูปท ี่ 2.2 การเปล ี่ยนน ํ้าตาลไซ โลส เป ็น ไซ ล ิท อล  (W alker, 1998)

น ํ้าต าล ไซ โล ส ล าม ารถ น ำไป เป ็น ส ารต ั้งต ้น ใน ก ารผ ล ิต  F u r f u r a l  ห ร ือท ี่ร ู้จ ักก ัน ในซ ื่อ  

furfurol, furol แล ะ fu rfu ra ldéhyde  เม ื่อกล ั่น ไต ้ให ม ่ ๆ จ ะ เป ็น ข อง เห ล วไม ่ม ีส ี จ ุด ต ิด ไฟ ง ่าย ระ เห ย  

ได ้ แ ล ะ เม ื่อ ส ัม ผ ัส ก ับ อ าก าศ ห ร ือ แ ส งส ว ่า งจ ะม ีก ล ิ่น  ถ ูก น ำม า ใช ้ใน อ ุต ส าห ก รรม เค ม ี เซ่น นำมาทำ 

เป ็น ต ัวท ำล ะล าย ใน ก ารท ำให ้บ ร ิส ุท ธ ึ๋ข อ งน ํ้าม ัน ห ล ่อ ล ื่น ค ุณ ภ าพ ส ูง  ย างส น  แ ล ะ ,น าม ันพ ืช  และย ัง  

ใช ้เป ็น ส า รต ั้ง ต ้น ใน ก ารผ ล ิต ไน ล อ น  เรซ ิน น ํ้าม ัน เค ล ือ บ เง า  การเปล ี่ยนแปลงไซ โลส เป ็น  fu r fu ra l 

แสดงด ังร ูปท ี่ 2.3

C 5H 10อ 5 ------------------- ► C 5H40 2 + 3 H 20

xy lo se  furfural

ร ูปท ี่ 2 .3  การเปล ี่ยน ไซ โลส เป ็น  furfural (การใช ้ป ระโยชน ์จากอ ้อย , 2541)

ใ น ป ัจ จ ุบ ัน น ี้ ก า รผ ล ิต เอ ท าน อ ล จ าก ว ัส ด ุเห ล ือ ท ิ้ง ท า ง ก า ร เก ษ ต ร เป ็น ท ี่ส น ใจ อ ย ่า ง ม าก  

เน ื่อ ง จ าก ม ีป ร ะส ิท ธ ิภ า พ  แ ล ะช ่วย เพ ิ่ม ค ุณ ค ่าข อ งว ัส ด ุเห ล ือ ท ิ้ง  ใน ป ี 2002  เอ ท าน อ ล ก ว ่า  2 ล ้าน  

แ ก ล ล อ น ถ ูก ผ ล ิต ข ึ้น จ าก ก ารห ม ัก แ ป ้ง เป ็น ห ล ัก  แ ล ะแ น วโน ้ม ก า รใช ้เอ ท าน อ ล ใน อ น าค ต ป ระ เม ิน ก ัน  

ว ่า จ ะม ีอ ัต ร า เพ ิ่ม ข ึ้น อ ย ่า ง ร ว ด เร ็ว  เน ื่อ ง จ าก เป ็น ส า รท ี่ม ีค ว าม ป ล อ ด ภ ัย ก ับ ส ิ่ง แ ว ด ล ้อ ม ม า ก ก ว ่า ก า ร  

ใช ้ methyl tertiary butyl ether (M TBE) ซ ึ่ง เป ็น ส า รผ ส ม ใน น ํ้า ม ัน เพ ื่อ ก า ร เผ า ไห ม ้ท ี่ส ะอ าด  แล ะใช ้ 

ก ัน อ ย ่า ง แ พ ร ่ห ล าย ท ี่ส ุด  น อ ก จ า ก น ี้พ บ ว ่า  M T B E  ม ีก า รป น เป ีอ น ใ น แ ห ล ่ง น ํ้า ธ ร ร ม ช า ต ิ (Saha, 

2003)

ว ัส ด ุเห ล ือท ิ้งท างการเกษ ต รท ี่ย ังไม ่ไต ้ใช ้ป ระโยชน ์ ส า ม า รถ ใช ้เป ็น ว ัต ถ ุด ิบ รา ค า ถ ูก ใน ก า ร  

ผล ิต เอท านอลได ้ ก ารย ่อ ยส ล าย เฮ ม ิเซ ล ล ูโล ส ด ้วย เอ นไซ ม ์จ ะได ้น ํ้าต าล ต ่า งๆ  ข ึ้น ก ับ แ ห ล ่งท ี่ม า  เซ่น
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ไซโลส ก าแ ล ค โต ล  แม น โนส  ฟ ร ุก โตส  แรมโนส  กล ูโคส แ ล ะอ ะ รา บ ิโ น ล  แ ม ้ว ่า  Saccharomyces  
cerev is iae  ท ั่ว ๆ ไป จ ะ เป ล ี่ย น ก ล ูโ ค ส ไ ป เป ็น เอ ท าน อ ล ได ้อ ย ่า ง รว ด เร ็ว  แ ต ่ก ็ไ ม ่ส า ม า รถ เป ล ี่ย น  

น ํ้าต าล 'ชน ิดอ ื่น  ๆ  เช ่น  ไซโลสไปเป ็น เอทานอลได ้ (Saha, 2003)

Pachyso len  tannophilus, P ich ia s tip itis  และ Cand ida sheha te  เป ็น ย ีส ต ์ท ี่ส าม ารถ  

เปล ี่ยนไซ โลสไปเป ็น เอท านอลได ้ (W alker, 1998) ด ังร ูปท ี่ 2.4 แต ่ใน เช ิงพ าณ ิช ย ์ก ารใช ้ย ีส ต ์เห ล ่าน ี้ 

ใน ก ารห ม ัก เอ ท าน อ ล ม ีอ ย ู่ไ ม ่ม าก เพ ราะม ีค วาม ท น ต ่อ เอ ท าน อ ล ได ้ต ํ่า  ก ระบ วน ก า รห ม ัก เป ็น ไป

อย ่างเช ื่อ งช ้า  แ ล ะก ารค วบ ค ุม อ อ ก ซ ิเจน เพ ื่อ ให ้ได ้ภ าวะท ี่เห ม าะส ม ท ำได ้ย าก  ( D u  P re e z , 1994) 

แต ่อย ่าง 'ไรก ็ตาม1ไซ โล ส ส าม ารถถ ูก เป ล ี่ย น เป ็น 1ไซลูโลส ( x y lu lo s e )  โดยใช ้ไซโลสไอโซเมอเรส 

(xy lo se  iso m e ra se ) แล ะย ีสต ์ท ั่ว  ๆ ไปสามารถห ม ัก ไซ ล ูโลส เป ็น เอท านอลได ้ (G ong  แล ะค ณ ะ, 

1981) จ ึงม ีก ารใช ้เท คโนโล ย ีร ีค อมบ ิแนนท ์ด ีเอ ็น เอ โดยท รานสฟ อร ์มย ีนป ระมวล รห ัส ไซ โล สไอโซ

เมอ เรส จากย ีส ต ์เช ้าล ่ S accha rom yces  ce re v is ia e  ท ำให ้ส ามารถห ม ักไซ โลส เป ็น เอท านอลได ้ 

(W alker, 1998) ด ังร ูปท ี่ 2.5

ป ัจ จ ุบ ัน น ัก ว ิท ย าศ าส ต ร ์ได ้น ำอ ะซ ีท ิล เอ ส เท อ เรล ไป ใช ้ใน ด ้าน อ ื่น  ๆ นอก เหน ือจากการท ำ 

งาน ร ่วม ก ับ ไซ แ ล เน ส  เช ่น  น ำไป ใช ้ใน ก ารย ่อ ย ส ล าย ห ม ่อ ะซ ีท ิล ใน ค า ร ์โบ ไฮ เด รต ซ น ิด อ ื่น  ๆ รวม ถ ึง  

น ํ้า ต าล โม เล ก ุล เด ี่ย วอ ีก ด ้วย  ม ีร า ย ง า น จ า ก  B ie ly  แ ล ะค ณ ะ  (2003) พ บ ว ่าอ ะซ ีท ิล เอ ล เท อ เรส จาก  

Schizophyllum  com m une  ส า ม า รถ เร ่ง ป ฏ ิก ิร ิย า ย ้า ย ห ม ่อ ะซ ีท ิล จ าก  v inyl ace ta te , triacetin  แล ะ 

ethyl a ce ta te  ให ้ก ับ ค า ร โ่บ ไฮ เด รต ใน ส ภ าว ะท ี่ม ีน ํ้า น ้อ ย ไ ด ้ ผ ล ก ารท ด ล อ งพ บ ว ่า ได ้ผ ล ด ีม าก  ซึ่ง 

เป ็น ก า รท ด ล อ ง เรม ต ้น เพ ื่อ เป ็น ท าง เล ือ ก ใน ก า รด ัด แ ป ล ง โ อ ล ิโ ก แ ซ ค ค าร ่ไ รด ์ แ ล ะพ อ ล ิแ ซ ค ค าไ รด ์ 

ต ่าง ๆ ใน อ น าค ต

2.3 แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง ไ ซ แ ล เน ส

ไซ แ ล เน ส เป ็น เอน ไซ ม ์ห ล ักท ี่ย ่อ ยส ล ายพ ัน ธ ะ1,4-บ ีต า-ด ี-ไซ โล ส ิด ิกของไซ แลนจ ุล ินท ร ีย ์ท ี่ 

ผ ล ิต อ ะช ีท ิล เอ ส เท อ เรส ได ้ล ่ว น ให ญ ่ส าม า รถ ผ ล ิต ไซ แ ล เน ส ได ้เช ่น ก ัน  โดย เอนไซ ม ์ท ั้งสองน ี้จ ะท ำ 

ง าน ร ่ว ม ก ัน ใน ก า รย ่อ ย ส ล าย ไ ช แ ล น ให ้ส ม บ ูรณ ์จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ส าม า รถ ผ ล ิต ท ั้ง อ ะซ ีท ิล เอ ส เท อ เรส แ ล ะ  

ไซแลเนสได ้ เช ่น  Bacillus pum ilus  (P anbang red  แ ล ะค ณ ะ , 1983) Sch izophyllum  com m une  
(H a lg a so va  แ ล ะค ณ ะ , 1994) Pénic illium  purpurogenum  (B e la n c ic  แ ล ะค ณ ะ , 1995) 

M elanocarpus a lbom yses  แ ร 68 (Sarasw at และ B isa ria , 1997) Therm om onospora fusca  
(B achm ann  และ M cC a rthy , 1991) และ Asperg illus aw am ori (K osek i แ ล ะค ณ ะ, 2005)



D -xy lo se

I m e m b ra n e  tra n sp o r t
7
T

D -xy lo se

D -xy lu lo se  5 -phosphate

p e n to s e  p h o s p h a te  p a th w ay

G lyce ra ld ehyde  3 -phosphate

I g lyco lysis 
I
*

Pyruva te

p y ru v a te  d e c a rb o x y la s e

D-xylito l

D -xy lu lo se

A ce ta ld ehyde

a lcoho l d e h y d ro g e n a s e

E thano l

รูปท่ี 2.4 การหมักไซโลสเป็นเอทานอลโดย Candida shehate  (Walker, 1998)
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ร '  8 C 0 2 
16 A T  P

8 ethanol

ร  2 C O ,
>^  4 A T P  

2 ethanol

6 xy lo se  --------- ► 10 e thano l + 10 C 0 2+ 10 A T P

ร ูปท ี่ 2.5 การหม ักไซ โลส เป ็น เอท านอล  โดย Saccharom yces cerev is iae  ท ี่ป ร ับ ป ร ุงส าย พ ัน ธ ุให ้ม ี 

ไซโลสไอโซเมอเรส (xy lose  isom erase ) (K uype r แ ล ะค ณ ะ, 2004)

C 3 P  ค ือ tr io se -3 -phosepha te  

C 5 P  ค ือ p en to se -5 -pho spha te  

C 6 P  ค ือ h exo se -6 -pho spha te  

P P P  ค ือ p en to se  pho spha te  pathw ay
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อะซ ีท ิล เอส เท อ เรส พ บได ้ในจ ุล ินท ร ีย ์ห ล ายชน ิด  เช ่น  แบคท ีเร ีย  รา ย ีส ต ์ แล ะแอคต ิโนม ัย  

ส ีท จ ุล ิน ท ร ีย ์ล ่วน ใหญ่ม ัก ส ร ้า งแ ล ะป ล ด ป ล ่อ ย เอ น ไซ ม ์อ อ ก ม าน อ ก เซ ล ล ์ (e x tra ce llu la r enzym e) 

แต ่ม ีจ ุล ิน ท ร ีย ์บ างส าย พ ัน ธ ุท ี่ส ร ้า ง เอ นไซ ม ์เก ็บ ไว ้ภ าย ใน เซ ล ล ์ ( in trace llu la r enzym e) ต ัวอย ่างส าย  

พ ัน ธ ุจ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ส าม ารถส ร ้า งอ ะช ีท ิล เอ ส เท อ เรส ต ังแส ด งต ังต ารางท ี่ 2.1

ตารางท ี่ 2.1 ต ัวอ ย ่า งส ายพ ัน ธ ุข อ งจ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ส าม ารถส ร ้า งอ ะซ ีท ิล เอ ส เท อ เรส

2 . 4  แ ห ล ่ง ข อ ง อ ะ ร ิ! ท ิล เ อ ส เ ท อ เ ร ส

ส าย พ ัน ธ ุจ ุล ิน ท ร ีย ์ เอกสารอ ้างอ ิง

Asperg illus acu lea tus Leeuw en  แ ล ะค ณ ะ, 1992

Asperg illus  aw am ori K osek i แ ล ะค ณ ะ, 2005

Asperg illus  carneus B ile y  แ ล ะค ณ ะ, 2004

Asperg illus  japon icus C h ris to v  และ Prior, 1993

Asperg illus  n idu lans L inden  แ ล ะค ณ ะ, 1994

Asperg illus n ige r A ltane r แ ล ะค ณ ะ, 2003

Asperg illus  oryzae Tenkanen  แ ล ะค ณ ะ, 1998

Bacillus pum ilus D eg ra ss i แ ล ะค ณ ะ, 1998

Butyriv ib rio  fib riso lvens H espe ll และ O ’B ryan -Shah , 1988

Ca ldoce llum  saccharo ly ticum Luthi แ ล ะค ณ ะ, 1990

Candida gu illie rm ond ii B asa ran  แล ะ H ang , 2000

C lostrid ium  ce llu lovorans K osug i แ ล ะค ณ ะ, 2002

Cryp tococcus alb idus Lee  แ ล ะค ณ ะ, 1987

F ib robac te r succ inogenes  S85 M cD e rm id  แ ล ะค ณ ะ, 1990

Fusarium  oxysporum C h ris ta ko p o u lo s  แ ล ะค ณ ะ, 1999

M elanocarpus a lbom yces  IIS 68 S a ra sw a t และ B isa ria , 1997



1 4

ตารางท ี่ 2.1 (ต ่อ)

ส าย ฟ ัน ธ ุ้จ ุล ิน ท ร ีย ์ เอกสารอ ้างอ ิง

Neoca llim astix  pa tric ia rum D a lrym p le  แ ล ะค ณ ะ, 1997

Orp inom yces  sp . ส ายพ ัน ธ ุ PC -2 Blum  แล ะค ณ ะ, 1999

Pén ic illium  pu rpu rogenum Egana  แ ล ะค ณ ะ, 1996

Phanerochaete  chrysosporium B ie ly  แล ะค ณ ะ, 2004

Pichia abad ieae Lee  แ ล ะค ณ ะ, 1987

Pich ia lindnerii Lee  แล ะค ณ ะ, 1987

Pseudom onas fluo rescens Ferre ira แ ล ะค ณ ะ, 1993

Rhodosporid ium  to ru lo ides Lee  แ ล ะค ณ ะ, 1987

Rhodotoru la m uc ilag inosa Lee  แล ะค ณ ะ, 1987

Sch izophyllum  com m une H a lg a so va  แ ล ะค ณ ะ, 1994

Strep tom yces flavog riseus L inden  แ ล ะค ณ ะ, 1994

S trep tom yces liv idans D upont แล ะค ณ ะ, 1996

Strep tom yces o livochrom ogenes L inden  แ ล ะค ณ ะ, 1994

Strep tom yces therm ov io laceus  O P C -5 2 0 Tsu jibo  แ ล ะค ณ ะ, 1997

Term itom yces c lypeatus M ukho padhyay  แ ล ะค ณ ะ, 2003

Therm oanaerobacte rium  sp . JW /SL  Y S485 Shao  แล ะ W iege l, 1995

Therm om onospora fusca B achm a n  และ M cC a rthy , 1991

Trichoderma reese i M a rg o lle s -C la rk  แล ะ ค ณ ะ, 1996

Trichoderma cutaneum Lee  แล ะค ณ ะ, 1987

Trichoderma pu llu lan Lee  แ ล ะค ณ ะ, 1987
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อะซ ีท ิล เอส เท อ เรส ม ีบ ท บ าท ส ำค ัญ ช ่วย เพ ิ่ม ป ระส ิท ธ ิภ าพ ใน ก ารย ่อ ยส ล าย ไซ แ ล น ข อ ง  

เอนไซ ม ์ย ่อยสายห ล ัก  ได ้ม ีราย งาน ห ล าย ฉ บ ับ ค ิก ษ าก ารท ำอ ะซ ีท ิล เอ ส เท อ เรส ให ้บ รส ุท ธ ิ้ โดยม ี 

ข ั้น ต อน ต ่าง  ๆ ก ัน  เช ่น

Po tanen  แล ะ S u n d b e rg  (1988) ได ้ท ำอะซ ีท ิล เอส เท อเรสจาก  Trichoderm a reese i 

ให ้บ ร ิส ุท ธ ึ๋โดยการท ำโค รมาโท กราฟ บนคาร ์บ อกซ ีเม ธ ิล -เซ ฟ าโรส  เอฟเอฟ (C M -S e p h a ro s e  FF) 

แ ล ะช ะโป รต ีน ท ี่จ ับ ก ับ ค อ ล ัม น ์ด ้วย เก รเด ีย น ท ์เล ัน ต รงข อ งโซ เด ียม ค ล อ ไรด ์ค วาม เข ้ม ข ้น  0 - 0 . 4  โม 

ล า ร ์ จ ากน ั้นท ำโค รมาโท กราฟ บ นต ีอ ีเออ ี-เซ ฟ าโรส  เอฟเอฟ (D E A E -S e p h a ro se  FF) ได ้โปรต ีนท ี่ม ี 

แอ ค ต ิว ิต ีข อ งอ ะซ ิท ิล เอ ส เท อ เรส ซ ึ่ง ไม ่จ ับ ก ับ ค อ ล ัม น ์โด ย ม ีค วาม บ ร ิส ุท ธ ึ๋เพ ิ่ม ข ึ้น  230 เท่า และเหล ือ  

แอค ต ิว ิต ีอ ย ู่ 29 เปอ ร ์เซ ็นต ์

M e  D e r m  id  แ ล ะค ณ ะ  (1 9 9 0 )  ได ้ท ำอะซ ีท ิล เอส เท อเรสจาก  F i b r o b a c t e r  

succ inogenes  S 85  ให ้บ ร ิส ุท ธ ิ้โดยการท ำโครมาโท กราฟ บนต ีอ ีเออ ี-เซ ฟ าโรส  ซ ีเอล-6บ ี (D E A E - 

S e p h a r o s e  C L - 6 B )  แ ล ะช ะโป รต ีน ท ี่จ ับ ก ับ ค อ ล ัม น ์ด ้วย เก รเต ีย นท ์เล ัน ต รงข อ งโซ เด ียม ค ล อ ไรต ์ 

ค วาม เข ้ม ข ้น  0 -1 .0  โ ม ล า ร ์ ต ามด ้วยก ารท ำโค รม าโท ก ราฟ บ น ฟ น ิล -เซ ฟ าโรส  ซ ีเอล-6บ ี (Pheny l- 

S e p h a r o s e  C L - 6 B )  แ ล ะซ ะโป รต ีน ท ี่จ ับ ก ับ ค อล ัม น ์ด ้วย เก รเต ียน ท ์ข อ งโซ เด ียม ค ล อไรด ์ค วาม  

เข ้มข ้น จาก  2.0-0 โ ม ล า ร ์ พ บ ว ่าได ้โป รต ีน  2 ชน ิด  ท ี่ม ีแอคต ิว ิต ีของอะซ ีท ิล เอส เท อ เรส  ค ือ A X E  A  

แล ะ A X E  B  แต่เมื่อนำ A X E  B มาทำ'ให ้บ รส ุทธโน 'ข ั้นต ่อ1ไป โดยนำมาท ำโครม 'าโท กร'าฟ ิบน1โฮดรอก 

ซ ีอ ะป าไท ด ์ (H y d ro x y a p a t ite )  แล ะช ะโป รต ีน ท ี่จ ับ ก ับ ค อล ัม น ์ด ้วย เก รเต ีย นท ์เล ัน ต รงข องโป แ ท ส  

เช ียมฟ อส เฟ ต  บ ัฟ เฟ อ ร ์ ค วาม เข ้ม ข ้น  0 .02-0 .4  โ ม ล า ร ์ จากน ั้นท ำโค รมาโท กราฟ บ นค ิว -เซ ฟ าโรส  

(Q -S eph a ro se ) แ ล ะซ ะโป รต ีน ด ้วย เก รเต ียน ท ์เล ัน ต รงข องโซ เด ียม ค ล อไรด ์ค วาม เข ้ม ข ้น  0-0.2  โม 

ล า ร ์ ได ้โป รต ีนท ี่ม ีแอคต ิว ิต ีของอะซ ีท ิล เอส เท อ เรสชน ิด  A X E  B ซ ึ่งม ีค วาม บ รส ุท ธ ิ้เพ ิ่ม ข ึ้น  438  เท่า 

แล ะเห ล ือแอคต ิว ิต ีอ ย ู่ 0 .45 เป อ ร ์เซ ็นต ์ แต ่ส ูญ เส ียแอค ต ิว ิต ีข อง  A X E  A

S un d b e rg  และ Pou tanen  (1991) ได ้ท ำอะช ีท ิล เอส เท อ เรสจาก  Trichoderm a reese i 
ให ้บ ร ิส ุท ธ ึ๋โดยการท ำโค รมาโท กราฟ บนคาร ์บ อกซ ีเม ธ ิล -เซ ฟ าโรส  เอฟเอฟ (C M -S e p h a ro s e  FF) 

แล ะซ ะโป รต ีน ท ี่จ ับ ก ับ ค อ ล ัม น ์ด ้วย เก รเต ียน ท ์ข อ งโซ เด ียม ค ล อ ไรด ์ค วาม เข ้ม ข ้น  0 - 0 .1 5  โม ล าร ์ 

จากน ั้นท ำโค รมาโท กราฟ บ นค ิว -เซ ฟ าโรส  เอฟเอฟ ( Q - S e p h a r o s e  FF ) แล ะช ะโป รต ีน ท ี่จ ับ ก ับ  

ค อล ัม น ์ด ้วย เก รเต ีย น ท ์เล ัน ต รงข องโซ เด ียม ค ล อไรด ์ค วาม เข ้ม ข ้น  0-75 ม ิล ล ิโม ล าร ์ ส าม า รถ แ ย ก อ ะ

2 . 5  ก า ร ท ำ อ ะ ด ูท ิล เ อ ส เ ท อ เ ร ส ใ ห ้บ ร ิส ุท ธ
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ซ ีท ิล เอส เท อ เรสออกจาก เอนโดไซ แลเนสและโป รต ีนอ ื่น ได ้ ต าม ด ้วย ก ารท ำโค รม าโท ก ราฟ บ น

เซฟาคร ิล  เอ ส -ไ00 เอ ช อ าร ์ (S ephacry l S -100H R ) และทำโครมาโทโฟก ัสช ิ่ง  (Ch rom ato focus ing ) 

ได ้โป รต ีน  2 ชน ิด  ท ี่ม ีแอคต ิว ิต ีของอะซ ีท ิล เอส เท อ เรส  ค ือ A X E  I และ A X E  II โด ย ม ีค ว าม บ ร ิส ุท ธ ิ้ 

เพ ิ่มข ึ้น  53 แล ะ 54 เท่า ต าม ล ำด ับ  แล ะเห ล ือแ อค ต ิว ิต ีอ ย ู่ 4 .7  และ 4.5 เป อ ร ์เซ ็นต ์ ต าม ล ำด ับ

K o rm e lin k  แ ล ะค ณ ะ  (1 9 93 ) ได ้ท ำอะซ ีท ิล เอส เท อเรสจาก  A s p e rg il lu s  n ig e r  ให ้ 

บ ร ิส ุท ธ ึ๋โด ยการท ำโค รมาโท ก ราฟ บ นด ีอ ีเอ อ ี-ท ร ิส อ ะค ร ิล  (D E A E -tr is a c ry l)  แล ะช ะโป รต ีน ท ี่จ ับ ก ับ  

ค อ ล ัม น ์ด ้วย เก รเต ีย น ท ์เด ้น ต รงข องโซ เด ียม ค ล อไรด ์ค วาม เข ้มข ้น  0-1.0 โ ม ล า ร ์ ต ามด ้วยก ารท ำไฮ  

เพ อร ์ฟ อ ร ์ม านซ ์ล ิค ว ิด โค รมาโท กราฟ  (H P L C )  บ น ด ีอ ีเอ อ ี-5พ ีด ับ เบ ิล ย ู (D E A E -5 P W )  แล ะช ะ 

โป รต ีน ท ี่จ ับ ก ับ ค อ ล ัม น ์ด ้วย เก รเด ีย น ท ์เด ้น ต รงข อ งโซ เด ีย ม ค ล อ ไรต ์ค วาม เข ้ม ข ้น 0 -1 .0 โ ม ล า ร ์ไ ด ้อ ะ  

ซ ีท ิลเอสเทอเรส 1 ชน ิด  ม ีค วาม ป ร ิส ุท ธ ิใพ ิ่ม ข ึ้น  17.2 เท่า

H a lg a so va  แ ล ะค ณ ะ  (1994) ได ้ท ำอะซ ีท ิล เอส เท อเรสจาก  Sch izophy llum  com m une  

ให ้บ ร ิส ุท ธ ิ้โ ด ย ต ก ต ะก อ น โป รต ีน ด ้วย เอ ท าน อ ล ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ - 1 8  องศาเซลเซ ียส แล ้วทำโครมาโท  

ก ราพ ีบ น เซ ฟ าเด ็กซ ์ จ ี- 2 5  ( S e p h a d e x  G -2 5 )  แล ะโค รมาโท กราพ ีบนด ีอ ีเออ ี-เซ ฟ าเด ็กซ ์ เอ -50  

(D E A E -S e p h a d e x  A -50 ) แ ล ะช ะโป รต ีน ท ี่จ ับ ก ับ ค อล ัม น ์ด ้วย เก รเด ีย นท ์เส ้น ต รงข องโซ เด ียม ค ล อ  

ไ รด ์ค วาม เข ้ม ข ้น  0-1.0 โ ม ล า ร ์ พ บ ว ่าส าม ารถ แยกอะซ ีท ิล เอส เท อ เรสออกจากไซ แ ล เน สได ้ จ าก น ั้น  

ท ำโค รม าโท กราฟ บ น  ค ิว เซฟาโรส ฟ า ส ท ์โ ฟ ล ์ (Q S e p h a ro se  Fast Flow) แ ล ะช ะโป รต ีน ท ี่จ ับ ก ับ  

ค อ ล ัม น ์ด ้วย เก รเด ีย น ท ์เด ้น ต รงข องโซ เด ียม ค ล อไรต ์ค วาม เข ้มข ้น  0-1.0 โ ม ล า ร ์ พ บ 1ว ่าอ ะช ีท ิล เอส  

เท อ เรสถ ูกซ ะออกมาท ี่ค วาม เข ้มข ้นของโซ เด ียมคลอไรด ์เท ่าก ับ  0 .0 5  โ ม ล า ร ์ แล ้วท ำฟ าสท ์เพ อ ร ์ 

ฟ อ ร ์ม านซ ์ล ิค ว ิด โค รมาโท ก ราฟ  (FPLC ) บ น ฟ ิน ิล -ซ ุป เป อ ร ์เรส  เอ ช อ า ร ์5/5 (P h en y l-Supe ro se  H R  

5/5) จ าก น ั้นซ ะโป รต ีน ท ี่จ ับ ก ับ ค อ ล ัม น ์ด ้ว ย เก รเต ีย น ท ์เส ้น ต รงข อ งแ อ ม โม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต ค วาม เข ้ม ข ้น

1 .7-0  โ ม ล า ร ์ ได ้อ ะซ ีท ิล เอส เท อ เรสม ีค วามบ ร ิส ุท ธ ิใพ ิ่มข ึ้น  59 .2  เท่า แล ะเห ล ือแ อค ต ิว ิต ีอ ย ู่ 11.1 

เปอร ์เซ ็นต ์

E g an a  แ ล ะค ณ ะ  (1996) ท ำอะซ ีท ิล เอส เท อ เรสจาก  Pén ic illium  pu rpu rogenum  ให ้ 

บ ร ิส ุท ธ ึ๋โด ยก ารก รอ งผ ่าน เย ื่อ เล ือ ก ผ ่าน  (P il l ic o n  P T G C  m e m b ran e ) โดยก ัก โป รต ีน ท ี่ม ีน ํ้าห น ์ก  

โม เล ก ุล ม าก ก ว ่า  1 0 , 0 0 0  ด าล ด ัน  ต าม ด ้วย ก ารต ก ต ะก อ น โป รต ีน ด ้ว ย แ อ ม โม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต ค วาม  

เข ้มข ้น  4 0 -9 0  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ จากน ั้นท ำโครมาโท กราฟ บนไบโอ -เจล  พ ี3 0 0  (B io -g e l P 3 0 0 )  พบ 

โป รต ีน  2 ชน ิด  ท ี่ม ีแอค ต ิว ิต ีของอะช ีท ิล เอส เท อ เรส  ค ือ A X E  I และ A X E  II โดยนำโปรต ีนท ี่ได ้ท ั้ง  2 

ช น ิด น ี้ม าท ำให ้บ ร ิส ุท ธ ิ้อ ีก โด ยการท ำโค รมาโท ก ราฟ บ น ค าร ์บ อกซ ีเม ธ ิล -เซ ฟ าเด ็กซ ์ ซี- 5 0 ( C M -
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Sephadex C-50) และชะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์เล้นตรงของโซเดียมคลอไรด์ความ 
เข้มข้น 0-0 .5  โมลาร์ แล้วตามด้วยโครมาโทโฟกัสชิง (C hrom atofocusing) ได้อะซีทิลเอสเทอ 
เรส 2 ชนิด คือ AXE I และ AXE II

Dupont และคณะ (1996) ทำอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Streptom yces lividans IAF43 
ให้บริสุทธิ๋โดยตกตะกอนโปรตีนด้วย 95 เปอร์เซ็นต์ของเอทานอล ล้างตะกอนด้วยอะซีโตน และทำ 
ให้แห้งในระบบสุญญากาศ จากนั้นนำมาละลายและไดอะไลส์ใน 10 mM Tris-buffer pH 8.5  
หลังจากน ั้นนำมาแช่กับเรชินที่เป็นตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบเป็นเวลา 3 0  นาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส และกรองเรซินออกโดย Buchner funnel นำส่วนใสที่กรองได้มาไดอะไลลัโน 20 
mM Mes/NaOH buffer pH 6.0 ตามด้วยการทำไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราทีเ (HPLC) 
บนเอชอาร ์1 5 ซ ีเอ ็ม - โปรตีน (HR 15 CM-Protein) ซึ่งเป็นตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุบวก และซะ 
โปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์เล้นตรงของโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0 -1 .0  โม ล าร ์ได ้ 
โปรตีนที่มีแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส 1 ชนิด

Degrassi และคณะ (1998) ได้ทำอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Bacillus pumilus ให้บรสุทธิ้ 
โดยตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 30-70 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วยการทำโคร 
มาโทกราทีเบนทีเนิลเซฟาโรส (phenyl s e p h a r o s e  HP 16 /10) จากนั้นทำโครมาโทกราทีเบน 
เซฟาคริล เอซอาร์ 200 ได้อะซีทิลเอสเทอเรส 1 ชนิด มีความบริสุทธึ๋เพิ่มขึ้น 179.2 เท่า และมี 
แอคติวิตีเหลืออยู่ 11.2 เปอร์เซ็นต์

Blum และคณะ (1999) ศึกษาการทำอะซีทิลเอสเอทเรสให้บรสุทธี้โดยเอนไซม์นี้ได้จาก 
การโคลนยีนของราที่สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายไซแลนได้หลายชนิด O rp in o m y c e s  sp . 
strain PC-2 ซึ่งแสดงออกใน Escherichia coli นำเซลล์มาทำให้แตกด้วยการบด แล้วนำส่วน,นํ้า 
ใสมาผ่านคอลัมน์ SP Sepharose high-Performance ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยเกรเดียนท  ์
เส้นตรงของโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0-1 โมลาร์ ทำให้เข้มข้นขึ้นโดยวิธีอัลตราทีเลเตรชัน แล้ว 
ผ่านลงในคอลัมน์ TSK 3000SW  และคอลัมน์ Mono Q HR5/5 ซะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วย 
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์

Basaran และ Hang (2000) ได้ทำอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Candida guilliermondii 
สายพันธุ NRRL Y -17257 ให้บริสุทธิ'โดยตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซิโตนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซล 
เชียส นำโปรตีนไปไดอะไลส่ใน 20 มิลลิโมลาร์ ท‘รส บัฟเฟอร์ pH 7.0 ตามด้วยการทำโครมาโท
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กราทีเบน คิวเออี-เซฟาโรส ฟาสท์ โฟล์ (QAE-Sepharose fast flow) และชะโปรตีนท่ีจับกับ 
คอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์เลันตรงของโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0-0.5 โมลาร์ ตามด้วยการกรอง 
ผ่านเย่ือเลือกผ่าน (Polysulfane membrane) โดยกักโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงกว่า 30,000 
ดาลตัน พบว่าอะซีทิลเอสเทอเรสมีความบริสุทธ้ิเพ่ิมข้ึน 8.6 เท่า และเหลือแอคติวิตีของเอนไซม์อยู่
31.2 เปอร์เซ็นต์

Aitaner และคณะ (2003) ได้ทำอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Aspergillus niger ให้บริสุทธ้ิ 
โดยการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วยการทำ 
โครมาโทกราทีเบนคอลัมน์แลกเปล่ียนอิออนลบ Uno Q ซะโปรตีนออกจากคอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์ 
เลันตรงของโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0-1.0 โมลาร์ และตามด้วยคอลัมน์ Phenyl-superose 
HR5V5 ซะโปรตีนด้วยเกรเตียนท์เลันตรงของแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 1.7-0 โมลาร์ ได้ 
โปรตีนท่ีมีความบริสุทธ๋ึจนถึงระดับ homogeneity โดยมีความบริสุทธ้ิเพ่ิมข้ึน 27 เท่า

M ukhopadhyay และคณะ (2003) ได้ทำอะซีทิลเอสเทอเรสจาก T erm ito m yces  
c l y p e a t u s  ให้บริสุทธ้ิโดยตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟ ต เข้มข้น 30-70 เปอร์เซ็นต์ นำ 
โปรตีนที่ได้มาผ่านคอลัมน์ Bio-Gel P-200 พบโปรตีนที่มีแอคติวิตีฃองอะซีทิลเอสเทอเรส 2 ช่วง 
คือ โปรตีนที่มีนํ้าหนักโมเลกุลสูงให้ชื่อว่า HMM (high molecular mass) และ'โปรตีน,ท่ีมี'นาหนัก 
โมเลกุลตํ่าให ้ชื่อว่า LMM (Low molecular mass) จากนั้นนำโปรตีนทั้งสองมาทำให้บริสทุธ้ิต่อไป 
โดยทำอะซีทิลเอสเทอเรสในส่วน LMM ให้บริสุทธิโดยนำมาผ่าน CM -Sepharose (CL-4B) ชะ 
โปรตีนด้วยเกรเตียนท์เลันตรงของโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0-0.2 โมลาร ์ จากน้ันทำ HPLC โดยใช้ 
คอลัมน์ Ultrapac TSKG 2000 รพ  ซึ่งเป็นเจลทีเลเตรชัน ได้อะซีทิลเอสเทอเรสที่มีความบริสุทธ 
เพิ่มขึ้น 60.1 เท่า และคงเหลือแอคติวิตีอยู่ 6 เปอร์เซ็นต์ สำหรับอะซีทิลเอสเทอเรสในส่วน HWW 
ทำ'ให้บริสุท ธ ิ้ โดย HPLC โดยใช้คอลัมน์ Protein Pak 300 รพ  ตามด้วยการทำโครมาโทกราทีเ 
บนคอลัมน์แลกเปลี่ยนอิออนลบ D E A E -se p h a d e x  ชะโปรตีนออกจากคอลัมน์ด้วยเกรเตียนม  ์
ของโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.1-0.2 โมลาร์ และ 1 โมลาร์ แล้วตามด้วย phenyl sepharose 
CL-4B ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ออกด้วยเกรเดียนท์ของโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0-2 โมลาร์ 
จากนันทำ affinity chromatography บน Con A-sepharose ชะโปรตีนออกด้วยเกรเดียนท์ของ 
แอลฟา-เมธิลแมนโนไซด์ (Ot-methyl ทาannoside) ความเข้มข้น 0-1 โมลาร์ เพื่อแยกอะซีทิลเอส 
เทอเรสออกจากเซลโลไบเอส (cellobiase) ได้อะชีทิลเอสเทอเรสที่มีความบริสุทธิ้เพิ่มขึ้น 5.37 เท่า
และเหลือแอคติวิตีอยู่ 10.13 เปอร์เซ็นต์
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ได้มีรายงานการหานำหนักโมเลกุลของอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์ต่าง ๆ ท่ี ผ่านการ 
ทำให้บริสุทธึ๋แล้ว พบว่ามีขนาดแตกต่างกัน และยังประกอบด้วยจำนวนหน่วยย่อยต่าง ๆ กัน ดัง 
แสดงในตารางที่ 2.2

2 . 6  น ํ้า ห น ัก โ ม เ ล ก ุล ข อ ง อ ะ ? ท ิล เ อ ส เ ท อ เ ร ส

ตารางที่ 2.2 นำหนักโมเลกุลของอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์สายพันธ์ต่าง ๆ

สายพันธุจุลินทรีย์

น้ําหนัก 
โมเลกุล 
(ดาลดัน) 

(เจลฟิลเตร 
ชัน)

จำนวนหน่วยย่อย 
และ'น้ําหนัก'โมเลกุล 

(ดาลดัน)
เอกสารอ้างอิง

Aspergillus awamori - 50,000 Sundberg และคณะ, 1990
Aspergillus niger - 30,480 Kormelink และคณะ, 1993
Aspergillus oryzae - 30,000 Tenkanen และคณะ, 1991
Bacillus pumilus PS213 190,000 4 หรือ 5 หน่วยย่อย Degrassi และคณะ, 1998

40,000

Butyrivibrio fibrisolvens - 66,000 Lanz และ Williams, 1973

Candida guilliermondii 65,000 67,000 Basaran และ Hang, 2000
Fibrobacter succinogenes - 55,000 McDermid และคณะ, 1990
S85

Orpinomyces sp. strain PC-2 39,000 40,000 Blum และคณะ, 1999

Pénicillium purpurogenum
AXE I - 48,000 Egana และคณะ, 1996
AXE II - 23,000

Schizophyllum commune 18,000 31,000 Halgasova และคณะ, 1994
Streptomyces lividans IAF43 - 34,000 Dupont และคณะ, 1996
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ตารางท ี่ 2.2 (ต่อ)

สายพันธุจุลินทรีย์

น้ําหนัก 
โมเลกุล 
(ดาลตัน) 

(เจลหิเลเตร 
ชัน)

จำนวนหน่วยย่อย 
และนํ้าหนักโมเลกุล 

(ดาลตัน)
เอกสารอ้างอิง

Thermoanaerobacterium sp. 
JW/SL-YS485

AXE 1 195,000 6 หน่วยย่อย 32,000 Shao และ Wiegel, 1995
AXE II 106,000 4 หน่วยย่อย 26,000

Thermomonospora fusca - 2 หน่วยย่อย 40,000 Bachmann และ McCarthy, 
1991

Trichoderma reesei
AXE 1 20,000 34,000 รนกdberg และ Poutanen,
AXE II 20,000 34,000 1991

Trichoderma reesei 67,000 2 หน่วยย่อย 45,000 Poutanen และ Sundberg, 
1988
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2.7.1 อุณหภูมิและความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการทำงานของอะชีทิลเอสเทอเรส

อะชีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์ต่าง ๆ มีสมบัติในแง่ของอุณหภูมิและความเป็นกรด 
ด่างที่เหมาะสมต่อการทำงานแตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 2.3

ตารางที่ 2.3 อุณหภูมิและความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก 
จุสิน'ทรีย์ต่าง ๆ

2 . 7  ส ม บ ัต ิข อ ง อ ะ ร ั๊เ ท ิล เ อ ส เ ท อ เ ร ส

สายพันธุจุสินทรีย์
อะซีทิล 
เอสเทอ 

เรส

ภาวะที่เหมาะลม
เอกสารอ้างอิงอุณหภูม ิ

(° ช)
ความเป็น 
กรดด่าง

Aspergillus aculeatus 40 5.5 Leeuwen และคณะ, 1992

Aspergillus awamori 60-75 5.5-6.0 Sundberg และคณะ,1990

Aspergillus niger 50 5.5-6.0 Kormelink และคณะ, 1993

Bacillus pumilus PS213 55 8.0 Degrassi และคณะ, 1998

Caldocellum saccharolyticum 70-75 6.0 Luthi และคณะ, 1990

Candida guilliermondii 50-60 7.5 Basaran และ Hang, 2000

Clostridium cellulovorans 50 6.0 Kosugi และคณะ, 2002

Fibrobacter succinogenes 45 7.0 McDermid และคณะ, 1990

Fusarium oxysporum 55 6.5 Christakopoulos และคณะ
,1999

Orpinomyces sp. strain PC-2 30 9.0 Blum และคณะ, 1999
Pénicillium purpurogenum AXE I 50 5.3 Egana และคณะ, 1996

AXE II 55-60 5.5-6.0
Rhodotorula mucilaginosa - 8.0-10.0 Lee และคณะ, 1987

Schizophyllum commune 30-45 7.7 Halgasova และคณะ, 1994

ฬ§สอุดกสืฯ4 ฝาฟ้กงานวิทยทรัพยากร 
ธุฬาสิงก!!«มหาวิทยาลัย



22

ตารางท ี่ 2.3 (ต่อ)

อะซีทิล ภาวะที่เหมาะสม
สายพันธุจุลินทรีย์ เอสเทอ 

เรส
อณหภมิ ความเป็น 

กรดด่าง
เอกสารอ้างอิง

Streptomyces flavogriseus 50 6.0 Linden และคณะ, 1994

Streptomyces lividans IAF-43 70 7.5 Dupont และคณะ, 1996
Streptomyces
olivochromigenes

50 6.0 Linden และคณะ, 1994

Termitomyces clypeatus 45 6.5 Mukhopadhyay และคณะ, 
2003

Thermoanaerobacterium sp. AXE 1 80 7.0 Shao และ Wiegel, 1995
SW/SL-YS485 AXE II 84 7.5
Trichoderma reesei 50 5.5 Poutanen และ Sundberg, 

1988

Trichoderma reesei AXE 1 60-65 5.0-6.0 Sundberg และ Poutanen,
AXE II 60-65 5.0-6.0 1991
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อะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์ต่าง ๆ มีความเสถียรต่ออุณหภูมิและความเป็นกรด 
ด่างแตกต่างกัน ดังแสดงตัวอย่างในตารางที่ 2.4

ตารางที่ 2.4 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์ต่าง ๆ ต่ออุณหภูมิและความเป็น 
กรดด่าง

2.7.2 ความเสถ ียรต ่ออ ุณ หภ ูม ิและความเป ็นกรดด ่างของอะซ ีท ิลเอสเทอเรส

สายพันธุจุลินทรีย์
อะซีทิล 
เอสเทอ 

เรส

ความเสถียรต่อ
เอกสารอ้างอิงอุณหภูมิสูง 

ถึง (° ช)
ความเป็น 
กรดด่าง

Aspergillus awamori 50 (1 hr) 7.0-9.0 Koseki และคณะ, 2005

Aspergillus niger 50-55 (2 hr) 3.0-8.0 Kormelink และคณะ, 1993

Bacillus pumilus 50 (า hr) 8.0-9.5 Degrassi และคณะ, 1998

Candida guilliermondii 60 5.8-8.0 Basaran และ Hang, 2000

Clostridium cellulovorans 30 (12 hr) 3.0-7.0 Kosugi และคณะ, 2002

Pénicillium purpurogenum AXE ! 42 (1 hr) 4.0-8.0 Egana และคณะ, 1996
AXE II 65 (1 hr) 4.0-8.0

Schizophyllum commune 30 (30 min) 6.2-8.5 Halgasova และคณะ, 1994

Streptomyces lividans 72 (15 min) - Dupont และคณะ, 1996

Termitomyces clypeatus 35 - Mukhopadhyay และคณะ,
2003

Thermoanaerobacterium AXE 1 70 7.0 Shao และ Wiegel, 1995
sp. JW/SL-YS485 AXE II 70 6.0-8.0

Trichoderma reesei 50 4.0-5.0 Poutanen และ Sundberg,
1988

Trichoderma reesei AXE 1 75 (1 hr) 3.0-7.0 Sundberg และ Poutanen,
AXE II 60 (24 hr) 3.0-7.0 1991



24

โดยท่ัวไปอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์ต่าง  ๆ มีสับสเตรทเป็นไซแลนและไซโลโอลิ 
โกเมอร์ท่ีมีหมู่อะซีทิลเป็นหมู่ข้างเคียง แต่ไซแลนจากพ ืช ต่างช น ิด กันก็มีองค์ประกอบแตกต่างกัน 
โดยเฉพาะมีความแปรผันของหมู่อะซีทิลและตำแหน่งท่ีเกาะกับสายหลักด้วย รวมท้ังความยาว
ของสายสับสเตรทก็มีผลต่อการทำงานของเอนไซม์ ดังน้ันอะซีทิลเอสเทอเรสจึงมีความจำเพาะต่อ 
ไซแลนและไซโลโอลิโกเมอร์แตกต่างกัน ย่ิงกว่าน้ันแหล่งของอะซีทิลเอสเทอเรสก็อาจมีผลทำให้
เกิดความหลากหลายของความจำเพาะต่อชนิดของสับสเตรทเช่นกัน ดังแสดงในตารางท่ี 2.5

Kormelink และคณะ (1993) รายงานว่าปริมาณหมู่อะซีทิลในไซแลนมีผลต่อการ 
ทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรสจาก Trichoderm a r e e se i  โดยเอนไซม์มีแอคติวิตีต่ําเม่ือไซแลนมี 
ปริมาณหมู่อะซีทิลมากกว่า 1.4 เปอร์เซ็นต์

2.7.3 ความจำเพาะต ่อส ับสเตรทของอะซ ีท ิลเอสเทอเรส

อะซึทิลเอสเทอเรสจาก Trichoderm a re e s e i  ม ีความจำเพาะต่อ acety lated  
xylobiose สูงและสามารถสลายหมู่อะซีทิลออกจากสายหลักของไซโลโอลิโกเมอร์ได้บางส่วน แต่ 
ไม่สามารถสลายหมู่อะซีทิลจากสับสเตรทที่เป็นพอลิเมอร์ขนาดใหญ่ได้ โดยอะซีทิลเอสเทอเรส
ต้องอาศัยการทำงานร่วมกันกับแอคติวิตีฃองไซแลเนสจึงจะสามารถย่อยได้ ( P 0 บ ta ทe ท และ 
รนกdberg, 1988) แต่อะซีทิลเอสเทอเรสจาก Schizophyllum commune ลามารถดึงหม่อะซีทิล 
จาก acety la ted  xylan ได้อย่างรวดเร็วโดยไม่ต้องอาศัยการทำงานของไซแลเนส (H algasova  
และคณะ, 1994)

อะชีทิลเอสเทอเรสจาก Pénicillium purpurogen um  มีความจำเพาะต่อสับสเตรท 
หลายชนิด โดยมีความจำเพาะต่อ OC-naphthyl acetate สูงมาก แต่ม ีความจำเพาะตํ่าใน xylose 
tetra-acetate, acetylated xylan และ steam exploded hemicellulose ซึงความสามารถของ 
เอนไซม์ในการย่อยนี้ขึ้นอยู่กับความยาวของสายหลัก โดยเมื่อความยาวของสายสับสเตรทเพิ่มขึ้น 
ความสามารถในการย่อยหมู่อะซีทิลจะลดลง (Egana และคณะ, 1996)

นอกจากนี้ยังพบว่าอะชีทิลเอสเทอเรสจากจุลินทรีย์ต่าง ๆ ม ีค ่าความจำเพาะต่อ
สับสเตรทแตกต่างกันไปเมื่อใช้ p-nitrophenyl acetate และ OC-naphthyl acetate เป็นสับสเตรท 
สังเคราะห์ ดังแสดงในตารางที่ 2.6
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ตารางท ี่ 2.5 แอคต ิว ิต ีจำเพาะของอะซ ีท ิลเอสเทอเรลต ่อส ับสเตรทต ่าง ๆ

สายพันธุ้จุลิ,นทรีย์ ชนิดของสับสเตรท

แอคติวต 
จำเพาะ 

(หน่วยต่อ 
มิลลิกรัม 
โปรตีน)

เอกสารอ้างอิง

Aspergillus niger Birchwood xylan 32.3 Kormelink และคณะ,
p-nitrophenyl acetate 31.0 1993

Bacillus pumilus Acetylated xylan 40.97 Degrassi และคณะ,
Xylose tetraacetate 37.16 1998
p-nitrophenyl acetate 32.0
OC-naphthyl acetate 118.8

Fibrobacter Acetylated xylan 8.63 McDermid และคณะ,
succinogenes Lachwood xylan <0.01 1990
Pénicillium Egana และคณะ, 1996
purpurogenum

AXE 1 Acetylated oat spelts xylan 2.85
Birchwood hemicellulose 3.87
OC-naphthyl acetate 24.2

AXE II Acetylated oat spelts xylan 0.67
Birchwood hemicellulose 0.824
OC-naphthyl acetate 7.72

Schizophyllum Acetylated xylan 23 Halgasova และคณะ,
commune p-nitrophenyl acetate 59.2 1994
Streptomyces lividans Acetylated birchwood xylans 715 Dupont และคณะ, 1996

Acetylated oat spelt xylans 890
Termitomyces Acetylated xylan 74 Mukhopadhyay และ
clypeatus p-nitrophenyl acetate 80 คณะ, 2003

OC-naphthyl acetate 0.80
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ตารางท่ี 2.6 ค่า Km และ vmax ของอะซีทิลเอสเทอเรสต่อ p-nitrophenyl acetate (NPA) และ ot- 
naphthyl acetate (NA)

สายพันธุจุลินทรีย์ สับสเตรท 
สังเคราะห์

Km
(มิลลิโม 

ลาร์)

Vmax

(ไมโครโมลต่อ 
นาทีต่อ 
มิลลิกรัม 
โปรตีน)

เอกสารอ้างอิง

Orpinomyces sp. PC-2 NPA 0.90 785 Blum และคณะ, 1999
Fusarium oxysporum NPA 0.25 0.65 Christakopoulos และ 

คณะ, 1999
Termitomyces clypeatus NPA 0.36 83.33 Mukhopadhyay และ 

คณะ, 2003
Aspergillus awamori NA 1.43 0.11 Koseki และคณะ, 2005
Bacillus pumilus NA 1.54 360 Degrassi และคณะ, 

1998
Candida guilliermondii NA 2.63 213.3 Basaran และ Hang, 

2000
Fibrobacter succinogenes 

S85
NA 2.70 - McDermid และคณะ, 

1990
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อิออนของโลหะหลายชนิดมีผลในการยับย้ังการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุ 
ลินทรีย์ต่าง  ๆ แตกต่างกัน โดยความสามารถในการยับย้ังข้ึนกับชนิดและปริมาณของอิออนโลหะ 
น้ัน เซ่น ตะก่ัว (Pb2+) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ สามารถยับย้ังการทำงานของอะชีทิลเอสเทอเรส 
จาก A spergillus n iger  ได้'อย่างรุนแรง (Kormelink และคณะ, 1993) อะซีทิลเอสเทอเรสจาก 
Schizophyllum commune ถูกยับย้ังการทำงานด้วยอิออนของทองแดง (<วน2+) และเหล็ก (Fe2+) 
ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ แมงกานีส (Mn2+) และ สังกะสี (Zn2+) ท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 
และท่ี 10 มิลลิโมลารี ของแคลเซียม (Ca2+) และ โคบอลต์ (Co2+) (Halgasova และคณะ, 1994) 
อะซีทิลเอสเทอเรสจาก Bacillus pum ilus ถูกยับย้ังการทำงานด้วย 10 มิลลิโมลารี ของ Fe2+, 
Cu2+, Zn2+1 Mn2+, Co2+,Ca2+ และ Ag2+ (Degrassi และคณะ, 1998) อะซีทิลเอสเทอเรสจาก 
Candida guilliermondii NRRL Y-17257 ถูกยับย้ังการทำงานด้วย 10 มิลลิโมลารี ของ Cu2+ และ 
Ag2+ ซ่ึงสูญเสียแอคติวิตี 50 และ 25 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ และสูญเสียแอคติวิตี 70 เปอร์เซ็นต์ 
เม่ือมี 100 มิลลิ'โมลา รี'ของ EDTA (Basaran และ Flang, 2000)

นอกจากน้ียังพบว่าสารดัดแปลงกรดอะมิโนบางชนิดยับย้ังการทำงานของอะซีทิลเอส 
เทอเรส เซ่น phenylmethylsulfonyl fluoride สามารถยับย้ังการทำงานของอะซีทิลเอลเทอเรส 
จาก Trichoderma reesei (Margolles-Clark และคณะ, 1996)

ตามท่ีได้กล่าวมาแล้วข้างต้น พบว่ามีรายงานการศึกษาอะซีทิลเอสเทอเรสจากจุลิน 
ทรีย์ต่าง  ๆ แต่มีรายงานค่อนข้างน้อยมากจาก Streptom yces ในปี พ.ศ. 2539 Streptom yces  
sp. PC22 เป็นจุลินทรีย์ท่ีแยกได้จากแหล่งดินในประเทศไทย ซ่ึงสามารถเจริญ'ได้ดีท่ีอุณหภูมิสูงถึง 
45 องศาเซลเซียส ท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 9.0 และมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตไชแลเนสเม่ือ 
เจริญโดยมีแหล่งคาร์บอนเป็นไซแลน หรือวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรท่ีมีไซแลนเป็นองค์ประกอบ 
เซ่น กากเมล็ดฝืาย (บทgchaithum และ Pinphanichakarn, 1998) และจากการสีกษาสมบัติของ 
ไซแลเนสท่ีผ่านการทำให้บริสุทธ้ิพบว่าเช้ือน้ีสร้างไซแลเนสได้ 2 ชนิด โดยท้ังคู่มีอุณหภูมิท่ีเหมาะ 
สมในการทำงานท่ี 60 องศาเซลเซียส และทนค่าความเป็นกรดด่างได้ในช่วงกว้างต้ังแต่ 5.0-9.0 
(Wateewuthajarn และ Pinphanichakarn, 2000, และ Raungtaep และคณะ, 2002) และมี 
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายหมู่ข้างเคียง คือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนทิเวราโนสิเดส 
ศึกษา'โดย'วิซุตา เหล่าเรืองธนา (2547) และอะซีทิลเอสเทอเรส ศึกษาโดยเวฬุรีย์ ทองคำ (2547)

2.7.4 สารย ับย ั้งการทำงานของอะซ ีท ิลเอสเทอเรส
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พบว่าเช้ือน้ีสามารถผลิตอะซีทิลเอสเทอเรสได้สูงถึง 0.31 หน่วยต่อมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงในภาวะท่ี 
เหมาะสม และยังได้ศึกษาสมปติเบ้ืองต้นของอะซีทิลเอสเทอเรสน้ีท่ียังไม่ได้ผ่านการทำให้ปริสุทธ้ิ 
พบว่ามีค่าความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทำงาน คือ 6.5 และ 60 องศา 
เซลเซียส ตามลำดับ เอนไซม์มีความเสถียรต่อความเป็นกรดด่างในช่วงกว้าง คือ 4.0-9.0 ซ่ึงมี 
ความเป็นไปได้ท่ีจะนำมาใช้ประโยชน์ทางอุตสาหกรรม

ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมีจุดมุ่งหมายท่ีจะทำอะซีทิลเอสเทอเรสจาก S tre p to m y c e s  sp . 
P C 2 2  ให้บริสุทธ และศึกษาสมบัติของเอนไซม์บริส ุทธ๋ึท่ี1ใต้ รวมท้ังนำเอนไซม์บริสุทธ้ิไปศึกษาการ 
ทำงานร่วมกันกับไซแลเนสและบีตา-ไซโลสิเดส เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายไซแลนให้สูง 
ย่ิงช้ืน
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