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°“√»÷°…“º≈¢Õß°“√‡µ‘¡‚ª√µ’π·≈–°√¥Õ–¡‘‚π∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπµà“ßÊ µàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡å‰´≈“‡π ∑π¥à“ß

®“° alkaliphilic Bacillus firmus K-1 æ∫«à“‰´≈“‡π ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.148 ¡°. ‚ª√µ’πµàÕ ¡≈. ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 55 °´ æ’‡Õ™

10.0 ¡’§à“§√÷Ëß™’«‘µ (half-life) ‡∑à“°—∫ 3 ™—Ë«‚¡ß ‡¡◊ËÕ‡µ‘¡ bovine serum albumin (BSA) §«“¡‡¢â¡¢âπ√–À«à“ß√âÕ¬≈– 0.5

∂÷ß 2.0 (w/v) ≈ß„π‡Õπ‰´¡å™à«¬„Àâ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π ‡æ‘Ë¡¢÷Èπµ“¡§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß BSA ‚¥¬ BSA ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ

√âÕ¬≈– 2.0 (w/v) „Àâ§à“§√÷Ëß™’«‘µ Ÿß ÿ¥‡∑à“°—∫ 9.8 ™—Ë«‚¡ß ‡¡◊ËÕ»÷°…“º≈¢Õß‡§´’π„π™à«ß§«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 0.5 ∂÷ß 2.0

(w/v) ·≈–‰°≈´’π„π™à«ß§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.5 ∂÷ß 1.5 ‚¡≈“√å µàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π  æ∫«à“ ·¡â«à“∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπµà“ßÊ

∑”„Àâ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ Õ¬à“ß‰√°Áµ“¡‡¡◊ËÕ§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß‡§´’π·≈–‰°≈´’π‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ‡ ∂’¬√¿“æµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘

¢Õß‡Õπ‰´¡å≈¥≈ß ‚¥¬‡§´’π·≈–‰°≈´’π∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 0.5 (w/v) ·≈– 0.5 ‚¡≈“√å „Àâ§à“§√÷Ëß™’«‘µ Ÿß ÿ¥‡∑à“°—∫ 8

·≈– 7 ™—Ë«‚¡ß µ“¡≈”¥—∫

§” ”§—≠ : alkaliphilic Bacillus firmus / ‰´≈“‡π ∑π¥à“ß / ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π µàÕ§«“¡√âÕπ

º≈¢Õß‚ª√µ’π·≈–‰°≈ ’́πµàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π ∑π¥à“ß

®“° alkaliphilic Bacillus firmus K-1 µàÕ§«“¡√âÕπ
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Effect of the addition of various concentrations of proteins and amino acid on the thermal stability of

the alkaline xylanase from alkaliphilic Bacillus firmus K-1 was studied. The enzyme at the concentration of

0.148 mg protein/ml gave the half-life of 3 h under the condition of 55 °C, pH 10. It was found that

increasing bovine serum albumin (BSA) in the range of 0.5-2.0% (w/v) increased thermal stability of the

enzyme. Whereas BSA at the concentration of 2.0% (w/v) gave the highest half-live of 9.8 h. On the other

hand, although the addition of casein and glycine in the range of concentrations of 0.5-2.0% (w/v) and 0.5-

1.5 M, respectively, increased the stability of xylanase. However, thermal stability of the enzyme decreased

when the concentrations of casein and glycine increased. Casein and glycine at the concentrations of 0.5%

(w/v) and 0.5 M gave the longest half-life at 8 and 7 h, respectively.

Keywords : Alkaliphilic Bacillus firmus / Alkaline Xylanase / Thermal Stability of Xylanase
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1. ∫∑π”
‰´≈“‡π ‡ªìπ‡Õπ‰´¡å∑’Ë¡’∫∑∫“∑ ”§—≠„π°“√¬àÕ¬

‰´·≈π ®—¥Õ¬Ÿà„π°≈ÿà¡‡Õπ‰´¡å glycosyl hydrolase ‚¥¬¡’

·∫§∑’‡√’¬·≈–‡™◊ÈÕ√“‡ªìπ·À≈àßº≈‘µ∑’Ë ”§—≠ [1] ‰´≈“‡π 

 “¡“√∂π”‰ªª√–¬ÿ°µå„™â‰¥âÀ≈“¬Õ¬à“ß ‡™àπ Õÿµ “À°√√¡

‡¬◊ËÕ·≈–°√–¥“… ‚¥¬„™â„π¢—ÈπµÕπ°àÕπ°“√øÕ° ’‡¬◊ËÕ

°√–¥“… [2] °“√ª√–¬ÿ°µå„™â„πÕÿµ “À°√√¡º≈‘µÕ“À“√ —µ«å

[3] Õÿµ “À°√√¡º≈‘µ¢π¡ªíß [4] ·≈–Õÿµ “À°√√¡‡§√◊ËÕß

¥◊Ë¡ [5] °“√π”‰´≈“‡π ‰ªª√–¬ÿ°µå„™â„π°√–∫«π°“√∑“ß

Õÿµ “À°√√¡®”‡ªìπµâÕß§”π÷ß∂÷ß§«“¡§ß∑πµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘

 Ÿß¢Õß‡Õπ‰´¡å ‡æ◊ËÕ°àÕ„Àâ‡°‘¥ª√– ‘∑∏‘¿“æ·≈–¬◊¥Õ“¬ÿ°“√

∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å

Ratanakhanokchai ·≈–§≥– [6] √“¬ß“π«à“

alkaliphilic Bacillus firmus K-1 (™◊ËÕ‡¥‘¡ Bacillus sp.

K-1) º≈‘µ‰´≈“‡π ∑π¥à“ß∑’Ëª√“»®“°‡´≈≈Ÿ‡≈  ́ ÷Ëß “¡“√∂

¬àÕ¬ “√ª√–°Õ∫‰´·≈π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë‰¡à≈–≈“¬πÈ” ‰´·≈π„π

«— ¥ÿ‡À≈◊Õ∑‘Èß∑“ß°“√‡°…µ√ ‡™àπ ‡ª≈◊Õ°¢â“«‚æ¥ ø“ß¢â“«

·≈–™“πÕâÕ¬ ·≈–‰´·≈π„π‡¬◊ËÕ°√–¥“…®“°™“πÕâÕ¬

¬Ÿ§“≈‘ªµ—  ·≈– π [7] ‚¥¬‰¡àµâÕßºà“π¢—ÈπµÕπ°“√ª√—∫ ¿“æ

¥â«¬§«“¡√âÕπ ∑”„Àâ¡’§«“¡‡ªìπ‰ª‰¥â∑’Ë®–π”‰ªª√–¬ÿ°µå

„™â„πÕÿµ “À°√√¡ Õ¬à“ß‰√°Áµ“¡‰´≈“‡π ∑’Ëº≈‘µ®“°

Bacillus firmus K-1 ‰¡à “¡“√∂∑πµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß‰¥âπ“π

´÷Ëß‡ªìπ¢âÕ®”°—¥∑’Ë§«√‰¥â√—∫°“√æ—≤π“„Àâ¡’»—°¬¿“æ Ÿß¢÷Èπ

®“°°“√∑’Ë«‘∏’°“√ª√—∫ª√ÿß‡ ∂’¬√¿“æµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß¢Õß

‡Õπ‰´¡å¥â«¬°“√‡µ‘¡ “√‡§¡’µà“ßÊ ¡’¢—ÈπµÕπ„π°“√∑¥≈Õß

∑’Ë‰¡à´—∫´âÕπ ·≈–‰¡àµâÕßÕ“»—¬§«“¡‡™’Ë¬«™“≠‡©æ“–¥â“π

„π√–¥—∫ Ÿß  “¡“√∂ª√–‡¡‘πº≈‡æ◊ËÕπ”‰ªª√–¬ÿ°µå„™â„π

√–¥—∫∑’Ë¬Õ¡√—∫‰¥â ®÷ßπ”‰ª Ÿà·π«§«“¡§‘¥„π°“√»÷°…“«‘®—¬

‚¥¬ß“π«‘®—¬§√—Èßπ’È‰¥â‡≈◊Õ°‚ª√µ’π·≈–°√¥Õ–¡‘‚π ‡æ◊ËÕ

ª√—∫ª√ÿß„Àâ‰´≈“‡π ¡’‡ ∂’¬√¿“æµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ́ ÷Ëß

®–‡ªìπª√–‚¬™πå„π°“√π”‰ªª√–¬ÿ°µå„™â„πÕÿµ “À°√√¡∑’Ë

‡À¡“– ¡µàÕ‰ª

2. Õÿª°√≥å·≈–«‘∏’¥”‡π‘π°“√∑¥≈Õß
2.1 ·À≈àß¢Õß®ÿ≈‘π∑√’¬å

Bacillus firmus K-1 ·¬°‰¥â®“°√–∫∫∫”∫—¥πÈ”

‡ ’¬¢Õß‚√ßß“π°√–¥“…∫“ßª–Õ‘π ®—ßÀ«—¥æ√–π§√»√’Õ¬ÿ∏¬“

∑’Ë¡’ø“ß¢â“«‡ªìπ«—µ∂ÿ¥‘∫ [6]

2.2 °“√º≈‘µ‡Õπ‰´¡å
‡µ√’¬¡Õ“À“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ‚¥¬„™â Berg's min-

eral medium [8] ∑’Ë¡’ Ÿµ√¥—ßπ’È §◊Õ NaNO3 0.2 °√—¡

K2HP04 0.05 °√—¡ MgSO4.7H2O 0.02 °√—¡ MnSO4.H2O

0.002 °√—¡ CaCl2.2H2O 0.002 °√—¡ ·≈– FeSO4.7H2O

0.002 °√—¡ „ππÈ”°≈—Ëπ 100 ¡≈. ‚¥¬¡’‡ª≈◊Õ°¢â“«‚æ¥ 1.0

°√—¡µàÕ 100 ¡≈. ‡ªìπ·À≈àß§“√å∫Õπ [9] ¶à“‡™◊ÈÕ¥â«¬À¡âÕ

π÷Ëß§«“¡¥—π‰Õ ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 121 °´ §«“¡¥—π 15 ªÕπ¥å

µàÕµ“√“ßπ‘È« π“π 15 π“∑’ √Õ„Àâ‡¬Áπ ª√—∫æ’‡Õ™„Àâ‡ªìπ 10.5

¥â«¬ Na2CO3 §«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 10 (w/v) ®“°π—Èπ∂à“¬

‡™◊ÈÕ Bacillus firmus K-1 √âÕ¬≈– 2 (v/v) ·≈â«π”‰ª

‡¢¬à“„πµŸâ∫à¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37 °´ §«“¡‡√Á« 250 √Õ∫µàÕπ“∑’

‡ªìπ‡«≈“ 60 ™—Ë«‚¡ß À≈—ß®“°π—Èππ”‰ªªíòπ‡À«’Ë¬ß∑’Ë§«“¡‡√Á«

10,000 √Õ∫µàÕπ“∑’  ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 4 °´ ‡ªìπ‡«≈“ 10 π“∑’

 “√≈–≈“¬ à«π„ ∑’Ë‰¥â (supernatant) ‡ªìπ crude enzyme

‡°Á∫‰«â„™â„π°“√∑¥≈Õß¢—ÈπµàÕ‰ª

2.3 °“√µ√«®«—¥°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡å
∑”°“√µ√«®«—¥°‘®°√√¡¢Õß‰´≈“‡π ‚¥¬‡µ‘¡

µ—«Õ¬à“ß‡Õπ‰´¡å 0.1 ¡≈. ≈ß„π oat spelt xylan (Sigma-

Aldrich Inc.) √âÕ¬≈– 1 (w/v) „π Tris-HCl ∫—ø‡øÕ√å

§«“¡‡¢â¡¢âπ 10 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 7 ª√‘¡“µ√ 0.5 ¡≈.

∫à¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 °´ π“π 10 π“∑’ ·≈â«µ√«®«—¥ª√‘¡“≥

πÈ”µ“≈√’¥‘«´å∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ¥â«¬«‘∏’¢Õß Miller [10]  ·≈–„™â

D-xylose (Merck KGaA) ‡ªìπ “√¡“µ√∞“π

Àπ÷Ëß¬Ÿπ‘µ (U) ¢Õß‡Õπ‰´¡å‰´≈“‡π  À¡“¬∂÷ß

ª√‘¡“≥¢Õß‡Õπ‰´¡å∑’Ë¬àÕ¬ —∫ ‡µ√∑ ‚¥¬„Àâº≈‘µ¿—≥±å§‘¥

‡∑’¬∫‡∑à“‡ªìππÈ”µ“≈‰´‚≈  1 ‰¡‚§√‚¡≈µàÕπ“∑’ ¿“¬„µâ

 ¿“«–∑’Ë∑¥ Õ∫

2.4 °“√«‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥‚ª√µ’π
µ√«®«—¥ª√‘¡“≥‚ª√µ’π„π “√≈–≈“¬µ—«Õ¬à“ß

µ“¡«‘∏’¢Õß Lowry ·≈–§≥– [11] ·≈–„™â “√≈–≈“¬

bovine serum albumin (Sigma-Aldrich Inc.) ‡ªìπ

 “√¡“µ√∞“π
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2.5 °“√µ√«® Õ∫‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡å
µàÕ§«“¡√âÕπ
∫à¡ crude xylanase §«“¡‡¢â¡¢âπµà“ßÊ À√◊Õ

crude xylanase ∑’Ë‡µ‘¡‚ª√µ’πÀ√◊Õ°√¥Õ–¡‘‚π ‚¥¬§«“¡

‡¢â¡¢âπ∑’Ë„™â‡ªìπ§«“¡‡¢â¡¢âπ ÿ¥∑â“¬„π “√≈–≈“¬µ—«Õ¬à“ß

∑’Ëæ’‡Õ™ 10 (carbonate-bicarbonate buffer §«“¡‡¢â¡

¢âπ 50 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å) Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 À√◊Õ 55 °´ ‡°Á∫

µ—«Õ¬à“ß∑’Ë‡«≈“µà“ßÊ ·≈â«π”‰ª‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫§à“°‘®°√√¡

‰´≈“‡π ‡√‘Ë¡µâπ ‚¥¬°”Àπ¥„Àâ°‘®°√√¡¢Õß‰´≈“‡π  ‡√‘Ë¡

µâπ‡∑à“°—∫√âÕ¬≈– 100

3. º≈°“√∑¥≈Õß·≈–«‘®“√≥å
3.1 º≈¢Õß§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß crude xylanase

µàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡å
°“√ª√—∫ª√ÿß‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π µàÕ§«“¡√âÕπ

®”‡ªìπµâÕßÀ“§«“¡‡¢â¡¢âπ∑’Ë‡À¡“– ¡¢Õß‡Õπ‰´¡å°àÕπ ‡æ◊ËÕ

„™â‡ªìπ®ÿ¥Õâ“ßÕ‘ß„π°“√∑¥≈ÕßÕ◊Ëπ ®“°°“√»÷°…“º≈¢Õß

§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß crude xylanase µàÕ‡ ∂’¬√¿“æ ≥

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß ‚¥¬∫à¡ crude xylanase ∑’Ëº≈‘µ®“° alkaliphilic

Bacillus firmus K-1 ∑’Ë√–¥—∫§«“¡‡¢â¡¢âπµà“ßÊ æ∫«à“

‡¡◊ËÕ·™à crude xylanase ∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ√–À«à“ß 0.083

∂÷ß 0.189 ¡°./¡≈. ∑’Ëæ’‡Õ™ 10 Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 °´ ‡ªìπ‡«≈“ 1

3 5 ·≈– 7 ™—Ë«‚¡ß ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡å§àÕπ¢â“ß¥’

·≈–§àÕ¬Ê ≈¥≈ß‡≈Á°πâÕ¬ ®π‡À≈◊Õª√–¡“≥√âÕ¬≈– 71 ∂÷ß

79 „π™—Ë«‚¡ß∑’Ë 7 (‰¡à‰¥â· ¥ßº≈°“√∑¥≈Õß) ´÷Ëß crude

enzyme §«“¡‡¢â¡¢âπµà“ßÊ „Àâº≈∑’Ë„°≈â‡§’¬ß°—π ·µà¡’

·π«‚πâ¡«à“‡Õπ‰´¡å∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ¡“°°«à“®–¡’‡ ∂’¬√¿“æ

∑’Ë¥’°«à“

‡¡◊ËÕ‡æ‘Ë¡Õÿ≥À¿Ÿ¡‘„π°“√∫à¡‡ªìπ 55 °´ æ∫«à“

‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡å≈¥≈ß§àÕπ¢â“ß¡“°‡¡◊ËÕ‡«≈“„π°“√

∫à¡‡æ‘Ë¡¢÷Èπ (√Ÿª∑’Ë 1) Õ¬à“ß‰√°Áµ“¡ ‡¡◊ËÕ§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß

crude xylanase ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡å‡æ‘Ë¡¢÷Èπ

§àÕπ¢â“ß™—¥‡®π

√Ÿª∑’Ë 1  º≈¢Õß§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß crude xylanase µàÕ‡ ∂’¬√¿“æ ≥ Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 55 °´ æ’‡Õ™ 10.0

‡¡◊ËÕ»÷°…“º≈¢Õß§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß crude

xylanase ®“° Bacillus firmus K-1 µàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß

‡Õπ‰´¡åµàÕ§«“¡√âÕπ æ∫«à“ ‰´≈“‡π ¡’‡ ∂’¬√¿“æ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ

‡¡◊ËÕ§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß‡Õπ‰´¡å‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ‡¡◊ËÕæ‘®“√≥“∑’Ë‡«≈“ 3

™—Ë«‚¡ß °“√‡µ‘¡‰´≈“‡π ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.189 ¡°./¡≈. ¡’

§à“°‘®°√√¡‰´≈“‡π ∑’Ë‡À≈◊ÕÕ¬Ÿà Ÿß ÿ¥‡∑à“°—∫√âÕ¬≈– 68.42

¢≥–∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.083 ¡°./¡≈. ¡’§à“°‘®°√√¡∑’Ë‡À≈◊Õ

Õ¬Ÿà‡æ’¬ß√âÕ¬≈– 14.5 º≈¢Õß·π«‚πâ¡¥—ß°≈à“«Õ“®‡°‘¥
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®“°‡¡◊ËÕ‡æ‘Ë¡§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß‚ª√µ’π ∑”„Àâ§«“¡Àπ“·πàπ

¢Õß‚ª√µ’π„π√–∫∫‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ‚Õ°“ „π°“√ √â“ßæ—π∏–‡§¡’

√–À«à“ß‚ª√µ’π™π‘¥‡¥’¬«°—π·≈–µà“ß™π‘¥°—π®÷ß¡’¡“°¢÷Èπ

À“°æ—π∏–‡§¡’∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ‰¡à√∫°«π°≈‰°°“√∑”ß“π¢Õß cata-

lytic site ¢Õß‡Õπ‰´¡å ®–∑”„Àâ§«“¡·¢Áß·√ß¢Õß‡Õπ‰´¡å

‡æ‘Ë¡¢÷Èπ º≈°“√∑¥≈Õß∑’Ë‰¥â Õ¥§≈âÕß°—∫º≈ß“π«‘®—¬¢Õß

Estrada-Mondaca ·≈– Fournier [12] ∑’Ëæ∫«à“°“√‡æ‘Ë¡

§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß acethylcholinesterase ®“° 1.3 π“‚π

‚¡≈µàÕ≈‘µ√ ‡ªìπ 13 ‰¡‚§√‚¡≈µàÕ≈‘µ√  “¡“√∂‡æ‘Ë¡§à“

§√÷Ëß™’«‘µ¢Õß‡Õπ‰´¡å®“° 2 «—π‡ªìπ¡“°°«à“ 12 «—π ≥

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 20 °´ ´÷Ëß¡’ “‡Àµÿ®“°§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß‡Õπ‰´¡å

∑’Ë‡æ‘Ë¡¢÷Èπ™à«¬≈¥°“√‡°‘¥ hydrophobicity ¢Õß side chain

¢Õß°√¥Õ–¡‘‚π∑’Ë∫√‘‡«≥º‘«¢Õß‡Õπ‰´¡å∑’Ë∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—∫

º‘«¢ÕßÀ≈Õ¥∑¥≈Õß·≈– air-solvent interface

´÷Ëßº≈°“√»÷°…“π’È‡ªìπ°“√À“ ¿“«–§«“¡‡¢â¡¢âπ

¢Õß crude xylanase ®“° Bacillus firmus K-1 ∑’Ë

‡À¡“– ¡‡∫◊ÈÕßµâπ‡æ◊ËÕ„™âÕâ“ßÕ‘ß„π°“√∑¥≈Õß„π≈”¥—∫µàÕ‰ª

‡¡◊ËÕæ‘®“√≥“®“°§à“§√÷Ëß™’«‘µ√à«¡°—∫§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß‰´≈“

‡π ∑’Ë√–¥—∫µà“ßÊ ·≈–™à«ß‡«≈“∑’ËµâÕß„™â„π°“√‡°Á∫º≈°“√

∑¥≈Õß æ∫«à“§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß‰´≈“‡π ‡∑à“°—∫ 0.148 ¡°./

¡≈. (0.69 ¬Ÿπ‘µ/¡≈.) ´÷Ëß¡’§à“§√÷Ëß™’«‘µª√–¡“≥ 3 ™—Ë«‚¡ß

‡ªìπ§«“¡‡¢â¡¢âπ∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√π”‰ªÕÕ°·∫∫°“√

∑¥≈Õß ‡π◊ËÕß®“°Õ—µ√“°“√≈¥≈ß¢Õß§à“°‘®°√√¡∑’Ë‡À≈◊Õ

Õ¬Ÿà‡ªìπ™à«ß‡«≈“∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√‡°Á∫º≈°“√∑¥≈Õß·≈–

µàÕ°“√π”‰ªª√–¬ÿ°µå„™â

3.2 º≈¢Õß‚ª√µ’π·≈–°√¥Õ–¡‘‚πµàÕ‡ ∂’¬√¿“æ
¢Õß‡Õπ‰´¡å
3.2.1 º≈¢Õß BSA

‡¡◊ËÕæ‘®“√≥“º≈¢Õß°“√‡µ‘¡ BSA ∑’Ë§«“¡‡¢â¡

¢âπ√âÕ¬≈– 0.5 ∂÷ß 2.0 (w/v) µàÕ°‘®°√√¡¢Õß crude

xylanase ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.148 ¡°.‚ª√µ’π/¡≈. æ∫«à“ §«“¡

‡¢â¡¢âπ¢Õß BSA ∑’Ë‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‰¡à§àÕ¬¡’º≈µàÕ°‘®°√√¡¢Õß

‰´≈“‡π  ‚¥¬§à“°‘®°√√¡¢Õß‰´≈“‡π  ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‡≈Á°πâÕ¬¡’

§à“Õ¬Ÿà„π™à«ß 0.70 ∂÷ß 0.73 ¬Ÿπ‘µ/¡≈. ¢≥–∑’Ë™ÿ¥§«∫§ÿ¡

¡’§à“‡∑à“°—∫ 0.69 ¬Ÿπ‘µ/¡≈.

 ”À√—∫º≈¢Õß BSA ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ¢âπ√âÕ¬≈– 0.5

∂÷ß 2.0 (w/v) µàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß crude xylanase ≥

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 55 °´ ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß‡Õπ‰´¡å 0.148 ¡°.

‚ª√µ’π/¡≈. ‡¡◊ËÕæ‘®“√≥“§«“¡ —¡æ—π∏å√–À«à“ß§à“°‘®°√√¡

∑’Ë‡À≈◊ÕÕ¬ŸàµàÕ√–¬–‡«≈“∑’Ë∑”°“√‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß æ∫«à“ BSA „π

∑ÿ°§«“¡‡¢â¡¢âπ “¡“√∂ ™à«¬√—°…“‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß crude

xylanase ‰¥â¥’°«à“™ÿ¥§«∫§ÿ¡ ·≈–¡’·π«‚πâ¡„π°“√√—°…“

‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡å∑’Ë„°≈â‡§’¬ß°—π ‚¥¬¡’§à“§√÷Ëß™’«‘µ„π

™à«ß 8.0 ∂÷ß 9.8 ™—Ë«‚¡ß ¢≥–∑’Ë™ÿ¥§«∫§ÿ¡¡’§à“§√÷Ëß™’«‘µ

ª√–¡“≥ 3.6 ™—Ë«‚¡ß (√Ÿª∑’Ë 2) ´÷Ëß Õ¥§≈âÕß°—∫ß“π«‘®—¬

¢Õß Morgavi ·≈– §≥– [13] ∑’Ëæ∫«à“°“√‡µ‘¡ BSA §«“¡

‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 0.5 (w/v)  “¡“√∂‡æ‘Ë¡§à“§√÷Ëß™’«‘µ¢Õß

‡Õπ‰´¡å β-glucosidase ∑’Ëº≈‘µ®“° Trichoderma viride

®“°πâÕ¬°«à“ 0.5 ™—Ë«‚¡ß ‡ªìπ 3 ™—Ë«‚¡ß °“√√—°…“‡ ∂’¬√¿“æ

¢Õß‰´≈“‡π µàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß¥â«¬ BSA Õ“®‡°‘¥®“°‚§√ß

 √â“ß¢Õß‰´≈“‡π ∂Ÿ°ÀàÕÀÿâ¡¥â«¬‚§√ß √â“ß∑’Ë·¢Áß·√ß¢Õß

BSA ÷́Ëßª√–°Õ∫¥â«¬‚§√ß √â“ß·∫∫ α-helix ∑’Ë¡’Õ¬Ÿà

ª√–¡“≥√âÕ¬≈– 68 [14, 15] πÕ°®“°π’È‚§√ß √â“ß¢Õß BSA

¬—ßª√–°Õ∫¥â«¬´‘ ‡µÕ’π‡ªìπ®”π«π¡“° ´÷Ëß “¡“√∂ √â“ß

æ—π∏–‰¥´—≈‰ø¥å 17 ·Ààß ∑”„Àâ‚§√ß √â“ß·¢Áß·√ß [16]

 ”À√—∫°≈‰°°“√‡¢â“®—∫√–À«à“ß BSA °—∫‰´≈“‡π  Õ“®

‡°‘¥®“° BSA À—πª≈“¬ side chain ¢Õß°√¥Õ–¡‘‚π

Õ‘ √–∑’Ë¡’ª√–®ÿ∫«°∑’Ë¡’§à“ pKa ¡“°°«à“ 10.0 (°“√∑¥≈Õß

¥”‡π‘π°“√∑’Ëæ’‡Õ™ 10) ‰¥â·°à Õ“√å®‘π’π ·≈– ‰≈´’π ´÷Ëß¡’

Õ¬Ÿà¿“¬„π‚§√ß √â“ß‡ªìπ®”π«π¡“° [17] ‡¢â“®—∫°—∫ side

chain ¢Õß°√¥Õ–¡‘‚πÕ‘ √–∑’Ë¡’ª√–®ÿ≈∫¢Õß‰´≈“‡π „π

 ¿“«–‡ªìπ¥à“ß ∑”„Àâ BSA ∑”Àπâ“∑’Ë‡ªìπ‡ ¡◊Õπ©π«π

ªÑÕß°—π§«“¡√âÕπ„Àâ°—∫‰´≈“‡π   àßº≈„Àâ‰´≈“‡π §ß∑π

µàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß‰¥â¥’¢÷Èπ [18]
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3.2.2 º≈¢Õß‡§ ’́π

®“°°“√»÷°…“º≈¢Õß‡§ ’́π (Sigma-Aldrich Inc.)

∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 0.5 ∂÷ß 2.0 (w/v) µàÕ°‘®°√√¡¢Õß

‰´≈“‡π  ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.148 ¡°. ‚ª√µ’π/¡≈. æ∫«à“

‡§´’π‰¡à§àÕ¬¡’º≈µàÕ°‘®°√√¡¢Õß‰´≈“‡π  ‚¥¬¡’°‘®°√√¡

‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‡≈Á°πâÕ¬ (0.71 ∂÷ß 0.73 ¬Ÿπ‘µ/¡≈.) ‡¡◊ËÕ§«“¡‡¢â¡

¢âπ¢Õß‡§´’π‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ¢≥–∑’Ë™ÿ¥§«∫§ÿ¡¡’§à“°‘®°√√¡‡∑à“°—∫

0.69 ¬Ÿπ‘µ/¡≈. ÷́Ëß„Àâº≈°“√∑¥≈Õß Õ¥§≈âÕß°—∫°“√‡µ‘¡

BSA

°“√»÷°…“º≈¢Õß‡§´’πµàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß crude

xylanase æ∫«à“„π∑ÿ°§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß‡§´’π∑’Ë‡µ‘¡™à«¬„Àâ

‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ‚¥¬¡’§à“§√÷Ëß™’«‘µÕ¬Ÿà„π™à«ß

7.3 ∂÷ß 8.0 ™—Ë«‚¡ß ¢≥–∑’Ë™ÿ¥§«∫§ÿ¡¡’§à“‡∑à“°—∫ 3.6 ™—Ë«‚¡ß

(√Ÿª∑’Ë 3) ‚¥¬∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ√–À«à“ß√âÕ¬≈– 1.0 ∂÷ß 2.0

√Ÿª∑’Ë 2  º≈¢Õß BSA §«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 0.5 ∂÷ß 2.0 (w/v) µàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß crude xylanase

≥ Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 55 °´ æ’‡Õ™ 10.0

(w/v) „Àâ§à“‡ ∂’¬√¿“æ∑’Ë„°≈â‡§’¬ß°—π ·≈–∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ

√âÕ¬≈– 0.5 (w/v)  “¡“√∂ª√—∫ª√ÿß„Àâ‰´≈“‡π ¡’

‡ ∂’¬√¿“æ¥’°«à“∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπÕ◊Ëπ ‚¥¬¡’§à“§√÷Ëß™’«‘µ‡∑à“°—∫

8 ™—Ë«‚¡ß ´÷Ëß¡’§à“¡“°°«à“™ÿ¥§«∫§ÿ¡ 2.2 ‡∑à“  ”À√—∫

 “‡Àµÿ∑’Ë‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π ‰¡à‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‡¡◊ËÕ§«“¡‡¢â¡

¢âπ¢Õß‡§´’π¡“°°«à“√âÕ¬≈– 0.5 (w/v) π—Èππà“®–¡’ “‡Àµÿ

®“°‡§ ’́π∑’Ë¡“°‡°‘π‰ª®–‰ª√∫°«πæ—π∏–‡§¡’„π‚§√ß √â“ß

¢Õß‡Õπ‰´¡å ‚¥¬‡©æ“– à«π∑’Ë‡ªìπ catalytic site º≈

¢Õß‡§´’πµàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π ®“° Bacillus firmus

K-1 ∑’Ë‰¥â Õ¥§≈âÕß°—∫ß“π«‘®—¬¢Õß Bhattacharyya ·≈–

Das [19] ∑’Ëæ∫«à“‡§ ’́π “¡“√∂√—°…“‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß r-cry-

stallin ‚¥¬°“√‡µ‘¡ r-crystallin µàÕ‡§´’π „πÕ—µ√“ à«π 1

µàÕ 2 (w/w)  “¡“√∂¬—∫¬—Èß°“√µ°µ–°Õπ∑’Ë‡°‘¥®“°°“√

√«¡µ—«°—π¢Õß r-crystallin ‰¥âÕ¬à“ß ¡∫Ÿ√≥å
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√Ÿª∑’Ë 3  º≈¢Õß‡§´’π§«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 0.5 ∂÷ß 2.0 (w/v) µàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß crude xylanase

≥ Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 55 °´ æ’‡Õ™ 10.0

3.2.3 º≈¢Õß‰°≈´’π

°“√»÷°…“º≈¢Õß‰°≈´’π (Sigma-Aldrich

Inc.) „π™à«ß§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.5 ∂÷ß 1.5 ‚¡≈“√å æ∫«à“§«“¡

‡¢â¡¢âπ¢Õß‰°≈ ’́π∑’Ë‡æ‘Ë¡¢÷Èπ àßº≈„Àâ§à“°‘®°√√¡¢Õß‰´≈“

‡π ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‡æ’¬ß‡≈Á°πâÕ¬‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫™ÿ¥§«∫§ÿ¡

‚¥¬¡’§à“Õ¬Ÿà„π™à«ß 0.70 ∂÷ß 0.72 ¬Ÿπ‘µ/¡≈. ¢≥–∑’Ë

°‘®°√√¡¢Õß™ÿ¥§«∫§ÿ¡‡∑à“°—∫ 0.69 ¬Ÿπ‘µ/¡≈.

°“√»÷°…“º≈¢Õß‰°≈´’π„π™à«ß§«“¡‡¢â¡¢âπ

0.5 ∂÷ß 1.5 ‚¡≈“√å µàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π  ∑’Ë§«“¡

‡¢â¡¢âπ 0.148 ¡°. ‚ª√µ’π/¡≈. æ∫«à“∑ÿ°§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß

‰°≈´’π™à«¬‡æ‘Ë¡‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π ‰¥â¡“°°«à“™ÿ¥

§«∫§ÿ¡ ‚¥¬¡’§à“§√÷Ëß™’«‘µ„π™à«ß 5.5 ∂÷ß 7.0 ™—Ë«‚¡ß ¢≥–

∑’Ë™ÿ¥§«∫§ÿ¡¡’§à“§√÷Ëß™’«‘µ‡∑à“°—∫ 3.6 ™—Ë«‚¡ß °“√‡µ‘¡‰°≈

´’π∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ∑’Ë¡“°‡°‘π‰ª‰¡à‰¥â™à«¬„Àâ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß

crude xylanase ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ‚¥¬‰°≈´’π∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.5

‚¡≈“√å „Àâ‡ ∂’¬√¿“æ¥’°«à“∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπÕ◊Ëπ ‚¥¬¡’§à“§√÷Ëß

™’«‘µ¡“°°«à“™ÿ¥§«∫§ÿ¡ 1.9 ‡∑à“ (√Ÿª∑’Ë 4)  ”À√—∫ “‡Àµÿ

∑’Ë‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π ‰¡à‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‡¡◊ËÕ§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß

‰°≈´’π¡“°°«à“ 0.5 ‚¡≈“√åπ—Èππà“®–¡’ “‡Àµÿ®“°‰°≈´’π∑’Ë

¡“°‡°‘π‰ª®–‰ª√∫°«πæ—π∏–‡§¡’„π catalytic site ¢Õß

‡Õπ‰´¡å
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√Ÿª∑’Ë 4  º≈¢Õß‰°≈´’π§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.5 ∂÷ß 1.5 ‚¡≈“√å µàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß crude xylanase

≥ Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 55 °´ æ’‡Õ™ 10.0

°“√√—°…“‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‰´≈“‡π  ¥â«¬‰°≈

´’π Õ¥§≈âÕß°—∫√“¬ß“π¢Õß Fukushima ·≈–§≥– [20]

∑’Ëæ∫«à“ neutral amino acids ™à«¬‡æ‘Ë¡‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß

‚ª√µ’π ‚¥¬¡’À≈—°°“√‡¥’¬«°—∫πÈ”µ“≈ sugar alcohols ·≈–

carboxylic acids ∑’Ë¡’¢π“¥√–À«à“ß 3-5 §“√å∫Õπ „π

°“√‡ªìπ stabilizer ‚¥¬‡æ‘Ë¡·√ßµ÷ßº‘«¢ÕßπÈ”„π√–∫∫ ÷́Ëß

‡ªìπªí®®—¬ ”§—≠µàÕ°“√‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“ preferential hydra-

tion ¢Õß‚ª√µ’π °—∫ à«π∑’Ë‡ªìπµ—«∑”≈–≈“¬„π√–∫∫ ∑”„Àâ

‚ª√µ’π¡’‡ ∂’¬√¿“æ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ

4.  √ÿªº≈°“√«‘®—¬
°“√ª√—∫ª√ÿß‡ ∂’¬√¿“æµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß¢Õß‰´≈“‡π  ∑’Ë

º≈‘µ®“° alkaliphilic Bacillus firmus K-1  “¡“√∂

∑”‰¥â‚¥¬°“√‡æ‘Ë¡§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß crude xylanase ‚ª√µ’π

‡™àπ BSA ·≈–‡§´’π ·≈–°√¥Õ–¡‘‚π ‡™àπ ‰°≈ ’́π ∑’Ë§«“¡

‡¢â¡¢âπ∑’Ë‡À¡“– ¡™à«¬ª√—∫ª√ÿß„Àâ crude xylanase ¡’

‡ ∂’¬√¿“æ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ‚¥¬ BSA ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 2.0

(w/v) ™à«¬„Àâ crude xylanase ¡’‡ ∂’¬√¿“æ Ÿß ÿ¥ ‚¥¬

§à“§√÷Ëß™’«‘µ∑’Ëæ’‡Õ™ 10 Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 55 °´ ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ®“° 3

™—Ë«‚¡ß ‡ªìπ 9.8 ™—Ë«‚¡ß ‡ ∂’¬√¿“æµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß∑’Ë‡æ‘Ë¡

¢÷Èπ®–™à«¬„Àâ°“√π”‰´≈“‡π ∑π¥à“ß®“° Bacillus firmus

K-1 ‰ªª√–¬ÿ°µå„™â‰¥âÀ≈“°À≈“¬¡“°¢÷Èπ ‚¥¬‡©æ“–„π

Õÿµ “À°√√¡ °√–¥“…·≈– “√ —́°≈â“ß ÷́Ëß‡Õπ‰´¡å®–µâÕß

 “¡“√∂∑”ß“π ·≈–¡’‡ ∂’¬√¿“æ∑’Ë¥’„πæ’‡Õ™∑’Ë‡ªìπ¥à“ß

5. °‘µµ‘°√√¡ª√–°“»
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