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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
ประวัติความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 

ฟรักโทส (fructose) หรือลีวูโลส (levulose) เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว  ประกอบดวย

คารบอน 6 อะตอม  พบมากในน้าํผึ้งและผลไมหลายชนิด (Bucke, 1981)  ฟรักโทสมีความหวาน

สูงสุดในกลุมน้ําตาลธรรมชาติ  โดยมีความหวานเปน 1.3 เทาของซโูครสและ 1.7 เทาของกลูโคส  

นอกจากนีย้ังมีสมบัติที่ดีทัง้ทางดานกายภาพและทางเคมี คือ ไมมีสี ไมมีกลิน่ และมีความดัน

ออสโมติกสูง ทําใหสามารถตานการเจรญิของจุลินทรยีตางๆไดดีและยังสามารถเก็บไวที่อุณหภูมิ 

30 – 35 องศาเซลเซียสไดโดยไมเกิดการตกผลึก (Andres, 1987)  จึงเปนทีน่ิยมใชฟรักโทสแทน

ซูโครสในอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม 

การผลิตฟรักโทสในอุตสาหกรรมอาหารนัน้ เดมิใชปฏิกิริยาทางเคมใีนการเปลีย่นกลูโคส

ไปเปนฟรักโทสในภาวะที่เปนดาง (alkaline isomerization) และอุณหภูมิสูง (Speck, 1958)  

เรียกปฏิกิริยานี้วา “Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein Transformation”  แตวิธีนี้ไมนยิม

ใชผลิตฟรักโทสในระดับอุตสาหกรรม  เพราะปฏิกิริยาดงักลาวไมจําเพาะ  อัตราการเปลี่ยนกลูโคส

ไปเปนฟรักโทสต่ํา และไดสารประกอบอืน่ๆที่ไมตองการมากกวา 30 เปอรเซ็นต เชน พไซโคส 

(psicose)  และแมนโนส ซึง่สารเหลานี้ทาํใหผลผลิตที่ไดมีความหวานลดลง  และทําใหเกิดสีและ

กลิ่นที่ไมตองการ  จงึตองสิน้เปลืองคาใชจายในการกาํจัดสารเจือปนเหลานี ้(Shehalata และคณะ

,1996) ปจจุบันการเปลีย่นกลูโคสไปเปนฟรักโทสทาํโดยใชเอนไซมในการเรงปฏิกริิยาซึ่งมี

ความจาํเพาะสูงไมใหสารประกอบอื่นที่ไมตองการ และหลีกเลี่ยงปญหาที่เกิดขึ้นจากการใช

ปฏิกิริยาทางเคมี  เชน  สามารถกระทําที่อุณหภูมิสูง  และ pH ต่ําๆได  (Amira และคณะ, 1987)   

การผลิตฟรักโทสในอุตสาหกรรม ทําโดยการเปลี่ยนกลโูคสที่ไดจากการยอยสลายแปงให

เปนฟรักโทสดวยการทํางานของเอนไซม 3 ชนิด ไดแก แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) กลูโคอะ

ไมเลส (glucoamylase) และกลูโคสไอโซเมอเรส (glucose isomerase) ซึ่งกลูโคสไอโซเมอเรส

เปนเอนไซมหลักที่ใชเปล่ียนกลูโคสไปเปนฟรกัโทส โดยใหฟรักโทสทีค่วามเขมขนสงูสุดประมาณ  

42 - 45 เปอรเซ็นต (Kochhar และคณะ, 1997)  
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กลูโคสไอโซเมอเรส หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา ไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) เนื่อง

มีความจาํเพาะกับสับสเตรท 2 ชนิด ไดแก กลูโคสและไซโลส โดยเรงปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันของ

กลูโคสไปเปนฟรักโทส และไซโลสไปเปนไซลูโลส (Marshall และ Kooi, 1957) 

กลูโคสไอโซเมอเรสผลิตไดโดยจุลินทรียหลายชนิด แตการสรางเอนไซมตองถูกชักนําดวย

ไซโลสซึ่งเปนน้ําตาลที่มีราคาแพง จึงไมเหมาะสมที่จะใชเปนสารตั้งตนในการผลิตกลูโคสไอโซเมอ

เรสในอุตสาหกรรม ปจจุบนัมีรายงานถึงการสรางกลโูคสไอโซเมอเรสของจุลินทรีย เมื่อเลี้ยงเชื้อใน

อาหารที่มีไซแลนเปนองคประกอบ เชน Streptomyces sp. EC10 (Belfaquih และ Penninckx, 

2000) ซึ่งพบวาเชื้อนี้ผลิตเอนไซมทีม่ีสมบัติเปนทัง้บีตา-ไซโลซิเดสและไซโลสไอโซเมอเรส และ

เร็วๆนี้ก็มีรายงานการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Bacillus thermoantarcticus เมื่อเลี้ยงใน

อาหารที่มีไซแลนเปนแหลงคารบอน (Calik และคณะ, 2009) 

ไซแลนเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสในผนงัเซลลพืช โดยโครงสรางของไซแลน

เปนพอลิเมอรประกอบดวยไซโลสเชื่อมตอกันดวยพนัธะบีตา-1,4-ไซโลซิดิก (β-1,4-xylosidic) 

เปนสายหลกั (Ebringerova และ Heinze, 2000) และมีสารประกอบอื่นมาเชื่อมตอเปนหมู

ขางเคียงเชน หมูอะราบโินส หมูกลูคูโรนิล และหมูแอซีตลิ (Puls และ Schuseil, 1993) โดยไซแลน

จากพชืแตละชนิดมีหมูขางเคียงชนิดตางๆ ในปริมาณทีแ่ตกตางกนั โดยไซแลนในไมเนื้อออนและ

พืชใบเลี้ยงเดีย่วเชน พืชจําพวกหญาไดแก ฟางขาว ธญัพืชจําพวกเปลือกขาวโอต รําขาวสาลี จะ

มีอะราบิโนสเปนหลกั (Schyns และคณะ, 1994) สวนไซแลนในไมเนื้อแข็งจะมีหมูแอซีติลเปน

หลัก (Degrassi และคณะ, 2003) 

การยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียว สามารถยอยสลายไดโดยการใชสารเคมี 

(chemical hydrolysis) และการยอยสลายดวยเอนไซม (enzyme hydrolysis) (Tsao และ 

Chiang, 1983) ซึ่งการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมนั้นเปนปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะสูงกวาและ

ไมกอใหเกิดสารพิษตกคางอีกทั้งยังไดไซโลสในปริมาณที่สูง ซึ่งเอนไซมที่ใชยอยสลายพันธะบีตา-

1,4-ไซโลสิดิกของสายหลัก ใหไดไซโลส (xylose) หรือไซโลโอลิโกแซคคาไรด 

(xylooligosaccharide) ซึ่งเอนไซมที่ใชในการยอยสลายไซแลนประกอบดวยเอนไซม 2 กลุมใหญ

คือ 

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

D-xylan-xylanohydrolase: EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลสิดิกแบบ

สุม เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายใน (endo-mechanism) ไดไซโลสและโอลิโกแซค

คาไรดสายสั้น ๆ เปนผลิตภัณฑสุดทาย (Gilbert และคณะ, 1993) 
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2. บีตา-ไซโลสิเดส (β-xylosidase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซโลไฮโดรเลส (1,4-β-D-

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

ไซดในโอลิโกแซคคาไรดส้ันๆทีละหนวยจากปลายสายดานนอนรีดิวซ (non-reducing end) เรียก

กระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายนอก (exo-mechanism) ไดไซโลสเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

(Dekker และ Richards, 1976) 

เนื่องจากไซแลนมีโครงสรางซับซอน หมูขางเคียงมีสวนบดบังการทํางานของเอนไซมยอย

สลายสายหลัก ดังนั้นการยอยสลายไซแลนใหสมบูรณจึงตองอาศัยเอนไซมที่สามารถยอยหมู

ขางเคียงรวมดวยไดแก 

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

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

(Johnson และคณะ, 1988) 

- แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (α-L-arabinofuranosidase: EC 3.2.1.55) ยอย

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

ผลิตภัณฑสุดทาย (Kormelink และคณะ, 1993) 

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

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

กลูคูโรนิกแอซิดพบวามีอยูในปริมาณนอยคือ ต่ํากวา 10 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบวาใน

กระบวนการฟอกเยื่อกระดาษขั้นตนดวยดางจะมี 4-โอ-เมทธิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิดเหลืออยูเพียง 

0.6 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับปริมาณไซโลสทั้งหมดในไซแลน (Teleman และคณะ, 2001) ดังนั้น

แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดส จึงจัดวามีบทบาทสําคัญนอยกวาเอนไซมชนิดอื่นในกลุมยอยสลายไซแลน 

จากเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนทั้งหมดที่กลาวมาแลว สามารถแสดงแผนภาพรวมการ

ทํางานของเอนไซมในกลุมนี้เพื่อยอยสลายโครงสรางของไซแลนไดดังแสดงในรูปที ่1.1 
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รูปที่ 1.1  ลักษณะโมเลกุลของไซแลนและการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมกลุมยอยไซแลน 

(Biely, 1985) 

 Ac  แทน หมูแอซีติล 

 Araf  แทน แอล-อะราบิโนฟวราโนส 

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

Xyl  แทน ดี-ไซโลส 

 

สําหรับงานวิจยัที่ไดดําเนนิมาอยางตอเนื่องในภาควชิาจลุชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย พบวา Streptomyces sp. PC22 มีประสิทธิภาพสงูในการผลิตเอนไซม

ในกลุมยอยสลายไซแลนไดหลายชนิด ไดแก ไซแลนเนส แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

และอะซีติลเอสเทอเรส (Ungchaithum และ Pinphanichakarn, 1998; Lauruengtana และ 
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Pinphanichakarn, 2006; Chungool และคณะ, 2008) และ Streptomyces sp. CH7 มี

ประสิทธิภาพสูงในการผลิตบีตา-ไซโลซิเดส (Pinphanichakarn, และคณะ, 2004) จุลินทรยี

ดังกลาวแยกไดจากดิน และเจริญไดในวัสดุการเกษตรที่มเีฮมิเซลลูโลสเปนองคประกอบโดย

สามารถยอยสลายไซแลนและเฮมิเซลลูโลสใหเปนไซโลสได  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคทีจ่ะ

ศึกษาความสามารถของ  Streptomyces PC22 และ CH7  ในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสเมือ่

เลี้ยงในอาหารที่มีเฮมิเซลลโูลสเปนแหลงคารบอน ซึง่จะชวยลดตนทุนในการผลิตเอนไซมดังกลาว  

นอกจากกลูโคสไอโซเมอเรส ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการผลิตฟรักโทสจากกลโูคสที่ไดจาก

การยอยสลายแปงแลว  ปจจุบันยงัพบวามีเอนไซมอีกชนิดหนึ่ง ไดแก อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเริ่ม

ไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตฟรักโทสโดยการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอนินลิูน ปจจุบันมี

รายงานวาจุลินทรียหลายชนิดสามารถผลิตอินูลิเนสได เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอินนูลินเปน

องคประกอบ  และเอนไซมนี้สามารถยอยสลายอินนูลินโดยใชปฏิกิริยาเพยีงขั้นตอนเดียวให

ฟรักโทสไดสูงถึง 95% (Guirard และ Galzy, 1981; Pandey และคณะ, 1999; Singh และคณะ, 

2006)  

 

อินนูลิน         ฟรักโทส (95%) 
อินูลิเนส 

 

อินนูลินเปนพอลิฟรักแทนทีพ่บมากในพืชหลายชนิด  มีโครงสรางเปนสายโซตรงของ

ฟรักโทสที่เชื่อมกันดวยพนัธะบีตา-2,1 (�-2,1 linkage) โดยมีโมเลกุลของซูโครสเชื่อมอยูปลาย

สาย (Vandamme และ Derycke, 1983) นอกจากนีย้ังพบวาอนินลิูนถูกสะสมอยูในหวัหรือราก

ของพืชหลายชนิด เชน หวัหอม กระเทยีม รากตนรักเร หวัชิโครี่ (chicory root) และรากของ 

Jerusalem artichoke เปนตน (Pandey และคณะ, 1999; Rocha และคณะ, 2006) 

 Jerusalem artichoke  มีชื่อทางวทิยาศาสตรวา  Helianthus tuberosus L.  มีอินนูลิน

สะสมสูงถงึ 14-19 % (น้ําหนกั/น้ําหนกั) (Lingyun และคณะ, 2007)  พืชนี้เปนพืชลมลุกมีความ

ใกลชิดกับทานตะวนั (Helianthus annuus)  มีถิ่นกาํเนิดแถบทวีปอเมริกาเหนือ  ปจจุบันไดมีการ

นําเขามาปลกูในประเทศไทยโดยใหชื่อวา  แกนตะวนั  และมกีารสงเสริมการปลูกกับเกษตรกร

ทั่วไป (นิมิตร วรสูตร และสนั่น จอกลอย, 2549) เพือ่ใชเปนพืชอาหารสุขภาพ พืชสมนุไพรสตัว 

และพืชพลงังานทดแทน 

งานวิจยันีย้ังมวีัตถุประสงคทีจ่ะศึกษาถึงความสามารถเบื้องตนของ  Streptomyces  ทั้ง 

2 สายพันธุในการผลิตอนิลิูเนสเมื่อเลีย้งเชื้อโดยใชสวนของพชืที่มีอินนูลินเปนองคประกอบ เชน 

หัวของแกนตะวัน เปนแหลงคารบอน  รวมทั้งจะศึกษาสมบัติของเอนไซมที่ผลิตได 

 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1 กลูโคสไอโซเมอเรส 
 

กลูโคสไอโซเมอเรส หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา ไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) 

(E.C.5.3.1.5) เรงปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันของกลูโคสไปเปนฟรักโทส    และยังสามารถเรง

ปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันของไซโลสไปเปนไซลูโลส (Marshall และ Kooi, 1957) ดังแสดงในรูปที่ 

2.1  

 

Glucose (xylose) 
Isomerase 

    
      D-Glucose        D-Fructose 
 

                  

Glucose (xylose) 

Isomerase 

 
      D-Xylose         D-xylulose 
 

รูปที่ 2.1 ปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันของกลูโคสและไซโลส โดยกลูโคส(ไซโลส)ไอโซเมอเรส 

(Marshall และ Kooi, 1957) 

 

 กลูโคสไอโซเมอเรสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญทางอุตสาหกรรมเชนเดียวกับ อะไมเลส 

และ โปรตีเอส (Wiseman, 1975) จึงมีรายงานการคนพบกลูโคสไอโซเมอเรสหลายชนิด อาจแบง

กวางๆได 4 ประเภท คือ 

 

ประเภทที่ 1 คือ ไซโลสไอโซเมอเรส (D-xylose ketol-isomerase. E.C.5.3.1.5) ซึ่งถูก

คนพบโดย Marshall และ Kooi ในป ค.ศ. 1957 เปนเอนไซมที่ไดจาก Pseudomonas hydrophila 

ซึ่งเอนไซมนี้สามารถเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนไซโลสไปเปนไซลูโลส และเปลี่ยนกลูโคสไปเปน
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ฟรักโทสได แตประสิทธิภาพการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรักโทสต่ํากวาการเปลี่ยนไซโลสไปเปนไซลู

โลสถึง 160 เทา จึงไมนิยมใชกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Pseudomonas hydrophila ในทางการคา 

และการผลิตเอนไซมจากจุลินทรียชนิดนี้ตองการไซโลสเปนสารชักนํา ภาวะที่เหมาะสมในการ

ทํางานของเอนไซมนี้คือ อุณหภูมิ 42-43 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง (pH) 8.5  

Tsumura และ Sato (1965) ไดแยกสเตรพโตมัยซีสจากแหลงดินประเทศญี่ปุน พบวา 

Streptomyces phaeochromogenes SK สามารถสรางไซโลสไอโซเมอเรสไดโดยมีไซโลสเปนสาร

ชักนํา และพบวาในการทํางานของเอนไซมจากจุลินทรียชนิดนี้ตองการไดวาแลนทแคทอิออน 

(divalent cation) 2 ชนิดรวมกัน คือแมกนีเซียมอิออน และโคบอลตอิออน โดยโคบอลตอิออนชวย

ปองกันไมใหเอนไซมสูญเสียสภาพธรรมชาติโดยความรอน อยางไรก็ตามเอนไซมนี้มีสภาวะที่

เหมาะสมในการทํางานเปนดาง (pH 9.3-9.5) ซึ่งทําใหมีส่ิงเจือปนที่ไมตองการในปฏิกิริยาการ

เปล่ียนกลูโคสไปเปนฟรักโทส จึงไมนิยมใชเอนไซมนี้ในทางการคา 

ตอมานักวิจัยชาวญี่ปุนไดคนพบสเตรพโตมัยซีสอีกหลายสายพันธุที่สามารถผลิตเอนไซม

นี้ได เชน Streptomyces bikiniensis, Streptomyces flavogriseus และ Streptomyces 

olivochromogenes และเอนไซมไซโลสไอโซเมอเรสจากสเตรพโตมัยซีสเหลานี้มีขอดีคือ สามารถ

ทนความรอนไดที่อุณหภูมิสูงๆและทํางานไดดีในชวง pH ที่เปนกลาง ซึ่งปองกันการเกิดสิ่งเจือปน

ที่ไมตองการในปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรักโทสได (Bucke, 1977) 

 

ประเภทที่ 2 คือ กลูโคสฟอสเฟตไอโซเมอเรส (D-glucose-6-phoaphate ketol-

isomerase, E.C.5.3.1.9) ซึ่งถูกคนพบโดย Natake และ Coshimura ในป ค.ศ. 1963 เปน

เอนไซมที่ไดจาก Escherichia intermedia ซึ่งไมตองการไซโลสเปนสารชักนําในการสรางเอนไซม 

การทํางานของเอนไซมชนิดนี้ตองการอารซิเนท (arsenate) ในปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสไปเปน

ฟรักโทส โดยมีภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมคือ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ pH 

7.0 เนื่องจากเอนไซมสามารถเปลี่ยนกลูโคส-6-ฟอสเฟตไปเปนฟรักโทส-6-ฟอสเฟตไดดวย จึง

เรียกเอนไซมนี้วา กลูโคส-6-ฟอสเฟตไอโซเมอเรส 

 

ประเภทที่ 3 คือ กลูโคสไอโซเมอเรส (D-glucose ketol-isomerase, E.C.5.3.1.18) ซึ่งถูก

คนพบโดย Takasaki และ Tanade ในป ค.ศ. 1962 เปนเอนไซมที่ไดจาก Bacillus megaterium 

A1 โดยเอนไซมนี้ใหปฏิกิริยาจําเพาะในการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรกโทสเทานั้น การทํางานของ

เอนไซมนี้ตองการ NAD+ โดยมีภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมคือ อุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส และ pH 7.8 
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ประเภทที่ 4 คาดวาเปนกลุมยอย (subclass) ของกลูโคสไอโซเมอเรส (D-glucose ketol-

isomerase, E.C.5.3.1.18) ซึ่งถูกคนพบโดย Takasaki และ Tanade ในป ค.ศ. 1964 เปนเอนไซม

ที่ไดจาก Paracolobacterium aerogenoides ซึ่งเอนไซมนี้สามารถเปลี่ยนกลูโคสและแมนโนส 

(mannose) ไปเปนฟรักโทสได การทํางานของเอนไซมนี้ตองการ NAD+ และแมกนีเซียมอิออนใน

ปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสและแมนโนสไปเปนฟรักโทสโดยมีภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของ

เอนไซมคือ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ pH 7.5 

 

เอนไซมในกลุมกลูโคสไอโซเมอเรสทั้ง 4 ประเภทที่กลาวมาขางตนนั้น พบวาเอนไซมที่

สําคัญที่สุดในทางการคาคือ ไซโลสไอโซเมอเรส โดยเฉพาะจากสเตรพโตมัยซีส เนื่องจากมี

คุณสมบัติที่สามารถใหปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรักโทสไดที่อุณหภูมิสูงและคาความเปน

กรดดางที่เปนกลาง นอกจากนี้ยังมีความคงทนความรอน (heat stability) สูง ทําใหปองกันการ

ปนเปอนจากเชื้ออ่ืนได และการทํางานของเอนไซมชนิดนี้ไมตองการปจจัยรวม (cofactor) เชน 

NAD+ หรือ อารซิเนท จากคุณสมบัติเหลานี้เหมาะสมที่จะนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิต

ฟรักโทสไซรัปมาก (Robinson, 1975) 

 

2.1.2 ประโยชนของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

กลูโคสไอโซเมอเรสมีความสาํคัญมากในอตุสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทส (high 

fructose syrup) เนื่องจากเปนเอนไซมหลักที่ใชเปลี่ยนกลูโคสที่ไดจากการยอยสลายแปงโดย

แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) กลูโคอะไมเลส (glucoamylase) ไปเปนฟรักโทส แตปฏิกิริยา

ดังกลาวเปนปฏิกิริยาผันกลบัจึงใหฟรักโทสที่ความเขมขนสูงสุดประมาณ  42 - 45 เปอรเซ็นต 

(Kochhar และคณะ, 1997) ดังแสดงในรปูที่ 2.2 นอกจากนี้กลูโคสไอโซเมอเรสยังถูกนาํไปใชใน

อุตสาหกรรมการผลิตขนมและลูกกวาด (Chen, 1980)  

ปจจุบันกลูโคสไอโซเมอเรสยังมีบทบาทในการผลิตเอทนอลโดยยีสต  เนื่องจาก 

Saccharomyces cerevisiae ทั่วๆ ไป สามารถหมักกลูโคสไปเปนเอทานอลไดอยางรวดเร็ว แตก็

ไมสามารถเปลี่ยนน้ําตาลชนิดอื่นๆ เชน ไซโลสไปเปนเอทานอลได (Saha, 2003) ดังนั้นกลูโคสไอ

โซเมอเรสจึงทําหนาที่เปล่ียนไซโลสไปเปนเปนไซลูโลสกอนที่ยีสตทั่วๆ ไปสามารถหมักไซลูโลสเปน

เอทานอลได (Gong และคณะ, 1981) จึงมีการใชเทคโนโลยีรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอโดย        

ทรานสฟอรมยีนประมวลรหัสไซโลสไอโซเมอเรสจากยีสตเขาสู Saccharomyces cerevisiae ทํา

ใหสามารถหมักไซโลสเปนเอทานอลได (Walker, 1998) ดังแสดงในรูปที่ 2.3 
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Strach slurry (35-40% solids) 
 

Bactrial α-amylase 
 
 Gelatinise and Thin 
 

Glucoamylase   
 

Saccharify to 96 DE  
 
 Filter 
 

Mg2+ ions   
 Deionise 
 
 

Glucose isomerase reactor  
 

 
Decolorise (carbon) 

 
 

Evaporate  
 
 

Bulk Storage  
( 42% fructose : 51% glucose)  

(72% solid content)  
 
รูปที่ 2.2 กระบวนการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทสจากการยอยสลายแปงในอุตสาหกรรม (Buck, 1977) 
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6 xylose                   10 ethanol + 10 CO2 + 10 ATP 

6 xylose isomerase 

6 xylose 6 xylitol 6 xylulose 

6 NAD(P) 

6 NAD(P)H 

6 C5P 

4 C6P 

2 C3P 8 C3P 

8 CO2 

16 ATP 

2 CO2 

4 ATP 

1 ATP 

8 ethanol 2 ethanol 

PPP 

 
 
รูปที่ 2.3 การหมักไซโลสเปนเอทานอล โดย Saccharomyces cerevisiae ที่ปรับปรุงสายพันธุให

มีไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) (Kuyper และคณะ, 2004) 

  C3P คือ triose-3-phosphate 

C5P คือ pentose-5-phosphate 

  C6P คือ hexose-6-phosphate 

  PPP คือ pentose phosphate pathway 

 

 

 



นอกจากนี้มีรายงานการนํากลูโคสไอโซเมอเรสไปใชประโยชนดานอื่นๆอีก ไดแก Ishihara 

และคณะ (2002) รายงานการนําไซโลสไอโซเมอเรสไปใชในการผลิตเซลลูโลสโดย acetic acid 

bacteria เมื่อมีไซโลสเปนแหลงคารบอน โดยไซโลสไอโซเมอเรสจะทําหนาที่เปลี่ยนไซโลสเปนไซลู

โลส เพื่อใหแบคทีเรียนําไปใชในการผลิตเซลลูโลสไดสูงขึ้น Pastinen และคณะ (1999) รายงานถึง

บทบาทของไซโลสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces rubiginosus ในปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชัน

ไซโลสไปเปนไซลูโลสและไลโซส ตามลําดับ และปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันอะราบิโนสไปเปน      

ไรบูโรสและไรโบส ตามลําดับ ซึ่งเปนประโยชนในการผลิตสารเคมีที่มีราคาแพง เชน แอล-ไรโบส 

และ แอล-ไรบูโลส จากสารตั้งตนราคาถูก เชน แอล-อะราบิโนสได 

 
2.2 แหลงของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 
 กลูโคสไอโซเมอเรสพบไดในจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย แอคติโนมัยสีท และยีสต        

จุลินทรียสวนใหญมักสรางและเก็บเอนไซมไวในเซลล (intracellular enzyme) แตมีจุลินทรียบาง

สายพันธุที่สรางเอนไซมแลวปลอยออกนอกเซลล (extracellular enzyme) เชน Streptomyces 

gluacescens (Weber, 1974) ตัวอยางสายพันธุจุลินทรียที่สามารถสรางกลูโคสไอโซเมอเรส 

แสดงดังตารางที่ 2.1 

 

ตารางที่ 2.1 ตัวอยางสายพันธุของจุลินทรียที่สามารถสรางกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

Actinoplanes missouriensis Amore และ Hollenberg, 1989 

Arthrobacter sp.NCIM 2934 Prabhakar และ Raju, 1993 

Arthrobacter sp. NRRL B-3728 Smith และคณะ, 1991 

Bacillus sp. NCIM 59 Chauthaiwale และคณะ, 1994 

Bacillus thermoantarcicus Lama และคณะ, 2001 

Bacillus thermoantarcicus DSMZ 9572 Calik และคณะ, 2009 

Candida boidinii Vongsuvanlert และ tani, 1988 

Clostridium thermosulfurogenes Lee และ Zeikus, 1991 

Lactobacillus bifermentans Givry และ Duchiron, 2007 

Lactobacillus lactis Park และ Batt, 2004 

Pseudomonas hydrophila Marshall และ Kooi, 1957 

11 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 

 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

Streptomyces sp. C Amira และคณะ, 1987 7

Streptomyces sp. EC10 Belfaquih และ Penninck, 2000 

Streptomyces cyaneus 190-1 Teeradakorn และคณะ, 1998 

Streptomyces flavogriseus Chen และคณะ, 1979 

Streptomyces olivaceoviridis Kaneko และคณะ, 2000 

Streptomyces rubiginosus Carrell และคณะ, 1984 

Streptomyces thermonitrificans Deshmukh และคณะ, 1994 

Streptomyces violaceoniger Glasfeld และคณะ, 1988 

Streptomyces violaceoruber Callens และคณะ, 1986 

Thermoanaerobacter sp. B6A Lee และ Zeikus, 1991 

Thermoanaerobacterium sp. JW/SL-YS 489 Liu และคณะ, 1996 

Thermoanaerobacterium thermosulfurigens Meng และคณะ, 1993 

Thermotoga maritime Brown และคณะ, 1993 

Thermotoga neapolitana Vieille และคณะ, 1995 

Thermus aquaticus Lehmbacher และ Bisswanger, 1990 

Thermus thermophilus Dekker และคณะ, 1991 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



13 

2.3 การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 
 
 การผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดยจุลินทรียนั้นตองการไซโลส (xylose) เปนสารชักนํา 

(Marshall และ Kooi, 1957) ดังนั้นในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมจึงตองเลี้ยงในอาหารที่มี

ไซโลสเปนแหลงคารบอน ดังรายงานของ Yoshimura และคณะ (1966) ศึกษาการผลิตกลูโคสไอ

โซเมอเรสจาก Bacillus coagulans HN-68 พบวาเมื่อใชไซโลสเปนแหลงคารบอนเปรียบเทียบ

แหลงคารบอนอ่ืนๆอีก 20 ชนิด เชื้อสามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูง  

 Chen และคณะ (1979) ศึกษาการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

flavogriseus ที่แยกไดจากดิน  พบวาสามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสที่เก็บไวในเซลล 

(intracellular enzyme) ได 1.25 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลีย้งเชื้อในอาหารที่มีไซโลสเปน

สารชักนาํ  และพบวา Streptomyces flavogriseus ยังสามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดดีใน

อาหารที่มีเฮมเิซลลูโลสที่ผานการยอยดวยกรดเปนแหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจนทีเ่หมาะสม คือ 

คอรนสตีพลิเกอร (corn steep liquor)  อิออนของแมกนีเซยีม  แมงกานีสและเหล็กชวยเพิ่มการ

ผลิตเอนไซมได 

 Younas และคณะ (1982) ศึกษาการเจริญและการสรางเอนไซมนีโ้ดย Streptomyces 

albus WRL-7 ในระดับขวดเขยา  พบวาวัตถุดิบที่มีน้าํตาลไซโลสและไซแลนที่ผานการยอยดวย

กรดเปนองคประกอบ  จัดเปนแหลงคารบอนที่ดทีี่สุด 

 Bok และคณะ (1984)  คัดแยก  Streptomyces sp. 260 จากดนิของพืน้ทีก่ารเกษตรมา

ทดสอบการผลิตกลูโคไอโซเมอเรส  พบวาเชื้อสวนใหญสามารถเจริญและผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส

ไดดีในอาหารที่มีน้าํตาลไซโลส 

 Meng และคณะ (1993) พบวา Thermoanaerobacterium thermosulfurigens สามารถ

ผลิตดี-ไซโลสไอโซเมอเรส (D-xylose isomerase) ทีท่นความรอน  และสามารถทํางานไดที่

อุณหภูมิสูงถงึ 80 – 90 องศาเซลเซียส  การทาํงานของเอนไซมชนิดนี้ตองการแมกนีเซียมอิออน

เพื่อรักษาสภาพของเอนไซมในภาวะอุณหภูมิสูง 

 Prabhakar และ Raju (1993) ศกึษาการปรับปรุงสูตรอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อผลิตกลูโคสไอ

โซเมอเรสจาก Arthrobacter sp. NCIM 2934 พบวาสามารถผลติกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 

11.2 หนวยตอมิลลิลิตร เมือ่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มไีซโลส 1.0 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน 

และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม คือ เปปโทนและสารสกัดจากยีสต และพบวาการผลิตกลูโคสไอโซ

เมอเรสจะลดลงเมื่อความเขมขนของไซโลสเพิ่มข้ึน 
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 Kaneko และคณะ (2000) ศึกษาลักษณะสมบัติกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

olivaceoviridis สายพนัธุ E86 พบวามีความคงทนตอสภาพความเปนกรดสูง (pH5) นั่นคือ

เอนไซมดังกลาวไมสูญเสียสภาพการทํางาน  ดวยสมบัตินี้ทาํใหสามารถผลิตน้าํตาลฟรักโทสได

มากถงึ 50 เปอรเซ็นตของผลผลิตทั้งหมด 

เนื่องจากไซโลสเปนน้าํตาลที่มีราคาแพง จึงไมเหมาะสมที่จะใชเปนสารตั้งตนในการผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรสในอุตสาหกรรม จึงมีรายงานศกึษาการใชไซแลน ซึ่งเปนพอลแิซคคาไรดกลุม 

เฮมิเซลลูโลสเปนสารตั้งตนในการผลิตกลโูคสไอโซเมอเรส ไดแก Teeradakorn และคณะ (1998) 

ศึกษาการผลติกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces fusant D3 ที่เกิดจากการรวมโปรโตพลาส 

ของ Streptomyces cyaneus 190-1 และ Streptomyces  greiseoruber 42-9 ซึ่งเปนจุลินทรยีที่

มีประสิทธิภาพสูงในการผลติกลูโคสไอโซเมอเรสและไซแลเนส ตามลาํดับ พบวา Streptomyces 

fusant D3 สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสได 1.1 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่   

ไซแลนจากไมเบิรช 0.8 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน 

Belfaquih และ Penninckx (2000) ศึกษาการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสและบีตา-ไซโลสิ  

เดสจาก Streptomyces sp. EC10 พบวาสามารถผลติกลูโคสไอโซเมอเรสและบีตา-ไซโลสิเดสได

สูงถึง 8.78 และ 43.93 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ เมื่อเลีย้งเชื้อในอาหารที่มีไซแลนจาก

ไมเบิรชเขนขน 0.2 เปอรเซน็ต เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

Manhas และ Bala (2004)  พบวาแบคทีเรีย 5 สายพนัธุ และ Streptomyce spp. 8 สาย

พันธุ  สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสได  โดย Streptomyces spp. สามารถผลติได 0.01-0.03 

หนวยตอมิลลิลิตร และแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมได 0.02-0.29 หนวยตอมลิลิลิตร  และ 

Streptomyces spp. ผลิตเอนไซมไดสูงสุดในอาหารที่ประกอบดวยขาวสาลีเปนแหลงคารบอน 

และภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซยีส และ pH  6-6.5 

ทั้งนี้เพื่อลดตนทนุในการผลิตเอนไซมเพราะวัสดุทางการเกษตรหลายชนิดมีเฮมิเซลลูโลสเปน

องคประกอบ เชน ฟางขาว กากเมล็ดฝาย เปลือกขาวโพด และ ซังขาวโพด  

 Calik และคณะ (2009) ศึกษาการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus 

thermoantarcticus พบวาสามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสได 1.33 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลีย้ง

เชื้อในอาหารที่มีไซแลนเปนแหลงคารบอน ในขณะที่ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดเพยีง 0.38 หนวย

ตอมิลลิลิตร เมื่อเลีย้งในอาหารทีม่ีไซโลสเปนแหลงคารบอน และพบวา  Bacillus 

thermoantarcticus ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 1.63 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในไซแลน

จากไมเบิรช 1.06 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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2.4 การทาํกลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสทุธิ ์
 
 กลูโคสไอโซเมอเรสที่ผลิตไดจากจุลินทรียสวนมากจะถูกนําไปใชในรูปที่มีการตรึงเอนไซม 

เนื่องจากมีประสิทธภาพและราคาถูก ดังนั้นจึงไมจําเปนตองทํากลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสุทธิ์และ

เขมขนข้ึน แตอยางไรก็ตามการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์นั้นมีความสําคัญตอการศึกษาลักษณะสมบัติ

ของเอนไซม เชน โครงสราง หนาที่และสมบัติของเอนไซม 

 กลูโคสไอโซเมอเรสสวนใหญเปนเอนไซมที่จุลินทรียสรางแลวเก็บไวในเซลล (intracellular 

enzyme) ดังนั้นการศึกษาเอนไซมนี้ตองมีการสกัดแยกเอนไซมจากเซลลกอน โดยทั่วไปจะใช

วิธีการทําใหเซลลแตก ซึ่งอาจใชวิธีการทางกล เชน การใชคลื่นเสียง การบด หรือการกวนใหเปน

เนื้อเดียวกัน หรือใชวิธีทางเคมีทําใหเกิดจากสลายตัวของผนังเซลล (autolysis) เชน การใช        

ไลโซไซม โทลูอีน ซิทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด (cetyltrimethyl ammonium bromide) และ

อ่ืนๆ 

 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสุทธิ์มีหลายขั้นตอน ไดแก การใชความรอน การ

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต อะซีโตน แมกนีเซียมอิออน หรือ เกลือของแมกนีเซียมอิออน 

โครมาโทรกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิออน (ion-exchange chromatography) และเจลฟวเตรชั่น 

(gel filtration) (Chen,1980) นอกจากนี้มีรายงานการใชโครมาโทกราฟแบบดูดซับโดยใชตัวดูดซับ

เปนไซลิทอล-เซฟาโรส (xylitol-sepharose) เพื่อทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces spp. 

ใหบริสุทธิ์ หรือใชไบโอเจล-พี 100 (Biogel-P 100) ที่มีไซโลสหรือแมนนิทอลตรึงอยูบนซิโลโครม

เปนตัวดูดซับ และยังมีรายงานถึงการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. NCIM 2730 

ดวยวิธีรวดเร็วโดยการทําโครมาโทรกราฟแบบการดูดซับโดยใชปฏิกิริยาทางภูมคุมกัน (Ghatge, 

1991)  

 Smith และคณะ (1991) ศึกษาการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Arthrobacter sp. NRRL 

B-3728 ใหบริสุทธิ์โดยการสกัดเอนไซมออกจากเซลลดวย DNase และ ไลโซไซม ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนําไปทําใหบริสุทธิ์โดยการทําโครมาโทกราฟบนดีอีเออี-

เซฟาคริล (DEAE-Sephacel) ไดอะไลสแลวนําไปทําโครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตรชั่น (gel 

filtration) พบวากลูโคสไอโซเมอเรสมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 19.8 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 50.0 

เปอรเซ็นต 

Inyang และคณะ (1995) ศึกษาการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PLC 

ใหบริสุทธิ์โดยการทําใหเซลลแตกโดยใชคลื่นเสียง จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงเพื่อนําสวนน้ําใสไปทํา

โครมาโทกราฟบนดีอีเออี-เซลลูโลส (DEAE-Cellulose) รวมสวนที่มีแอคติวิตีไปตกตะกอนโปรตีน

ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 80 เปอรเซ็นต ไดอะไลสแลวนําไปทําโครมาโทรกราฟบน
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เซฟาโรส ซีแอล 2 บี (Sepharose CL 2B) และสุดทายทําโครมาโทรกราฟชนิด ฟาสตโปรตีนลิขวิด 

(Fast Protein Liquid Chromatography) ที่มีฟนิล ซูเปอโรส (Phynyl Superose) เปนตัวกลาง  

พบวากลูโคสไอโซเมอเรสมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 9.3 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 10.0 เปอรเซ็นต  

 Liu และคณะ (1996) ศึกษาการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Thermoanaerobacterium 

sp. JW/SL-YS 489 ใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 65-85 

เปอรเซ็นต ไดอะไลสแลวนําไปทําโครมาโทรกราฟบนดีอีเออี-เซฟาโรส (DEAE-Sepharose)  

ซุปเปอรโรส-12 เอชอาร (Superrose-12 HR) และ ฟนิล-เซฟาโรส (Phenyl-Sepharose) 

ตามลําดับ พบวากลูโคสไอโซเมอเรสมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 28.2 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 46.0 

เปอรเซ็นต  

 Lama และคณะ  (2001) ศึกษาการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก  Bacillus 

thermoantarcticus ใหบริสุทธิ์โดยการสกัดเอนไซมออกจากเซลลดวย DNase และ ไลโซไซม ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ปนเหวี่ยงนําสวนน้ําใสไปไดอะไลส จากนั้นนําไป

ตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อกําจัดโปรตีนอื่นๆ ตอมานําไปทําโคร

มาโทกราฟบนคิว-เซฟาโรส ฟาสท (Q-Sepharose Fast Flow) เซฟาคริล เอส-200 (Sepahcryl S-

200) และ ฟนิล-เซฟาโรส ซีแอล-4บี (Phynyl-Sepharose CL-4B) ตามลําดับ จากนั้นทําโคร

มาโทกราฟชนิด FPLC (Fast-performance liquid chromatography) ที่มีโมโน คิว เอชอาร/5/5 

(Mono Q HR/5/5) เปนตัวกลาง พบวากลูโคสไอโซเมอเรสมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 73 เทา และมี  

แอคติวิตีคงเหลือ 23.3 เปอรเซ็นต  

 Borgi และคณะ (2004) ศึกษาการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. SK ให

บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 40-60 เปอรเซ็นต ไดอะไลสแลว

ทําใหโปรตีนเขมขนโดยกรองผานเยื่อเลือกผานโดยกักโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา 10,000 

ดาลตันไว จากนั้นทําโครมาโทกราฟชนิด FPLC (Fast-performance liquid chromatography) ที่

มียูโน-คิว 12 (UNO-Q 12) เปนตัวกลาง พบวากลูโคสไอโซเมอเรสมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 21.5 เทา 

และมีแอคติวิตีคงเหลือ 17.6 เปอรเซ็นต  
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2.5 น้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

 มีรายงานการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆที่ผาน

การทําใหบริสุทธิ์แลว พบวามีขนาดแตกตางกันและยังประกอบดวยจํานวนหนวยยอยตางๆกัน ดัง

แสดงในตารางที่ 2.2  
 

ตารางที่ 2.2 น้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียสายพันธุตางๆ 
 

น้ําหนกั

โมเลกุล 

จํานวน 

หนวยยอย 

(ดาลตัน) และ 
สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารององิ 

(เจล น้ําหนกั

โมเลกุล ฟวเตรชั่น) 

(ดาลตัน) 

Arthobacter sp. NRRL 

B3728 

185,000 (4), 47,000 Smith และคณะ, 1991 

Bacillus sp. NCIM 59 160,000 (3), 50,000 Chauthaiwale และ Rao, 

1994   

Bacillus sp. TX-3 140,000 (3), 45,000 Kitada และคณะ, 1989 

Bacillus thermoantarcticus 200,000 (4), 47,000 Lama และคณะ, 2001 

Hordeum vulgaris 100,000 (2), 55,000 Kristo และคณะ, 1996 

Streptomyces sp. PLC 183,000 (4), 46,000 Inyang และคณะ, 1995 

Streptomyces sp. SK 180,000 (4), 43,000 Borgi และคณะ, 2004 

Thermoanaerobacter 

sp.B6A 

200,000 (4), 50,000 Lee และ Zeikus, 1991 

Thermoanaerobacterium sp. 

JW/SL YS-489 

200,000 (4), 50,000 Liu และคณะ, 1996 

   

Thermotoga neapolitana 200,000 (4), 50,000 Hess และคณะ, 1998 

Thermus aquaticus HB8 196,000 (4), 50,000 Lehmacher และ 

Bisswanger, 1990  

หมายเหตุ : ตัวเลขในวงเล็บหมายถึงจํานวนหนวยยอย 

 



2.6 สมบัติของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

2.6.1 อุณหภูมแิละความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

กลูโคสไอโซเมอเรสที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆมีอุณหภูมิและความเปนกรดดางที่

เหมาะสมตอการทํางานแตกตางกัน  ดังแสดงในตารางที่ 2.3  
 

ตารางที่ 2.3 อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส

จากจุลินทรียชนิดตางๆ 
 

ภาวะที่เหมาะสม 

สายพนัธุจุลินทรีย 
อุณหภูมิ 

(องศา

เซลเซียส) 

ความเปน

กรดดาง 
เอกสารอางอิง 

Bacillus sp. NCIM 59 85 8.0 Chauthaiwale และ Rao, 

1994 

Bacillus sp. TX-3 80 7.5-9.0 Kitada และคณะ, 1996 

Bacillus thermoantarcticus 90 7.0 Lama และคณะ, 2001 

Chainia sp. 60 9.0 Khire และคณะ, 1990 

Clostridium thermosulfurogenes 80 7.0-7.5 Lee และ Zeikus, 1991 

Hordeum vulgaris 60 7.0-7.9 Kristo และคณะ, 1996 

Streptomyces sp. PLC 80 7.0 Inyang และคณะ, 1995 

Streptomyces 

olivochromogenes 

80 8.0-10.0 Suekane และคณะ, 1978 

Streptomyces thermovulgaris 60-85 7.0 Raykovska และคณะ, 2001 

Thermoanaerobacter sp.B6A 80 7.0-7.5 Lee และ Zeikus, 1991 

Thermoanaerobacterium sp. 

JW/SL YS-489 

80 6.8 Liu และคณะ, 1996 

 

Thermotoga neapolitana 95 7.1 Hess และคณะ, 1998 

Thermotoga maritima 105-110 6.5-7.5 Brown และคณะ, 1993 

Thermus aquaticus HB8 85 7.5 Lehmacher และ 

Bisswanger, 1990 

18 
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2.6.2 ความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดางของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

กลูโคสไอโซเมอเรสที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆมีความเสถียรตออุณหภูมิและความ

เปนกรดดางแตกตางกัน  ดังแสดงในตารางที่ 2.4  
 

ตารางที่ 2.4 ความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดางของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรีย

ชนิดตางๆ 
 

ความเสถียรตอ 

อุณหภูมิ ความเปน

กรดดาง 
สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

(องศา

เซลเซียส) 

Bacillus sp. KX-6 50 (1hr) 6.0-11.0 Kwon และคณะ, 1987 

Bacillus sp. TX-3 40-75 

(10min) 

7.0-9.0 Kitada และคณะ, 1996 

  

Bacillus stearothermophilus 75 (10min) 5.0 Suekane และคณะ, 1978 

Bacillus thermoantarcticus 90 (30min) 9.0 Lama และคณะ, 2001 

Chainia sp 60 (30min) 8.0 Khire และคณะ, 1990 

Clostridium thermosulfurogenes 85 (1hr) 5.5-12.0 Lee และ Zeikus, 1991 

Streptomyces sp. PLC 98 (15min) - Inyang และคณะ, 1995 

Streptomyces flavogriseus RT, (24hr) 5.0-9.0 Chen และ Anderson, 

1979 

Streptomyces 

olivochromogenes 

50 (30min) 4.0 Suekane และคณะ, 1978 

Thermoanaerobacter sp.B6A 85 ( hr) 5.5-12.0 Lee และ Zeikus, 1991 

Thermoanaerobacterium sp. 

JW/SL YS-489 

80 (1hr) - Liu และคณะ, 1996 

   

Thermotoga neapolitana 95 (24hr) - Hess และคณะ, 1998 

Thermotoga maritima 100 (10hr) - Brown และคณะ, 1993 

หมายเหตุ : เครื่องหมาย – หมายถึง ไมไดรายงานไว 
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2.6.3 ความจําเพาะตอสับสเตรทของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

โดยทั่วไปกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆมีความจําเพาะตอสับเสเตรท 2 

ชนิด คือ กลูโคสและไซโลส ซึ่งมีคาความจําเพาะตอสับสเตรทแตกตางกันไปแลวยังรายงานกลูโคส

ไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆยังมีความจําเพาะกับน้ําตาลชนิดอื่นๆอีกดวย ดังแสดงใน

ตารางที่ 2.5 
 

ตารางที่ 2.5 คาความจําเพาะ (Km) ของกลูโคสไอโซเมอเรสของจุลินทรียตอสับสเตรทชนิดตางๆ 
 

ชนิดของ

สับสเตรท 

Km

เอกสารอางอิง สายพนัธุจุลินทรีย (มิลลิโม

ลาร) 

Actinoplanes missouriensis ดี-ฟรักโทส 1670 Gong และคณะ, 1980 

 ดี-กลูโคส 1330  

Arthobacter sp. NRRL B3728 ดี-อะราบิโนส 280 Smith และคณะ, 1991 

 ดี-ฟรักโทส 170  

 ดี-กลูโคส 225  

 ดี-ไรโบส 190  

 ดี-ไซโลส 3.3  

Bacillus sp. NCIM 59 ดี-กลูโคส 142 Chauthaiwale และ Rao,  

 ดี-ไซโลส 6.66 1994 

Bacillus sp. TX-3 ดี-กลูโคส 290 Kitada และคณะ, 1996 

 ดี-ไซโลส 100  

Bacillus thermoantarcticus ดี-กลูโคส 167 Lama และคณะ, 2001 

 ดี-ไซโลส 33  

Clostridium thermosulfurogenes ดี-ฟรักโทส 60 Lee และ Zeikus, 1991 

 ดี-กลูโคส 140  

 ดี-ไซโลส 20  

Streptomyces sp. PLC ดี-กลูโคส 400 Inyang และคณะ, 1995 

 ดี-ไซโลส 35  
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ตารางที่ 2.5 (ตอ) 
 

ชนิดของ

สับสเตรท 

Km

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง (มิลลิโม

ลาร) 

Streptomyces thermovulgaris ดี-กลูโคส 55.5 
Raykovska และคณะ, 

2001 

 ดี-ไรโบส 13.3  

 ดี-ไซโลส 4.4  

Thermoanaerobacter sp.B6A ดี-ฟรักโทส 50 Lee และ Zeikus, 1991 

 ดี-กลูโคส 120  

 ดี-ไซโลส 46  

Thermoanaerobacterium sp. ดี-ฟรักโทส 50 Liu และคณะ, 1996 

JW/SL YS-489 ดี-กลูโคส 130  

 ดี-ไซโลส 19  

Thermotoga neapolitana ดี-ฟรักโทส 106.5 Hess และคณะ, 1998 

 ดี-กลูโคส 88.5  

 ดี-ไซโลส 16  

Thermotoga maritima ดี-ฟรักโทส 225 Brown และคณะ, 1993 

 ดี-กลูโคส 118  

 ดี-ไซโลส 74  
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2.6.4 อิออนโลหะตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

จากการศึกษาผลของอิออนโลหะตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรีย

ชนิดตางๆ พบวาเอนไซมนี้สวนใหญตองการไดวาแลนทแคทอิออน (divalent cation) ไดแก 

แมกนีเซียมอิออน (Mg2+) โคบอลตอิออน (Co2+) หรือแมงกานีสอิออน (Mn2+) ในการทํางาน 

(Tsumura และคณะ, 1965) ซึ่งตอมา Kasumi และคณะ (1982) รายงานวากลูโคสไอโซเมอเรส

สวนใหญตองการแมกนีเซียมอิออน (Mg2+) ในการทํางานของเอนไซม ในขณะที่ตองการโคบอลต 

อิออน (Co2+) เพื่อชวยปองกันการทําใหถูกเสียสภาพดวยความรอน กรด และโซเดียมโดเดซิล

ซัลเฟต หรืออาจชวยเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมดวย แตอยางไรก็ตามอิออนแตละชนิดจะมีผลตอ

เอนไซมที่ไดจากจุลินทรียชนิดตางๆแตกตางกัน ดังรายงานวิจัยตางๆดังนี้ 

Marg และ Clark (1990) ศึกษาผลของอิออนโลหะตอการทํางานของกลูโคส(ไซโลส)ไอ

โซเมอเรสจาก Bacillus coagulans พบวาแมงกานีสอิออน (Mn2+) และโคบอลตอิออน (Co2+) มี

ผลตอแอคติวิตีของไซโลสไอโซเมอเรส ในขณะที่แมกนีเซียมอิออน (Mg2+) และโคบอลตอิออน 

(Co2+) มีผลตอแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส นอกจากนี้ยังพบวาโครงสรางของกลูโคส(ไซโลส)

ไอโซเมอเรสจาก Bacillus coagulans มีตําแหนงจับกับอิออนโลหะ 2 ตําแหนง  
2+Sushama และคณะ (1992) ศึกษาบทบาทของแมกนีเซียมอิออน (Mg ) และ

โคบอลตอิออน (Co2+) ตอแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. NCIM 2730 

พบวาจุลินทรียไมตองการโคบอลตอิออน (Co2+) ในการผลิตเอนไซม แตตองการแมกนีเซียมอิออน 

(Mg2+) และโคบอลตอิออน (Co2+ 2+) ในการทํางานของเอนไซม โดยแมกนีเซียมอิออน (Mg ) จะ

ชวยเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซม สวนโคบอลตอิออน (Co2+) ชวยรักษาเสถียรภาพโครงสรางของ

เอนไซมเมื่อทํางานในอุณหภูมิสูง 

Lama และคณะ (2001) พบวากลูโคสไอโซเมอเรสที่ทนรอนจาก Bacillus 

thermoantarcticus  ตองการแมกนีเซียมอิออน (Mg2+) หรือโคบอลตอิออน (Co2+) ในการทํางาน

ของเอนไซมที่อุณหภูมิสูง ในขณะที่ในปฏิกิริยาที่มีแมงกานีสอิออน (Mn2+) และโคบอลตอิออน 

(Co2+ 2+) มีผลยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซม และนอกจากนี้ยังพบวาแมกนีเซียมอิออน (Mg ) 

โคบอลตอิออน (Co2+) หรือแมงกานีสอิออน (Mn2+) มีผลตอแอคติวิตีของไซโลสไอโซเมอเรส 
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2.7 อินูลิเนส 
 

นอกจากกลูโคสไอโซเมอเรส ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการผลิตฟรักโทสจากกลโูคสที่ไดจาก

การยอยสลายแปงแลว  ปจจุบันยงัพบวามีเอนไซมอีกชนิดหนึ่ง ไดแก อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเริ่ม

ไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตฟรักโทสโดยการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอนินลิูน เอนไซมนี้

สามารถยอยสลายอินนูลินโดยใชปฏิกิริยาเพียงขั้นตอนเดียวใหฟรักโทสไดสูงถึง 95 เปอรเซ็นต 

(Guirard และ Galzy, 1981; Pandey และคณะ, 1999; Singh และคณะ, 2006) 

 

2.7.1 อินนูลิน 

 

อินนูลินเปนพอลิฟรักแทนที่พบมากในพืชหลายชนิด  มีโครงสรางเปนสายโซตรงของ

ฟรักโทสที่เชื่อมกันดวยพันธะบีตา-2,1 (�-2,1 linkage) โดยมีโมเลกุลของซูโครสเชื่อมอยูปลาย

สาย (Vandamme และ Derycke, 1983) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 อินนูลินถูกสะสมอยูในหัวหรือราก

ของพืชหลายชนิด เชน หัวหอม กระเทียม รากตนรักเร หัวชิโครี่ (chicory root) และรากของ 

Jerusalem artichoke เปนตน (Pandey และคณะ, 1999; Rocha และคณะ, 2006)  

 

 

 
 

รูปที่ 2.4 โครงสรางของอินนูลิน (Roubroeks และคณะ, 2001) 
 

Jerusalem artichoke  มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา  Helianthus tuberosus L.  มีอินนูลิน

สะสมสูงถึง 14-19 % (w/w) (Lingyun และคณะ, 2007)  พืชนี้เปนพืชลมลุกมีความใกลชิดกับ

ทานตะวัน (Helianthus annuus)  มีถิ่นกําเนิดแถบทวีปอเมริกาเหนือ  ปจจุบันไดมีการนําเขามา

ปลูกในประเทศไทยโดยใหชื่อวา  แกนตะวัน  และมีการสงเสริมการปลูกกับเกษตรกรทั่วไป (นิมิตร 
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วรสูตร และสนั่น จอกลอย, 2549) เพื่อใชเปนพืชอาหารสุขภาพ พืชสมุนไพรสัตว และพืชพลังงาน

ทดแทน 

ปจจุบันอินนูลินไดรับความสนใจอยางมากเนื่องจากมีราคาถูกและสามารถใชเปนสาร

ตั้งตนในการผลิตน้ําเชื่อมที่มีความเขมขนสูง (High Fructose Syrup) ซึ่งมีความสําคัญใน

อุตสาหกรรมการผลิตยา เชน การผลิตน้ําตาลสําหรับคนไขที่เปนโรคเบาหวาน นอกจากนี้อินนูลิน

ยังชวยเพิ่มการดูดซึมธาตุเหล็กในเด็ก และใชเปนสารใหความหวานสําหรับคนที่ตองการลด

น้ําหนัก (Roberfroid, 1999) กระตุนการเจริญของ  Bifidobacteria  ในลําไสเล็กและลําไสใหญ 

(Kolida, 2002) ปองกันมะเร็งลําไสใหญและใชเปนเสนใยในระบบชวยยอย (Roberfroid, 1999) 

เปนตน 

 

2.7.2 อินูลิเนส 

 

อินูลิเนส (inulinase) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาสลายพันธะระหวางน้ําตาล

ฟรักโทสในอินนูลินดวยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดผลิตภัณฑเปนน้ําตาลฟรักโทส และอินนูโลโอลิโก

แซคคาไรด อินูลิเนสสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมตางๆเชน อุตสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อม

ฟรักโทส  อุตสาหกรรมการผลิตเอธานอล และอุตสาหกรรมการผลิตโอลิโกฟรักแทนจากอินนูลิน 

เปนตน (Sheng และคณะ, 2007)          

อินูลิเนสแบงตามรูปแบบของกลไกการไฮโดรไลซออกเปน 2 ชนิด คือ  

1. เอนโดอินูลิเนส (Endoinulinase, 2,1, β-D-fructan fructanohydrolase) จะยอย

สลายพันธะบีตา 2,1 ภายในโมเลกุลของอินนูลินแบบสุมไดผลิตภัณฑเปนอินนูโลไตรโอส (Inulo-

triose) อินนูโลเตตระโอส (Inulo-tetraose) และอินนูโลเพนตะโอส (Inulo-pentaose) (Kumiko 

และคณะ, 1999) ซึ่งเปนสารใหความหวานพลังงานต่ําจัดเปนพรีไบโอติก และใชเปนสวนประกอบ

ของอาหารสุขภาพ   

2. เอกโซอินูลิเนส (Exoinulinase, β-D-fructan fructanohydrolase)    ตัดพันธะบีตา  

2,1 ในโมเลกุลของอินนูลินออกทีละโมเลกุลทางดานปลายนอนรีดิวซ ใหผลิตภัณฑหลักเปน

ฟรักโทสและอินนูโลโอลิโกเมอร (Kumiko และคณะ, 1999)  

การทํางานรวมกันของเอนโดอินูลิเนสและเอกโซอินูลิเนสทําใหมีประสิทธิภาพสูงในการ

ยอยอินนูลินเปนฟรักโทส  ซึ่งสามารถยอยสลายอินนูลินไปเปนฟรักโทสไดสูงถึง 90-95 เปอรเซ็นต 
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2.7.3 แหลงของอินูลิเนส 

 

อินูลิเนสพบไดในจุลินทรียหลายชนิดเชน รา ยีสต แบคทีเรีย และแอคติโนมัยสีท  โดย  

จุลินทรียสวนใหญจะสรางอินูลิเนสแลวปลอยออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) และมี    

จุลินทรียบางชนิดจะสรางอินูลิเนสแลวเก็บไวภายในเซลล (intracellular enzyme)  ตัวอยางสาย

พันธุจุลินทรียที่สามารถสรางอนูลิเนส ดังแสดงในตารางที่ 2.6 
 

ตารางที่ 2.6 ตัวอยางสายพันธุของจุลินทรียที่สามารถสรางอินูลิเนส 
 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

Arthrobacter sp. Kang และคณะ, 1998 

Arthrobacter sp. S37 Kim และคณะ, 2008 

Aspergillus awamori Nagem และคณะ, 2004 

Aspergillus fumigatus Gill และคณะ, 2006 

Aspergillus niger Skowronek และคณะ, 2006 

Aspergillus niger Kango  และคณะ, 2008 

Aspergillus niger AF10 Zhang และคณะ, 2004 

Aspergillus oryzea Anil และคณะ, 1998 

Bacillus subtilis Wanker และคณะ, 1995 

Cryptococcus aureus G7a Sheng และคณะ, 2007 

Kluyveromyces S120 Xiong และคณะ, 2007 

Kluyveromyces bulgaricus Vranesic และคณะ, 2002 

Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus Paula และคณะ, 2008 

Kluyveromyces marxianus YS-1 Singh และคณะ, 2007 

Kluyveromyces sp. Y-85 Wenling และคณะ, 1999 

Penicillium janczewskii Marcia และคณะ, 2007 

Penicillium sp.TN-88 Nakamura และคณะ, 1997 

Rhizupus sp. TN-96 Ohta และคณะ, 2002 

Streptomyces sp. Sharma  และคณะ, 2007 

Streptomyces sp. GNDU 1 Gill และคณะ, 2003 
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2.7.4 การผลติอินูลิเนสโดยจุลินทรียชนิดตางๆ 

 

จุลินทรียหลายชนิดสามารถผลิตอินูลิเนสไดเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอินนูลินเปน

องคประกอบ  ดังรายงานของ Jing และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตและแยกเอนโดอินูลิเนสและ

เอกโซอินูลิเนสจาก Aspergillus ficuum JNSP5-06 โดยเลี้ยงในอาหารที่มีอินนูลิน 2 เปอรเซ็นต 

เปนแหลงคารบอน  

Cazetta และคณะ (2005)  รานงานวา Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus 

สามารถผลิตอินูลิเนสไดเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีสารสกัดจากยาคอน (yacon extract) และให 

แอคติวีตีของอินูลิเนสสูงเมื่อเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  และ pH 4.0 

Singh และคณะ (2006)  ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus 

YS-1  เมื่อใชสารสกัดจากรากหนอไมฝร่ังซึ่งมีอินนูลิน 3.5 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน พบวา

สามารถผลิตอินูลิเนสได 40.5 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งเพิ่มข้ึน 6.1 เทาหลังจากปรบัปรุงสูตรอาหาร

เลี้ยงเชื้อ    

Singh และคณะ (2007)  ศึกษาการปรับปรุงสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อเพือ่ผลิตอินูลิเนสจาก 

Kluyveromyces marxianus YS-1  พบวาสามารถผลติอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลได 30.8 

หนวยตอมิลลิลิตร  เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารทีป่ระกอบดวย อินนลิูน สารสกัดจากเนื้อ (meat 

extract) แคลเซียมคลอไรด และโซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  และพบวาเลีย้งเชื้อในอาหารที่มีอินนูลินที่

สกัดจากรากตนรักเร 2 เปอรเซ็นต เปนเวลา 60 ชั่วโมง  สามารถผลติอินูลิเนสได 55.4 หนวยตอ

มิลลิลิตร 

Sheng และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Cryptococcus aureus G7a  ที่

แยกไดจากตะกอนดินในทะเลจีนใต  สามารถผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลได 85 หนวยตอ

มิลลิลิตร ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่ประกอบดวยอินนูลิน 4 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน   ภาวะที่

เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีสและ pH 5.0  และพบวา     

อินูลิเนสที่ผลิตโดย Cryptococcus aureus G7a  มีแอคติวีตีสูงสุดที่เคยมีรายงานมา 

Kango (2008) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Aspergillus niger NK-126 ที่แยกไดจาก

เปลือกหอมใหญและใชรากของ dandelion (Taraxacum officinale) เปนแหลงคารบอน สารสกัด

จากยีสต เปนแหลงไนโตรเจนพบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 12.3 หนวยตอมิลลิลิตร ภาวะที่

เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดาง

เทากับ 5.0  
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เนื่องจาก Streptomyces ซึ่งเปนจุลินทรียที่พบทั่วไปในดิน  บริเวณแหลงน้ําจืด และน้ํา

ทะเล เจริญไดดีในภาวะแวดลอมหลากหลาย ดังนั้นจึงจัดเปนจุลินทรียอีกชนิดหนึ่งที่นาสนใจใน

การนํามาศึกษาการผลิตอินูลิเนส ซึ่งนาจะไดเอนไซมที่มีสมบัติหลากหลายตามภาวะแวดลอมของ

แหลงที่คัดแยกเชื้อได  อยางไรก็ตามปจจุบันยังมีรายงานการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces 

คอนขางนอยมาก ดังรายงานตอไปนี้ 

Gill และคณะ (2003) ศึกษาผลของสูตรอาหารเลีย้งเชือ้ และภาวะในการเลีย้งเชื้อตอ

การผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. GNDU1  พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสทีป่ลอยออกนอก

เซลลได 0.552 หนวยตอมลิลิลิตร  เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ีอินนูลิน 1 เปอรเซ็นต  และสารสกัด

จากยีสต (yeast extract) เปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนตามลาํดับ  และพบวา

แอมโมเนยีมออิอนในอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีผลยับยั้งการผลิตเอนไซม  ภาวะที่เหมาะสมในการ

ทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและ pH 5.5 

Sharma และคณะ (2006)  ศึกษาการผลติอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. ที่แยกได

จากดินบริเวณปมรากตนรักเร  ในอาหารที่มีกระเทยีมผงเปนแหลงคารบอน พบวาสามารถผลิต 

อินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลได 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร  ซึ่งมีคาสูงกวาการเลีย้งเชื้อในอาหาร

ที่มีอินนูลินบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน 1.6 เทา  ภาวะที่เอนไซมทาํงานไดดี คือ อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส  และ pH 6.0 ตอมา Sharma และ Gill (2007) รายงานวาเอกโซอินูลิเนสซึง่ทนความรอน

จาก Streptomyces sp พบวาภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 70 องศา

เซลเซียส และคาความเปนกรดดางเทากับ 6.0  
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2.7.5 สมบัติของอินูลิเนส 
 

2.7.5.1 อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนส 

 

อินูลิเนสที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆมีอุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสม

ตอการทํางานแตกตางกัน  ดังแสดงในตารางที่ 2.7  
 

ตารางที่ 2.7 อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนสจากจุลินทรีย

ชนิดตางๆ 
 

ภาวะที่เหมาะสม 

อุณหภูมิ ความเปน

กรดดาง 
สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

(องศา

เซลเซียส) 

Arthrobacter sp. 50 7.5 Kang และคณะ, 1998 

Aspergillus fumigatus 60 6.0 Gill และคณะ, 2006 

Aspergillus candidus 45 5.5 Kochhar และคณะ, 1997 

Aspergillus niger 60 5.0 Chen และคณะ, 1997 

Bacillus Smithii T7 70 4.5 Gao และคณะ, 2009 

Cryptococcus aureus G7a 50 5 Sheng และคณะ, 2008 

Kluyveromyces bulgaricus 30 และ 33 3.6 Vranesic และคณะ, 2002 

Kluyveromyces marxianus var. 

bulgaricus 
55 4.75 Kushi และคณะ, 2000 

Kluyveromyces sp. Y-85 50 5.5 Singh และคณะ, 2007 

Penicillium janczewskii 60 5.5 Pessoni, 2007 

60 6.0 Gong และคณะ, 2007 Pichia guilliermondii 

Rhizopus sp. TN-96 40 5.5 Ohta และคณะ, 2002 

Streptomyces sp. 70 6.0 Sharma  และคณะ, 2006 

Streptomyces sp. GNDU 1 60 5.5 Gill และคณะ, 2003 

 

 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการทดลอง 
 
3.1  เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

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

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

U.S.A. 

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

 บริษัท Beckman Coulter, Germany 

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

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

Co., Ltd., Switzerland 

5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic Unicam, U.S.A., รุน Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA และ

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

Inc., U.S.A. 

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

Ltd., Switzerland 

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

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

Hirayama, Co., Ltd., Japan 

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

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

ทริก จํากัด (มหาชน), ประเทศไทย 

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

Germany  

11. อางน้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน GFL 1086 บริษัท Gesellschaft für Labortechnik 

Co., Ltd., Germany 

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

บริษัท Torrey Pines Scientific, Inc. U.S.A. 

14. เครื่องโครมาโทกราฟ รุน Bio-Logic LP บริษัท Bio-Rad Laboratories, U.S.A. 

15. เครื่องอีเลคโทรโฟริซิสแบบแผน (Slab gel electrophoresis equipment) รุน Mini-

Protein II Dual ของ BioRad, U.S.A. 

16. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง ชนิดอาง รุน Soronex RK 100 บริษัท Bandelin 

Electronic, Germany 

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

18. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 

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

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

21. ฮีมาไซโทมิเตอร บริษัท Schott Duran, Germany 

 
3.2  เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

1. ไซโลส (xylose) บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

2. ฟรักโทส (Fructose)  บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

3. กลูโคส (Glucose) บริษัท Merck, Germany 

4. ไซลูโลส (D-Xylulose) บริษัท Sigma-Aldrich Co., U.S.A. 

5. อินนูลินจากหัวชิคโครี่ (inulin from chicory) บริษัท Fluka, U.S.A. 

6. ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan) บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

7. พารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด (p-nitrophenyl �-D-xylopyranoside) 

บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A.  

8. พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

9. ดีอีเออี-ไบโอ เจล เอ (DEAE-Bio Gel A) บริษัท Bio-Rad Laboratories, U.S.A. 

10. เซฟาคริล เอส-300 (Sephacryl S-300) บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

11. อะคริลาไมด (Acrylamide) บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

12. N,N,N’,N’-เตตระเมธิลีนไดอามีน (N,N,N’,N’-Tetramethylenediamine, TEMED) 

บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

13. N,N’-เมธิลีนบสิอะคริลาไมด (N,N’-Methylene bis acrylamide) บริษัท Sigma 

Chemical Co., U.S.A. 
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14. สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จ-ี250 (Coomassie Brilliant Blue G-250) บริษัท Fluka, 

Switzerland. 

15. โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate, SDS) บริษัท Sigma Chemical Co., 

U.S.A. 

16. ชุดโปรตีนมาตรฐานน้ําหนกัโมเลกุล บริษทั Bio-Rad Laboratories, U.S.A. 

17. อะลูมินา (Alumina) บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

18. โบวีนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin) บริษัท Sigma Chemical Co.,U.S.A. 

19. แคตาเลส (Catalase) บริษัท Sigma-Aldrich Co., U.S.A. 

20. เฟอริติน (Ferritin Type I: From Horse Spleen) บริษัท Sigma-Aldrich Co., U.S.A. 

21. แกมมา-กลอบูลิน (�-Globulins from bovine blood) บริษัท Sigma-Aldrich Co., 

U.S.A. 

22. ทริปติกซอยบรอท (Tryptic Soy Broth) บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 

23. เพบโตน (peptone) บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 

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

25. พอลิเพบโตน (Polypeptone) บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 

26. โคบอลตคลอไรด (CoCl ⋅6H O) บริษัท Merck, Germany 2 2

27. แคลเซียมคารบอเนต (CaCO ) บริษัท Merck, Germany 3

28. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K HPO ) บริษัท Merck, Germany 2 4

29. โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany 

30. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO ⋅7H O) บริษัท Merck, Germany 4 2

31. เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO ⋅7H O) บริษัท Merck, Germany 4 2

32. กลีเซอรอล (Glycerol) บริษัท Merck, Germany 

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

34. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 

35. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany 

36. โซเดียมแอซีเตต (CH COONa) บริษัท Merck, Germany 3

37. กรดแอซีติก (CH COOH) บริษัท Merck, Germany 3

38. ทริสไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

39. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH PO ) บริษัท Merck, Germany 2 4

40. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต  (Na ⋅12HHPO2 4 2O) บริษัท Merck, 

Germany 
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41. โซเดียมโพแทสเซียมทาร เทรตเตตระไฮเดรต  (C H KNaO .4H4 4 6 2O) บริษัท  Merck, 

Germany 

42. คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO ⋅5H O) บริษัท Merck, Germany 4 2

43. โซเดียมซัลเฟต (Na SO ) บริษัท Merck, Germany 2 4

44. แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต ((NH4)6Mo7O24⋅4H O) บริษัท Merck, Germany 2

45. กรดซัลฟูริก (H SO ) บริษัท Merck, Germany 2 4

46. โซเดียมอารซีเนต (NaHAsO ) บริษัท Ajax Chemicals, Australia 4

47. โซเดียมคารบอเนต (Na CO ) บริษัท Merck, Germany 2 3

48. สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) บริษัท Merck, Germany 

49. บลาโนส ซเีอ็มซี (Blanose CMC) บริษัท Bronson and Jacobs International Co.,  

Ltd., Thailand 
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3.3 วิธีดําเนนิการทดลอง 
 
     3.3.1 การเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 และการเตรยีมกลโูคสไอโซเมอเรส 
 
 3.3.1.1 การเตรียมสปอร Streptomyces PC22 และ CH7 

 

  ปลูกเชื้อ Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารแข็งเอียงขาวไรย (ภาคผนวก 

ก หมายเลข 1) ที่มีคาความเปนกรดดาง (pH) เทากับ 9.0 สําหรับ PC22 และ 7.0 สําหรับ CH7 

บมที่อุณหภูม ิ45 และ 40 องศาเซลเซยีส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปนเวลา 7 วนั และ

นํามาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 -15 วัน จงึนาํมาขูดสปอรโดยเทคนิคปลอดเชื้อ โดยใชน้ํากลั่น

ปลอดเชื้อเปนตัวแขวนลอย ดูดสปอรแขวนลอยที่ไดมากรองผานชุดกรองสปอร นําสปอร

แขวนลอยทีก่รองไดมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้าํใสทิง้ 

และลางสปอรดวยน้าํกลัน่ปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นแขวนลอยสปอรที่ไดใน 30 เปอรเซ็นต          

กลีเซอรอล ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 2 คร้ัง โดยเจือจางใหไดความหนาแนนของสปอรเทากับ        

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร แบงเก็บเปนปริมาตรนอยๆ (aliquots) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 

จนกวาจะนาํมาใช 

 

 3.3.1.2 การศกึษารูปแบบการเจริญของ Streptomyces PC22 และ CH7 

 

  ศึกษารูปแบบการเจริญของ Streptomyces PC22 และ CH7 โดยถายสปอร

แขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน 2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) pH 9.0 สําหรับ PC22 

และ pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึง่มีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครือ่ง

เขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเรว็ 200 รอบตอนาท ีอุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ 

PC22 และ CH7 ตามลําดับ ติดตามการเจริญโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตร 
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3.3.1.3 การเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 เพือ่ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

(TSB) pH 9.0 สําหรับ PC22 และ pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริง

อยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 

40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

ที่การเจริญในระยะ mid log ที่ไดจากขอ 3.3.1.2  

จากนั้นถายเชื้อจากหัวเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

เล้ียงเชื้อสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) pH 9.0 สําหรับ PC22 

และ pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีไซโลส (xylose) ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 

(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปนเวลา 24 

ชั่วโมง  

นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้ํา

ใสทิ้ง และปนลางไมซีเลียมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 จํานวน 2 ครั้ง 

ที่สภาวะเดิม นําไมซีเลียมที่ไดมาสกัดเอนไซมออกจากเซลลโดยแขวนลอยใน 0.1 เปอรเซ็นต ซีทิล

ไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด (CTAB) ใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มี 

5 ไมโครโมลาร โคบอลตคลอไรด ในอัตราสวนไมซีเลียม 1 กรัม ตอ สารสะลาย 3 มิลลิลิตร นําไป

บมในอางน้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสและความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 

24 ชั่วโมง จากนั้นแยกชิ้นสวนไมซีเลียมออกโดยการปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 

8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะห   

แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสและปริมาณโปรตีน 
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3.3.2 การวิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

วิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสดัดแปลงมาจากวิธีของ Chen และคณะ 

(1979) โดยการวัดปริมาณฟรักโทสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันของกลูโคสโดยการเรง

ปฏิกิริยาของเอนไซมดังกลาว โดยนําเอนไซมที่เจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมดวย 50 มิลลิ

โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสในสวนผสมของปฏิกิริยาที่

ประกอบดวย  

0.5 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0  ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร  

0.1 โมลาร แมกนีเซียมซัลเฟต    ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  

0.001 โมลาร โคบอลตคลอไรด    ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร  

น้ํากลั่น       ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  

ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (vortex mixer) จากนั้นเติม

สับสเตรท ไดแก 2 โมลาร กลูโคส ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ดูดสารละลายของปฏิกิริยานาทีที่ 0 และ 20 ออกมาเจือจางดวย

น้ํากลั่น 300 เทา แลวนําไปหาปริมาณน้ําตาลฟรักโทสที่เกิดขึ้นโดยวิธี cysteine carbazole 

sulfuric acid method (Dische และ Borenfreund, 1951) เปรียบเทียบกับสารละลายฟรักโทส

มาตรฐานที่มีความเขมขนในชวง 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 

กําหนดให 1 หนวยของกลูโคสไอโซเมอเรส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ใชในการเปลี่ยน

กลูโคสเปนฟรักโทส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทําการทดลอง 

  
3.3.3 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลฟรักโทสตามวิธี cysteine carbazole sulfuric acid 

method (Dische และ Borenfreund, 1951) 
 

นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 70 

เปอรเซ็นต ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม จากนั้นเติมสารละลายซีสทีอีน 

ไฮโดรคลอไรด (Cysteine-HCl) เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ตามดวยสารละลาย

แอลกอฮอลิก คารบาโซล (alcoholic carbazole) เขมขน 0.12 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

ทันที บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยแชใน

อางน้ําแข็ง 5 นาที แลวนําไปวัดปริมาณน้ําตาลโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นา

โนเมตร  
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คํานวณปริมาณฟรักโทสจากกราฟมาตรฐานของฟรักโทสที่ความเขมขน 0-50 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 

 
3.3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 

 
วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยนําสารละลายตัวอยางปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร มาเติม

สารละลายผสม C (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.3) ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 20 นาที แลวเติมสารละลาย D (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.4) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

660 นาโนเมตร 

คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum 

albumin) ที่ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 3) 
 

3.3.5 ผลของไซโลสตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces PC22 และ 
CH7 
 

3.3.5.1 ผลของความเขมขนไซโลสตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

(TSB) pH 9.0 สําหรับ PC22 และ pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริง

อยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 

40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

เล้ียงเชื้อสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) pH 9.0 สําหรับ PC22 

และ pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรผันความเขนขนของไซโลสที่ 0.5, 1.0, 

1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่

ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 

ตามลําดับ เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
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เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ

ดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และปนลางไมซี

เลียมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 จํานวน 2 ครั้ง ที่ภาวะเดิม นําไมซี

เลียมที่ไดมาสกัดเอนไซมออกจากเซลลโดยแขวนลอยในสารละลาย 0.1เปอรเซ็นต CTAB ดังขอ 

3.3.1.3 บมในอางน้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสและความเร็ว 200 รอบตอนาที 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นแยกชิ้นสวนไมซีเลียมออกโดยการปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวย

ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไป

วิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสและปริมาณโปรตีน 
 

3.3.6 ผลของไซแลนตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces PC22 และ 
CH7 
 

3.3.6.1 ผลของความเขมขนไซแลนตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

(TSB) pH 9.0 สําหรับ PC22 และ pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริง

อยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 

40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

เล้ียงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซ (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) pH 9.0 สําหรับ PC22 และ pH 7.0 

สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรผันความเขนขนของไซแลนจากเปลือกขาวโอตที่ 0.5, 

1.0, และ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 

200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปน

เวลา 1-4 วัน  

เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยง

ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

และปนลางไมซีเลียมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 จํานวน 2 ครั้ง ที่

ภาวะเดิม นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส สวนไมซีเลียมที่ไดนํามาสกัด

เอนไซมออกจากเซลลโดยแขวนลอยในสารละลาย 0.1 เปอรเซ็นต CTAB ดังขอ 3.3.1.3 บมในอาง

น้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสและความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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จากนั้นแยกชิ้นสวนไมซีเลียมออกโดยการปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของ

กลูโคสไอโซเมอเรส บีตา-ไซโลสิเดสและปริมาณโปรตีน 

 
3.3.7 การวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส 

 

การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนสดัดแปลงมาจากวิธีของ Nakajima และคณะ 

(1984) โดยการวัดปริมาณน้ําตาลไซโลสที่เกิดจากการยอยสลายไซแลน ซึ่งสารละลายในปฏิกิริยา

ประกอบดวย 

สารละลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งละลาย

ใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร 

สารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยตมใน

อางน้ําเดือด 10 นาที แลวนําไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ Somogyi (1952) และ Nelson 

(1944) เปรียบเทียบกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซมาตรฐานที่มีความเขมขนในชวง 0-200 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.2) 

กําหนดให 1 หนวยของไซแลเนส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายไซแลนแลวได

น้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับไซโลส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทําการทดลอง 

 
3.3.8 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi (1952) และ Nelson 

(1944) 
 

นําสารตัวอยางที่จะวิเคราะหปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายอัลคาไลนคอปเปอร 

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

ตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที แลวแชในน้ําเย็นทันที จากนั้นเติมสารละลายเนลสัน 

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

อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เติมน้ํากลั่นปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม 

แลวนําไปวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร  

คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของไซโลสความเขมขน 0-200

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.2) 
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3.3.9 การวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสเปนวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Nakanishi 

และคณะ (1987) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย  

สารละลายพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด      (p-nitrophenyl �-D-

xylopyranoside) ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ที่ละลายอยูใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต 

บัฟเฟอร pH 6.5       ปริมาตร 25   ไมโครลิตร 

100 มลิลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

สารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม  ปริมาตร 125 ไมโครลิตร 

บมปฏิกิริยาที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 

โมลาร โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปน

ผสม นําไปวัดปริมาณพารา-ไนโตรฟนอลที่ถูกปลอยออกมาที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

กราฟมาตรฐานใชพารา-ไนโตรฟนอลความเขมขนในชวง 0-40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

กําหนดให 1 หนวยของบีตา-ไซโลสิเดส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายพารา-ไน

โตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด แลวใหพารา-ไนโตรฟนอล 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต

ภาวะที่ทําการทดลอง 

 
3.3.10 ผลของวัสดุทางการเกษตรตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย Streptomyces 

PC22 และ CH7 
 

3.3.10.1 การหาชนิดของวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

วัสดุทางการเกษตรที่ใชแทนไซแลนจากเปลือกขาวโอตในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน

คอมเพล็กซ (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) มีดังนี้ กากเมล็ดฝาย (cotton seed husk) ซังขาวโพด 

(corncob) เปลือกขาวโพด (corn husk) รําขาวเจา (rice bran) และรําขาวสาลี (wheat bran) 

โดยวัสดุเหลานี้ผานการอบแหง บด และรอนดวยตะแกรงขนาด 35 เมซ 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

(TSB) pH 9.0 สําหรับ PC22 และ pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริง

อยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 



40 

40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซที่ไมเติมไซแลน (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) pH 9.0 สําหรับ PC22 และ 

pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรผันชนิดของวัสดุทางการเกษตร ไดแก กาก

เมล็ดฝาย ซังขาวโพด เปลือกขาวโพด รําขาวเจาและรําขาวสาลี โดยใชความเขมขน 1.0 

เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอ

นาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปนเวลา 1-4 วัน  

เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยง

ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

และปนลางไมซีเลียมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 จํานวน 2 ครั้ง ที่

ภาวะเดิม นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส สวนไมซีเลียมที่ไดนํามาสกัด

เอนไซมออกจากเซลลโดยแขวนลอยในสารละลาย 0.1 เปอรเซ็นต CTAB ดังขอ 3.3.1.3 บมในอาง

น้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสและความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นแยกชิ้นสวนไมซีเลียมออกโดยการปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของ

กลูโคสไอโซเมอเรส บีตา-ไซโลสิเดสและปริมาณโปรตีน 
 

3.3.10.2 ผลของความเขมขนวัสดุทางการเกษตรตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

(TSB) pH 9.0 สําหรับ PC22 และ pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริง

อยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 

40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซที่ไมเติมไซแลน (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) pH 9.0 สําหรับ PC22 และ 

pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยนําวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 

3.3.10.1 มาแปรผันความเขมขนที่  1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 

นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศา

เซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปนเวลา 1-4 วัน  
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เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยง

ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

และปนลางไมซีเลียมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 จํานวน 2 ครั้ง ที่

ภาวะเดิม นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส สวนไมซีเลียมที่ไดนํามาสกัด

เอนไซมออกจากเซลลโดยแขวนลอยในสารละลาย 0.1 เปอรเซ็นต CTAB ดังขอ 3.3.1.3 บมในอาง

น้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสและความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นแยกชิ้นสวนไมซีเลียมออกโดยการปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะห   แอคติวิตีของ

กลูโคสไอโซเมอเรส บีตา-ไซโลสิเดสและปริมาณโปรตีน 

 
3.3.11 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสุทธิ์ 

 

3.3.11.1 การสกัดแยกเอนไซมออกจากเซลลโดยวิธีการบด 

 

การเตรียมเอนไซมใหมีความเขมขนเพียงพอที่จะนําไปผานขั้นตอนการทําให

บริสุทธิ์ทําโดยการสกัดแยกเอนไซมออกจากเซลลโดยวิธีการบด  โดยนําไมซี เลียมของ 

Srteptomyces PC22 และ CH7 ที่เลี้ยงภายใตภาวะเหมาะสม มาบดกับผงอะลูมินาละเอียด 

(fine alumina powder) ในอัตราสวน 1 : 1 ละลายเอนไซมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต 

บัฟเฟอร pH 7.0 ปริมาตรเล็กนอย จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่อง

ปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที วัดปริมาตรสวนน้ําใสที่ได วิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสและปริมาณโปรตีน 

 

3.3.11.2 การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

     3.3.11.2.1 คอลัมนโครมาโทกราฟบนดีอีเออี-ไบโอเจล เอ (DEAE-Bio Gel A) 

 

ลางสารแขวนลอยดีอีเออี-ไบโอเจล เอ ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคนเบาๆ

แลวปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทําเชนนี้

หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู จากนั้นแชเจลใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 

7.5 นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใตสูญญากาศประมาณ 20-30 นาที 

แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 30 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 
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45 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ลงในคอลัมนปริมาตร 2-3 เทา

ของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆใสสารละลายเอนไซมที่ไดจากขอ 

3.3.11.1 ลงบนผิวเจลแลวซะโปรตีนที่ไมถูกจับกับดีอีเออี-ไบโอเจล เอ (unbound fraction) ออก

ดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม แลวติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 

จนมีคาใกลศูนย จากนั้นจึงชะโปรตีนที่จับอยูกับเจลออก (bound fraction) โดยใช 0-800 มิลลิ  

โมลาร โซเดียมคลอไรดเกรเดียนทใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 แลวเก็บสารละลายที่

ผานคอลัมนลําดับสวนละ 2.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโน

เมตร และวัดแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิ

ตีของกลูโคสไอโซเมอเรสเขาดวยกัน แลวทําตัวอยางใหเขมขนขึ้นโดยวิธี aquasorb ดวยผง     

บลาโนส ซีเอ็มซี (Blanose CMC) จากนั้นนําตัวอยางไปไดอะไลสขามคืนใน 50 มิลลิโมลาร 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และ

โคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโมลารละลายอยู โดยเปลี่ยนบัฟเฟอร 2 คร้ัง สุดทายนําไป

ไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

7.0 ที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 

มิลลิโมลารละลายอยู เปนเวลา 3-4 ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหแอคติวิตีของ

กลูโคสไอโซเมอเรสและปริมาณโปรตีน 

 

3.3.11.2.2 คอลัมนโครมาโทกราฟบนเซฟาคริล เอส-300 (Sephacryl S-300) 

 

ลางสารแขวนลอยเซฟาคริล เอส-300 ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคนเบาๆ

แลวปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทําเชนนี้

หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู จากนั้นแชเจลใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต 

บัฟเฟอร pH 7.0 นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใตสูญญากาศประมาณ 

20-30 นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.0 เซนติเมตร สูง 30 เซนติเมตร 

ปริมาตรเจล 45 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 0.1 โมลาร โซเดียมคลอไรดใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียม

ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 ที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอ

ไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโมลารละลายอยู ลงในคอลัมนปริมาตร 2-3 เทาของปริมาตรเจล ดวย

อัตราการไหล 15 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆใสสารละลายเอนไซมที่ไดจากขอ 3.3.11.2.1 ลงบน

ผิวหนาเจลเบาๆ ซะโปรตีนออกจากคอลัมนดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม เก็บสารละลายที่ผาน

คอลัมนลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 

และวัดแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของ
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กลูโคสไอโซเมอเรสเขาดวยกัน แลวทําตัวอยางใหเขมขนขึ้นโดยวิธี aquasorb ดวยผงบลาโนส 

ซีเอ็มซี (Blanose CMC) จากนั้นนําตัวอยางไปไดอะไลสขามคืนใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียม

ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอ

ไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโมลารละลายอยู โดยเปลี่ยนบัฟเฟอร 2 คร้ัง สุดทายนําไปไดอะไลสใน 

30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มี

แมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโม

ลารละลายอยู เปนเวลา 3-4 ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคส

ไอโซเมอเรสและปริมาณโปรตีน 

 
3.3.12 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยวิธีพอลิอะคริลาไมด

เจลอิเลคโทรโฟริซิส (Native polyacrylamide gel electrophoresis)  
 

ประกบแผนแกวขนาด 8.2 ×10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.4 ×10.2 เซนติเมตร เขา

ดวยกัน โดยมีแผนพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบทั้งสองขาง ประกอบแผน

แกวนี้เขากับชุดหลอเจล จากนั้นเทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความ

เขมขน 10 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.8) ลงในชองวางระหวางแผนแกวใหมีความสูง 6 

เซนติเมตร แลวเติมน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหเติมแผน ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัว ซับน้ําออกใหหมด 

แลวจึงเทสารละลายผสมสแตกกิงเจล (stacking gel) ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 4.9) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผนแกว เสียบแผนพลาสติกสําหรับเตรียมชองใสตวัอยาง 

(slot former) ลงระหวางแผนแกว ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัวจึงดึงแผนพลาสติกออก นําแผนเจลที่

เตรียมไดมาประกอบเขากับชุดทําอิเลคโทรโฟริซิส ลางชองใสตัวอยางดวยอิเลคโทรดบัฟเฟอร 

(ภาคผนวก ข หมายเลข 4.1) เติมอิเลคโทรดบัฟเฟอรลงในชุดทําอิเลคโทรโฟริซิสจนเต็ม นําโปรตีน

ที่ตองการวิเคราะหมาเจือจางในบัฟเฟอรที่ใชวิเคราะห (sample buffer) (ภาคผนวก ข หมายเลข 

4.6) จากนั้นหยดสารละลายโปรตีน 20 ไมโครลิตร ในชองใสตัวอยางบนแผนเจล ทําการอิเลค

โทรโฟริซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาใกลถึงปลายสุดของแผนเจล    นํา

เจลออกจากแผนแกว แชเจลในสารละลายยอมโปรตีน (staining solution) (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 10) เปนเวลา 30 นาที แลวลางสีสวนเกินออกดวยสารละลายลางสี (destaining 

solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 11) จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน 
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3.3.13 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

3.3.13.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการทําเจลฟลิเตรชันผาน

คอลัมนเซฟาคริล เอส-300 (Sephacryl S-300) 

 

ลางสารแขวนลอยเซฟาคริล เอส-300 ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคนเบาๆแลว

ปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทําเชนนี้หลายๆ

คร้ัง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู จากนั้นแชเจลใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร 

pH 7.0 นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใตสูญญากาศประมาณ 20-30 

นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.0 เซนติเมตร สูง 50 เซนติเมตร 

ปริมาตรเจล 35 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มี

แมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโม

ลารละลายอยู ลงในคอลัมนปริมาตร 2-3 เทาของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 7.2 มิลลิลิตรตอ

ชั่วโมง คอยๆใสสารละลายเอนไซมที่ไดจากขอ 3.3.11.2.2 ลงบนผิวหนาเจลเบาๆ ซะโปรตีนออก

จากคอลัมนดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม เก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร 

ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของกลูโคสไอโซ

เมอเรสในแตละลําดับสวน  

จากนั้นใชสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ไดแก เฟอริติน (ferritin), คะตะเลส 

(catalase), และกลอบูลิน (globulin) น้ําหนักโมเลกุล เทากับ 450,000, 250,000 และ 150,000 

ดาลตัน ตามลําดับ ผานลงในคอลัมนเซฟาคริล เอส-300 โดยใชภาวะเดียวกันกับเอนไซมขางตน 

นําแตละลําดับสวนมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร สําหรับคะตะเลสติดตามโดยการ

หยด 3 เปอรเซ็นต ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในแตละลําดับสวนที่มี

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เชนกัน แลวตรวจหาฟองอากาศที่เกิดขึ้น โดยกําหนดใหการสิ้นสุดของการ

เกิดฟองอากาศภายในทุก 10 วินาทีเทากับ 1 หนวย (AU; arbritrary unit) หลังจากนั้นนําคาที่

ไดมาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับ

ปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใชในการชะโปรตีนแตละชนิดออกจากคอลัมน 
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3.3.13.2 การหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสบน

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis) ตามวิธีของ Laemmli (1970) 

 

นํากลโูคสไอโซเมอเรสที่ไดจากขั้นตอนการผานคอลัมนเซฟาคริล เอส- 3 0 0  ขอ  

3 . 3 . 1 1 . 2 . 2  และสารละลายโปรตนีมาตรฐานมาทําอีเลคโทรโฟริซสิบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต     

พอลิอะคริลาไมดเจล โดยประกบแผนแกวขนาด 8.2×10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.4×10.2 เขา

ดวยกนั โดยมแีผนพลาสตกิ (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบทั้งสองขาง ประกอบแผน

แกวนี้เขากับจุดหลอเจล เทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความเขมขน 12 

เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 5.10) ลงในชองวางระหวางแผนแกวใหมีความสูง 6 

เซนติเมตร เตมิน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหมีความสูงเต็มแผนกระจก ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัว ซับน้าํ

ออกจนหมด เทสารละลายสแตกกิงเจล (stacking gel) ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 5.11) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผนแกว วางแผนพลาสตกิสําหรับเตรียมชองใสตัวอยาง 

(slot former) ลงระหวางแผนแกว ตั้งทิง้ไวจนกระทั่งเจลแข็งตัว แลวจึงดึงแผนพลาสติกออก นาํ

แผนเจลที่เตรยีมไดมาประกอบเขากับชุดทําอีเลคโทรโฟริซิส ลางชองใสตัวอยางดวยอีเลคโทรด

บัฟเฟอร (ภาคผนวก ข หมายเลข 5.1) เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอรลงในชองชุดทาํอีเลคโทรโฟริซิสจน

เตม็ นําโปรตนีที่จะวิเคราะหมาเจือจางในบัฟเฟอรสําหรับโปรตีนทีจ่ะวิเคราะห (sample buffer) 

(ภาคผนวก ข หมายเลข 5.8) ตมในน้ําเดือด 5 นาที หยอดสารละลายโปรตีนนี ้20 ไมโครลิตร และ

โปรตีนมาตรฐานซึง่เปน Prestained SDS-PAGE standard 7.5 ไมโครลิตร ลงในชองใสตัวอยาง

แลวทําการอีเลคโทรโฟริซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลเูคลื่อนที่ลงมาใกลถึงปลายสดุ

ของแผนเจล นําเจลออกจากแผนแกวและยอมสีโปรตีน (dye staining) โดยใชสีคูแมสซี บลู โดย

นําเจลไปแชในน้าํยายอมสี (staining solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 5.12) เปนเวลา 30 นาท ี

แลวลางสีสวนเกินออก ดวยสารละลายลางสี (ภาคผนวก ข หมายเลข 5.13) ( d e s t a i n i n g 

s o l u t i o n )  จนเหน็แถบโปรตีนชัดเจน ประมาณคาน้าํหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดย 

พิจารณาการเคลื่อนที่ของกลูโคสไอโซเมอเรสเทียบกับการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน 
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3.3.14 สมบัติของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 
 

3.3.14.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลโูคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณเทา ๆ กนั มา

วิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.2 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการทาํปฏิกิริยาตั้งแต 40-90 

องศาเซลเซยีส 

 

3.3.14.2 ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลโูคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณเทา ๆ กนั มา

วิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.2 โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชใหอยู

ในชวงความเปนกรดดางตาง ๆ ดงันี ้

   500 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตท บฟัเฟอร  ในชวง pH 4.0-6.5 

   500 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บฟัเฟอร  ในชวง pH 6.0-8.0 

   500 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร  ในชวง pH 8.0-9.0 

 

3.3.14.3 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสตออุณหภูมิ 

 

 บมกลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียม 

ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่อุณหภูมิตาง ๆ ในชวง 35-90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลว

นํามาหาแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสที่เหลืออยู ตามวิธีการในขอ 3.3.2 โดยมีกลูโคสไอโซเมอ

เรสที่ไมผานการบมเปนตวัเปรียบเทียบ 

 

3.3.14.4 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสตอความเปนกรดดาง 

    

   บมกลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในบฟัเฟอร ที่มีคาความเปน

กรดดางในชวง 4.0-9.0 ดังระบุในขอ 3.3.14.2 ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทาํงานของเอนไซม

เปนเวลา 30 นาท ี จากนัน้นาํมาหาแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสที่เหลืออยู ตามวิธกีารในขอ 

3.3.2 โดยมีกลูโคสไอโซเมอเรสที่ไมผานการบมเปนตวัเปรียบเทียบ  
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3.3.14.5 การตรวจสอบความจําเพาะของกลูโคสไอโซเมอเรสตอสับสเตรทตางๆ  

(substrate specificity) 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณเทาๆกัน มา

ตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ ดังตอไปนี้ 

กลูโคส (D-glucose)    500 มิลลิโมลาร 

ไซโลส (D-xylose)    100 มิลลิโมลาร 

p-nitrophenyl �-D-xylopyranoside (p-NPX) 5     มลิลิโมลาร 

สําหรับ p-NPX วิเคราะห p-nitrophenol ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาตามวิธกีารใน 

ขอ 3.3.9 

 

3.3.14.6  การหาคาความจําเพาะตอสับสเตรท (Km) ของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในบริมาณเทาๆกันมาผสม

กับสับสเตรท คือ กลูโคสและไซโลส ใหไดความเขมขนสุดทายขณะที่ทําปฏิกิริยาอยูในชวง 100–

800 มิลลิโมลาร สําหรับกลูโคส และ 20-160 มิลลิโมลาร สําหรับไซโลส แลวนําไปหาแอคติวิตีของ

กลูโคสไอโซเมอเรส ตามวิธีในขอ 3.3.2 แลวนํามาเขียนกราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk 

plot) และคํานวณคา Km จากสูตร V  = V0 max[S ]/ [S ]+ K0 0 m
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3.3.14.7 ผลของอิออนโลหะตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในบริมาณเทาๆกันมา

ไดอะไลสใน 50 มิลลิโมลาร ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มี 100 มิลลิโมลาร ของอีดีทีเอละลายอยู 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นกําจัดอีดีทีเอออกโดยการไดอะไลสในบัฟเฟอรเดิม 2 คร้ัง นําเอนไซมที่

ไดมาวิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสตามวิธีการในขอ 3.3.2 โดยเติมอิออนของโลหะ

ชนิดตางๆลงในปฏิกิริยาที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 0.1 หรือ 1.0  มิลลิโมลาร ดังนี้ โดยมีกลูโคส

ไอโซเมอเรสที่ไมผานการไดอะไลสดวยอีดีทีเอเปนตัวเปรียบเทียบ 
 

⋅5H O) แคลเซียมคลอไรด           (CaCl2 2

⋅6Hโคบอลตคลอไรด (CoCl O) 2 2

⋅7Hเฟอรัสซัลเฟต (FeSO O) 4 2

⋅7Hแมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO O) 4 2

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4⋅H O) 2
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3.3.15  การตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสของ Streptomyces PC22  
และ CH7 เมื่อมีอินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวันเปนแหลงคารบอนเบื้องตน 
  

3.3.15.1 การเตรียมอินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวัน 

 

3.3.15.1.1 การเตรียมหัวแกนตะวัน 

 

หัวแกนตะวัน (Jerusalem artichoke) ที่ใชทําการทดลองมาจากโครงการ

ปลูกแกนตะวันเพื่อผลิตการเอทานอล คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน (นิมิตร และ 

สนั่น, 2549) โดยนําแกนตะวันมาลางใหสะอาด ปลอกเปลือกและหั่นเปนชิ้นเล็กๆ อบใหแหงใน

เตาอบควบคุมอุณหภูมิที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน จากนั้นบดใหเปนผงเพื่อใชใน

ข้ันตอนตอไป 

 

3.3.15.1.2 การสกัดอินนูลินจากหัวแกนตะวัน 

 

ชั่งหัวแกนตะวันอบแหงปริมาณ 10 กรัม แขวนลอยในน้ํากลั่นปริมาตร 

100 มิลลิลิตร นําไปสกัดอินนูลินในหมอนึ่งควบคุมอุณหภูมิดวยความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นกรองกากหัวแกนตะวันออกดวยผาขาว

บาง สวนน้ําใสที่ไดนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนละเอียดดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิดวย

ความเร็ว 8000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที วัดปริมาตรสวนน้ําใสที่

ได วิเคราะหปริมาณอินนูลินดวยวิธี cysteine carbazole sulfuric acid method (Dische และ 

Borenfreund, 1951) วิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS method (Miller, 1959)  และวิเคราะห

น้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี phenol sulfuric acid method (Dubois และคณะ,1956) คํานวณปริมาณ

อินนูลิน (เปอรเซ็นต) ที่ไดดังแสดงในสมการที่ 1-3 

  

(1) อินนูลิน (มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร) (Lingyun และคณะ, 2007) 

= น้ําตาลทั้งหมด (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) – น้ําตาลรีดิวซ (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

 

(2) อินนูลิน(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) (Dische และ Borenfreund, 1951) 

  =  อินนูลิน (มิลลิกรัม/มลิลิลิตร)  - น้ําตาลรีดิวซ(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
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(3) เปอรเซ็นตอินนูลินในการสกัดเทียบกับแกนตะวัน(น้ําหนัก/น้ําหนัก) 

= [อินนูลิน(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) x ปริมาตรสารสกัด(มิลลิลิตร)] x 100 

    น้ําหนักผงแกนตะวันอบแหง(กรัม) 

 

3.3.15.2 การวิเคราะหปริมาณอินนูลินดวยวิธี cysteine carbazole sulfuric acid 

method (Dische และ Borenfreund, 1951) 

 

นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริก

เขมขน 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม จากนั้นเติม

สารละลายซีสทีอีน ไฮโดรคลอไรด (Cysteine-HCl) เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

ตามดวยสารละลายแอลกอฮอลิก คารบาโซล (alcoholic carbazole) เขมขน 0.12 เปอรเซ็นต 

ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ทันที บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้น

หยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้ําแข็ง 5 นาที แลวนําไปวัดปริมาณอินนูลินโดยวัดคาการดูดกลนืแสงที่

ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร  

คํานวณปริมาณอินนูลินจากกราฟมาตรฐานของอินนูลิน (inulin) ที่ความเขมขน

ในชวง 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.5) 

 

3.3.15.3 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS method (Miller ,1959) 

 

นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรด   

ไดไนโตรซาลิไซลิก (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.3) 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวตมปฏิกิริยาใน

อางน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้ําแข็ง 5 นาที เติมน้ํากลั่น

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไปวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  

คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานน้ําตาลฟรักโทสที่ความเขมขน 

0 – 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.3) 
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3.3.15.4 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol-sulfuric acid Method 

(Dubois และคณะ, 1956) 

 

นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟนอล

เขมขน 5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมกรดซัลฟวริกเขมขน

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แลวนําไปวัด

ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร  

คํานวณปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลฟรักโทสเขมขน 0-

1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.4) 

 

3.3.15.5 การเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 เพื่อผลิตอินูลิเนส 

 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

(TSB) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ 

CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ mid log ที่ไดจาก

ขอ 3.3.1.2  

จากนั้นถายเชื้อจากหัวเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิตอินูลิเนส (ภาคผนวก ก หมายเลข 4) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยมี

อินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวัน ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง

คารบอน (Gill และคณะ, 2003) บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที สวนน้ําใส

ที่ไดนําไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 
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3.3.15.6 การวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 

 

การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Sharma และ 

Gill (2007) โดยการวัดปริมาณน้ําตาลฟรักโทสที่เกิดจากการยอยสลายอินนูลิน ซึ่งประกอบดวย 2 

ปฏิกิริยา ดังนี้ 

1. ปฏิกิริยาการทํางานของอินูลิเนส ซึ่งสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 

สารละลายอินนูลินเขมขน 1 เปอรเซ็นต ใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตต 

บัฟเฟอร pH 6.0         ปริมาตร 95 ไมโครลิตร 

50 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตต บัฟเฟอร pH 6.0  ปริมาตร 55 ไมโครลิตร 

สารละลายเอนไซมที่ความเขมขนที่เหมาะสม   ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  

บมปฏิกิริยาที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวนําไปหาปรมิาณ

น้ําตาลรีดิวซโดยวิธี DNS method ดังแสดงในขอ 3.3.15.3 เปรียบเทียบกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

มาตรฐานที่มีความเขมขนในชวง 0-1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.3) 

 

2. ปฏิกิริยาการวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ ซึ่งสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 

50 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตต บัฟเฟอร pH 6.0  ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 

สารละลายเอนไซมที่ความเขมขนที่เหมาะสม   ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  

นําไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี DNS method ดังแสดงในขอ 3.3.15.3 

เปรียบเทียบกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซมาตรฐานที่มีความเขมขนในชวง 0-1,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.3) 

กําหนดให 1 หนวยของอินูลิเนส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายอินนูลินแลว

ไดน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับฟรักโทส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทําการทดลอง 
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3.3.16 ผลของระยะเวลาเลี้ยงเชื้อและความเขมขนของอินนูลินตอการผลิตอินูลิเนส 
ของ Streptomyces PC22 และ CH7 เมื่อมีอินนูลินสกัดจากหวัแกนตะวันเปนแหลง
คารบอน 
 

3.3.16.1 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลีย้งเชื้อตอการผลิตอินูลิเนส 

 

ถายสปอรแขวนลอยของ Srteptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

(TSB) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ 

CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้น

ถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิตอินูลิเนส 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 4) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยมีอินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวัน 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (Gill และคณะ, 2003) 

นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศา

เซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ โดยแปรระยะเวลาเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 1-5 วัน เก็บ

ตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิดวย

ความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที สวนน้ําใสที่ไดนําไป

วิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 

 

3.3.16.2 การหาความเขมขนที่เหมาะสมของอินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวันตอการ

ผลิตอินูลิเนส 

 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

(TSB) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ 

CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้น

ถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิตอินูลิเนส 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 4) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรความเขมขนของอินนูลินสกัด

จากหัวแกนตะวันที่ความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
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นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศา

เซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ ดวยระยะเวลาเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 

3.3.16.1 เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที สวนน้ําใส

ที่ไดนําไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 

 
3.3.17 สมบติัของอินูลิเนสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 

 

3.3.17.1  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของอนิูลิเนส 

 

นําอินูลิเนสปรมิาณเทา ๆ กัน มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.15.6 

โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการทาํปฏิกิริยาตั้งแต 40-80 องศาเซลเซียส 

 

3.3.17.2 ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงานของอินูลิเนส 

 

นําอินูลิเนสปรมิาณเทา ๆ กัน มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.15.6 

โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชใหอยูในชวงความเปนกรดดางตาง ๆ ดังนี ้

   50 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซเีตท บฟัเฟอร  ในชวง pH 4.0-6.5 

   50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บฟัเฟอร  ในชวง pH 6.0-8.0 

   50 มิลลิโมลาร ทริส บฟัเฟอร  ในชวง pH 8.0-9.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces PC22 และ CH7 
 

 เนื่องจากการเจริญของ Streptomyces PC22 และ CH7 เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลวมีลักษณะเปน pellet เล็กๆกระจายตัวอยูในอาหารอยางสม่ําเสมอจึงสามารถติดตามรูปแบบ

การเจริญของเชื้อไดโดยการวัดความขุนของเชื้อที่คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโน

เมตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) pH 9.0 

สําหรับ PC22 และ pH 7.0 สําหรับ CH7 เพื่อใชเปนขอมูลสําหรับการเตรียมหัวเชื้อตอไป ผลการ

ทดลองแสดงในรูปที่ 4.1 พบวาเชื้อทั้ง 2 สายพันธุมีรูปแบบการเจริญที่คลายกันโดยพบการเจริญ

ของเชื้อในระยะทวีคูณ (log phase) อยูระหวางชั่วโมงที่ 6 ถึงชั่วโมงที่ 13 โดยระยะ mid log อยูที่

ชั่วโมงที่ 9 ซึ่งมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เทากับ 1.2 และ 1.0 

ตามลําดับ หลังจากนั้นเชื้อจะเขาสูระยะ stationary และ สุดทายเขาสู dead phase ในชั่วโมงที่ 

24  

 
4.2 ตรวจสอบความสามารถในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces PC22 
และ CH7  
 
 การผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดยจุลินทรียสวนใหญพบวาเกิดจากการชักนําของไซโลสซึ่ง

เปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยเอนไซมที่สรางขึ้นจะถูกเก็บไวในเซลล (intracellular 

enzyme) ดังนั้นในเบื้องตนของงานวิจัยนี้จึงศึกษาความสามารถในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส

ของ Streptomyces PC22 และ CH7 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีไซโลสหรือกลูโคสเปนแหลงคารบอน 

ทําโดยใชหัวเชื้อระยะ mid log เลี้ยงเชื้อตามวิธีในขอ 3.3.1.3 ที่มีไซโลสหรือกลูโคสความเขมขน 1 

เปอรเซนต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นบดเซลลนําสาร

สกัดจากเซลล (crude enzyme) มาวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมโดยบมปฏิกิริยาที่ 70 องศา

เซลเซียส pH 7.0 ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.1 พบวาจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุสามารถผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรสเมื่อเจริญไซโลสในปริมาณสูงกวาเมื่อเจริญในกลูโคสเกือบ 2 เทา แสดงวาการ

สรางเอนไซมนี้ตองการไซโลสในการชักนํา 
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รูปที่ 4.1 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) 
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ตารางที่ 4.1 ความสามารถในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 

เมื่อมีไซโลสหรือกลูโคสเปนแหลงคารบอน 

 

แอคติวิตีจําเพาะ (หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
สายพนัธุ 

ไซโลส กลูโคส 

0.19 PC22 0.43 +

CH7 

 0.15 + 0.06 

+0.54  0.21 +0.20  0.07 

 

 
4.3 ศึกษาภาวะที่ เหมาะสมเบื้องตนในการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 
Streptomyces PC22 และ CH7 
 

 การวิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ใน

การทดลองขางตนทําโดยการบมปฏิกิริยาที่ 70 องศาเซลเซียส pH 7.0 ตามรายงานของ Chen 

และคณะ (1979) ซึ่งภาวะดังกลาวอาจไมใชภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 ดังนั้นในการทดลองนี้จึงตองหาภาวะที่เหมาะสมในการทํางาน

ของเอนไซมเบื้องตน เพื่อนําไปใชในการวิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสในการทดลอง

อ่ืนๆตอไป 

 

4.3.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 มาวิเคราะหแอคติวิตีโดย

แปรผันอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 40 – 90 องศาเซลเซียส พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 มีแอคติวิตีสูงสุดที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เชนเดียวกัน ซึ่ง

เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ดังแสดงในรูปที่ 4.2 
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รูปที่ 4.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces      

PC22 (    ) และ CH7 (    ) 

 

กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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4.3.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 มาวิเคราะหแอคติวิตีใน

ปฏิกิริยาที่แปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรในชวง 4.0 – 9.0 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 มีแอคติวิตีสูงสุดในปฏิกิริยาที่มีโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

7.0 เชนเดียวกัน ซึ่งเปนความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ดังแสดงในรูปที่ 

4.3  
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รูปที่ 4.3 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

PC22 (    ) และ CH7 (    ) 

 

กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 

 

ดังนั้นในการทดลองตอๆไป จะวิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส และ pH 7.0 ในโซเดียมฟอสเฟต

บัฟเฟอร 
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4.4 ผลของความเขมขนไซโลสและไซแลนจากเปลือกขาวโอตตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอ
เรสของ Streptomyces PC22 และ CH7 
 

จากรายงานของ Ungchaithum และ Pinphanichakarn (1998) และ Pinphanichakarn, 

และคณะ (2004) พบวา Streptomyces PC22 และ CH7 สามารถผลิตเอนไซมในกลุมยอยสลาย

ไซแลน เชน ไซแลเนส และบีตา-ไซโลสิเดสได ซึ่งสามารถยอยสลายไซแลนใหเปนไซโลส ดังนั้น     

จุลินทรียนี้จึงนาจะเปนแหลงผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสที่ดี ใชตนทุนต่ํา โดยสามารเจริญไดในวัสดุที่

มีไซแลนเปนองคประกอบแลวยอยใหเปนไซโลส ซึ่งนําไปชักนําการสรางกลูโคสไอโซเมอเรสตอไป 

 

4.4.1 ผลของความเขมขนของไซโลสตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

จากการเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารที่มีไซโลสเปนแหลงคารบอนโดย

แปรผันความเขมขนของแหลงคารบอนที่ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ

ปริมาตร) ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.4 พบวา Streptomyces PC22 และ CH7 ผลิตกลูโคสไอ

โซเมอเรสไดสูงสุดเมื่อเลี้ยงในไซโลสความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เชนเดียวกัน 

ซึ่งมีแอคติวิตีจําเพาะประมาณ 1.2 และ 1.8 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 

 

4.4.2 ผลของความเขมขนของไซแลนจากเปลือกขาวโอตตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

การทดลองนี้จะศึกษาความสามารถในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย Streptomyces 

PC22 และ CH7 เมื่อมีไซแลนเปนแหลงคารบอน ทําโดยเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 ใน

อาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอต โดยแปรผันความเขมขนที่ 0.5, 1.0, และ 1.5 เปอรเซ็นต 

(น้ําหนักตอปริมาตร) พรอมทั้งแปรระยะการเลี้ยงเชื้อที่ 1, 2, 3 และ 4 วัน ผลการทดลองแสดงดัง

รูปที่ 4.5 พบวาเชื้อทั้ง 2 สายพันธุสามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดปริมาณสูง โดย 

Streptomyces sp. PC22 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุดประมาณ 3.5 หนวยตอมิลลิกรัม

โปรตีน เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ

ปริมาตร) เปนเวลา 2 วัน สวน Streptomyces sp. CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุดประมาณ 

5.0 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1 

เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนเวลา 3 วัน 
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รูปที่ 4.4 ผลของความเขมขนของไซโลสตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces  

PC22 (ก) และ CH7 (ข) 
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รูปที่ 4.5 ผลของความเขมขนของไซแลนจากเปลือกขาวโอตตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 1 วัน (    ) 2 วนั (    ) 3 วัน (    ) 

และ 4 วนั (    ) 
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นอกจากแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสแลว การทดลองนี้ยังติดตามแอคติวิตีของ

เอนไซมในกลุมการยอยสลายไซแลน ไดแก บีตา-ไซโลสิเดสและไซแลเนสของ Streptomyces 

PC22 และ CH7 ซึ่งมีผลตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสดวย ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.6 

พบวา Streptomyces PC22 และ CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุดเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มี

ไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนเวลา 2 วันและ 3 

วัน ตามลําดับ และพบวา Streptomyces sp. PC22 มีแอคติวิตีของไซแลเนสสูงกวาบีตา-ไซโลสิ

เดสสอดคลองกับรายงานของ Ungchaithum และ Pinphanichakarn (1998) ที่พบวา PC22 มี

ประสิทธิภาพสูงในการสรางไซแลเนส โดยงานวิจัยนี้พบวาสรางไซแลนเนสไดสูงสุดประมาณ 1.7 

หนวยตอมิลลิลิตรในวันแรก สรางบีตา-ไซโลสิเดสไดเล็กนอยประมาณ 0.1 หนวยตอมิลลิกรัม

โปรตีน ขณะที่ Streptomyces sp. CH7 มีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงกวาไซแลเนสสอดคลอง

กับรายงานของ Pinphanichakarn และคณะ (2004) ที่พบวาเชื้อนี้มีประสิทธิภาพสูงในการสราง

บีตา-ไซโลสิเดส โดยงานวิจัยนี้พบวาสามารถสรางบีตา-ไซโลสิเดสไดสูงสุดประมาณ 3.5 หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีนในวันแรก แตสรางไซแลเนสไดเล็กนอย ประมาณ 0.5 หนวยตอมิลลิลิตร  
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รูปที่ 4.6 การผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส (    )  บีตา-ไซโลสิเดส (    )  และ ไซแลนเนส (    )  จาก 

Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) เมื่อเลี้ยงในอาหารทีม่ีไซแลนจากเปลือกขาวโอตความ

เขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 4 วัน  
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4.5 ผลของวัสดุทางการเกษตรตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces PC22 
และ CH7 
 

4.5.1 ชนิดของวัสดุทางการเกษตร 

 

 จากผลการทดลองขอ 4.4.2 พบวา Streptomyces PC22 และ CH7 สามารถผลิตกลูโคส

ไอโซเมอเรสไดดีเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน แต

เนื่องจากไซแลนจากเปลือกขาวโอตที่ผลิตขายทางการคามีราคาแพง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทดลองใช

วัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆที่มีไซแลนเปนองคประกอบ (Takasaki, 1966)  ไดแก กากเมล็ดฝาย 

ซังขาวโพด เปลือกขาวโพด รําขาวเจา และรําขาวสาลี เปนแหลงคารบอนในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรส 

 

 จากการเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารที่มีวัสดุการเกษตรชนิดตางๆที่

ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 2 และ 3 วัน 

ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 และขอมูลในตารางที่ 4.2 พบวา Streptomyces sp. 

PC22 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 1.02 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเล้ียงในอาหารที่มีรํา

ขาวสาลีเปนแหลงคารบอน และ Streptomyces sp. CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 1.85 

หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน 

 

 จากการติดตามแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสและไซแลเนสของ Streptomyces PC22 

และ CH7 พบวาผลการทดลองสอดคลองกับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส โดย Streptomyces sp. 

PC22 สรางไซแลนเนสไดสูงสุดประมาณ 0.97 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีรําขาว

สาลีเปนแหลงคารบอน และ Streptomyces sp. CH7 สรางบีตา-ไซโลสิเดสไดสูงสุดประมาณ 

0.49 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน (ตารางที่ 

4.2) 

 

 ดังนั้นในการทดลองตอไปจะใชรําขาวสาลีสําหรับ Streptomyces sp. PC22 และเปลือก

ขาวโพด สําหรับ Streptomyces sp. CH7 เพื่อศึกษาถึงความเขมขนที่เหมาะสมของแหลง

คารบอน 
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4.5.2 ผลของความเขมขนของรําขาวสาลตีอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces 

sp. PC22 

 

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารที่มีรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนโดย

แปรผันความเขมขนของแหลงคารบอนที่ 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ

ปริมาตร) ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.8 และตารางที่ 4.3 พบวา Streptomyces sp. PC22 ผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 2.23 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีรําขาวสาลี

ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และมีแอคติวิตีของบีตา-ไซโล

สิเดสเทากับ 0.03 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน และไซแลเนสเทากับ 1.59 หนวยตอมิลลิลิตร 

 

4.5.3 ผลของความเขมขนของเปลือกขาวโพดตอการผลติกลูโคสไอโซเมอเรสของ 

Streptomyces sp. CH7 

 

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. CH7 ในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน

โดยแปรผันความเขมขนของแหลงคารบอนที่ 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ

ปริมาตร) ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.9 และตารางที่ 4.4 พบวา Streptomyces sp. CH7 ผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 3.12 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีเปลือก

ขาวโพดความเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และมีแอคติวิตีของ

บีตา-ไซโลสิเดสเทากับ 1.52 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน และไซแลเนสเทากับ 0.50 หนวยตอ

มิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.7 ผลของวัสดุการเกษตรชนิดตางๆตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces 

PC22 (    ) และ CH7 (    ) เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 2 และ 3 วนั ตามลาํดับ 
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ตารางที่ 4.2 แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส บีตา-ไซโลสิเดส และไซแลเนสของ Streptomyces 

PC22 และ CH7 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผันชนิดวัสดุทางการเกษตร เปนเวลา 2 และ 3 วัน 

ตามลําดับ 
 

ไซแลเนส สายพนัธุ ชนิดวัสดุทาง

การเกษตร 

กลูโคส บีตา- 

 ไอโซเมอเรส ไซโลสิเดส 

(หนวยตอ

มลิลิลิตร) 

(หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 

(หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 

PC22 กากเมล็ดฝาย 0.34 +

ซังขาวโพด 

เปลือกขาวโพด 

รําขาวเจา 

รําขาวสาล ี

 0.03 +

0.48 + 0.10 

0.56 + 0.04 

0.02 + 0.03 
1.02 + 0.02 

0 

0 

0.01 + 0.01 

0 
0.03 + 0.01 

0.30  0.02 

0.49 + 0.05 

+0.70  0.02 

+0.06  0.01 
0.97 + 0.04 

CH7 กากเมล็ดฝาย 0.41 +

ซังขาวโพด 

เปลือกขาวโพด 

รําขาวเจา 

รําขาวสาล ี

 0.09 +

1.45 + 0.02 
1.85 + 0.02 
0.41 + 0.02 

1.07 + 0.12 

0.37  0.03 

0.37 + 0.01 
0.49 + 0.02 
0.14 + 0.11 

0.33 + 0.06 

0.11 + 0.03 

+0.13  0.01 
0.23 + 0.01 
0.06 + 0.01 

0.49 + 0.08 
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รูปที่ 4.8 ผลของความเขมขนของรําขาวสาลีตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย Streptomyces 

sp. PC22 เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 2 วัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 

 

 

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

เปลือกขาวโพด (% นํ้าหนักตอปริมาตร)

กลู
โค
สไ
อโ
ซเ
มอ

เร
ส 

(ห
นว

ยต
อม

ิลลิ
กร

ัมโ
ปร

ตีน
)

 
 

รูปที่ 4.9 ผลของความเขมขนของเปลือกขาวโพดตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย 

Streptomyces sp. CH7 เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 3 วัน 
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ตารางที่ 4.3 แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส บีตา-ไซโลสิเดส และไซแลเนสของ Streptomyces 

PC22 และ CH7 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผันความเขมขนของรําขาวสาลีและเปลือกขาวโพด เปน

เวลา 2 และ 3 วัน ตามลําดับ 
 

สายพนัธุ ความเขมขนของ

แหลงคารบอน 

กลูโคส บีตา- ไซแลเนส 

(ชนิดวัสดุทาง

การเกษตร) 

ไอโซเมอเรส ไซโลสิเดส  

(% น้ําหนกัตอ

ปริมาตร) 

(หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 

(หนวยตอ

มลิลิกรัมโปรตีน) 

(หนวยตอ

มิลลิลิตร) 

0.01 0.97 PC22 1.0 1.00 +

(รําขาวสาลี) 1.5 
2.0 
2.5 

3.0 

 0.05 +

1.38 + 0.07 
2.23 + 0.05 
1.67 + 0.10 

1.12 + 0.09 

 0.01 + 0.04 

0.02 1.18 + 0.01 + 0.10 
0.03 + 0.01 +
0.01 + 0.01 

0.01 + 0.01 

1.59  0.06 
+1.81  0.04 

+2.16  0.03 

0.49 0.23 CH7 1.0 1.80 +

(เปลือก

ขาวโพด) 

1.5 

2.0 
2.5 
3.0 

 0.06 +

2.30 + 0.09 

2.69 + 0.10 
3.12 + 0.08 
2.71 + 0.09 

 0.02 + 0.01 

0.58 + 0.05 +

1.09 + 0.04 
1.52 + 0.05 
1.46 + 0.11 

0.34  0.04 

0.45 + 0.04 
+0.50  0.02 
+0.52  0.03 
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4.6 การทาํกลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสทุธิ ์
 

4.6.1 การเตรยีมกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

ในการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 และ CH7 ใหบริสุทธิ์นั้น 

ข้ันตอนการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมไดใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน ทั้งนี้เพื่อ

ลดการปนเปอนของสารบางชนิด เชน ลิกนิน ซึ่งเปนองคประกอบในวัสดุทางการเกษตร โดยเลี้ยง 

Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 1.0 เปอรเซ็นต ไซแลนจากเปลือกขาวโอต

เปนแหลงคารบอน ตามวิธีในขอ 3.3.6.1 โดยขยายขนาดใหไดปริมาตรรวม 1,000 มิลลิลิตร ปน

แยกไมซีเลียมแลวนํามาสกัดแยกกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการบดเซลลตามวิธีในขอ 3.3.11.1 ผล

การวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ 4.5  พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22 มีแอคติวิตีทั้งหมด 68.60 หนวย โดยมีปริมาณโปรตีนทั้งหมด 29.20 

มิลลิกรัม และมีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.35 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน สวนกลูโคสไอโซเมอเรส

จาก Streptomyces sp. CH7 มีแอคติวิตีทั้งหมด 92.82 หนวย โดยมีปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

34.22 มิลลิกรัม และมีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.71 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นนําไปทํา

ใหบริสุทธิ์ตอไปโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
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4.6.2 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 

 

4.6.2.1 โครมาโทกราฟบนคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

 

นําเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 4.6.1 ปริมาณโปรตีน 29.20 มิลลิกรัม สําหรับ 

Streptomyces sp. PC22 และ 34.22 มิลลิกรัม สําหรับ Streptomyces sp. CH7 ซึ่งละลายอยูใน 

50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร  pH 7.5 มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอี

เออี ซึ่งเปนตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchanger) ตามวิธีการในขอ 3.3.11.2.1 และชะ

คอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0 – 0.8 โมลาร ผลการทดลอง

แสดงดังรูปที่ 4.10 และ 4.11 พบวาเอนไซมจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ถูกชะออกจาก

คอลัมนในลักษณะคลายกัน โดยสามารถจับกับตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบ ดังนั้นจึงสามารถ

จํากัดโปรตีนอื่นๆที่มีประจุตรงขามออกไปได โดยกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. 

PC22 ถูกชะออกมาที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในชวง 0.3-0.4 โมลาร จึงรวมลําดับสวนที่ 

112-119 เขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้น พบวาเอนไซมที่ไดมีแอคติวิตีทั้งหมด 28.31หนวย 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 1.15 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 24.53 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มี

ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 10.44 เทา และยังมีแอคติวิตีเหลืออยู 41.27 เปอรเซ็นต  

 

สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ถูกชะออกมาที่ความ

เขมขนของโซเดียมคลอไรดในชวง 0.4-0.5 โมลาร  จึงรวมลําดับสวนที่ 105-111 เขาดวยกันและ

ทําใหเขมขนขึ้น พบวาเอนไซมที่ไดมีแอคติวิตีทั้งหมด 71.62 หนวย ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 2.19 

มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 32.73 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 12.07 

เทา และยังมีแอคติวิตีเหลืออยู 77.15 เปอรเซ็นต  
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รูปที่ 4.10 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp.PC22 ใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนแมค

โคร-เพรบ ดีอีเออี ชะโปรตีนดวย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 และเกรเดียนทเสนตรงของ

โซเดียมคลอไรด ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอรเทากับ 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 

  ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 
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รูปที่ 4.11 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนแมค

โคร-เพรบ ดีอีเออี ชะโปรตีนดวย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 และเกรเดียนทเสนตรงของ

โซเดียมคลอไรด ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอรเทากับ 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 

  ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 
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4.6.2.2 โครมาโทกราฟบนคอลัมนเซฟาคริล เอส-300 

 

นําเอนไซมที่ ไดจากขอ  4.6.2.1 ปริมาณโปรตีน  1.15 มิลลิกรัม  สําหรับ 

Streptomyces sp. PC22 และ 2.19 มิลลิกรัม สําหรับ Streptomyces sp. CH7 มาทําใหบริสุทธิ์

มากข้ึนโดยผานลงในคอลัมนของเซฟาคริล เอส-300 ตามวิธีการในขอ 3.3.11.2.2 ผลการทดลอง

แสดงดังรูปที่ 4.12 และ 4.13 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ถูกชะ

ออกมาในลําดับสวนที่ 15-20 เมื่อรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสเขาดวยกัน

และทําใหเขมขนขึ้น พบวาเอนไซมที่ไดมีแอคติวิตีทั้งหมด 26.50 หนวย ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

0.57 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 46.30 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 

19.71 เทา และยังมีแอคติวิตีเหลืออยู 38.63 เปอรเซ็นต 

 

สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ถูกชะออกมาในลําดับสวน

ที่ 15-21 เมื่อรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสเขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้น 

พบวาเอนไซมที่ไดมีแอคติวิตีทั้งหมด 59.93 หนวย ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 1.36 มิลลิกรัม          

แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 44.05 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 16.24 เทา และยงั

มีแอคติวิตีเหลืออยู 64.56 เปอรเซ็นต 

 

ข้ันตอนการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ให

บริสุทธิ์ไดสรุปไวในตารางที่ 4.4 และ 4.5 
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รูปที่ 4.12 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน

เซฟาคริล เอส-300 ชะโปรตีนดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มี

แมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 มิลลิ      

โมลาร ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอรเทากับ 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 
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รูปที่ 4.13 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp.CH7 ใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน

เซฟาคริล เอส-300 ชะโปรตีนดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มี

แมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโม

ลาร ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอรเทากบั 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 
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ตารางที่ 4.4  สรุปผลการทดลองในแตละขั้นตอนของการทํากลู โคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์ 

 

ลําดับข้ันตอน

การทาํให

บริสุทธิ ์

ปริมาตร 

(มล.) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด

ของกลูโคส

ไอโซเมอ

เรส 

(หนวย) 

โปรตีน

ทั้งหมด 

(มก.) 

แอคติวิตี

จาํเพาะของ

กลูโคสไอโซ

เมอเรส 

(หนวยตอมก.

โปรตีน) 

เปอรเซ็นต 

แอคติวิตี

ของกลูโคส

ไอโซเมอ

เรส 

ความ

บริสุทธิ์ของ

กลูโคสไอ

โซเมอเรส 

(เทา) 

1.เอนไซมจาก

การบดเซลล 
15.00 68.60 29.20 2.35 100.00 1.00 

2.แมคโคร- 

เพรบ ดีอีเออ ี
2.19 28.31 1.15 24.53 41.27 10.44 

3.เซฟาคริล 

เอส-300 
1.75 26.50 0.57 46.30 38.63 19.71 

 

ตารางที่ 4.5  สรุปผลการทดลองในแตละขั้นตอนของการทํากลู โคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. CH7 ใหบริสุทธิ์ 

 

ลําดับข้ันตอน

การทาํให

บริสุทธิ ์

ปริมาตร 

(มล.) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด

ของกลูโคส

ไอโซเมอ

เรส 

(หนวย) 

โปรตีน

ทั้งหมด 

(มก.) 

แอคติวิตี

จาํเพาะของ

กลูโคสไอโซ

เมอเรส 

(หนวยตอมก.

โปรตีน) 

เปอรเซ็นต 

แอคติวิตี

ของกลูโคส

ไอโซเมอ

เรส 

ความ

บริสุทธิ์ของ

กลูโคสไอ

โซเมอเรส 

(เทา) 

1.เอนไซมจาก

การบดเซลล 
15.00 92.82 34.22 2.71 100.00 1.00 

2.แมคโคร- 

เพรบ ดีอีเออ ี
2.35 71.62 2.19 32.73 77.15 12.07 

3.เซฟาคริล 

เอส-300 
2.51 59.93 1.36 44.05 64.56 16.24 
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4.7 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของกลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี 
พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซิส 
 

นําเอนไซมจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตางๆ

มาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการทําพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซิสชนิดแผนแลวยอม

โปรตีนดวยสีคูแมสซี บลู ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.14 พบวาจํานวนแถบโปรตีนที่ผานการทํา

โครมาโทกราฟบนเซฟาคริล เอส-300 จากทั้งสองสายพันธุมีนอยกวาในสวนที่ผานการทําโคร

มาโทกราฟบน    แมคโครเพรบ-ดีอีเออีเล็กนอย และมีนอยกวาแถบโปรตีนของเอนไซมที่ยังไมผาน

การทําใหบริสุทธิ์มาก ซึ่งสอดคลองกับแอคติวิตีจําเพาะที่เพิ่มข้ึนดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ 4.5 

 

 

                                1        2        3    1         2        3 

                                     
           

    (ก)                                                   (ข) 

 

รูปที่ 4.14  การทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตาง ๆ 

 

 แถวที ่1 เอนไซมทีย่ังไมไดผานการทาํใหบริสุทธิ ์

 แถวที ่2 เอนไซมที่ผานคอลมันแมคโคร-เพรบ ดีอีเออ ี

 แถวที ่3 เอนไซมที่ผานคอลมันเซฟาคริล เอส-300 

(ทุกตัวอยางใชปริมาณโปรตีน 10 ไมโครกรัม) 
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4.8 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

4.8.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการทําเจลฟวเตรชันผานคอลัมน

เซฟาคริล เอส-300 

 

การทดลองนี้ไดหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ 

CH7 โดยการทําเจลฟวเตรชัน โดยใชโปรตีนที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลที่แนนอน ไดแก เฟอรริติน 

450,000 ดาลตัน, คะตะเลส 250,000 ดาลตัน และกลอบูลิน 150,000 ดาลตัน ตามลําดับ เปน

โปรตีนมาตรฐาน ทําการผานโปรตีนเหลานี้ลงบนคอลัมนเซฟาคริล เอส-300 ซึ่งเปนคอลัมน

เดียวกันและอยูภายใตภาวะเดียวกันกับที่ใชวิเคาระหน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรส แลว

ติดตามลําดับสวนที่โปรตีนถูกชะออกจากคอลัมนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 350 

นาโนเมตร สําหรับเฟอรริติน และ 280 นาโนเมตร สําหรับกลอบูลิน สวนการติดตามแอคติวิตีของ

คะละเลสทําโดยการหยด 3 เปอรเซ็นต ไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงในแตละลําดับสวน แลวตรวจหา

ฟองอากาศที่เกิดข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 4.15, 4.16 และ 4.17 เมื่อนํามาเขียนกราฟระหวางคา

ลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใชในการชะโปรตีน

ออกจากคอลัมน จะไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.18 โดยพบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

PC22 และ CH7 มีนําหนักโมเลกุลเทากันประมาณ 170,000 ดาลตัน 
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รูปที่ 4.15 การทําโครมาโทกราฟบนเซฟาคริล เอส-300 ของโปรตีนมาตรฐาน 

 

  เฟอรริติน  น้ําหนกัโมเลกลุ 450,000 ดาลตัน 

  คะตะเลส  น้ําหนกัโมเลกลุ 250,000 ดาลตัน 

  กลอบูลิน  น้ําหนกัโมเลกลุ  150,000 ดาลตัน 
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รูปที่ 4.16 การทําโครมาโทกราฟบนเซฟาคริล  เอส-300 ของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22 

 

  คาการดูโกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 
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รูปที่ 4.17 การทําโครมาโทกราฟบนเซฟาคริล  เอส-300 ของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. CH7 

 

  คาการดูโกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 
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รูปที่ 4.18 กราฟความสัมพนัธระหวางลอการิทึมของน้าํหนกัโมเลกุลกบัปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใช

ชะโปรตีนออกจากคอลัมนเซฟาคริล เอส-300 

 

 1. เฟอรริติน     น้ําหนกัโมเลกลุ 450,000 ดาลตัน 

 2. คะตะเลส     น้ําหนกัโมเลกลุ 250,000 ดาลตัน 

3. กลอบูลิน     น้ําหนกัโมเลกลุ 150,000 ดาลตัน 

 A คือ กลูโคสไอโซเมอเรสจาก PC22  น้ําหนกัโมเลกลุ 170,000 ดาลตัน 

 B คือ กลูโคสไอโซเมอเรสจาก CH7  น้ําหนกัโมเลกลุ 170,000 ดาลตัน 
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4.8.2 การหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียม   

โดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล (SDS-PAGE) 

 

การทดลองนี้ทําโดยนํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ที่ผาน

การทําใหบริสุทธิ์จากขอ 4.6.2.2 มาหาน้ําหนักโมเลกุลโดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเด

ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผนและเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตฐาน ไดผลดังแสดงในรูปที่ 

4.19  พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ใหโปรตีนแถบเดียวเคลื่อนที่

ไดในระยะทางเทากัน จากการวิเคราะหกราฟมาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุล

ของโปรตีนมาตรฐานกับระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนบนโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล 

ดังแสดงในรูปที่ 4.20 พบวาแถบโปรตีนของทั้ง 2 สายพันธุมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 43,600 

ดาลตัน และเมื่อเปรียบเทียบกับคาน้ําหนักโมเลกุลจากวิธีเจลฟวเตรชันที่มีคาประมาณ 170,000 

ดาลตัน ดังนั้นจึงคาดวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ประกอบดวย 4 

หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน คือ 43,600 ดาลตัน ซึ่งจะใหน้ําหนักโมเลกุลรวมประมาณ 

174,000 ดาลดัน ซึ่งมีคาใกลเคียงกับการวิเคราะหโดยวิธีเจลฟวเตรชัน 
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           MW (kDa)       1        2        3 

209 

124 

80  

49.1 

34.8 

28.9 
 

 

  

รูปที่ 4.19 การหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียม 

โดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล 

 

แถวที ่1 โปรตนีมาตรฐาน 

 แถวที ่2 กลูโคไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ที่ผานการทําอีเลคโทรโฟริซิส  

(1.4 ไมโครกรัม) 

 แถวที ่3 กลูโคไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ที่ผานการทาํอีเลคโทรโฟริซิส 

(1.4 ไมโครกรัม) 

 

 โปรตีนมาตรฐานไดแก 

1. ไมโอซิน (Myosin)        น้ําหนักโมเลกุล 209 กิโลดาลตัน 

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

3. โบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin)     น้ําหนักโมเลกุล  80  กิโลดาลตัน 

4. โอวัลบูมิน (Ovalbumin)       น้ําหนักโมเลกุล 49.1 กิโลดาลตัน 

5. คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase)     น้ําหนักโมเลกุล 34.8 กิโลดาลตัน 

6. ซอยบีน ทริปซิน อินฮิบิเตอร (Soybean trypsin inhibitor)  น้ําหนกัโมเลกุล 28.9 กิโลดาลตัน 
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รูปที่ 4.20 กราฟความสัมพันธระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลกับระยะทางที่โปรตีน

เคลื่อนที่บนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซิส 

 

1. ไมโอซิน (Myosin)        น้ําหนักโมเลกุล 209 กิโลดาลตัน 

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

3. โบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin)     น้ําหนักโมเลกุล  80  กิโลดาลตัน 

4. โอวัลบูมิน (Ovalbumin)       น้ําหนักโมเลกุล 49.1 กิโลดาลตัน 

5. คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase)     น้ําหนักโมเลกุล 34.8 กิโลดาลตัน 

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

A คือ กลูโคสไอโซเมอเรสจาก PC22      น้ําหนักโมเลกุล 43.6 กิโลดาลตัน 

B คือ กลูโคสไอโซเมอเรสจาก CH7      น้ําหนักโมเลกุล 43.6 กิโลดาลตัน 
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4.9 สมบัติของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 
 

นําเอนไซมที่ผานการทาํใหบริสุทธิ์แลวดังกลาวขางตน มาศึกษาสมบัตติางๆดังนี ้

 

4.9.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

จากการนําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวปริมาณเทาๆกัน มาหาแอคติวิตีของกลูโคส

ไอโซเมอเรส โดยการแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 40-90 องศาเซลเซียส ผลการ

ทดลองแสดงดังรูปที่ 4.21 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดี

ที่สุดที่ 80 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิสูง 85-90 องศาเซลเซียส เอนไซมยังทํางานไดสูงสุดถึง 

80 เปอรเซ็นตของแอคติวิตีสูงสุด สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ทํางานได

ดีในชวงอุณหภูมิสูงเชนเดียวกันและเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดที่ 85 องศาเซลเซียส 

 

4.9.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

จากการนําเอนไซมที่ผานการทําใหแลวปริมาณเทาๆกัน มาหาแอคติวิตีของกลูโคสไอโซ

เมอเรส โดยการทําปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรคาความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 ผลการทดลอง

แสดงดังรูปที่ 4.22 และ 4.23 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 

ทํางานไดดีในชวงความเปนกรดดางที่เปนกลาง (6.5-7.5) เชนเดียวกัน และเอนไซมมีแอคติวิตี

สูงสุดที่คาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 

 

4.9.3 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสตออุณหภูมิ 

 

นํากลโูคสไอโซเมอเรสมาบมที่อุณหภูมิตางๆ โดยแปรผันอุณหภูมิในชวง 35-90 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนัน้นาํไปวิเคราะหแอคติวิตีที่เหลืออยูโดยการทําปฏิกิริยาภายใต

สภาวะเหมาะสมของเอนไซมจากขอ 3.3.14.3 ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.24 พบวากลูโคสไอโซ

เมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 มคีวามเสถียรตออุณหภูมิสูงถงึ 50 องศาเซลเซียส และที่

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส เอนไซมยงัคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 90 เปอรเซ็นต และที ่

70 องศาเซลเซียส เอนไซมมีแอคติวิตีลดลงเหลือประมาณ 60 เปอรเซ็นต แตที่ 75 องศาเซลเซยีส 

เอนไซมจะสญูเสีย    แอคติวิตีอยางรวดเร็วและสูญเสียแอคติวิตีอยางสมบูรณที่อุณหภูมิ 85 องศา

เซลเซียส 
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สวนกลโูคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 พบวามีความเสถียรตออุณหภูมิสูง

ถึง 60 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซยีส เอนไซมยงัคงมีแอคติวติีเหลืออยูสูงถงึ

ประมาณ 80 เปอรเซ็นต และที่ 75 องศาเซลเซียส เอนไซมมีแอคติวิตีลดลงเหลอืประมาณ 50 

เปอรเซ็นต แตที่ 80 องศาเซลเซียส เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็วและสูญเสียแอคติวิตี

อยางสมบูรณที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซยีส 

 

4.9.4 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสตอความเปนกรดดาง 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสมาในบัฟเฟอรชนิดตาง ๆ ที่แปรผันคาความเปนกรดดางในชวง  

4.0- 9.0 บมที่อุณหภูมิเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไป

วิเคราะหแอคติวิตีที่เหลืออยูโดยทําปฏิกิริยาภายใตภาวะที่เหมาะสม ผลการทดลองดังในรูปที่ 

4.25 และ 4.26 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 เสถียรตอความเปนกรด

ดางในชวงกวางตั้งแต 5.0-8.0 โดยยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูประมาณ 70-80 เปอรเซ็นต แตที่คา

ความเปนกรดดางต่ํากวา  5.5  ลงมาเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็วจนเหลือประมาณ 

30 เปอรเซ็นตที่คาความเปนกรดดางเทากับ 4.0 

สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 พบวามีความเสถียรตอความเปน

กรดดางในชวงเปนกลางตั้งแต 6.0 -7.0 โดยมีแอคติวิตีเหลืออยูประมาณ 90 เปอรเซ็นตที่คาความ

เปนกรดดางเทากับ 6.5 แตที่คาความเปนกรดดางต่ํากวา 5.5 ลงมาเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตี

อยางรวดเร็วจนเหลือประมาณ 15 เปอรเซ็นต ขณะที่คาความเปนกรดดางสูงกวา 7.5 ข้ึนไป

เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็วเชนกันจนเหลือประมาณ 30 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.21 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces    

PC22 (ก) และ CH7 (ข) 

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.22 ความเปนกรดดางที่ เหมาะสมตอการทํางานของกลู โคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.23 ความเปนกรดดางที่ เหมาะสมตอการทํางานของกลู โคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. CH7 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.24 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) ตอ

อุณหภูมิ 

 กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.25 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ตอความเปนกรด

ดาง เมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ปนเวลา 30 นาที 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.26 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ตอความเปนกรด

ดางเมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส ปนเวลา 30 นาที 

 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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4.9.5 การตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ (substrate specificity) ของกลูโคสไอโซ

เมอเรส 

 

การทดลองนี้ไดนํากลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําบริสุทธิ์แลวมาตรวจสอบแอคติวิตี

จําเพาะตอสับสเตรทตางๆ โดยวิเคราะหตามวิธีการในขอ 3.3.14.5 ไดผลดังตารางที่ 4.6 พบวา

เอนไซมจาก Streptomyces PC22 และ CH7 มีความจําเพาะตอไซโลสสูงสุดเชนเดียวกัน โดยมี

แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 90.6 และ 72.5 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวา

เอนไซมจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุมีแอคติวิตีจําเพาะตอกลูโคสเทากับ 42.9 และ 41.8 หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ แตไมพบวามีแอคติวิตีตอ p-nitrophenyl �-D-xylopyranoside 

เชนเดียวกัน 

 

ตารางที่ 4.6 การตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ (substrate specificity) ของกลูโคส

ไอโซเมอเรส 

 

PC22 CH7 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 
สับสเตรท 

(หนวยตอ

มิลลิกรัม

โปรตีน) 

(เปอรเซ็นต) (หนวยตอ

มลิลิกรัม

โปรตีน) 

(เปอรเซ็นต) 

กลูโคส 42.9 47.3 41.8 57.6 

ไซโลส 90.6 100.0 72.5 100.0 

p-nitrophenyl β-D-

xylopyranoside 
0 0 0 0 
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4.9.5 การหาคาความจาํเพาะตอสับสเตรท (Km) ของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

การทดลองนีศ้ึกษาความจาํเพาะของกลโูคสไอโซเมอเรสตอสับสเตรท 2 ชนิด ไดแก 

กลูโคสและไซโลส โดยแปรความเขมขนของสับสเตรทในชวง 100 - 800 มิลลิโมลาร สําหรบั

กลูโคสและ 20 - 160 มิลลิโมลารสําหรบัไซโลส ผลการทดลองแสดงโดยกราฟไลนวีเวอร-เบิรก 

(Lineweaver-Burk plot) ดังรูปที่ 4.27 และ 4.28 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

sp. PC22 มีคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสเทากับ 435.93 และ 177.28 มิลลิโมลาร ตามลําดบั 

และกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7  มีคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสเทากับ 

258.96 และ 82.77 มิลลิโมลาร ตามลาํดับ นอกจากนี้ยงัมีคา Vmax ของเอนไซมตอกลูโคสและ

ไซโลสเทากับ 29.97 และ 70.47 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน สําหรับ PC22 และเทากบั 

32.42 และ 63.64 ไมโครโมลตอนาทตีอมิลลิกรัมโปรตีน สําหรบั CH7 (วิธีคํานวณแสดงใน

ภาคผนวก ง หมายเลข 1) และคา Kcat ของเอนไซมตอกลูโคสและไซโลสเทากบั 84.91 และ 

199.66 ตอวินาที สําหรับ PC22 และเทากับ 91.86 และ 180.31 ตอวินาที สําหรับ CH7 (วิธี

คํานวณแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 2) 
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รูปที่ 4.27 ไลนวีเวอร-เบิรกพลอตในการหาคา Km กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. 

PC22 ตอกลูโคส (ก) และไซโลส (ข) 
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รูปที่ 4.28 ไลนวีเวอร-เบิรกพลอตในการหาคา Km กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. 

CH7 ตอกลูโคส (ก) และไซโลส (ข) 
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4.9.6 ผลของอิออนโลหะตอการทาํงานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

การทดลองนี้ไดศึกษาผลของอิออนของโลหะชนิดตาง ๆ ตอการทํางานของกลูโคสไอโซ

เมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 โดยการนาํเอนไซมที่ผานการไดอะไลสดวย 100 

มิลลิโมลาร อีดีทีเอเพื่อกาํจดัอิออนออกจากโมเลกุลกอน มาบมกับอิออนของโลหะชนิดตางๆใหได

ความเขมขนสดุทายเทากับ 1.0 มิลลิโมลาร และ 0.1 มิลลิโมลาร สําหรับโคบอลตอิออน ผลการ

ทดลองดังแสดงในตารางที ่ 4.6 พบวาอิออนของโลหะทกุชนดิมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซม

เล็กนอย ยกเวน Fe2+ มีผลยังยัง้แอคติวิตีของเอนไซมจาก CH7 และยับยั้งโดยสมบูรณใน PC22 

และพบวา Mg2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร และ Co2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร ให         

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุด นอกจากนัน้ยังทาํการแปรผันอิออนโลหะทุกชนิดความเขมขน 1.0 

มิลลิโมลาร รวมกับ Co2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร พบวาปฏิกิริยาที่ม ีMg2+ ความเขมขน 1.0 

มิลลิโมลาร และ Co2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร ใหแอคติวิตีของเอนไซมเพิม่ข้ึนทัง้สองสาย

พันธุ ซึง่ไดเทากับ 20.14 และ 28.17 เปอรเซ็นต สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ 

 

จากนั้นศึกษาผลของความเขมขนที่เหมาะสมของ Mg2+ และ Co2+ ตอการทํางานของ

กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 โดยการนาํเอนไซมที่ผานการไดอะไลส

ดวย 100 มิลลิโมลาร อีดีทีเอ มาบมกับอิออนของ Mg2+ ที่แปรผันความเขมขนตัง้แต 0, 1, 5, 10, 

15 และ 20 มลิลิโมลาร ในปฏิกิริยาทีม่ี Co2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร ผลการทดลองแสดงดัง

รูปที่ 4.29 พบวา Mg2+ ความเขมขน 5 มิลลิโมลารใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสดุประมาณ 98 

เปอรเซ็นต สําหรับ PC22 สวนเอนไซมจาก CH7 พบวา Mg2+ ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ให   

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 200 เปอรเซ็นต 

 

สําหรับผลของความเขมขนทีเ่หมาะสมของ Co2+ ตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส

จาก Streptomyces PC22 และ CH7 โดยการนาํเอนไซมที่ผานการไดอะไลสดวย 100 มิลลิโมลาร 

อีดีทีเอ มาบมกับอิออนของ Co2+  ที่แปรผันความเขมขนตั้งแต 0, 0.05, 0.10, 0.20, 0.30 และ 

0.50 มิลลิโมลาร ในปฏิกิริยาทีม่ี Mg2+ ความเขมขน 5 และ 10 มิลลิโมลาร สําหรับ PC22 และ 

CH7 ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.30 พบวา Co2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร ให 

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 108 เปอรเซ็นต สําหรับ PC22 สวนเอนไซมจาก CH7 พบวา 

Co2+ ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลารใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 205 เปอรเซ็นต 
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ตารางที ่4.7 ผลของอิออนโลหะตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

แอคติวิตีสัมพัทธ (เปอรเซน็ต) 
ชนิดของอิออนโลหะ (ความเขมขนสุดทาย) 

PC22 CH7 

100.00 Control 100.00 

3.69 4.57 None 

Mg2+ 15.19  (1.0 มิลลิโมลาร) 16.37 

Mn2+ (1.0 มิลลิโมลาร) 6.90 12.80 

Ca2+ 8.86 11.35  (1.0 มลิลิโมลาร) 

Fe2+ (1.0 มิลลิโมลาร) 0 0.52 

Co2+ 6.79  (1.0 มิลลิโมลาร) 9.52 

Co2+ 11.05 20.22  (0.1 มิลลิโมลาร) 

Mg2+ (1.0 มิลลิโมลาร) + Co2+ (0.1 มิลลิโมลาร) 20.14 28.17 

Mn2+ 2+ 11.85 10.27  (1.0 มิลลิโมลาร) + Co  (0.1 มิลลิโมลาร) 

Ca2+ 2+ 7.82 11.15  (1.0 มลิลิโมลาร) + Co  (0.1 มิลลิโมลาร) 

Fe2+ (1.0 มิลลิโมลาร) + Co2+ 0.35  (0.1 มิลลิโมลาร) 6.29 

 

Control คือ เอนไซมบริสุทธิ์ที่ไมผานการไดอะไลสดวย 100 มิลลิโมลาร อีดีทีเอ และวิเคราะห    

แอคติวิตีตามวิธีมาตรฐานซึ่งมี Mg2+ 5.0 มิลลิโมลารและ Co2+ 0.1 มิลลิโมลาร 

None คือ เอนไซมบริสุทธิท์ี่ผานการไดอะไลสดวย 100 มิลลิโมลาร อีดีทีเอ และวิเคราะหแอคติวติี

โดยไมเติมอิออนโลหะใดๆในปฏิกิริยา 
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รูปที่ 4.29 ผลของความเขมขนของแมกนีเซียมอิออนตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) ในปฏิกิริยาที่มีโคบอลตอิออนความเขมขน 0.1 มิลลิ    

โมลาร 
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รูปที่ 4.30 ผลของความเขมขนของโคบอลตอิออนตอแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) ในปฏิกิริยาที่มีแมกนีเซียมอิออนความเขมขน 5 และ 10 

มิลลิโมลาร สําหรับ PC22 และ CH7 
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4.10 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสของ Streptomyces PC22 และ CH7 
เมื่อมีอินนูลนิสกัดจากหวัแกนตะวันเปนแหลงคารบอนเบื้องตน 
 

นอกจากกลูโคสไอโซเมอเรสซึ่งมีบทบาทสําคัญในการผลิตฟรักโทสจากกลูโคสที่ไดจาก

การยอยสลายแปงแลว  ปจจุบันยังพบวามีเอนไซมอีกชนิดหนึ่ง ไดแก อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเริ่ม

ไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตฟรักโทสโดยการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอินนูลิน (Sharma 

และ Gill, 2007) ดังนั้นงานวิจัยตอไปนี้จึงตองการตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสของ 

Streptomyces PC22 และ CH7 เบื้องตนเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีอินนูลินสกัดจากพืชที่เปน

แหลงสะสมอินนูลิน ไดแก หัวแกนตะวัน เปนแหลงคารบอน (Lingyun และคณะ, 2007) 

 

4.10.1 การสกัดอินนูลินจากหัวแกนตะวนั 

  

จากการเตรียมอินนูลินสกัดจากหัวแกนตามวิธีในขอ 3.3.15.1.2 เพื่อใชเปนแหลงคารบอน

ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตอินูลิเนส ผลการทดลองพบวามีอินนูลินในสารสกัดจากหัวแกนตะวัน

ตามวิธีของ Lingyun และคณะ (2007) และ Dische และ Borenfreund (1951) พบวาไดปริมาณ

ใกลเคียงกัน โดยมีคาประมาณ 16.3 และ 16.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/น้ําหนัก) ตามลําดับ  

 

4.10.2 ผลของความเขมขนอินนูลินและระยะเวลาเลี้ยงเชื้อตอการผลิตอินูลิเนสของ 

Streptomyces PC22 และ CH7 เมื่อมีอินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวันเปนแหลงคารบอน 

 

4.10.2.1 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อตอการผลิตอินูลิเนส 

 

จากการเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารที่มีอินนูลินสกัดจากหัว

แกนตะวันที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดยแปรผัน

ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.31 พบวาทั้ง 

Streptomyces PC22 และ CH7 สามารถผลิตอินูลิเนสไดสูงสุดในวันที่ 4 เชนเดียวกัน โดย 

Streptomyces sp. PC22 ผลิตอินูลิเนสไดประมาณ 0.15 หนวยตอมิลลิลิตร และ Streptomyces 

sp. CH7 สามารถผลิตอินูลิเนสไดประมาณ  0.10 หนวยตอมิลลิลิตร  

จากผลการทดลองขางตน พบวาเชื้อทั้ง 2 สายพันธุสามารถผลิตอินูลิเนสไดเพียง

เล็กนอย ดังนั้นในการทดลองตอไปจะศึกษาผลของความเขมขนของอินนูลินตอการผลิตอินูลิเนส 

ของเชื้อ โดยเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 4 วัน  
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รูปที่ 4.31 ผลของระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตอินลิูเนสจาก Streptomyces PC22 (    ) และ 

CH7 (    ) 
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4.10.2.2 ความเขมขนของอนินูลินทีเ่หมาะสมตอการผลิตอินูลิเนส 

 

จากการเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารที่มีอินนูลินสกัดจากหัว

แกนตะวันเปนแหลงคารบอนโดยแปรผันความเขมขนของแหลงคารบอนที่ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 

และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนเวลา 4 วัน ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.32 พบวา 

Streptomyces PC22 และ CH7 ผลิตอินูลิเนสไดสูงสุดเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีอินนูลินสกัด

ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนเชนเดียวกัน โดย 

Streptomyces PC22 และ CH7 ผลิตอินูลิเนสไดประมาณ 0.16 และ 0.12 หนวยตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.32 ผลของความเขมขนอินนูลินตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces PC22 (    ) และ 

CH7 (    ) 
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4.10.3 สมบัติของอินูลิเนสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 

 

นําเอนไซมที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อในภาวะเหมาะสมดังกลาวขางตน มาศึกษาสมบัติตางๆ

ดังนี้ 

 

4.10.3.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของอินูลิเนส 

 

จากการนําเอนไซมปริมาณเทาๆกัน มาหาแอคติวิตีของอินูลิเนส โดยการแปรผัน

อุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 30-80 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.32 พบ

วาอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซยีส โดยที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุด และอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CH7 

ทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส และเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดที่ 55 องศา

เซลเซียส 

 

4.10.3.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของอินูลิเนส 

 

จากการนําเอนไซมปริมาณเทาๆกัน มาหาแอคติวิตีของอินูลิเนส โดยการทํา

ปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรคาความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.33 

และ 4.34 พบวาอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดีในชวงความเปนกรดดางที่

เปนกลาง (6.0-7.0) โดยเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดในฟอสเฟตบัฟเฟอรที่คาความเปนกรดดาง

เทากับ 6.5 สวน Streptomyces sp. CH7 ทํางานไดดีในปฏิกิริยาที่มีฟอสเฟตบัฟเฟอร  โดย

เอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดในที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.0 
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รูปที่ 4.33 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของอนูลิเนสจาก Streptomyces PC22 (ก) และ 

CH7 (ข) 

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 

 



110 

 

 

0

20

40

60

80

100

3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5

คาความเปนกรด-ดาง

แอ
คต

ิวิต
ีสัม

พัท
ธ 

(เป
อร

เซ็
นต

)

 
 
รูปที่ 4.34 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 

PC22 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.35 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CH7 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
 
 
 

 
 
 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
กลูโคสไอโซเมอเรส เปนเอนไซมที่มีความสําคัญทางอุตสาหกรรม โดยเฉพาะอุตสาหกรรม

การผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทส (high fructose syrup) เนื่องจากเปนเอนไซมหลักที่ใชเปลี่ยนกลูโคสที่

ไดจากการยอยสลายแปงใหเปนฟรักโทส (Kochhar และคณะ, 1997) มีรายงานวาจุลินทรียหลาย

ชนิดผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสได แตกลูโคสโซเมอเรสจาก Streptomyces มีสมบัติที่นาสนใจ

เนื่องจากสามารถทํางานไดดีในชวงคาความเปนกรดดาง (pH) ที่เปนกลาง ซึ่งปองกันการเกิด

ส่ิงเจือปนที่ไมตองการในปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรักโทสได นอกจากนี้ยังมีความคงทน

ตอความรอน (heat stability) สูง ทําใหปองกันการปนเปอนจากเชื้ออ่ืนได (Bucke, 1977) 
 

Streptomyces PC22 และ CH7 เปนจุลินทรียที่แยกไดจากแหลงดินในประเทศไทยที่

สามารถผลิตเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนได (Ungchaithum และ Pinphanichakarn, 1998) 

พบวา Streptomyces sp. PC22 สามารถเจริญไดดีที่ 45 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 

9.0 และมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตไซแลเนส นอกจากนี้ยังพบวา Streptomyces sp. PC22 

สรางเอนไซมยอยสายกิ่งของไซแลนที่มีแอคติวิตีสูงไดแก แอซีติลเอสเทอเรส (Lauruengtana และ 

Pinphanichakarn, 2006) และ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (Chungool และคณะ, 

2008) สําหรับ Streptomyces sp. CH7 สามารถเจริญไดดีที่ 40 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด

ดาง 7.0 และมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตบีตา-ไซโลสิเดส (Pinphanichakarn และคณะ, 2004) 
 

การผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดยจุลินทรียสวนใหญตองถูกชักนําดวยไซโลสและเนื่องจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 สรางเอนไซมในกลุมการยอยสลายเฮมิเซลลูโลสไดดีจึงนาจะ

ยอยไซแลนหรือวัสดุการเกษตรที่มีไซแลนเปนองคประกอบใหเปนไซโลสแลวนําไปชักนําการสราง

กลูโคสโซเมอเรสได งานวิจัยนี้จึงศึกษาการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 

และ CH7 โดยในขั้นแรกไดตรวจสอบการชักนําการสรางเอนไซมดวยไซโลสเปรียบเทียบกับเมื่อมี

กลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไซโลส จุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงกวาอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน แสดงวาการผลิตกลูโคสไอโซเมอ

เรสโดยจุลินทรียนนี้ตองการไซโลสเปนสารชักนํา ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Lama และคณะ 

(2001) เมื่อแปรผันแหลงคารบอนชนิดตางๆในการเลี้ยงเชื้อและพบวาไซโลสเปนคารบอนที่ดีที่สุด

สําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Bacillus thermoantarcticus ข้ันตอนตอมาไดศึกษาการ

ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 โดยแปรผันความเขมขนของไซโลส 
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พบวา Streptomyces spp. PC22 และ CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุดประมาณ 1.2 และ 

1.8 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ เมื่อเลี้ยงเชื้อในไซโลสความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (น้าํหนกั

ตอปริมาตร) เปนเวลา 1 วัน เชนเดียวกัน และพบวาแอคติวิตีที่ไดสูงกวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces thermonitrificans ที่ผลิตไดประมาณ 0.40 หนวยตอมิลลิกรัม เมื่อเลี้ยงในอาหาร

ที่มีไซโลส 1 เปอรเซ็นต และ ซอบิทอล 2 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน (Deshmukh และคณะ, 

1994)  และพบวาการผลิตเอนไซมของจุลินทรียทั้งสองจะลดลงเมื่อความเขนขนของไซโลสเพิ่มข้ึน 

(รูปที่ 4.4) ทั้งนี้อาจเนื่องจากความเขมขนของไซโลสที่เพิ่มข้ึนมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียซึ่ง

จะมีผลตอการผลิตเอนไซมในทิศทางเดียวกันดังรายงานของ Prabhakar และ Raju (1993) 
 

ในขั้นตอนตอมาไดศึกษาการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุโดยมี  

ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Sigma, USA) เปนแหลงคารบอน  พบวา Streptomyces PC22 และ 

CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุดประมาณ 3.5 และ 5.0 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยง

เชื้อในอาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน

เวลา 2 และ 3 วัน ตามลําดับ นอกจากนี้ยังติดตามแอคติวิตีของเอนไซมในกลุมการยอยสลายไซ

แลน ไดแก บีตา-ไซโลสิเดสและไซแลเนส (รูปที่ 4.6) พบวา Streptomyces sp. PC22 มีแอคติวิตี

ของไซแลเนสสูงกวาบีตา-ไซโลสิเดส สอดคลองกับรายงานของ Ungchaithum และ 

Pinphanichakarn (1998) สวน Streptomyces sp. CH7 มีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงกวา 

ไซแลเนส สอดคลองกับรายงานของ Pinphanichakarn และคณะ (2004)  
 

 เนื่องจากไซแลนจากเปลือกขาวโอตที่ผลิตขายทางการคามีราคาแพง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง

ทดลองใชวัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆที่มีไซแลนเปนองคประกอบ (Takasaki, 1966)  ไดแก กาก

เมล็ดฝาย ซังขาวโพด เปลือกขาวโพด รําขาวเจา และรําขาวสาลี เปนแหลงคารบอนเพื่อลดตนทุน

ในการผลิตเอนไซม และยังเปนการนําวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชใหเปนประโยชน จาก

ตารางที่ 4.2 พบวารําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนที่ดีสุดสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22 และพบวามีแอคติวิตีของไซแลเนสสูงสุดเมื่อเลี้ยงในรําขาวสาลีเปน

แหลงคารบอน ซึ่งสอดคลองกับการผลิตเอนไซมขางตน สําหรับ Streptomyces sp. CH7 พบวา

เปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอนที่ดีสุดสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสและพบวามีแอคติวิตี

ของบีตา-ไซโลสิเดสสูงสุดเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน ซึ่งสอดคลองกบั

การผลิตเอนไซมเชนเดียวกัน  
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ตารางที่ 5.1 เปรียบเทียบปริมาณไซแลนที่มีในวัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆ พบวาเปลอืก

ขาวโพดมีปริมาณไซแลนสูงสุด จึงเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส

จาก Streptomyces sp. CH7 ในขณะที่รําขาวสาลีมีปริมาณไซแลนต่ํากวาเปลือกขาวโพดและซัง

ขาวโพดแตเปนแหลงคารบอนที่ดีสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. 

PC22 เนื่องจากรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการสรางไซแลเนสของจุลินทรีย ดัง

รายงานของเนริสา คุณประทุม (2543) เมื่อเปรียบเทียบวัสดุการเกษตรชนิดตางๆ พบวารําขาว

สาลีเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดในการผลิตไซแลเนสจาก  Trichoderma reesei และสอดคลองกับ 

Gawande และ Kamat (2000) ที่รายงานวา Aspergillus niger ผลิตไซแลเนสไดสูงถึง 26.7 

หนวยตอมิลลิลิตรเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีรําขาวสาลี 1.4 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน นอกจากนี้

ยังพบวาในรําขาวสาลีมีองคประกอบของแหลงไนโตรเจน เกลือแรและวิตามินบีสูง ซึ่งทําให         

จุลินทรียสามารถเจริญและสรางเอนไซมไดดี  

 

ตารางที่ 5.1 องคประกอบของวัสดุทางการเกษตร  

 

องคประกอบ (เปอรเซ็นต) 
วัสดุทางการเกษตร เอกสารอางอิง 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนนิ 

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

ซังขาวโพด (corncob)  35 34.8 12.8 Yang และคณะ (2005) 

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

รําขาวสาล ี(wheat bran) 9.07 26.10 2.74 เนริสา คุณประทุม (2543) 

กากเมล็ดฝาย (cottonseed 

husk) 
64.7 18.5 31.5 Pandey และ Gurjar,1987 

 

เมื่อแปรผันความเขมขนของวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมพบวา Streptomyces PC22 

และ CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสสูงสุด 2.23 และ 3.12 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ เมื่อ

เล้ียงในอาหารที่มีรําขาวสาลีความเขมขน 2 เปอรเซ็นต สําหรับ Streptomyces sp. PC22 และ 

เปลือกขาวโพดความเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต สําหรับ Streptomyces sp. CH7 จากผลการวิจัยใน

ข้ันตอนนี้พบวาจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุผลิตเอนไซมไดนอยกวาการเลี้ยงในไซแลนจากเปลือกขาว

โอต ทั้งนี้อาจเนื่องจากไซแลนซึ่งเปนองคประกอบในวัสดุการเกษตรที่ใชมีความเขมขนต่ํากวาไซ

แลนบริสุทธิ์ และในวัสดุการเกษตรยังมีสารประกอบอื่นๆเชน ลิกนิน ที่สามารถยับยั้งการผลิต



เอนไซมได ในขณะที่ถาเพิ่มความเขมขนของวัสดุการเกษตรใหมากขึ้นจะทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมี

ความหนืดมากขึ้น สงผลใหการสงผานของอากาศสูอาหารเลี้ยงเชื้อไมทั่วถึง ดังนั้นแอคติวิตีของ

เอนไซมจึงลดลง อยางไรก็ตามผลการทดลองที่ไดพบวาการใชวัสดุการเกษตรที่เหมาะสมเปน

แหลงคารบอนสามารถใหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสสูงกวาการเลี้ยงเชื้อในไซโลสซึ่งมีราคา

แพง ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Calik และคณะ (2009) ที่พบวาเมื่อใชไซแลนเปนแหลงคารบอน

แทนไซโลส Bacillus thermoantarcticus สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงกวา 3.5 เทา 

ดังนั้นจึงสามารถใชวัสดุการเกษตรเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย 

Streptomyces PC22 และ CH7 ได จากตารางที่ 5.2 เปรียบเทียบการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส

จาก Streptomyces PC22 และ CH7 กับจุลินทรียอ่ืนๆ พบวาจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุผลิตเอนไซม

ไดคอนขางสูงเมื่อเทียบกับจุลินทรียอ่ืนๆ  ทั้งยังสามารถใชวัสดุการเกษตรเปนแหลงคารบอนเพื่อ

ลดตนทุนการผลิตเอนไซมได 

อนไซมได ในขณะที่ถาเพิ่มความเขมขนของวัสดุการเกษตรใหมากขึ้นจะทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมี

ความหนืดมากขึ้น สงผลใหการสงผานของอากาศสูอาหารเลี้ยงเชื้อไมทั่วถึง ดังนั้นแอคติวิตีของ

เอนไซมจึงลดลง อยางไรก็ตามผลการทดลองที่ไดพบวาการใชวัสดุการเกษตรที่เหมาะสมเปน

แหลงคารบอนสามารถใหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสสูงกวาการเลี้ยงเชื้อในไซโลสซึ่งมีราคา

แพง ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Calik และคณะ (2009) ที่พบวาเมื่อใชไซแลนเปนแหลงคารบอน

แทนไซโลส Bacillus thermoantarcticus สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงกวา 3.5 เทา 

ดังนั้นจึงสามารถใชวัสดุการเกษตรเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย 

Streptomyces PC22 และ CH7 ได จากตารางที่ 5.2 เปรียบเทียบการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส

จาก Streptomyces PC22 และ CH7 กับจุลินทรียอ่ืนๆ พบวาจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุผลิตเอนไซม

ไดคอนขางสูงเมื่อเทียบกับจุลินทรียอ่ืนๆ  ทั้งยังสามารถใชวัสดุการเกษตรเปนแหลงคารบอนเพื่อ

ลดตนทุนการผลิตเอนไซมได 
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ตารางที่ 5.2 การผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะการเลี้ยงที่เหมาะสม 

 

ความเปน ระยะเวลาบม แอคติวิตี แหลงคารบอน อุณหภูมิ 
เอกสารอางอิง จุลินทรีย 

(องศาเซลเซยีส) กรด-ดาง (วัน) (หนวยตอมิลลิกรัม) (เปอรเซ็นต) 

ไซโลส (2%) 45 9.0 1 1.20 

ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (1%) 45 9.0 2 3.50 
Streptomyces sp. 

PC22 
งานวิจยันี ้

รําขาวสาล ี(2%) 45 9.0 2 2.23 

ไซโลส (2%) 40 7.0 1 1.80 

ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (1%) 40 7.0 3 5.00 
Streptomyces sp. 

CH7 
งานวิจยันี ้

เปลือกขาวโพด (2.5%) 40 7.0 3 3.12 

Arthrobacter sp. 

NCIM 2934 

0.76 Prabhakar และ Raju, 

1993 
ไซโลส (1%) 35 7.0 42 (ชม.) 

(หนวยตอมล.) 

Arthrobacter 

nicotianae 

Sapunova และคณะ, 

2006 
ไซโลส (1%) 28-30 6.8 1 0.47 

Bacillus sp. NCIM 

59 
ไซโลส (1%) 50 10.0 16 (ชม.) 0.75 

Chauthawale และ Rao, 

1994 

Bacillus 

thermoantarcticus 

1.63  Calik และคณะ, 2009 
ไซแลนจากไมเบิรช (1.06%) 55 - 1 

(หนวยตอมล.) 
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ตารางที่ 5.2 (ตอ) 

 

ความเปน ระยะเวลาบม แอคติวิตี แหลงคารบอน อุณหภูมิ 
เอกสารอางอิง จุลินทรีย 

(องศาเซลเซยีส) กรด-ดาง (วัน) (หนวยตอมิลลิกรัม) (เปอรเซ็นต) 

Sapunova และคณะ, 

2006 

Erwinia carotovara 

subsp. atroseptica 
ไซโลส (1%) 28-30 6.8 1 0.71 

Sapunova และคณะ, 

2006 
ไซโลส (1%) 28-30 6.8 1 0.46 Escherichia coli 

3.93 Givry และ Duchiron, 

2008 

Lactobacillus 

bifermentans 
ไซโลส (1%) 37 7.5 - 

(หนวยตอมล.) 

ไซโลส (0.2%) - - 2 6.65 
Streptomyces sp. 

EC10 
ไซแลนจากเปลือกขาวโอต 

(0.2%) 
- - 2 5.20 

Belfaquih และ 

Penninckx, 2000 

1.60 
ไซโลส (0.5%) 30 7.5 - 

(หนวยตอมล.) Teeradakorn และคณะ, 

1998 

Streptomyces 

fusant D3 0.88 
ไซแลน (1%) 30 7.5 - 

(หนวยตอมล.) 
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ตารางที่ 5.2 (ตอ) 

 

จุลินทรีย 
แหลงคารบอน 

(เปอรเซ็นต) 

อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซยีส) 

ความเปน 

กรด-ดาง 

ระยะเวลาบม 

(วัน) 

แอคติวิตี 

(หนวยตอมิลลิกรัม) 
เอกสารอางอิง 

ไซโลส (1.5%) 30 7.0 2 1.25 

ไซแลน (2%) 30 7.0 2 1.59 Streptomyces 

flavogriseus เฮมิเซลลูโลส 

ที่ผานการยอยดวยกรด (3%) 
30 7.0 2 2.00 

Chen และคณะ, 1979 

Streptomyces 

thermonitrificans 
ไซโลส (1%) + ซอบิทอล (2%) 50 8.0 16 (ชม.) 0.40 

Deshmukh และคณะ, 

1994 
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งานวิจัยนี้ยังไดทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ใหบริสุทธิ์และศึกษา

สมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ที่เตรียมได ซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําเอนไซมไปใชงาน โดยเลี้ยงเชื้อ

ในอาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน ในขั้นตอน

แรกเพื่อใหไดเอนไซมเขมขน การสกัดเอนไซมออกจากเซลลจึงทําโดยวิธีการบดดวยผงอะลูมินา

แทนการสกัดเอนไซมออกจากเซลลดวยสารละลาย CTAB (ตามขอ 3.3.1.3) ซึ่งไดเอนไซมที่

คอนขางเจือจาง พบวา Streptomyces PC22 และ CH7 มีแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสเทากับ 

2.02 และ2.22 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ ทั้งนี้พบวาแอคติวิตีของเอนไซมจากจุลินทรีย

ทั้ง 2 สายพันธุ มีคาต่ํากวาที่รายงานไวในขั้นตอนการศึกษาแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิต

เอนไซม เนื่องจากการสกัดเอนไซมออกจากเซลลโดยวิธีการบดอาจทําใหเอนไซมสูญเสียแอคติวิตี

ไดเนื่องจากแรงกลและความรอนที่เกิดขึ้นขณะบด 
 

ในขั้นตอนการทํากลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟบนตัวกลาง

แลกเปลี่ยนอิออนลบ พบวาเอนไซมจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุ จับกับตัวกลางในคอลัมน โดย

กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ถูกชะออกจากตัวกลางดวยโซเดียมคลอไรด

ความเขมขน 0.3-0.4 โมลาร สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ถูกชะออกจาก

ตัวกลางโดยโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.4-0.5 โมลาร หลังจากการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 ใหบริสุทธิ์ตามขั้นตอนดังกลาวแลว พบวามีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 

10.44 และ 12.07 เทาตามลําดับ และเหลือแอคติวิตีอยู 41.27 และ 77.15 เปอรเซ็นตตามลําดับ 

ซึ่งในขั้นตอนนี้สามารถจํากัดบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 ออกไปไดบางดัง

รายงานของ Pinphanichakarn และคณะ (2004) ที่พบวาบีตาไซโลสิเดสถูกชะออกจากตัวกลาง

แลกเปล่ียนประจุลบดวยโพแทสเซียมคลอไรดความเขนขน 0.63-0.75 โมลาร และในข้ันตอน

สุดทายของการทําใหบริสุทธิ์ คือ  นํากลูโคสไอโซเมอเรสที่ไดมาผานคอลัมนโครมาโทกราฟบน

เซฟาคริล เอส-300 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ที่ถูกชะออก

จากคอลัมนมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 19.71 และ 16.24 เทาตามลําดับ และเหลือแอคติวิตีอยู 38.63 

และ 64.56 เปอรเซ็นตตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ 4.5 และเมื่อพิจารณาในแตละ

ข้ันตอนของการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ พบวาสามารถจํากัดโปรตีนออกไปไดมากในแตละขั้นตอนซึ่ง

สอดคลองกับคาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมที่เพิ่มข้ึน มีรายงานการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลิ

นทรียชนิดตางๆใหบริสุทธิ์โดยวิธีตางๆ เชน กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Arthrobacter sp. NRRL    

B-3728 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟบนดีอีเออี-เซฟาคริล (DEAE-

Sephacel) และเจลฟวเตรชั่น (gel filtration) มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 19.8 เทา และมีแอคติวิตี

คงเหลือ 50.0 เปอรเซ็นต (Smith และคณะ, 1991), กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 
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olivochromogenes E86 ที่ทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟบนตัวกลางตางๆถึง 4 ข้ันตอน มี

ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 5.5 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 33.2 เปอรเซ็นต (Kaneko และคณะ, 2000) 

และกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. SK ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยการใชความรอน 

ตกตะกอนดวยเกลือมแอมโมเนียมและโครมาโทกราฟชนิด FPLC (Fast-performance liquid 

chromatography)  มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 21.25 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 17.6 เปอรเซ็นต 

(Borgi และคณะ, 2004) 
 

การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์ที่ไดโดยการทําโครมาโทร  

กราฟบนเซฟาคริล เอส-300 เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบวาเอนไซมจาก Streptomyces 

PC22 และ CH7 มีขนาดเทากันคือมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 170,000 ดาลตัน และจากการ

วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส พบวา

กลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุประกอบไปดวย 4 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุล

เทากันคือ 43,600 ดาลตัน จากตารางที่ 5.3 ซึ่งเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอ

เรสจากจุลินทรียชนิดตางๆ พบวาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียสวนใหญมี

ขนาดตั้งแต 160,000 – 200,000 ดาลตัน ที่ประกอบดวย 4 หนวยยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน 

ซึ่งสอดคลองกับน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก  Streptomyces PC22 และ CH7  

อยางไรก็ตามพบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus sp. NCIM 59 (Chauthaiwale และ Rao, 

1994) และ Bacillus sp. TX-3 (Kitada และคณะ, 1989) มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 160,000 

และ 140,000 ดาลตัน ตามลําดับ ที่ประกอบดวย 3 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน  
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ตารางที่ 5.3 เปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆ 
 

 

น้ําหนกั

โมเลกุล 

จํานวน 

หนวยยอย 

(ดาลตัน) และ 
จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

(เจล น้ําหนกั

โมเลกุล ฟวเตรชั่น) 

(ดาลตัน) 

Streptomyces sp. PC22 170,000 (4), 43,600 งานวิจยันี ้

Streptomyces sp. CH7 170,000 (4), 43,600 งานวิจยันี ้

Arthobacter sp. NRRL 

B3728 

185,000 (4), 47,000 Smith และคณะ, 1991 

Chauthaiwale และ Rao, 

1994 
Bacillus sp. NCIM 59 160,000 (3), 50,000 

Bacillus sp. TX-3 140,000 (3), 45,000 Kitada และคณะ, 1989 

Bacillus thermoantarcticus 200,000 (4), 47,000 Lama และคณะ, 2001 

Streptomyces sp. PLC 183,000 (4), 46,000 Inyang และคณะ, 1995 

Streptomyces sp. SK 180,000 (4), 43,000 Borgi และคณะ, 2004 

Thermoanaerobacter 

sp.B6A 
200,000 (4), 50,000 Lee และ Zeikus, 1991 

Thermoanaerobacterium sp. 

JW/SL YS-489 
200,000 (4), 50,000 Liu และคณะ, 1996 

หมายเหตุ : ตัวเลขในวงเล็บหมายถึงจํานวนหนวยยอย 
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การศึกษาสมบัติของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 ใน

ข้ันแรกศึกษาผลของอุณหภูมิตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 ทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิสูงถึง 80-90 องศาเซลเซียส 

เชนเดียวกัน โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซมจาก  Streptomyces sp. 

PC22 คือ 80 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากันกับกลูโคสไอโซเมอเรสจาก  Streptomyces 

olivaceoviridis E86 (Kaneko และคณะ, 2000) และ Thermoanaerobacterium sp. JW/SL YS-

489 (Liu และคณะ, 1996) สวนอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซมจาก  

Streptomyces sp. CH7 คือ 80 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากันกับกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus sp. 

NCIM 59 (Chauthawale และ Rao, 1994) และ Streptomyces thermovulgaris 127 

(Raykovska และคณะ, 2001) นอกจากนี้ยังพบวากลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆมี

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานแตกตางกันไปดังตารางที่ 5.4 
 

ผลของความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์จาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 พบวาเอนไซม Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดีที่ความเปน

กรดดางในชวงกวางตั้งแต 6.0-8.0 โดยที่ความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานคือ 7.0 

ซึ่งเทากันกับ Streptomyces sp. CH7 และจุลินทรียอ่ืนๆ เชน กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus 

thermoantarcticus (Lama และคณะ, 2001) และ Streptomyces sp. EC10 (Belfaquih และ 

Penninckx, 2000) นอกจากนี้ยังพบวากลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆมีคาความเปน

กรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานแตกตางกันไปดังตารางที่ 5.4 
 

ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 ตอ

อุณหภูมิ พบวาเอนไซมจาก Streptomyces sp. PC22 มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 50 องศา

เซลเซียส และที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 90 

เปอรเซ็นต และที่ 70 องศาเซลเซียส เอนไซมมีแอคติวิตีลดลงเหลือประมาณ 70 เปอรเซ็นต สวน

เอนไซมจาก Streptomyces sp. CH7 มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส และที่

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 80 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคา

ใกลเคียงกับกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. EC10 ที่มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 

50 องศาเซลเซียส (Belfaquih และ Penninckx, 2000) แตอยางไรก็ตาม ยังพบวามีกลูโคสไอโซ

เมอเรสจากจุลินทรียอ่ืนๆที่มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงกวาเอนไซมจาก Streptomyces PC22 

และ CH7 ดังแสดงในตารางที่ 5.4 
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ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 ตอ

ความเปนกรดดาง พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 เสถียรตอความเปน

กรดดางในชวงกวางตั้งแต 5.0-8.0 ซึ่งมีคาเทากันกับความเสถียรตอความเปนกรดดางของกลูโคส

ไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. EC10 (Belfaquih และ Penninckx, 2000) สวนกลูโคสไอโซ

เมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 พบวามีความเสถียรตอความเปนกรดดางในชวงเปนกลาง

ตั้งแต 6.0 -7.0 ซึ่งมีคาใกลเคียงกับเอนไซมจาก Streptomyces sp. EC10 เชนเดียวกัน 

นอกจากนี้ความเสถียรของเอนไซมจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุตอความเปนกรดดางยังมีคา

ใกลเคียงกับเอนไซมจากจุลินทรียชนิดอื่นๆดังตารางที่ 5.4 
 

การตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ (substrate specificity) ของกลูโคสไอโซ

เมอเรสบริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 พบวาเอนไซมจาก Streptomyces PC22 

และ CH7 มีความจําเพาะตอไซโลสสูงสุดเชนเดียวกัน โดยมีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 90.6 และ 

72.5 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุ

มีแอคติวิตีจําเพาะตอกลูโคสเทากับ 42.9 และ 41.8  หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ แตไม

พบวามีแอคติวิตีตอ p-nitrophenyl �-D-xylopyranoside เชนเดียวกัน แสดงวาเอนไซมจาก       

จุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุ ไมมีสมบัติเปน bifuctional enzyme ซึ่งแตกตางกับกลูโคสไอโซเมอเรส

บริสุทธิ์จาก Streptomyces sp. EC10 ที่มีทั้งแอคตวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสและบีตา-ไซโลสิเดส 

(Belfaquih และ Penninckx, 2000) 
 

คาความจําเพาะตอสับสเตรท 2 ชนิด ไดแก กลูโคสและไซโลสของกลูโคสไอโซเมอเรส

บริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. 

PC22 มีคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสเทากับ 435.93 และ 177.28 มิลลิโมลาร ตามลําดับ ซึ่ง

ใกลเคียงกับคา Km สําหรับกลูโคสของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PLC ที่มีคา

เทากับ 400 มิลลิโมลาร (Inyang และคณะ, 1995) สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

sp. CH7  มีคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสเทากับ 258.96 และ 82.77 มิลลิโมลาร ตามลําดับ ซึ่ง

ใกลเคียงกับคา Km สําหรับกลูโคสของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Arthobacter sp. NRRL B3728 ที่

มีคาเทากับ 255 มิลลิโมลาร (Smith และคณะ, 1991) และกลูโคสของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Thermotoga maritime ที่มีคาเทากับ 74 มิลลิโมลาร (Brown และคณะ, 1993) นอกจากนี้ยัง

พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 มีคา Vmax ของเอนไซมตอกลูโคส

และไซโลสเทากับ 29.97 และ 70.47 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน สําหรับ Streptomyces 

sp. PC22 และเทากับ 32.42 และ 63.64 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน สําหรับ 

Streptomyces sp. CH7 และคา Kcat ของเอนไซมตอกลูโคสและไซโลสเทากับ 84.91 และ 199.66 



งานวิจัยในสวนนี้สรุปไดวา Streptomyces PC22 และ CH7 สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอ

เรสที่มีสมบัติทัดเทียมกับเอนไซมนี้จากจุลินทรียอ่ืนๆที่มีผูรายงานไว และพบวากลูโคสไอโซเมอเรส

จากจุลินทรียทั้งสองมีขอดีคือใชตนทุนในการผลิตต่ํากวา โดยสามารถใชวัสดุทางการเกษตร ไดแก 

รําขาวสาลี สําหรับ Streptomyces sp. PC22 และเปลือกขาวโพด สําหรับ Streptomyces sp. 

CH7 เปนแหลงคารบอนโดยตรงโดยไมตองผานกระบวนการปรับปรุงดวยวิธีเคมี (chemical 

pretreatment) และสามารถผลิตเอนไซมไดคอนขางสูงกวาที่มีผูอ่ืนรายงานไว 

งานวิจัยในสวนนี้สรุปไดวา Streptomyces PC22 และ CH7 สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอ

เรสที่มีสมบัติทัดเทียมกับเอนไซมนี้จากจุลินทรียอ่ืนๆที่มีผูรายงานไว และพบวากลูโคสไอโซเมอเรส

จากจุลินทรียทั้งสองมีขอดีคือใชตนทุนในการผลิตต่ํากวา โดยสามารถใชวัสดุทางการเกษตร ไดแก 

รําขาวสาลี สําหรับ Streptomyces sp. PC22 และเปลือกขาวโพด สําหรับ Streptomyces sp. 

CH7 เปนแหลงคารบอนโดยตรงโดยไมตองผานกระบวนการปรับปรุงดวยวิธีเคมี (chemical 

pretreatment) และสามารถผลิตเอนไซมไดคอนขางสูงกวาที่มีผูอ่ืนรายงานไว 

ตอวินาที สําหรับ Streptomyces sp. PC22 และเทากับ 91.86 และ 180.31 ตอวินาที สําหรับ 

Streptomyces sp. CH7 ซึ่งนับวาเปนคาที่สูงเมื่อเทียบกับคา Vmax และ Kcat ที่ไดจากจุลินทรีย

ชนิดอื่นๆ ดังตารางที่ 5.5 อยางไรก็ตามถึงแมวาคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสของเอนไซมจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 จะสูงแตยังมีขอดีคือมีคา Vmax สูงจึงจัดวามีความไวในการทํา

ปฏิกิริยาดีกวาเอนไซมจากจุลินทรียอ่ืนๆ 

อวินาที สําหรับ Streptomyces sp. PC22 และเทากับ 91.86 และ 180.31 ตอวินาที สําหรับ 

Streptomyces sp. CH7 ซึ่งนับวาเปนคาที่สูงเมื่อเทียบกับคา V

    

การศึกษาผลของอิออนโลหะชนิดตางๆที่มีผลตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส

บริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 พบวา Fe2+ มีผลยังยั้งแอคติวิตีของเอนไซมจาก 

Streptomyces sp. CH7 และยับยั้งโดยสมบูรณจาก Streptomyces sp. PC22 ในขณะที่ Mg2+ 

และ Co2+ มีผลในการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซม ซึ่งสอดคลองกับกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus 

coagulans (Marg และ Clark, 1990), Bacillus thermoantarcticus (Lama และคณะ, 2001) 

และ Streptomyces sp. NCIM 2730 (Sushama และคณะ, 1992) ที่พบวา Mg2+ และ Co2+ มีผล

ตอแอคติวิตีของเอนไซม โดย Mg2+ มีผลตอการทํางานของเอนไซม ในขณะที่ Co2+ ชวยปองกัน

การทําใหถูกเสียสภาพดวยความรอน (Kasumi และคณะ, 1982) ข้ันตอนตอมาศึกษาผลของ

ความเขมขนที่ เหมาะสมของ  Mg2+ และ Co2+ ตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 พบวา Mg2+ 5 มิลลิโมลาร และ Co2+  0.1 มิลลิโมลารให         

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 108 เปอรเซ็นต สําหรับ Streptomyces sp. PC22 สวน

เอนไซมจาก Streptomyces sp. CH7 พบวา Mg2+ 10 มิลลิโมลาร และ Co2+ 0.2 มิลลิโมลารให

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 205 เปอรเซ็นต  

การศึกษาผลของอิออนโลหะชนิดตางๆที่มีผลตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส

บริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 พบวา Fe

  

max และ Kcat ที่ไดจากจุลินทรีย

ชนิดอื่นๆ ดังตารางที่ 5.5 อยางไรก็ตามถึงแมวาคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสของเอนไซมจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 จะสูงแตยังมีขอดีคือมีคา Vmax สูงจึงจัดวามีความไวในการทํา

ปฏิกิริยาดีกวาเอนไซมจากจุลินทรียอ่ืนๆ 

2+ มีผลยังยั้งแอคติวิตีของเอนไซมจาก 

Streptomyces sp. CH7 และยับยั้งโดยสมบูรณจาก Streptomyces sp. PC22 ในขณะที่ Mg2+ 

และ Co2+ มีผลในการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซม ซึ่งสอดคลองกับกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus 

coagulans (Marg และ Clark, 1990), Bacillus thermoantarcticus (Lama และคณะ, 2001) 

และ Streptomyces sp. NCIM 2730 (Sushama และคณะ, 1992) ที่พบวา Mg2+ และ Co2+ มีผล

ตอแอคติวิตีของเอนไซม โดย Mg2+ มีผลตอการทํางานของเอนไซม ในขณะที่ Co2+ ชวยปองกัน

การทําใหถูกเสียสภาพดวยความรอน (Kasumi และคณะ, 1982) ข้ันตอนตอมาศึกษาผลของ

ความเขมขนที่ เหมาะสมของ  Mg2+ และ Co2+ ตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 พบวา Mg2+ 5 มิลลิโมลาร และ Co2+  0.1 มิลลิโมลารให         

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 108 เปอรเซ็นต สําหรับ Streptomyces sp. PC22 สวน

เอนไซมจาก Streptomyces sp. CH7 พบวา Mg2+ 10 มิลลิโมลาร และ Co2+ 0.2 มิลลิโมลารให

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 205 เปอรเซ็นต  
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ตารางที่ 5.4 สมบัติของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์จากจุลินทรียชนิดตางๆ 

 

ความเสถียรตอ

อุณหภูมิ 
อุณหภูมิที่เหมาะสม ความเปนกรด-ดาง ความเสถียรตอความ

เปนกรด-ดาง 
จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

(องศาเซลเซยีส) ที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) 

Streptomyces sp. PC22 80 7.0 50-65 (30 min) 5.0-8.0 งานวิจยันี ้

Streptomyces sp. CH7 85 7.0 60-65 (30 min) 6.0-7.0 งานวิจยันี ้

Arthrobacter sp. NRRL B3728 60 8.0-9.0 - - Smith และคณะ, 1991 

Sapunova และคณะ, 

2006 
70 7.5 70 (2 hr.) 7.0-8.0 Arthrobacter nicotianae 

Chauthawale และ Rao, 

1994 
Bacillus sp. NCIM 59 85 8.0 - 8.0 

Bacillus thermoantarcticus 90 7.0 90 (30 min) - Lama และคณะ, 2001 

Erwinia carotovara subsp. 

atroseptica 

75 8.0 70 (2 hr.) 7.0-8.0 Sapunova และคณะ, 

2006 

Sapunova และคณะ, 

2006 
70 7.5 70 (2 hr.) 7.0-8.0 Escherichia coli 

Streptomyces olivaceoviridis E86 80 11.0 70 (3 hr.) 5.0-12.0 Kaneko และคณะ, 2000 
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 ตารางที่ 5.4 (ตอ) 

 

ความเสถียรตอ

อุณหภูมิ 
อุณหภูมิที่เหมาะสม ความเปนกรด-ดาง ความเสถียรตอความ

เปนกรด-ดาง 
จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

(องศาเซลเซยีส) ที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) 

Belfaquih และ 

Penninckx, 2000 
Streptomyces sp. EC10 70 7.0 50 (1 hr.) 5.0-8.0 

Streptomyces sp. SK 95 6.5 80 (5 hr.) - Borgi และคณะ, 2004 

Streptomyces thermovulgaris 

127 
60-85 7.2 - - 

Raykovska และคณะ, 

2001 

Thermoanaerobacterium sp. 

JW/SL YS-489 
80 6.8 80 (1hr.) - Liu และคณะ, 1996 
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ตารางที่ 5.5 เปรียบเทียบคา Km, Vmax และ Kcat ของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆ 

 

Vmax Kชนิดของ Km catจุลินทรีย เอกสารอางอิง (ไมโครโมลตอนาทีตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 
(มิลลิโมลาร) (ตอวินาที) สับสเตรท 

ดี-กลูโคส 435.93 29.97 84.91 
Streptomyces sp. PC22 งานวิจยันี ้

ดี-ไซโลส 177.28 70.47 199.66 

ดี-กลูโคส 258.96 32.42 91.81 
Streptomyces sp. CH7 

ดี-ไซโลส 82.77 63.64 180.31 
งานวิจยันี ้

ดี-กลูโคส 225 27.40 533 
Arthobacter sp. NRRL B3728 

ดี-ไซโลส 3.3 12.25 1,192 
Smith และคณะ, 1991 

ดี-กลูโคส 142 - 50 
Bacillus sp. NCIM 59 

ดี-ไซโลส 6.66 - 230 

Chauthaiwale และ Rao, 

1994 

ดี-กลูโคส 290 1.6 - 
Bacillus sp. TX-3 

ดี-ไซโลส 100 28.6 - 
Kitada และคณะ, 1996 

ดี-กลูโคส 167 6.3 - 
Bacillus thermoantarcticus 

ดี-ไซโลส 33 57 - 
Lama และคณะ, 2001 
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ตารางที่ 5.5 (ตอ) 

 

จุลินทรีย 
ชนิดของ 

สับสเตรท 

Km

(มิลลิโมลาร) 

Vmax

(ไมโครโมลตอนาทีตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 

Kcat

(ตอวินาที) 
เอกสารอางอิง 

ดี-กลูโคส 400 - - 
Streptomyces sp. PLC 

ดี-ไซโลส 35 - - 
Inyang และคณะ, 1995 

ดี-กลูโคส 55.5 - - 
Streptomyces thermovulgaris 

ดี-ไซโลส 4.4 - - 

Raykovska และคณะ, 

2001 

ดี-กลูโคส 130 6 - Thermoanaerobacterium sp. 

JW/SL YS-489 ดี-ไซโลส 19 16 - 
Liu และคณะ, 1996 

ดี-กลูโคส 118 16.2 - 
Thermotoga maritima 

ดี-ไซโลส 74 68 - 
Brown และคณะ, 1993 
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นอกจากกลูโคสไอโซเมอเรสซึ่งมีบทบาทสาํคัญในการผลิตฟรักโทสจากกลูโคสที่ไดจาก

การยอยสลายแปงแลว  ปจจุบันยงัพบวามีเอนไซมอีกชนิดหนึ่ง ไดแก อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเริ่ม

ไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตฟรักโทสโดยการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอนินลิูน (Sharma 

และ Gill, 2007) และมีรายงานวาจุลินทรียหลายชนิดสามารถผลิตอินูลิเนสไดเมือ่เลี้ยงในอาหาร 

เลี้ยงเชื้อที่มีอินนูลินเปนองคประกอบรวมถึงจุลินทรียกลุม Streptomyces ดวย ดังนัน้งานวิจัยนี้จึง

ตรวจสอบเบื้องตนถงึความสามารถของ Streptomyces PC22 และ CH7 ในการสรางอินูลิเนสเพื่อ

เปนอีกดานหนึ่งของการนําจุลินทรียทัง้ 2 สายพันธุ มาใชประโยชนในการผลิตฟรักโทส โดยการ

เลี้ยงเชื่อในอาหารทีม่ีอินนูลินสกัดจากหวัแกนตะวนัเปนแหลงคารบอน พบวา Streptomyces 

PC22 และ CH7 สามารถผลิตอินูลิเนสไดเพียง 0.16 และ 0.12 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อ

เลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ีอินนูลินสกัดจากหวัแกนตะวนัความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 วัน ซึ่ง

จัดวามีแอคติวิตีคอนขางต่าํเมื่อเปรียบเทยีบกับจุลินทรยีในกลุม Streptomyces ดวยกัน เชน  

Streptomyces sp. GNDU1  สามารถผลิตอินูลิเนสได 0.552 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงเชื้อใน

อาหารที่มีอินนูลิน 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน (Gill และคณะ, 2003) และ Streptomyces 

sp. ที่แยกไดจากดินบริเวณปมรากตนรักเร  สามารถผลิตอินูลิเนสได 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร 

(Sharma และคณะ, 2006)  ทั้งนี้เนื่องจาก Streptomyces PC22 และ CH7 เปนจุลินทรียที่ไมได

ถูกคัดแยกมาจากดินบริเวณที่มีการสะสมของอินนูลิน จึงทาํใหมีแอคติวิตีของอินลิูเนสต่ํานอกจาก

นี้ยังมีจุลินทรยีชนิดอื่นๆที่สามารถผลิตอนิูลิเนสไดสูง เชน Kluyveromyces marxianus YS-1  

ผลิตอินูลิเนสได 40.5 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อใชสารสกัดจากรากหนอไมฝร่ังซึ่งมอิีนนูลิน 3.5 

เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน (Singh และคณะ, 2006)  และ Cryptococcus aureus G7a  

ผลิตอินูลิเนสได 85 หนวยตอมิลลิลิตร ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่ประกอบดวยอินนูลิน 4 เปอรเซ็นตเปน

แหลงคารบอน (Sheng และคณะ, 2007) 
 

อยางไรก็ตามงานวิจัยนี้ก็ไดศึกษาสมบัติเบื้องตนของอินูลิเนสจาก Streptomyces PC22 

และ CH7 พบวาอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิ 60-65 องศา

เซลเซียส โดยที่อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานของเอนไซมคือ 60 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากัน

กับอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. GNDU 1 (Gill และคณะ, 2003), Pichia guilliermondii 

(Gong และคณะ, 2007) และ Penicillium janczewskii (Pessoni, 2007) ในขณะที่อินูลิเนสจาก 

Streptomyces sp. CH7 ทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิที่ต่ํากวาเล็กนอย โดยที่อุณหภูมิที่เหมาะสม

ที่สุดในการทํางานของเอนไซมคือ 55 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากันกับอินูลิเนสจาก Kluyveromyces 

marxianus var. bulgaricus (Kushi และคณะ, 2000)  
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ผลของความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces 

PC22 และ CH7 พบวาอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดีในชวงความเปนกรด-

ดางที่คอนขางเปนกลาง โดยคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซมคือ 

6.5 ในขณะที่อินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CH7 ทํางานไดดีที่ความเปนกรดดางในชวงกวาง

ตั้งแต 6.0-8.0 โดยคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซมคือ 6.0 ซึ่ง

เอนไซมจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุมีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม

ใกลเคียงกับจุลินทรียชนิดอื่นๆ เชน อินูลิเนสจาก Streptomyces sp. (Sharma  และคณะ, 2006) 

และ Pichia guilliermondii (Gong และคณะ, 2007) ที่มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ

ทํางานของเอนไซมเทากับ 6.0 และอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. GNDU 1 (Gill และคณะ, 

2003) และ Rhizopus sp. TN-96 (Ohta และคณะ, 2002) ขณะที่อินูลิเนสจากจุลินทรียอีกหลาย

ชนิดที่ทํางานไดดีที่คาความเปนกรดดางคอนขางเปนกรด เชน  Kluyveromyces sp. Y-85 (Singh 

และคณะ, 2007) และ Aspergillus candidus (Kochhar และคณะ, 1997) และ Bacillus Smithii 

T7 (Gao และคณะ, 2009) และ Cryptococcus aureus G7a (Sheng และคณะ, 2008) 

ตามลําดับ 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งขาวไรย (Rye Agar Medium) 
 

เกล็ดขาวไรยบด (Rye)      10.0 กรัม 

)     30.0 กรัม แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3

กลูโคส (Glucose)      20.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    10.0 กรัม 

สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)     10.0 กรัม 

วุนผง (Agar)       18.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. CH 7  เทากับ 7.0 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี

 

2. อาหารเชื้อสําหรับผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส (Production medium) 

 

 ไซโลส (xylose)        1.0 เปอรเซ็นต 

 เพบโตน (peptone)      1.0 เปอรเซ็นต 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    0.3 เปอรเซ็นต 

⋅6Hโคบอลตคลอไรด (CoCl2 2O)     0.01 เปอรเซ็นต

 ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. CH 7  เทากับ 7.0 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี
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3.  ไซแลน คอมเพล็กซ มีเดยีม (Xylan complex medium) สําหรับผลิตไซแลเนส บตีา-ไซโลสิเดส  

 

 ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Oat spelt xylan)   0.75 เปอรเซ็นต 

 พอลิเพบโตน (Polypeptone)     0.5 เปอรเซ็นต 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    0.1 เปอรเซ็นต 

HPO )   0.4 เปอรเซ็นต  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2 4

 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)     0.02 เปอรเซ็นต 

⋅7H แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO O)   0.1 เปอรเซ็นต 4 2

⋅7H เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต(FeSO O)   0.002 เปอรเซ็นต 4 2

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. CH 7  เทากับ 7.0 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี

 

4. อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตอินูลิเนส (Basal Medium) 

 

อินนูลินสกัดจากหวัแกนตะวัน     1.0 เปอรเซ็นต 

 )     3.0 เปอรเซ็นต โซเดียมไนเตรต (NaNO3

HPO )   0.1 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2 4

⋅7H O)   0.05 เปอรเซ็นต แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4 2

โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)      0.05 เปอรเซ็นต 

⋅7Hเฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต(FeSO O)   0.001 เปอรเซ็นต 4 2

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับเทากบั 7.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 

1. สารเคมีสาํหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ 

  

1.1 สารละลายอัลคาไลน คอปเปอร (alkaline copper reagent) 

 

⋅12HHPOสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต (Na2 4 2O) 71 กรัม 

และเกลือของโซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต (C H KNaO .4H4 4 6 2O) 40 กรัม ในน้ํา

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

เติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO ⋅5H4 2O) ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 80 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต (Na SO2 4) ปริมาณ 180 กรัม ละลายใหเขากัน

แลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 

ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนําไปใช 

 

1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson’s reagent) 

 

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

กลั่น 900 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเติมสารละลายโซเดยีม

อารซีเนต (NaHAsO4) ความเขมขน 12 เปอรเซ็นต 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่น

ใหเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอน

นําไปใช 
 

1.3 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 

 

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 16 กรัม ในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร เติมกรดไดไนโตรซาลิ 

ไซลิก 10.0 กรัม ผสมจนละลายหมด แลวคอยๆเติมโซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต 

(C H KNaO .4H4 4 6 2O) 300.0 กรัม ผสมใหเขากัน ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้าํกลัน่ใหเปน 1 ลิตร 

เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
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2. สารละลายสําหรับวเิคราะหโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1952) 

  

2.1 Lowry A 

 

CO )             60.0 กรัม โซเดียมคารบอเนต (Na2 3

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)             12.0 กรัม 

โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต               0.6 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น                                                                  3.0 ลิตร 

 

2.2 Lowry B 

 

⋅5Hเพนตะไฮเดรต (CuSO O)             5.0 กรัม คอปเปอรซัลเฟต 4 2

ละลายในน้าํกลั่น                 1.0 ลิตร 

 

2.3 Lowry C 

 

Lowry A                        50 สวน 

Lowry B       1   สวน 

 

2.4 Lowry D 

 

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent)  1 สวน 

น้ํากลัน่       1 สวน 
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3. สารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คา

ความเปนกรดดางตางๆ ไดแก 4.0 4.5 5.0 5.5 และ 6.0 โดยละลายโซเดียมแอซีเตต 1.21 2.91 

5.07 6.94 และ 7.76 กรัม ตามลาํดับ ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางตาม

ตองการดวยกรดแอซีติก และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เจือจาง

สารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 

0.1 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 

 

4. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปน

กรดดาง 6.0 6.5 7.0 7.5 และ 8.0 โดยละลายไดโซเดยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.87 4.60 8.55 

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

ตามลําดับ ในน้ํากลัน่ 80 มลิลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 

และปรับปริมาตรดวยขวดวดัปริมาตรขนาด 100 มลิลิลิตร แลวเจือจางสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากลัน่ 

 

5. สารละลายทรสิบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปนกรด

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

กรดดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100

มลิลิลิตร แลวเจือจางสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดาง

ใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 
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4. สารละลายสําหรับใชในการทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซสิ 

 

4.1 สารละลายทริสไกลซีนอเีลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 

 

ทริส       9.0 กรัม 

ไกลซีน                 43.2 กรัม 

ปรับความเปนกรดดางเทากบั    8.3 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             600.0 มิลลิลิตร 

 

4.2 สารละลายทริส pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลารทริส 

 

ทริส       6.0 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     6.8  

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 

 

4.3 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลารทริส 

 

ทริส                24.2 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

4.4 สารละลายทริส pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลารทริส 

 

ทริส                18.15 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     8.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 
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4.5 สารละลายอะคริลาไมด (30% T, 2.67% C)     

 

อะคริลาไมด               14.60 กรัม 

Bis (N,N,-Methylene bis acrylamide)   0.40 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่นใหไดปริมาตร                         50.00 มิลลิลิตร 

 

4.6 บัฟเฟอรที่ใชกบัโปรตีนที่จะวเิคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 

 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลาร  1.0 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล       2.0 มิลลิลิตร 

สารละลาย 5 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบล ู   0.2 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่       4.8 มลิลิลิตร 

 

4.7 สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 

 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต     0.1 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น      1.0 มิลลิลิตร 

 

4.8 สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 10 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       4.20 มลิลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     3.33 มิลลิลิตร 

TEMED       5.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 
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4.9 สารละลายสแตกกิงเจล 4 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       6.20 มลิลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     1.33 มิลลิลิตร 

TEMED                 10.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 

 

4.10 สารละลายสําหรับยอมสี (staining solution) 

 

สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จี 250    0.1 เปอรเซ็นต

เมธานอล       40 เปอรเซ็นต 

กรดอะซีติก       10 เปอรเซ็นต 

 

4.11 สารละลายสําหรับลางสี (destaining solution) 

 

เมธานอล       40 เปอรเซ็นต 

กรดอะซีติก       10 เปอรเซ็นต 

 

5.  สารละลายที่ใชในการทาํอีเลคโทรโฟริซสิบนโซเดียมโดเดซิลโพลีอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 

 

5.1 สารละลายทริสไกลซีนอเีลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 

 

ทริส       9.0 กรัม 

ไกลซีน                43.2 กรัม 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต     3.0 กรัม 

ปรับความเปนกรดดางเทากบั    8.3 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             600.0 มิลลิลิตร 
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5.2 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร 

 

ทริส       6.0 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 

 

5.3 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลารทริส 

 

ทริส                24.2 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

5.4 สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลารทริส 

 

ทริส                18.15 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     8.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

5.5 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS stock) 10 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต     1.0 กรัม 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร              10.0 มิลลิลิตร 

 

5.6 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS stock) 20 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต              20.0 กรัม 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 
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5.7  สารละลายอะคริลาไมด (30% T, 2.67% C)     

 

อะคริลาไมด               14.60 กรัม 

Bis (N,N,-Methylene bis acrylamide)   0.40 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่นใหไดปริมาตร                         50.00 มิลลิลิตร 

 

5.8 บัฟเฟอรทีใ่ชกับโปรตีนทีจ่ะวิเคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 

 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลาร  1.0 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 20 เปอรเซ็นต  3.2 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล       2.0 มิลลิลิตร 

2-บีตา-เมอแคบโตเอทานอล     1.6 มิลลิลิตร 

สารละลาย 5 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบล ู   0.2 มิลลิลิตร 

 

5.9 สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 

 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต     0.1 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น      1.0 มิลลิลิตร 

 

5.10 สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 12 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       3.35 มลิลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต         100.00 ไมโครลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     4.00 มิลลิลิตร 

TEMED       5.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 
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5.11 สารละลายสแตกกงิเจล 4 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       6.10 มลิลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต          100.00 ไมโครลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     1.33 มิลลิลิตร 

TEMED                 10.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 

 

5.12 สารละลายสําหรับยอมสี (Staining solution) 

 

สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จี 250    0.1 เปอรเซ็นต 

เมธานอล      40 เปอรเซ็นต 

กรดอะซีติก      10 เปอรเซ็นต 

 

5.13 สารละลายสําหรับลางสี (destaining solution) 

 

เมธานอล      40 เปอรเซ็นต 

กรดอะซีติก      10 เปอรเซ็นต 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหน้ําตาล 

 

1.1 กราฟมาตรฐานของฟรักโทส ความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการวิเคราะห

แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

y = 0.0286x
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1.2 กราฟมาตรฐานของไซโลส ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการวิเคราะห 

แอคติวิตีของไซแลเนส 

 

y = 0.0063x
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1.3 กราฟมาตรฐานของฟรักโทส ความเขมขน 0-1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการ

วิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 

 

y = 0.0006x
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1.4 กราฟมาตรฐานของฟรักโทส ความเขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการ 

วิเคราะหน้าํตาลทัง้หมด 

 

y = 0.0078x
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1.5 กราฟมาตรฐานของอนินลิูน ความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 

y = 0.0221x
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2. กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 0-40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการ 

วิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส 

 

y = 0.0217x
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3. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหโปรตีน 

 

กราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 
 

วิธีคํานวณ 
 

1. วิธกีารคํานวณคา Vmax

 

จากรูปที ่ 4.27 พบวามีคา Km สําหรับกลโูคสเทากับ 435.93 มิลลิโมลาร เพราะฉะนั้นคา 

Vmax จากกราฟเทากับ 0.098 ไมโครโมลตอนาท ี

 

จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธ ี Lowry ดังแสดงในขอ 3.3.4 พบวาเอนไซมมี

ปริมาณโปรตีนเทากับ 0.066 มิลลิกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร 

ในปฏิกิริยาใชเอนไซมเจือจาง 2 เทา เพราะฉะนัน้จะมโีปรตีนเทากับ 0.033 มิลลิกรัม

โปรตีนตอมิลลิลิตร 

แตในปฏิกิริยาใชเอนไซมปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เพราะฉะนัน้จะมโีปรตีนเหลือเทากบั 

0.0033 มิลลิกรัมโปรตีน 

 

ดังนัน้สรุปไดวา 

 

ในปฏิกิริยามโีปรตีน 0.0033 มิลลิกรัม จะมีคา Vmax เทากับ 0.098 ไมโครโมลตอนาที 

เพราะฉะนัน้โปรตีน 1 มิลลิกรัม จะมีคา Vmax เทากับ  29.97 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน 
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2. วิธกีารคํานวณคา kcat (Turnover number) 

 

สูตรคํานวณ ; kcat = Vmax / [E0] 

 

 เอนไซมที่ไดจากการทําเจลฟลเตรชันผานคอลัมนเซฟาคริล เอส-300 (Shephacryl S-

300) มีน้าํหนกัโมเลกุลประมาณ 170,000 ดาลตัน (ผลจากรูปที ่4.18) 

 

] ;  คา [E0

 1 โมลของเอนไซม เทากับ 170,000 กรัมของเอนไซม 

 เพราะฉะนัน้ 1 ไมโครโมลของเอนไซม เทากับ 170,000 ไมโครกรัมของเอนไซม เชนกัน 

 

 แทนคาในสูตร kcat = Vmax / [E0] 

= 29.97 μmol.min-1.mg-1pr 

         1      μmol. μg-1pr          

            170,000 

 

เปล่ียน μg  เปน mg ดวยการหาร 1,000 

 

= 29.97 μmol.min-1.mg-1pr 

     1,000      μmol. μg-1pr          

            170,000 

= 5,094.9 min-1

 

เพราะฉะนัน้มคีา kcat เทากับ 84.91 ตอวินาท ี
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