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บทท่ี 1  
 

บทนํา 
 
1.1 ประวัติความเปนมา  
 

 ฟรักโทส หรือ ลีวูโลส (levulose) เปนน้ําตาลพื้นฐานจําพวกโมโนแซคคาไรด (Bucke, 
1977) ดังแสดงในรูปที่ 1.1 มีความหวานสูงสุดในกลุมน้ําตาลธรรมชาติ มีสมบัติที่ดีทั้งทางดาน
กายภาพและทางเคมี คือ ไมมีสี ไมมีกล่ิน และมีความดันออสโมติกสูง สามารถเก็บไวที่อุณหภูมิ 
30 – 35 องศาเซลเซียสไดโดยไมเกิดการตกผลึก (Andres, 1987) ฟรักโทสถูกเลือกมาเปนสารให
ความหวานแทนซูโครสจึงเปนประโยชนสําหรับคนอวน ผูปวยโรคกระดูกผุ ผูที่มีการสะสมไขมันที่
หลอดเลือดและผูปวยเบาหวาน ดังนั้นจึงนิยมใชฟรักโทสแทนซูโครสในอุตสาหกรรมอาหาร 
เคร่ืองดื่มและยา (Vandamme และ Derycke, 1983)  

 

 
 

รูปที่ 1.1 ภาพโครงสรางของฟรักโทส( www.psc.cornell.edu/.../2006/index.php?page=11) 
 

ฟรักโทสหรือฟรักแทนสามารถใชเปนวัตถุดิบสําหรับอุตสาหกรรมกระบวนการหมัก 
ตัวอยางเชน การผลิตเอทานอล อะสิโตน-บิวทานอล และ 2,3 บิวทานิโดน (Fuchs, 1992) เอทา
นอลและซอรบิทอล (Duvniak และคณะ, 1991) เปนตน นอกจากนี้ยังใชในการผลิต hydroxy-
methyl furfural และ levulinic acid โดยกระบวนการ catalytic conversion processes (Fuchs, 
1992) และเหมาะกับเปนสารมัธยันตสําหรับการผลิตพอลิเมอร สี น้ํายาทําความสะอาด และยา
ฆาแมลง เปนตน (Gandini, 1990) 

การผลิตฟรักโทสในอุตสาหกรรมอาหาร เดิมใชปฏิกิริยาทางเคมีโดยเปนการเปล่ียน
กลูโคสไปเปนฟรักโทสในภาวะที่เปนดาง (alkaline isomerization) และอุณหภูมิสูง (Speck, 
1958) เรียกปฏิกิริยานี้วา “Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein Transformation” แตวิธีนี ้
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ไมนิยมใชผลิตฟรักโทสในระดับอุตสาหกรรมเพราะปฏิกิริยาดังกลาวไมจําเพาะ อัตราการ
เปล่ียนกลูโคสไปเปนฟรักโทสต่ํา และไดสารประกอบอ่ืนๆที่ไมตองการมากกวา 30 เปอรเซ็นต 
(Shehalata และคณะ, 1996)  

อุตสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทสจากแปง ปจจุบันใชเอนไซมหลายชนิด ไดแก 
แอลฟา-อะไมเลส อะไมโลกลูโคซิเดส และกลูโคสไอโซเมอเรสทํางานรวมกัน ซึ่งไดผลผลิตเปน
น้ําเชื่อมฟรักโทสเขมขนประมาณ 42-45 เปอรเซ็นต นอกจากเอนไซมดังกลาวที่มีบทบาทสําคัญใน
การผลิตฟรักโทสจากกลูโคสที่ไดจากการยอยสลายแปงแลว ปจจุบันยังพบวามีเอนไซมอีกชนิด
หนึ่ง คือ อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเร่ิมไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทสโดยเรง
ปฏิกิริยาการยอยสลายอินนูลิน ซึ่งเอนไซมนี้สามารถยอยสลายอินนูลินโดยเรงปฏิกิริยาเพียง
ข้ันตอนเดียวใหน้ําเชื่อมฟรักโทสที่มีความเขมขนสูงถึง 95 เปอรเซ็นต (Kaur และคณะ, 1992)  

 
1.2 โครงสรางของอินนูลิน 

 
อินนูลินเปนกลุมของพอลิแซคคาไรดที่มีฟรักโทสเปนองคประกอบ ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ

กลุมคารโบไฮเดรตที่รูจักกันดีคือ ฟรักแทน พบในพืชหลายชนิด (Hendry, 1987) มีโครงสรางเปน
สายโซตรงที่เชื่อมกันดวยพันธะบีตา-2,1 (-2,1 linkage) โดยมีโมเลกุลของซูโครสเชื่อมอยูที่
ปลายสาย (Vandamme และ Derycke, 1983) ดังแสดงในรูปที่ 1.2 อินนูลินสะสมอยูในหัวหรือ
รากของพืชหลายชนิด เชน หัวของแกนตะวัน (Jerusalem artichoke) หัวของชีคโครี (Chicory) 
รากตนรักเร (dahlia) หัวหอม กระเทียม และอ่ืนๆ (Pandey และคณะ, 1999; Rocha และคณะ, 
2006)  

 

 
 

รูปที่ 1.2 ภาพโครงสรางอินนูลิน (Roubroeks และคณะ, 2001) 

2 
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อินนูลินสามารถยอยไดในลําไสเล็กและสามารถเกิดการหมักโดยแบคทีเรียในลําไสใหญ 
อินนูลินสามารถชักจูงใหเกิดการเปล่ียนแปลงสภาพแวดลอมในลําไสใหญโดยแบคทีเรียชนิด 
Bifido bacteria ซึ่งมีประโยชนตอรางกาย อินนูลินเปนที่รูจักวาเปน Bifidogenic factor สามารถ
ยอยไดและใหพลังงานเปนคร่ึงหนึ่งของคารโบไฮเดรตหรือประมาณ 1-2 กิโลแคลลอร่ีตอกรัม อินนู
ลินชวยกระตุนการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่มีประโยชนในลําไสใหญเรียกวา พรีไบโอติก อินนู
ลินในทองตลาดอยูในรูปแบบอาหารเสริมและ Functional foods  

 
1.3 การยอยสลายอินนูลิน 
 
ในการผลิตฟรักโทสจากการยอยสลายอินนูลินสามารถยอยสลายไดโดยการใชวิธีทางเคมี 

ไดแก การยอยสลายดวยกรด และวิธีทางชีวเคมี ไดแก การยอยสลายดวยเอนไซม  
 

1.3.1 การยอยสลายอินนูลินดวยวิธีทางเคมี 
 
 การยอยสลายอินนูลินดวยวิธีทางเคมี ไดแก การยอยสลายดวยกรด 

เพื่อใหไดฟรักโทสเปนวิธีที่สะดวก รวดเร็ว แตวิธีนี้ไมเปนที่นิยมเนื่องจากเกิดสีเจือปนจากปฏิกิริยา 
และใหผลผลิตอ่ืนๆ ที่ไมตองการ เชน ไดฟรักโทส แอนไฮไดรด (difructose anhydride) ซึ่งสาร
เหลานี้ทําใหผลผลิตที่ไดมีความหวานลดลงจึงเสียคาใชจายในการกําจัดสารเจือปนเหลานี้ 
(Shehalata และคณะ, 1996)  

 
1.3.2 การยอยสลายอินนูลินดวยเอนไซม 
  

การยอยสลายอินนูลินยังสามารถทําไดดวยปฏิกิริยาทางชีวเคมีโดยใช
เอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา ไดแก อินูลิเนส ซึ่งเอนไซมนี้สามารถยอยสลายอินนูลินได อยาง
สมบูรณในข้ันตอนเดียว ทําใหไดผลผลิตฟรักโทส 90 – 95 เปอรเซ็นต (Gupta และคณะ,1994; 
Vranesic และคณะ, 2002) 
  

จุลินทรียหลายชนิดผลิตอินูลิเนสไดแตที่มีการรายงานไวพบวาสวนใหญอยูในกลุมรา และ
ยีสต เชน Aspergillus และ Kluyveromyces (Wei และคณะ, 1999a) ซึ่งเชื้อกลุมนี้เจริญไดดีใน
ภาวะเปนกรด เอนไซมที่ไดจึงทํางานไดดีในภาวะคอนขางเปนกรด Streptomyces เปนจุลินทรียที่
พบไดทั่วไปทั้งในดิน แหลงน้ําจืด และน้ําทะเล สามารถเจริญไดดีในธรรมชาติที่มีภาวะแตกตางกัน

3 
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คอนขางสูง และสรางเอนไซมไดหลากหลายชนิดที่ทํางานไดดีในชวง ความเปนกรดดางที่กวาง 
และยังทนความรอนไดดี เอนไซมที่สรางข้ึนสวนใหญใชเพื่อยอยสารประกอบตางๆในธรรมชาติ 
แลวนํามาเปนแหลงพลังงานและคารบอนในการเจริญ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะนํา 
Streptomyces สายพันธุตางๆ ที่แยกไดจากดินในประเทศไทย รวมทั้งจากบริเวณที่มีการ
เพาะปลูกตนแกนตะวันมาคัดกรองหาสายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตอินูลิเนส และศึกษา
ปจจัยตางๆที่มีผลตอการผลิตเอนไซมนี้ รวมทั้งศึกษาสมบัติของเอนไซมที่ไดเพื่อเปนขอมูลในการ
นําเอนไซมนี้ไปใชประโยชนตอไป  
 
วัตถุประสงค 
  
 คัดกรอง Streptomyces สายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตอินูลิเนสและศึกษา
ปจจัยตางๆที่มีผลตอการผลิตเอนไซมนี้ 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 ได Streptomyces สายพันธุที่ มีความสามารถในการผลิตอินูลิเนสและไดภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตอินูลิเนสรวมทั้งคุณสมบัติของเอนไซมที่ผลิตได 
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บทท่ี 2  
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

ฟรักโทส หรือลีวูโลส (levulose) เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ประกอบดวยคารบอน 6 
อะตอม เปนน้ําตาลพื้นฐานจําพวกโมโนแซคคาไรด พบในน้ําผ้ึงและผลไมตางๆ เชน เบอรร่ี เม
ลอน เปนตน มีสมบัติที่ดีทั้งทางดานกายภาพและทางเคมี คือ ไมมีสี ไมมีกล่ินและมีความดัน
ออสโมติกสูง ทําใหสามารถตานการเจริญของจุลินทรียตางๆ ไดดี ฟรักโทสไดมาจากการยอย
สลายซูโครส ซึ่งเปนไดแซคคาไรดที่ประกอบดวยกลูโคสและฟรักโทส ฟรักโทสมีความหวานมาก
ที่สุด มากกวากลูโคสและซูโครส และสามารถใชไดกับผูปวยโรคเบาหวาน (diabetes mellitus) 
(Rumessen และคณะ, 1990) ชวยเพิ่มการดูดซึมธาตุเหล็กในเด็ก (Gupta และคณะ, 1994) 
กระตุนการดูดซึมแคลเซียมในหญิงวัยหมดประจําเดือน (Heuvel และคณะ, 2000) กระตุนการ
เจริญของ Bifidobacteria และ Lactobacilli ในลําไสเล็กและลําไสใหญ (Durieux และคณะ, 
2001) ปองกันการเกิดมะเร็งลําไสใหญ (Rowland และคณะ, 1998) ชวยในการดูดซึมของลําไส 
(Wolfgang และ Sudzucker, 2004) ดังนั้นจึงนิยมใชฟรักโทสแทนซูโครสในอุตสาหกรรมอาหาร 
เคร่ืองดื่มและยา (Vandamme และ Derycke, 1983)  

 นอกจากนี้ฟรักโทสยังสามารถเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30 – 35 องศาเซลเซียสไดโดยไมเกิด
การตกผลึก (Andres, 1987) จึงเปนที่นิยมใชฟรักโทสแทนซูโครสในอุตสาหกรรมอาหารและ
เคร่ืองดื่ม 

การผลิตฟรักโทสในอุตสาหกรรมอาหาร เดิมใชปฏิกิริยาทางเคมีโดยเปนการเปล่ียน
กลูโคสไปเปนฟรักโทสในภาวะที่เปนดาง (alkaline isomerization) และอุณหภูมิสูง (Speck, 
1958) เรียกปฏิกิริยานี้วา “Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein Transformation” แตวิธีนี้
ไมนิยมใชผลิตฟรักโทสในระดับอุตสาหกรรมเพราะปฏิกิริยาดังกลาวไมจําเพาะ อัตราการเปล่ียน
กลูโคสไปเปนฟรักโทสต่ํา และไดสารประกอบอ่ืนๆที่ ไมตองการมากกวา 30 เปอรเซ็นต เชน     
พไซโคส (psicose) และแมนโนส ซึ่งสารเหลานี้ทําใหผลผลิตที่ไดมีความหวานลดลงและทําใหเกิด
สีและกล่ินที่ไมตองการ จึงเสียคาใชจายในการกําจัดสารเจือปนเหลานี้ (Shehalata และคณะ, 
1996)  

อุตสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทสจากแปง ปจจุบันใชเอนไซมหลายชนิด ไดแก 
แอลฟา-อะไมเลส อะไมโลกลูโคซิเดส และกลูโคสไอโซเมอเรสทํางานรวมกันเพื่อเปล่ียนกลูโคสที่
ไดจากการยอยสลายแปงเปนฟรักโทส ซึ่งไดผลผลิตเปนน้ําเชื่อมฟรักโทสเขมขนประมาณ 42-45 
เปอรเซ็นต โอลิโกแซคคาไรดประมาณ 8 เปอรเซ็นต และกลูโคสประมาณ 50 เปอรเซ็นต 
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(Kochhar และคณะ, 1997) กระบวนการแยกฟรักโทสออกจากสวนประกอบเหลานี้ตองใชตนทุน
สูงและไมนิยมในทางอุตสาหกรรม (Barthomeuf และคณะ, 1991) นอกจากเอนไซมดังกลาวที่มี
บทบาทสําคัญในการผลิตฟรักโทสจากกลูโคสที่ไดจากการยอยสลายแปงแลว ปจจุบันยังพบวามี
เอนไซมอีกชนิดหนึ่ง คือ อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเร่ิมไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตน้ําเชื่อม
ฟรักโทสโดยเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอินนูลิน ซึ่งเอนไซมนี้สามารถยอยสลายอินนูลินโดยเรง
ปฏิกิริยาเพียงข้ันตอนเดียวใหน้ําเชื่อมฟรักโทสที่มีความเขมขนสูงถึง 95 เปอรเซ็นต (Kaur และ
คณะ, 1992)  
 
2.1 แหลงของอินนูลิน 
 

อินนูลินเปนกลุมของพอลิแซคคาไรดที่มีฟรักโทสเปนองคประกอบ ซึ่งเปนสวนหนึ่งของกลุม
คารโบไฮเดรตที่รูจักกันดีคือ ฟรักแทน พบในพืชหลายชนิด (Hendry, 1987) มีโครงสรางเปนสาย
โซตรงที่เชื่อมกันดวยพันธะบีตา-2,1 (-2,1 linkage) โดยมีโมเลกุลของซูโครสเชื่อมอยูที่ปลาย
สาย (Vandamme และ Derycke, 1983)  

อินนูลินสะสมอยูในพืชหลายชนิด เชน ตนกระเทียมจีน, Jerusalem Artichokes หรือหัว
ของแกนตะวัน หนอไมฝร่ัง (Asparagus racemosus) หัวหอม กระเทียม กลวย ขาวสาลี ขาวไรย 
แดนเดเลียน (dandelion) หัวของชีคโครี (chicory) รากตนรักเร และพืชอ่ืนๆที่อยูในตระกูล
เดียวกัน (Grootwassink และ Fleming, 1980) และพบวาแกนตะวัน มีอินนูลินสะสมอยูในรากสูง
ถึง 14-19 เปอรเซ็นต เปนพืชลมลุกที่ปลูกงายจึงหนาจะเปนแหลงอินนูลินราคาถูกที่หาไดงาย โดย
แกนตะวันมีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Helianthus tuberosus L. ลักษณะดอกคลายบัวตอง มีถิ่น
กําเนิดในแถบหนาวทวีปอเมริกาเหนือ ความสามารถปรับตัวไดดีในเขตรอน ซึ่งมีสภาพภูมิอากาศ
แตกตางกันมาก มีความแข็งแรงคงทน จึงใชคํานําหนาชื่อวา “แกน” และเปนพืชที่ใกลชิดกับ
ทานตะวัน จึงใหชื่อพืชชนิดใหมวา “แกนตะวัน” พืชนี้จัดเปนพืชมีหัว พืชอาหารเพื่อสุขภาพ พืช
สมุนไพรสัตว พืชพลังงานทดแทน และพืชเพื่อการทองเที่ยว 

หัวใชเปนอาหารประเภทผัก หัวสด มีรสชาติคลายแหว นํามาประกอบอาหารคาว หวาน 
ไดหลายชนิด หัวเปนแหลงสะสมของอินนูลิน ซึ่งประกอบดวยฟรักโทสที่ตอกันเปนโมเลกุลยาว 
เม่ือเก็บหัวแกนตะวันไวในหองเย็นจะทําใหแกนตะวันมีความหวานมากข้ึน 

นอกจากนี้สวนหัวยังสามารถใชเสริมในอาหารสัตว มีผลตอการเจริญเติบโต ลดจุลินทรีย
ที่มีโทษในระบบทางเดินอาหาร สรางภูมิคุมกัน ทําใหลดการใชยาปฏิชีวนะ และมูลสัตวมีกล่ิน
เหม็นลดลง จึงถูกนํามาใชเปนยาสมุนไพรในสัตว 
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หัวใชเปนวัตถุดิบในการผลิตแอลกอฮอล ผลผลิตหัวสด 1 ตัน สามารถผลิต เอทานอลได   
80 – 100 ลิตร นําไปผสมกับเบนซิน เพื่อผลิตแกซโซฮอล จึงจัดเปนพืชพลังงานทดแทน 

แกนตะวันจะมีดอกบานเม่ืออายุประมาณ 60 วัน และทั้งแปลงปลูกจะมีตนออกดอก
ประมาณ 2 เดือน ดอกมีสีเหลืองคลายบัวตอง มีความสวยงามไมแพทุงบัวตอง หรือทุงทานตะวัน
จึงนับไดวาเปนพืชเพื่อการทองเที่ยว 

แกนตะวันเปนไมลมลุก เพาะปลูกในเขตรอนไดดี มีขนคลายหนามกระจายทั่วลําตนและ
ใบ จึงตานทานตอแมลงไดดี ความสูงตนประมาณ 1.5-2.0 เมตร ลักษณะหัวคลายหัวขิงหรือหัวขา
สามารถปลูกไดทุกฤดูกาล ควรมีการใหน้ําเม่ือฝนทิ้งชวงและการปลูกในฤดูแลงในสภาพใหน้ํา
ชลประทาน ออกดอกเม่ืออายุประมาณ 60 วันหลังปลูก อายุเก็บเกี่ยวประมาณ 100-140 วัน หรือ
สังเกตจากดอกรวงหมด ลําตนเปล่ียนเปนสีน้ําตาลและตนเร่ิมแหง 

หัวแกนตะวันเปนชิ้นขนาด 3-5 เซนติเมตร และนํามาบมในแกลบดําเพื่อชักนําใหเกิดตน
ออนประมาณ 1 สัปดาห แลวจึงนําตนออนมาปลูกในที่ลึกประมาณ 1-2 เซนติเมตร ระยะปลูก
ประมาณ 50x50 เซนติเมตร ขณะปลูกควรมีความชื้นสูง โดยดินที่เหมาะสม คือ ดินรวนปนทราย
ละลายน้ําไดด ี

เม่ือตนเร่ิมแกเก็บเกี่ยวและลางทําความสะอาดหัว ใสถุงพลาสติกเก็บไวในตูเย็นเก็บได
นานประมาณ 6-8 เดือน (เอกสารแนะนําและการผลิต แกนตะวัน ไมประดับและพืชสมุนไพร,   
รศ.ดร. สนั่น จอกลอย มหาวิทยาลัยขอนแกน)  

 
มีการนําอินนูลินจากพืชชนิดตางๆมาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตอินูลิเนสดังนี้  
 
 Aspergillus niger NK-126 ใชอินนูลินสกัดจากรากของ dandelion และอินนูลินบริสุทธิ์

จากหัวของชีคโครีเปนแหลงคารบอนพบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 52.3 และ 12.3 หนวยตอ
มิลลิลิตร (Kango, 2008) 

Fusarium oxysporum เจริญไดในอาหารที่มีอินนูลินสกัดจากรากของ Cichorium intybus 
เปนแหลงคารบอนและสามารถผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกเซลลได (Anil และคณะ, 1989) 

กลุมของ Kluyveromyces สามารถเจริญไดดีเม่ือใชฟรักแทน เชน อินนูลิน เปนแหลง
คารบอน Kluyveromyces marxianus YS-1 ใชอินนูลินจากหนอไมฝร่ังเปนแหลงคารบอน พบวา
สามารถผลิตอินูลิเนสได 40.5 หนวยตอมิลลิลิตร (Singh และคณะ, 2006)  

Xanthomonas campestris pv phaseoli ใชหัวหอมและกระเทียมเปนแหลงคารบอน ผลิต 
อินูลิเนสได 101 และ 117 หนวยตอมิลลิลิตร (Ayyachamy และคณะ, 2007)  

Streptomyces sp. ใชกระเทียม (Allium sativum) เปนแหลงคารบอน ผลิตอินูลิเนสได 
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0.524 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งใหแอคติวิตีสูงกวาใชหัวของชีคโครีเปนแหลงคารบอนถึง 1.6 เทา 
(Sharma และคณะ, 2006)  

Staphylococcus sp. RRL1 และ Kluyveromyces marxianus ATCC 52466 ใชขาวสาลี, 
รําขาว, น้ํามันมะพราวและแปงขาวโพด เปนแหลงคารบอน พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสไดเฉล่ีย
ประมาณ 107.64 และ 122.88 หนวยตอมิลลิลิตร (Selvakumar และ Pandey, 1999a)  

  
2.2 การจัดจําแนกอินูลิเนส 

 
อินูลิเนส (inulinase) เปนเอนไซมที่มีกิจกรรมตออินนูลิน แบงตามรูปแบบของกลไกการ

ไฮโดรไลซออกเปน 2 ชนิด คือ  
 
1. เอนโดอินูลิเนส (Endoinulinase, 2,1 -D-fructan fructanohydrolase) จะยอยสลาย

พันธะบีตา 2,1 ภายในโมเลกุลของอินนูลินแบบสุมไดผลิตภัณฑเปนอินนูโลไตรโอส (Inulo-triose) 
อินนูโลเตตระโอส (Inulo-tetraose) และอินนูโลเพนตะโอส (Inulo-pentaose) (Kumiko และคณะ, 
1999) ซึ่งเปนสารใหความหวานพลังงานต่ําจัดเปนพรีไบโอติก และใชเปนสวนประกอบของอาหาร
สุขภาพ (สาโรจน ศิริศันศนียกุล และคณะ, 2000)  

 
2. เอกโซอินูลิเนส (Exoinulinase, -D-fructan fructohydrolase) ตัดพันธะบีตา 2,1 

ของอินนูลินออกทีละโมเลกุลทางดานปลายนอนรีดิวส ใหผลิตภัณฑหลักเปน ฟรักโทสและ อินนู
ลินโอลิโกเมอร (Kumiko และคณะ, 1999) ดังรูปที่ 2.1  

 

   
 
รูปที่ 2.1  โครงสรางจําเพาะของสับสเตรทตอการทํางานของอินูลิเนส 
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2.3 แหลงของจุลินทรียท่ีผลิตอินูลิเนส 
 

ในทางอุตสาหกรรมจะใชอินูลิเนสในการยอยสลายอินนูลินเพื่อกระบวนการผลิตฟรักโทส
เขมขนและการผลิตเอทานอลหรืออะซีโตนบิวทานอล จุลินทรียเปนแหลงในการผลิตเอนไซมที่ดี
เนื่องจากเพาะเล้ียงไดงายและใหปริมาณเอนไซมที่สูง อินูลิเนสพบในจุลินทรียหลายชนิด เชน 
แบคทีเรีย รา ยีสตและแอคติโนมัยสีท  อินูลิเนสที่ผลิตข้ึนมานี้ยังพบวาเปนไดทั้งแบบที่สรางข้ึน
แลวปลอยออกมานอกเซลล (extracellular) หรือเก็บไวภายในเซลล (intracellular) ตัวอยางสาย
พันธุจุลินทรียที่สามารถผลิตอินูลิเนส แสดงดังตารางที่ 2.1  
 
ตารางท่ี 2.1 ตัวอยางสายพนัธุของจุลินทรียที่สามารถผลิตอินูลิเนส  
 

สายพันธุจุลินทรีย แอคติวิตีของอินูลิเนส 
วิธีการวิเคราะห 

แอคติวิตี เอกสารอางอิง 

Arthrobacter sp. 
- DNS method 

Kang แ ล ะ ค ณ ะ , 
1998 

Arthrobacter sp. S37 - DNS method Kim และคณ ะ , 
2008 

Aspergillus awamori - - Nagem และคณะ, 
2004 

Aspergillus fumigatus 552 IU/mg protein Nelson,s method Gill และคณะ, 2006 
Aspergillus ficuum 25 IU/ml DNS method Chen แ ล ะ ค ณ ะ , 

2009 
Aspergillus ficuum 
JNSP5-06 11.02 IU/ml- DNS method 

Jing และคณะ , 
2003  

Aspergillus niger -12 
4.6 IU/ml - 

Nakamura และ
คณะ, 1978 

Aspergillus niger AF10 
316 IU/ml - 

Zhang และคณะ, 
2004 

Aspergillus niger 
Mutant 817 17.5 IU/ml - Nakamura และ

คณะ, 1995 
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ตารางท่ี 2.1 (ตอ) 
 

สายพันธุจุลินทรีย แอคติวิตีของอินูลิเนส 
(หนวยตอมิลลิลิตร) 

วิธีการวิเคราะห 
แอคติวิตี เอกสารอางอิง 

Aspergillus niger N402 - - Goosen  และคณะ, 
2008 

Aspergillus niger NK-
126 

52.3 IU/ml DNSA method Kango, 2008 

Bacillus smithii T7 
135.2 IU/ml 

Nelson-
Somogyi 
method 

Gubta และคณะ, 
1998 

Bacillus subtilis 2.1 IU/mg protein DNS method Wanker และคณะ, 
1996 

Cryptococcus aureus 
G7a 85.0 IU/ml 

Nelson-
Somogyi 
method 

Sheng และคณะ, 
2008 

Cladosporium 
cladosporioides 0.31 IU/ml DNS method Ferreira และคณะ, 

1991 
Fusarium oxysporum - - Anil และคณ ะ , 

1989 
Kluyveromyces 
bulgaricus 11.6 IU/ml DNS method Vranesic และคณะ, 

2002 
Kluyveromyces 
cicerisporus 

- - Jing และคณะ 2008 

Kluyveromyces fragilis 6.2 IU/ml - Negoro และ Kito, 
1973 

Kluyveromyces S120 409.8 IU/gds DNS method Chen และคณะ, 
2007 

Kluyveromyces sp. Y-85 59.5 IU/ml DNS method Wei และคณ ะ , 
1998 
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ตารางท่ี 2.1 (ตอ) 
 

สายพันธุจุลินทรีย แอคติวิตีของอินูลิเนส 
(หนวยตอมิลลิลิตร) 

วิธีการวิเคราะห 
แอคติวิตี เอกสารอางอิง 

Kluyveromyces 
marxianus ATCC 16045 121 IU/ml - Santisteban และ 

Filho, 2006 
Kluyveromyces 
marxianus ATCC 52466 122.9 IU/gds DNS method Selvakumar และ 

Pandey, 1999a 
Kluyveromyces 
marxianus CBS 6556 - - Zhang แ ล ะ ค ณ ะ , 

2008 
Kluyveromyces 
marxianus CDBB-L-278: 18.56 IU/mg protein DNS method 

Guerrero และคณะ, 
1995 

Kluyveromyces 
marxianus var. 
bulgaricus 

107.0 IU/ml DNS method 
Kushi และคณะ, 
2008 

Kluyveromyces 
marxianus NRRL Y-7571 391.9 IU/dgs DNS method Bender และคณะ, 

2010 
Mutant M-30 of Pichia 
guillermondii strain 1 115 IU/ml - Guo และคณะ , 

2008 
Kluyveromyces 
marxianus NRRL Y-7571 8.87 IU/gds DNS method Mazutti และคณะ, 

2006 
Kluyveromyces 
marxianus YS-1 55.4 IU/ml DNS method 

Singh และคณะ, 
2008 

Kluyveromyces 
marxianus A1 and A2 < 32 IU/ml - 

Cruz-Guerrero 
และคณะ, 2006 

Mutant M-30 of Pichia 
guillermondii 

127.7 IU/ml - Yu และคณะ, 2008 

Panaeolus 
papillonaceous - - Mukerjee แ ล ะ 

Sendupta, 1987 
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ตารางท่ี 2.1 (ตอ) 
 

สายพันธุจุลินทรีย แอคติวิตีของอินูลิเนส 
(หนวยตอมิลลิลิตร) 

วิธีการวิเคราะห 
แอคติวิตี เอกสารอางอิง 

Penicillium janczewskii - - Braga และคณะ, 
2007 

Penicillium sp.TN-88 9.9 IU/ml DNS method Nakamura และ
คณะ, 1997 

Pichia guilliermondii  61.5 IU/ml - Gong และคณะ, 
2007 

Rhizupus sp. TN-96 
17.0 IU/mg protein DNS method 

Ohta และคณะ, 
2002 

Saccharomyces fragilis 
- - 

Snyder และคณะ
,1962 

Staphylococcus sp. 
107.6 IU/gds - 

Selvakumar และ
คณะ, 1999 

Staphylococcus sp. 
RRL1 

0.618 IU/ml DNS method Selvakumar และ 
Pandey, 1999a 

Streptomyces sp. 0.524 IU/ml Nelson,s method Sharma และคณะ, 
2006 

Streptomyces sp. 
GNDU 1 

0.552 IU/ml Nelson,s method Gill และคณะ, 2003 

Xanthomonas 
campestris pv phaseoli - - Ayyachamy และ

คณะ, 2007 
 
หมายเหตุ :    -   หมายถึง ไมระบ ุ
     gds หมายถึง gram dry substrate 
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2.4 ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตอินูลิเนส 
 
 การผลิตอินูลิเนสโดยจุลินทรีย ไดมีรายงานการใชแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน
หลากหลายชนิด รวมทั้งภาวะที่ใชเล้ียงเชื้อก็แตกตางกันตามความเหมาะสมของเชื้อแตละชนิด 
ดังนี้ 

 
Gill และคณะ (2003) ศึกษาสูตรของอาหารเล้ียงเชื้อและภาวะที่ใชในการผลิตอินูลิเนส

โดย Streptomyces sp. GNDU1 พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลได 0.552 
หนวยตอมิลลิลิตร หลังจากเล้ียงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส คาความ
เปนกรดดางเทากับ 7.5 ในอาหารที่มีอินนูลิน 1 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอนและสารสกัดจาก
ยีสต เปนแหลงไนโตรเจนตามลําดับ  

Sharma และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลของ 
Streptomyces sp. ที่แยกไดจากดินบริเวณรากของชีคโคร่ี (chicory) โดยใชกระเทียมผง (Allium 
sativum) เปนแหลงคารบอน พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งสูงกวา
เม่ือใชอินนูลินบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอนถึง 1.6 เทา  

 
 Singh และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus YS-1 
โดยใชอินนูลินสกัดจากรากของหนอไมฝร่ัง (Asparagus racemosus) เม่ือมีอินนูลินสกัดใน
อาหารเล้ียงเชื้อ 3.5 เปอรเซ็นต พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 40.5 หนวยตอมิลลิลิตร หลังจาก
เล้ียงเชื้อเปนเวลา 60 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 และ
เม่ือมีการปรับปรุงสูตรอาหารทําใหผลิตอินูลิเนสไดเพิ่มข้ึน 1.6 เทา และ 1.7 เทาในขวดแกวทรง
กรวยขนาด 250 มิลลิลิตรและในถังหมักขนาด 1 ลิตรตามลําดับ  
 

Sheng และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Cryptococcus aureus G7a ซึ่ง
แยกไดจากตะกอนน้ําทะเล โดยใชอินนูลิน 4 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และใชสารสกัดจาก
ยีสต เปนแหลงไนโตรเจน พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 85 หนวยตอมิลลิลิตร หลังจากเล้ียงเชื้อ
เปนเวลา 42 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 

 
Singh และคณะ (2007) จาก Kluyveromyces marxianus YS-1 พบวาภาวะที่เหมาะสม

ในการผลิตอินูลิเนส คือ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 เล้ียงเปน
เวลา 60 ชั่วโมง สามารถผลิตเอนไซมได 55.4 หนวยตอมิลลิลิตร  
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 Bernardo และคณะ (2008) ศึกษาผลของแหลงคารบอน ไนโตรเจนและการใหอากาศตอ
การผลิตอินูลิเนสโดย  Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 โดยใช
กลูโคส ซูโครส และฟรักโทสเปนแหลงคารบอน พบวาซูโครสสามารถใหผลผลิตของเอนไซมมาก
ที่สุด 6.4 หนวยตอมิลลิลิตร 
 
 Kango (2008) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Aspergillus niger NK-126 ที่แยกไดจาก
เปลือกหอมใหญและใชรากของ dandelion (Taraxacum officinale) เปนแหลงคารบอน สารสกัด
จากยีสต เปนแหลงไนโตรเจนพบวาสามารถผลิตอินนูลิเนสได 12.3 หนวยตอมิลลิลิตร หลังจาก
เล้ียงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

 
Singh และ Bhermi (2008) ศึกษาการผลิตเอกโซอินูลิเนสที่ปลอยออกมานอกเซลลจาก 

Kluyveromyces marxianus YS-1 โดยใชอินนูลินสกัดจากรากของหนอไมฝร่ัง (Asparagus 
officinalis) เม่ือมีอินนูลินสกัดในอาหารเล้ียงเชื้อ 3.5 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอนและสารสกัด
จากเนื้อเปนแหลงไนโตรเจน โดยเล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง
เทากับ 6.5 พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 40.2 หนวยตอมิลลิลิตร  
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ตารางที่ 2.2 แสดงภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเล้ียงจุลินทรียชนิดตางๆเพื่อผลิตอินูลิเนส 
 

สายพันธุของจุลินทรีย 

ภาวะที่เหมาะสมตอการ
ผลิตของอินูลิเนส ระยะเวลาใน

การเล้ียงเชื้อ 
(ชั่วโมง) 

เอกสารอางอิง คาความ
เปนกรด

ดาง 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 
Aspergillus ficuum 
JNSP5-06 6.5 30 120 Jing และคณะ, 

2003 
Aspergillus fumigatus 6.5 34 72 Gill และคณะ, 

2006 
Aspergillus niger NK-
126 

- 30 12 Kango, 2008 

Cryptococcus aureus 
G7a 5.0 28 42 Sheng และคณะ, 

2007 
Kluyveromyces 
marxianus 5.0 30 24 Parekh และ 

Margaritis, 1985 
Kluyveromyces 
marxianus var. 
bulgaricus 

5.0 30 72 Paula และคณะ, 
2008 

Kluyveromyces 
marxianus YS-1 6.5 30 60 Singh และ 

Bhermi, 2008 
Streptomyces sp. 7.0 37 24 Sharma และคณะ, 

2006 
Streptomyces sp. 5.0 37 48 Sharma และคณะ, 

2007 
Streptomyces 
grisenus 

7.0 30 48 Tohamy, 2006 

Streptomyces sp. 
GNDU1 7.5 46 24 Gill และคณะ, 

2003 
หมายเหตุ :  - หมายถึง ยังไมระบ ุ
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2.5 ประโยชนของอินูลิเนส 
 
 2.5.1 การผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทสเขมขนจากอินนูลิน 
 
  ฟรักโทสเขมขนเปนประโยชนสําหรับผูที่เปนโรคเบาหวาน ชวยเพิ่มการดูดซึมธาตุ
เหล็กในเด็ก สามารถใชเปนสารใหความหวานสําหรับผูที่ตองการควบคุมน้ําหนัก ชวยกระตุนการ
ดูดซึมแคลเซียมในหญิงวัยหลังหมดประจําเดือน ชวยกระตุนการเจริญของ Bifidobacteria ใน
ลําไสเล็กและลําไสใหญ ชวยปองกันการเปนมะเร็งลําไส (Rocha และคณะ, 2006) และใชเปนเสน
ใยสําหรับควบคุมน้ําหนักไดเพราะมีลักษณะคลายไขมัน ฟรักโทสถูกนํามาใชมากในอาหาร ยา 
และเคร่ืองดื่มแทนการใชซูโครส อยางไรก็ตามการผลิตฟรักโทสโดยวิธีทางเคมียังไดผลไมดี
เทาที่ควร (Gill และคณะ, 2006; Pandey และคณะ, 1999) ฟรักโทสสามารถผลิตไดจากแปงโดย
การใชเอนไซมเขามาชวยในการทําปฏิกิริยาโดยมีเอนไซมที่เกี่ยวของ คือแอลฟา-อะไมเลส อะไม
โลกลูโคซิเดส และกลูโคสไอโซเมอเรส (Gong และคณะ, 2007) จุลินทรียจัดเปนผูผลิตอินูลิเนสที่ดี
ที่สุดโดยจะทําการยอยสลายอินนูลินภายในข้ันตอนเดียวและใหฟรักโทสออกมาถึง 95 เปอรเซ็นต 
ดังนั้นอินูลิเนสจากจุลินทรียที่แตกตางกันจึงถูกนํามาใชประโยชนในการผลิตฟรักโทสเขมขนจาก
อินนูลินและวัตถุอ่ืนๆที่มีอินนูลินเปนองคประกอบ  
  กลูโคสและฟรักโทสเปนโมโนแซคคารไรดที่ถูกปลอยออกมาจากอินนูลินโดยการ
ยอยของอินูลิเนสจากยีสต 2 ชนิดที่แยกไดจากน้ําทะเล คือ Cryptococcus aureus G7a และ 
Pichia guilliermondii strain 1 (Sheng และคณะ, 2008b; Gong และคณะ, 2008) ดังนั้น      
อินูลิเนสจากยีสต 2 ชนิดนี้อาจจะมีประสิทธิภาพที่ดีจึงนํามาใชในการยอยสลายอินนูลินในอาหาร
และกระบวนการหมักในอุตสาหกรรม พบโมโนแซคคารไรดและโอลิโกแซคคารไรดภายหลังจาก
การยอยสลายอินนูลิน 2 ชั่วโมงโดยอินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus 
(Kushi และคณะ, 2000) อินูลิเนสจาก Bacillus polymyxa MGL21 พบวามีกิจกรรมตออินนูลิน
และใหฟรักโทสออกมาเปนผลิตภัณฑ (Kwon และคณะ, 2003) 
  พืชชนิดตางๆที่พบวาใชเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตฟรักโทสเขมขน เชน รากตน
รักเร หัวของชคีโครี และหัวของตนแกนตะวันและยังไมเคยมีรายงานวาใชหนอไมฝร่ังสําหรับการ
ผลิตฟรักโทสเขมขนหนอไมฝร่ังเปนพืชสมุนไพรในสวนของรากมีอินนูลินสะสมอยูมากกวา 15 
เปอรเซ็นตและยังเปนพืชที่พบไดทั่วไปในโลก อินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus YS-1 
สามารถยอยสลายอินนูลินบริสุทธิ์และสารสกัดอินนูลินจากหนอไมฝร่ังสําหรับการผลิตฟรักโทส
เขมขนไดในระดับถังหมักอินูลิเนสสามารถยอยสลายอินนูลินบริสุทธิ์ได 84.8 เปอรเซ็นต และสาร
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สกัดอินนูลินจากหนอไมฝร่ังได 86.7 เปอรเซ็นต และผลิตฟรักโทสได 43.6 และ 41.3 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ (Singh และคณะ, 2007)  
  ยีสตสามารถมากยอยสลายอินนูลินประมาณ 100 กรัมตอลิตร โดยใชความ
เขมขนของเอนไซมเทากับ 0.2 หนวยตอลิตร ซึ่งจะใหฟรักโทสออกมา 37.5 กรัมตอลิตร ภายใน
เวลา 20 ชั่วโมงที่ 40 องศาเซลเซียส ขณะที่อินูลิเนสจาก Aspergillus niger TISTR 3570 จะให
ฟรักโทส 35.3 กรัมตอลิตร ในเวลา 25 ชั่วโมง การนําอินูลิเนสจากยีสตและรามารวมกันและศึกษา
การยอยสลายอินนูลินพบวาแอคติ วิตีของเอนไซม เพิ่ม ข้ึน  5:1 เทาจากแอคติ วิตี เดิม 
(Sirisansaneeyakul และคณะ, 2008)   
  การตรึงอินูลิเนส (immobilized inulinase) มีประโยชนมากสําหรับการยอยสลาย
อินนูลินไปเปนฟรักโทส เชน การตรึงอินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus 
บนเจลาติน ถูกนํามาใชในการยอยซูโครสสําหรับการผลิตฟรักโทสเขมขน และวัดความเสถียร
ของอินูลิเนสที่ถูกตรึงโดยการผานอินูลิเนสในคอลัมนอยางตอเนื่อง (fixed-bed column reactor)
พบวาเม่ือผานไป 33 วัน ความสามารถในการเปล่ียนซูโครสลดลงมาอยูที่ 58.12 เปอรเซ็นต 
(Paula และคณะ, 2008) อินูลิเนสจาก Aspergillus ficuum ถูกตรึงโดยการเชื่อมดวยรางแห 
(cross-linking) กับกลูตารอลดีไฮด (glutaraldehyde) หรือไคติน (chitin) เพื่อผลิตฟรักโทสจาก
รากแกนตะวัน ในระบบถังหมักเดี่ยว (batch reactor) พบวายอยสลายอินนูลินจากรากแกนตะวัน 
ได 90 เปอรเซ็นต ในเวลา 10 ชั่วโมง ไดผลิตภัณฑเปนฟรักโทส 77.5 กรัมตอลิตร ขณะที่ในระบบ
ถังหมักแบบตอเนื่อง (continuous packed-bed column reactor) ไดฟรักโทส 61 กรัมตอลิตร ใน
เวลา 0.9 ชั่วโมง ซึ่งเปล่ียนไปเปนผลิตภัณฑได 55 เปอรเซ็นต (Kim และ Rhee, 1989) เอกโซอินู
ลิเนสและเอนโดอินูลิเนสจาก Aspergillus niger ซึ่งถูกทําใหกลายพันธุแลวสายพันธุที่ 817 ถูก
นํามาตรึงบนรูของอนุพันธเซลลูโลส (porous cellulose derivative) โดยพันธะโควาเลนซ และมี
แอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 160 หนวยตอกรัมของตัวอนุพันธเซลลูโลส ในถังหมักมีอินูลิเนส 8 
มิลลิลิตรและอินนูลินบริสุทธิ์จากตนรักเร 5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.0 พบวาสามารถยอยสลาย อินนูลินไดอยางสมบูรณที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 
วัน ไดผลิตภัณฑเปนฟรักโทส 97 เปอรเซ็นต และกลูโคส 3 เปอรเซ็นต (Nakamura และคณะ, 
1995) เซลลของ Kluyveromyces marxianus ถูกตรึงในแบเรียมแอลจิเนต (barium alginate)  
โดยกลูตารอลดีไฮด เพื่อใชในการยอยสลายอินนูลิน พบวาเม่ือใชยอยสลายอินนูลินไปแลว 5 คร้ัง 
แอคติวิตีของอินูลิเนสยังคงมีเหลืออยูถึง 85 เปอรเซ็นต (Barranco-Florido และคณะ, 2001)     
อินูลิเนสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวบางสวนจาก Kluyveromyces sp. Y-85 ถูกนํามาตรึงบน 
MacZroporous ionic polystyrene beads โดยพันธะโควาเลนซแบบรางแห (adsorb cross-
linking) ใชสารละลายฟรักแทนจากรากแกนตะวัน 4.5 เปอรเซ็นต เปนสารตั้งตนในถังหมัก
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แบบตอเนื่อง (continuous packed-bed column reactor) มีเม็ด bead ที่ถูกตรึงดวยอินูลิเนส
แลว 70 มิลลิลิตร พบวาสามารถยอยสลายฟรักแทนไดผลิตภัณฑเปนฟรักโทส 85 เปอรเซ็นต และ
กลูโคส 15 เปอรเซ็นต นอกจากนี้คร่ึงชีวิต (half-life) ของเอนไซมที่ถูกตรึงไวอยูที่ประมาณ 32 วัน 
(Wei และคณะ, 1999b) 
 
 2.5.2 การผลิตเอทานอลจากอินนูลิน 
 
  เอทานอลเปนเชื้อเพลิงชีวภาพเหลวที่มีการนํามาใชมากในปจจุบัน (Sanchez 
และ Cardona, 2008) เอทานอลถูกนํามาใชในการเปนวัตถุดิบสําหรับกระบวนการสังเคราะหทาง
เคมี รากแกนตะวันจัดเปนวัตถุดิบแหลงหนึ่งที่ดีที่สุดสําหรับการผลิตเชื้อเพลิงเอทานอล กลุมของ
ยีสตจะขาดยีนที่จะนํามาใชในการผลิตฟรักโทส ดังนั้นจึงตองมีการรวม FLO1 เขาไปในไรโบโซมดี
เอ็นเอของสวนที่ขาด Saccharomyces cerevisiae ถูกนํามาใชในการผลิตเอทานอลและฟรักโทส
จากสารสกัดจากรากแกนตะวันและสารผสมระหวางฟรักโทสกับกลูโคส ไดผลิตภัณฑเปนเอทา
นอล 5 กรัมตอลิตรและน้ําตาล 48 กรัมตอลิตรซึ่งเปนฟรักโทส 99 เปอรเซ็นต (Remize และคณะ, 
1998) 
  เอทานอลที่ผลิตจากรากแกนตะวันโดยใช Kluyveromyces fragilis ซึ่งเปนยีสตที่
มีการผลิตอินูลิเนส รวมทั้งยีสตที่ใชในกระบวนการกล่ันทางอุตสาหกรรม เชน Saccharomyces 
cerevisiae หรือแบคทีเรีย Zymomonas mobilis หลังจากผานกระบวนการหมักความเขมขนที่ดี
ที่สุดของเอทานอลเม่ือใชจุลินทรียสายพันธุทั้งหมดรวมกันเทากับ 0.48 กรัมตอกรัมและ 0.46 กรัม
ตอกรัม สําหรับจุลินทรียสายพันธุเดียว จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการผลิตเอทานอล
ในทางอุตสาหกรรมเม่ือใชสายพันธุจุลินทรียของ Kluyveromyces fragilis ซึ่งมีความสามารถใน
การผลิตอินูลิเนส Saccharomyces cerevisiae และ Zymomonas mobilis ทํางานรวมกันจะมี
การผลิตเอทานอลไดสูงกวาเม่ือใชสายพันธุจุลินทรียเดียวถึง 12 เปอรเซ็นต (Szambelan และ
คณะ, 2004) 
  Aspergillus niger 12 สามารถผลิตไดทั้งเอกโซอินูลิเนสและเอนโดอินูลิเนส 
Aspergillus niger ซึ่งถูกทําใหกลายพันธุ สายพันธุ ที่ 817 จาก Aspergillus niger 12 พบวา
สามารถผลิตอินูลิเนสไดสูงกวาสายพันธุเดิมถึง 4 เทา ดังนั้นจึงนํา Aspergillus niger 817 มาใช
ในกระบวนการเปล่ียนแปงไปเปนน้ําตาลและกระบวนการหมักอินนูลินบริสุทธิ์เพื่อการผลิตเอทา
นอลรวมกับการใช Saccharomyces cerevisiae 1200 ซึ่งจะใหเอทานอลเขมขน 20 ถึง 21 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ในระยะเวลา 3 วัน เม่ือใชอินนูลินจาก chicory และ dahlia เปน
สารตั้งตน และเม่ือใชรากแกนตะวันเปนสารตั้งตนพบวาผลิตเอทานอลได 10.4 เปอรเซ็นต 
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(ปริมาตรตอปริมาตร) ซึ่งใชเวลา 15 ชั่วโมง เม่ือใชน้ําสกัดจากรากแกนตะวันเปนสารตั้งตนพบวา
ผลิตเอทานอลได 15 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ซึ่งใชเวลา 72 ชั่วโมง และเม่ือใชผงแกน
ตะวันบดละเอียดเปนสารตั้งตนพบวาผลิตเอทานอลได 20.1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ซึ่ง
ใชเวลา 120 ชั่วโมง (Nakamura และคณะ, 1996) 
 
 2.5.3 การผลิตโอลิโกฟรักแทนจากอินนูลิน 
 
  ฟรักโทโอลิโกแซคคารไรดเปนที่นิยมมากในการนําไปใชเปนสวนประกอบของ
อาหารเพราะมีคุณสมบัติชวยในการทํางานของ bifidogenic และในเร่ืองของสุขภาพ อินนูลิน
สามารถถูกยอยสลายดวยเอนโดอินูลิเนสไดผลิตภัณฑเปนอินนูโลโอลิโกแซคคารไรด เชน อินนูโล
ไตรโอส และอินนูโลเตตระโอส (Yun และคณะ, 1997) อินนูโลโอลิโกแซคคารไรดมีลักษณะ
โครงสรางและหนาที่คลายกับฟรักโทโอลิโกแซคคารไรดมากซึ่งมีหนาที่เปนสารใหความหวานเปน
ประโยชนทั้งในมนุษยและสัตว (Lo’pez-Molina และคณะ, 2005) 
  เอนโดอินูลิเนสถูกนํามาใชประโยชนในการยอยสลายอินนูลิน ไดผลิตภัณฑเปน 
ฟรักโทโอลิโกแซคคารไรดมากกวา 80 เปอรเซ็นต ภายในข้ันตอนเดียว ยกตัวอยาง เชน INU2 เปน
ยีนที่ควบคุมการผลิตอินู ลิเนสใน Aspergillus ficuum ถูกโคลนและใหแสดงออกใน 
Saccharomyces cerevisiae เพื่อใหมีการผลิตเอนโดอินูลิเนสเพียงชนิดเดียวโดยไมมีการผลิต
เอกโซอินูลิเนสและอินเวอรเทส (invertase) ออกมาในอาหารเล้ียงเชื้อ เอนโดอินูลิเนสจากยีสตที่
ถูกโคลนยีนเขาไปถูกนํามาใชในการยอยสลายอินนูลินเพื่อผลิตฟรักโทโอลิโกแซคคารไรดและ
พบวาผลิตภัณฑสวนใหญเปน 1-kestose (Kim และคณะ, 1999) เอนโดอินูลิเนสถูกทําใหบริสุทธิ์
เพื่อนํามาใชในการผลิตอินนูโลโอลิโกแซคคารไรดจากอินนูลินและพบวาโอลิโกแซคคารไรดเปน 
degree of polymerization (DP) 3 และ 4 (Yun และคณะ, 1997) 
  อินนูโลโอลิโกแซคคารไรดผลิตไดจากอินนูลินโดยการทํางานของเอนโด           
อินูลิเนสจาก Pseudomonas sp. ภายใตภาวะที่เหมาะสมอินนูโลโอลิโกแซคคารไรดที่ไดจะอยู
ในชวง DP2 ถึง DP7 ผลิตภัณฑไดมากถึง 75.6 เปอรเซ็นต เม่ือใชอินนูลิน 50 กรัมตอลิตร และใช
เอนโดอินูลิเนส 15 หนวยตอกรัมของอินนูลิน (Kim และคณะ, 1997) 
  จากการรายงานที่ผานมาจะเห็นวาเอนไซมทํางานไดดีในเซลลยีสตจึงมีการนําไป
ประยุกตใชในทางเทคโนโลยีชีวภาพ (Yue และคณะ, 2008; Ni และคณะ, 2008) inu1 เปนยีน
สําหรับการผลิตเอนโดอินูลิเนสจาก Pichia mucidolens ซึ่งนําไปแสดงออกใน Saccharomyces 
cerevisiae EBY100 เซลลยีสตที่มียีนสําหรับการผลิตเอนโดอินูลิเนสถูกนํามาใชในการยอยสลาย
อินนูลินไดผลิตภัณฑเปนอินนูโลโอลิโกแซคคารไรด ภายใตภาวะที่เหมาะสมและใชเอนโดอินูลิเนส 
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46 หนวยตอกรัมของอินนูลิน เปนเวลา 30 ชั่วโมง จะใหอินนูโลโอลิโกแซคคารไรดสูงที่สุด 71.2 
เปอรเซ็นต (Kim และคณะ, 2006) 
   
2.6 สมบัติของอินูลิเนส 
 
 มีรายงานเกี่ยวกับสมบัติของอินูลิเนส ทั้งอุณหภูมิ และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม
ตอการทํางาน ความเสถยีรตออุณหภูมิ และความเสถียรตอคาความเปนกรดดางดังนี้ 
 

Ohta และคณะ (2002) ศึกษาการทําใหบริสุทธิ์และคุณสมบัติของอินูลิเนสที่ปลอยออก
นอกเซลลโดย Rhizopus sp. TN-96 พบวาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 17 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน 
ภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและคาความเปนกรด
ดางเทากับ 5.5 Mn2+ และ Ca2+ ชวยเพิ่มการทํางานของเอนไซมในขณะที่ Ag+ และ Hg2+ จะ
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม 

 
Gill และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces sp. GNDU1 พบวา

สามารถผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลได 0.552 หนวยตอมิลลิลิตร ภาวะที่เหมาะสมในการ
ทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิที่เหมาะสมเทากับ 60 องศาเซลเซียส มีความเสถียรตออุณหภูมิ
สูงถึง 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมงและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 5.5  

 
Zhang และคณะ (2005) ศึกษาเอกโซอินูลิเนสที่ผลิตโดย Pichia pastoris GS115 ที่มี

การใสยีน INU1 จาก Kluyveromyces  marxianus KW02 เขาไป พบวาสามารถผลิตเอนไซมได 
52 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งมากกวาสายพันธุเดิม 12 เทา ภาวะที่เหมาะในการทํางานของเอนไซม 
คือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางเทากับ 4.5 นอกจากนี้พบวา ZnCl2 
CuSO4 สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมได 
 

Sharma และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลของ 
Streptomyces sp. พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร และพบวาภาวะที่
เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิที่เหมาะสมเทากับ 60 องศาเซลเซียส มีความ
เสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง และคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมเทากับ 6.0  
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 Sheng และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Cryptococcus aureus G7a 
พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 55.7 หนวยตอมิลลิลิตร ภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของ
เอนไซม คือ อุณหภูมิที่เหมาะสมเทากับ 50 องศาเซลเซียส มีความเสถียรตออุณหภูมิเทากับ 60 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 5.0 และมีความเสถียร
ตอคาความเปนกรดดางตั้งแต 4.5 ถึง 6.5  
 

Singh และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตน้ําเชื่อมจากอินนูลินสกัดจากรากหนอไมฝร่ัง 
(Asparagus racemosus) โดยการตรึงเอกโซอินูลิเนสที่ผลิตจาก Kluyveromyces marxianus 
YS-1 บน Duolite A568 พบวาภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิที่
เหมาะสมเทากับเทากับ 55 องศาเซลเซียส มีความเสถียรตออุณหภูมิเทากับ 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3 ชั่วโมง คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 5.5 และ มีความเสถียรตอคาความ
เปนกรดดางตั้งแต 4.5 ถึง 6.5 อินนูลิเนสที่ถูกตรึงบน Duolite A568 สามารถนํากลับมาใชใหม
และยังมีประสิทธิภาพการทํางานสูงถึง 90 เปอรเซ็นต  
 
 Kango (2008) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Aspergillus niger NK-126 พบวาสามารถ
ผลิตอินนูลิเนสได 12.3 หนวยตอมิลลิลิตร ภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ 
อุณหภูมิที่เหมาะสมเทากับ 50 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับเทากับ 
5.0 
 

Singh และ Bhermi (2008) ศึกษาการผลิตเอกโซอินูลิเนสที่ปลอยออกมานอกเซลลจาก 
Kluyveromyces marxianus YS-1 โดยใชอินนูลินสกัดจากรากของหนอไมฝร่ัง (Asparagus 
officinalis) เม่ือมีอินนูลินสกัดในอาหารเล้ียงเชื้อ 3.5 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอนและสารสกัด
จากเนื้อเปนแหลงไนโตรเจน พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 40.2 หนวยตอมิลลิลิตร ภาวะที่
เหมาะในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิที่เหมาะสมเทากับ 70 องศาเซลเซียส  และคาความ
เปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 4.5 

 
Bender และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y-7571 โดยการหมักบนอาหารแข็งที่มีกากชานออยเปนแหลงคารบอน พบวาสามารถสกัด
เอนไซมออกมาไดมากที่สุดโดยใชภาวะการสกัดดังนี้ โซเดียมอะซีเตตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร คา
ความเปนกรดดางเทากับ 4.8 อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส อัตราการปนกวน 150 รอบตอนาที 

ตารางที่ 2.3 ไดแสดงสมบัติของอินูลิเนสจากจุลินทรียสายพันธุตางๆ
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ตารางที่ 2.3 สมบัติของอินูลิเนสจากจุลินทรียสายพันธุตางๆ 
 

สายพันธุของจุลินทรีย คาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสม 

ความเสถียรตอความ
เปนกรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ เอกสารอางอิง 

Arthrobacter sp. S37 7.5 - 50 - Kang และคณะ, 
1998 

Aspergillus fumigatus 6.0 4.0 – 7.0 60 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 ชั่วโมง Gill และคณะ, 2006 

Aspergillus candidus 5.5 - 45 - Kochhar และคณะ, 
1999 

Aspergillus niger 5.0 - 60 - Chen และคณะ, 
1997 

Aspergillus niger NK-126 5.0 - 50 - Kango, 2008 
Bacillus Smithii T7 4.5 - 70 - Gao  และคณะ, 2008 
Bacillus polymyxa 
MGL21 7.0 - 35 - 

Kwon และคณะ, 
2003 

Clostridium 
acetobutylicum strain 
ABKn8 

4.6 - - - Efstathiou และคณะ, 
1986 
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ตารางที่ 2.3 (ตอ)  
 

สายพันธุของจุลินทรีย คาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสม 

ความเสถียรตอความ
เปนกรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ เอกสารอางอิง 

Cryptococcus aureus 
G7a 

5 4.5 - 6.5 50 60 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

Sheng และคณะ, 
2008a 

Kluyveromyces 
bulgaricus 

3.6 - 30 และ 33 - Vranesic และคณะ, 
2002 

Kluyveromyces fragilis 4.75 4.5 – 6.0 55 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง 

Pandey และคณะ, 
1999 

Kluyveromyces 
marxianus 

4.4 4.5 – 6.0  55 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง 

Rouwenhost และ
คณะ, 1999 

Kluyveromyces 
marxianus var. 
bulgaricus 

4.75 4.5 – 6.0 55 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง 

Kushi และคณะ, 
2000 
 

Kluyveromyces sp.Y-85 5.5 - 50 - Wei และคณะ, 1998 
Kluyveromyces 
marxianus YS-1 

5.5 4.5 – 6.5 50 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

Singh และคณะ, 
2007 
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ตารางที่ 2.3 (ตอ)  
 

สายพันธุของจุลินทรีย คาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสม 

ความเสถียรตอความ
เปนกรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ เอกสารอางอิง 

Penicillium janczewskii 5.5 - 60 - Pessoni และคณะ, 
2007 

Penicillium sp. TN-88 5.2 - 50 - Nakamura และคณะ, 
1997 

Pichia guilliermondii 6.0 - 60 - Gong และคณะ, 
2009 

Pseudomonas sp. 5.5 -  - Kim และคณะ, 1997 
Rhizupus sp. TN-96 5.5 - 40 - Ohta และคณะ, 2002 
Streptomyces sp. 6.0 - 60 70 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
Sharma  และคณะ, 
2006 

Streptomyces sp. 
GNDU1 5.5 - 60 80 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 3 ชั่วโมง Gill และคณะ, 2006 

Streptomyces grisenus 7.0 6.0 – 9.0 40 
60 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง Tohamy, 2006 

 
 
หมายเหตุ :  - หมายถึง ยังไมระบุ 
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จุลินทรียหลายชนิดผลิตอินูลิเนสไดแตที่มีการรายงานไวพบวาสวนใหญอยูในกลุมรา และ
ยีสต เชน Aspergillus และ Kluyveromyces (Wei และคณะ, 1999a) ซึ่งเชื้อกลุมนี้เจริญไดดีใน
ภาวะเปนกรด เอนไซมที่ไดจึงทํางานไดดีในภาวะคอนขางเปนกรด Streptomyces เปนจุลินทรียที่
พบไดทั่วไปทั้งในดิน แหลงน้ําจืด และน้ําทะเล สามารถเจริญไดดีในธรรมชาติที่มีภาวะแตกตางกัน
คอนขางสูง และสรางเอนไซมไดหลากหลายชนิดที่ทํางานไดดีในชวง ความเปนกรดดางที่กวาง 
และยังทนความรอนไดดี เอนไซมที่สรางข้ึนสวนใหญใชเพื่อยอยสารประกอบตางๆในธรรมชาติ 
แลวนํามาเปนแหลงพลังงานและคารบอนในการเจริญ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะนํา 
Streptomyces สายพันธุตางๆ ที่แยกไดจากดินในประเทศไทย รวมทั้งจากบริเวณที่มีการ
เพาะปลูกตนแกนตะวันมาคัดกรองหาสายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตอินูลิเนส และศึกษา
ปจจัยตางๆที่มีผลตอการผลิตเอนไซมนี้ รวมทั้งศึกษาสมบัติของเอนไซมที่ไดเพื่อเปนขอมูลในการ
นําเอนไซมนี้ไปใชประโยชนตอไป  
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บทท่ี 3  
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีการทดลอง 
 

3.1 เคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 
 

1. เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Innova 4330 บริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., 
Edison, N.J., USA และรุน Gyromax 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., USA 

2. เคร่ืองปนเหว่ียงชนิดทําความเย็น รุน6500 บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30l 
บริษัท Beckman Coulter, Germany 

3. เคร่ืองปนเหว่ียงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน Kubota 1920 บริษัท Kubota, Japan 
4. เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง (Digital pH meter) รุน Seveneasy  บริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 
5. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic Unicam, USA, รุน Genesys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA และรุน 
Perkin Elmer Instruments Lambda 25 UV/VIS Spectronic บริษัท Perkin Elmer, Inc., 
USA 

6. เคร่ืองชั่งรุน PG 2002-S, รุน PB 3002 และรุน AG285 บริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., 
Switzerland 

7. เคร่ืองนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 และรุน ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 
Japan, รุน MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุน HV-25, บริษัท Hirayama, 
Co., Ltd., Japan 

8. ตูเข่ียเชื้อ Clean รุน V3-4 และรุน V6 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand 
9. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส Mitsubishi Electric รุน MR-F56R-SL บริษัทกันยงอีเลคทริก 

จํากัด (มหาชน), ประเทศไทย 
10. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน W 200 และรุน WB 22 บริษัท Memmert 

Germany 
11. อางน้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน GFL 1086 บริษัท Gesellschaft fÜr Labortechnik Co., 

Ltd., Germany 
12. เคร่ืองผสมสาร (Vortex-Genie2) รุน G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 
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13. เคร่ืองกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) รุน 502-P บริษัท PMC, USA และรุน HS10-2 
บริษัท Torrey Pines Scientific, Inc. USA 

14. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 
15. ตูอบความรอน รุน UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
16. ไมโครปเปตต ขนาด 20, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 
17. ฮีมาไซโทมิเตอร (Haemacytometer) บริษัท Schott Duran, Germany 
18. เคร่ืองบด Hammer Mill  บริษัท Alpine, Germany 
 

3.2 เคมีภัณฑท่ีใชในการทดลอง 
 

1. อินนูลินบริสุทธิ์จากชีคโครี (Inulin from chicory) บริษัท Fluka, USA 
2. สารสกัดจากยีสต (Yeast extract power) บริษัท Bio Springer, France 
3. กลูโคส (Glucose) บริษัท Merck, Germany 
4. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 
5. โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany 
6. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) บริษัท Merck, Germany 
7. เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) บริษัท Merck, Germany 
8. กลีเซอรอล (Glycerol) บริษัท Merck, Germany 
9. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 
10. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 
11. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany 
12. กรดซัลฟูริก (H2SO4) บริษัท Merck, Germany 
13. แบคโทเพบโทน (Bacto peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
14  สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract) บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd.,Ireland 
15. แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4 ) บริษัท Merck, Germany 
16. แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) บริษัท Merck, Germany 
17. ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4 ) บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 
18. แอมโมเนียมไนเทรต (NH4NO3) บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy  
19. โซเดียมไนเทรต (NaNO3) บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 
20. แบคโททริปโทน (Bacto tryptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
21. ซูโครส (Sucrose) บริษัท Merck, Germany 
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22. แมนนิทอล (Manitol) บริษัท Merck, Germany 
23. ฟรักโทส (Fructose) บริษัท Fluka, USA 
24. มอลโทส (Maltose) บริษัท Difco Laboratories, USA 
25. ขาวโอต (Oatmeal) บริษัท Quaker, Malaysia 
26. ขาวไรย (Rice rye) บริษัท Golden Chef, Thailand 
27. ถั่วเขียว (Mung bean) บริษัท Golden Chef, Thailand 

      28. รากแกนตะวัน (โครงการวิจัยแกนตะวัน สาขาพืชไร คณะเกษตรศาสตร มหา วิทยาลัย
ขอนแกน) 

 
3.3 วิธีดําเนินการทดลอง 
 
 3.3.1 การแยก Streptomyces sp. จากดินบริเวณท่ีมีการปลูกตนแกนตะวัน กระเทียม หัว
หอม กระชาย ขมิ้น ขา  
 
 นําตัวอยางดิน 1 กรัม ใสลงในหลอดทดลองที่มีน้ํากล่ันซึ่งผานการฆาเชื้อแลว 10 
มิลลิลิตร ปนใหเขากัน นํามาเจือจางเปนอนุกรม ดูดสารแขวนลอยในแตละความเขมขนมา 0.1 
มิลลิลิตร กระจาย (spread) บนอาหารเล้ียงเชื้อฮิวมิค แอซิด วิตามิน-อการ มีเดียม (Humic Acid-
Vitamin Agar Medium, HV agar) (Hayakawa and Nonomura, 1987) นําจานอาหารเล้ียงเชื้อ
ไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นานประมาณ 5-7 วัน สังเกตโคโลนีของ Streptomyces ซึ่งมี
ลักษณะเปนเสนใยสีขาวและโคโลนีฝงลงไปในอาหารเล้ียงเชื้อ จากนั้นเข่ียโคโลนีมาทําใหบริสุทธิ์ 
โดยลากเชื้อบนอาหารแข็งเบนเนต (Bennett Agar) ที่มีไซโคลเฮกซามีดความเขมขน 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บ Streptomyces ที่บริสุทธิ์แลวลงในอาหารเอียงแข็งชนิด MS 
(Mannitol Soy Bean Agar Medium) เพื่อใชในการศึกษาสมบัติตอไป  
 
3.3.2 การเก็บรักษาเช้ือ Streptomyces spp. 
 
 เข่ียเชื้อ Streptomyces spp. ลงในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) นําไปบมในเคร่ือง
เขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําน้ําเล้ียงเชื้อ
มาขีดลงบนอาหารแข็งเอียงชนิด MS นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-7 วันหรือ
จนกวาโคโลนีของ Streptomyces spp. จะสรางสปอรแกเต็มที่จึงนําไปเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส 
จนกวาจะนํามาใชทดสอบข้ันตอไป 
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3.3.3 การเพาะเลี้ยง Streptomyces spp. เพื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนส 
 
 3.3.3.1 การเตรียมสปอร  
 
  เข่ียเชื้อ Streptomyces spp. ลงในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) นําไปบมใน
เคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําน้ําเล้ียง
เชื้อมาขีดลงบนขวดแบนที่มีอาหารแข็งเอียงชนิดขาวโอต (Oatmeal) เพื่อเพิ่มพื้นที่ในการสราง
สปอร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-7 วันจนกวาโคโลนีของ Streptomyces 
spp. จะสรางสปอรแกเต็มที่ จากนั้นนํามาขูดสปอรออกดวยเทคนิคปลอดเชื้อโดยใชน้ํากล่ันที่ผสม 
tween 80 ซึ่งผานการฆาเชื้อแลวเปนตัวทําละลาย ดูดสปอรแขวนลอยออกมากรองผานชุดกรอง
สปอรเพื่อแยกเซลลออกและนําสปอรที่กรองไดมาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปน
เวลา 20 นาที เทสวนของน้ําใสทิ้ง จากนั้นลางสปอรดวยน้ํากล่ันที่ผสม Tween 80 อีก 2 คร้ัง นํา
สปอรที่ไดไปแขวนลอยใน 30 เปอรเซ็นตกลีเซอรอล ซึ่งผานการฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง โดยนับใหสปอร
มีความหนาแนนที่ 108 สปอรตอมิลลิลิตร นําไปเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนํามาใชในการ
ทดลองข้ันตอไป 
 
 3.3.3.2 การเตรียมอินูลิเนสกัดจากรากแกนตะวัน 

 
นํารากแกนตะวันสดมา ลางน้ําใหสะอาด หั่นเปนชิ้นเล็กๆ วางใสถาดอลูมิเนียม 

นําไปอบที่ 70 องศาเซลเซียสจนรากแกนตะวันแหง นํารากแกนตะวันที่อบแหงแลวมาบดดวย
เคร่ืองบดหยาบ (สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) 
เพื่อสะดวกในการกรอง ชั่งรากแกนตะวันที่บดแลวมา 10 กรัมเติมน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร นําไปนึ่ง
ที่ 100 องศาเซลเซียสภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา 10 นาที นําสารสกัดมา
กรองดวยผาขาวบางและนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เพื่อ
แยกกากจากรากแกนตะวันออก วัดปริมาตรสวนน้ําใสที่ไดเพื่อใชในการคํานวณปริมาณของอินนู
ลินในสารสกัดวิเคราะหโดยวิธีของ Dische และ Borenfreund (1951) และวิธีของ Lingyun และ
คณะ (2007) 
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3.3.3.3 การคัดกรอง Streptomyces spp. ที่มีความสามารถในการผลิตอินูลิเนส 
 

ถายสปอร 100 ไมโครลิตรของ Streptomyces spp. แตละสายพันธุ ลงในอาหาร
เล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 
นาโนเมตร อยูในชวง 0.8 – 1.0 จากนั้นถายหัวเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงใน
อาหารเหลวชนิด Czapex ,s Dox medium (Sharma and Gill, 2007) โดยมีสารสกัดอินนูลิน 1 
เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง นําน้ําเล้ียงเชื้อไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
20 นาที นําสวนน้ําใสซึ่งเรียกวา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีที่
ดัดแปลงมาจาก Sharma และ Gill (2007) 

  
3.3.3.4 การผลิตอินูลิเนสโดยสายพันธุที่คัดเลือกจากขอ 3.3.3.3 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ซึ่งคัดเลือกไดจากขอ 
3.3.3.3 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ 
Luria Bretani (LB) นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร อยูในชวง late log 
จากนั้นถายหัวเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเหลวชนิด Czapex ,s Dox 
medium (Sharma and Gill, 2007) โดยมีสารสกัดอินนูลิน 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน นําไป
บมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง นําน้ําเล้ียง
เชื้อไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที นําสวนน้ําใสซึ่งเรียกวา crude 
enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีในขอ 3.3.4  

3.3.3.5 การพิสูจนเอกลักษณของ Streptomyces sp. CP01 

 การพิสูจน เอกลักษณของสายพันธุ  CP01 ได รับความอนุเคราะหจาก             
รองศาสตราจารย ดร. อรินทิพย ธรรมชัยพิเนต ภาควิชาพันธุศาสตร จากคณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร โดยวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA 
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3.3.3.6 การศึกษารูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. CP01 

  การศึกษารูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. CP01 โดยถายสปอร
แขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวด
สปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ติดตามรูปแบบการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร 
 
 3.3.3.7 การศึกษาอายุของหัวเชื้อตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 

 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เลือกระยะการเจริญในชวง mid log และ late log ลงใน
อาหารเหลวชนิด Czapex ,s Dox medium (Sharma and Gill, 2007) โดยมีสารสกัดอินนูลิน 1 
เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง นําน้ําเล้ียงเชื้อไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
20 นาที นําสวนน้ําใสซึ่งเรียกวา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีที่
ดัดแปลงมาจาก Sharma และ Gill (2007) 
 
3.3.4 การวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 
 
 เปนวิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Sharma และ Gill (2007) ซึ่งสวนผสมของปฏิกิริยา
ประกอบดวย 
 ก. สารละลายอินนูลินบริสุทธิ์จากรากของชีคโคร่ี (Fluka, USA) 0.1 กรัมตอ 10 มิลลิลิตร 
ซึ่งละลายอยูใน 50 มิลลิโมลารโซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร pH 6.0 ปริมาตร 95 ไมโครลิตร 
 ข. 50 มิลลิโมลารโซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร pH 6.0 ปริมาตร 55 ไมโครลิตร 
 ค. crude enzyme ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  
สําหรับสวนผสมของตัวเปรียบเทียบ (Blank) ประกอบดวย  
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 ก. สารละลายอินนูลินบริสุทธิ์จากรากของชีคโครี (Fluka, USA) 0.1 กรัมตอ 10 มิลลิลิตร 
ซึ่งละลายอยูใน 50 มิลลิโมลารโซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร pH 6.0 ปริมาตร 95 ไมโครลิตร 
 ข. 50 มิลลิโมลารโซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร pH 6.0 ปริมาตร 105 ไมโครลิตร 
 นําสวนผสมทั้งหมดนี้มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีของ Bernfeld (1955) โดยนําไปบมที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการนําไปแชในอางน้ําแข็ง 
จากนั้นวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดข้ึน โดยเติม DNSA reagent ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ตมใน
อางน้ําเดือด เปนเวลา 5 นาที นําไปแชในอางน้ําแข็ง เติมน้ํากล่ันปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร  
 
 1 หนวยของอินูลิเนสเทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายอินนูลินแลวไดน้ําตาลรีดิวซ 1 ไม
โครโมลภายในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่กําหนด 
 
3.3.5 การหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตอินูลิเนส 
 
 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) นําไปบมในเคร่ือง
เขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร อยูในชวง late log จากนั้นถายหัวเชื้อ 10 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเหลวชนิด Czapex ,s Dox medium (Sharma and Gill, 2007)  
โดยมีสารสกัดอินนูลิน 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยแปรระยะเวลาบมเชื้อที่ 8, 12, 16, 20, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง 
นําน้ําเล้ียงเชื้อไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที นําสวนน้ําใสซึ่ง
เรียกวา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Sharma และ 
Gill (2007)  
 
3.3.6 การศึกษาความเขมขนของหัวเช้ือตอการผลิตอินูลิเนส 
 
 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) นําไปบมในเคร่ือง
เขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร อยูในชวง late log จากนั้นถายหัวเชื้อ ลงในอาหารเหลวชนิด 
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Czapex ,s Dox medium (Sharma and Gill, 2007) โดยแปรความเขมขน ดังนี้ 5, 10 และ 15 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นําน้ําเล้ียงเชื้อไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
20 นาที นําสวนน้ําใสซึ่งเรียกวา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีในขอ 
3.3.4  
 
3.3.7 การศึกษาผลของแหลงคารบอนในการเลี้ยง Streptomyces sp. CP01 ตอการ
ผลิตอินูลิเนส 
 
 3.3.7.1 ชนิดของแหลงคารบอนตอการผลิตอินูลิเนส 

 
  ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ late 
log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรชนิดของแหลงคารบอน คือ สารสกัดอินนูลินจาก
รากแกนตะวัน, อินนูลินบริสุทธิ์จากรากของชีคโครี (Fluka, USA), แมนนิทอล, กลูโคส, ซูโครส, 
ฟรักโทส, มอลโทส ที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมในเคร่ืองเขยาควบคุม
อุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บ
ตัวอยางมาปนเหว่ียง ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตาม
วิธีในขอ 3.3.4  

 
3.3.7.2 การหาความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตอินูลิเนส 
 

 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 ปริมาตร 30 
มิลลิลิตร บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ late log จากนั้นถายเชื้อ 
10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium pH 7.0 
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ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอ 3.3.7.1 นํามาแปรความเขมขนที่ 
0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมในเคร่ืองเขยาควบคุม
อุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน เก็บตัวอยางมา
ปนเหว่ียง ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีในขอ 
3.3.4  

 
3.3.8 การศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนในการเลี้ยง Streptomyces sp. CP01 ตอการผลิต         
อินูลิเนส 

 
3.3.8.1 ชนิดของแหลงอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนตอการผลิตอินูลิเนส 
 

  ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ 
late log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , 
s Dox medium pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.7.1 และขอ 3.3.7.2 และแปรชนิดของแหลงอนินทรียไนโตรเจน คือ แอมโมเนียมซัลเฟต 
((NH4)2SO4 ) แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
((NH4)2HPO4) แอมโมเนียมไนเทรต (NH4NO3) โซเดียมไนเทรต (NaNO3) แหลงอินทรีย
ไนโตรเจน คือ สารสกัดจากยีสต (Yeast extract powder) สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract) 
แบคโทเพบโทน (Bacto peptone) และ แบคโททริปโทน (Bacto tryptone) ที่ความเขมขน 0.3 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมในเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน เก็บตัวอยางมาปนเหว่ียง ดวยเคร่ืองปน
เหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส   
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3.3.8.2 การหาความเขมขนของแหลงอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการ
ผลิตอินูลิเนส 

 
ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ late 
log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอ 3.3.7.1 และขอ 
3.3.7.2 และแหลงอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมจากขอ 3.3.8.1 นํามาแปรความ
เขมขนที่ 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9 และ 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมในเคร่ืองเขยา
ควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน เก็บ
ตัวอยางมาปนเหว่ียง ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส   

 
3.3.9 การศึกษาผลของแหลงเกลือแรในการเลี้ยง Streptomyces sp. CP01 ตอการผลิต 
อินูลิเนส 
 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 ปริมาตร 30 
มิลลิลิตร บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ late log จากนั้นถายเชื้อ 
10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium pH 7.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอ 3.3.7.1 และขอ 3.3.7.2  และ
แหลงอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมจากขอ 3.3.8.1 และขอ 3.3.8.2 โดยใชแหลง
เกลือแร คือ Mg2+ และ Fe2+ ในข้ันแรกแปรความเขมขนของ Mg2+ โดยนํามาแปรความเขมขนที่ 
0.020, 0.025, 0.050, 0.075 และ 0.10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) และให Fe2+ ความ
เขมขนเทากับ 0.0010 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เม่ือไดความเขมขนของ Mg2+ ที่เหมาะสม
แลวจะแปรความเขมขนของ Fe2+ โดยนํามาแปรความเขมขนที่ 0.00025, 0.0005,0.00075, 
0.0010, 0.0015 และ 0.002 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมในเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน เก็บตัวอยางมาปนเหว่ียง 
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ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส   

 
3.3.10 ความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 
แปรระดับความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเชื้อในชวง 6.0 – 11.0 โดยมีแหลง

คารบอน และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.8 – 3.3.9 โดยบมบนเคร่ืองเขยาควบคุม
อุณหภูมิที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตามระยะเวลาบมเชื้อที่
เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.5 เก็บตัวอยางมาปนเหว่ียง ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิ
ดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไป
วิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส   

 
3.3.11 อุณหภูมิท่ีใชในการเลี้ยงเช้ือ  

 
เล้ียงเชื้อภายใตภาวะที่เหมาะสมในขอ 3.3.10 แตแปรอุณหภูมิที่ใชในการบมเชื้อในชวง 

30 – 50 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางนํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไป
วิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส   

 
3.3.12 การศึกษาสมบัติเบื้องตนของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 

 
3.3.12.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานอินูลิเนส 
 
 นําอินูลิเนสมาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีในขอ 3.3.4 โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการ

ทําปฏิกิริยาตั้งแต 30 – 80 องศาเซลเซียส 
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3.3.12.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนส 
 
 นําอินูลิเนสมาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีในขอ 3.3.4 โดยบม

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.12.1 และแปรความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชใน
ปฏิกิริยาใหอยูในชวงความเปนกรดดางตางๆดังนี้   

 
 50 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร ในชวง pH 4.0 – 6.5 
 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร ในชวง pH 6.0 – 8.5 

50 มิลลิโมลาร ทริส           บัฟเฟอร  ในชวง pH 8.0 – 9.0 
 

 3.3.12.3 ความเสถียรของอินูลิเนสตออุณหภูมิ 
 
  บมเอนไซมใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ที่อุณหภูมิตางๆ
ในชวง 30 – 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของอินูลิเนสที่เหลือ ตาม
วิธีการในขอ 3.3.4 ภายใตอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมจากขอ 3.3.12.1 และ 
3.3.12.2 โดยมีอินูลิเนสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทียบ 
   

3.3.12.4 ความเสถียรของอินูลิเนสตอความเปนกรดดาง 
 
  บมเอนไซมในบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางในชวง 4.0 – 9.0 ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของอินูลิเนสที่เหลือ ตามวิธีการในขอ 
3.3.4 ภายใตอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมจากขอ 3.3.12.1 และ 3.3.12.2 โดย
มีอินูลิเนสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทียบ 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การแยก Streptomyces spp. จากดินบริเวณท่ีมีการปลูกตนแกนตะวัน กระเทียม หัว
หอม กระชาย ขมิ้น ขา  
  
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคที่จะแยก Streptomyces spp. ที่มีความสามารถในการผลิต     
อินูลิเนส โดยคัดแยก Streptomyces จากตัวอยางดินที่เก็บจากบริเวณที่มีการปลูกตนแกนตะวัน 
กระเทียม หัวหอม กระชาย ขม้ิน ตะไคร ขา โดยข้ันแรกแยกเชื้อจากตัวอยางดินโดยเล้ียงเชื้อบน
อาหารเล้ียงเชื้อฮิวมิค แอซิด วิตามิน-อการ มีเดียม (Humic Acid-Vitamin Agar Medium, HV 
agar) ซึ่งเปนอาหารเล้ียงเชื้อที่จําเพาะตอจุลินทรียในกลุมแอคติโนมัยสีท (Hayakawa and 
Nonomura, 1987) จากนั้นนําโคโลนีที่แยกไดมาทําใหบริสุทธิ์โดยเล้ียงบนอาหารแข็งเบนเนต 
(Bennett Agar) ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.1 พบวาสามารถแยก Streptomyces spp. 
ไดทั้งหมด 371 สายพันธุ ซึ่งจะทําการทดสอบตอไปถึงความสามารถในการสรางอินูลิเนสโดย      
จุลินทรียทั้งหมดที่แยกไดนี้ 
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ตารางที่ 4.1 สายพันธุของ Streptomyces spp. ที่คัดแยกได 
 

รหัสสายพันธุ 
Streptomyces spp. แหลงที่มาของดิน จํานวนไอโซเลตที่คัด

แยกได 
KA กระชาย 22 

IN 
รากแกนตะวันจากสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพ

และวิศวกรรมศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

27 

OG หัวหอมและกระเทียม 45 
AL ขา 12 
CY ขม้ินเหลือง 7 
CB ขม้ินดํา 15 
CP รากแกนตะวันจากจังหวัดชัยภูมิ 6 
KK รากแกนตะวันจากจังหวัดขอนแกน 6 

JA รากแกนตะวันในแปลงทดลอง
มหาวิทยาลัยขอนแกน 53 

A, B, C, D, E, G, O จังหวัดนาน  
(ไดรับอนุเคราะหจากนางสาวฉวีวรรณ ปนคํา) 178 

ผลรวมสุทธ ิ 371 
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4.2 ผลการสกัดอินนูลินจากรากแกนตะวัน 
  

จากการสกัดอินนูลินจากหัวแกนตะวันที่อบแหงปริมาณ 10 กรัม ซึ่งละลายดวยน้ํา 100 
มิลลิลิตร ผานการนึ่งที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนํามาวิเคราะหหาปริมาณ
อินนูลินโดยใช 2 วิธีเปรียบเทียบกันไดแก วิธีของ Dische และBorenfreund (1951) พบวามีอินนู
ลิน 17.81 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/น้ําหนัก) และเม่ือนํามาวิเคราะหปริมาณอินนูลินโดยวิธีของ 
Lingyun และคณะ (2007) พบวามีอินนูลิน 16.66 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/น้ําหนัก) ดังตารางที่ 4.2 
ซึ่งพบวาการวิเคราะหปริมาณอินนูลินโดยทั้ง 2 วิธีนี้มีคาใกลเคียงกัน ดังนั้นจึงใชคาเฉล่ียจาก 2 
วิธีนี้เปนคาความเขมขนของอินนูลินในสารสกัดสําหรับใชในการทดลองตอไป  
 
ตารางที่ 4.2 ปริมาณอินนูลินที่สกัดจากหัวแกนตะวัน 10 กรัม วิเคราะหโดยวิธีของ Dische และ 
Borenfreund (1951) และวิธีของ Lingyun และคณะ (2007)  
 

วิธีสกัด 
ปริมาตร
สารสกัด 

(มิลลิลิตร) 

น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ เปอรเซ็นตอินนู
ลินในการสกัด
เทียบกับแกน

ตะวัน 
(น้ําหนัก/
น้ําหนัก) 

มิลลิกรัม/ 
มิลลิลิตร มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม
/ 

มิลลิลิตร 
มิลลิกรัม 

Dische และ 
Borenfreund 

(1951) 
750.04 27.60 

0.03 
2,070.00
0.13 

3.04 
0.02 

288.80
0.02 17.810.02 

Lingyun 
และคณะ 
(2007) 

750.04 

 
26.07 

0.01 
 

 
1,955.25
.0.09 

 

 
3.04 
0.02 

 

 
288.80

0.02 
 

16.660.06 
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4.3 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces spp. ท่ีคัดแยกได 
 
 การทดลองนี้เพื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces spp. 
ที่แยกได 371 สายพันธุ โดยนํามาเล้ียงตามวิธีการในบทที่ 3 ขอ 3.3.3.4 ซึ่งบมเชื้อเปนเวลา 72 
ชั่วโมง พบวามี 19 สายพันธุที่จัดวาสามารถผลิตอินู ลิเนสไดพอสมควรเ ม่ือเทียบกับ 
Streptomyces สายพันธุอ่ืนๆที่มีผูรายงานไวไดแก Streptomyces sp. GNDU1 สามารถผลิต   
อินูลิเนสได 0.552 หนวยตอมิลลิลิตร (Gill และคณะ, 2003) และ Streptomyces sp. สามารถ
ผลิตอินูลิเนสได 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร (Sharma และคณะ, 2006) คือ ตั้งแต 0.11 – 0.49 
หนวยตอมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 4.3 สวนเชื้อ Streptomyces spp. อีก 352 สายพันธุ เม่ือ
ตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสพบวาใหอินูลิเนสในชวง 0.0004 – 0.10 หนวยตอ
มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 4.3 สายพันธุ Streptomyces spp. ที่มีความสามารถในการผลิตอินูลิเนสได 
 

สายพันธุ Streptomyces spp. แอคติวิตีของอินลิูเนส (หนวยตอมิลลิลิตร) 
KA01 0.15 
KA10 0.12 
KA12 0.14 
CY04 0.14 
CB10 0.15 
CB14 0.26 
CB15 0.16 
AL02 0.14 
JA04 0.11 
JA06 0.13 
JA09 0.12 
JA12 0.14 
JA19 0.13 
JA22 0.12 
JA48 0.14 
JA53 0.14 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) 
 

KK03 0.12 
CP01 0.49 
CP02 0.13 

 
จากผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 4.3 พบวา Streptomyces sp. สายพันธุ CP01 

สามารถผลิตอินูลิเนสไดสูงสุด และเม่ือทําการทดสอบซ้ําหลายคร้ังพบวาประสิทธิภาพในการ
ผลิตอินูลิเนสคอนคงที่ ดังนั้นจึงเลือก Streptomyces sp. สายพันธุ CP01 มาศึกษาในข้ันตอน
ตอไป  

จากการพิสูจนเอกลักษณจากลําดับนิวคลีโอไทดของ 16s rDNA ของ Streptomyces sp. 
สายพันธุ  CP01 เทียบกับขอมูลในฐานขอมูล GenBank (ดวยความอนุเคราะหของรอง
ศาสตราจารย  ดร. อรินทิพย  ธรรมชัยพิ เนต) พบวามีความใกลเคียงกับ Streptomyces 
griseoruber NBRC 12873 99.34% และไดฝากลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ไวกับ 
GenBank ภายใต Accession No. GU458298 

 
4.4 การศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมเบื้องตนในการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01  
 
 ในการทดลองที่ผานมาขางตนทําการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม โดยบมปฏิกิริยาที่ 60 
องศาเซลเซียส pH 6.0 ตามภาวะที่รายงานโดย Sharma และ Gill (2007) ภาวะดังกลาวอาจจะ
ไมใชภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 ดังนั้นในการ
ทดลองนี้จึงตองศึกษาภาวะที่เหมาะสมเบื้องตน เพื่อนําไปใชในการติดตามแอคติวิตีของ           
อินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 ตอไป   
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4.4.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
   

จากการศึกษาการนํา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส โดยการ
แปรอุณหภูมิที่ใชในการบมปฏิกิริยาตั้งแต 30 – 80 องศาเซลเซียส พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การทํางานของอินูลิเนส คือ 55 องศาเซลเซียส โดยเปนอุณหภูมิที่ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสสูงที่สุด
คือ 0.595 หนวยตอมิลลิลิตร ดังรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 
 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดคือ 0.595 หนวยตอมิลลิลิตร เทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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4.4.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01 

 
  จากการศึกษาการนํา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส โดยการ
แปรคาความเปนกรดดางที่ใชในการทําปฏิกิริยาโดยแปรคาความเปนกรดดางตั้งแต  4.0 – 9.0 ผล
การทดลองพบวาอินูลิเนสสามารถทํางานไดดีที่สุดเม่ือใชโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีคาความ
เปนกรดดางเทากับ 6.0 โดยเปนความเปนกรดดางที่ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสสูงที่สุดคือ 0.699 
หนวยตอมิลลิลิตร ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.2 
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รูปที่ 4.2 ผลของความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01 
   โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร  pH 4.0 – 6.5 
   โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 6.0 – 8.0 
    ทริสบัฟเฟอร   pH 8.0 – 9.0 
 
 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดคือ 0.699 หนวยตอมิลลิลิตร เทากับ 100 เปอรเซ็นต 
 
 ดังนั้นในการทดลองตอไปจะทําการวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส และคาความเปนกรดดางเทากับ 6.0 ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 
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4.5 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. CP01  
 
 การทดลองนี้เพื่อหารูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. CP01 เม่ือเล้ียงในอาหาร
เล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 ติดตามการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
600 นาโนเมตร เพื่อใชเปนขอมูลสําหรับการเตรียมหัวเชื้อเพื่อผลิตอินูลิเนสตอไป ผลการทดลอง
แสดงในรูปที่ 4.3 พบการเจริญของเชื้อในระยะทวีคูณ (log phase) อยูระหวางชั่วโมงที่ 7 ถึง 
ชั่วโมงที่ 19 โดยมีระยะ mid log อยูที่ชั่วโมงที่ 14 มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร เทากับ 1.2 และระยะ late log อยูชั่วโมงที่ 18 มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นา
โนเมตร เทากับ 1.8 หลังจากนั้นเชื้อจะเขาสูระยะ stationary และ dead phase  
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รูปที่ 4.3 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. CP01  
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4.6 ผลของอายุหัวเช้ือตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 
 การทดลองนี้ เพื่อหาอายุของหัวเชื้ อที่ เหมาะสมตอการผลิตอินู ลิเนส โดยเ ล้ียง 
Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 ติดตามการเจริญโดย
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร โดยจะทําการเลือกหัวเชื้อที่ระยะ mid log 
ซึ่งบมเปนเวลา 14 ชั่วโมงและระยะ late log ซึ่งบมเปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นถายหัวเชื้อลงใน 
Czapex , s Dox medium ซึ่งมีอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน บมเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง ที่ 30 องศาเซลเซียส ผลการทดลองในตารางที่ 4.4 พบวา
อายุของหัวเชื้อที่ระยะ late log ซึ่งบมเปนเวลา 18 ชั่วโมง มีแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 0.92 
หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งสูงกวาระยะ mid log ที่มีแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 0.43 หนวยตอ
มิลลิลิตร  
 
ตารางที่ 4.4 แสดงผลของอายุของหัวเชื้อตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 

อายุของหัวเชื้อ แอคติวิตีของเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร) 
Mid log 0.43 
Late log 0.92 

 
ดังนั้นในการทดลองตอๆไปจะใชหัวเชื้อที่ชวงอายุ late log  
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4.7 ผลของระยะเวลาบมเช้ือตอการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces sp. CP01 
 
  การทดลองนี้ใชอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอนในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium จากนั้นแปรระยะเวลาบมเชื้อที่ 8, 12, 16, 
20, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง ผลการทดลองในรูปที่ 4.4 พบวา Streptomyces sp. CP01 ให   
แอคติวิตีของอินูลิเนสสูงสุดประมาณ 0.91 หนวยตอมิลลิลิตร เม่ือบมเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
ดังนั้นในการศึกษาตอไปจึงเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมในการเล้ียงเชื้อเทากับ 24 ชั่วโมง และใช
อินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.4  ผลของระยะเวลาที่เล้ียงเชื้อตอการผลิตอินูลิเนสเม่ือใชอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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4.8 ผลของความเขมขนของหัวเช้ือตอการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces sp. CP01 
 
 จากการแปรความเขมขนของหัวเชื้อที่มีอายุในชวง late log โดยใชอินนูลินสกัด 1 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium 
บมเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง ผลการทดลองในรูปที่ 4.5 พบวาหัวเชื้อที่ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสสูงสุดประมาณ 0.9 หนวยตอมิลลิลิตร  
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รูปที่ 4.5  ผลของความเขมขนของหัวเชื้อตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
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4.9 ผลของแหลงคารบอนในการเลี้ยง Streptomyces sp. CP01 ตอการผลิตอินูลิเนส 
  
 4.9.1 ชนิดของแหลงคารบอนตอการผลิตอินูลิเนส 

 
จากการแปรชนิดของแหลงคารบอนเพื่อการผลิตอินูลิเนสไดแก สารสกัดอินนูลิน 

อินนูลินบริสุทธิ์จากรากของชีคโครี แมนนิทอล กลูโคส ซูโครส ฟรักโทส มอลโทส ที่ความเขมขน 1 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ผลการทดลองดังรูป 4.6 พบวาสารสกัดอินนูลิน ใหแอคติวิตี
ของอินูลิเนสสูงที่สุดประมาณ 0.9 หนวยตอมิลลิลิตรในการทดลองตอไปจะเลือกใชสารสกัดอินนู
ลินเปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.6 ผลของแหลงคารบอนที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ตอการผลิต      
อินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
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4.9.2 ความเขมขนของสารสกัดอินนูลินที่เหมาะสมตอการผลิตอินูลิเนส 
 

  จากการแปรความเขมขนของสารสกัดอินนูลินที่ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) พบวาที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ให  
แอคติวิตีของอินูลิเนสสูงที่สุดประมาณ 0.9 หนวยตอมิลลิลิตร ดังรูป 4.7 
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รูปที่ 4.7 ผลของความเขมขนของอินนูลินสกัดตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 
 
4.10 ผลของแหลงไนโตรเจนในการเลี้ยง Streptomyces sp. CP01 ตอการผลิตอินูลิเนส 
 

4.10.1 ชนิดของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตอินูลิเนส 
 

  จากการเล้ียง Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium เม่ือใชอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และแปรชนิด
ของ แหลงอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนเพื่อการผลิตอินูลิเนสไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต 
แอมโมเนียมคลอไรด ไดแอมโมเนียมฟอสเฟต แอมโมเนียมไนเตรต โซเดียมไนเทรต แมนนิทอล 
สารสกัดจากยีสต สารสกัดจากเนื้อ และแบคโทเพบโทน ที่ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) พบวาเม่ือใชแบคโทเพบโทน เปนแหลงไนโตรเจนจะใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุด
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เทากับ 0.98 หนวยตอมิลลิลิตร ลําดับตอมาคือ โซเดียมไนเทรต และสารสกัดจากยีสต ดังรูปที่ 4.8 
ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงเลือกแบคโททริปโทน โซเดียมไนเตรต และสารสกัดจากยีสต มา
ศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมตอการเปนแหลงของไนโตรเจนตอไป 
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รูปที่ 4.8 ผลของอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนที่ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 

4.10.2 ความเขมขนของแบคโททริปโทน โซเดียมไนเตรต และสารสกัดจากยีสต ที่
เหมาะสมตอการผลิตอินูลิเนส 
 
  จากการเล้ียง Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium เม่ือใชอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และแบคโท  
ทริปโทน สารสกัดจากยีสต และโซเดียมไนเตรต เปนแหลงไนโตรเจน โดยแปรความเขมขนที่ 0.1, 
0.3, 0.5, 0.7, 0.9 และ 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ดังรูป 4.9 - 4.11 พบวาที่ความ
เขมขน 0.7 เปอรเซ็นตของแบคโททริปโทน (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสสูงที่สุด
ประมาณ 1.30 หนวยตอมิลลิลิตร สารสกัดจากยีสตที่ความเขมขน 0.9 เปอรเซ็นต(น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสเทากับ 1.20 หนวยตอมิลลิลิตร และโซเดียมไนเตรตที่ความ
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เขมขนตั้งแต 0.3-1.0 เปอรเซ็นต(น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสประมาณ 1.0 
หนวยตอมิลลิลิตร ดังนั้นจึงเลือกใชแบคโททริปโทน เปนแหลงของไนโตรเจนตอไป 
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รูปที่ 4.9  ผลของความเขมขนของแบคโททริปโทนตอการผลิตอินูลิเนส จาก Streptomyces sp. 
CP01 
 
 

(เปอรเซ็นต) 
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รูปที่ 4.10  ผลของความเขมขนของสารสกัดจากยีสตตอการผลิตอินูลิเนส จาก Streptomyces 
sp. CP01 
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รูปที่ 4.11 ผลของความเขมขนของโซเดียมไนเตรตตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01 
 
 

(เปอรเซ็นต) 

(เปอรเซ็นต) 
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 4.11 ผลของแหลงเกลือแรในการเลี้ยง Streptomyces sp ตอการผลิตอินูลิเนส 
 
 4.11.1 ผลของ Mg2+ ตอการผลิตอินูลิเนส 
 

จากการเล้ียง Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium เม่ือใชอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน แบคโท      
ทริปโทน  0.7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน และ Fe2+ 0.001 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงของเกลือแร ทําการแปรความเขนขนของแหลงแร Mg2+ โดยนํามา
แปรความเขมขนที่ 0.020, 0.025, 0.050, 0.075 และ 0.10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
พบวา Mg2+  ที่ความเขนขน 0.025 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 
1.37 หนวยตอมิลลิลิตร ผลการทดลองดังรูป 4.12  
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รูปที่ 4.12 ผลของความเขมขนของ Mg2+ ตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 
 
 
 
 

Mg2+ (เปอรเซ็นต) 
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 4.11.2 ผลของ Fe2+ ตอการผลิตอินูลิเนส 
 

จากการเล้ียง Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium เม่ือใช อินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน แบคโท      
ทริปโทน  0.7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน และ Mg2+ 0.025 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงของเกลือแร ทําการแปรความเขนขนของ Fe2+ โดยนํามาแปร
ความเขมขนที่ 0.00025, 0.0005,0.00075, 0.0010, 0.0015 และ 0.002 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) พบวา Fe2+  ที่ความเขนขน 0.0010 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)ใหแอคติวิตีสูงสุด
เทากับ 1.37 หนวยตอมิลลิลิตร ผลการทดลองดังรูป 4.13 
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รูปที่ 4.13 ผลของความเขมขนของ Fe2+ ตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 
 
 
 
 
 
 

Fe2+ (เปอรเซ็นต) 

55 



68 
 

4.12 ผลของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 
 จากการแปรความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium ที่มี
อินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนและแบคโทเพบโทน 0.7 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน โดยแปรคาความเปนกรดดางที่ 4.0 – 11.0 
และบมเชื้อเปนเวลา 1 วัน พบวาอาหารเล้ียงเชื้อที่มีอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอนและแบคโททริปโทน 0.7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอค    
ติวิตีสูงที่สุดประมาณ 1.54 หนวยตอมิลลิลิตร ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 8 ดังผลการทดลอง
ในรูปที่ 4.14 ดังนั้นจึงเลือกคาความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเชื้อเทากับ 8 มาใชใน
การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการบมเพื่อผลิตอินูลิเนสตอไป 
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รูปที่ 4.14 ผลของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเชื้อเม่ือใชอินนูลินสกัดเปนแหลง
คารบอน 
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4.13 ผลของอุณหภูมิท่ีใชในการเลี้ยงเช้ือ 
 
 จากการเล้ียงเชื้อ Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium ที่มีอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนและแบคโท       
ทริปโทน 0.7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน โดยปรับคาความเปนกรดดาง
เทากับ 8 และแปรอุณหภูมิที่ใชในการเล้ียงเชื้อที่ 25, 28, 30, 40 และ 45 องสาเซลเซียส บมเชื้อ
เปนเวลา 1 วัน พบวาใหแอคติวิตีสูงสุดประมาณ 1.60 หนวยตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิในการเล้ียง
เชื้อเทากับ 28 องศาเซลเซียส ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.15 ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
เล้ียงเชื้อคือ 28 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.15 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเล้ียงเชื้อเม่ือมีอินนูลินสกัดเปนแหลงคารบอน แบคโท       
เพบโทนเปนแหลงไนโตรเจน และปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเทากับ 8  
 

จากการทดลองข้ันตนไดสรุปเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสโดย 
Streptomyces sp. CP01 ตั้งแตระดับการคัดกรองรวมถึงในแตละข้ันตอนของการแปร
องคประกอบอาหารเล้ียงเชื้อและภาวะเหมาะสมในการเล้ียงเชื้อดังแสดงในตารางที่ 4.5 พบวา
ภายใตภาวะเหมาะสม เชื้อนี้สามารถผลิตอินูลิเนสไดเพิ่มข้ึนมากกวา 3 เทา เม่ือเทียบกับข้ันตอน
แรกในชวงคัดกรองเชื้อ 
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ตารางที่ 4.5 สรุปความสามารถในการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 ในแตละข้ันตอนของการหาภาวะเหมาะสม  
 

ข้ันตอน แหลงคารบอน แหลง
ไนโตรเจน แหลงเกลือแร 

ภาวะบมเช้ือ แอคติวิต ี
 (หนวยตอมิลิ

ลิตร) 
อุณหภูม ิ

(องศาเซลเซียส) 
คาความเปนกรด

ดาง 
ระยะเวลา 

(วัน) 
1. การคัดเลือก
เบื้องตน 

1% อินนูลินสกัด
จากรากแกนตะวัน 

0.3% โซเดียม 
ไนเตรท 

0.05% Mg2+ และ 
0.001% Fe2+ 30 7 3 0.49 

2. แหลงคารบอน
และไนโตรเจนที่
เหมาะสม 

1% อินนูลินสกัด
จากรากแกนตะวัน 

0.7% แบคโท 
ทริปโทน 

0.05% Mg2+ และ 
0.001% Fe2 30 7 1 1.30 

3. ความเขมขนที่
เหมาะสมของ 
อิออนโลหะ 

1% อินนูลินสกัด
จากรากแกนตะวัน 

0.7% แบคโท 
ทริปโทน 

0.025% Mg2+ 
และ 0.001% Fe2 30 7 1 1.37 

4. pH เล้ียงเชื้อที่
เหมาะสม 

1% อินนูลินสกัด
จากรากแกนตะวัน 

0.7% แบคโท 
ทริปโทน 

0.025% Mg2+ 
และ 0.001% Fe2 30 8 1 1.54 

5. อุณหภูมิเล้ียง
เชื้อที่เหมาะสม 

1% อินนูลินสกัด
จากรากแกนตะวัน 

0.7% แบคโท 
ทริปโทน 

0.025% Mg2+ 
และ 0.001% Fe2 28 8 1 1.60 

 
หมายเหตุ : ข้ันตอนที่ 1       วิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมที่ pH 6.0, 60 องศาเซลเซียส 
    : ข้ันตอนที่ 2-5    วิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมที่ pH 6.0, 55 องศาเซลเซียส  
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ดังนั้นจากงานวิจัยนี้พบวาสูตรอาหารเล้ียงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตอินูลิเนสโดย 
Streptomyces sp. CP01 คือ 
 
  อินนูลินสกัดจากรากแกนตะวัน    1.0 เปอรเซ็นต 
  Bacto tryptone      0.7 เปอรเซ็นต 
  K2HPO4      0.1 เปอรเซ็นต 
  KCl       0.05 เปอรเซ็นต 
  MgSO4.7H2O      0.025 เปอรเซ็นต 
  FeSO4.7H2O      0.001 เปอรเซ็นต 
 
  มีความเปนกรดดางเทากับ 8.0 ภาวะที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อคือ บมที่ 200 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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4.14 การศึกษาความเสถียรของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 ตอความเปนกรด
ดางและอุณหภูมิ 
 

4.14.1 ผลของความเสถียรของอินูลิเนสตอคาความเปนกรดดาง 
 
  นําอินูลิเนสมาบมในบัฟเฟอรชนิดตางๆที่มีความเปนกรดดางในชวง 4.0 – 9.0 ที่
อุณหภูมิ 4 องสาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือภายใตสภาวะที่
เหมาะสม พบวา เอนไซมมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวงกวางคือ ตั้งแต 6.0 – 9.0 
และยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูประมาณ 94 – 98 เปอรเซ็นต แตที่คาความเปนกรดดางต่ํากวา 6.0 
ลงมาเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีจนเหลือ 71 เปอรเซ็นต ที่คาความเปนกรดดาง 4.0 ดังรูปที่ 4.16 
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รูปที่ 4.16 ความเสถียรของอินูลิเนสตอความเปนกรดดาง 
 
   โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร  pH 4.0 – 6.5 
   โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 6.0 – 8.0 
    ทริสบัฟเฟอร   pH 8.0 – 9.0 
  
กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมคือ 1.60 หนวยตอมิลลิลิตรเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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 4.14.2 ผลของความเสถียรของอินูลิเนสตออุณหภูมิ 
 
  นําอินูลิเนสมาบมที่อุณหภูมิตางๆโดยแปรอุณหภูมิในชวง 30 – 80 องศา
เซลเซียส บมนาน 30 นาที จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือภายใตสภาวะที่เหมาะสมผลการ
ทดลองแสดงดังรูปที่ 4.17 พบวาอินูลิเนสมีความเสถียรตออุณหภูมิไดสูงถึงประมาณ 55 องศา
เซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึง 83 เปอรเซ็นต และเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตี
อยางรวดเร็ว จนถึงที่ 60 องศาเซลเซียส เอนไซมจะเหลือแอคติวิตีอยูประมาณ 4.6 เปอรเซ็นต 
และสูยเสียแอคติวิตีอยางสมบูรณที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเปนตนไป 
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รูปที่ 4.17 ความเสถียรของอินูลิเนสตออุณหภูมิ 
 
 กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมคือ 1.60 หนวยตอมิลลิลิตร เทากับ 100 
เปอรเซ็นต 
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ผลการศึกษาสมบัติของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 ไดสรุปดังแสดงในตารางที่ 4.6 
 
ตารางที่ 4.6 สมบัติของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 

สมบัติของเอนไซม สมบัติของอินูลิเนส 
จาก Streptomyces sp. CP01 

1. อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน 55 องศาเซลเซียส 
2. ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ

ทํางาน 
6.0 

3. ความเสถียรตออุณหภูมิ สูงถึง 55 องศาเซลเซียส, 30 นาท ี
4. ความเสถียรตอความเปนกรดดาง 6.0-9.0 
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บทท่ี 5  
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 เนื่องจากอินูลิเนสเปนเอนไซมที่จัดวามีบทบาทสําคัญในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลาย
อินนูลินไปเปนน้ําเชื่อมฟรักโทสเขมขนสูงและอินนูโลโอลิโกแซคคารไรดซึ่งเปนผลิตภัณฑที่มี
ประโยชนในอุตสาหกรรมอาหาร อาหารสุขภาพ รวมถึงอุตสาหกรรมการหมักเอทานอล และจาก
ขอมูลที่กลาวมาแลวในบทนําวาจุลินทรียหลายชนิดผลิตอินูลิเนสได โดยเฉพาะยีสตซึ่งใหผลผลิต
เอนไซมคอนขางสูงกวาราและแบคทีเรีย เชน C. aureus G7a ผลิตอินูลิเนสได 85 หนวยตอ
มิลลิลิตร (Sheng และคณะ, 2007) และ K. marxianus YS-1 ผลิตได 55.4 หนวยตอมิลลิลิตร 
(Singh และคณะ, 2007) แตพบวาเอนไซมเหลานี้ทํางานไดดีที่คาความเปนกรดดางอยูในชวงเปน
กรด คือ 4.5 – 5.0 งานวิจัยนี้จึงไดหาจุลินทรียที่ผลิตอินูลิเนสที่ทํางานไดดีในชวงคาความเปนกรด
ดางคอนขางเปนกลาง สําหรับ Streptomyces เปนจุลินทรียที่พบในแหลงดินทั่วไปและสวนใหญ
เจริญไดดีในชวงคาความเปนกรดดางเปนกลางและบางสายพันธุเจริญไดดีในภาวะคอนขางเปน
ดาง และเนื่องจากปจจุบันยังมีรายงานเกี่ยวกับการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces นอยมาก 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงไดศึกษาอินูลิเนสจาก Streptomyces โดยทําการแยก Streptomyces จาก
แหลงดินที่ปลูกพืชที่มีหัวใตดิน ทั้งนี้เพราะอินนูลินเปนพอลิแซคคารไรดที่พบอยูในรากและหัวที่อยู
ใตดินของพืช จากนั้นนําเชื้อที่แยกไดมาคัดกรองหาสายพันธุที่ผลิตอินูลิเนสโดยคาดวานาจะพบ
สายพันธุที่สรางอินูลิเนสไดดีและทํางานไดในชวงคาความเปนกรดดางเปนกลาง งานวิจัยนี้
สามารถแยก Streptomyces sp. CP01 ไดจากดินบริเวณที่มีการปลูกแกนตะวัน จากจังหวัด
ชัยภูมิ พบวาเปนสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในการผลิตอินูลิเนสสูงกวาสายพันธุอ่ืนๆโดยให        
แอคติวิตีในข้ันตอนการคัดกรองเทากับ 0.49 หนวยตอมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงที่คาความเปนกรดดาง
ของอาหารเล้ียงเชื้อเทากับ 7.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งพบวาคาที่ไดไมแตกตางมากนัก
เม่ือเปรียบเทียบกับ Streptomyces sp. GNDU1 ที่ใหแอคติวิตีเทากับ 0.552 หนวยตอมิลลิลิตร 
เม่ือเล้ียงในอาหารที่คาความเปนกรดดางเทากับ 7.5 อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส (Gill และคณะ, 
2006) และ Streptomyces sp. ที่ใหแอคติวิตีเทากับ 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงที่คาความ
เปนกรดดางเทากับ 5.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Sharma และคณะ, 2006)  

การผลิตอินูลิเนสจากจุลินทรียตางๆที่มีผูรายงานไว พบวาสามารถใชอินนูลินสกัดจากพืช
ไดหลากหลายชนิดเปนแหลงคารบอน ไดแก อินนูลินสกัดจากหนอไมฝร่ัง (Singh และ Bhermi, 
2008) รากตนรักเร (Singh และ คณะ, 2007) กระเทียมผง (Sharma และคณะ, 2007) 
Dandelion roots , Dandelion leaves, หัวหอม, กระเทียม และหัวของชีคโครี (Kango, 2008) หัว
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ของแกนตะวัน (Wei และคณะ, 1998) เปนตน จากการศึกษาชนิดของแหลงคารบอนในการ
ผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 พบวาสามารถใชอินนูลินสกัดจากหัวของแกนตะวัน
เปนแหลงคารบอนไดดีที่สุด โดยใหแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 0.9 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่ง
สอดคลองกับ Kluyveromyces    Y-85 เม่ือใชอินนูลินสกัดจากหัวของแกนตะวันเปนแหลง
คารบอนจะใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงที่สุดเชนเดียวกัน (Wei และคณะ, 1998b) แกนตะวันเปน
พืชลมลุกที่ปลูกงายมีอินนูลินสะสมอยูในหัวใตดินสูงถึง 14-19 เปอรเซ็นต จึงจัดเปนแหลงอินนู   
ลินราคาถูกที่หาไดงายและเหมาะสมสําหรับการผลิตอินูลิเนสระดับขยายสวน 

จากการศึกษาผลของความเขมขนของอินนูลินสกัดต อการผลิตอินู ลิ เนสจาก 
Streptomyces sp. CP01 พบวาอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium ที่มีอินนูลินสกัดจาก
แกนตะวัน 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน ใหผลผลิตสูงสุด ซึ่งคลายกับ
การผลิตอินูลิเนสจาก Aspergillus fumigatus (Gill และคณะ, 2006) Streptomyces sp. 
GNDU1 (Gill และคณะ, 2003) และ Streptomyces sp. (Sharma และคณะ, 2006) ที่ให        
แอคติวิตีสูงสุดเม่ือใช 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนเชนกัน แตยังมีอีก
หลายรายงานที่พบวามีเชื้ออีกหลายชนิดที่ตองการอินนูลินที่ความเขมขนคอนขางสูง เชน           
K. marxianus YS-1 ใชอินนูลินสกัดจาก Asparagus racemosus 3.5 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (Singh และ Bhermi, 2008) Kluyveromyces marxianus YS-1 ใช
อินนูลินสกัดจากรากของ Dahlia 2.0 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (Singh 
และ คณะ, 2007) และ Aspergillus niger NK-126 ใชอินนูลินสกัดจาก Dandelion 4.0 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (Kango, 2008) จากรายงานขางตนพบวา 
Streptomyces sp. CP01 ใชความเขมขนของอินนูลินสกัดในปริมาณที่คอนขางต่ําเม่ือเปรียบกับ
รายงานอ่ืนๆ จึงนาจะเปนการประหยัดตนทุนการผลิตในแงการใชแหลงคารบอน 

จากการศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces sp. 
CP01 ในการทดสอบเบื้องตนพบวามีแหลงของไนโตรเจนทั้งอินทรียและอนินทรียที่ใหแอคติวิตีสูง
ใกลเคียงกัน ไดแก แบคโททริปโทน สารสกัดจากยีสต และโซเดียมไนเทรต ดังนั้นจึงเลือกแหลง
ไนโตรเจนทั้ง 3 นี้มาศึกษาผลของความเขมขนตอการผลิตเอนไซมและพบวา 0.7 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) แบคโททริปโทน เปนแหลงของไนโตรเจนที่ดีที่สุด โดยใหแอคติวิตีสูงถึง 1.30 
หนวยตอมิลลิลิตร รองลงมา คือ 0.9 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) สารสกัดจากยีสตโดยให   
แอคติวิตีประมาณ 1.20 หนวยตอมิลลิลิตร ขณะทีโ่ซเดียมไนเทรต ที่ความเขมขนตั้งแต 0.3 – 1.0 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีคอนขางใกลเคียงกัน คือประมาณ 1.0 หนวยตอ
มิลลิลิตร แตเนื่องจากแหลงไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียมีราคาคอนขางแพงซึ่งถามีการเล้ียงเชื้อ
เพื่อผลิตเอนไซมในระดับอุตสาหกรรมจําเปนตองใชปริมาณมาก ซึ่งจะทําใหมีคาใชจายสูง 
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ดังนั้นอนินทรียไนโตรเจนหรือในที่นี้ คือ โซเดียมไนเทรต จึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นาจะนํามาใช
ทดแทนไดแมจะใหผลผลิตอินูลิเนสต่ํากวาแบคโททริปโทเล็กนอย เนื่องจากอนินทรียไนโตรเจน
สวนใหญมีราคาถูก สวนการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces สายพันธุอ่ืนๆก็มีรายงานวา 
Streptomyces sp. GNDU1 (Gill และคณะ, 2003) และ Streptomyces sp. (Sharma และคณะ
, 2007) ใช 0.3 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โซเดียมไนเทรตเปนแหลงของไนโตรเจนเชนกัน 
โดยใหแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 0.552 และ 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งพบวา
เอนไซมที่ผลิตไดมีคาแอคติวิตีต่ํากวาที่ไดจาก Streptomyces sp. CP01 สวนจุลินทรียชนิดอ่ืนๆมี
รายงานวาใชสารสกัดจากยีสตและสารสกัดจากเนื้อซึ่งเปนอินทรียไนโตรเจนเปนแหลงไนโตรเจน 
เชน A. ficuum JNSP5-06 ใชสารสกัดจากยีสตที่ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงไนโตรเจน โดยใหแอคติวิตีเทากับ 21.54 หนวยตอมิลลิลิตร (Jing และคณะ, 2003)    
K. marxianus YS-1 ใชสารสกัดจากเนื้อที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน
แหลงไนโตรเจน โดยใหแอคติวิตีเทากับ 40.5 หนวยตอมิลลิลิตร (Singh และ คณะ, 2006)       
C. aureus G7a ใชสารสกัดจากยีสตที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน
แหลงไนโตรเจน (Sheng และคณะ, 2007) ซึ่งการใชแหลงอินทรียไนโตรเจนจะทําใหตนทุนการ
ผลิตเอนไซมสูง 

การศึกษาผลของอิออนโลหะตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 พบวา
MgSO47H2O และ FeSO4.7H2O ชวยเพิ่มผลผลิตเอนไซมโดย MgSO4.7H2O ที่ความเขมขน 
0.025 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุด 1.37 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่ง
สอดคลองกับอินูลิเนสที่ผลิตไดจาก A. ficuum ที่ตองการ Mg2+ ในการเพิ่มผลผลิตเอนไซม (Jing 
และคณะ, 2003) แตในทางตรงขาม Mg2+ ที่ความเขมขน 1.0 mM มีผลยับยั้งการผลิต             
อินูลิเนสจาก C. aureus G7a และ P. guilliermondii strain 1 (Sheng และคณะ, 2008a; Gong 
และคณะ, 2008) สําหรับ FeSO4.7H2O พบวาที่ความเขมขน 0.001 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดเทากับ 1.37 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งสอดคลองกับอินูลิเนสที่
ผลิตไดจาก K. marxianus ที่พบวา Fe2+ ชวยเพิ่มการผลิตอินูลิเนส (Rouwenhorst และคณะ, 
1999; Singh และคณะ, 2007) ในขณะที่ Fe2+ จะยับยั้งการผลิตอินูลิเนสของ A. ficuum JNSP5-
06 (Chen และคณะ, 2009) 

จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเล้ียง Streptomyces sp. CP01 ตอการผลิต      
อินูลิเนส พบวาความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเชื้อที่เหมาะสม คือ 8.0 ซึ่งใกลเคียงกับ 
Streptomyces sp. GNDU1 ที่สามารถเจริญไดดีในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีคาความเปนกรดดาง
เทากับ 7.5 (Gill และคณะ, 2003) ซึ่งจัดวาดีกวา A. ficuum JNSP5-06, A. fumigatus และ     
K. marxianus YS-1 ที่เจริญไดดีในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีคาความเปนกรดดางคอนขางเปนกรด 
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(Jing และคณะ, 2003; Gill และคณะ, 2006; Singh และ Bhermi, 2008) ทั้งนี้เพราะจุลินทรียที่
เจริญในภาวะคาความเปนกรดดางเปนกรดจะทําใหตองเสียคาใชจายในการสรางถังหมักที่ทนตอ
กรด Streptomyces sp. CP01 มีอุณหภูมิเหมาะสมในการผลิตเอนไซม คือ 28 องศาเซลเซียส 
ขณะที่ Streptomyces sp. GNDU1 และ Streptomyces sp มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเล้ียง
เพื่อผลิตเอนไซมเทากับ 46 และ 37 องศาเซลเซียส ตามลําดับ (Gill และคณะ, 2003; Sharma 
และคณะ, 2007) ดังนั้น Streptomyces sp. CP01 จึงจัดเปนเชื้อที่ผลิตอินูลิเนสที่ดีที่สุดเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุม Streptomyces ดวยกันโดยใหผลผลิตสูงกวาและสามารถเล้ียงเชื้อไดที่
อุณหภูมิใกลเคียงอุณหภูมิหองทําใหไมตองเสียคาใชจายในการใหความรอนเพื่อควบคุมอุณหภูมิ
ขณะเล้ียงเชื้อ เม่ือศึกษาระยะเวลาในการบมเชื้อเพื่อผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
พบวาใหแอคติวิตีดีที่สุดเม่ือเล้ียงเปนระยะเวลา 1 วัน ซึ่งคลายกับ Streptomyces sp. GNDU1 
(Gill และคณะ, 2003) และ Streptomyces sp. (Sharma และคณะ, 2007) ซึ่งเปนระยะเวลาที่
ส้ันเม่ือเปรียบเทียบกับ A. fumigatus และ K. marxianus var. bulgaricus ที่ใชเวลาในการบม 3 
วัน (Gill และคณะ, 2006; Paula และคณะ, 2008) สวน A. ficuum JNSP5-06 ใชเวลาในการบม 
5 วัน (Jing และคณะ, 2003) 

การศึกษาสมบัติเบื้องตนของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 พบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการทํางาน คือ 55 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากันกับอินูลิเนสจาก K. fragilis (Pandey 
และคณะ, 1999), K. marxianus (Rouwenhost และคณะ, 1999) และ K. marxianus var. 
bulgaricus (Kushi และคณะ, 2000) นอกจากนี้ยังพบวาอินูลิเนสจากจุลินทรียชนิดอ่ืนๆมี
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานแตกตางกันโดยอยูในชวง 40 – 60 องศาเซลเซียส ดังแสดงใน
ตารางที่ 5.1 สวนผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01 พบวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 6.0 ซึ่งจัดวาเปน
ภาวะที่ไมรุนแรงนักซึ่งเทากันกับอินูลิเนสจาก A. fumigatus (Gill และคณะ, 2006) และ 
Streptomyces sp. (Sharma  และคณะ, 2006) นอกจากนี้ยังพบวาอินูลิเนสจากจุลินทรียชนิด
อ่ืนๆมีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานคอนขางเปนกรดดังตารางที่ 5.1 
 อินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 55 องศา
เซลเซียส แตก็ยังต่ํากวาอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. ที่รายงานโดย Sharma และคณะ 
(2006) และ  Streptomyces sp. GNDU1 (Gill และคณะ, 2003) ซึ่งเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 70 
และ 80 องศาเซลเซียสตามลําดับแตก็จัดวาสูงกวาอินูลิเนสจากจุลินทรียอ่ืนๆอีกหลายชนิด ดัง
แสดงในตารางที่ 5.1 สวนความเสถียรตอคาความเปนกรดดางพบวามีความเสถียรตอคาความ
เปนกรดดางในชวงที่กวางกวาอินู ลิ เนสจากจุ ลินทรีย อ่ืนๆ ดังนั้นจึงจัดวาอินู ลิ เนสจาก 
Streptomyces sp. CP01 นาจะมีประโยชนทางอุตสาหกรรมตอไป  
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ตารางที่ 5.1 สมบัติของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 เปรียบเทียบกับจุลินทรียอ่ืน  ๆ
 

สายพันธุของ
จุลินทรีย 

คาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสม 

ความเสถียร
ตอความเปน

กรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) ความเสถียรตออุณหภูมิ แอคติวิตี 

       (หนวยตอมิลิลิตร) เอกสารอางอิง 

Streptomyces sp. 
CP01 

6.0 5.0-9.0 55 55 องศาเซลเซียส, 30 นาที      1.60 งานวิจัยนี ้

Aspergillus 
fumigatus 6.0 4.0 – 7.0 60 40 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 2 ชั่วโมง     - Gill และคณะ, 2006 

Cryptococcus 
aureus G7a 5 4.5 - 6.5 50 60 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 2 ชั่วโมง      85.0 Sheng และคณะ, 
2008a 

Kluyveromyces 
fragilis 

4.75 4.5 – 6.0 55 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง     - Pandey และคณะ, 

1999 
Kluyveromyces 
marxianus 

4.4 4.5 – 6.0  55 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง     - Rouwenhost และ

คณะ, 1999 
Kluyveromyces 
marxianus var. 
bulgaricus 

4.75 4.5 – 6.0 55 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง      107.0 

Kushi และคณะ, 
2000 
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ตารางที่ 5.1 (ตอ) 
 

สายพันธุของ
จุลินทรีย 

คาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสม 

ความเสถียร
ตอความ

เปนกรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) ความเสถียรตออุณหภูมิ แอคติวิตี 

(หนวยตอมิลิลิตร) เอกสารอางอิง 

Kluyveromyces 
sp.Y-85 

5.5 - 50 -      59.5 Wei และคณะ, 
1998 

Kluyveromyces 
marxianus YS-1 5.5 4.5 – 6.5 50 50 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 3 ชั่วโมง 55.4 Singh และคณะ, 
2008 

Streptomyces sp. 6.0 - 60 70 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3 ชั่วโมง 0.524 Sharma และคณะ, 

2006 
Streptomyces sp. 
GNDU1 5.5 - 60 80 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 3 ชั่วโมง 0.552 Gill และคณะ, 2006 

Streptomyces 
grisenus 

7.0 6.0 – 9.0 40 60 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง - Tohamy, 2006 

 
หมายเหตุ : - หมายถึง ยังไมระบ ุ
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รายการอางอิง 
 
ภาษาไทย  
 
ฉวีวรรณ ปนคํา. 2550. การจัดกลุม Streptomyces spp. ที่แยกไดจากดินในอําเภอเวียงสา 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเล้ียงเชื้อ 
 

1. Luria-Bertani broth, Lysogeny broth (LB)  
   

แบคโททริปโทน (Bacto tryptone)   5 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast Extract)   5 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     5 กรัม 
 น้ํากล่ัน (Distilled water)                 1000     มิลลิลิตร 

   
ปรับความเปนกรดดางเทากับ 7.0 สําหรับ อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 

2. อาหารแข็งแมนนิทอล (Manitol Soybean Agar medium, MS medium) 
   
  แมนนิทอล      20 กรัม 

ถั่วเขียวบด (Mung bean)    20 กรัม 
  วุนผง (Agar)      18 กรัม 
  น้ํากล่ัน (Distilled water)    500 มิลลิลิตร 
  น้ําประปา (Tap water)     500  มิลลิลิตร 
   

ปรับความเปนกรดดางเทากับ 7.0 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  

 
3. อาหารแข็งขาวโอต (Oatmeal Agar) 

 
  Oatmeal      60 กรัม 
  วุนผง (Agar)      12.5 กรัม 
   น้ํากล่ัน (Distilled water)    1000 มิลลิลิตร 
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ปรับความเปนกรดดางเทากับ 7.0 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 
 4. อาหารเล้ียงเชื้อสําหรับการผลิตอินูลิเนส (Basal medium)(Sharma และ Gill, 2007) 

 
โซเดียมไนเตรท (NaNO3)               0.3 เปอรเซ็นต 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)       0.1 เปอรเซ็นต 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)         0.05 เปอรเซ็นต 
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)          0.05 เปอรเซ็นต 
เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)                                 0.001 เปอรเซ็นต 
สารสกัดอินนูลิน (Inulin extract)                             1.0 เปอรเซ็นต 
วุนผง*(Agar)           1.5 เปอรเซ็นต 
 
*หมายเหตุ อาหารเหลวไมตองใส 
อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
  
 5.  สูตรอาหารเล้ียงเชื้อสําหรับผลิตอินูลิเนสซึ่งปรับปรุงแลว 

 
แบคโตทริปโทน (Bacto tryptone)        0.7 เปอรเซ็นต 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)       0.1 เปอรเซ็นต 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)         0.25 เปอรเซ็นต 
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)          0.05 เปอรเซ็นต 
เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)                                 0.001 เปอรเซ็นต 
สารสกัดอินนูลิน (Inulin extract)                             1.0 เปอรเซ็นต 
วุนผง*(Agar)           1.5 เปอรเซ็นต 
*หมายเหตุ อาหารเหลวไมตองใส 
 
ปรับความเปนกรดดางเทากับ 8.0 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
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6. อาหารแข็งฮิวมิกแอซิดวิตามิน (Humic acid vitamin agar) 
 
 กรดฮิวมิก (Humic acid)      1.0 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.5 กรัม 
 วุนผง (Agar)       15 กรัม 
 น้ํากล่ัน (Distilled water)     1000 มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อแบบมาตรฐาน  
 วิตามินบี (B-Vitamins) ประกอบดวย 
  - ไทเอมีน ไฮโดรคลอไรด (Thiamine-HCl)   0.5 มิลลิกรัม 
  - ไรโบฟลาวิน (Riboflavin)    0.5 มิลลิกรัม 
  - ไพริดอกซิน ไฮโดรคลอไรด (Pyridoxin-HCl)  0.5 มิลลิกรัม 
  - แคลเซียม แพนโททะเนต (Calcium pantotanate) 0.5 มิลลิกรัม 
  - อิโนซิทอล (Inositol)     0.5 มิลลิกรัม 
  - กรดอะมิโนเบนโซอิก (-aminobenzoic acid)  0.5 มิลลิกรัม 
  - ไบโอติน (Biotin)     0.25 มิลลิกรัม 
 ไซโคลเฮกซามีด (Cyclohexamide)    50.0 มิลลิกรัม 
 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี
หมายเหต ุ

- ละลายกรดฮิวมิก ในสารละลาย 0.2N NaOH ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทิ้งคางคืนที่
อุณหภูมิหอง 

- วิตามินบี (B-Vitamins) และไซโคลเฮกซามีด (Cyclohexamide) ฆาเชือ้โดยวิธีการกรอง
จากนั้นเติมลงไปในอาหารภายหลังการฆาเชื้อมาตรฐาน 
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7. อาหารแข็งเบนเนต (Bennett agar medium) 
 
 กลูโคส (Glucose)      10 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)    1.0 กรัม 
 เพบโทน (Peptone)      2.0 กรัม 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)     1.0 กรัม 
 ไซโคลเฮกซามีด (Cyclohexamide)    50.0 มิลลิกรัม 
 วุนผง (Agar)       18 กรัม 
 น้ํากล่ัน (Distilled water)     1.0 กรัม 
 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 
1.  สารเคมีสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ 
 

1.1 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (Dinitrosalicylic acid) 
 

  กรดไดไนโตรซาลิไซลิก (Dinitrosalicylic acid)  1 กรัม 
  2 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด (2M NaOH)  20 มิลลิลิตร 
  โปแตสเซียมทารเทรท(C4H4KNaO6.4H2O)  30 กรัม 
  น้ํากล่ัน (Distilled water)    50 มิลลิลิตร 
  ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันเปน 100 มิลลิลิตร 
 

ละลาย 0.16 กรัม โซเดียมไฮดรอกไซด ในน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 0.09 
กรัม ของกรดไดไนโตรชาลิไชลิกและกวนจนกวาจะละลายหมด จากนั้นเติมโปแตสเซียมทารเทรท
(C4H4KNaO6) 2.82 กรัม เติมน้ํากล่ันจนครบ 100 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
 
2. สารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดเบสตางๆ 
 
 เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายโซเดียมแอซเีตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความ
เปนกรดดางตางๆ ไดแก 4.0 4.5 5.0 5.5 และ 6.0 โดยละลายโซเดียมแอซีเตต 1.21 2.91 5.07 
6.94 และ 7.76 กรัม ตามลําดับ ในน้ํากล่ัน 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางตามตองการ
ดวยกรดแอซีติก และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เจือจางสารละลาย
โซเดียมแอซเีตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 0.1 โมลาร 
ดวยน้ํากล่ัน 
 
3. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 
 
 เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปน
กรดดาง 6.0 6.5 และ 7.0 โดยละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.87 4.60 และ 8.55 กรัม 
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และโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 10.42 8.11 และ 4.77 กรัม ตามลําดับ ในน้ํากล่ัน 80 มิลลิลิตร. 
ปรับคาความเปนกรดดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตรดวยขวดวัด
ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร แลวเจือจางสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร 
แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากล่ัน 
 
4. สารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 
 
 เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปนกรดดาง 
8.0 8.5 และ 9.0 โดยละลายทริส-เบส 12.1 กรัม ในน้ํากล่ัน 80 มิลลิลิตร. ปรับคาความเปนกรด
ดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตร แลวเจือจางสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดาง
ใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากล่ัน 
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ภาคผนวก ค 
 

ลําดับนิวคลีโอไทด 
 

ลําดับนิวคลีโอไทดของ 16s rDNA ของ Streptomyces sp.CP01 
 
Length: 1370   
    1  GGGGATTAGT GGCGAACGGG TGAGTAACAC GTGGGCAATC TGCCCTTCAC 
   51  TCTGGGACAA GCCCTGGAAA CGGGGTCTAA TACCGGATAC CACTACCGCA 
  101  GGCATCTGTG GTGGTTGAAA GCTCCGGCGG TGAAGGATGA GCCCGCGGCC 
  151  TATCAGCTTG TTGGTGAGGT AACGGCTCAC CAAGGCGACG ACGGGTAGCC 
  201  GGCCTGAGAG GGCGACCGGC CACACTGGGA CTGAGACACG GCCCAGACTC 
  251  CTACGGGAGG CAGCAGTGGG GAATATTGCA CAATGGGCGA AAGCCTGATG 
  301  CAGCGACGCC GCGTGAGGGA TGACGGCCTT CGGGTTGTAA ACCTCTTTCA 
  351  GCAGGGAAGA AGCGAAAGTG ACGGTACCTG CAGAAGAAGC GCCGGCTAAC 
  401  TACGTGCCAG CAGCCGCGGT AATACGTAGG GCGCAAGCGT TGTCCGGAAT 
  451  TATTGGGCGT AAAGAGCTCG TAGGCGGCTT GTCACGTCGG GTGTGAAAGC 
  501  CCGGGGCTTA ACCCCGGGTC TGCATTCGAT ACGGGCTAGC TAGAGTGTGG 
  551  TAGGGGAGAT CGGAATTCCT GGTGTAGCGG TGAAATGCGC AGATATCAGG 
  601  AGGAACACCG GTGGCGAAGG CGGATCTCTG GGCCATTACT GACGCTGAGG 
  651  AGCGAAAGCG TGGGGAGCGA ACAGGATTAG ATACCCTGGT AGTCCACGCC 
  701  GTAAACGGTG GGAACTAGGT GTTGGCGACA TTCCACGTCG TCGGTGCCGC 
  751  AGCTAACGCA TTAAGTTCCC CGCCTGGGGA GTACGGCCGC AAGGCTAAAA 
  801  CTCAAAGGAA TTGACGGGGG CCCGCACAAG CAGCGGAGCA TGTGGCTTAA 
  851  TTCGACGCAA CGCGAAGAAC CTTACCAAGG CTTGACATAC ACCGGAAACG 
  901  GCCAGAGATG GTCGCCCCCT TGTGGTCGGT GTACAGGTGG TGCATGGCTG 
  951  TCGTCAGCTC GTGTCGTGAG ATGTTGGGTT AAGTCCCGCA ACGAGCGCAA 
 1001  CCCTTGTCCT GTGTTGCCAG CATGCCCTTC GGGGTGATGG GGACTCACAG 
 1051  GAGACCGCCG GGGTCAACTC GGAGGAAGGT GGGGACGACG TCAAGTCATC 
 1101  ATGCCCCTTA TGTCTTGGGC TGCACACGTG CTACAATGGC AGGTACAATG 
 1151  AGCTGCGAAA CCGTGAGGTG GAGCGAATCT CAAAAAGCCT GTCTCAGTTC 
 1201  GGATTGGGGT CTGCAACTCG ACCCCATGAA GTCGGAGTTG CTAGTAATCG 
 1251  CAGATCAGCA TTGCTGCGGT GAATACGTTC CCGGGCCTTG TACACACCGC 
 1301  CCGTCACGTC ACGAAAGTCG GTAACACCCG AAGCCGGTGG CCCAACCCCT 
 1351  TGTGGGAGGG AGCTGTCGAA 
 

หมายเหต ุ
1. คู primer ที่ใช amplify 16s rDNA จาก genomic DNA คือ  

STR1F (5’-TCACGGAGAGTTTGATCCTG-3’) 
STR1530R (5’-AAGGAGATCCAGCCGCA-3’) 

2. คู primer ที่ใชหาลําดับนิวคลีโอไทดจาก PCR product คือ คู primer ในขอ 1 และคู 
primer ที่ใช anneal กลางสาย คือ ATT025 (5’-TTAGATACCCTGGTAGTCCA-3’) 
และ ATT026 (5’-TGGACTACCAGGGTATCTAATC-3’) 
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ภาคผนวก ง 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะหน้ําตาล 
 

1.1 กราฟมาตรฐานอินนูลินความเขมขน 0 – 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร วิเคราะหโดยวิธี 
cysteine carbazole sulfuric acid (Dische และ Borenfreund, 1951) 
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1.2 กราฟมาตรฐานของฟรักโทสความเขมขน 0 – 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร วิเคราะห
โดยวิธี DNS method (Miller และคณะ, 1959) 
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1.3 กราฟมาตรฐานน้ําตาลทั้งหมดของฟรักโทสความเขมขน 0 – 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร วิเคราะหโดยวิธี Phenol Sulfuric Method (Dubois และคณะ, 1956) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวรุงตระการ จันทนพันธ เกิดเม่ือวันที่ 8 เมษายน พ.ศ. 2528 ที่ จังหวัดพิษณุโลก 
ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2549 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุล
ชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2550 
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