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บทท่ี 1  
 

บทนํา 
 
1.1 ประวัติความเปนมา  
 

 ฟรักโทส หรือ ลีวูโลส (levulose) เปนน้ําตาลพื้นฐานจําพวกโมโนแซคคาไรด (Bucke, 
1977) ดังแสดงในรูปที่ 1.1 มีความหวานสูงสุดในกลุมน้ําตาลธรรมชาติ มีสมบัติที่ดีทั้งทางดาน
กายภาพและทางเคมี คือ ไมมีสี ไมมีกล่ิน และมีความดันออสโมติกสูง สามารถเก็บไวที่อุณหภูมิ 
30 – 35 องศาเซลเซียสไดโดยไมเกิดการตกผลึก (Andres, 1987) ฟรักโทสถูกเลือกมาเปนสารให
ความหวานแทนซูโครสจึงเปนประโยชนสําหรับคนอวน ผูปวยโรคกระดูกผุ ผูที่มีการสะสมไขมันที่
หลอดเลือดและผูปวยเบาหวาน ดังนั้นจึงนิยมใชฟรักโทสแทนซูโครสในอุตสาหกรรมอาหาร 
เคร่ืองดื่มและยา (Vandamme และ Derycke, 1983)  

 

 
 

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

ฟรักโทสหรือฟรักแทนสามารถใชเปนวัตถุดิบสําหรับอุตสาหกรรมกระบวนการหมัก 
ตัวอยางเชน การผลิตเอทานอล อะสิโตน-บิวทานอล และ 2,3 บิวทานิโดน (Fuchs, 1992) เอทา
นอลและซอรบิทอล (Duvniak และคณะ, 1991) เปนตน นอกจากนี้ยังใชในการผลิต hydroxy-
methyl furfural และ levulinic acid โดยกระบวนการ catalytic conversion processes (Fuchs, 
1992) และเหมาะกับเปนสารมัธยันตสําหรับการผลิตพอลิเมอร สี น้ํายาทําความสะอาด และยา
ฆาแมลง เปนตน (Gandini, 1990) 

การผลิตฟรักโทสในอุตสาหกรรมอาหาร เดิมใชปฏิกิริยาทางเคมีโดยเปนการเปล่ียน
กลูโคสไปเปนฟรักโทสในภาวะที่เปนดาง (alkaline isomerization) และอุณหภูมิสูง (Speck, 
1958) เรียกปฏิกิริยานี้วา “Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein Transformation” แตวิธีนี ้
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ไมนิยมใชผลิตฟรักโทสในระดับอุตสาหกรรมเพราะปฏิกิริยาดังกลาวไมจําเพาะ อัตราการ
เปล่ียนกลูโคสไปเปนฟรักโทสต่ํา และไดสารประกอบอ่ืนๆที่ไมตองการมากกวา 30 เปอรเซ็นต 
(Shehalata และคณะ, 1996)  

อุตสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทสจากแปง ปจจุบันใชเอนไซมหลายชนิด ไดแก 
แอลฟา-อะไมเลส อะไมโลกลูโคซิเดส และกลูโคสไอโซเมอเรสทํางานรวมกัน ซึ่งไดผลผลิตเปน
น้ําเชื่อมฟรักโทสเขมขนประมาณ 42-45 เปอรเซ็นต นอกจากเอนไซมดังกลาวที่มีบทบาทสําคัญใน
การผลิตฟรักโทสจากกลูโคสที่ไดจากการยอยสลายแปงแลว ปจจุบันยังพบวามีเอนไซมอีกชนิด
หนึ่ง คือ อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเร่ิมไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทสโดยเรง
ปฏิกิริยาการยอยสลายอินนูลิน ซึ่งเอนไซมนี้สามารถยอยสลายอินนูลินโดยเรงปฏิกิริยาเพียง
ข้ันตอนเดียวใหน้ําเชื่อมฟรักโทสที่มีความเขมขนสูงถึง 95 เปอรเซ็นต (Kaur และคณะ, 1992)  

 
1.2 โครงสรางของอินนูลิน 

 
อินนูลินเปนกลุมของพอลิแซคคาไรดที่มีฟรักโทสเปนองคประกอบ ซึ่งเปนสวนหนึ่งของ

กลุมคารโบไฮเดรตที่รูจักกันดีคือ ฟรักแทน พบในพืชหลายชนิด (Hendry, 1987) มีโครงสรางเปน
สายโซตรงที่เชื่อมกันดวยพันธะบีตา-2,1 (-2,1 linkage) โดยมีโมเลกุลของซูโครสเชื่อมอยูที่
ปลายสาย (Vandamme และ Derycke, 1983) ดังแสดงในรูปที่ 1.2 อินนูลินสะสมอยูในหัวหรือ
รากของพืชหลายชนิด เชน หัวของแกนตะวัน (Jerusalem artichoke) หัวของชีคโครี (Chicory) 
รากตนรักเร (dahlia) หัวหอม กระเทียม และอ่ืนๆ (Pandey และคณะ, 1999; Rocha และคณะ, 
2006)  

 

 
 

รูปที่ 1.2 ภาพโครงสรางอินนูลิน (Roubroeks และคณะ, 2001) 

2 
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อินนูลินสามารถยอยไดในลําไสเล็กและสามารถเกิดการหมักโดยแบคทีเรียในลําไสใหญ 
อินนูลินสามารถชักจูงใหเกิดการเปล่ียนแปลงสภาพแวดลอมในลําไสใหญโดยแบคทีเรียชนิด 
Bifido bacteria ซึ่งมีประโยชนตอรางกาย อินนูลินเปนที่รูจักวาเปน Bifidogenic factor สามารถ
ยอยไดและใหพลังงานเปนคร่ึงหนึ่งของคารโบไฮเดรตหรือประมาณ 1-2 กิโลแคลลอร่ีตอกรัม อินนู
ลินชวยกระตุนการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่มีประโยชนในลําไสใหญเรียกวา พรีไบโอติก อินนู
ลินในทองตลาดอยูในรูปแบบอาหารเสริมและ Functional foods  

 
1.3 การยอยสลายอินนูลิน 
 
ในการผลิตฟรักโทสจากการยอยสลายอินนูลินสามารถยอยสลายไดโดยการใชวิธีทางเคมี 

ไดแก การยอยสลายดวยกรด และวิธีทางชีวเคมี ไดแก การยอยสลายดวยเอนไซม  
 

1.3.1 การยอยสลายอินนูลินดวยวิธีทางเคมี 
 
 การยอยสลายอินนูลินดวยวิธีทางเคมี ไดแก การยอยสลายดวยกรด 

เพื่อใหไดฟรักโทสเปนวิธีที่สะดวก รวดเร็ว แตวิธีนี้ไมเปนที่นิยมเนื่องจากเกิดสีเจือปนจากปฏิกิริยา 
และใหผลผลิตอ่ืนๆ ที่ไมตองการ เชน ไดฟรักโทส แอนไฮไดรด (difructose anhydride) ซึ่งสาร
เหลานี้ทําใหผลผลิตที่ไดมีความหวานลดลงจึงเสียคาใชจายในการกําจัดสารเจือปนเหลานี้ 
(Shehalata และคณะ, 1996)  

 
1.3.2 การยอยสลายอินนูลินดวยเอนไซม 
  

การยอยสลายอินนูลินยังสามารถทําไดดวยปฏิกิริยาทางชีวเคมีโดยใช
เอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา ไดแก อินูลิเนส ซึ่งเอนไซมนี้สามารถยอยสลายอินนูลินได อยาง
สมบูรณในข้ันตอนเดียว ทําใหไดผลผลิตฟรักโทส 90 – 95 เปอรเซ็นต (Gupta และคณะ,1994; 
Vranesic และคณะ, 2002) 
  

จุลินทรียหลายชนิดผลิตอินูลิเนสไดแตที่มีการรายงานไวพบวาสวนใหญอยูในกลุมรา และ
ยีสต เชน Aspergillus และ Kluyveromyces (Wei และคณะ, 1999a) ซึ่งเชื้อกลุมนี้เจริญไดดีใน
ภาวะเปนกรด เอนไซมที่ไดจึงทํางานไดดีในภาวะคอนขางเปนกรด Streptomyces เปนจุลินทรียที่
พบไดทั่วไปทั้งในดิน แหลงน้ําจืด และน้ําทะเล สามารถเจริญไดดีในธรรมชาติที่มีภาวะแตกตางกัน

3 
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คอนขางสูง และสรางเอนไซมไดหลากหลายชนิดที่ทํางานไดดีในชวง ความเปนกรดดางที่กวาง 
และยังทนความรอนไดดี เอนไซมที่สรางข้ึนสวนใหญใชเพื่อยอยสารประกอบตางๆในธรรมชาติ 
แลวนํามาเปนแหลงพลังงานและคารบอนในการเจริญ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะนํา 
Streptomyces สายพันธุตางๆ ที่แยกไดจากดินในประเทศไทย รวมทั้งจากบริเวณที่มีการ
เพาะปลูกตนแกนตะวันมาคัดกรองหาสายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตอินูลิเนส และศึกษา
ปจจัยตางๆที่มีผลตอการผลิตเอนไซมนี้ รวมทั้งศึกษาสมบัติของเอนไซมที่ไดเพื่อเปนขอมูลในการ
นําเอนไซมนี้ไปใชประโยชนตอไป  
 
วัตถุประสงค 
  
 คัดกรอง Streptomyces สายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตอินูลิเนสและศึกษา
ปจจัยตางๆที่มีผลตอการผลิตเอนไซมนี้ 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 ได Streptomyces สายพันธุที่ มีความสามารถในการผลิตอินูลิเนสและไดภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตอินูลิเนสรวมทั้งคุณสมบัติของเอนไซมที่ผลิตได 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4 
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บทท่ี 2  
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

ฟรักโทส หรือลีวูโลส (levulose) เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ประกอบดวยคารบอน 6 
อะตอม เปนน้ําตาลพื้นฐานจําพวกโมโนแซคคาไรด พบในน้ําผ้ึงและผลไมตางๆ เชน เบอรร่ี เม
ลอน เปนตน มีสมบัติที่ดีทั้งทางดานกายภาพและทางเคมี คือ ไมมีสี ไมมีกล่ินและมีความดัน
ออสโมติกสูง ทําใหสามารถตานการเจริญของจุลินทรียตางๆ ไดดี ฟรักโทสไดมาจากการยอย
สลายซูโครส ซึ่งเปนไดแซคคาไรดที่ประกอบดวยกลูโคสและฟรักโทส ฟรักโทสมีความหวานมาก
ที่สุด มากกวากลูโคสและซูโครส และสามารถใชไดกับผูปวยโรคเบาหวาน (diabetes mellitus) 
(Rumessen และคณะ, 1990) ชวยเพิ่มการดูดซึมธาตุเหล็กในเด็ก (Gupta และคณะ, 1994) 
กระตุนการดูดซึมแคลเซียมในหญิงวัยหมดประจําเดือน (Heuvel และคณะ, 2000) กระตุนการ
เจริญของ Bifidobacteria และ Lactobacilli ในลําไสเล็กและลําไสใหญ (Durieux และคณะ, 
2001) ปองกันการเกิดมะเร็งลําไสใหญ (Rowland และคณะ, 1998) ชวยในการดูดซึมของลําไส 
(Wolfgang และ Sudzucker, 2004) ดังนั้นจึงนิยมใชฟรักโทสแทนซูโครสในอุตสาหกรรมอาหาร 
เคร่ืองดื่มและยา (Vandamme และ Derycke, 1983)  

 นอกจากนี้ฟรักโทสยังสามารถเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30 – 35 องศาเซลเซียสไดโดยไมเกิด
การตกผลึก (Andres, 1987) จึงเปนที่นิยมใชฟรักโทสแทนซูโครสในอุตสาหกรรมอาหารและ
เคร่ืองดื่ม 

การผลิตฟรักโทสในอุตสาหกรรมอาหาร เดิมใชปฏิกิริยาทางเคมีโดยเปนการเปล่ียน
กลูโคสไปเปนฟรักโทสในภาวะที่เปนดาง (alkaline isomerization) และอุณหภูมิสูง (Speck, 
1958) เรียกปฏิกิริยานี้วา “Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein Transformation” แตวิธีนี้
ไมนิยมใชผลิตฟรักโทสในระดับอุตสาหกรรมเพราะปฏิกิริยาดังกลาวไมจําเพาะ อัตราการเปล่ียน
กลูโคสไปเปนฟรักโทสต่ํา และไดสารประกอบอ่ืนๆที่ ไมตองการมากกวา 30 เปอรเซ็นต เชน     
พไซโคส (psicose) และแมนโนส ซึ่งสารเหลานี้ทําใหผลผลิตที่ไดมีความหวานลดลงและทําใหเกิด
สีและกล่ินที่ไมตองการ จึงเสียคาใชจายในการกําจัดสารเจือปนเหลานี้ (Shehalata และคณะ, 
1996)  

อุตสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทสจากแปง ปจจุบันใชเอนไซมหลายชนิด ไดแก 
แอลฟา-อะไมเลส อะไมโลกลูโคซิเดส และกลูโคสไอโซเมอเรสทํางานรวมกันเพื่อเปล่ียนกลูโคสที่
ไดจากการยอยสลายแปงเปนฟรักโทส ซึ่งไดผลผลิตเปนน้ําเชื่อมฟรักโทสเขมขนประมาณ 42-45 
เปอรเซ็นต โอลิโกแซคคาไรดประมาณ 8 เปอรเซ็นต และกลูโคสประมาณ 50 เปอรเซ็นต 
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(Kochhar และคณะ, 1997) กระบวนการแยกฟรักโทสออกจากสวนประกอบเหลานี้ตองใชตนทุน
สูงและไมนิยมในทางอุตสาหกรรม (Barthomeuf และคณะ, 1991) นอกจากเอนไซมดังกลาวที่มี
บทบาทสําคัญในการผลิตฟรักโทสจากกลูโคสที่ไดจากการยอยสลายแปงแลว ปจจุบันยังพบวามี
เอนไซมอีกชนิดหนึ่ง คือ อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเร่ิมไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตน้ําเชื่อม
ฟรักโทสโดยเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอินนูลิน ซึ่งเอนไซมนี้สามารถยอยสลายอินนูลินโดยเรง
ปฏิกิริยาเพียงข้ันตอนเดียวใหน้ําเชื่อมฟรักโทสที่มีความเขมขนสูงถึง 95 เปอรเซ็นต (Kaur และ
คณะ, 1992)  
 
2.1 แหลงของอินนูลิน 
 

อินนูลินเปนกลุมของพอลิแซคคาไรดที่มีฟรักโทสเปนองคประกอบ ซึ่งเปนสวนหนึ่งของกลุม
คารโบไฮเดรตที่รูจักกันดีคือ ฟรักแทน พบในพืชหลายชนิด (Hendry, 1987) มีโครงสรางเปนสาย
โซตรงที่เชื่อมกันดวยพันธะบีตา-2,1 (-2,1 linkage) โดยมีโมเลกุลของซูโครสเชื่อมอยูที่ปลาย
สาย (Vandamme และ Derycke, 1983)  

อินนูลินสะสมอยูในพืชหลายชนิด เชน ตนกระเทียมจีน, Jerusalem Artichokes หรือหัว
ของแกนตะวัน หนอไมฝร่ัง (Asparagus racemosus) หัวหอม กระเทียม กลวย ขาวสาลี ขาวไรย 
แดนเดเลียน (dandelion) หัวของชีคโครี (chicory) รากตนรักเร และพืชอ่ืนๆที่อยูในตระกูล
เดียวกัน (Grootwassink และ Fleming, 1980) และพบวาแกนตะวัน มีอินนูลินสะสมอยูในรากสูง
ถึง 14-19 เปอรเซ็นต เปนพืชลมลุกที่ปลูกงายจึงหนาจะเปนแหลงอินนูลินราคาถูกที่หาไดงาย โดย
แกนตะวันมีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Helianthus tuberosus L. ลักษณะดอกคลายบัวตอง มีถิ่น
กําเนิดในแถบหนาวทวีปอเมริกาเหนือ ความสามารถปรับตัวไดดีในเขตรอน ซึ่งมีสภาพภูมิอากาศ
แตกตางกันมาก มีความแข็งแรงคงทน จึงใชคํานําหนาชื่อวา “แกน” และเปนพืชที่ใกลชิดกับ
ทานตะวัน จึงใหชื่อพืชชนิดใหมวา “แกนตะวัน” พืชนี้จัดเปนพืชมีหัว พืชอาหารเพื่อสุขภาพ พืช
สมุนไพรสัตว พืชพลังงานทดแทน และพืชเพื่อการทองเที่ยว 

หัวใชเปนอาหารประเภทผัก หัวสด มีรสชาติคลายแหว นํามาประกอบอาหารคาว หวาน 
ไดหลายชนิด หัวเปนแหลงสะสมของอินนูลิน ซึ่งประกอบดวยฟรักโทสที่ตอกันเปนโมเลกุลยาว 
เม่ือเก็บหัวแกนตะวันไวในหองเย็นจะทําใหแกนตะวันมีความหวานมากข้ึน 

นอกจากนี้สวนหัวยังสามารถใชเสริมในอาหารสัตว มีผลตอการเจริญเติบโต ลดจุลินทรีย
ที่มีโทษในระบบทางเดินอาหาร สรางภูมิคุมกัน ทําใหลดการใชยาปฏิชีวนะ และมูลสัตวมีกล่ิน
เหม็นลดลง จึงถูกนํามาใชเปนยาสมุนไพรในสัตว 
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หัวใชเปนวัตถุดิบในการผลิตแอลกอฮอล ผลผลิตหัวสด 1 ตัน สามารถผลิต เอทานอลได   
80 – 100 ลิตร นําไปผสมกับเบนซิน เพื่อผลิตแกซโซฮอล จึงจัดเปนพืชพลังงานทดแทน 

แกนตะวันจะมีดอกบานเม่ืออายุประมาณ 60 วัน และทั้งแปลงปลูกจะมีตนออกดอก
ประมาณ 2 เดือน ดอกมีสีเหลืองคลายบัวตอง มีความสวยงามไมแพทุงบัวตอง หรือทุงทานตะวัน
จึงนับไดวาเปนพืชเพื่อการทองเที่ยว 

แกนตะวันเปนไมลมลุก เพาะปลูกในเขตรอนไดดี มีขนคลายหนามกระจายทั่วลําตนและ
ใบ จึงตานทานตอแมลงไดดี ความสูงตนประมาณ 1.5-2.0 เมตร ลักษณะหัวคลายหัวขิงหรือหัวขา
สามารถปลูกไดทุกฤดูกาล ควรมีการใหน้ําเม่ือฝนทิ้งชวงและการปลูกในฤดูแลงในสภาพใหน้ํา
ชลประทาน ออกดอกเม่ืออายุประมาณ 60 วันหลังปลูก อายุเก็บเกี่ยวประมาณ 100-140 วัน หรือ
สังเกตจากดอกรวงหมด ลําตนเปล่ียนเปนสีน้ําตาลและตนเร่ิมแหง 

หัวแกนตะวันเปนชิ้นขนาด 3-5 เซนติเมตร และนํามาบมในแกลบดําเพื่อชักนําใหเกิดตน
ออนประมาณ 1 สัปดาห แลวจึงนําตนออนมาปลูกในที่ลึกประมาณ 1-2 เซนติเมตร ระยะปลูก
ประมาณ 50x50 เซนติเมตร ขณะปลูกควรมีความชื้นสูง โดยดินที่เหมาะสม คือ ดินรวนปนทราย
ละลายน้ําไดด ี

เม่ือตนเร่ิมแกเก็บเกี่ยวและลางทําความสะอาดหัว ใสถุงพลาสติกเก็บไวในตูเย็นเก็บได
นานประมาณ 6-8 เดือน (เอกสารแนะนําและการผลิต แกนตะวัน ไมประดับและพืชสมุนไพร,   
รศ.ดร. สนั่น จอกลอย มหาวิทยาลัยขอนแกน)  

 
มีการนําอินนูลินจากพืชชนิดตางๆมาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตอินูลิเนสดังนี้  
 
 Aspergillus niger NK-126 ใชอินนูลินสกัดจากรากของ dandelion และอินนูลินบริสุทธิ์

จากหัวของชีคโครีเปนแหลงคารบอนพบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 52.3 และ 12.3 หนวยตอ
มิลลิลิตร (Kango, 2008) 

Fusarium oxysporum เจริญไดในอาหารที่มีอินนูลินสกัดจากรากของ Cichorium intybus 
เปนแหลงคารบอนและสามารถผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกเซลลได (Anil และคณะ, 1989) 

กลุมของ Kluyveromyces สามารถเจริญไดดีเม่ือใชฟรักแทน เชน อินนูลิน เปนแหลง
คารบอน Kluyveromyces marxianus YS-1 ใชอินนูลินจากหนอไมฝร่ังเปนแหลงคารบอน พบวา
สามารถผลิตอินูลิเนสได 40.5 หนวยตอมิลลิลิตร (Singh และคณะ, 2006)  

Xanthomonas campestris pv phaseoli ใชหัวหอมและกระเทียมเปนแหลงคารบอน ผลิต 
อินูลิเนสได 101 และ 117 หนวยตอมิลลิลิตร (Ayyachamy และคณะ, 2007)  

Streptomyces sp. ใชกระเทียม (Allium sativum) เปนแหลงคารบอน ผลิตอินูลิเนสได 
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0.524 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งใหแอคติวิตีสูงกวาใชหัวของชีคโครีเปนแหลงคารบอนถึง 1.6 เทา 
(Sharma และคณะ, 2006)  

Staphylococcus sp. RRL1 และ Kluyveromyces marxianus ATCC 52466 ใชขาวสาลี, 
รําขาว, น้ํามันมะพราวและแปงขาวโพด เปนแหลงคารบอน พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสไดเฉล่ีย
ประมาณ 107.64 และ 122.88 หนวยตอมิลลิลิตร (Selvakumar และ Pandey, 1999a)  

  
2.2 การจัดจําแนกอินูลิเนส 

 
อินูลิเนส (inulinase) เปนเอนไซมที่มีกิจกรรมตออินนูลิน แบงตามรูปแบบของกลไกการ

ไฮโดรไลซออกเปน 2 ชนิด คือ  
 
1. เอนโดอินูลิเนส (Endoinulinase, 2,1 -D-fructan fructanohydrolase) จะยอยสลาย

พันธะบีตา 2,1 ภายในโมเลกุลของอินนูลินแบบสุมไดผลิตภัณฑเปนอินนูโลไตรโอส (Inulo-triose) 
อินนูโลเตตระโอส (Inulo-tetraose) และอินนูโลเพนตะโอส (Inulo-pentaose) (Kumiko และคณะ, 
1999) ซึ่งเปนสารใหความหวานพลังงานต่ําจัดเปนพรีไบโอติก และใชเปนสวนประกอบของอาหาร
สุขภาพ (สาโรจน ศิริศันศนียกุล และคณะ, 2000)  

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

ของอินนูลินออกทีละโมเลกุลทางดานปลายนอนรีดิวส ใหผลิตภัณฑหลักเปน ฟรักโทสและ อินนู
ลินโอลิโกเมอร (Kumiko และคณะ, 1999) ดังรูปที่ 2.1  

 

   
 
รูปที่ 2.1  โครงสรางจําเพาะของสับสเตรทตอการทํางานของอินูลิเนส 
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2.3 แหลงของจุลินทรียท่ีผลิตอินูลิเนส 
 

ในทางอุตสาหกรรมจะใชอินูลิเนสในการยอยสลายอินนูลินเพื่อกระบวนการผลิตฟรักโทส
เขมขนและการผลิตเอทานอลหรืออะซีโตนบิวทานอล จุลินทรียเปนแหลงในการผลิตเอนไซมที่ดี
เนื่องจากเพาะเล้ียงไดงายและใหปริมาณเอนไซมที่สูง อินูลิเนสพบในจุลินทรียหลายชนิด เชน 
แบคทีเรีย รา ยีสตและแอคติโนมัยสีท  อินูลิเนสที่ผลิตข้ึนมานี้ยังพบวาเปนไดทั้งแบบที่สรางข้ึน
แลวปลอยออกมานอกเซลล (extracellular) หรือเก็บไวภายในเซลล (intracellular) ตัวอยางสาย
พันธุจุลินทรียที่สามารถผลิตอินูลิเนส แสดงดังตารางที่ 2.1  
 
ตารางท่ี 2.1 ตัวอยางสายพนัธุของจุลินทรียที่สามารถผลิตอินูลิเนส  
 

สายพันธุจุลินทรีย แอคติวิตีของอินูลิเนส 
วิธีการวิเคราะห 

แอคติวิตี เอกสารอางอิง 

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 (ตอ) 
 

สายพันธุจุลินทรีย แอคติวิตีของอินูลิเนส 
(หนวยตอมิลลิลิตร) 

วิธีการวิเคราะห 
แอคติวิตี เอกสารอางอิง 

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 (ตอ) 
 

สายพันธุจุลินทรีย แอคติวิตีของอินูลิเนส 
(หนวยตอมิลลิลิตร) 

วิธีการวิเคราะห 
แอคติวิตี เอกสารอางอิง 

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 (ตอ) 
 

สายพันธุจุลินทรีย แอคติวิตีของอินูลิเนส 
(หนวยตอมิลลิลิตร) 

วิธีการวิเคราะห 
แอคติวิตี เอกสารอางอิง 

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 ไมระบ ุ
     gds หมายถึง gram dry substrate 
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2.4 ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตอินูลิเนส 
 
 การผลิตอินูลิเนสโดยจุลินทรีย ไดมีรายงานการใชแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน
หลากหลายชนิด รวมทั้งภาวะที่ใชเล้ียงเชื้อก็แตกตางกันตามความเหมาะสมของเชื้อแตละชนิด 
ดังนี้ 

 
Gill และคณะ (2003) ศึกษาสูตรของอาหารเล้ียงเชื้อและภาวะที่ใชในการผลิตอินูลิเนส

โดย Streptomyces sp. GNDU1 พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลได 0.552 
หนวยตอมิลลิลิตร หลังจากเล้ียงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส คาความ
เปนกรดดางเทากับ 7.5 ในอาหารที่มีอินนูลิน 1 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอนและสารสกัดจาก
ยีสต เปนแหลงไนโตรเจนตามลําดับ  

Sharma และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลของ 
Streptomyces sp. ที่แยกไดจากดินบริเวณรากของชีคโคร่ี (chicory) โดยใชกระเทียมผง (Allium 
sativum) เปนแหลงคารบอน พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งสูงกวา
เม่ือใชอินนูลินบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอนถึง 1.6 เทา  

 
 Singh และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus YS-1 
โดยใชอินนูลินสกัดจากรากของหนอไมฝร่ัง (Asparagus racemosus) เม่ือมีอินนูลินสกัดใน
อาหารเล้ียงเชื้อ 3.5 เปอรเซ็นต พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 40.5 หนวยตอมิลลิลิตร หลังจาก
เล้ียงเชื้อเปนเวลา 60 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 และ
เม่ือมีการปรับปรุงสูตรอาหารทําใหผลิตอินูลิเนสไดเพิ่มข้ึน 1.6 เทา และ 1.7 เทาในขวดแกวทรง
กรวยขนาด 250 มิลลิลิตรและในถังหมักขนาด 1 ลิตรตามลําดับ  
 

Sheng และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Cryptococcus aureus G7a ซึ่ง
แยกไดจากตะกอนน้ําทะเล โดยใชอินนูลิน 4 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และใชสารสกัดจาก
ยีสต เปนแหลงไนโตรเจน พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 85 หนวยตอมิลลิลิตร หลังจากเล้ียงเชื้อ
เปนเวลา 42 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 

 
Singh และคณะ (2007) จาก Kluyveromyces marxianus YS-1 พบวาภาวะที่เหมาะสม

ในการผลิตอินูลิเนส คือ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 เล้ียงเปน
เวลา 60 ชั่วโมง สามารถผลิตเอนไซมได 55.4 หนวยตอมิลลิลิตร  
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 Bernardo และคณะ (2008) ศึกษาผลของแหลงคารบอน ไนโตรเจนและการใหอากาศตอ
การผลิตอินูลิเนสโดย  Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 โดยใช
กลูโคส ซูโครส และฟรักโทสเปนแหลงคารบอน พบวาซูโครสสามารถใหผลผลิตของเอนไซมมาก
ที่สุด 6.4 หนวยตอมิลลิลิตร 
 
 Kango (2008) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Aspergillus niger NK-126 ที่แยกไดจาก
เปลือกหอมใหญและใชรากของ dandelion (Taraxacum officinale) เปนแหลงคารบอน สารสกัด
จากยีสต เปนแหลงไนโตรเจนพบวาสามารถผลิตอินนูลิเนสได 12.3 หนวยตอมิลลิลิตร หลังจาก
เล้ียงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

 
Singh และ Bhermi (2008) ศึกษาการผลิตเอกโซอินูลิเนสที่ปลอยออกมานอกเซลลจาก 

Kluyveromyces marxianus YS-1 โดยใชอินนูลินสกัดจากรากของหนอไมฝร่ัง (Asparagus 
officinalis) เม่ือมีอินนูลินสกัดในอาหารเล้ียงเชื้อ 3.5 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอนและสารสกัด
จากเนื้อเปนแหลงไนโตรเจน โดยเล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง
เทากับ 6.5 พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 40.2 หนวยตอมิลลิลิตร  
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ตารางที่ 2.2 แสดงภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเล้ียงจุลินทรียชนิดตางๆเพื่อผลิตอินูลิเนส 
 

สายพันธุของจุลินทรีย 

ภาวะที่เหมาะสมตอการ
ผลิตของอินูลิเนส ระยะเวลาใน

การเล้ียงเชื้อ 
(ชั่วโมง) 

เอกสารอางอิง คาความ
เปนกรด

ดาง 

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 ยังไมระบ ุ
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2.5 ประโยชนของอินูลิเนส 
 
 2.5.1 การผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทสเขมขนจากอินนูลิน 
 
  ฟรักโทสเขมขนเปนประโยชนสําหรับผูที่เปนโรคเบาหวาน ชวยเพิ่มการดูดซึมธาตุ
เหล็กในเด็ก สามารถใชเปนสารใหความหวานสําหรับผูที่ตองการควบคุมน้ําหนัก ชวยกระตุนการ
ดูดซึมแคลเซียมในหญิงวัยหลังหมดประจําเดือน ชวยกระตุนการเจริญของ Bifidobacteria ใน
ลําไสเล็กและลําไสใหญ ชวยปองกันการเปนมะเร็งลําไส (Rocha และคณะ, 2006) และใชเปนเสน
ใยสําหรับควบคุมน้ําหนักไดเพราะมีลักษณะคลายไขมัน ฟรักโทสถูกนํามาใชมากในอาหาร ยา 
และเคร่ืองดื่มแทนการใชซูโครส อยางไรก็ตามการผลิตฟรักโทสโดยวิธีทางเคมียังไดผลไมดี
เทาที่ควร (Gill และคณะ, 2006; Pandey และคณะ, 1999) ฟรักโทสสามารถผลิตไดจากแปงโดย
การใชเอนไซมเขามาชวยในการทําปฏิกิริยาโดยมีเอนไซมที่เกี่ยวของ คือแอลฟา-อะไมเลส อะไม
โลกลูโคซิเดส และกลูโคสไอโซเมอเรส (Gong และคณะ, 2007) จุลินทรียจัดเปนผูผลิตอินูลิเนสที่ดี
ที่สุดโดยจะทําการยอยสลายอินนูลินภายในข้ันตอนเดียวและใหฟรักโทสออกมาถึง 95 เปอรเซ็นต 
ดังนั้นอินูลิเนสจากจุลินทรียที่แตกตางกันจึงถูกนํามาใชประโยชนในการผลิตฟรักโทสเขมขนจาก
อินนูลินและวัตถุอ่ืนๆที่มีอินนูลินเปนองคประกอบ  
  กลูโคสและฟรักโทสเปนโมโนแซคคารไรดที่ถูกปลอยออกมาจากอินนูลินโดยการ
ยอยของอินูลิเนสจากยีสต 2 ชนิดที่แยกไดจากน้ําทะเล คือ Cryptococcus aureus G7a และ 
Pichia guilliermondii strain 1 (Sheng และคณะ, 2008b; Gong และคณะ, 2008) ดังนั้น      
อินูลิเนสจากยีสต 2 ชนิดนี้อาจจะมีประสิทธิภาพที่ดีจึงนํามาใชในการยอยสลายอินนูลินในอาหาร
และกระบวนการหมักในอุตสาหกรรม พบโมโนแซคคารไรดและโอลิโกแซคคารไรดภายหลังจาก
การยอยสลายอินนูลิน 2 ชั่วโมงโดยอินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus 
(Kushi และคณะ, 2000) อินูลิเนสจาก Bacillus polymyxa MGL21 พบวามีกิจกรรมตออินนูลิน
และใหฟรักโทสออกมาเปนผลิตภัณฑ (Kwon และคณะ, 2003) 
  พืชชนิดตางๆที่พบวาใชเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตฟรักโทสเขมขน เชน รากตน
รักเร หัวของชคีโครี และหัวของตนแกนตะวันและยังไมเคยมีรายงานวาใชหนอไมฝร่ังสําหรับการ
ผลิตฟรักโทสเขมขนหนอไมฝร่ังเปนพืชสมุนไพรในสวนของรากมีอินนูลินสะสมอยูมากกวา 15 
เปอรเซ็นตและยังเปนพืชที่พบไดทั่วไปในโลก อินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus YS-1 
สามารถยอยสลายอินนูลินบริสุทธิ์และสารสกัดอินนูลินจากหนอไมฝร่ังสําหรับการผลิตฟรักโทส
เขมขนไดในระดับถังหมักอินูลิเนสสามารถยอยสลายอินนูลินบริสุทธิ์ได 84.8 เปอรเซ็นต และสาร
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สกัดอินนูลินจากหนอไมฝร่ังได 86.7 เปอรเซ็นต และผลิตฟรักโทสได 43.6 และ 41.3 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ (Singh และคณะ, 2007)  
  ยีสตสามารถมากยอยสลายอินนูลินประมาณ 100 กรัมตอลิตร โดยใชความ
เขมขนของเอนไซมเทากับ 0.2 หนวยตอลิตร ซึ่งจะใหฟรักโทสออกมา 37.5 กรัมตอลิตร ภายใน
เวลา 20 ชั่วโมงที่ 40 องศาเซลเซียส ขณะที่อินูลิเนสจาก Aspergillus niger TISTR 3570 จะให
ฟรักโทส 35.3 กรัมตอลิตร ในเวลา 25 ชั่วโมง การนําอินูลิเนสจากยีสตและรามารวมกันและศึกษา
การยอยสลายอินนูลินพบวาแอคติ วิตีของเอนไซม เพิ่ม ข้ึน  5:1 เทาจากแอคติ วิตี เดิม 
(Sirisansaneeyakul และคณะ, 2008)   
  การตรึงอินูลิเนส (immobilized inulinase) มีประโยชนมากสําหรับการยอยสลาย
อินนูลินไปเปนฟรักโทส เชน การตรึงอินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus 
บนเจลาติน ถูกนํามาใชในการยอยซูโครสสําหรับการผลิตฟรักโทสเขมขน และวัดความเสถียร
ของอินูลิเนสที่ถูกตรึงโดยการผานอินูลิเนสในคอลัมนอยางตอเนื่อง (fixed-bed column reactor)
พบวาเม่ือผานไป 33 วัน ความสามารถในการเปล่ียนซูโครสลดลงมาอยูที่ 58.12 เปอรเซ็นต 
(Paula และคณะ, 2008) อินูลิเนสจาก Aspergillus ficuum ถูกตรึงโดยการเชื่อมดวยรางแห 
(cross-linking) กับกลูตารอลดีไฮด (glutaraldehyde) หรือไคติน (chitin) เพื่อผลิตฟรักโทสจาก
รากแกนตะวัน ในระบบถังหมักเดี่ยว (batch reactor) พบวายอยสลายอินนูลินจากรากแกนตะวัน 
ได 90 เปอรเซ็นต ในเวลา 10 ชั่วโมง ไดผลิตภัณฑเปนฟรักโทส 77.5 กรัมตอลิตร ขณะที่ในระบบ
ถังหมักแบบตอเนื่อง (continuous packed-bed column reactor) ไดฟรักโทส 61 กรัมตอลิตร ใน
เวลา 0.9 ชั่วโมง ซึ่งเปล่ียนไปเปนผลิตภัณฑได 55 เปอรเซ็นต (Kim และ Rhee, 1989) เอกโซอินู
ลิเนสและเอนโดอินูลิเนสจาก Aspergillus niger ซึ่งถูกทําใหกลายพันธุแลวสายพันธุที่ 817 ถูก
นํามาตรึงบนรูของอนุพันธเซลลูโลส (porous cellulose derivative) โดยพันธะโควาเลนซ และมี
แอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 160 หนวยตอกรัมของตัวอนุพันธเซลลูโลส ในถังหมักมีอินูลิเนส 8 
มิลลิลิตรและอินนูลินบริสุทธิ์จากตนรักเร 5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.0 พบวาสามารถยอยสลาย อินนูลินไดอยางสมบูรณที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 
วัน ไดผลิตภัณฑเปนฟรักโทส 97 เปอรเซ็นต และกลูโคส 3 เปอรเซ็นต (Nakamura และคณะ, 
1995) เซลลของ Kluyveromyces marxianus ถูกตรึงในแบเรียมแอลจิเนต (barium alginate)  
โดยกลูตารอลดีไฮด เพื่อใชในการยอยสลายอินนูลิน พบวาเม่ือใชยอยสลายอินนูลินไปแลว 5 คร้ัง 
แอคติวิตีของอินูลิเนสยังคงมีเหลืออยูถึง 85 เปอรเซ็นต (Barranco-Florido และคณะ, 2001)     
อินูลิเนสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวบางสวนจาก Kluyveromyces sp. Y-85 ถูกนํามาตรึงบน 
MacZroporous ionic polystyrene beads โดยพันธะโควาเลนซแบบรางแห (adsorb cross-
linking) ใชสารละลายฟรักแทนจากรากแกนตะวัน 4.5 เปอรเซ็นต เปนสารตั้งตนในถังหมัก
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แบบตอเนื่อง (continuous packed-bed column reactor) มีเม็ด bead ที่ถูกตรึงดวยอินูลิเนส
แลว 70 มิลลิลิตร พบวาสามารถยอยสลายฟรักแทนไดผลิตภัณฑเปนฟรักโทส 85 เปอรเซ็นต และ
กลูโคส 15 เปอรเซ็นต นอกจากนี้คร่ึงชีวิต (half-life) ของเอนไซมที่ถูกตรึงไวอยูที่ประมาณ 32 วัน 
(Wei และคณะ, 1999b) 
 
 2.5.2 การผลิตเอทานอลจากอินนูลิน 
 
  เอทานอลเปนเชื้อเพลิงชีวภาพเหลวที่มีการนํามาใชมากในปจจุบัน (Sanchez 
และ Cardona, 2008) เอทานอลถูกนํามาใชในการเปนวัตถุดิบสําหรับกระบวนการสังเคราะหทาง
เคมี รากแกนตะวันจัดเปนวัตถุดิบแหลงหนึ่งที่ดีที่สุดสําหรับการผลิตเชื้อเพลิงเอทานอล กลุมของ
ยีสตจะขาดยีนที่จะนํามาใชในการผลิตฟรักโทส ดังนั้นจึงตองมีการรวม FLO1 เขาไปในไรโบโซมดี
เอ็นเอของสวนที่ขาด Saccharomyces cerevisiae ถูกนํามาใชในการผลิตเอทานอลและฟรักโทส
จากสารสกัดจากรากแกนตะวันและสารผสมระหวางฟรักโทสกับกลูโคส ไดผลิตภัณฑเปนเอทา
นอล 5 กรัมตอลิตรและน้ําตาล 48 กรัมตอลิตรซึ่งเปนฟรักโทส 99 เปอรเซ็นต (Remize และคณะ, 
1998) 
  เอทานอลที่ผลิตจากรากแกนตะวันโดยใช Kluyveromyces fragilis ซึ่งเปนยีสตที่
มีการผลิตอินูลิเนส รวมทั้งยีสตที่ใชในกระบวนการกล่ันทางอุตสาหกรรม เชน Saccharomyces 
cerevisiae หรือแบคทีเรีย Zymomonas mobilis หลังจากผานกระบวนการหมักความเขมขนที่ดี
ที่สุดของเอทานอลเม่ือใชจุลินทรียสายพันธุทั้งหมดรวมกันเทากับ 0.48 กรัมตอกรัมและ 0.46 กรัม
ตอกรัม สําหรับจุลินทรียสายพันธุเดียว จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการผลิตเอทานอล
ในทางอุตสาหกรรมเม่ือใชสายพันธุจุลินทรียของ Kluyveromyces fragilis ซึ่งมีความสามารถใน
การผลิตอินูลิเนส Saccharomyces cerevisiae และ Zymomonas mobilis ทํางานรวมกันจะมี
การผลิตเอทานอลไดสูงกวาเม่ือใชสายพันธุจุลินทรียเดียวถึง 12 เปอรเซ็นต (Szambelan และ
คณะ, 2004) 
  Aspergillus niger 12 สามารถผลิตไดทั้งเอกโซอินูลิเนสและเอนโดอินูลิเนส 
Aspergillus niger ซึ่งถูกทําใหกลายพันธุ สายพันธุ ที่ 817 จาก Aspergillus niger 12 พบวา
สามารถผลิตอินูลิเนสไดสูงกวาสายพันธุเดิมถึง 4 เทา ดังนั้นจึงนํา Aspergillus niger 817 มาใช
ในกระบวนการเปล่ียนแปงไปเปนน้ําตาลและกระบวนการหมักอินนูลินบริสุทธิ์เพื่อการผลิตเอทา
นอลรวมกับการใช Saccharomyces cerevisiae 1200 ซึ่งจะใหเอทานอลเขมขน 20 ถึง 21 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ในระยะเวลา 3 วัน เม่ือใชอินนูลินจาก chicory และ dahlia เปน
สารตั้งตน และเม่ือใชรากแกนตะวันเปนสารตั้งตนพบวาผลิตเอทานอลได 10.4 เปอรเซ็นต 
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(ปริมาตรตอปริมาตร) ซึ่งใชเวลา 15 ชั่วโมง เม่ือใชน้ําสกัดจากรากแกนตะวันเปนสารตั้งตนพบวา
ผลิตเอทานอลได 15 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ซึ่งใชเวลา 72 ชั่วโมง และเม่ือใชผงแกน
ตะวันบดละเอียดเปนสารตั้งตนพบวาผลิตเอทานอลได 20.1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ซึ่ง
ใชเวลา 120 ชั่วโมง (Nakamura และคณะ, 1996) 
 
 2.5.3 การผลิตโอลิโกฟรักแทนจากอินนูลิน 
 
  ฟรักโทโอลิโกแซคคารไรดเปนที่นิยมมากในการนําไปใชเปนสวนประกอบของ
อาหารเพราะมีคุณสมบัติชวยในการทํางานของ bifidogenic และในเร่ืองของสุขภาพ อินนูลิน
สามารถถูกยอยสลายดวยเอนโดอินูลิเนสไดผลิตภัณฑเปนอินนูโลโอลิโกแซคคารไรด เชน อินนูโล
ไตรโอส และอินนูโลเตตระโอส (Yun และคณะ, 1997) อินนูโลโอลิโกแซคคารไรดมีลักษณะ
โครงสรางและหนาที่คลายกับฟรักโทโอลิโกแซคคารไรดมากซึ่งมีหนาที่เปนสารใหความหวานเปน
ประโยชนทั้งในมนุษยและสัตว (Lo’pez-Molina และคณะ, 2005) 
  เอนโดอินูลิเนสถูกนํามาใชประโยชนในการยอยสลายอินนูลิน ไดผลิตภัณฑเปน 
ฟรักโทโอลิโกแซคคารไรดมากกวา 80 เปอรเซ็นต ภายในข้ันตอนเดียว ยกตัวอยาง เชน INU2 เปน
ยีนที่ควบคุมการผลิตอินู ลิเนสใน Aspergillus ficuum ถูกโคลนและใหแสดงออกใน 
Saccharomyces cerevisiae เพื่อใหมีการผลิตเอนโดอินูลิเนสเพียงชนิดเดียวโดยไมมีการผลิต
เอกโซอินูลิเนสและอินเวอรเทส (invertase) ออกมาในอาหารเล้ียงเชื้อ เอนโดอินูลิเนสจากยีสตที่
ถูกโคลนยีนเขาไปถูกนํามาใชในการยอยสลายอินนูลินเพื่อผลิตฟรักโทโอลิโกแซคคารไรดและ
พบวาผลิตภัณฑสวนใหญเปน 1-kestose (Kim และคณะ, 1999) เอนโดอินูลิเนสถูกทําใหบริสุทธิ์
เพื่อนํามาใชในการผลิตอินนูโลโอลิโกแซคคารไรดจากอินนูลินและพบวาโอลิโกแซคคารไรดเปน 
degree of polymerization (DP) 3 และ 4 (Yun และคณะ, 1997) 
  อินนูโลโอลิโกแซคคารไรดผลิตไดจากอินนูลินโดยการทํางานของเอนโด           
อินูลิเนสจาก Pseudomonas sp. ภายใตภาวะที่เหมาะสมอินนูโลโอลิโกแซคคารไรดที่ไดจะอยู
ในชวง DP2 ถึง DP7 ผลิตภัณฑไดมากถึง 75.6 เปอรเซ็นต เม่ือใชอินนูลิน 50 กรัมตอลิตร และใช
เอนโดอินูลิเนส 15 หนวยตอกรัมของอินนูลิน (Kim และคณะ, 1997) 
  จากการรายงานที่ผานมาจะเห็นวาเอนไซมทํางานไดดีในเซลลยีสตจึงมีการนําไป
ประยุกตใชในทางเทคโนโลยีชีวภาพ (Yue และคณะ, 2008; Ni และคณะ, 2008) inu1 เปนยีน
สําหรับการผลิตเอนโดอินูลิเนสจาก Pichia mucidolens ซึ่งนําไปแสดงออกใน Saccharomyces 
cerevisiae EBY100 เซลลยีสตที่มียีนสําหรับการผลิตเอนโดอินูลิเนสถูกนํามาใชในการยอยสลาย
อินนูลินไดผลิตภัณฑเปนอินนูโลโอลิโกแซคคารไรด ภายใตภาวะที่เหมาะสมและใชเอนโดอินูลิเนส 
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46 หนวยตอกรัมของอินนูลิน เปนเวลา 30 ชั่วโมง จะใหอินนูโลโอลิโกแซคคารไรดสูงที่สุด 71.2 
เปอรเซ็นต (Kim และคณะ, 2006) 
   
2.6 สมบัติของอินูลิเนส 
 
 มีรายงานเกี่ยวกับสมบัติของอินูลิเนส ทั้งอุณหภูมิ และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม
ตอการทํางาน ความเสถยีรตออุณหภูมิ และความเสถียรตอคาความเปนกรดดางดังนี้ 
 

Ohta และคณะ (2002) ศึกษาการทําใหบริสุทธิ์และคุณสมบัติของอินูลิเนสที่ปลอยออก
นอกเซลลโดย Rhizopus sp. TN-96 พบวาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 17 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน 
ภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและคาความเปนกรด
ดางเทากับ 5.5 Mn2+ และ Ca2+ ชวยเพิ่มการทํางานของเอนไซมในขณะที่ Ag+ และ Hg2+ จะ
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม 

 
Gill และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces sp. GNDU1 พบวา

สามารถผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลได 0.552 หนวยตอมิลลิลิตร ภาวะที่เหมาะสมในการ
ทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิที่เหมาะสมเทากับ 60 องศาเซลเซียส มีความเสถียรตออุณหภูมิ
สูงถึง 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมงและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 5.5  

 
Zhang และคณะ (2005) ศึกษาเอกโซอินูลิเนสที่ผลิตโดย Pichia pastoris GS115 ที่มี

การใสยีน INU1 จาก Kluyveromyces  marxianus KW02 เขาไป พบวาสามารถผลิตเอนไซมได 
52 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งมากกวาสายพันธุเดิม 12 เทา ภาวะที่เหมาะในการทํางานของเอนไซม 
คือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางเทากับ 4.5 นอกจากนี้พบวา ZnCl2 
CuSO4 สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมได 
 

Sharma และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลของ 
Streptomyces sp. พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร และพบวาภาวะที่
เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิที่เหมาะสมเทากับ 60 องศาเซลเซียส มีความ
เสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง และคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมเทากับ 6.0  
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 Sheng และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Cryptococcus aureus G7a 
พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 55.7 หนวยตอมิลลิลิตร ภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของ
เอนไซม คือ อุณหภูมิที่เหมาะสมเทากับ 50 องศาเซลเซียส มีความเสถียรตออุณหภูมิเทากับ 60 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 5.0 และมีความเสถียร
ตอคาความเปนกรดดางตั้งแต 4.5 ถึง 6.5  
 

Singh และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตน้ําเชื่อมจากอินนูลินสกัดจากรากหนอไมฝร่ัง 
(Asparagus racemosus) โดยการตรึงเอกโซอินูลิเนสที่ผลิตจาก Kluyveromyces marxianus 
YS-1 บน Duolite A568 พบวาภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิที่
เหมาะสมเทากับเทากับ 55 องศาเซลเซียส มีความเสถียรตออุณหภูมิเทากับ 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3 ชั่วโมง คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 5.5 และ มีความเสถียรตอคาความ
เปนกรดดางตั้งแต 4.5 ถึง 6.5 อินนูลิเนสที่ถูกตรึงบน Duolite A568 สามารถนํากลับมาใชใหม
และยังมีประสิทธิภาพการทํางานสูงถึง 90 เปอรเซ็นต  
 
 Kango (2008) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Aspergillus niger NK-126 พบวาสามารถ
ผลิตอินนูลิเนสได 12.3 หนวยตอมิลลิลิตร ภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ 
อุณหภูมิที่เหมาะสมเทากับ 50 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับเทากับ 
5.0 
 

Singh และ Bhermi (2008) ศึกษาการผลิตเอกโซอินูลิเนสที่ปลอยออกมานอกเซลลจาก 
Kluyveromyces marxianus YS-1 โดยใชอินนูลินสกัดจากรากของหนอไมฝร่ัง (Asparagus 
officinalis) เม่ือมีอินนูลินสกัดในอาหารเล้ียงเชื้อ 3.5 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอนและสารสกัด
จากเนื้อเปนแหลงไนโตรเจน พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 40.2 หนวยตอมิลลิลิตร ภาวะที่
เหมาะในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิที่เหมาะสมเทากับ 70 องศาเซลเซียส  และคาความ
เปนกรดดางที่เหมาะสมเทากับ 4.5 

 
Bender และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y-7571 โดยการหมักบนอาหารแข็งที่มีกากชานออยเปนแหลงคารบอน พบวาสามารถสกัด
เอนไซมออกมาไดมากที่สุดโดยใชภาวะการสกัดดังนี้ โซเดียมอะซีเตตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร คา
ความเปนกรดดางเทากับ 4.8 อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส อัตราการปนกวน 150 รอบตอนาที 

ตารางที่ 2.3 ไดแสดงสมบัติของอินูลิเนสจากจุลินทรียสายพันธุตางๆ

21 



34 
 

ตารางที่ 2.3 สมบัติของอินูลิเนสจากจุลินทรียสายพันธุตางๆ 
 

สายพันธุของจุลินทรีย คาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสม 

ความเสถียรตอความ
เปนกรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ เอกสารอางอิง 

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

Aspergillus fumigatus 6.0 4.0 – 7.0 60 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 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 (ตอ)  
 

สายพันธุของจุลินทรีย คาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสม 

ความเสถียรตอความ
เปนกรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ เอกสารอางอิง 

Cryptococcus aureus 
G7a 

5 4.5 - 6.5 50 60 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 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 
เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง 

Pandey และคณะ, 
1999 

Kluyveromyces 
marxianus 

4.4 4.5 – 6.0  55 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง 

Rouwenhost และ
คณะ, 1999 

Kluyveromyces 
marxianus var. 
bulgaricus 

4.75 4.5 – 6.0 55 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 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 
เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

Singh และคณะ, 
2007 
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ตารางที่ 2.3 (ตอ)  
 

สายพันธุของจุลินทรีย คาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสม 

ความเสถียรตอความ
เปนกรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) 

ความเสถียรตอ
อุณหภูมิ เอกสารอางอิง 

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 

เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
Sharma  และคณะ, 
2006 

Streptomyces sp. 
GNDU1 5.5 - 60 80 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 3 ชั่วโมง Gill และคณะ, 2006 

Streptomyces grisenus 7.0 6.0 – 9.0 40 
60 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง Tohamy, 2006 

 
 
หมายเหตุ :  - หมายถึง ยังไมระบุ 
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จุลินทรียหลายชนิดผลิตอินูลิเนสไดแตที่มีการรายงานไวพบวาสวนใหญอยูในกลุมรา และ
ยีสต เชน Aspergillus และ Kluyveromyces (Wei และคณะ, 1999a) ซึ่งเชื้อกลุมนี้เจริญไดดีใน
ภาวะเปนกรด เอนไซมที่ไดจึงทํางานไดดีในภาวะคอนขางเปนกรด Streptomyces เปนจุลินทรียที่
พบไดทั่วไปทั้งในดิน แหลงน้ําจืด และน้ําทะเล สามารถเจริญไดดีในธรรมชาติที่มีภาวะแตกตางกัน
คอนขางสูง และสรางเอนไซมไดหลากหลายชนิดที่ทํางานไดดีในชวง ความเปนกรดดางที่กวาง 
และยังทนความรอนไดดี เอนไซมที่สรางข้ึนสวนใหญใชเพื่อยอยสารประกอบตางๆในธรรมชาติ 
แลวนํามาเปนแหลงพลังงานและคารบอนในการเจริญ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะนํา 
Streptomyces สายพันธุตางๆ ที่แยกไดจากดินในประเทศไทย รวมทั้งจากบริเวณที่มีการ
เพาะปลูกตนแกนตะวันมาคัดกรองหาสายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตอินูลิเนส และศึกษา
ปจจัยตางๆที่มีผลตอการผลิตเอนไซมนี้ รวมทั้งศึกษาสมบัติของเอนไซมที่ไดเพื่อเปนขอมูลในการ
นําเอนไซมนี้ไปใชประโยชนตอไป  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

25 



38 
 

บทท่ี 3  
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีการทดลอง 
 

3.1 เคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 
 

1. เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Innova 4330 บริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., 
Edison, N.J., USA และรุน Gyromax 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., USA 

2. เคร่ืองปนเหว่ียงชนิดทําความเย็น รุน6500 บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30l 
บริษัท Beckman Coulter, Germany 

3. เคร่ืองปนเหว่ียงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน Kubota 1920 บริษัท Kubota, Japan 
4. เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง (Digital pH meter) รุน Seveneasy  บริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 
5. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic Unicam, USA, รุน Genesys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA และรุน 
Perkin Elmer Instruments Lambda 25 UV/VIS Spectronic บริษัท Perkin Elmer, Inc., 
USA 

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

7. เคร่ืองนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 และรุน ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 
Japan, รุน MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุน HV-25, บริษัท Hirayama, 
Co., Ltd., Japan 

8. ตูเข่ียเชื้อ Clean รุน V3-4 และรุน V6 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand 
9. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส Mitsubishi Electric รุน MR-F56R-SL บริษัทกันยงอีเลคทริก 

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

Germany 
11. อางน้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน GFL 1086 บริษัท Gesellschaft fÜr Labortechnik Co., 

Ltd., Germany 
12. เคร่ืองผสมสาร (Vortex-Genie2) รุน G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 
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13. เคร่ืองกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) รุน 502-P บริษัท PMC, USA และรุน HS10-2 
บริษัท Torrey Pines Scientific, Inc. USA 

14. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 
15. ตูอบความรอน รุน UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
16. ไมโครปเปตต 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 เคมีภัณฑท่ีใชในการทดลอง 
 

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. เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (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. ขาวโอต (Oatmeal) บริษัท Quaker, Malaysia 
26. ขาวไรย (Rice rye) บริษัท Golden Chef, Thailand 
27. ถั่วเขียว (Mung bean) บริษัท Golden Chef, Thailand 

      28. รากแกนตะวัน (โครงการวิจัยแกนตะวัน สาขาพืชไร คณะเกษตรศาสตร มหา วิทยาลัย
ขอนแกน) 

 
3.3 วิธีดําเนินการทดลอง 
 
 3.3.1 การแยก Streptomyces sp. จากดินบริเวณท่ีมีการปลูกตนแกนตะวัน กระเทียม หัว
หอม กระชาย ขมิ้น ขา  
 
 นําตัวอยางดิน 1 กรัม ใสลงในหลอดทดลองที่มีน้ํากล่ันซึ่งผานการฆาเชื้อแลว 10 
มิลลิลิตร ปนใหเขากัน นํามาเจือจางเปนอนุกรม ดูดสารแขวนลอยในแตละความเขมขนมา 0.1 
มิลลิลิตร กระจาย (spread) บนอาหารเล้ียงเชื้อฮิวมิค แอซิด วิตามิน-อการ มีเดียม (Humic Acid-
Vitamin Agar Medium, HV agar) (Hayakawa and Nonomura, 1987) นําจานอาหารเล้ียงเชื้อ
ไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นานประมาณ 5-7 วัน สังเกตโคโลนีของ Streptomyces ซึ่งมี
ลักษณะเปนเสนใยสีขาวและโคโลนีฝงลงไปในอาหารเล้ียงเชื้อ จากนั้นเข่ียโคโลนีมาทําใหบริสุทธิ์ 
โดยลากเชื้อบนอาหารแข็งเบนเนต (Bennett Agar) ที่มีไซโคลเฮกซามีดความเขมขน 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บ Streptomyces ที่บริสุทธิ์แลวลงในอาหารเอียงแข็งชนิด MS 
(Mannitol Soy Bean Agar Medium) เพื่อใชในการศึกษาสมบัติตอไป  
 
3.3.2 การเก็บรักษาเช้ือ Streptomyces spp. 
 
 เข่ียเชื้อ Streptomyces spp. ลงในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) นําไปบมในเคร่ือง
เขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําน้ําเล้ียงเชื้อ
มาขีดลงบนอาหารแข็งเอียงชนิด MS นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-7 วันหรือ
จนกวาโคโลนีของ Streptomyces spp. จะสรางสปอรแกเต็มที่จึงนําไปเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส 
จนกวาจะนํามาใชทดสอบข้ันตอไป 
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3.3.3 การเพาะเลี้ยง Streptomyces spp. เพื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนส 
 
 3.3.3.1 การเตรียมสปอร  
 
  เข่ียเชื้อ Streptomyces spp. ลงในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) นําไปบมใน
เคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําน้ําเล้ียง
เชื้อมาขีดลงบนขวดแบนที่มีอาหารแข็งเอียงชนิดขาวโอต (Oatmeal) เพื่อเพิ่มพื้นที่ในการสราง
สปอร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-7 วันจนกวาโคโลนีของ Streptomyces 
spp. จะสรางสปอรแกเต็มที่ จากนั้นนํามาขูดสปอรออกดวยเทคนิคปลอดเชื้อโดยใชน้ํากล่ันที่ผสม 
tween 80 ซึ่งผานการฆาเชื้อแลวเปนตัวทําละลาย ดูดสปอรแขวนลอยออกมากรองผานชุดกรอง
สปอรเพื่อแยกเซลลออกและนําสปอรที่กรองไดมาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปน
เวลา 20 นาที เทสวนของน้ําใสทิ้ง จากนั้นลางสปอรดวยน้ํากล่ันที่ผสม Tween 80 อีก 2 คร้ัง นํา
สปอรที่ไดไปแขวนลอยใน 30 เปอรเซ็นตกลีเซอรอล ซึ่งผานการฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง โดยนับใหสปอร
มีความหนาแนนที่ 108 สปอรตอมิลลิลิตร นําไปเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนํามาใชในการ
ทดลองข้ันตอไป 
 
 3.3.3.2 การเตรียมอินูลิเนสกัดจากรากแกนตะวัน 

 
นํารากแกนตะวันสดมา ลางน้ําใหสะอาด หั่นเปนชิ้นเล็กๆ วางใสถาดอลูมิเนียม 

นําไปอบที่ 70 องศาเซลเซียสจนรากแกนตะวันแหง นํารากแกนตะวันที่อบแหงแลวมาบดดวย
เคร่ืองบดหยาบ (สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) 
เพื่อสะดวกในการกรอง ชั่งรากแกนตะวันที่บดแลวมา 10 กรัมเติมน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร นําไปนึ่ง
ที่ 100 องศาเซลเซียสภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา 10 นาที นําสารสกัดมา
กรองดวยผาขาวบางและนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เพื่อ
แยกกากจากรากแกนตะวันออก วัดปริมาตรสวนน้ําใสที่ไดเพื่อใชในการคํานวณปริมาณของอินนู
ลินในสารสกัดวิเคราะหโดยวิธีของ Dische และ Borenfreund (1951) และวิธีของ Lingyun และ
คณะ (2007) 
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3.3.3.3 การคัดกรอง Streptomyces spp. ที่มีความสามารถในการผลิตอินูลิเนส 
 

ถายสปอร 100 ไมโครลิตรของ Streptomyces spp. แตละสายพันธุ ลงในอาหาร
เล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 
นาโนเมตร อยูในชวง 0.8 – 1.0 จากนั้นถายหัวเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงใน
อาหารเหลวชนิด Czapex ,s Dox medium (Sharma and Gill, 2007) โดยมีสารสกัดอินนูลิน 1 
เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง นําน้ําเล้ียงเชื้อไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
20 นาที นําสวนน้ําใสซึ่งเรียกวา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีที่
ดัดแปลงมาจาก Sharma และ Gill (2007) 

  
3.3.3.4 การผลิตอินูลิเนสโดยสายพันธุที่คัดเลือกจากขอ 3.3.3.3 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ซึ่งคัดเลือกไดจากขอ 
3.3.3.3 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ 
Luria Bretani (LB) นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร อยูในชวง late log 
จากนั้นถายหัวเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเหลวชนิด Czapex ,s Dox 
medium (Sharma and Gill, 2007) โดยมีสารสกัดอินนูลิน 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน นําไป
บมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง นําน้ําเล้ียง
เชื้อไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที นําสวนน้ําใสซึ่งเรียกวา crude 
enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีในขอ 3.3.4  

3.3.3.5 การพิสูจนเอกลักษณของ Streptomyces sp. CP01 

 การพิสูจน เอกลักษณของสายพันธุ  CP01 ได รับความอนุเคราะหจาก             
รองศาสตราจารย ดร. อรินทิพย ธรรมชัยพิเนต ภาควิชาพันธุศาสตร จากคณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร โดยวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA 
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3.3.3.6 การศึกษารูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. CP01 

  การศึกษารูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. CP01 โดยถายสปอร
แขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวด
สปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ติดตามรูปแบบการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร 
 
 3.3.3.7 การศึกษาอายุของหัวเชื้อตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 

 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เลือกระยะการเจริญในชวง mid log และ late log ลงใน
อาหารเหลวชนิด Czapex ,s Dox medium (Sharma and Gill, 2007) โดยมีสารสกัดอินนูลิน 1 
เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง นําน้ําเล้ียงเชื้อไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
20 นาที นําสวนน้ําใสซึ่งเรียกวา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีที่
ดัดแปลงมาจาก Sharma และ Gill (2007) 
 
3.3.4 การวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 
 
 เปนวิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Sharma และ Gill (2007) ซึ่งสวนผสมของปฏิกิริยา
ประกอบดวย 
 ก. สารละลายอินนูลินบริสุทธิ์จากรากของชีคโคร่ี (Fluka, USA) 0.1 กรัมตอ 10 มิลลิลิตร 
ซึ่งละลายอยูใน 50 มิลลิโมลารโซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร pH 6.0 ปริมาตร 95 ไมโครลิตร 
 ข. 50 มิลลิโมลารโซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร pH 6.0 ปริมาตร 55 ไมโครลิตร 
 ค. crude enzyme ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  
สําหรับสวนผสมของตัวเปรียบเทียบ (Blank) ประกอบดวย  
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 ก. สารละลายอินนูลินบริสุทธิ์จากรากของชีคโครี (Fluka, USA) 0.1 กรัมตอ 10 มิลลิลิตร 
ซึ่งละลายอยูใน 50 มิลลิโมลารโซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร pH 6.0 ปริมาตร 95 ไมโครลิตร 
 ข. 50 มิลลิโมลารโซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร pH 6.0 ปริมาตร 105 ไมโครลิตร 
 นําสวนผสมทั้งหมดนี้มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีของ Bernfeld (1955) โดยนําไปบมที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการนําไปแชในอางน้ําแข็ง 
จากนั้นวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดข้ึน โดยเติม DNSA reagent ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ตมใน
อางน้ําเดือด เปนเวลา 5 นาที นําไปแชในอางน้ําแข็ง เติมน้ํากล่ันปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร  
 
 1 หนวยของอินูลิเนสเทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายอินนูลินแลวไดน้ําตาลรีดิวซ 1 ไม
โครโมลภายในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่กําหนด 
 
3.3.5 การหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตอินูลิเนส 
 
 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) นําไปบมในเคร่ือง
เขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร อยูในชวง late log จากนั้นถายหัวเชื้อ 10 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเหลวชนิด Czapex ,s Dox medium (Sharma and Gill, 2007)  
โดยมีสารสกัดอินนูลิน 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยแปรระยะเวลาบมเชื้อที่ 8, 12, 16, 20, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง 
นําน้ําเล้ียงเชื้อไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที นําสวนน้ําใสซึ่ง
เรียกวา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Sharma และ 
Gill (2007)  
 
3.3.6 การศึกษาความเขมขนของหัวเช้ือตอการผลิตอินูลิเนส 
 
 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) นําไปบมในเคร่ือง
เขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร อยูในชวง late log จากนั้นถายหัวเชื้อ ลงในอาหารเหลวชนิด 
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Czapex ,s Dox medium (Sharma and Gill, 2007) โดยแปรความเขมขน ดังนี้ 5, 10 และ 15 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) นําไปบมในเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นําน้ําเล้ียงเชื้อไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
20 นาที นําสวนน้ําใสซึ่งเรียกวา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีในขอ 
3.3.4  
 
3.3.7 การศึกษาผลของแหลงคารบอนในการเลี้ยง Streptomyces sp. CP01 ตอการ
ผลิตอินูลิเนส 
 
 3.3.7.1 ชนิดของแหลงคารบอนตอการผลิตอินูลิเนส 

 
  ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ late 
log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรชนิดของแหลงคารบอน คือ สารสกัดอินนูลินจาก
รากแกนตะวัน, อินนูลินบริสุทธิ์จากรากของชีคโครี (Fluka, USA), แมนนิทอล, กลูโคส, ซูโครส, 
ฟรักโทส, มอลโทส ที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมในเคร่ืองเขยาควบคุม
อุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บ
ตัวอยางมาปนเหว่ียง ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตาม
วิธีในขอ 3.3.4  

 
3.3.7.2 การหาความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตอินูลิเนส 
 

 ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 ปริมาตร 30 
มิลลิลิตร บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ late log จากนั้นถายเชื้อ 
10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium pH 7.0 
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ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอ 3.3.7.1 นํามาแปรความเขมขนที่ 
0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมในเคร่ืองเขยาควบคุม
อุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน เก็บตัวอยางมา
ปนเหว่ียง ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีในขอ 
3.3.4  

 
3.3.8 การศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนในการเลี้ยง Streptomyces sp. CP01 ตอการผลิต         
อินูลิเนส 

 
3.3.8.1 ชนิดของแหลงอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนตอการผลิตอินูลิเนส 
 

  ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ 
late log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , 
s Dox medium pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.7.1 และขอ 3.3.7.2 และแปรชนิดของแหลงอนินทรียไนโตรเจน คือ แอมโมเนียมซัลเฟต 
((NH4)2SO4 ) แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
((NH4)2HPO4) แอมโมเนียมไนเทรต (NH4NO3) โซเดียมไนเทรต (NaNO3) แหลงอินทรีย
ไนโตรเจน คือ สารสกัดจากยีสต (Yeast extract powder) สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract) 
แบคโทเพบโทน (Bacto peptone) และ แบคโททริปโทน (Bacto tryptone) ที่ความเขมขน 0.3 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมในเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน เก็บตัวอยางมาปนเหว่ียง ดวยเคร่ืองปน
เหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส   
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3.3.8.2 การหาความเขมขนของแหลงอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการ
ผลิตอินูลิเนส 

 
ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 

สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ late 
log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอ 3.3.7.1 และขอ 
3.3.7.2 และแหลงอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมจากขอ 3.3.8.1 นํามาแปรความ
เขมขนที่ 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9 และ 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมในเคร่ืองเขยา
ควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน เก็บ
ตัวอยางมาปนเหว่ียง ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส   

 
3.3.9 การศึกษาผลของแหลงเกลือแรในการเลี้ยง Streptomyces sp. CP01 ตอการผลิต 
อินูลิเนส 
 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces sp. CP01 ความหนาแนน 2 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 ปริมาตร 30 
มิลลิลิตร บมเชื้อบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ late log จากนั้นถายเชื้อ 
10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium pH 7.0 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอ 3.3.7.1 และขอ 3.3.7.2  และ
แหลงอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมจากขอ 3.3.8.1 และขอ 3.3.8.2 โดยใชแหลง
เกลือแร คือ Mg2+ และ Fe2+ ในข้ันแรกแปรความเขมขนของ Mg2+ โดยนํามาแปรความเขมขนที่ 
0.020, 0.025, 0.050, 0.075 และ 0.10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) และให Fe2+ ความ
เขมขนเทากับ 0.0010 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เม่ือไดความเขมขนของ Mg2+ ที่เหมาะสม
แลวจะแปรความเขมขนของ Fe2+ โดยนํามาแปรความเขมขนที่ 0.00025, 0.0005,0.00075, 
0.0010, 0.0015 และ 0.002 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมในเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน เก็บตัวอยางมาปนเหว่ียง 
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ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส   

 
3.3.10 ความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 
แปรระดับความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเชื้อในชวง 6.0 – 11.0 โดยมีแหลง

คารบอน และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.8 – 3.3.9 โดยบมบนเคร่ืองเขยาควบคุม
อุณหภูมิที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตามระยะเวลาบมเชื้อที่
เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.5 เก็บตัวอยางมาปนเหว่ียง ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิ
ดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไป
วิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส   

 
3.3.11 อุณหภูมิท่ีใชในการเลี้ยงเช้ือ  

 
เล้ียงเชื้อภายใตภาวะที่เหมาะสมในขอ 3.3.10 แตแปรอุณหภูมิที่ใชในการบมเชื้อในชวง 

30 – 50 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางนํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสไป
วิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส   

 
3.3.12 การศึกษาสมบัติเบื้องตนของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 

 
3.3.12.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานอินูลิเนส 
 
 นําอินูลิเนสมาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีในขอ 3.3.4 โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการ

ทําปฏิกิริยาตั้งแต 30 – 80 องศาเซลเซียส 
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3.3.12.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนส 
 
 นําอินูลิเนสมาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีในขอ 3.3.4 โดยบม

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.12.1 และแปรความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชใน
ปฏิกิริยาใหอยูในชวงความเปนกรดดางตางๆดังนี้   

 
 50 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร ในชวง pH 4.0 – 6.5 
 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร ในชวง pH 6.0 – 8.5 

50 มิลลิโมลาร ทริส           บัฟเฟอร  ในชวง pH 8.0 – 9.0 
 

 3.3.12.3 ความเสถียรของอินูลิเนสตออุณหภูมิ 
 
  บมเอนไซมใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0 ที่อุณหภูมิตางๆ
ในชวง 30 – 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของอินูลิเนสที่เหลือ ตาม
วิธีการในขอ 3.3.4 ภายใตอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมจากขอ 3.3.12.1 และ 
3.3.12.2 โดยมีอินูลิเนสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทียบ 
   

3.3.12.4 ความเสถียรของอินูลิเนสตอความเปนกรดดาง 
 
  บมเอนไซมในบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางในชวง 4.0 – 9.0 ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตีของอินูลิเนสที่เหลือ ตามวิธีการในขอ 
3.3.4 ภายใตอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมจากขอ 3.3.12.1 และ 3.3.12.2 โดย
มีอินูลิเนสที่ไมผานการบมเปนตัวเปรียบเทียบ 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การแยก Streptomyces spp. จากดินบริเวณท่ีมีการปลูกตนแกนตะวัน กระเทียม หัว
หอม กระชาย ขมิ้น ขา  
  
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคที่จะแยก Streptomyces spp. ที่มีความสามารถในการผลิต     
อินูลิเนส โดยคัดแยก Streptomyces จากตัวอยางดินที่เก็บจากบริเวณที่มีการปลูกตนแกนตะวัน 
กระเทียม หัวหอม กระชาย ขม้ิน ตะไคร ขา โดยข้ันแรกแยกเชื้อจากตัวอยางดินโดยเล้ียงเชื้อบน
อาหารเล้ียงเชื้อฮิวมิค แอซิด วิตามิน-อการ มีเดียม (Humic Acid-Vitamin Agar Medium, HV 
agar) ซึ่งเปนอาหารเล้ียงเชื้อที่จําเพาะตอจุลินทรียในกลุมแอคติโนมัยสีท (Hayakawa and 
Nonomura, 1987) จากนั้นนําโคโลนีที่แยกไดมาทําใหบริสุทธิ์โดยเล้ียงบนอาหารแข็งเบนเนต 
(Bennett Agar) ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.1 พบวาสามารถแยก Streptomyces spp. 
ไดทั้งหมด 371 สายพันธุ ซึ่งจะทําการทดสอบตอไปถึงความสามารถในการสรางอินูลิเนสโดย      
จุลินทรียทั้งหมดที่แยกไดนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



51 
 

ตารางที่ 4.1 สายพันธุของ Streptomyces spp. ที่คัดแยกได 
 

รหัสสายพันธุ 
Streptomyces spp. แหลงที่มาของดิน จํานวนไอโซเลตที่คัด

แยกได 
KA กระชาย 22 

IN 
รากแกนตะวันจากสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพ

และวิศวกรรมศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

27 

OG หัวหอมและกระเทียม 45 
AL ขา 12 
CY ขม้ินเหลือง 7 
CB ขม้ินดํา 15 
CP รากแกนตะวันจากจังหวัดชัยภูมิ 6 
KK รากแกนตะวันจากจังหวัดขอนแกน 6 

JA รากแกนตะวันในแปลงทดลอง
มหาวิทยาลัยขอนแกน 53 

A, B, C, D, E, G, O จังหวัดนาน  
(ไดรับอนุเคราะหจากนางสาวฉวีวรรณ ปนคํา) 178 

ผลรวมสุทธ ิ 371 
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4.2 ผลการสกัดอินนูลินจากรากแกนตะวัน 
  

จากการสกัดอินนูลินจากหัวแกนตะวันที่อบแหงปริมาณ 10 กรัม ซึ่งละลายดวยน้ํา 100 
มิลลิลิตร ผานการนึ่งที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนํามาวิเคราะหหาปริมาณ
อินนูลินโดยใช 2 วิธีเปรียบเทียบกันไดแก วิธีของ Dische และBorenfreund (1951) พบวามีอินนู
ลิน 17.81 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/น้ําหนัก) และเม่ือนํามาวิเคราะหปริมาณอินนูลินโดยวิธีของ 
Lingyun และคณะ (2007) พบวามีอินนูลิน 16.66 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/น้ําหนัก) ดังตารางที่ 4.2 
ซึ่งพบวาการวิเคราะหปริมาณอินนูลินโดยทั้ง 2 วิธีนี้มีคาใกลเคียงกัน ดังนั้นจึงใชคาเฉล่ียจาก 2 
วิธีนี้เปนคาความเขมขนของอินนูลินในสารสกัดสําหรับใชในการทดลองตอไป  
 
ตารางที่ 4.2 ปริมาณอินนูลินที่สกัดจากหัวแกนตะวัน 10 กรัม วิเคราะหโดยวิธีของ Dische และ 
Borenfreund (1951) และวิธีของ Lingyun และคณะ (2007)  
 

วิธีสกัด 
ปริมาตร
สารสกัด 

(มิลลิลิตร) 

น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ เปอรเซ็นตอินนู
ลินในการสกัด
เทียบกับแกน

ตะวัน 
(น้ําหนัก/
น้ําหนัก) 

มิลลิกรัม/ 
มิลลิลิตร มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม
/ 

มิลลิลิตร 
มิลลิกรัม 

Dische และ 
Borenfreund 

(1951) 
750.04 27.60 

0.03 
2,070.00
0.13 

3.04 
0.02 

288.80
0.02 17.810.02 

Lingyun 
และคณะ 
(2007) 

750.04 

 
26.07 

0.01 
 

 
1,955.25
.0.09 

 

 
3.04 
0.02 

 

 
288.80

0.02 
 

16.660.06 
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4.3 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces spp. ท่ีคัดแยกได 
 
 การทดลองนี้เพื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces spp. 
ที่แยกได 371 สายพันธุ โดยนํามาเล้ียงตามวิธีการในบทที่ 3 ขอ 3.3.3.4 ซึ่งบมเชื้อเปนเวลา 72 
ชั่วโมง พบวามี 19 สายพันธุที่จัดวาสามารถผลิตอินู ลิเนสไดพอสมควรเ ม่ือเทียบกับ 
Streptomyces สายพันธุอ่ืนๆที่มีผูรายงานไวไดแก Streptomyces sp. GNDU1 สามารถผลิต   
อินูลิเนสได 0.552 หนวยตอมิลลิลิตร (Gill และคณะ, 2003) และ Streptomyces sp. สามารถ
ผลิตอินูลิเนสได 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร (Sharma และคณะ, 2006) คือ ตั้งแต 0.11 – 0.49 
หนวยตอมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 4.3 สวนเชื้อ Streptomyces spp. อีก 352 สายพันธุ เม่ือ
ตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสพบวาใหอินูลิเนสในชวง 0.0004 – 0.10 หนวยตอ
มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 4.3 สายพันธุ Streptomyces spp. ที่มีความสามารถในการผลิตอินูลิเนสได 
 

สายพันธุ Streptomyces spp. แอคติวิตีของอินลิูเนส (หนวยตอมิลลิลิตร) 
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 (ตอ) 
 

KK03 0.12 
CP01 0.49 
CP02 0.13 

 
จากผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 4.3 พบวา Streptomyces sp. สายพันธุ CP01 

สามารถผลิตอินูลิเนสไดสูงสุด และเม่ือทําการทดสอบซ้ําหลายคร้ังพบวาประสิทธิภาพในการ
ผลิตอินูลิเนสคอนคงที่ ดังนั้นจึงเลือก Streptomyces sp. สายพันธุ CP01 มาศึกษาในข้ันตอน
ตอไป  

จากการพิสูจนเอกลักษณจากลําดับนิวคลีโอไทดของ 16s rDNA ของ Streptomyces sp. 
สายพันธุ  CP01 เทียบกับขอมูลในฐานขอมูล GenBank (ดวยความอนุเคราะหของรอง
ศาสตราจารย  ดร. อรินทิพย  ธรรมชัยพิ เนต) พบวามีความใกลเคียงกับ Streptomyces 
griseoruber NBRC 12873 99.34% และไดฝากลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ไวกับ 
GenBank ภายใต Accession No. GU458298 

 
4.4 การศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมเบื้องตนในการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01  
 
 ในการทดลองที่ผานมาขางตนทําการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม โดยบมปฏิกิริยาที่ 60 
องศาเซลเซียส pH 6.0 ตามภาวะที่รายงานโดย Sharma และ Gill (2007) ภาวะดังกลาวอาจจะ
ไมใชภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 ดังนั้นในการ
ทดลองนี้จึงตองศึกษาภาวะที่เหมาะสมเบื้องตน เพื่อนําไปใชในการติดตามแอคติวิตีของ           
อินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 ตอไป   
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4.4.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
   

จากการศึกษาการนํา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส โดยการ
แปรอุณหภูมิที่ใชในการบมปฏิกิริยาตั้งแต 30 – 80 องศาเซลเซียส พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การทํางานของอินูลิเนส คือ 55 องศาเซลเซียส โดยเปนอุณหภูมิที่ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสสูงที่สุด
คือ 0.595 หนวยตอมิลลิลิตร ดังรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 
 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดคือ 0.595 หนวยตอมิลลิลิตร เทากับ 100 เปอรเซ็นต 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

43 



56 
 

4.4.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01 

 
  จากการศึกษาการนํา crude enzyme มาวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส โดยการ
แปรคาความเปนกรดดางที่ใชในการทําปฏิกิริยาโดยแปรคาความเปนกรดดางตั้งแต  4.0 – 9.0 ผล
การทดลองพบวาอินูลิเนสสามารถทํางานไดดีที่สุดเม่ือใชโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีคาความ
เปนกรดดางเทากับ 6.0 โดยเปนความเปนกรดดางที่ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสสูงที่สุดคือ 0.699 
หนวยตอมิลลิลิตร ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.2 
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รูปที่ 4.2 ผลของความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01 
   โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร  pH 4.0 – 6.5 
   โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 6.0 – 8.0 
    ทริสบัฟเฟอร   pH 8.0 – 9.0 
 
 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดคือ 0.699 หนวยตอมิลลิลิตร เทากับ 100 เปอรเซ็นต 
 
 ดังนั้นในการทดลองตอไปจะทําการวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส และคาความเปนกรดดางเทากับ 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 ติดตามการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
600 นาโนเมตร เพื่อใชเปนขอมูลสําหรับการเตรียมหัวเชื้อเพื่อผลิตอินูลิเนสตอไป ผลการทดลอง
แสดงในรูปที่ 4.3 พบการเจริญของเชื้อในระยะทวีคูณ (log phase) อยูระหวางชั่วโมงที่ 7 ถึง 
ชั่วโมงที่ 19 โดยมีระยะ mid log อยูที่ชั่วโมงที่ 14 มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร เทากับ 1.2 และระยะ late log อยูชั่วโมงที่ 18 มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นา
โนเมตร เทากับ 1.8 หลังจากนั้นเชื้อจะเขาสูระยะ stationary และ dead phase  
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รูปที่ 4.3 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces sp. CP01  
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4.6 ผลของอายุหัวเช้ือตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 
 การทดลองนี้ เพื่อหาอายุของหัวเชื้ อที่ เหมาะสมตอการผลิตอินู ลิเนส โดยเ ล้ียง 
Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Luria Bertani (LB) pH 7.0 ติดตามการเจริญโดย
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร โดยจะทําการเลือกหัวเชื้อที่ระยะ mid log 
ซึ่งบมเปนเวลา 14 ชั่วโมงและระยะ late log ซึ่งบมเปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นถายหัวเชื้อลงใน 
Czapex , s Dox medium ซึ่งมีอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน บมเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง ที่ 30 องศาเซลเซียส ผลการทดลองในตารางที่ 4.4 พบวา
อายุของหัวเชื้อที่ระยะ late log ซึ่งบมเปนเวลา 18 ชั่วโมง มีแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 0.92 
หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งสูงกวาระยะ mid log ที่มีแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 0.43 หนวยตอ
มิลลิลิตร  
 
ตารางที่ 4.4 แสดงผลของอายุของหัวเชื้อตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 

อายุของหัวเชื้อ แอคติวิตีของเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร) 
Mid log 0.43 
Late log 0.92 

 
ดังนั้นในการทดลองตอๆไปจะใชหัวเชื้อที่ชวงอายุ late log  
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4.7 ผลของระยะเวลาบมเช้ือตอการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces sp. CP01 
 
  การทดลองนี้ใชอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอนในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium จากนั้นแปรระยะเวลาบมเชื้อที่ 8, 12, 16, 
20, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง ผลการทดลองในรูปที่ 4.4 พบวา Streptomyces sp. CP01 ให   
แอคติวิตีของอินูลิเนสสูงสุดประมาณ 0.91 หนวยตอมิลลิลิตร เม่ือบมเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
ดังนั้นในการศึกษาตอไปจึงเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมในการเล้ียงเชื้อเทากับ 24 ชั่วโมง และใช
อินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.4  ผลของระยะเวลาที่เล้ียงเชื้อตอการผลิตอินูลิเนสเม่ือใชอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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4.8 ผลของความเขมขนของหัวเช้ือตอการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces sp. CP01 
 
 จากการแปรความเขมขนของหัวเชื้อที่มีอายุในชวง late log โดยใชอินนูลินสกัด 1 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium 
บมเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง ผลการทดลองในรูปที่ 4.5 พบวาหัวเชื้อที่ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสสูงสุดประมาณ 0.9 หนวยตอมิลลิลิตร  
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รูปที่ 4.5  ผลของความเขมขนของหัวเชื้อตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
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4.9 ผลของแหลงคารบอนในการเลี้ยง Streptomyces sp. CP01 ตอการผลิตอินูลิเนส 
  
 4.9.1 ชนิดของแหลงคารบอนตอการผลิตอินูลิเนส 

 
จากการแปรชนิดของแหลงคารบอนเพื่อการผลิตอินูลิเนสไดแก สารสกัดอินนูลิน 

อินนูลินบริสุทธิ์จากรากของชีคโครี แมนนิทอล กลูโคส ซูโครส ฟรักโทส มอลโทส ที่ความเขมขน 1 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ผลการทดลองดังรูป 4.6 พบวาสารสกัดอินนูลิน ใหแอคติวิตี
ของอินูลิเนสสูงที่สุดประมาณ 0.9 หนวยตอมิลลิลิตรในการทดลองตอไปจะเลือกใชสารสกัดอินนู
ลินเปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.6 ผลของแหลงคารบอนที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ตอการผลิต      
อินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
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4.9.2 ความเขมขนของสารสกัดอินนูลินที่เหมาะสมตอการผลิตอินูลิเนส 
 

  จากการแปรความเขมขนของสารสกัดอินนูลินที่ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) พบวาที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ให  
แอคติวิตีของอินูลิเนสสูงที่สุดประมาณ 0.9 หนวยตอมิลลิลิตร ดังรูป 4.7 
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รูปที่ 4.7 ผลของความเขมขนของอินนูลินสกัดตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 
 
4.10 ผลของแหลงไนโตรเจนในการเลี้ยง Streptomyces sp. CP01 ตอการผลิตอินูลิเนส 
 

4.10.1 ชนิดของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตอินูลิเนส 
 

  จากการเล้ียง Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium เม่ือใชอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และแปรชนิด
ของ แหลงอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนเพื่อการผลิตอินูลิเนสไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต 
แอมโมเนียมคลอไรด ไดแอมโมเนียมฟอสเฟต แอมโมเนียมไนเตรต โซเดียมไนเทรต แมนนิทอล 
สารสกัดจากยีสต สารสกัดจากเนื้อ และแบคโทเพบโทน ที่ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) พบวาเม่ือใชแบคโทเพบโทน เปนแหลงไนโตรเจนจะใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุด
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เทากับ 0.98 หนวยตอมิลลิลิตร ลําดับตอมาคือ โซเดียมไนเทรต และสารสกัดจากยีสต ดังรูปที่ 4.8 
ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงเลือกแบคโททริปโทน โซเดียมไนเตรต และสารสกัดจากยีสต มา
ศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมตอการเปนแหลงของไนโตรเจนตอไป 
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รูปที่ 4.8 ผลของอนินทรียและอินทรียไนโตรเจนที่ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 

4.10.2 ความเขมขนของแบคโททริปโทน โซเดียมไนเตรต และสารสกัดจากยีสต ที่
เหมาะสมตอการผลิตอินูลิเนส 
 
  จากการเล้ียง Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium เม่ือใชอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และแบคโท  
ทริปโทน สารสกัดจากยีสต และโซเดียมไนเตรต เปนแหลงไนโตรเจน โดยแปรความเขมขนที่ 0.1, 
0.3, 0.5, 0.7, 0.9 และ 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ดังรูป 4.9 - 4.11 พบวาที่ความ
เขมขน 0.7 เปอรเซ็นตของแบคโททริปโทน (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสสูงที่สุด
ประมาณ 1.30 หนวยตอมิลลิลิตร สารสกัดจากยีสตที่ความเขมขน 0.9 เปอรเซ็นต(น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสเทากับ 1.20 หนวยตอมิลลิลิตร และโซเดียมไนเตรตที่ความ
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เขมขนตั้งแต 0.3-1.0 เปอรเซ็นต(น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีของอินูลิเนสประมาณ 1.0 
หนวยตอมิลลิลิตร ดังนั้นจึงเลือกใชแบคโททริปโทน เปนแหลงของไนโตรเจนตอไป 
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รูปที่ 4.9  ผลของความเขมขนของแบคโททริปโทนตอการผลิตอินูลิเนส จาก Streptomyces sp. 
CP01 
 
 

(เปอรเซ็นต) 
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รูปที่ 4.10  ผลของความเขมขนของสารสกัดจากยีสตตอการผลิตอินูลิเนส จาก Streptomyces 
sp. CP01 
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รูปที่ 4.11 ผลของความเขมขนของโซเดียมไนเตรตตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01 
 
 

(เปอรเซ็นต) 

(เปอรเซ็นต) 
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 4.11 ผลของแหลงเกลือแรในการเลี้ยง Streptomyces sp ตอการผลิตอินูลิเนส 
 
 4.11.1 ผลของ Mg2+ ตอการผลิตอินูลิเนส 
 

จากการเล้ียง Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium เม่ือใชอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน แบคโท      
ทริปโทน  0.7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน และ Fe2+ 0.001 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงของเกลือแร ทําการแปรความเขนขนของแหลงแร Mg2+ โดยนํามา
แปรความเขมขนที่ 0.020, 0.025, 0.050, 0.075 และ 0.10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
พบวา Mg2+  ที่ความเขนขน 0.025 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 
1.37 หนวยตอมิลลิลิตร ผลการทดลองดังรูป 4.12  
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รูปที่ 4.12 ผลของความเขมขนของ Mg2+ ตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 
 
 
 
 

Mg2+ (เปอรเซ็นต) 
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 4.11.2 ผลของ Fe2+ ตอการผลิตอินูลิเนส 
 

จากการเล้ียง Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium เม่ือใช อินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน แบคโท      
ทริปโทน  0.7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน และ Mg2+ 0.025 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงของเกลือแร ทําการแปรความเขนขนของ Fe2+ โดยนํามาแปร
ความเขมขนที่ 0.00025, 0.0005,0.00075, 0.0010, 0.0015 และ 0.002 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) พบวา Fe2+  ที่ความเขนขน 0.0010 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)ใหแอคติวิตีสูงสุด
เทากับ 1.37 หนวยตอมิลลิลิตร ผลการทดลองดังรูป 4.13 
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รูปที่ 4.13 ผลของความเขมขนของ Fe2+ ตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 
 
 
 
 
 
 

Fe2+ (เปอรเซ็นต) 
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4.12 ผลของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 
 จากการแปรความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium ที่มี
อินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนและแบคโทเพบโทน 0.7 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน โดยแปรคาความเปนกรดดางที่ 4.0 – 11.0 
และบมเชื้อเปนเวลา 1 วัน พบวาอาหารเล้ียงเชื้อที่มีอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอนและแบคโททริปโทน 0.7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอค    
ติวิตีสูงที่สุดประมาณ 1.54 หนวยตอมิลลิลิตร ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 8 ดังผลการทดลอง
ในรูปที่ 4.14 ดังนั้นจึงเลือกคาความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเชื้อเทากับ 8 มาใชใน
การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการบมเพื่อผลิตอินูลิเนสตอไป 
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รูปที่ 4.14 ผลของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเชื้อเม่ือใชอินนูลินสกัดเปนแหลง
คารบอน 
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4.13 ผลของอุณหภูมิท่ีใชในการเลี้ยงเช้ือ 
 
 จากการเล้ียงเชื้อ Streptomyces sp. CP01 ในอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox 
medium ที่มีอินนูลินสกัด 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนและแบคโท       
ทริปโทน 0.7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน โดยปรับคาความเปนกรดดาง
เทากับ 8 และแปรอุณหภูมิที่ใชในการเล้ียงเชื้อที่ 25, 28, 30, 40 และ 45 องสาเซลเซียส บมเชื้อ
เปนเวลา 1 วัน พบวาใหแอคติวิตีสูงสุดประมาณ 1.60 หนวยตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิในการเล้ียง
เชื้อเทากับ 28 องศาเซลเซียส ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.15 ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
เล้ียงเชื้อคือ 28 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.15 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเล้ียงเชื้อเม่ือมีอินนูลินสกัดเปนแหลงคารบอน แบคโท       
เพบโทนเปนแหลงไนโตรเจน และปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเทากับ 8  
 

จากการทดลองข้ันตนไดสรุปเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสโดย 
Streptomyces sp. CP01 ตั้งแตระดับการคัดกรองรวมถึงในแตละข้ันตอนของการแปร
องคประกอบอาหารเล้ียงเชื้อและภาวะเหมาะสมในการเล้ียงเชื้อดังแสดงในตารางที่ 4.5 พบวา
ภายใตภาวะเหมาะสม เชื้อนี้สามารถผลิตอินูลิเนสไดเพิ่มข้ึนมากกวา 3 เทา เม่ือเทียบกับข้ันตอน
แรกในชวงคัดกรองเชื้อ 
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ตารางที่ 4.5 สรุปความสามารถในการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 ในแตละข้ันตอนของการหาภาวะเหมาะสม  
 

ข้ันตอน แหลงคารบอน แหลง
ไนโตรเจน แหลงเกลือแร 

ภาวะบมเช้ือ แอคติวิต ี
 (หนวยตอมิลิ

ลิตร) 
อุณหภูม ิ

(องศาเซลเซียส) 
คาความเปนกรด

ดาง 
ระยะเวลา 

(วัน) 
1. การคัดเลือก
เบื้องตน 

1% อินนูลินสกัด
จากรากแกนตะวัน 

0.3% โซเดียม 
ไนเตรท 

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

2. แหลงคารบอน
และไนโตรเจนที่
เหมาะสม 

1% อินนูลินสกัด
จากรากแกนตะวัน 

0.7% แบคโท 
ทริปโทน 

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

3. ความเขมขนที่
เหมาะสมของ 
อิออนโลหะ 

1% อินนูลินสกัด
จากรากแกนตะวัน 

0.7% แบคโท 
ทริปโทน 

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

4. pH เล้ียงเชื้อที่
เหมาะสม 

1% อินนูลินสกัด
จากรากแกนตะวัน 

0.7% แบคโท 
ทริปโทน 

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

5. อุณหภูมิเล้ียง
เชื้อที่เหมาะสม 

1% อินนูลินสกัด
จากรากแกนตะวัน 

0.7% แบคโท 
ทริปโทน 

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

 
หมายเหตุ : ข้ันตอนที่ 1       วิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมที่ pH 6.0, 60 องศาเซลเซียส 
    : ข้ันตอนที่ 2-5    วิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมที่ pH 6.0, 55 องศาเซลเซียส  
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ดังนั้นจากงานวิจัยนี้พบวาสูตรอาหารเล้ียงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตอินูลิเนสโดย 
Streptomyces sp. CP01 คือ 
 
  อินนูลินสกัดจากรากแกนตะวัน    1.0 เปอรเซ็นต 
  Bacto tryptone      0.7 เปอรเซ็นต 
  K2HPO4      0.1 เปอรเซ็นต 
  KCl       0.05 เปอรเซ็นต 
  MgSO4.7H2O      0.025 เปอรเซ็นต 
  FeSO4.7H2O      0.001 เปอรเซ็นต 
 
  มีความเปนกรดดางเทากับ 8.0 ภาวะที่เหมาะสมตอการเล้ียงเชื้อคือ บมที่ 200 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เล้ียงเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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4.14 การศึกษาความเสถียรของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 ตอความเปนกรด
ดางและอุณหภูมิ 
 

4.14.1 ผลของความเสถียรของอินูลิเนสตอคาความเปนกรดดาง 
 
  นําอินูลิเนสมาบมในบัฟเฟอรชนิดตางๆที่มีความเปนกรดดางในชวง 4.0 – 9.0 ที่
อุณหภูมิ 4 องสาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือภายใตสภาวะที่
เหมาะสม พบวา เอนไซมมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวงกวางคือ ตั้งแต 6.0 – 9.0 
และยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูประมาณ 94 – 98 เปอรเซ็นต แตที่คาความเปนกรดดางต่ํากวา 6.0 
ลงมาเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีจนเหลือ 71 เปอรเซ็นต ที่คาความเปนกรดดาง 4.0 ดังรูปที่ 4.16 
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รูปที่ 4.16 ความเสถียรของอินูลิเนสตอความเปนกรดดาง 
 
   โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร  pH 4.0 – 6.5 
   โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 6.0 – 8.0 
    ทริสบัฟเฟอร   pH 8.0 – 9.0 
  
กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมคือ 1.60 หนวยตอมิลลิลิตรเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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 4.14.2 ผลของความเสถียรของอินูลิเนสตออุณหภูมิ 
 
  นําอินูลิเนสมาบมที่อุณหภูมิตางๆโดยแปรอุณหภูมิในชวง 30 – 80 องศา
เซลเซียส บมนาน 30 นาที จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือภายใตสภาวะที่เหมาะสมผลการ
ทดลองแสดงดังรูปที่ 4.17 พบวาอินูลิเนสมีความเสถียรตออุณหภูมิไดสูงถึงประมาณ 55 องศา
เซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึง 83 เปอรเซ็นต และเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตี
อยางรวดเร็ว จนถึงที่ 60 องศาเซลเซียส เอนไซมจะเหลือแอคติวิตีอยูประมาณ 4.6 เปอรเซ็นต 
และสูยเสียแอคติวิตีอยางสมบูรณที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเปนตนไป 
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รูปที่ 4.17 ความเสถียรของอินูลิเนสตออุณหภูมิ 
 
 กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมคือ 1.60 หนวยตอมิลลิลิตร เทากับ 100 
เปอรเซ็นต 
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ผลการศึกษาสมบัติของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 ไดสรุปดังแสดงในตารางที่ 4.6 
 
ตารางที่ 4.6 สมบัติของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
 

สมบัติของเอนไซม สมบัติของอินูลิเนส 
จาก Streptomyces sp. CP01 

1. อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน 55 องศาเซลเซียส 
2. ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ

ทํางาน 
6.0 

3. ความเสถียรตออุณหภูมิ สูงถึง 55 องศาเซลเซียส, 30 นาท ี
4. ความเสถียรตอความเปนกรดดาง 6.0-9.0 
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บทท่ี 5  
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 เนื่องจากอินูลิเนสเปนเอนไซมที่จัดวามีบทบาทสําคัญในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลาย
อินนูลินไปเปนน้ําเชื่อมฟรักโทสเขมขนสูงและอินนูโลโอลิโกแซคคารไรดซึ่งเปนผลิตภัณฑที่มี
ประโยชนในอุตสาหกรรมอาหาร อาหารสุขภาพ รวมถึงอุตสาหกรรมการหมักเอทานอล และจาก
ขอมูลที่กลาวมาแลวในบทนําวาจุลินทรียหลายชนิดผลิตอินูลิเนสได โดยเฉพาะยีสตซึ่งใหผลผลิต
เอนไซมคอนขางสูงกวาราและแบคทีเรีย เชน C. aureus G7a ผลิตอินูลิเนสได 85 หนวยตอ
มิลลิลิตร (Sheng และคณะ, 2007) และ K. marxianus YS-1 ผลิตได 55.4 หนวยตอมิลลิลิตร 
(Singh และคณะ, 2007) แตพบวาเอนไซมเหลานี้ทํางานไดดีที่คาความเปนกรดดางอยูในชวงเปน
กรด คือ 4.5 – 5.0 งานวิจัยนี้จึงไดหาจุลินทรียที่ผลิตอินูลิเนสที่ทํางานไดดีในชวงคาความเปนกรด
ดางคอนขางเปนกลาง สําหรับ Streptomyces เปนจุลินทรียที่พบในแหลงดินทั่วไปและสวนใหญ
เจริญไดดีในชวงคาความเปนกรดดางเปนกลางและบางสายพันธุเจริญไดดีในภาวะคอนขางเปน
ดาง และเนื่องจากปจจุบันยังมีรายงานเกี่ยวกับการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces นอยมาก 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงไดศึกษาอินูลิเนสจาก Streptomyces โดยทําการแยก Streptomyces จาก
แหลงดินที่ปลูกพืชที่มีหัวใตดิน ทั้งนี้เพราะอินนูลินเปนพอลิแซคคารไรดที่พบอยูในรากและหัวที่อยู
ใตดินของพืช จากนั้นนําเชื้อที่แยกไดมาคัดกรองหาสายพันธุที่ผลิตอินูลิเนสโดยคาดวานาจะพบ
สายพันธุที่สรางอินูลิเนสไดดีและทํางานไดในชวงคาความเปนกรดดางเปนกลาง งานวิจัยนี้
สามารถแยก Streptomyces sp. CP01 ไดจากดินบริเวณที่มีการปลูกแกนตะวัน จากจังหวัด
ชัยภูมิ พบวาเปนสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในการผลิตอินูลิเนสสูงกวาสายพันธุอ่ืนๆโดยให        
แอคติวิตีในข้ันตอนการคัดกรองเทากับ 0.49 หนวยตอมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงที่คาความเปนกรดดาง
ของอาหารเล้ียงเชื้อเทากับ 7.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งพบวาคาที่ไดไมแตกตางมากนัก
เม่ือเปรียบเทียบกับ Streptomyces sp. GNDU1 ที่ใหแอคติวิตีเทากับ 0.552 หนวยตอมิลลิลิตร 
เม่ือเล้ียงในอาหารที่คาความเปนกรดดางเทากับ 7.5 อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส (Gill และคณะ, 
2006) และ Streptomyces sp. ที่ใหแอคติวิตีเทากับ 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงที่คาความ
เปนกรดดางเทากับ 5.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Sharma และคณะ, 2006)  

การผลิตอินูลิเนสจากจุลินทรียตางๆที่มีผูรายงานไว พบวาสามารถใชอินนูลินสกัดจากพืช
ไดหลากหลายชนิดเปนแหลงคารบอน ไดแก อินนูลินสกัดจากหนอไมฝร่ัง (Singh และ Bhermi, 
2008) รากตนรักเร (Singh และ คณะ, 2007) กระเทียมผง (Sharma และคณะ, 2007) 
Dandelion roots , Dandelion leaves, หัวหอม, กระเทียม และหัวของชีคโครี (Kango, 2008) หัว
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ของแกนตะวัน (Wei และคณะ, 1998) เปนตน จากการศึกษาชนิดของแหลงคารบอนในการ
ผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 พบวาสามารถใชอินนูลินสกัดจากหัวของแกนตะวัน
เปนแหลงคารบอนไดดีที่สุด โดยใหแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 0.9 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่ง
สอดคลองกับ Kluyveromyces    Y-85 เม่ือใชอินนูลินสกัดจากหัวของแกนตะวันเปนแหลง
คารบอนจะใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงที่สุดเชนเดียวกัน (Wei และคณะ, 1998b) แกนตะวันเปน
พืชลมลุกที่ปลูกงายมีอินนูลินสะสมอยูในหัวใตดินสูงถึง 14-19 เปอรเซ็นต จึงจัดเปนแหลงอินนู   
ลินราคาถูกที่หาไดงายและเหมาะสมสําหรับการผลิตอินูลิเนสระดับขยายสวน 

จากการศึกษาผลของความเขมขนของอินนูลินสกัดต อการผลิตอินู ลิ เนสจาก 
Streptomyces sp. CP01 พบวาอาหารเล้ียงเชื้อ Czapex , s Dox medium ที่มีอินนูลินสกัดจาก
แกนตะวัน 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน ใหผลผลิตสูงสุด ซึ่งคลายกับ
การผลิตอินูลิเนสจาก Aspergillus fumigatus (Gill และคณะ, 2006) Streptomyces sp. 
GNDU1 (Gill และคณะ, 2003) และ Streptomyces sp. (Sharma และคณะ, 2006) ที่ให        
แอคติวิตีสูงสุดเม่ือใช 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนเชนกัน แตยังมีอีก
หลายรายงานที่พบวามีเชื้ออีกหลายชนิดที่ตองการอินนูลินที่ความเขมขนคอนขางสูง เชน           
K. marxianus YS-1 ใชอินนูลินสกัดจาก Asparagus racemosus 3.5 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (Singh และ Bhermi, 2008) Kluyveromyces marxianus YS-1 ใช
อินนูลินสกัดจากรากของ Dahlia 2.0 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (Singh 
และ คณะ, 2007) และ Aspergillus niger NK-126 ใชอินนูลินสกัดจาก Dandelion 4.0 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (Kango, 2008) จากรายงานขางตนพบวา 
Streptomyces sp. CP01 ใชความเขมขนของอินนูลินสกัดในปริมาณที่คอนขางต่ําเม่ือเปรียบกับ
รายงานอ่ืนๆ จึงนาจะเปนการประหยัดตนทุนการผลิตในแงการใชแหลงคารบอน 

จากการศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces sp. 
CP01 ในการทดสอบเบื้องตนพบวามีแหลงของไนโตรเจนทั้งอินทรียและอนินทรียที่ใหแอคติวิตีสูง
ใกลเคียงกัน ไดแก แบคโททริปโทน สารสกัดจากยีสต และโซเดียมไนเทรต ดังนั้นจึงเลือกแหลง
ไนโตรเจนทั้ง 3 นี้มาศึกษาผลของความเขมขนตอการผลิตเอนไซมและพบวา 0.7 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) แบคโททริปโทน เปนแหลงของไนโตรเจนที่ดีที่สุด โดยใหแอคติวิตีสูงถึง 1.30 
หนวยตอมิลลิลิตร รองลงมา คือ 0.9 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) สารสกัดจากยีสตโดยให   
แอคติวิตีประมาณ 1.20 หนวยตอมิลลิลิตร ขณะทีโ่ซเดียมไนเทรต ที่ความเขมขนตั้งแต 0.3 – 1.0 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีคอนขางใกลเคียงกัน คือประมาณ 1.0 หนวยตอ
มิลลิลิตร แตเนื่องจากแหลงไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียมีราคาคอนขางแพงซึ่งถามีการเล้ียงเชื้อ
เพื่อผลิตเอนไซมในระดับอุตสาหกรรมจําเปนตองใชปริมาณมาก ซึ่งจะทําใหมีคาใชจายสูง 
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ดังนั้นอนินทรียไนโตรเจนหรือในที่นี้ คือ โซเดียมไนเทรต จึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นาจะนํามาใช
ทดแทนไดแมจะใหผลผลิตอินูลิเนสต่ํากวาแบคโททริปโทเล็กนอย เนื่องจากอนินทรียไนโตรเจน
สวนใหญมีราคาถูก สวนการผลิตอินูลิเนสโดย Streptomyces สายพันธุอ่ืนๆก็มีรายงานวา 
Streptomyces sp. GNDU1 (Gill และคณะ, 2003) และ Streptomyces sp. (Sharma และคณะ
, 2007) ใช 0.3 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โซเดียมไนเทรตเปนแหลงของไนโตรเจนเชนกัน 
โดยใหแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 0.552 และ 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งพบวา
เอนไซมที่ผลิตไดมีคาแอคติวิตีต่ํากวาที่ไดจาก Streptomyces sp. CP01 สวนจุลินทรียชนิดอ่ืนๆมี
รายงานวาใชสารสกัดจากยีสตและสารสกัดจากเนื้อซึ่งเปนอินทรียไนโตรเจนเปนแหลงไนโตรเจน 
เชน A. ficuum JNSP5-06 ใชสารสกัดจากยีสตที่ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงไนโตรเจน โดยใหแอคติวิตีเทากับ 21.54 หนวยตอมิลลิลิตร (Jing และคณะ, 2003)    
K. marxianus YS-1 ใชสารสกัดจากเนื้อที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน
แหลงไนโตรเจน โดยใหแอคติวิตีเทากับ 40.5 หนวยตอมิลลิลิตร (Singh และ คณะ, 2006)       
C. aureus G7a ใชสารสกัดจากยีสตที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน
แหลงไนโตรเจน (Sheng และคณะ, 2007) ซึ่งการใชแหลงอินทรียไนโตรเจนจะทําใหตนทุนการ
ผลิตเอนไซมสูง 

การศึกษาผลของอิออนโลหะตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 พบวา
MgSO47H2O และ FeSO4.7H2O ชวยเพิ่มผลผลิตเอนไซมโดย MgSO4.7H2O ที่ความเขมขน 
0.025 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุด 1.37 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่ง
สอดคลองกับอินูลิเนสที่ผลิตไดจาก A. ficuum ที่ตองการ Mg2+ ในการเพิ่มผลผลิตเอนไซม (Jing 
และคณะ, 2003) แตในทางตรงขาม Mg2+ ที่ความเขมขน 1.0 mM มีผลยับยั้งการผลิต             
อินูลิเนสจาก C. aureus G7a และ P. guilliermondii strain 1 (Sheng และคณะ, 2008a; Gong 
และคณะ, 2008) สําหรับ FeSO4.7H2O พบวาที่ความเขมขน 0.001 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดเทากับ 1.37 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งสอดคลองกับอินูลิเนสที่
ผลิตไดจาก K. marxianus ที่พบวา Fe2+ ชวยเพิ่มการผลิตอินูลิเนส (Rouwenhorst และคณะ, 
1999; Singh และคณะ, 2007) ในขณะที่ Fe2+ จะยับยั้งการผลิตอินูลิเนสของ A. ficuum JNSP5-
06 (Chen และคณะ, 2009) 

จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเล้ียง Streptomyces sp. CP01 ตอการผลิต      
อินูลิเนส พบวาความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเชื้อที่เหมาะสม คือ 8.0 ซึ่งใกลเคียงกับ 
Streptomyces sp. GNDU1 ที่สามารถเจริญไดดีในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีคาความเปนกรดดาง
เทากับ 7.5 (Gill และคณะ, 2003) ซึ่งจัดวาดีกวา A. ficuum JNSP5-06, A. fumigatus และ     
K. marxianus YS-1 ที่เจริญไดดีในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีคาความเปนกรดดางคอนขางเปนกรด 
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(Jing และคณะ, 2003; Gill และคณะ, 2006; Singh และ Bhermi, 2008) ทั้งนี้เพราะจุลินทรียที่
เจริญในภาวะคาความเปนกรดดางเปนกรดจะทําใหตองเสียคาใชจายในการสรางถังหมักที่ทนตอ
กรด Streptomyces sp. CP01 มีอุณหภูมิเหมาะสมในการผลิตเอนไซม คือ 28 องศาเซลเซียส 
ขณะที่ Streptomyces sp. GNDU1 และ Streptomyces sp มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเล้ียง
เพื่อผลิตเอนไซมเทากับ 46 และ 37 องศาเซลเซียส ตามลําดับ (Gill และคณะ, 2003; Sharma 
และคณะ, 2007) ดังนั้น Streptomyces sp. CP01 จึงจัดเปนเชื้อที่ผลิตอินูลิเนสที่ดีที่สุดเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุม Streptomyces ดวยกันโดยใหผลผลิตสูงกวาและสามารถเล้ียงเชื้อไดที่
อุณหภูมิใกลเคียงอุณหภูมิหองทําใหไมตองเสียคาใชจายในการใหความรอนเพื่อควบคุมอุณหภูมิ
ขณะเล้ียงเชื้อ เม่ือศึกษาระยะเวลาในการบมเชื้อเพื่อผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 
พบวาใหแอคติวิตีดีที่สุดเม่ือเล้ียงเปนระยะเวลา 1 วัน ซึ่งคลายกับ Streptomyces sp. GNDU1 
(Gill และคณะ, 2003) และ Streptomyces sp. (Sharma และคณะ, 2007) ซึ่งเปนระยะเวลาที่
ส้ันเม่ือเปรียบเทียบกับ A. fumigatus และ K. marxianus var. bulgaricus ที่ใชเวลาในการบม 3 
วัน (Gill และคณะ, 2006; Paula และคณะ, 2008) สวน A. ficuum JNSP5-06 ใชเวลาในการบม 
5 วัน (Jing และคณะ, 2003) 

การศึกษาสมบัติเบื้องตนของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 พบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการทํางาน คือ 55 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากันกับอินูลิเนสจาก K. fragilis (Pandey 
และคณะ, 1999), K. marxianus (Rouwenhost และคณะ, 1999) และ K. marxianus var. 
bulgaricus (Kushi และคณะ, 2000) นอกจากนี้ยังพบวาอินูลิเนสจากจุลินทรียชนิดอ่ืนๆมี
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานแตกตางกันโดยอยูในชวง 40 – 60 องศาเซลเซียส ดังแสดงใน
ตารางที่ 5.1 สวนผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01 พบวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 6.0 ซึ่งจัดวาเปน
ภาวะที่ไมรุนแรงนักซึ่งเทากันกับอินูลิเนสจาก A. fumigatus (Gill และคณะ, 2006) และ 
Streptomyces sp. (Sharma  และคณะ, 2006) นอกจากนี้ยังพบวาอินูลิเนสจากจุลินทรียชนิด
อ่ืนๆมีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานคอนขางเปนกรดดังตารางที่ 5.1 
 อินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 55 องศา
เซลเซียส แตก็ยังต่ํากวาอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. ที่รายงานโดย Sharma และคณะ 
(2006) และ  Streptomyces sp. GNDU1 (Gill และคณะ, 2003) ซึ่งเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 70 
และ 80 องศาเซลเซียสตามลําดับแตก็จัดวาสูงกวาอินูลิเนสจากจุลินทรียอ่ืนๆอีกหลายชนิด ดัง
แสดงในตารางที่ 5.1 สวนความเสถียรตอคาความเปนกรดดางพบวามีความเสถียรตอคาความ
เปนกรดดางในชวงที่กวางกวาอินู ลิ เนสจากจุ ลินทรีย อ่ืนๆ ดังนั้นจึงจัดวาอินู ลิ เนสจาก 
Streptomyces sp. CP01 นาจะมีประโยชนทางอุตสาหกรรมตอไป  
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ตารางที่ 5.1 สมบัติของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 เปรียบเทียบกับจุลินทรียอ่ืน  ๆ
 

สายพันธุของ
จุลินทรีย 

คาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสม 

ความเสถียร
ตอความเปน

กรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) ความเสถียรตออุณหภูมิ แอคติวิตี 

       (หนวยตอมิลิลิตร) เอกสารอางอิง 

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 

เปนเวลา 2 ชั่วโมง     - Gill และคณะ, 2006 

Cryptococcus 
aureus G7a 5 4.5 - 6.5 50 60 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 2 ชั่วโมง      85.0 Sheng และคณะ, 
2008a 

Kluyveromyces 
fragilis 

4.75 4.5 – 6.0 55 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง     - Pandey และคณะ, 

1999 
Kluyveromyces 
marxianus 

4.4 4.5 – 6.0  55 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง     - Rouwenhost และ

คณะ, 1999 
Kluyveromyces 
marxianus var. 
bulgaricus 

4.75 4.5 – 6.0 55 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง      107.0 

Kushi และคณะ, 
2000 
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ตารางที่ 5.1 (ตอ) 
 

สายพันธุของ
จุลินทรีย 

คาความเปนกรด
ดางที่เหมาะสม 

ความเสถียร
ตอความ

เปนกรดดาง 

อุณหภูมิที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) ความเสถียรตออุณหภูมิ แอคติวิตี 

(หนวยตอมิลิลิตร) เอกสารอางอิง 

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 

เปนเวลา 3 ชั่วโมง 55.4 Singh และคณะ, 
2008 

Streptomyces sp. 6.0 - 60 70 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3 ชั่วโมง 0.524 Sharma และคณะ, 

2006 
Streptomyces sp. 
GNDU1 5.5 - 60 80 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 3 ชั่วโมง 0.552 Gill และคณะ, 2006 

Streptomyces 
grisenus 

7.0 6.0 – 9.0 40 60 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง - Tohamy, 2006 

 
หมายเหตุ : - หมายถึง ยังไมระบ ุ
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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 

   
ปรับความเปนกรดดางเทากับ 7.0 สําหรับ อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 

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

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

ปรับความเปนกรดดางเทากับ 7.0 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  

 
3. อาหารแข็งขาวโอต (Oatmeal Agar) 

 
  Oatmeal      60 กรัม 
  วุนผง (Agar)      12.5 กรัม 
   น้ํากล่ัน (Distilled water)    1000 มิลลิลิตร 
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ปรับความเปนกรดดางเทากับ 7.0 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

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

 
โซเดียมไนเตรท (NaNO3)               0.3 เปอรเซ็นต 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)       0.1 เปอรเซ็นต 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)         0.05 เปอรเซ็นต 
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)          0.05 เปอรเซ็นต 
เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)                                 0.001 เปอรเซ็นต 
สารสกัดอินนูลิน (Inulin extract)                             1.0 เปอรเซ็นต 
วุนผง*(Agar)           1.5 เปอรเซ็นต 
 
*หมายเหตุ อาหารเหลวไมตองใส 
อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
  
 5.  สูตรอาหารเล้ียงเชื้อสําหรับผลิตอินูลิเนสซึ่งปรับปรุงแลว 

 
แบคโตทริปโทน (Bacto tryptone)        0.7 เปอรเซ็นต 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)       0.1 เปอรเซ็นต 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)         0.25 เปอรเซ็นต 
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)          0.05 เปอรเซ็นต 
เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)                                 0.001 เปอรเซ็นต 
สารสกัดอินนูลิน (Inulin extract)                             1.0 เปอรเซ็นต 
วุนผง*(Agar)           1.5 เปอรเซ็นต 
*หมายเหตุ อาหารเหลวไมตองใส 
 
ปรับความเปนกรดดางเทากับ 8.0 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
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6. อาหารแข็งฮิวมิกแอซิดวิตามิน (Humic acid vitamin agar) 
 
 กรดฮิวมิก (Humic acid)      1.0 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.5 กรัม 
 วุนผง (Agar)       15 กรัม 
 น้ํากล่ัน (Distilled water)     1000 มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อแบบมาตรฐาน  
 วิตามินบี (B-Vitamins) ประกอบดวย 
  - 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 
 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี
หมายเหต ุ

- ละลายกรดฮิวมิก ในสารละลาย 0.2N NaOH ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทิ้งคางคืนที่
อุณหภูมิหอง 

- วิตามินบี (B-Vitamins) และไซโคลเฮกซามีด (Cyclohexamide) ฆาเชือ้โดยวิธีการกรอง
จากนั้นเติมลงไปในอาหารภายหลังการฆาเชื้อมาตรฐาน 
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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 
 วุนผง (Agar)       18 กรัม 
 น้ํากล่ัน (Distilled water)     1.0 กรัม 
 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 
1.  สารเคมีสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ 
 

1.1 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (Dinitrosalicylic acid) 
 

  กรดไดไนโตรซาลิไซลิก (Dinitrosalicylic acid)  1 กรัม 
  2 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด (2M NaOH)  20 มิลลิลิตร 
  โปแตสเซียมทารเทรท(C4H4KNaO6.4H2O)  30 กรัม 
  น้ํากล่ัน (Distilled water)    50 มิลลิลิตร 
  ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันเปน 100 มิลลิลิตร 
 

ละลาย 0.16 กรัม โซเดียมไฮดรอกไซด ในน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 0.09 
กรัม ของกรดไดไนโตรชาลิไชลิกและกวนจนกวาจะละลายหมด จากนั้นเติมโปแตสเซียมทารเทรท
(C4H4KNaO6) 2.82 กรัม เติมน้ํากล่ันจนครบ 100 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
 
2. สารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดเบสตางๆ 
 
 เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายโซเดียมแอซเีตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความ
เปนกรดดางตางๆ ไดแก 4.0 4.5 5.0 5.5 และ 6.0 โดยละลายโซเดียมแอซีเตต 1.21 2.91 5.07 
6.94 และ 7.76 กรัม ตามลําดับ ในน้ํากล่ัน 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางตามตองการ
ดวยกรดแอซีติก และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เจือจางสารละลาย
โซเดียมแอซเีตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 0.1 โมลาร 
ดวยน้ํากล่ัน 
 
3. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 
 
 เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปน
กรดดาง 6.0 6.5 และ 7.0 โดยละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.87 4.60 และ 8.55 กรัม 

85 



98 
 

และโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 10.42 8.11 และ 4.77 กรัม ตามลําดับ ในน้ํากล่ัน 80 มิลลิลิตร. 
ปรับคาความเปนกรดดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตรดวยขวดวัด
ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร แลวเจือจางสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร 
แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากล่ัน 
 
4. สารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 
 
 เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปนกรดดาง 
8.0 8.5 และ 9.0 โดยละลายทริส-เบส 12.1 กรัม ในน้ํากล่ัน 80 มิลลิลิตร. ปรับคาความเปนกรด
ดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตร แลวเจือจางสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดาง
ใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากล่ัน 
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ภาคผนวก ค 
 

ลําดับนิวคลีโอไทด 
 

ลําดับนิวคลีโอไทดของ 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 ที่ใชหาลําดับนิวคลีโอไทดจาก PCR product คือ คู primer ในขอ 1 และคู 
primer ที่ใช anneal กลางสาย คือ ATT025 (5’-TTAGATACCCTGGTAGTCCA-3’) 
และ ATT026 (5’-TGGACTACCAGGGTATCTAATC-3’) 
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100 
 

ภาคผนวก ง 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะหน้ําตาล 
 

1.1 กราฟมาตรฐานอินนูลินความเขมขน 0 – 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร วิเคราะหโดยวิธี 
cysteine carbazole sulfuric acid (Dische และ Borenfreund, 1951) 

 

y = 0.022x
R2 = 0.9989
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1.2 กราฟมาตรฐานของฟรักโทสความเขมขน 0 – 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร วิเคราะห
โดยวิธี DNS method (Miller และคณะ, 1959) 
 
 

y = 0.0005x
R2 = 0.9982
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1.3 กราฟมาตรฐานน้ําตาลทั้งหมดของฟรักโทสความเขมขน 0 – 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร วิเคราะหโดยวิธี Phenol Sulfuric Method (Dubois และคณะ, 1956) 
 
 
 

y = 0.0079x
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวรุงตระการ จันทนพันธ เกิดเม่ือวันที่ 8 เมษายน พ.ศ. 2528 ที่ จังหวัดพิษณุโลก 
ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2549 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุล
ชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2550 
ปจจุบันอาศัยอยูบานเลขที่ 411/9 ถ.มหาจักรพรรดิ์ ต. ในเมือง อ.เมือง จ. พิษณุโลก 65000 
 
ผลงานตีพิมพเผยแพร 
 

1. Rungtrakarn Chantanaphan and Pairoh Pinphanichakarn. Inulinase from 
Streptomyces sp. CP01 Isolated from Thai soil. Procedding in the 3rd Technology and 
Innovation for Sustainable Development Conference (TISD2010) March 4-6, 2010. Royal 
Mae Khong, Nhong Kai, Thailand. P. 399-404. (oral presentation) (Full text in CD-ROM) 
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