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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
ประวัติความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 

ฟรักโทส (fructose) หรือลีวูโลส (levulose) เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว  ประกอบดวย

คารบอน 6 อะตอม  พบมากในน้าํผึ้งและผลไมหลายชนิด (Bucke, 1981)  ฟรักโทสมีความหวาน

สูงสุดในกลุมน้ําตาลธรรมชาติ  โดยมีความหวานเปน 1.3 เทาของซโูครสและ 1.7 เทาของกลูโคส  

นอกจากนีย้ังมีสมบัติที่ดีทัง้ทางดานกายภาพและทางเคมี คือ ไมมีสี ไมมีกลิน่ และมีความดัน

ออสโมติกสูง ทําใหสามารถตานการเจรญิของจุลินทรยีตางๆไดดีและยังสามารถเก็บไวที่อุณหภูมิ 

30 – 35 องศาเซลเซียสไดโดยไมเกิดการตกผลึก (Andres, 1987)  จึงเปนทีน่ิยมใชฟรักโทสแทน

ซูโครสในอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม 

การผลิตฟรักโทสในอุตสาหกรรมอาหารนัน้ เดมิใชปฏิกิริยาทางเคมใีนการเปลีย่นกลูโคส

ไปเปนฟรักโทสในภาวะที่เปนดาง (alkaline isomerization) และอุณหภูมิสูง (Speck, 1958)  

เรียกปฏิกิริยานี้วา “Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein Transformation”  แตวิธีนี้ไมนยิม

ใชผลิตฟรักโทสในระดับอุตสาหกรรม  เพราะปฏิกิริยาดงักลาวไมจําเพาะ  อัตราการเปลี่ยนกลูโคส

ไปเปนฟรักโทสต่ํา และไดสารประกอบอืน่ๆที่ไมตองการมากกวา 30 เปอรเซ็นต เชน พไซโคส 

(psicose)  และแมนโนส ซึง่สารเหลานี้ทาํใหผลผลิตที่ไดมีความหวานลดลง  และทําใหเกิดสีและ

กลิ่นที่ไมตองการ  จงึตองสิน้เปลืองคาใชจายในการกาํจัดสารเจือปนเหลานี ้(Shehalata และคณะ

,1996) ปจจุบันการเปลีย่นกลูโคสไปเปนฟรักโทสทาํโดยใชเอนไซมในการเรงปฏิกริิยาซึ่งมี

ความจาํเพาะสูงไมใหสารประกอบอื่นที่ไมตองการ และหลีกเลี่ยงปญหาที่เกิดขึ้นจากการใช

ปฏิกิริยาทางเคมี  เชน  สามารถกระทําที่อุณหภูมิสูง  และ pH ต่ําๆได  (Amira และคณะ, 1987)   

การผลิตฟรักโทสในอุตสาหกรรม ทําโดยการเปลี่ยนกลโูคสที่ไดจากการยอยสลายแปงให

เปนฟรักโทสดวยการทํางานของเอนไซม 3 ชนิด ไดแก แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) กลูโคอะ

ไมเลส (glucoamylase) และกลูโคสไอโซเมอเรส (glucose isomerase) ซึ่งกลูโคสไอโซเมอเรส

เปนเอนไซมหลักที่ใชเปล่ียนกลูโคสไปเปนฟรกัโทส โดยใหฟรักโทสทีค่วามเขมขนสงูสุดประมาณ  

42 - 45 เปอรเซ็นต (Kochhar และคณะ, 1997)  
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กลูโคสไอโซเมอเรส หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา ไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) เนื่อง

มีความจาํเพาะกับสับสเตรท 2 ชนิด ไดแก กลูโคสและไซโลส โดยเรงปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันของ

กลูโคสไปเปนฟรักโทส และไซโลสไปเปนไซลูโลส (Marshall และ Kooi, 1957) 

กลูโคสไอโซเมอเรสผลิตไดโดยจุลินทรียหลายชนิด แตการสรางเอนไซมตองถูกชักนําดวย

ไซโลสซึ่งเปนน้ําตาลที่มีราคาแพง จึงไมเหมาะสมที่จะใชเปนสารตั้งตนในการผลิตกลูโคสไอโซเมอ

เรสในอุตสาหกรรม ปจจุบนัมีรายงานถึงการสรางกลโูคสไอโซเมอเรสของจุลินทรีย เมื่อเลี้ยงเชื้อใน

อาหารที่มีไซแลนเปนองคประกอบ เชน Streptomyces sp. EC10 (Belfaquih และ Penninckx, 

2000) ซึ่งพบวาเชื้อนี้ผลิตเอนไซมทีม่ีสมบัติเปนทัง้บีตา-ไซโลซิเดสและไซโลสไอโซเมอเรส และ

เร็วๆนี้ก็มีรายงานการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Bacillus thermoantarcticus เมื่อเลี้ยงใน

อาหารที่มีไซแลนเปนแหลงคารบอน (Calik และคณะ, 2009) 

ไซแลนเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสในผนงัเซลลพืช โดยโครงสรางของไซแลน

เปนพอลิเมอรประกอบดวยไซโลสเชื่อมตอกันดวยพนัธะบีตา-1,4-ไซโลซิดิก (β-1,4-xylosidic) 

เปนสายหลกั (Ebringerova และ Heinze, 2000) และมีสารประกอบอื่นมาเชื่อมตอเปนหมู

ขางเคียงเชน หมูอะราบโินส หมูกลูคูโรนิล และหมูแอซีตลิ (Puls และ Schuseil, 1993) โดยไซแลน

จากพชืแตละชนิดมีหมูขางเคียงชนิดตางๆ ในปริมาณทีแ่ตกตางกนั โดยไซแลนในไมเนื้อออนและ

พืชใบเลี้ยงเดีย่วเชน พืชจําพวกหญาไดแก ฟางขาว ธญัพืชจําพวกเปลือกขาวโอต รําขาวสาลี จะ

มีอะราบิโนสเปนหลกั (Schyns และคณะ, 1994) สวนไซแลนในไมเนื้อแข็งจะมีหมูแอซีติลเปน

หลัก (Degrassi และคณะ, 2003) 

การยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียว สามารถยอยสลายไดโดยการใชสารเคมี 

(chemical hydrolysis) และการยอยสลายดวยเอนไซม (enzyme hydrolysis) (Tsao และ 

Chiang, 1983) ซึ่งการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมนั้นเปนปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะสูงกวาและ

ไมกอใหเกิดสารพิษตกคางอีกทั้งยังไดไซโลสในปริมาณที่สูง ซึ่งเอนไซมที่ใชยอยสลายพันธะบีตา-

1,4-ไซโลสิดิกของสายหลัก ใหไดไซโลส (xylose) หรือไซโลโอลิโกแซคคาไรด 

(xylooligosaccharide) ซึ่งเอนไซมที่ใชในการยอยสลายไซแลนประกอบดวยเอนไซม 2 กลุมใหญ

คือ 

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

D-xylan-xylanohydrolase: EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลสิดิกแบบ

สุม เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายใน (endo-mechanism) ไดไซโลสและโอลิโกแซค

คาไรดสายสั้น ๆ เปนผลิตภัณฑสุดทาย (Gilbert และคณะ, 1993) 
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2. บีตา-ไซโลสิเดส (β-xylosidase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซโลไฮโดรเลส (1,4-β-D-

xylan-xylohydrolase: EC 3.2.1.37) เอนไซมชนิดนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลไพราโน

ไซดในโอลิโกแซคคาไรดส้ันๆทีละหนวยจากปลายสายดานนอนรีดิวซ (non-reducing end) เรียก

กระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายนอก (exo-mechanism) ไดไซโลสเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

(Dekker และ Richards, 1976) 

เนื่องจากไซแลนมีโครงสรางซับซอน หมูขางเคียงมีสวนบดบังการทํางานของเอนไซมยอย

สลายสายหลัก ดังนั้นการยอยสลายไซแลนใหสมบูรณจึงตองอาศัยเอนไซมที่สามารถยอยหมู

ขางเคียงรวมดวยไดแก 

- แอซีติล (ไซแลน) เอสเทอเรส (acetyl (xylan) esterase: EC 3.1.1.6) ยอยสลายพันธะ

บีตา-1,2 หรือบีตา-1,3 ที่เชื่อมระหวางหมูแอซีติลกับสายหลัก ใหผลิตภัณฑเปนกรดแอซีติก 

(Johnson และคณะ, 1988) 

- แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (α-L-arabinofuranosidase: EC 3.2.1.55) ยอย

สลายพันธะแอลฟา-1,3 ของหมูนอนรีดิวซ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนซิล ไดอะราบิโนสเปน

ผลิตภัณฑสุดทาย (Kormelink และคณะ, 1993) 

- แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดส (α-D-glucuronidase: EC 3.2.1.139) ยอยสลายพันธะ

แอลฟา-1,2 ใน 4-โอ-เมทธิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิด จากโมเลกุลของไซแลน แตหมูแอลฟา-เมทธิล-ดี-

กลูคูโรนิกแอซิดพบวามีอยูในปริมาณนอยคือ ต่ํากวา 10 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบวาใน

กระบวนการฟอกเยื่อกระดาษขั้นตนดวยดางจะมี 4-โอ-เมทธิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิดเหลืออยูเพียง 

0.6 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับปริมาณไซโลสทั้งหมดในไซแลน (Teleman และคณะ, 2001) ดังนั้น

แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดส จึงจัดวามีบทบาทสําคัญนอยกวาเอนไซมชนิดอื่นในกลุมยอยสลายไซแลน 

จากเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนทั้งหมดที่กลาวมาแลว สามารถแสดงแผนภาพรวมการ

ทํางานของเอนไซมในกลุมนี้เพื่อยอยสลายโครงสรางของไซแลนไดดังแสดงในรูปที ่1.1 
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รูปที่ 1.1  ลักษณะโมเลกุลของไซแลนและการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมกลุมยอยไซแลน 

(Biely, 1985) 

 Ac  แทน หมูแอซีติล 

 Araf  แทน แอล-อะราบิโนฟวราโนส 

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

Xyl  แทน ดี-ไซโลส 

 

สําหรับงานวิจยัที่ไดดําเนนิมาอยางตอเนื่องในภาควชิาจลุชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย พบวา Streptomyces sp. PC22 มีประสิทธิภาพสงูในการผลิตเอนไซม

ในกลุมยอยสลายไซแลนไดหลายชนิด ไดแก ไซแลนเนส แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส 

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

ประสิทธิภาพสูงในการผลิตบีตา-ไซโลซิเดส (Pinphanichakarn, และคณะ, 2004) จุลินทรยี

ดังกลาวแยกไดจากดิน และเจริญไดในวัสดุการเกษตรที่มเีฮมิเซลลูโลสเปนองคประกอบโดย

สามารถยอยสลายไซแลนและเฮมิเซลลูโลสใหเปนไซโลสได  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคทีจ่ะ

ศึกษาความสามารถของ  Streptomyces PC22 และ CH7  ในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสเมือ่

เลี้ยงในอาหารที่มีเฮมิเซลลโูลสเปนแหลงคารบอน ซึง่จะชวยลดตนทุนในการผลิตเอนไซมดังกลาว  

นอกจากกลูโคสไอโซเมอเรส ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการผลิตฟรักโทสจากกลโูคสที่ไดจาก

การยอยสลายแปงแลว  ปจจุบันยงัพบวามีเอนไซมอีกชนิดหนึ่ง ไดแก อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเริ่ม

ไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตฟรักโทสโดยการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอนินลิูน ปจจุบันมี

รายงานวาจุลินทรียหลายชนิดสามารถผลิตอินูลิเนสได เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอินนูลินเปน

องคประกอบ  และเอนไซมนี้สามารถยอยสลายอินนูลินโดยใชปฏิกิริยาเพยีงขั้นตอนเดียวให

ฟรักโทสไดสูงถึง 95% (Guirard และ Galzy, 1981; Pandey และคณะ, 1999; Singh และคณะ, 

2006)  

 

อินนูลิน         ฟรักโทส (95%) 
อินูลิเนส 

 

อินนูลินเปนพอลิฟรักแทนทีพ่บมากในพืชหลายชนิด  มีโครงสรางเปนสายโซตรงของ

ฟรักโทสที่เชื่อมกันดวยพนัธะบีตา-2,1 (�-2,1 linkage) โดยมีโมเลกุลของซูโครสเชื่อมอยูปลาย

สาย (Vandamme และ Derycke, 1983) นอกจากนีย้ังพบวาอนินลิูนถูกสะสมอยูในหวัหรือราก

ของพืชหลายชนิด เชน หวัหอม กระเทยีม รากตนรักเร หวัชิโครี่ (chicory root) และรากของ 

Jerusalem artichoke เปนตน (Pandey และคณะ, 1999; Rocha และคณะ, 2006) 

 Jerusalem artichoke  มีชื่อทางวทิยาศาสตรวา  Helianthus tuberosus L.  มีอินนูลิน

สะสมสูงถงึ 14-19 % (น้ําหนกั/น้ําหนกั) (Lingyun และคณะ, 2007)  พืชนี้เปนพืชลมลุกมีความ

ใกลชิดกับทานตะวนั (Helianthus annuus)  มีถิ่นกาํเนิดแถบทวีปอเมริกาเหนือ  ปจจุบันไดมีการ

นําเขามาปลกูในประเทศไทยโดยใหชื่อวา  แกนตะวนั  และมกีารสงเสริมการปลูกกับเกษตรกร

ทั่วไป (นิมิตร วรสูตร และสนั่น จอกลอย, 2549) เพือ่ใชเปนพืชอาหารสุขภาพ พืชสมนุไพรสตัว 

และพืชพลงังานทดแทน 

งานวิจยันีย้ังมวีัตถุประสงคทีจ่ะศึกษาถึงความสามารถเบื้องตนของ  Streptomyces  ทั้ง 

2 สายพันธุในการผลิตอนิลิูเนสเมื่อเลีย้งเชื้อโดยใชสวนของพชืที่มีอินนูลินเปนองคประกอบ เชน 

หัวของแกนตะวัน เปนแหลงคารบอน  รวมทั้งจะศึกษาสมบัติของเอนไซมที่ผลิตได 

 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1 กลูโคสไอโซเมอเรส 
 

กลูโคสไอโซเมอเรส หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา ไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) 

(E.C.5.3.1.5) เรงปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันของกลูโคสไปเปนฟรักโทส    และยังสามารถเรง

ปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันของไซโลสไปเปนไซลูโลส (Marshall และ Kooi, 1957) ดังแสดงในรูปที่ 

2.1  

 

Glucose (xylose) 
Isomerase 

    
      D-Glucose        D-Fructose 
 

                  

Glucose (xylose) 

Isomerase 

 
      D-Xylose         D-xylulose 
 

รูปที่ 2.1 ปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันของกลูโคสและไซโลส โดยกลูโคส(ไซโลส)ไอโซเมอเรส 

(Marshall และ Kooi, 1957) 

 

 กลูโคสไอโซเมอเรสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญทางอุตสาหกรรมเชนเดียวกับ อะไมเลส 

และ โปรตีเอส (Wiseman, 1975) จึงมีรายงานการคนพบกลูโคสไอโซเมอเรสหลายชนิด อาจแบง

กวางๆได 4 ประเภท คือ 

 

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

คนพบโดย Marshall และ Kooi ในป ค.ศ. 1957 เปนเอนไซมที่ไดจาก Pseudomonas hydrophila 

ซึ่งเอนไซมนี้สามารถเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนไซโลสไปเปนไซลูโลส และเปลี่ยนกลูโคสไปเปน
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ฟรักโทสได แตประสิทธิภาพการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรักโทสต่ํากวาการเปลี่ยนไซโลสไปเปนไซลู

โลสถึง 160 เทา จึงไมนิยมใชกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Pseudomonas hydrophila ในทางการคา 

และการผลิตเอนไซมจากจุลินทรียชนิดนี้ตองการไซโลสเปนสารชักนํา ภาวะที่เหมาะสมในการ

ทํางานของเอนไซมนี้คือ อุณหภูมิ 42-43 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง (pH) 8.5  

Tsumura และ Sato (1965) ไดแยกสเตรพโตมัยซีสจากแหลงดินประเทศญี่ปุน พบวา 

Streptomyces phaeochromogenes SK สามารถสรางไซโลสไอโซเมอเรสไดโดยมีไซโลสเปนสาร

ชักนํา และพบวาในการทํางานของเอนไซมจากจุลินทรียชนิดนี้ตองการไดวาแลนทแคทอิออน 

(divalent cation) 2 ชนิดรวมกัน คือแมกนีเซียมอิออน และโคบอลตอิออน โดยโคบอลตอิออนชวย

ปองกันไมใหเอนไซมสูญเสียสภาพธรรมชาติโดยความรอน อยางไรก็ตามเอนไซมนี้มีสภาวะที่

เหมาะสมในการทํางานเปนดาง (pH 9.3-9.5) ซึ่งทําใหมีส่ิงเจือปนที่ไมตองการในปฏิกิริยาการ

เปล่ียนกลูโคสไปเปนฟรักโทส จึงไมนิยมใชเอนไซมนี้ในทางการคา 

ตอมานักวิจัยชาวญี่ปุนไดคนพบสเตรพโตมัยซีสอีกหลายสายพันธุที่สามารถผลิตเอนไซม

นี้ได เชน Streptomyces bikiniensis, Streptomyces flavogriseus และ Streptomyces 

olivochromogenes และเอนไซมไซโลสไอโซเมอเรสจากสเตรพโตมัยซีสเหลานี้มีขอดีคือ สามารถ

ทนความรอนไดที่อุณหภูมิสูงๆและทํางานไดดีในชวง pH ที่เปนกลาง ซึ่งปองกันการเกิดสิ่งเจือปน

ที่ไมตองการในปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรักโทสได (Bucke, 1977) 

 

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

isomerase, E.C.5.3.1.9) ซึ่งถูกคนพบโดย Natake และ Coshimura ในป ค.ศ. 1963 เปน

เอนไซมที่ไดจาก Escherichia intermedia ซึ่งไมตองการไซโลสเปนสารชักนําในการสรางเอนไซม 

การทํางานของเอนไซมชนิดนี้ตองการอารซิเนท (arsenate) ในปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสไปเปน

ฟรักโทส โดยมีภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมคือ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ pH 

7.0 เนื่องจากเอนไซมสามารถเปลี่ยนกลูโคส-6-ฟอสเฟตไปเปนฟรักโทส-6-ฟอสเฟตไดดวย จึง

เรียกเอนไซมนี้วา กลูโคส-6-ฟอสเฟตไอโซเมอเรส 

 

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

คนพบโดย Takasaki และ Tanade ในป ค.ศ. 1962 เปนเอนไซมที่ไดจาก Bacillus megaterium 

A1 โดยเอนไซมนี้ใหปฏิกิริยาจําเพาะในการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรกโทสเทานั้น การทํางานของ

เอนไซมนี้ตองการ NAD+ โดยมีภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมคือ อุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส และ pH 7.8 
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ประเภทที่ 4 คาดวาเปนกลุมยอย (subclass) ของกลูโคสไอโซเมอเรส (D-glucose ketol-

isomerase, E.C.5.3.1.18) ซึ่งถูกคนพบโดย Takasaki และ Tanade ในป ค.ศ. 1964 เปนเอนไซม

ที่ไดจาก Paracolobacterium aerogenoides ซึ่งเอนไซมนี้สามารถเปลี่ยนกลูโคสและแมนโนส 

(mannose) ไปเปนฟรักโทสได การทํางานของเอนไซมนี้ตองการ NAD+ และแมกนีเซียมอิออนใน

ปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสและแมนโนสไปเปนฟรักโทสโดยมีภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของ

เอนไซมคือ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ pH 7.5 

 

เอนไซมในกลุมกลูโคสไอโซเมอเรสทั้ง 4 ประเภทที่กลาวมาขางตนนั้น พบวาเอนไซมที่

สําคัญที่สุดในทางการคาคือ ไซโลสไอโซเมอเรส โดยเฉพาะจากสเตรพโตมัยซีส เนื่องจากมี

คุณสมบัติที่สามารถใหปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรักโทสไดที่อุณหภูมิสูงและคาความเปน

กรดดางที่เปนกลาง นอกจากนี้ยังมีความคงทนความรอน (heat stability) สูง ทําใหปองกันการ

ปนเปอนจากเชื้ออ่ืนได และการทํางานของเอนไซมชนิดนี้ไมตองการปจจัยรวม (cofactor) เชน 

NAD+ หรือ อารซิเนท จากคุณสมบัติเหลานี้เหมาะสมที่จะนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิต

ฟรักโทสไซรัปมาก (Robinson, 1975) 

 

2.1.2 ประโยชนของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

กลูโคสไอโซเมอเรสมีความสาํคัญมากในอตุสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทส (high 

fructose syrup) เนื่องจากเปนเอนไซมหลักที่ใชเปลี่ยนกลูโคสที่ไดจากการยอยสลายแปงโดย

แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) กลูโคอะไมเลส (glucoamylase) ไปเปนฟรักโทส แตปฏิกิริยา

ดังกลาวเปนปฏิกิริยาผันกลบัจึงใหฟรักโทสที่ความเขมขนสูงสุดประมาณ  42 - 45 เปอรเซ็นต 

(Kochhar และคณะ, 1997) ดังแสดงในรปูที่ 2.2 นอกจากนี้กลูโคสไอโซเมอเรสยังถูกนาํไปใชใน

อุตสาหกรรมการผลิตขนมและลูกกวาด (Chen, 1980)  

ปจจุบันกลูโคสไอโซเมอเรสยังมีบทบาทในการผลิตเอทนอลโดยยีสต  เนื่องจาก 

Saccharomyces cerevisiae ทั่วๆ ไป สามารถหมักกลูโคสไปเปนเอทานอลไดอยางรวดเร็ว แตก็

ไมสามารถเปลี่ยนน้ําตาลชนิดอื่นๆ เชน ไซโลสไปเปนเอทานอลได (Saha, 2003) ดังนั้นกลูโคสไอ

โซเมอเรสจึงทําหนาที่เปล่ียนไซโลสไปเปนเปนไซลูโลสกอนที่ยีสตทั่วๆ ไปสามารถหมักไซลูโลสเปน

เอทานอลได (Gong และคณะ, 1981) จึงมีการใชเทคโนโลยีรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอโดย        

ทรานสฟอรมยีนประมวลรหัสไซโลสไอโซเมอเรสจากยีสตเขาสู Saccharomyces cerevisiae ทํา

ใหสามารถหมักไซโลสเปนเอทานอลได (Walker, 1998) ดังแสดงในรูปที่ 2.3 
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Strach slurry (35-40% solids) 
 

Bactrial α-amylase 
 
 Gelatinise and Thin 
 

Glucoamylase   
 

Saccharify to 96 DE  
 
 Filter 
 

Mg2+ ions   
 Deionise 
 
 

Glucose isomerase reactor  
 

 
Decolorise (carbon) 

 
 

Evaporate  
 
 

Bulk Storage  
( 42% fructose : 51% glucose)  

(72% solid content)  
 
รูปที่ 2.2 กระบวนการผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทสจากการยอยสลายแปงในอุตสาหกรรม (Buck, 1977) 
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6 xylose                   10 ethanol + 10 CO2 + 10 ATP 

6 xylose isomerase 

6 xylose 6 xylitol 6 xylulose 

6 NAD(P) 

6 NAD(P)H 

6 C5P 

4 C6P 

2 C3P 8 C3P 

8 CO2 

16 ATP 

2 CO2 

4 ATP 

1 ATP 

8 ethanol 2 ethanol 

PPP 

 
 
รูปที่ 2.3 การหมักไซโลสเปนเอทานอล โดย Saccharomyces cerevisiae ที่ปรับปรุงสายพันธุให

มีไซโลสไอโซเมอเรส (xylose isomerase) (Kuyper และคณะ, 2004) 

  C3P คือ triose-3-phosphate 

C5P คือ pentose-5-phosphate 

  C6P คือ hexose-6-phosphate 

  PPP คือ pentose phosphate pathway 

 

 

 



นอกจากนี้มีรายงานการนํากลูโคสไอโซเมอเรสไปใชประโยชนดานอื่นๆอีก ไดแก Ishihara 

และคณะ (2002) รายงานการนําไซโลสไอโซเมอเรสไปใชในการผลิตเซลลูโลสโดย acetic acid 

bacteria เมื่อมีไซโลสเปนแหลงคารบอน โดยไซโลสไอโซเมอเรสจะทําหนาที่เปลี่ยนไซโลสเปนไซลู

โลส เพื่อใหแบคทีเรียนําไปใชในการผลิตเซลลูโลสไดสูงขึ้น Pastinen และคณะ (1999) รายงานถึง

บทบาทของไซโลสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces rubiginosus ในปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชัน

ไซโลสไปเปนไซลูโลสและไลโซส ตามลําดับ และปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันอะราบิโนสไปเปน      

ไรบูโรสและไรโบส ตามลําดับ ซึ่งเปนประโยชนในการผลิตสารเคมีที่มีราคาแพง เชน แอล-ไรโบส 

และ แอล-ไรบูโลส จากสารตั้งตนราคาถูก เชน แอล-อะราบิโนสได 

 
2.2 แหลงของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 
 กลูโคสไอโซเมอเรสพบไดในจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย แอคติโนมัยสีท และยีสต        

จุลินทรียสวนใหญมักสรางและเก็บเอนไซมไวในเซลล (intracellular enzyme) แตมีจุลินทรียบาง

สายพันธุที่สรางเอนไซมแลวปลอยออกนอกเซลล (extracellular enzyme) เชน Streptomyces 

gluacescens (Weber, 1974) ตัวอยางสายพันธุจุลินทรียที่สามารถสรางกลูโคสไอโซเมอเรส 

แสดงดังตารางที่ 2.1 

 

ตารางที่ 2.1 ตัวอยางสายพันธุของจุลินทรียที่สามารถสรางกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

Actinoplanes missouriensis Amore และ Hollenberg, 1989 

Arthrobacter sp.NCIM 2934 Prabhakar และ Raju, 1993 

Arthrobacter sp. NRRL B-3728 Smith และคณะ, 1991 

Bacillus sp. NCIM 59 Chauthaiwale และคณะ, 1994 

Bacillus thermoantarcicus Lama และคณะ, 2001 

Bacillus thermoantarcicus DSMZ 9572 Calik และคณะ, 2009 

Candida boidinii Vongsuvanlert และ tani, 1988 

Clostridium thermosulfurogenes Lee และ Zeikus, 1991 

Lactobacillus bifermentans Givry และ Duchiron, 2007 

Lactobacillus lactis Park และ Batt, 2004 

Pseudomonas hydrophila Marshall และ Kooi, 1957 

11 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 

 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

Streptomyces sp. C Amira และคณะ, 1987 7

Streptomyces sp. EC10 Belfaquih และ Penninck, 2000 

Streptomyces cyaneus 190-1 Teeradakorn และคณะ, 1998 

Streptomyces flavogriseus Chen และคณะ, 1979 

Streptomyces olivaceoviridis Kaneko และคณะ, 2000 

Streptomyces rubiginosus Carrell และคณะ, 1984 

Streptomyces thermonitrificans Deshmukh และคณะ, 1994 

Streptomyces violaceoniger Glasfeld และคณะ, 1988 

Streptomyces violaceoruber Callens และคณะ, 1986 

Thermoanaerobacter sp. B6A Lee และ Zeikus, 1991 

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

Thermoanaerobacterium thermosulfurigens Meng และคณะ, 1993 

Thermotoga maritime Brown และคณะ, 1993 

Thermotoga neapolitana Vieille และคณะ, 1995 

Thermus aquaticus Lehmbacher และ Bisswanger, 1990 

Thermus thermophilus Dekker และคณะ, 1991 
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2.3 การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 
 
 การผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดยจุลินทรียนั้นตองการไซโลส (xylose) เปนสารชักนํา 

(Marshall และ Kooi, 1957) ดังนั้นในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมจึงตองเลี้ยงในอาหารที่มี

ไซโลสเปนแหลงคารบอน ดังรายงานของ Yoshimura และคณะ (1966) ศึกษาการผลิตกลูโคสไอ

โซเมอเรสจาก Bacillus coagulans HN-68 พบวาเมื่อใชไซโลสเปนแหลงคารบอนเปรียบเทียบ

แหลงคารบอนอ่ืนๆอีก 20 ชนิด เชื้อสามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูง  

 Chen และคณะ (1979) ศึกษาการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

flavogriseus ที่แยกไดจากดิน  พบวาสามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสที่เก็บไวในเซลล 

(intracellular enzyme) ได 1.25 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลีย้งเชื้อในอาหารที่มีไซโลสเปน

สารชักนาํ  และพบวา Streptomyces flavogriseus ยังสามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดดีใน

อาหารที่มีเฮมเิซลลูโลสที่ผานการยอยดวยกรดเปนแหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจนทีเ่หมาะสม คือ 

คอรนสตีพลิเกอร (corn steep liquor)  อิออนของแมกนีเซยีม  แมงกานีสและเหล็กชวยเพิ่มการ

ผลิตเอนไซมได 

 Younas และคณะ (1982) ศึกษาการเจริญและการสรางเอนไซมนีโ้ดย Streptomyces 

albus WRL-7 ในระดับขวดเขยา  พบวาวัตถุดิบที่มีน้าํตาลไซโลสและไซแลนที่ผานการยอยดวย

กรดเปนองคประกอบ  จัดเปนแหลงคารบอนที่ดทีี่สุด 

 Bok และคณะ (1984)  คัดแยก  Streptomyces sp. 260 จากดนิของพืน้ทีก่ารเกษตรมา

ทดสอบการผลิตกลูโคไอโซเมอเรส  พบวาเชื้อสวนใหญสามารถเจริญและผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส

ไดดีในอาหารที่มีน้าํตาลไซโลส 

 Meng และคณะ (1993) พบวา Thermoanaerobacterium thermosulfurigens สามารถ

ผลิตดี-ไซโลสไอโซเมอเรส (D-xylose isomerase) ทีท่นความรอน  และสามารถทํางานไดที่

อุณหภูมิสูงถงึ 80 – 90 องศาเซลเซียส  การทาํงานของเอนไซมชนิดนี้ตองการแมกนีเซียมอิออน

เพื่อรักษาสภาพของเอนไซมในภาวะอุณหภูมิสูง 

 Prabhakar และ Raju (1993) ศกึษาการปรับปรุงสูตรอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อผลิตกลูโคสไอ

โซเมอเรสจาก Arthrobacter sp. NCIM 2934 พบวาสามารถผลติกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 

11.2 หนวยตอมิลลิลิตร เมือ่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มไีซโลส 1.0 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน 

และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม คือ เปปโทนและสารสกัดจากยีสต และพบวาการผลิตกลูโคสไอโซ

เมอเรสจะลดลงเมื่อความเขมขนของไซโลสเพิ่มข้ึน 
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 Kaneko และคณะ (2000) ศึกษาลักษณะสมบัติกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

olivaceoviridis สายพนัธุ E86 พบวามีความคงทนตอสภาพความเปนกรดสูง (pH5) นั่นคือ

เอนไซมดังกลาวไมสูญเสียสภาพการทํางาน  ดวยสมบัตินี้ทาํใหสามารถผลิตน้าํตาลฟรักโทสได

มากถงึ 50 เปอรเซ็นตของผลผลิตทั้งหมด 

เนื่องจากไซโลสเปนน้าํตาลที่มีราคาแพง จึงไมเหมาะสมที่จะใชเปนสารตั้งตนในการผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรสในอุตสาหกรรม จึงมีรายงานศกึษาการใชไซแลน ซึ่งเปนพอลแิซคคาไรดกลุม 

เฮมิเซลลูโลสเปนสารตั้งตนในการผลิตกลโูคสไอโซเมอเรส ไดแก Teeradakorn และคณะ (1998) 

ศึกษาการผลติกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces fusant D3 ที่เกิดจากการรวมโปรโตพลาส 

ของ Streptomyces cyaneus 190-1 และ Streptomyces  greiseoruber 42-9 ซึ่งเปนจุลินทรยีที่

มีประสิทธิภาพสูงในการผลติกลูโคสไอโซเมอเรสและไซแลเนส ตามลาํดับ พบวา Streptomyces 

fusant D3 สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสได 1.1 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่   

ไซแลนจากไมเบิรช 0.8 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน 

Belfaquih และ Penninckx (2000) ศึกษาการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสและบีตา-ไซโลสิ  

เดสจาก Streptomyces sp. EC10 พบวาสามารถผลติกลูโคสไอโซเมอเรสและบีตา-ไซโลสิเดสได

สูงถึง 8.78 และ 43.93 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ เมื่อเลีย้งเชื้อในอาหารที่มีไซแลนจาก

ไมเบิรชเขนขน 0.2 เปอรเซน็ต เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

Manhas และ Bala (2004)  พบวาแบคทีเรีย 5 สายพนัธุ และ Streptomyce spp. 8 สาย

พันธุ  สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสได  โดย Streptomyces spp. สามารถผลติได 0.01-0.03 

หนวยตอมิลลิลิตร และแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมได 0.02-0.29 หนวยตอมลิลิลิตร  และ 

Streptomyces spp. ผลิตเอนไซมไดสูงสุดในอาหารที่ประกอบดวยขาวสาลีเปนแหลงคารบอน 

และภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซยีส และ pH  6-6.5 

ทั้งนี้เพื่อลดตนทนุในการผลิตเอนไซมเพราะวัสดุทางการเกษตรหลายชนิดมีเฮมิเซลลูโลสเปน

องคประกอบ เชน ฟางขาว กากเมล็ดฝาย เปลือกขาวโพด และ ซังขาวโพด  

 Calik และคณะ (2009) ศึกษาการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus 

thermoantarcticus พบวาสามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสได 1.33 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลีย้ง

เชื้อในอาหารที่มีไซแลนเปนแหลงคารบอน ในขณะที่ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดเพยีง 0.38 หนวย

ตอมิลลิลิตร เมื่อเลีย้งในอาหารทีม่ีไซโลสเปนแหลงคารบอน และพบวา  Bacillus 

thermoantarcticus ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 1.63 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในไซแลน

จากไมเบิรช 1.06 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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2.4 การทาํกลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสทุธิ ์
 
 กลูโคสไอโซเมอเรสที่ผลิตไดจากจุลินทรียสวนมากจะถูกนําไปใชในรูปที่มีการตรึงเอนไซม 

เนื่องจากมีประสิทธภาพและราคาถูก ดังนั้นจึงไมจําเปนตองทํากลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสุทธิ์และ

เขมขนข้ึน แตอยางไรก็ตามการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์นั้นมีความสําคัญตอการศึกษาลักษณะสมบัติ

ของเอนไซม เชน โครงสราง หนาที่และสมบัติของเอนไซม 

 กลูโคสไอโซเมอเรสสวนใหญเปนเอนไซมที่จุลินทรียสรางแลวเก็บไวในเซลล (intracellular 

enzyme) ดังนั้นการศึกษาเอนไซมนี้ตองมีการสกัดแยกเอนไซมจากเซลลกอน โดยทั่วไปจะใช

วิธีการทําใหเซลลแตก ซึ่งอาจใชวิธีการทางกล เชน การใชคลื่นเสียง การบด หรือการกวนใหเปน

เนื้อเดียวกัน หรือใชวิธีทางเคมีทําใหเกิดจากสลายตัวของผนังเซลล (autolysis) เชน การใช        

ไลโซไซม โทลูอีน ซิทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด (cetyltrimethyl ammonium bromide) และ

อ่ืนๆ 

 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสุทธิ์มีหลายขั้นตอน ไดแก การใชความรอน การ

ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต อะซีโตน แมกนีเซียมอิออน หรือ เกลือของแมกนีเซียมอิออน 

โครมาโทรกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิออน (ion-exchange chromatography) และเจลฟวเตรชั่น 

(gel filtration) (Chen,1980) นอกจากนี้มีรายงานการใชโครมาโทกราฟแบบดูดซับโดยใชตัวดูดซับ

เปนไซลิทอล-เซฟาโรส (xylitol-sepharose) เพื่อทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces spp. 

ใหบริสุทธิ์ หรือใชไบโอเจล-พี 100 (Biogel-P 100) ที่มีไซโลสหรือแมนนิทอลตรึงอยูบนซิโลโครม

เปนตัวดูดซับ และยังมีรายงานถึงการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. NCIM 2730 

ดวยวิธีรวดเร็วโดยการทําโครมาโทรกราฟแบบการดูดซับโดยใชปฏิกิริยาทางภูมคุมกัน (Ghatge, 

1991)  

 Smith และคณะ (1991) ศึกษาการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Arthrobacter sp. NRRL 

B-3728 ใหบริสุทธิ์โดยการสกัดเอนไซมออกจากเซลลดวย DNase และ ไลโซไซม ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนําไปทําใหบริสุทธิ์โดยการทําโครมาโทกราฟบนดีอีเออี-

เซฟาคริล (DEAE-Sephacel) ไดอะไลสแลวนําไปทําโครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตรชั่น (gel 

filtration) พบวากลูโคสไอโซเมอเรสมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 19.8 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 50.0 

เปอรเซ็นต 

Inyang และคณะ (1995) ศึกษาการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PLC 

ใหบริสุทธิ์โดยการทําใหเซลลแตกโดยใชคลื่นเสียง จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงเพื่อนําสวนน้ําใสไปทํา

โครมาโทกราฟบนดีอีเออี-เซลลูโลส (DEAE-Cellulose) รวมสวนที่มีแอคติวิตีไปตกตะกอนโปรตีน

ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 80 เปอรเซ็นต ไดอะไลสแลวนําไปทําโครมาโทรกราฟบน
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เซฟาโรส ซีแอล 2 บี (Sepharose CL 2B) และสุดทายทําโครมาโทรกราฟชนิด ฟาสตโปรตีนลิขวิด 

(Fast Protein Liquid Chromatography) ที่มีฟนิล ซูเปอโรส (Phynyl Superose) เปนตัวกลาง  

พบวากลูโคสไอโซเมอเรสมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 9.3 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 10.0 เปอรเซ็นต  

 Liu และคณะ (1996) ศึกษาการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Thermoanaerobacterium 

sp. JW/SL-YS 489 ใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 65-85 

เปอรเซ็นต ไดอะไลสแลวนําไปทําโครมาโทรกราฟบนดีอีเออี-เซฟาโรส (DEAE-Sepharose)  

ซุปเปอรโรส-12 เอชอาร (Superrose-12 HR) และ ฟนิล-เซฟาโรส (Phenyl-Sepharose) 

ตามลําดับ พบวากลูโคสไอโซเมอเรสมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 28.2 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 46.0 

เปอรเซ็นต  

 Lama และคณะ  (2001) ศึกษาการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก  Bacillus 

thermoantarcticus ใหบริสุทธิ์โดยการสกัดเอนไซมออกจากเซลลดวย DNase และ ไลโซไซม ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ปนเหวี่ยงนําสวนน้ําใสไปไดอะไลส จากนั้นนําไป

ตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อกําจัดโปรตีนอื่นๆ ตอมานําไปทําโคร

มาโทกราฟบนคิว-เซฟาโรส ฟาสท (Q-Sepharose Fast Flow) เซฟาคริล เอส-200 (Sepahcryl S-

200) และ ฟนิล-เซฟาโรส ซีแอล-4บี (Phynyl-Sepharose CL-4B) ตามลําดับ จากนั้นทําโคร

มาโทกราฟชนิด FPLC (Fast-performance liquid chromatography) ที่มีโมโน คิว เอชอาร/5/5 

(Mono Q HR/5/5) เปนตัวกลาง พบวากลูโคสไอโซเมอเรสมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 73 เทา และมี  

แอคติวิตีคงเหลือ 23.3 เปอรเซ็นต  

 Borgi และคณะ (2004) ศึกษาการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. SK ให

บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 40-60 เปอรเซ็นต ไดอะไลสแลว

ทําใหโปรตีนเขมขนโดยกรองผานเยื่อเลือกผานโดยกักโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา 10,000 

ดาลตันไว จากนั้นทําโครมาโทกราฟชนิด FPLC (Fast-performance liquid chromatography) ที่

มียูโน-คิว 12 (UNO-Q 12) เปนตัวกลาง พบวากลูโคสไอโซเมอเรสมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 21.5 เทา 

และมีแอคติวิตีคงเหลือ 17.6 เปอรเซ็นต  
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2.5 น้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

 มีรายงานการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆที่ผาน

การทําใหบริสุทธิ์แลว พบวามีขนาดแตกตางกันและยังประกอบดวยจํานวนหนวยยอยตางๆกัน ดัง

แสดงในตารางที่ 2.2  
 

ตารางที่ 2.2 น้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียสายพันธุตางๆ 
 

น้ําหนกั

โมเลกุล 

จํานวน 

หนวยยอย 

(ดาลตัน) และ 
สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารององิ 

(เจล น้ําหนกั

โมเลกุล ฟวเตรชั่น) 

(ดาลตัน) 

Arthobacter sp. NRRL 

B3728 

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

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

1994   

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

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

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

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

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

Thermoanaerobacter 

sp.B6A 

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

Thermoanaerobacterium sp. 

JW/SL YS-489 

200,000 (4), 50,000 Liu และคณะ, 1996 

   

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

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

Bisswanger, 1990  

หมายเหตุ : ตัวเลขในวงเล็บหมายถึงจํานวนหนวยยอย 

 



2.6 สมบัติของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

2.6.1 อุณหภูมแิละความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

กลูโคสไอโซเมอเรสที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆมีอุณหภูมิและความเปนกรดดางที่

เหมาะสมตอการทํางานแตกตางกัน  ดังแสดงในตารางที่ 2.3  
 

ตารางที่ 2.3 อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส

จากจุลินทรียชนิดตางๆ 
 

ภาวะที่เหมาะสม 

สายพนัธุจุลินทรีย 
อุณหภูมิ 

(องศา

เซลเซียส) 

ความเปน

กรดดาง 
เอกสารอางอิง 

Bacillus sp. NCIM 59 85 8.0 Chauthaiwale และ Rao, 

1994 

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

Bacillus thermoantarcticus 90 7.0 Lama และคณะ, 2001 

Chainia sp. 60 9.0 Khire และคณะ, 1990 

Clostridium thermosulfurogenes 80 7.0-7.5 Lee และ Zeikus, 1991 

Hordeum vulgaris 60 7.0-7.9 Kristo และคณะ, 1996 

Streptomyces sp. PLC 80 7.0 Inyang และคณะ, 1995 

Streptomyces 

olivochromogenes 

80 8.0-10.0 Suekane และคณะ, 1978 

Streptomyces thermovulgaris 60-85 7.0 Raykovska และคณะ, 2001 

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

Thermoanaerobacterium sp. 

JW/SL YS-489 

80 6.8 Liu และคณะ, 1996 

 

Thermotoga neapolitana 95 7.1 Hess และคณะ, 1998 

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

Thermus aquaticus HB8 85 7.5 Lehmacher และ 

Bisswanger, 1990 

18 
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2.6.2 ความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดางของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

กลูโคสไอโซเมอเรสที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆมีความเสถียรตออุณหภูมิและความ

เปนกรดดางแตกตางกัน  ดังแสดงในตารางที่ 2.4  
 

ตารางที่ 2.4 ความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดางของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรีย

ชนิดตางๆ 
 

ความเสถียรตอ 

อุณหภูมิ ความเปน

กรดดาง 
สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

(องศา

เซลเซียส) 

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

Bacillus sp. TX-3 40-75 

(10min) 

7.0-9.0 Kitada และคณะ, 1996 

  

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

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

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

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

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

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

1979 

Streptomyces 

olivochromogenes 

50 (30min) 4.0 Suekane และคณะ, 1978 

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

Thermoanaerobacterium sp. 

JW/SL YS-489 

80 (1hr) - Liu และคณะ, 1996 

   

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

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

หมายเหตุ : เครื่องหมาย – หมายถึง ไมไดรายงานไว 
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2.6.3 ความจําเพาะตอสับสเตรทของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

โดยทั่วไปกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆมีความจําเพาะตอสับเสเตรท 2 

ชนิด คือ กลูโคสและไซโลส ซึ่งมีคาความจําเพาะตอสับสเตรทแตกตางกันไปแลวยังรายงานกลูโคส

ไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆยังมีความจําเพาะกับน้ําตาลชนิดอื่นๆอีกดวย ดังแสดงใน

ตารางที่ 2.5 
 

ตารางที่ 2.5 คาความจําเพาะ (Km) ของกลูโคสไอโซเมอเรสของจุลินทรียตอสับสเตรทชนิดตางๆ 
 

ชนิดของ

สับสเตรท 

Km

เอกสารอางอิง สายพนัธุจุลินทรีย (มิลลิโม

ลาร) 

Actinoplanes missouriensis ดี-ฟรักโทส 1670 Gong และคณะ, 1980 

 ดี-กลูโคส 1330  

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

 ดี-ฟรักโทส 170  

 ดี-กลูโคส 225  

 ดี-ไรโบส 190  

 ดี-ไซโลส 3.3  

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

 ดี-ไซโลส 6.66 1994 

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

 ดี-ไซโลส 100  

Bacillus thermoantarcticus ดี-กลูโคส 167 Lama และคณะ, 2001 

 ดี-ไซโลส 33  

Clostridium thermosulfurogenes ดี-ฟรักโทส 60 Lee และ Zeikus, 1991 

 ดี-กลูโคส 140  

 ดี-ไซโลส 20  

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

 ดี-ไซโลส 35  
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ตารางที่ 2.5 (ตอ) 
 

ชนิดของ

สับสเตรท 

Km

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง (มิลลิโม

ลาร) 

Streptomyces thermovulgaris ดี-กลูโคส 55.5 
Raykovska และคณะ, 

2001 

 ดี-ไรโบส 13.3  

 ดี-ไซโลส 4.4  

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

 ดี-กลูโคส 120  

 ดี-ไซโลส 46  

Thermoanaerobacterium sp. ดี-ฟรักโทส 50 Liu และคณะ, 1996 

JW/SL YS-489 ดี-กลูโคส 130  

 ดี-ไซโลส 19  

Thermotoga neapolitana ดี-ฟรักโทส 106.5 Hess และคณะ, 1998 

 ดี-กลูโคส 88.5  

 ดี-ไซโลส 16  

Thermotoga maritima ดี-ฟรักโทส 225 Brown และคณะ, 1993 

 ดี-กลูโคส 118  

 ดี-ไซโลส 74  
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2.6.4 อิออนโลหะตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

จากการศึกษาผลของอิออนโลหะตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรีย

ชนิดตางๆ พบวาเอนไซมนี้สวนใหญตองการไดวาแลนทแคทอิออน (divalent cation) ไดแก 

แมกนีเซียมอิออน (Mg2+) โคบอลตอิออน (Co2+) หรือแมงกานีสอิออน (Mn2+) ในการทํางาน 

(Tsumura และคณะ, 1965) ซึ่งตอมา Kasumi และคณะ (1982) รายงานวากลูโคสไอโซเมอเรส

สวนใหญตองการแมกนีเซียมอิออน (Mg2+) ในการทํางานของเอนไซม ในขณะที่ตองการโคบอลต 

อิออน (Co2+) เพื่อชวยปองกันการทําใหถูกเสียสภาพดวยความรอน กรด และโซเดียมโดเดซิล

ซัลเฟต หรืออาจชวยเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมดวย แตอยางไรก็ตามอิออนแตละชนิดจะมีผลตอ

เอนไซมที่ไดจากจุลินทรียชนิดตางๆแตกตางกัน ดังรายงานวิจัยตางๆดังนี้ 

Marg และ Clark (1990) ศึกษาผลของอิออนโลหะตอการทํางานของกลูโคส(ไซโลส)ไอ

โซเมอเรสจาก Bacillus coagulans พบวาแมงกานีสอิออน (Mn2+) และโคบอลตอิออน (Co2+) มี

ผลตอแอคติวิตีของไซโลสไอโซเมอเรส ในขณะที่แมกนีเซียมอิออน (Mg2+) และโคบอลตอิออน 

(Co2+) มีผลตอแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส นอกจากนี้ยังพบวาโครงสรางของกลูโคส(ไซโลส)

ไอโซเมอเรสจาก Bacillus coagulans มีตําแหนงจับกับอิออนโลหะ 2 ตําแหนง  
2+Sushama และคณะ (1992) ศึกษาบทบาทของแมกนีเซียมอิออน (Mg ) และ

โคบอลตอิออน (Co2+) ตอแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. NCIM 2730 

พบวาจุลินทรียไมตองการโคบอลตอิออน (Co2+) ในการผลิตเอนไซม แตตองการแมกนีเซียมอิออน 

(Mg2+) และโคบอลตอิออน (Co2+ 2+) ในการทํางานของเอนไซม โดยแมกนีเซียมอิออน (Mg ) จะ

ชวยเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซม สวนโคบอลตอิออน (Co2+) ชวยรักษาเสถียรภาพโครงสรางของ

เอนไซมเมื่อทํางานในอุณหภูมิสูง 

Lama และคณะ (2001) พบวากลูโคสไอโซเมอเรสที่ทนรอนจาก Bacillus 

thermoantarcticus  ตองการแมกนีเซียมอิออน (Mg2+) หรือโคบอลตอิออน (Co2+) ในการทํางาน

ของเอนไซมที่อุณหภูมิสูง ในขณะที่ในปฏิกิริยาที่มีแมงกานีสอิออน (Mn2+) และโคบอลตอิออน 

(Co2+ 2+) มีผลยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซม และนอกจากนี้ยังพบวาแมกนีเซียมอิออน (Mg ) 

โคบอลตอิออน (Co2+) หรือแมงกานีสอิออน (Mn2+) มีผลตอแอคติวิตีของไซโลสไอโซเมอเรส 
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2.7 อินูลิเนส 
 

นอกจากกลูโคสไอโซเมอเรส ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการผลิตฟรักโทสจากกลโูคสที่ไดจาก

การยอยสลายแปงแลว  ปจจุบันยงัพบวามีเอนไซมอีกชนิดหนึ่ง ไดแก อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเริ่ม

ไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตฟรักโทสโดยการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอนินลิูน เอนไซมนี้

สามารถยอยสลายอินนูลินโดยใชปฏิกิริยาเพียงขั้นตอนเดียวใหฟรักโทสไดสูงถึง 95 เปอรเซ็นต 

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

 

2.7.1 อินนูลิน 

 

อินนูลินเปนพอลิฟรักแทนที่พบมากในพืชหลายชนิด  มีโครงสรางเปนสายโซตรงของ

ฟรักโทสที่เชื่อมกันดวยพันธะบีตา-2,1 (�-2,1 linkage) โดยมีโมเลกุลของซูโครสเชื่อมอยูปลาย

สาย (Vandamme และ Derycke, 1983) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 อินนูลินถูกสะสมอยูในหัวหรือราก

ของพืชหลายชนิด เชน หัวหอม กระเทียม รากตนรักเร หัวชิโครี่ (chicory root) และรากของ 

Jerusalem artichoke เปนตน (Pandey และคณะ, 1999; Rocha และคณะ, 2006)  

 

 

 
 

รูปที่ 2.4 โครงสรางของอินนูลิน (Roubroeks และคณะ, 2001) 
 

Jerusalem artichoke  มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา  Helianthus tuberosus L.  มีอินนูลิน

สะสมสูงถึง 14-19 % (w/w) (Lingyun และคณะ, 2007)  พืชนี้เปนพืชลมลุกมีความใกลชิดกับ

ทานตะวัน (Helianthus annuus)  มีถิ่นกําเนิดแถบทวีปอเมริกาเหนือ  ปจจุบันไดมีการนําเขามา

ปลูกในประเทศไทยโดยใหชื่อวา  แกนตะวัน  และมีการสงเสริมการปลูกกับเกษตรกรทั่วไป (นิมิตร 
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วรสูตร และสนั่น จอกลอย, 2549) เพื่อใชเปนพืชอาหารสุขภาพ พืชสมุนไพรสัตว และพืชพลังงาน

ทดแทน 

ปจจุบันอินนูลินไดรับความสนใจอยางมากเนื่องจากมีราคาถูกและสามารถใชเปนสาร

ตั้งตนในการผลิตน้ําเชื่อมที่มีความเขมขนสูง (High Fructose Syrup) ซึ่งมีความสําคัญใน

อุตสาหกรรมการผลิตยา เชน การผลิตน้ําตาลสําหรับคนไขที่เปนโรคเบาหวาน นอกจากนี้อินนูลิน

ยังชวยเพิ่มการดูดซึมธาตุเหล็กในเด็ก และใชเปนสารใหความหวานสําหรับคนที่ตองการลด

น้ําหนัก (Roberfroid, 1999) กระตุนการเจริญของ  Bifidobacteria  ในลําไสเล็กและลําไสใหญ 

(Kolida, 2002) ปองกันมะเร็งลําไสใหญและใชเปนเสนใยในระบบชวยยอย (Roberfroid, 1999) 

เปนตน 

 

2.7.2 อินูลิเนส 

 

อินูลิเนส (inulinase) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาสลายพันธะระหวางน้ําตาล

ฟรักโทสในอินนูลินดวยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดผลิตภัณฑเปนน้ําตาลฟรักโทส และอินนูโลโอลิโก

แซคคาไรด อินูลิเนสสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมตางๆเชน อุตสาหกรรมการผลิตน้ําเชื่อม

ฟรักโทส  อุตสาหกรรมการผลิตเอธานอล และอุตสาหกรรมการผลิตโอลิโกฟรักแทนจากอินนูลิน 

เปนตน (Sheng และคณะ, 2007)          

อินูลิเนสแบงตามรูปแบบของกลไกการไฮโดรไลซออกเปน 2 ชนิด คือ  

1. เอนโดอินูลิเนส (Endoinulinase, 2,1, β-D-fructan fructanohydrolase) จะยอย

สลายพันธะบีตา 2,1 ภายในโมเลกุลของอินนูลินแบบสุมไดผลิตภัณฑเปนอินนูโลไตรโอส (Inulo-

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

และคณะ, 1999) ซึ่งเปนสารใหความหวานพลังงานต่ําจัดเปนพรีไบโอติก และใชเปนสวนประกอบ

ของอาหารสุขภาพ   

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

2,1 ในโมเลกุลของอินนูลินออกทีละโมเลกุลทางดานปลายนอนรีดิวซ ใหผลิตภัณฑหลักเปน

ฟรักโทสและอินนูโลโอลิโกเมอร (Kumiko และคณะ, 1999)  

การทํางานรวมกันของเอนโดอินูลิเนสและเอกโซอินูลิเนสทําใหมีประสิทธิภาพสูงในการ

ยอยอินนูลินเปนฟรักโทส  ซึ่งสามารถยอยสลายอินนูลินไปเปนฟรักโทสไดสูงถึง 90-95 เปอรเซ็นต 
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2.7.3 แหลงของอินูลิเนส 

 

อินูลิเนสพบไดในจุลินทรียหลายชนิดเชน รา ยีสต แบคทีเรีย และแอคติโนมัยสีท  โดย  

จุลินทรียสวนใหญจะสรางอินูลิเนสแลวปลอยออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) และมี    

จุลินทรียบางชนิดจะสรางอินูลิเนสแลวเก็บไวภายในเซลล (intracellular enzyme)  ตัวอยางสาย

พันธุจุลินทรียที่สามารถสรางอนูลิเนส ดังแสดงในตารางที่ 2.6 
 

ตารางที่ 2.6 ตัวอยางสายพันธุของจุลินทรียที่สามารถสรางอินูลิเนส 
 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

Arthrobacter sp. Kang และคณะ, 1998 

Arthrobacter sp. S37 Kim และคณะ, 2008 

Aspergillus awamori Nagem และคณะ, 2004 

Aspergillus fumigatus Gill และคณะ, 2006 

Aspergillus niger Skowronek และคณะ, 2006 

Aspergillus niger Kango  และคณะ, 2008 

Aspergillus niger AF10 Zhang และคณะ, 2004 

Aspergillus oryzea Anil และคณะ, 1998 

Bacillus subtilis Wanker และคณะ, 1995 

Cryptococcus aureus G7a Sheng และคณะ, 2007 

Kluyveromyces S120 Xiong และคณะ, 2007 

Kluyveromyces bulgaricus Vranesic และคณะ, 2002 

Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus Paula และคณะ, 2008 

Kluyveromyces marxianus YS-1 Singh และคณะ, 2007 

Kluyveromyces sp. Y-85 Wenling และคณะ, 1999 

Penicillium janczewskii Marcia และคณะ, 2007 

Penicillium sp.TN-88 Nakamura และคณะ, 1997 

Rhizupus sp. TN-96 Ohta และคณะ, 2002 

Streptomyces sp. Sharma  และคณะ, 2007 

Streptomyces sp. GNDU 1 Gill และคณะ, 2003 
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2.7.4 การผลติอินูลิเนสโดยจุลินทรียชนิดตางๆ 

 

จุลินทรียหลายชนิดสามารถผลิตอินูลิเนสไดเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอินนูลินเปน

องคประกอบ  ดังรายงานของ Jing และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตและแยกเอนโดอินูลิเนสและ

เอกโซอินูลิเนสจาก Aspergillus ficuum JNSP5-06 โดยเลี้ยงในอาหารที่มีอินนูลิน 2 เปอรเซ็นต 

เปนแหลงคารบอน  

Cazetta และคณะ (2005)  รานงานวา Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus 

สามารถผลิตอินูลิเนสไดเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีสารสกัดจากยาคอน (yacon extract) และให 

แอคติวีตีของอินูลิเนสสูงเมื่อเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  และ pH 4.0 

Singh และคณะ (2006)  ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Kluyveromyces marxianus 

YS-1  เมื่อใชสารสกัดจากรากหนอไมฝร่ังซึ่งมีอินนูลิน 3.5 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน พบวา

สามารถผลิตอินูลิเนสได 40.5 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งเพิ่มข้ึน 6.1 เทาหลังจากปรบัปรุงสูตรอาหาร

เลี้ยงเชื้อ    

Singh และคณะ (2007)  ศึกษาการปรับปรุงสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อเพือ่ผลิตอินูลิเนสจาก 

Kluyveromyces marxianus YS-1  พบวาสามารถผลติอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลได 30.8 

หนวยตอมิลลิลิตร  เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารทีป่ระกอบดวย อินนลิูน สารสกัดจากเนื้อ (meat 

extract) แคลเซียมคลอไรด และโซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  และพบวาเลีย้งเชื้อในอาหารที่มีอินนูลินที่

สกัดจากรากตนรักเร 2 เปอรเซ็นต เปนเวลา 60 ชั่วโมง  สามารถผลติอินูลิเนสได 55.4 หนวยตอ

มิลลิลิตร 

Sheng และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Cryptococcus aureus G7a  ที่

แยกไดจากตะกอนดินในทะเลจีนใต  สามารถผลิตอินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลได 85 หนวยตอ

มิลลิลิตร ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่ประกอบดวยอินนูลิน 4 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน   ภาวะที่

เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีสและ pH 5.0  และพบวา     

อินูลิเนสที่ผลิตโดย Cryptococcus aureus G7a  มีแอคติวีตีสูงสุดที่เคยมีรายงานมา 

Kango (2008) ศึกษาการผลิตอินูลิเนสจาก Aspergillus niger NK-126 ที่แยกไดจาก

เปลือกหอมใหญและใชรากของ dandelion (Taraxacum officinale) เปนแหลงคารบอน สารสกัด

จากยีสต เปนแหลงไนโตรเจนพบวาสามารถผลิตอินูลิเนสได 12.3 หนวยตอมิลลิลิตร ภาวะที่

เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดาง

เทากับ 5.0  
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เนื่องจาก Streptomyces ซึ่งเปนจุลินทรียที่พบทั่วไปในดิน  บริเวณแหลงน้ําจืด และน้ํา

ทะเล เจริญไดดีในภาวะแวดลอมหลากหลาย ดังนั้นจึงจัดเปนจุลินทรียอีกชนิดหนึ่งที่นาสนใจใน

การนํามาศึกษาการผลิตอินูลิเนส ซึ่งนาจะไดเอนไซมที่มีสมบัติหลากหลายตามภาวะแวดลอมของ

แหลงที่คัดแยกเชื้อได  อยางไรก็ตามปจจุบันยังมีรายงานการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces 

คอนขางนอยมาก ดังรายงานตอไปนี้ 

Gill และคณะ (2003) ศึกษาผลของสูตรอาหารเลีย้งเชือ้ และภาวะในการเลีย้งเชื้อตอ

การผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. GNDU1  พบวาสามารถผลิตอินูลิเนสทีป่ลอยออกนอก

เซลลได 0.552 หนวยตอมลิลิลิตร  เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ีอินนูลิน 1 เปอรเซ็นต  และสารสกัด

จากยีสต (yeast extract) เปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนตามลาํดับ  และพบวา

แอมโมเนยีมออิอนในอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีผลยับยั้งการผลิตเอนไซม  ภาวะที่เหมาะสมในการ

ทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและ pH 5.5 

Sharma และคณะ (2006)  ศึกษาการผลติอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. ที่แยกได

จากดินบริเวณปมรากตนรักเร  ในอาหารที่มีกระเทยีมผงเปนแหลงคารบอน พบวาสามารถผลิต 

อินูลิเนสที่ปลอยออกนอกเซลลได 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร  ซึ่งมีคาสูงกวาการเลีย้งเชื้อในอาหาร

ที่มีอินนูลินบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน 1.6 เทา  ภาวะที่เอนไซมทาํงานไดดี คือ อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส  และ pH 6.0 ตอมา Sharma และ Gill (2007) รายงานวาเอกโซอินูลิเนสซึง่ทนความรอน

จาก Streptomyces sp พบวาภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม คือ อุณหภูมิ 70 องศา

เซลเซียส และคาความเปนกรดดางเทากับ 6.0  
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2.7.5 สมบัติของอินูลิเนส 
 

2.7.5.1 อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนส 

 

อินูลิเนสที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆมีอุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสม

ตอการทํางานแตกตางกัน  ดังแสดงในตารางที่ 2.7  
 

ตารางที่ 2.7 อุณหภูมิและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนสจากจุลินทรีย

ชนิดตางๆ 
 

ภาวะที่เหมาะสม 

อุณหภูมิ ความเปน

กรดดาง 
สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 

(องศา

เซลเซียส) 

Arthrobacter sp. 50 7.5 Kang และคณะ, 1998 

Aspergillus fumigatus 60 6.0 Gill และคณะ, 2006 

Aspergillus candidus 45 5.5 Kochhar และคณะ, 1997 

Aspergillus niger 60 5.0 Chen และคณะ, 1997 

Bacillus Smithii T7 70 4.5 Gao และคณะ, 2009 

Cryptococcus aureus G7a 50 5 Sheng และคณะ, 2008 

Kluyveromyces bulgaricus 30 และ 33 3.6 Vranesic และคณะ, 2002 

Kluyveromyces marxianus var. 

bulgaricus 
55 4.75 Kushi และคณะ, 2000 

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

Penicillium janczewskii 60 5.5 Pessoni, 2007 

60 6.0 Gong และคณะ, 2007 Pichia guilliermondii 

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

Streptomyces sp. 70 6.0 Sharma  และคณะ, 2006 

Streptomyces sp. GNDU 1 60 5.5 Gill และคณะ, 2003 

 

 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการทดลอง 
 
3.1  เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

 
1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Innova 4330 บริษัท New Brunwick Scientific Co., 

Inc., Edison, N.J., USA และรุน Gyromax 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., 

U.S.A. 

2. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดทําความเย็น รุน 6500 บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30I  

 บริษัท Beckman Coulter, Germany 

3. เครื่องปนเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน Kubota 1920 บริษัท Kubota, Japan 

4. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (Digital pH meter) รุน SevenEasy บริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 

5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic Unicam, U.S.A., รุน Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA และ

รุน Perkin Elmer instruments Lamda 25 UV/VIS Spectrometer บริษัท PerkinElmer, 

Inc., U.S.A. 

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

Ltd., Switzerland 

7. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 และรุน ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 

Japan, รุน MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุน HV-25, บริษัท 

Hirayama, Co., Ltd., Japan 

8. ตูเขี่ยเชื้อ Clean รุน V3-4 และรุน V6 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand 

9. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส Mitsubishi Electric รุน MR-F56R-SL บริษัทกันยงอีเลค 

ทริก จํากัด (มหาชน), ประเทศไทย 

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

Germany  

11. อางน้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน GFL 1086 บริษัท Gesellschaft für Labortechnik 

Co., Ltd., Germany 

12. เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุน G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., U.S.A. 
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13. เครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) รุน 502-P บริษัท PMC, U.S.A. และรุน HS10-2 

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

14. เครื่องโครมาโทกราฟ รุน Bio-Logic LP บริษัท Bio-Rad Laboratories, U.S.A. 

15. เครื่องอีเลคโทรโฟริซิสแบบแผน (Slab gel electrophoresis equipment) รุน Mini-

Protein II Dual ของ BioRad, U.S.A. 

16. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง ชนิดอาง รุน Soronex RK 100 บริษัท Bandelin 

Electronic, Germany 

17. เครื่องดูดอากาศ รุน A-3S บริษัท Eyela, Japan 

18. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 

19. ตูอบความรอน รุน UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 

20. ไมโครปเปตต ขนาด 20, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 

21. ฮีมาไซโทมิเตอร บริษัท Schott Duran, Germany 

 
3.2  เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

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

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

3. กลูโคส (Glucose) บริษัท Merck, Germany 

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

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

6. ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (oat spelt xylan) บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

7. พารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด (p-nitrophenyl �-D-xylopyranoside) 

บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A.  

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

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

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

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

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

บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

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

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

Switzerland. 

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

U.S.A. 

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

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

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

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

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

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

U.S.A. 

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

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

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

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

26. โคบอลตคลอไรด (CoCl ⋅6H O) บริษัท Merck, Germany 2 2

27. แคลเซียมคารบอเนต (CaCO ) บริษัท Merck, Germany 3

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

29. โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany 

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

31. เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO ⋅7H O) บริษัท Merck, Germany 4 2

32. กลีเซอรอล (Glycerol) บริษัท Merck, Germany 

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

34. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 

35. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany 

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

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

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

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

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

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

Germany 

42. คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO ⋅5H O) บริษัท Merck, Germany 4 2

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

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

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

46. โซเดียมอารซีเนต (NaHAsO ) บริษัท Ajax Chemicals, Australia 4

47. โซเดียมคารบอเนต (Na CO ) บริษัท Merck, Germany 2 3

48. สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) บริษัท Merck, Germany 

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

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

 

  ปลูกเชื้อ Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารแข็งเอียงขาวไรย (ภาคผนวก 

ก หมายเลข 1) ที่มีคาความเปนกรดดาง (pH) เทากับ 9.0 สําหรับ PC22 และ 7.0 สําหรับ CH7 

บมที่อุณหภูม ิ45 และ 40 องศาเซลเซยีส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปนเวลา 7 วนั และ

นํามาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 -15 วัน จงึนาํมาขูดสปอรโดยเทคนิคปลอดเชื้อ โดยใชน้ํากลั่น

ปลอดเชื้อเปนตัวแขวนลอย ดูดสปอรแขวนลอยที่ไดมากรองผานชุดกรองสปอร นําสปอร

แขวนลอยทีก่รองไดมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้าํใสทิง้ 

และลางสปอรดวยน้าํกลัน่ปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นแขวนลอยสปอรที่ไดใน 30 เปอรเซ็นต          

กลีเซอรอล ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 2 คร้ัง โดยเจือจางใหไดความหนาแนนของสปอรเทากับ        

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร แบงเก็บเปนปริมาตรนอยๆ (aliquots) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 

จนกวาจะนาํมาใช 

 

 3.3.1.2 การศกึษารูปแบบการเจริญของ Streptomyces PC22 และ CH7 

 

  ศึกษารูปแบบการเจริญของ Streptomyces PC22 และ CH7 โดยถายสปอร

แขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน 2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร 

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

และ pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึง่มีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครือ่ง

เขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเรว็ 200 รอบตอนาท ีอุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ 

PC22 และ CH7 ตามลําดับ ติดตามการเจริญโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตร 
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3.3.1.3 การเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 เพือ่ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

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

อยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 

40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

ที่การเจริญในระยะ mid log ที่ไดจากขอ 3.3.1.2  

จากนั้นถายเชื้อจากหัวเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

เล้ียงเชื้อสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) pH 9.0 สําหรับ PC22 

และ pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีไซโลส (xylose) ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 

(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปนเวลา 24 

ชั่วโมง  

นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้ํา

ใสทิ้ง และปนลางไมซีเลียมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 จํานวน 2 ครั้ง 

ที่สภาวะเดิม นําไมซีเลียมที่ไดมาสกัดเอนไซมออกจากเซลลโดยแขวนลอยใน 0.1 เปอรเซ็นต ซีทิล

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

5 ไมโครโมลาร โคบอลตคลอไรด ในอัตราสวนไมซีเลียม 1 กรัม ตอ สารสะลาย 3 มิลลิลิตร นําไป

บมในอางน้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสและความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 

24 ชั่วโมง จากนั้นแยกชิ้นสวนไมซีเลียมออกโดยการปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 

8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะห   

แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสและปริมาณโปรตีน 

 

 

 

 

 

 

 



35 

3.3.2 การวิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

วิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสดัดแปลงมาจากวิธีของ Chen และคณะ 

(1979) โดยการวัดปริมาณฟรักโทสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันของกลูโคสโดยการเรง

ปฏิกิริยาของเอนไซมดังกลาว โดยนําเอนไซมที่เจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมดวย 50 มิลลิ

โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสในสวนผสมของปฏิกิริยาที่

ประกอบดวย  

0.5 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0  ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร  

0.1 โมลาร แมกนีเซียมซัลเฟต    ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  

0.001 โมลาร โคบอลตคลอไรด    ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร  

น้ํากลั่น       ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  

ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (vortex mixer) จากนั้นเติม

สับสเตรท ไดแก 2 โมลาร กลูโคส ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ดูดสารละลายของปฏิกิริยานาทีที่ 0 และ 20 ออกมาเจือจางดวย

น้ํากลั่น 300 เทา แลวนําไปหาปริมาณน้ําตาลฟรักโทสที่เกิดขึ้นโดยวิธี cysteine carbazole 

sulfuric acid method (Dische และ Borenfreund, 1951) เปรียบเทียบกับสารละลายฟรักโทส

มาตรฐานที่มีความเขมขนในชวง 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 

กําหนดให 1 หนวยของกลูโคสไอโซเมอเรส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ใชในการเปลี่ยน

กลูโคสเปนฟรักโทส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทําการทดลอง 

  
3.3.3 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลฟรักโทสตามวิธี cysteine carbazole sulfuric acid 

method (Dische และ Borenfreund, 1951) 
 

นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 70 

เปอรเซ็นต ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม จากนั้นเติมสารละลายซีสทีอีน 

ไฮโดรคลอไรด (Cysteine-HCl) เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ตามดวยสารละลาย

แอลกอฮอลิก คารบาโซล (alcoholic carbazole) เขมขน 0.12 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

ทันที บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยแชใน

อางน้ําแข็ง 5 นาที แลวนําไปวัดปริมาณน้ําตาลโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นา

โนเมตร  
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คํานวณปริมาณฟรักโทสจากกราฟมาตรฐานของฟรักโทสที่ความเขมขน 0-50 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.1) 

 
3.3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 

 
วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยนําสารละลายตัวอยางปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร มาเติม

สารละลายผสม C (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.3) ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 20 นาที แลวเติมสารละลาย D (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.4) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

660 นาโนเมตร 

คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum 

albumin) ที่ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 3) 
 

3.3.5 ผลของไซโลสตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces PC22 และ 
CH7 
 

3.3.5.1 ผลของความเขมขนไซโลสตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

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

อยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 

40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

เล้ียงเชื้อสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) pH 9.0 สําหรับ PC22 

และ pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรผันความเขนขนของไซโลสที่ 0.5, 1.0, 

1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่

ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 

ตามลําดับ เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
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เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ

ดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และปนลางไมซี

เลียมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 จํานวน 2 ครั้ง ที่ภาวะเดิม นําไมซี

เลียมที่ไดมาสกัดเอนไซมออกจากเซลลโดยแขวนลอยในสารละลาย 0.1เปอรเซ็นต CTAB ดังขอ 

3.3.1.3 บมในอางน้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสและความเร็ว 200 รอบตอนาที 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นแยกชิ้นสวนไมซีเลียมออกโดยการปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวย

ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไป

วิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสและปริมาณโปรตีน 
 

3.3.6 ผลของไซแลนตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces PC22 และ 
CH7 
 

3.3.6.1 ผลของความเขมขนไซแลนตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

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

อยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 

40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

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

สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรผันความเขนขนของไซแลนจากเปลือกขาวโอตที่ 0.5, 

1.0, และ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 

200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปน

เวลา 1-4 วัน  

เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยง

ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

และปนลางไมซีเลียมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 จํานวน 2 ครั้ง ที่

ภาวะเดิม นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส สวนไมซีเลียมที่ไดนํามาสกัด

เอนไซมออกจากเซลลโดยแขวนลอยในสารละลาย 0.1 เปอรเซ็นต CTAB ดังขอ 3.3.1.3 บมในอาง

น้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสและความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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จากนั้นแยกชิ้นสวนไมซีเลียมออกโดยการปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของ

กลูโคสไอโซเมอเรส บีตา-ไซโลสิเดสและปริมาณโปรตีน 

 
3.3.7 การวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส 

 

การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนสดัดแปลงมาจากวิธีของ Nakajima และคณะ 

(1984) โดยการวัดปริมาณน้ําตาลไซโลสที่เกิดจากการยอยสลายไซแลน ซึ่งสารละลายในปฏิกิริยา

ประกอบดวย 

สารละลายไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งละลาย

ใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร 

สารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยตมใน

อางน้ําเดือด 10 นาที แลวนําไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ Somogyi (1952) และ Nelson 

(1944) เปรียบเทียบกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซมาตรฐานที่มีความเขมขนในชวง 0-200 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.2) 

กําหนดให 1 หนวยของไซแลเนส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายไซแลนแลวได

น้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับไซโลส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทําการทดลอง 

 
3.3.8 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi (1952) และ Nelson 

(1944) 
 

นําสารตัวอยางที่จะวิเคราะหปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายอัลคาไลนคอปเปอร 

(alkaline copper reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลว

ตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที แลวแชในน้ําเย็นทันที จากนั้นเติมสารละลายเนลสัน 

(Nelson’s reagent) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.2) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เติมน้ํากลั่นปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม 

แลวนําไปวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร  

คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานของไซโลสความเขมขน 0-200

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.2) 
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3.3.9 การวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสเปนวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Nakanishi 

และคณะ (1987) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย  

สารละลายพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด      (p-nitrophenyl �-D-

xylopyranoside) ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ที่ละลายอยูใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต 

บัฟเฟอร pH 6.5       ปริมาตร 25   ไมโครลิตร 

100 มลิลิโมลาร โซเดียมแอซีเตต บัฟเฟอร pH 6.5 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

สารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม  ปริมาตร 125 ไมโครลิตร 

บมปฏิกิริยาที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 

โมลาร โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปน

ผสม นําไปวัดปริมาณพารา-ไนโตรฟนอลที่ถูกปลอยออกมาที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

กราฟมาตรฐานใชพารา-ไนโตรฟนอลความเขมขนในชวง 0-40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

กําหนดให 1 หนวยของบีตา-ไซโลสิเดส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายพารา-ไน

โตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด แลวใหพารา-ไนโตรฟนอล 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต

ภาวะที่ทําการทดลอง 

 
3.3.10 ผลของวัสดุทางการเกษตรตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย Streptomyces 

PC22 และ CH7 
 

3.3.10.1 การหาชนิดของวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

วัสดุทางการเกษตรที่ใชแทนไซแลนจากเปลือกขาวโอตในอาหารเลี้ยงเชื้อไซแลน

คอมเพล็กซ (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) มีดังนี้ กากเมล็ดฝาย (cotton seed husk) ซังขาวโพด 

(corncob) เปลือกขาวโพด (corn husk) รําขาวเจา (rice bran) และรําขาวสาลี (wheat bran) 

โดยวัสดุเหลานี้ผานการอบแหง บด และรอนดวยตะแกรงขนาด 35 เมซ 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

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

อยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 
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40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซที่ไมเติมไซแลน (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) pH 9.0 สําหรับ PC22 และ 

pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรผันชนิดของวัสดุทางการเกษตร ไดแก กาก

เมล็ดฝาย ซังขาวโพด เปลือกขาวโพด รําขาวเจาและรําขาวสาลี โดยใชความเขมขน 1.0 

เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอ

นาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปนเวลา 1-4 วัน  

เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยง

ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

และปนลางไมซีเลียมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 จํานวน 2 ครั้ง ที่

ภาวะเดิม นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส สวนไมซีเลียมที่ไดนํามาสกัด

เอนไซมออกจากเซลลโดยแขวนลอยในสารละลาย 0.1 เปอรเซ็นต CTAB ดังขอ 3.3.1.3 บมในอาง

น้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสและความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นแยกชิ้นสวนไมซีเลียมออกโดยการปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของ

กลูโคสไอโซเมอเรส บีตา-ไซโลสิเดสและปริมาณโปรตีน 
 

3.3.10.2 ผลของความเขมขนวัสดุทางการเกษตรตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

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

อยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 

40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อไซแลนคอมเพล็กซที่ไมเติมไซแลน (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) pH 9.0 สําหรับ PC22 และ 

pH 7.0 สําหรับ CH7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยนําวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 

3.3.10.1 มาแปรผันความเขมขนที่  1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 

นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศา

เซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปนเวลา 1-4 วัน  
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เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยง

ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

และปนลางไมซีเลียมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 จํานวน 2 ครั้ง ที่

ภาวะเดิม นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของไซแลเนส สวนไมซีเลียมที่ไดนํามาสกัด

เอนไซมออกจากเซลลโดยแขวนลอยในสารละลาย 0.1 เปอรเซ็นต CTAB ดังขอ 3.3.1.3 บมในอาง

น้ําเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสและความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นแยกชิ้นสวนไมซีเลียมออกโดยการปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 8,000 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะห   แอคติวิตีของ

กลูโคสไอโซเมอเรส บีตา-ไซโลสิเดสและปริมาณโปรตีน 

 
3.3.11 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสุทธิ์ 

 

3.3.11.1 การสกัดแยกเอนไซมออกจากเซลลโดยวิธีการบด 

 

การเตรียมเอนไซมใหมีความเขมขนเพียงพอที่จะนําไปผานขั้นตอนการทําให

บริสุทธิ์ทําโดยการสกัดแยกเอนไซมออกจากเซลลโดยวิธีการบด  โดยนําไมซี เลียมของ 

Srteptomyces PC22 และ CH7 ที่เลี้ยงภายใตภาวะเหมาะสม มาบดกับผงอะลูมินาละเอียด 

(fine alumina powder) ในอัตราสวน 1 : 1 ละลายเอนไซมดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต 

บัฟเฟอร pH 7.0 ปริมาตรเล็กนอย จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่อง

ปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที วัดปริมาตรสวนน้ําใสที่ได วิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสและปริมาณโปรตีน 

 

3.3.11.2 การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

     3.3.11.2.1 คอลัมนโครมาโทกราฟบนดีอีเออี-ไบโอเจล เอ (DEAE-Bio Gel A) 

 

ลางสารแขวนลอยดีอีเออี-ไบโอเจล เอ ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคนเบาๆ

แลวปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทําเชนนี้

หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู จากนั้นแชเจลใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 

7.5 นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใตสูญญากาศประมาณ 20-30 นาที 

แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 30 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 



42 

45 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ลงในคอลัมนปริมาตร 2-3 เทา

ของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆใสสารละลายเอนไซมที่ไดจากขอ 

3.3.11.1 ลงบนผิวเจลแลวซะโปรตีนที่ไมถูกจับกับดีอีเออี-ไบโอเจล เอ (unbound fraction) ออก

ดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม แลวติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 

จนมีคาใกลศูนย จากนั้นจึงชะโปรตีนที่จับอยูกับเจลออก (bound fraction) โดยใช 0-800 มิลลิ  

โมลาร โซเดียมคลอไรดเกรเดียนทใน 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 แลวเก็บสารละลายที่

ผานคอลัมนลําดับสวนละ 2.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโน

เมตร และวัดแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิ

ตีของกลูโคสไอโซเมอเรสเขาดวยกัน แลวทําตัวอยางใหเขมขนขึ้นโดยวิธี aquasorb ดวยผง     

บลาโนส ซีเอ็มซี (Blanose CMC) จากนั้นนําตัวอยางไปไดอะไลสขามคืนใน 50 มิลลิโมลาร 

โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และ

โคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโมลารละลายอยู โดยเปลี่ยนบัฟเฟอร 2 คร้ัง สุดทายนําไป

ไดอะไลสใน 30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

7.0 ที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 

มิลลิโมลารละลายอยู เปนเวลา 3-4 ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหแอคติวิตีของ

กลูโคสไอโซเมอเรสและปริมาณโปรตีน 

 

3.3.11.2.2 คอลัมนโครมาโทกราฟบนเซฟาคริล เอส-300 (Sephacryl S-300) 

 

ลางสารแขวนลอยเซฟาคริล เอส-300 ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคนเบาๆ

แลวปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทําเชนนี้

หลายๆครั้ง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู จากนั้นแชเจลใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต 

บัฟเฟอร pH 7.0 นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใตสูญญากาศประมาณ 

20-30 นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.0 เซนติเมตร สูง 30 เซนติเมตร 

ปริมาตรเจล 45 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 0.1 โมลาร โซเดียมคลอไรดใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียม

ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 ที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอ

ไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโมลารละลายอยู ลงในคอลัมนปริมาตร 2-3 เทาของปริมาตรเจล ดวย

อัตราการไหล 15 มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆใสสารละลายเอนไซมที่ไดจากขอ 3.3.11.2.1 ลงบน

ผิวหนาเจลเบาๆ ซะโปรตีนออกจากคอลัมนดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม เก็บสารละลายที่ผาน

คอลัมนลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 

และวัดแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสในแตละลําดับสวน จากนั้นรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของ
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กลูโคสไอโซเมอเรสเขาดวยกัน แลวทําตัวอยางใหเขมขนขึ้นโดยวิธี aquasorb ดวยผงบลาโนส 

ซีเอ็มซี (Blanose CMC) จากนั้นนําตัวอยางไปไดอะไลสขามคืนใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียม

ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอ

ไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโมลารละลายอยู โดยเปลี่ยนบัฟเฟอร 2 คร้ัง สุดทายนําไปไดอะไลสใน 

30 เปอรเซ็นต กลีเซอรอลที่ละลายใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มี

แมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโม

ลารละลายอยู เปนเวลา 3-4 ชั่วโมง วัดปริมาตรของสารละลายที่ได วิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคส

ไอโซเมอเรสและปริมาณโปรตีน 

 
3.3.12 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยวิธีพอลิอะคริลาไมด

เจลอิเลคโทรโฟริซิส (Native polyacrylamide gel electrophoresis)  
 

ประกบแผนแกวขนาด 8.2 ×10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.4 ×10.2 เซนติเมตร เขา

ดวยกัน โดยมีแผนพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบทั้งสองขาง ประกอบแผน

แกวนี้เขากับชุดหลอเจล จากนั้นเทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความ

เขมขน 10 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.8) ลงในชองวางระหวางแผนแกวใหมีความสูง 6 

เซนติเมตร แลวเติมน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหเติมแผน ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัว ซับน้ําออกใหหมด 

แลวจึงเทสารละลายผสมสแตกกิงเจล (stacking gel) ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 4.9) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผนแกว เสียบแผนพลาสติกสําหรับเตรียมชองใสตวัอยาง 

(slot former) ลงระหวางแผนแกว ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัวจึงดึงแผนพลาสติกออก นําแผนเจลที่

เตรียมไดมาประกอบเขากับชุดทําอิเลคโทรโฟริซิส ลางชองใสตัวอยางดวยอิเลคโทรดบัฟเฟอร 

(ภาคผนวก ข หมายเลข 4.1) เติมอิเลคโทรดบัฟเฟอรลงในชุดทําอิเลคโทรโฟริซิสจนเต็ม นําโปรตีน

ที่ตองการวิเคราะหมาเจือจางในบัฟเฟอรที่ใชวิเคราะห (sample buffer) (ภาคผนวก ข หมายเลข 

4.6) จากนั้นหยดสารละลายโปรตีน 20 ไมโครลิตร ในชองใสตัวอยางบนแผนเจล ทําการอิเลค

โทรโฟริซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาใกลถึงปลายสุดของแผนเจล    นํา

เจลออกจากแผนแกว แชเจลในสารละลายยอมโปรตีน (staining solution) (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 10) เปนเวลา 30 นาที แลวลางสีสวนเกินออกดวยสารละลายลางสี (destaining 

solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 11) จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน 
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3.3.13 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

3.3.13.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการทําเจลฟลิเตรชันผาน

คอลัมนเซฟาคริล เอส-300 (Sephacryl S-300) 

 

ลางสารแขวนลอยเซฟาคริล เอส-300 ดวยน้ํากลั่นโดยใชแทงแกวคนเบาๆแลว

ปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียดที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป ทําเชนนี้หลายๆ

คร้ัง จนไมมีเจลละเอียดแขวนลอยอยู จากนั้นแชเจลใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร 

pH 7.0 นําเจลไปกําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใตสูญญากาศประมาณ 20-30 

นาที แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.0 เซนติเมตร สูง 50 เซนติเมตร 

ปริมาตรเจล 35 มิลลิลิตร ผานสารละลาย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มี

แมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโม

ลารละลายอยู ลงในคอลัมนปริมาตร 2-3 เทาของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 7.2 มิลลิลิตรตอ

ชั่วโมง คอยๆใสสารละลายเอนไซมที่ไดจากขอ 3.3.11.2.2 ลงบนผิวหนาเจลเบาๆ ซะโปรตีนออก

จากคอลัมนดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม เก็บสารละลายที่ผานคอลัมนลําดับสวนละ 1.0 มิลลิลิตร 

ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของกลูโคสไอโซ

เมอเรสในแตละลําดับสวน  

จากนั้นใชสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ไดแก เฟอริติน (ferritin), คะตะเลส 

(catalase), และกลอบูลิน (globulin) น้ําหนักโมเลกุล เทากับ 450,000, 250,000 และ 150,000 

ดาลตัน ตามลําดับ ผานลงในคอลัมนเซฟาคริล เอส-300 โดยใชภาวะเดียวกันกับเอนไซมขางตน 

นําแตละลําดับสวนมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร สําหรับคะตะเลสติดตามโดยการ

หยด 3 เปอรเซ็นต ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในแตละลําดับสวนที่มี

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เชนกัน แลวตรวจหาฟองอากาศที่เกิดขึ้น โดยกําหนดใหการสิ้นสุดของการ

เกิดฟองอากาศภายในทุก 10 วินาทีเทากับ 1 หนวย (AU; arbritrary unit) หลังจากนั้นนําคาที่

ไดมาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับ

ปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใชในการชะโปรตีนแตละชนิดออกจากคอลัมน 
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3.3.13.2 การหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสบน

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis) ตามวิธีของ Laemmli (1970) 

 

นํากลโูคสไอโซเมอเรสที่ไดจากขั้นตอนการผานคอลัมนเซฟาคริล เอส- 3 0 0  ขอ  

3 . 3 . 1 1 . 2 . 2  และสารละลายโปรตนีมาตรฐานมาทําอีเลคโทรโฟริซสิบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต     

พอลิอะคริลาไมดเจล โดยประกบแผนแกวขนาด 8.2×10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.4×10.2 เขา

ดวยกนั โดยมแีผนพลาสตกิ (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบทั้งสองขาง ประกอบแผน

แกวนี้เขากับจุดหลอเจล เทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความเขมขน 12 

เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข หมายเลข 5.10) ลงในชองวางระหวางแผนแกวใหมีความสูง 6 

เซนติเมตร เตมิน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหมีความสูงเต็มแผนกระจก ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัว ซับน้าํ

ออกจนหมด เทสารละลายสแตกกิงเจล (stacking gel) ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 5.11) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผนแกว วางแผนพลาสตกิสําหรับเตรียมชองใสตัวอยาง 

(slot former) ลงระหวางแผนแกว ตั้งทิง้ไวจนกระทั่งเจลแข็งตัว แลวจึงดึงแผนพลาสติกออก นาํ

แผนเจลที่เตรยีมไดมาประกอบเขากับชุดทําอีเลคโทรโฟริซิส ลางชองใสตัวอยางดวยอีเลคโทรด

บัฟเฟอร (ภาคผนวก ข หมายเลข 5.1) เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอรลงในชองชุดทาํอีเลคโทรโฟริซิสจน

เตม็ นําโปรตนีที่จะวิเคราะหมาเจือจางในบัฟเฟอรสําหรับโปรตีนทีจ่ะวิเคราะห (sample buffer) 

(ภาคผนวก ข หมายเลข 5.8) ตมในน้ําเดือด 5 นาที หยอดสารละลายโปรตีนนี ้20 ไมโครลิตร และ

โปรตีนมาตรฐานซึง่เปน Prestained SDS-PAGE standard 7.5 ไมโครลิตร ลงในชองใสตัวอยาง

แลวทําการอีเลคโทรโฟริซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลเูคลื่อนที่ลงมาใกลถึงปลายสดุ

ของแผนเจล นําเจลออกจากแผนแกวและยอมสีโปรตีน (dye staining) โดยใชสีคูแมสซี บลู โดย

นําเจลไปแชในน้าํยายอมสี (staining solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 5.12) เปนเวลา 30 นาท ี

แลวลางสีสวนเกินออก ดวยสารละลายลางสี (ภาคผนวก ข หมายเลข 5.13) ( d e s t a i n i n g 

s o l u t i o n )  จนเหน็แถบโปรตีนชัดเจน ประมาณคาน้าํหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดย 

พิจารณาการเคลื่อนที่ของกลูโคสไอโซเมอเรสเทียบกับการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน 

 

 

 

 

 

 



46 

3.3.14 สมบัติของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 
 

3.3.14.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลโูคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณเทา ๆ กนั มา

วิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.2 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการทาํปฏิกิริยาตั้งแต 40-90 

องศาเซลเซยีส 

 

3.3.14.2 ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลโูคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณเทา ๆ กนั มา

วิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.2 โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชใหอยู

ในชวงความเปนกรดดางตาง ๆ ดงันี ้

   500 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตท บฟัเฟอร  ในชวง pH 4.0-6.5 

   500 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บฟัเฟอร  ในชวง pH 6.0-8.0 

   500 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร  ในชวง pH 8.0-9.0 

 

3.3.14.3 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสตออุณหภูมิ 

 

 บมกลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียม 

ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่อุณหภูมิตาง ๆ ในชวง 35-90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลว

นํามาหาแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสที่เหลืออยู ตามวิธีการในขอ 3.3.2 โดยมีกลูโคสไอโซเมอ

เรสที่ไมผานการบมเปนตวัเปรียบเทียบ 

 

3.3.14.4 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสตอความเปนกรดดาง 

    

   บมกลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในบฟัเฟอร ที่มีคาความเปน

กรดดางในชวง 4.0-9.0 ดังระบุในขอ 3.3.14.2 ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทาํงานของเอนไซม

เปนเวลา 30 นาท ี จากนัน้นาํมาหาแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสที่เหลืออยู ตามวิธกีารในขอ 

3.3.2 โดยมีกลูโคสไอโซเมอเรสที่ไมผานการบมเปนตวัเปรียบเทียบ  
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3.3.14.5 การตรวจสอบความจําเพาะของกลูโคสไอโซเมอเรสตอสับสเตรทตางๆ  

(substrate specificity) 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณเทาๆกัน มา

ตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ ดังตอไปนี้ 

กลูโคส (D-glucose)    500 มิลลิโมลาร 

ไซโลส (D-xylose)    100 มิลลิโมลาร 

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

สําหรับ p-NPX วิเคราะห p-nitrophenol ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาตามวิธกีารใน 

ขอ 3.3.9 

 

3.3.14.6  การหาคาความจําเพาะตอสับสเตรท (Km) ของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในบริมาณเทาๆกันมาผสม

กับสับสเตรท คือ กลูโคสและไซโลส ใหไดความเขมขนสุดทายขณะที่ทําปฏิกิริยาอยูในชวง 100–

800 มิลลิโมลาร สําหรับกลูโคส และ 20-160 มิลลิโมลาร สําหรับไซโลส แลวนําไปหาแอคติวิตีของ

กลูโคสไอโซเมอเรส ตามวิธีในขอ 3.3.2 แลวนํามาเขียนกราฟไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk 

plot) และคํานวณคา Km จากสูตร V  = V0 max[S ]/ [S ]+ K0 0 m
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3.3.14.7 ผลของอิออนโลหะตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในบริมาณเทาๆกันมา

ไดอะไลสใน 50 มิลลิโมลาร ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มี 100 มิลลิโมลาร ของอีดีทีเอละลายอยู 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นกําจัดอีดีทีเอออกโดยการไดอะไลสในบัฟเฟอรเดิม 2 คร้ัง นําเอนไซมที่

ไดมาวิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสตามวิธีการในขอ 3.3.2 โดยเติมอิออนของโลหะ

ชนิดตางๆลงในปฏิกิริยาที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 0.1 หรือ 1.0  มิลลิโมลาร ดังนี้ โดยมีกลูโคส

ไอโซเมอเรสที่ไมผานการไดอะไลสดวยอีดีทีเอเปนตัวเปรียบเทียบ 
 

⋅5H O) แคลเซียมคลอไรด           (CaCl2 2

⋅6Hโคบอลตคลอไรด (CoCl O) 2 2

⋅7Hเฟอรัสซัลเฟต (FeSO O) 4 2

⋅7Hแมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO O) 4 2

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4⋅H O) 2
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3.3.15  การตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสของ Streptomyces PC22  
และ CH7 เมื่อมีอินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวันเปนแหลงคารบอนเบื้องตน 
  

3.3.15.1 การเตรียมอินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวัน 

 

3.3.15.1.1 การเตรียมหัวแกนตะวัน 

 

หัวแกนตะวัน (Jerusalem artichoke) ที่ใชทําการทดลองมาจากโครงการ

ปลูกแกนตะวันเพื่อผลิตการเอทานอล คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน (นิมิตร และ 

สนั่น, 2549) โดยนําแกนตะวันมาลางใหสะอาด ปลอกเปลือกและหั่นเปนชิ้นเล็กๆ อบใหแหงใน

เตาอบควบคุมอุณหภูมิที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน จากนั้นบดใหเปนผงเพื่อใชใน

ข้ันตอนตอไป 

 

3.3.15.1.2 การสกัดอินนูลินจากหัวแกนตะวัน 

 

ชั่งหัวแกนตะวันอบแหงปริมาณ 10 กรัม แขวนลอยในน้ํากลั่นปริมาตร 

100 มิลลิลิตร นําไปสกัดอินนูลินในหมอนึ่งควบคุมอุณหภูมิดวยความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นกรองกากหัวแกนตะวันออกดวยผาขาว

บาง สวนน้ําใสที่ไดนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนละเอียดดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิดวย

ความเร็ว 8000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที วัดปริมาตรสวนน้ําใสที่

ได วิเคราะหปริมาณอินนูลินดวยวิธี cysteine carbazole sulfuric acid method (Dische และ 

Borenfreund, 1951) วิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS method (Miller, 1959)  และวิเคราะห

น้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี phenol sulfuric acid method (Dubois และคณะ,1956) คํานวณปริมาณ

อินนูลิน (เปอรเซ็นต) ที่ไดดังแสดงในสมการที่ 1-3 

  

(1) อินนูลิน (มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร) (Lingyun และคณะ, 2007) 

= น้ําตาลทั้งหมด (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) – น้ําตาลรีดิวซ (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

 

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

  =  อินนูลิน (มิลลิกรัม/มลิลิลิตร)  - น้ําตาลรีดิวซ(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
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(3) เปอรเซ็นตอินนูลินในการสกัดเทียบกับแกนตะวัน(น้ําหนัก/น้ําหนัก) 

= [อินนูลิน(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) x ปริมาตรสารสกัด(มิลลิลิตร)] x 100 

    น้ําหนักผงแกนตะวันอบแหง(กรัม) 

 

3.3.15.2 การวิเคราะหปริมาณอินนูลินดวยวิธี cysteine carbazole sulfuric acid 

method (Dische และ Borenfreund, 1951) 

 

นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริก

เขมขน 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม จากนั้นเติม

สารละลายซีสทีอีน ไฮโดรคลอไรด (Cysteine-HCl) เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

ตามดวยสารละลายแอลกอฮอลิก คารบาโซล (alcoholic carbazole) เขมขน 0.12 เปอรเซ็นต 

ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ทันที บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้น

หยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้ําแข็ง 5 นาที แลวนําไปวัดปริมาณอินนูลินโดยวัดคาการดูดกลนืแสงที่

ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร  

คํานวณปริมาณอินนูลินจากกราฟมาตรฐานของอินนูลิน (inulin) ที่ความเขมขน

ในชวง 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.5) 

 

3.3.15.3 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS method (Miller ,1959) 

 

นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรด   

ไดไนโตรซาลิไซลิก (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.3) 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวตมปฏิกิริยาใน

อางน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้ําแข็ง 5 นาที เติมน้ํากลั่น

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไปวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  

คํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานน้ําตาลฟรักโทสที่ความเขมขน 

0 – 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.3) 
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3.3.15.4 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol-sulfuric acid Method 

(Dubois และคณะ, 1956) 

 

นําสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟนอล

เขมขน 5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมกรดซัลฟวริกเขมขน

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แลวนําไปวัด

ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร  

คํานวณปริมาณน้ําตาลทั้งหมดจากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลฟรักโทสเขมขน 0-

1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.4) 

 

3.3.15.5 การเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 เพื่อผลิตอินูลิเนส 

 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

(TSB) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ 

CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ mid log ที่ไดจาก

ขอ 3.3.1.2  

จากนั้นถายเชื้อจากหัวเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร

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

อินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวัน ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง

คารบอน (Gill และคณะ, 2003) บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที สวนน้ําใส

ที่ไดนําไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 
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3.3.15.6 การวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 

 

การตรวจวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนสตามวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Sharma และ 

Gill (2007) โดยการวัดปริมาณน้ําตาลฟรักโทสที่เกิดจากการยอยสลายอินนูลิน ซึ่งประกอบดวย 2 

ปฏิกิริยา ดังนี้ 

1. ปฏิกิริยาการทํางานของอินูลิเนส ซึ่งสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 

สารละลายอินนูลินเขมขน 1 เปอรเซ็นต ใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตต 

บัฟเฟอร pH 6.0         ปริมาตร 95 ไมโครลิตร 

50 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตต บัฟเฟอร pH 6.0  ปริมาตร 55 ไมโครลิตร 

สารละลายเอนไซมที่ความเขมขนที่เหมาะสม   ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  

บมปฏิกิริยาที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวนําไปหาปรมิาณ

น้ําตาลรีดิวซโดยวิธี DNS method ดังแสดงในขอ 3.3.15.3 เปรียบเทียบกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

มาตรฐานที่มีความเขมขนในชวง 0-1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.3) 

 

2. ปฏิกิริยาการวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ ซึ่งสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 

50 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตต บัฟเฟอร pH 6.0  ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 

สารละลายเอนไซมที่ความเขมขนที่เหมาะสม   ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  

นําไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี DNS method ดังแสดงในขอ 3.3.15.3 

เปรียบเทียบกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซมาตรฐานที่มีความเขมขนในชวง 0-1,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.3) 

กําหนดให 1 หนวยของอินูลิเนส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายอินนูลินแลว

ไดน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับฟรักโทส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตภาวะที่ทําการทดลอง 
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3.3.16 ผลของระยะเวลาเลี้ยงเชื้อและความเขมขนของอินนูลินตอการผลิตอินูลิเนส 
ของ Streptomyces PC22 และ CH7 เมื่อมีอินนูลินสกัดจากหวัแกนตะวันเปนแหลง
คารบอน 
 

3.3.16.1 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลีย้งเชื้อตอการผลิตอินูลิเนส 

 

ถายสปอรแขวนลอยของ Srteptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

(TSB) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ 

CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้น

ถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิตอินูลิเนส 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 4) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยมีอินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวัน 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน (Gill และคณะ, 2003) 

นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศา

เซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ โดยแปรระยะเวลาเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 1-5 วัน เก็บ

ตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิดวย

ความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที สวนน้ําใสที่ไดนําไป

วิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 

 

3.3.16.2 การหาความเขมขนที่เหมาะสมของอินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวันตอการ

ผลิตอินูลิเนส 

 

ถายสปอรแขวนลอยของ Streptomyces PC22 และ CH7 ความหนาแนน         

2 × 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth 

(TSB) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศาเซลเซียส สําหรับ PC22 และ 

CH7 ตามลําดับ จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่การเจริญในระยะ mid log จากนั้น

ถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิตอินูลิเนส 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 4) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรความเขมขนของอินนูลินสกัด

จากหัวแกนตะวันที่ความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
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นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 และ 40 องศา

เซลเซียส สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ ดวยระยะเวลาเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 

3.3.16.1 เก็บตัวอยางนํามาปนเหวี่ยงแยกไมซีเลียมและสวนน้ําใสดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุม

อุณหภูมิดวยความเร็ว 9000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที สวนน้ําใส

ที่ไดนําไปวิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 

 
3.3.17 สมบติัของอินูลิเนสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 

 

3.3.17.1  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของอนิูลิเนส 

 

นําอินูลิเนสปรมิาณเทา ๆ กัน มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.15.6 

โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการทาํปฏิกิริยาตั้งแต 40-80 องศาเซลเซียส 

 

3.3.17.2 ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงานของอินูลิเนส 

 

นําอินูลิเนสปรมิาณเทา ๆ กัน มาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธกีารในขอ 3.3.15.6 

โดยแปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชใหอยูในชวงความเปนกรดดางตาง ๆ ดังนี ้

   50 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซเีตท บฟัเฟอร  ในชวง pH 4.0-6.5 

   50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บฟัเฟอร  ในชวง pH 6.0-8.0 

   50 มิลลิโมลาร ทริส บฟัเฟอร  ในชวง pH 8.0-9.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces PC22 และ CH7 
 

 เนื่องจากการเจริญของ Streptomyces PC22 และ CH7 เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลวมีลักษณะเปน pellet เล็กๆกระจายตัวอยูในอาหารอยางสม่ําเสมอจึงสามารถติดตามรูปแบบ

การเจริญของเชื้อไดโดยการวัดความขุนของเชื้อที่คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโน

เมตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) pH 9.0 

สําหรับ PC22 และ pH 7.0 สําหรับ CH7 เพื่อใชเปนขอมูลสําหรับการเตรียมหัวเชื้อตอไป ผลการ

ทดลองแสดงในรูปที่ 4.1 พบวาเชื้อทั้ง 2 สายพันธุมีรูปแบบการเจริญที่คลายกันโดยพบการเจริญ

ของเชื้อในระยะทวีคูณ (log phase) อยูระหวางชั่วโมงที่ 6 ถึงชั่วโมงที่ 13 โดยระยะ mid log อยูที่

ชั่วโมงที่ 9 ซึ่งมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เทากับ 1.2 และ 1.0 

ตามลําดับ หลังจากนั้นเชื้อจะเขาสูระยะ stationary และ สุดทายเขาสู dead phase ในชั่วโมงที่ 

24  

 
4.2 ตรวจสอบความสามารถในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces PC22 
และ CH7  
 
 การผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดยจุลินทรียสวนใหญพบวาเกิดจากการชักนําของไซโลสซึ่ง

เปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยเอนไซมที่สรางขึ้นจะถูกเก็บไวในเซลล (intracellular 

enzyme) ดังนั้นในเบื้องตนของงานวิจัยนี้จึงศึกษาความสามารถในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส

ของ Streptomyces PC22 และ CH7 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีไซโลสหรือกลูโคสเปนแหลงคารบอน 

ทําโดยใชหัวเชื้อระยะ mid log เลี้ยงเชื้อตามวิธีในขอ 3.3.1.3 ที่มีไซโลสหรือกลูโคสความเขมขน 1 

เปอรเซนต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นบดเซลลนําสาร

สกัดจากเซลล (crude enzyme) มาวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมโดยบมปฏิกิริยาที่ 70 องศา

เซลเซียส pH 7.0 ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.1 พบวาจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุสามารถผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรสเมื่อเจริญไซโลสในปริมาณสูงกวาเมื่อเจริญในกลูโคสเกือบ 2 เทา แสดงวาการ

สรางเอนไซมนี้ตองการไซโลสในการชักนํา 
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รูปที่ 4.1 รูปแบบการเจริญของ Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) 
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ตารางที่ 4.1 ความสามารถในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 

เมื่อมีไซโลสหรือกลูโคสเปนแหลงคารบอน 

 

แอคติวิตีจําเพาะ (หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
สายพนัธุ 

ไซโลส กลูโคส 

0.19 PC22 0.43 +

CH7 

 0.15 + 0.06 

+0.54  0.21 +0.20  0.07 

 

 
4.3 ศึกษาภาวะที่ เหมาะสมเบื้องตนในการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 
Streptomyces PC22 และ CH7 
 

 การวิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ใน

การทดลองขางตนทําโดยการบมปฏิกิริยาที่ 70 องศาเซลเซียส pH 7.0 ตามรายงานของ Chen 

และคณะ (1979) ซึ่งภาวะดังกลาวอาจไมใชภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 ดังนั้นในการทดลองนี้จึงตองหาภาวะที่เหมาะสมในการทํางาน

ของเอนไซมเบื้องตน เพื่อนําไปใชในการวิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสในการทดลอง

อ่ืนๆตอไป 

 

4.3.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 มาวิเคราะหแอคติวิตีโดย

แปรผันอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 40 – 90 องศาเซลเซียส พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 มีแอคติวิตีสูงสุดที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เชนเดียวกัน ซึ่ง

เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ดังแสดงในรูปที่ 4.2 
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รูปที่ 4.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces      

PC22 (    ) และ CH7 (    ) 

 

กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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4.3.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 มาวิเคราะหแอคติวิตีใน

ปฏิกิริยาที่แปรผันความเปนกรดดางของบัฟเฟอรในชวง 4.0 – 9.0 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 มีแอคติวิตีสูงสุดในปฏิกิริยาที่มีโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 

7.0 เชนเดียวกัน ซึ่งเปนความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ดังแสดงในรูปที่ 

4.3  
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รูปที่ 4.3 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

PC22 (    ) และ CH7 (    ) 

 

กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 

 

ดังนั้นในการทดลองตอๆไป จะวิเคราะหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส และ pH 7.0 ในโซเดียมฟอสเฟต

บัฟเฟอร 
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4.4 ผลของความเขมขนไซโลสและไซแลนจากเปลือกขาวโอตตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอ
เรสของ Streptomyces PC22 และ CH7 
 

จากรายงานของ Ungchaithum และ Pinphanichakarn (1998) และ Pinphanichakarn, 

และคณะ (2004) พบวา Streptomyces PC22 และ CH7 สามารถผลิตเอนไซมในกลุมยอยสลาย

ไซแลน เชน ไซแลเนส และบีตา-ไซโลสิเดสได ซึ่งสามารถยอยสลายไซแลนใหเปนไซโลส ดังนั้น     

จุลินทรียนี้จึงนาจะเปนแหลงผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสที่ดี ใชตนทุนต่ํา โดยสามารเจริญไดในวัสดุที่

มีไซแลนเปนองคประกอบแลวยอยใหเปนไซโลส ซึ่งนําไปชักนําการสรางกลูโคสไอโซเมอเรสตอไป 

 

4.4.1 ผลของความเขมขนของไซโลสตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

จากการเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารที่มีไซโลสเปนแหลงคารบอนโดย

แปรผันความเขมขนของแหลงคารบอนที่ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ

ปริมาตร) ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.4 พบวา Streptomyces PC22 และ CH7 ผลิตกลูโคสไอ

โซเมอเรสไดสูงสุดเมื่อเลี้ยงในไซโลสความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เชนเดียวกัน 

ซึ่งมีแอคติวิตีจําเพาะประมาณ 1.2 และ 1.8 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 

 

4.4.2 ผลของความเขมขนของไซแลนจากเปลือกขาวโอตตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

การทดลองนี้จะศึกษาความสามารถในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย Streptomyces 

PC22 และ CH7 เมื่อมีไซแลนเปนแหลงคารบอน ทําโดยเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 ใน

อาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอต โดยแปรผันความเขมขนที่ 0.5, 1.0, และ 1.5 เปอรเซ็นต 

(น้ําหนักตอปริมาตร) พรอมทั้งแปรระยะการเลี้ยงเชื้อที่ 1, 2, 3 และ 4 วัน ผลการทดลองแสดงดัง

รูปที่ 4.5 พบวาเชื้อทั้ง 2 สายพันธุสามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดปริมาณสูง โดย 

Streptomyces sp. PC22 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุดประมาณ 3.5 หนวยตอมิลลิกรัม

โปรตีน เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ

ปริมาตร) เปนเวลา 2 วัน สวน Streptomyces sp. CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุดประมาณ 

5.0 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1 

เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนเวลา 3 วัน 
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รูปที่ 4.4 ผลของความเขมขนของไซโลสตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces  

PC22 (ก) และ CH7 (ข) 
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รูปที่ 4.5 ผลของความเขมขนของไซแลนจากเปลือกขาวโอตตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 1 วัน (    ) 2 วนั (    ) 3 วัน (    ) 

และ 4 วนั (    ) 
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นอกจากแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสแลว การทดลองนี้ยังติดตามแอคติวิตีของ

เอนไซมในกลุมการยอยสลายไซแลน ไดแก บีตา-ไซโลสิเดสและไซแลเนสของ Streptomyces 

PC22 และ CH7 ซึ่งมีผลตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสดวย ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.6 

พบวา Streptomyces PC22 และ CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุดเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มี

ไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนเวลา 2 วันและ 3 

วัน ตามลําดับ และพบวา Streptomyces sp. PC22 มีแอคติวิตีของไซแลเนสสูงกวาบีตา-ไซโลสิ

เดสสอดคลองกับรายงานของ Ungchaithum และ Pinphanichakarn (1998) ที่พบวา PC22 มี

ประสิทธิภาพสูงในการสรางไซแลเนส โดยงานวิจัยนี้พบวาสรางไซแลนเนสไดสูงสุดประมาณ 1.7 

หนวยตอมิลลิลิตรในวันแรก สรางบีตา-ไซโลสิเดสไดเล็กนอยประมาณ 0.1 หนวยตอมิลลิกรัม

โปรตีน ขณะที่ Streptomyces sp. CH7 มีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงกวาไซแลเนสสอดคลอง

กับรายงานของ Pinphanichakarn และคณะ (2004) ที่พบวาเชื้อนี้มีประสิทธิภาพสูงในการสราง

บีตา-ไซโลสิเดส โดยงานวิจัยนี้พบวาสามารถสรางบีตา-ไซโลสิเดสไดสูงสุดประมาณ 3.5 หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีนในวันแรก แตสรางไซแลเนสไดเล็กนอย ประมาณ 0.5 หนวยตอมิลลิลิตร  
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รูปที่ 4.6 การผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส (    )  บีตา-ไซโลสิเดส (    )  และ ไซแลนเนส (    )  จาก 

Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) เมื่อเลี้ยงในอาหารทีม่ีไซแลนจากเปลือกขาวโอตความ

เขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 4 วัน  
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4.5 ผลของวัสดุทางการเกษตรตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces PC22 
และ CH7 
 

4.5.1 ชนิดของวัสดุทางการเกษตร 

 

 จากผลการทดลองขอ 4.4.2 พบวา Streptomyces PC22 และ CH7 สามารถผลิตกลูโคส

ไอโซเมอเรสไดดีเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน แต

เนื่องจากไซแลนจากเปลือกขาวโอตที่ผลิตขายทางการคามีราคาแพง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทดลองใช

วัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆที่มีไซแลนเปนองคประกอบ (Takasaki, 1966)  ไดแก กากเมล็ดฝาย 

ซังขาวโพด เปลือกขาวโพด รําขาวเจา และรําขาวสาลี เปนแหลงคารบอนในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรส 

 

 จากการเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารที่มีวัสดุการเกษตรชนิดตางๆที่

ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 2 และ 3 วัน 

ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 และขอมูลในตารางที่ 4.2 พบวา Streptomyces sp. 

PC22 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 1.02 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเล้ียงในอาหารที่มีรํา

ขาวสาลีเปนแหลงคารบอน และ Streptomyces sp. CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 1.85 

หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน 

 

 จากการติดตามแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสและไซแลเนสของ Streptomyces PC22 

และ CH7 พบวาผลการทดลองสอดคลองกับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส โดย Streptomyces sp. 

PC22 สรางไซแลนเนสไดสูงสุดประมาณ 0.97 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีรําขาว

สาลีเปนแหลงคารบอน และ Streptomyces sp. CH7 สรางบีตา-ไซโลสิเดสไดสูงสุดประมาณ 

0.49 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน (ตารางที่ 

4.2) 

 

 ดังนั้นในการทดลองตอไปจะใชรําขาวสาลีสําหรับ Streptomyces sp. PC22 และเปลือก

ขาวโพด สําหรับ Streptomyces sp. CH7 เพื่อศึกษาถึงความเขมขนที่เหมาะสมของแหลง

คารบอน 
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4.5.2 ผลของความเขมขนของรําขาวสาลตีอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces 

sp. PC22 

 

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ในอาหารที่มีรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนโดย

แปรผันความเขมขนของแหลงคารบอนที่ 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ

ปริมาตร) ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.8 และตารางที่ 4.3 พบวา Streptomyces sp. PC22 ผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 2.23 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีรําขาวสาลี

ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และมีแอคติวิตีของบีตา-ไซโล

สิเดสเทากับ 0.03 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน และไซแลเนสเทากับ 1.59 หนวยตอมิลลิลิตร 

 

4.5.3 ผลของความเขมขนของเปลือกขาวโพดตอการผลติกลูโคสไอโซเมอเรสของ 

Streptomyces sp. CH7 

 

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. CH7 ในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน

โดยแปรผันความเขมขนของแหลงคารบอนที่ 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ

ปริมาตร) ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.9 และตารางที่ 4.4 พบวา Streptomyces sp. CH7 ผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุด 3.12 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีเปลือก

ขาวโพดความเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และมีแอคติวิตีของ

บีตา-ไซโลสิเดสเทากับ 1.52 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน และไซแลเนสเทากับ 0.50 หนวยตอ

มิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.7 ผลของวัสดุการเกษตรชนิดตางๆตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Streptomyces 

PC22 (    ) และ CH7 (    ) เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 2 และ 3 วนั ตามลาํดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



68 

ตารางที่ 4.2 แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส บีตา-ไซโลสิเดส และไซแลเนสของ Streptomyces 

PC22 และ CH7 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผันชนิดวัสดุทางการเกษตร เปนเวลา 2 และ 3 วัน 

ตามลําดับ 
 

ไซแลเนส สายพนัธุ ชนิดวัสดุทาง

การเกษตร 

กลูโคส บีตา- 

 ไอโซเมอเรส ไซโลสิเดส 

(หนวยตอ

มลิลิลิตร) 

(หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 

(หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 

PC22 กากเมล็ดฝาย 0.34 +

ซังขาวโพด 

เปลือกขาวโพด 

รําขาวเจา 

รําขาวสาล ี

 0.03 +

0.48 + 0.10 

0.56 + 0.04 

0.02 + 0.03 
1.02 + 0.02 

0 

0 

0.01 + 0.01 

0 
0.03 + 0.01 

0.30  0.02 

0.49 + 0.05 

+0.70  0.02 

+0.06  0.01 
0.97 + 0.04 

CH7 กากเมล็ดฝาย 0.41 +

ซังขาวโพด 

เปลือกขาวโพด 

รําขาวเจา 

รําขาวสาล ี

 0.09 +

1.45 + 0.02 
1.85 + 0.02 
0.41 + 0.02 

1.07 + 0.12 

0.37  0.03 

0.37 + 0.01 
0.49 + 0.02 
0.14 + 0.11 

0.33 + 0.06 

0.11 + 0.03 

+0.13  0.01 
0.23 + 0.01 
0.06 + 0.01 

0.49 + 0.08 
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รูปที่ 4.8 ผลของความเขมขนของรําขาวสาลีตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย Streptomyces 

sp. PC22 เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 2 วัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 

 

 

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

เปลือกขาวโพด (% นํ้าหนักตอปริมาตร)

กลู
โค
สไ
อโ
ซเ
มอ

เร
ส 

(ห
นว

ยต
อม

ิลลิ
กร

ัมโ
ปร

ตีน
)

 
 

รูปที่ 4.9 ผลของความเขมขนของเปลือกขาวโพดตอการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย 

Streptomyces sp. CH7 เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 3 วัน 
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ตารางที่ 4.3 แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส บีตา-ไซโลสิเดส และไซแลเนสของ Streptomyces 

PC22 และ CH7 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผันความเขมขนของรําขาวสาลีและเปลือกขาวโพด เปน

เวลา 2 และ 3 วัน ตามลําดับ 
 

สายพนัธุ ความเขมขนของ

แหลงคารบอน 

กลูโคส บีตา- ไซแลเนส 

(ชนิดวัสดุทาง

การเกษตร) 

ไอโซเมอเรส ไซโลสิเดส  

(% น้ําหนกัตอ

ปริมาตร) 

(หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 

(หนวยตอ

มลิลิกรัมโปรตีน) 

(หนวยตอ

มิลลิลิตร) 

0.01 0.97 PC22 1.0 1.00 +

(รําขาวสาลี) 1.5 
2.0 
2.5 

3.0 

 0.05 +

1.38 + 0.07 
2.23 + 0.05 
1.67 + 0.10 

1.12 + 0.09 

 0.01 + 0.04 

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

0.01 + 0.01 

1.59  0.06 
+1.81  0.04 

+2.16  0.03 

0.49 0.23 CH7 1.0 1.80 +

(เปลือก

ขาวโพด) 

1.5 

2.0 
2.5 
3.0 

 0.06 +

2.30 + 0.09 

2.69 + 0.10 
3.12 + 0.08 
2.71 + 0.09 

 0.02 + 0.01 

0.58 + 0.05 +

1.09 + 0.04 
1.52 + 0.05 
1.46 + 0.11 

0.34  0.04 

0.45 + 0.04 
+0.50  0.02 
+0.52  0.03 
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4.6 การทาํกลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสทุธิ ์
 

4.6.1 การเตรยีมกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

ในการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 และ CH7 ใหบริสุทธิ์นั้น 

ข้ันตอนการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมไดใชไซแลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน ทั้งนี้เพื่อ

ลดการปนเปอนของสารบางชนิด เชน ลิกนิน ซึ่งเปนองคประกอบในวัสดุทางการเกษตร โดยเลี้ยง 

Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 1.0 เปอรเซ็นต ไซแลนจากเปลือกขาวโอต

เปนแหลงคารบอน ตามวิธีในขอ 3.3.6.1 โดยขยายขนาดใหไดปริมาตรรวม 1,000 มิลลิลิตร ปน

แยกไมซีเลียมแลวนํามาสกัดแยกกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการบดเซลลตามวิธีในขอ 3.3.11.1 ผล

การวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ 4.5  พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22 มีแอคติวิตีทั้งหมด 68.60 หนวย โดยมีปริมาณโปรตีนทั้งหมด 29.20 

มิลลิกรัม และมีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.35 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน สวนกลูโคสไอโซเมอเรส

จาก Streptomyces sp. CH7 มีแอคติวิตีทั้งหมด 92.82 หนวย โดยมีปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

34.22 มิลลิกรัม และมีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.71 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นนําไปทํา

ใหบริสุทธิ์ตอไปโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
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4.6.2 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 

 

4.6.2.1 โครมาโทกราฟบนคอลัมนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี 

 

นําเอนไซมที่เตรียมไดจากขอ 4.6.1 ปริมาณโปรตีน 29.20 มิลลิกรัม สําหรับ 

Streptomyces sp. PC22 และ 34.22 มิลลิกรัม สําหรับ Streptomyces sp. CH7 ซึ่งละลายอยูใน 

50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร  pH 7.5 มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟบนแมคโคร-เพรบ ดีอี

เออี ซึ่งเปนตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchanger) ตามวิธีการในขอ 3.3.11.2.1 และชะ

คอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0 – 0.8 โมลาร ผลการทดลอง

แสดงดังรูปที่ 4.10 และ 4.11 พบวาเอนไซมจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ถูกชะออกจาก

คอลัมนในลักษณะคลายกัน โดยสามารถจับกับตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบ ดังนั้นจึงสามารถ

จํากัดโปรตีนอื่นๆที่มีประจุตรงขามออกไปได โดยกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. 

PC22 ถูกชะออกมาที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในชวง 0.3-0.4 โมลาร จึงรวมลําดับสวนที่ 

112-119 เขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้น พบวาเอนไซมที่ไดมีแอคติวิตีทั้งหมด 28.31หนวย 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 1.15 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 24.53 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มี

ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 10.44 เทา และยังมีแอคติวิตีเหลืออยู 41.27 เปอรเซ็นต  

 

สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ถูกชะออกมาที่ความ

เขมขนของโซเดียมคลอไรดในชวง 0.4-0.5 โมลาร  จึงรวมลําดับสวนที่ 105-111 เขาดวยกันและ

ทําใหเขมขนขึ้น พบวาเอนไซมที่ไดมีแอคติวิตีทั้งหมด 71.62 หนวย ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 2.19 

มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 32.73 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 12.07 

เทา และยังมีแอคติวิตีเหลืออยู 77.15 เปอรเซ็นต  
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รูปที่ 4.10 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp.PC22 ใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนแมค

โคร-เพรบ ดีอีเออี ชะโปรตีนดวย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 และเกรเดียนทเสนตรงของ

โซเดียมคลอไรด ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอรเทากับ 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 

  ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 
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รูปที่ 4.11 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนแมค

โคร-เพรบ ดีอีเออี ชะโปรตีนดวย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 และเกรเดียนทเสนตรงของ

โซเดียมคลอไรด ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอรเทากับ 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 

  ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 
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4.6.2.2 โครมาโทกราฟบนคอลัมนเซฟาคริล เอส-300 

 

นําเอนไซมที่ ไดจากขอ  4.6.2.1 ปริมาณโปรตีน  1.15 มิลลิกรัม  สําหรับ 

Streptomyces sp. PC22 และ 2.19 มิลลิกรัม สําหรับ Streptomyces sp. CH7 มาทําใหบริสุทธิ์

มากข้ึนโดยผานลงในคอลัมนของเซฟาคริล เอส-300 ตามวิธีการในขอ 3.3.11.2.2 ผลการทดลอง

แสดงดังรูปที่ 4.12 และ 4.13 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ถูกชะ

ออกมาในลําดับสวนที่ 15-20 เมื่อรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสเขาดวยกัน

และทําใหเขมขนขึ้น พบวาเอนไซมที่ไดมีแอคติวิตีทั้งหมด 26.50 หนวย ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

0.57 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 46.30 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 

19.71 เทา และยังมีแอคติวิตีเหลืออยู 38.63 เปอรเซ็นต 

 

สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ถูกชะออกมาในลําดับสวน

ที่ 15-21 เมื่อรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสเขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้น 

พบวาเอนไซมที่ไดมีแอคติวิตีทั้งหมด 59.93 หนวย ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 1.36 มิลลิกรัม          

แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 44.05 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 16.24 เทา และยงั

มีแอคติวิตีเหลืออยู 64.56 เปอรเซ็นต 

 

ข้ันตอนการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ให

บริสุทธิ์ไดสรุปไวในตารางที่ 4.4 และ 4.5 
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รูปที่ 4.12 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน

เซฟาคริล เอส-300 ชะโปรตีนดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มี

แมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 มิลลิ      

โมลาร ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอรเทากับ 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 
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รูปที่ 4.13 การทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp.CH7 ใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน

เซฟาคริล เอส-300 ชะโปรตีนดวย 50 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.0 ที่มี

แมกนีเซียมซัลเฟตความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร และโคบอลตคลอไรดความเขมขน 0.1 มิลลิโม

ลาร ดวยอัตราการไหลของบัฟเฟอรเทากบั 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

 

  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 
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ตารางที่ 4.4  สรุปผลการทดลองในแตละขั้นตอนของการทํากลู โคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22 ใหบริสุทธิ์ 

 

ลําดับข้ันตอน

การทาํให

บริสุทธิ ์

ปริมาตร 

(มล.) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด

ของกลูโคส

ไอโซเมอ

เรส 

(หนวย) 

โปรตีน

ทั้งหมด 

(มก.) 

แอคติวิตี

จาํเพาะของ

กลูโคสไอโซ

เมอเรส 

(หนวยตอมก.

โปรตีน) 

เปอรเซ็นต 

แอคติวิตี

ของกลูโคส

ไอโซเมอ

เรส 

ความ

บริสุทธิ์ของ

กลูโคสไอ

โซเมอเรส 

(เทา) 

1.เอนไซมจาก

การบดเซลล 
15.00 68.60 29.20 2.35 100.00 1.00 

2.แมคโคร- 

เพรบ ดีอีเออ ี
2.19 28.31 1.15 24.53 41.27 10.44 

3.เซฟาคริล 

เอส-300 
1.75 26.50 0.57 46.30 38.63 19.71 

 

ตารางที่ 4.5  สรุปผลการทดลองในแตละขั้นตอนของการทํากลู โคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. CH7 ใหบริสุทธิ์ 

 

ลําดับข้ันตอน

การทาํให

บริสุทธิ ์

ปริมาตร 

(มล.) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด

ของกลูโคส

ไอโซเมอ

เรส 

(หนวย) 

โปรตีน

ทั้งหมด 

(มก.) 

แอคติวิตี

จาํเพาะของ

กลูโคสไอโซ

เมอเรส 

(หนวยตอมก.

โปรตีน) 

เปอรเซ็นต 

แอคติวิตี

ของกลูโคส

ไอโซเมอ

เรส 

ความ

บริสุทธิ์ของ

กลูโคสไอ

โซเมอเรส 

(เทา) 

1.เอนไซมจาก

การบดเซลล 
15.00 92.82 34.22 2.71 100.00 1.00 

2.แมคโคร- 

เพรบ ดีอีเออ ี
2.35 71.62 2.19 32.73 77.15 12.07 

3.เซฟาคริล 

เอส-300 
2.51 59.93 1.36 44.05 64.56 16.24 
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4.7 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของกลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี 
พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซิส 
 

นําเอนไซมจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตางๆ

มาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการทําพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซิสชนิดแผนแลวยอม

โปรตีนดวยสีคูแมสซี บลู ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.14 พบวาจํานวนแถบโปรตีนที่ผานการทํา

โครมาโทกราฟบนเซฟาคริล เอส-300 จากทั้งสองสายพันธุมีนอยกวาในสวนที่ผานการทําโคร

มาโทกราฟบน    แมคโครเพรบ-ดีอีเออีเล็กนอย และมีนอยกวาแถบโปรตีนของเอนไซมที่ยังไมผาน

การทําใหบริสุทธิ์มาก ซึ่งสอดคลองกับแอคติวิตีจําเพาะที่เพิ่มข้ึนดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ 4.5 

 

 

                                1        2        3    1         2        3 

                                     
           

    (ก)                                                   (ข) 

 

รูปที่ 4.14  การทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตาง ๆ 

 

 แถวที ่1 เอนไซมทีย่ังไมไดผานการทาํใหบริสุทธิ ์

 แถวที ่2 เอนไซมที่ผานคอลมันแมคโคร-เพรบ ดีอีเออ ี

 แถวที ่3 เอนไซมที่ผานคอลมันเซฟาคริล เอส-300 

(ทุกตัวอยางใชปริมาณโปรตีน 10 ไมโครกรัม) 
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4.8 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรส 
 

4.8.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการทําเจลฟวเตรชันผานคอลัมน

เซฟาคริล เอส-300 

 

การทดลองนี้ไดหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ 

CH7 โดยการทําเจลฟวเตรชัน โดยใชโปรตีนที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลที่แนนอน ไดแก เฟอรริติน 

450,000 ดาลตัน, คะตะเลส 250,000 ดาลตัน และกลอบูลิน 150,000 ดาลตัน ตามลําดับ เปน

โปรตีนมาตรฐาน ทําการผานโปรตีนเหลานี้ลงบนคอลัมนเซฟาคริล เอส-300 ซึ่งเปนคอลัมน

เดียวกันและอยูภายใตภาวะเดียวกันกับที่ใชวิเคาระหน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรส แลว

ติดตามลําดับสวนที่โปรตีนถูกชะออกจากคอลัมนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 350 

นาโนเมตร สําหรับเฟอรริติน และ 280 นาโนเมตร สําหรับกลอบูลิน สวนการติดตามแอคติวิตีของ

คะละเลสทําโดยการหยด 3 เปอรเซ็นต ไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงในแตละลําดับสวน แลวตรวจหา

ฟองอากาศที่เกิดข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 4.15, 4.16 และ 4.17 เมื่อนํามาเขียนกราฟระหวางคา

ลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใชในการชะโปรตีน

ออกจากคอลัมน จะไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.18 โดยพบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

PC22 และ CH7 มีนําหนักโมเลกุลเทากันประมาณ 170,000 ดาลตัน 
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รูปที่ 4.15 การทําโครมาโทกราฟบนเซฟาคริล เอส-300 ของโปรตีนมาตรฐาน 

 

  เฟอรริติน  น้ําหนกัโมเลกลุ 450,000 ดาลตัน 

  คะตะเลส  น้ําหนกัโมเลกลุ 250,000 ดาลตัน 

  กลอบูลิน  น้ําหนกัโมเลกลุ  150,000 ดาลตัน 
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รูปที่ 4.16 การทําโครมาโทกราฟบนเซฟาคริล  เอส-300 ของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22 

 

  คาการดูโกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 
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รูปที่ 4.17 การทําโครมาโทกราฟบนเซฟาคริล  เอส-300 ของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. CH7 

 

  คาการดูโกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

  แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 
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รูปที่ 4.18 กราฟความสัมพนัธระหวางลอการิทึมของน้าํหนกัโมเลกุลกบัปริมาตรของบัฟเฟอรที่ใช

ชะโปรตีนออกจากคอลัมนเซฟาคริล เอส-300 

 

 1. เฟอรริติน     น้ําหนกัโมเลกลุ 450,000 ดาลตัน 

 2. คะตะเลส     น้ําหนกัโมเลกลุ 250,000 ดาลตัน 

3. กลอบูลิน     น้ําหนกัโมเลกลุ 150,000 ดาลตัน 

 A คือ กลูโคสไอโซเมอเรสจาก PC22  น้ําหนกัโมเลกลุ 170,000 ดาลตัน 

 B คือ กลูโคสไอโซเมอเรสจาก CH7  น้ําหนกัโมเลกลุ 170,000 ดาลตัน 
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4.8.2 การหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียม   

โดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล (SDS-PAGE) 

 

การทดลองนี้ทําโดยนํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ที่ผาน

การทําใหบริสุทธิ์จากขอ 4.6.2.2 มาหาน้ําหนักโมเลกุลโดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเด

ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผนและเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตฐาน ไดผลดังแสดงในรูปที่ 

4.19  พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ใหโปรตีนแถบเดียวเคลื่อนที่

ไดในระยะทางเทากัน จากการวิเคราะหกราฟมาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุล

ของโปรตีนมาตรฐานกับระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนบนโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล 

ดังแสดงในรูปที่ 4.20 พบวาแถบโปรตีนของทั้ง 2 สายพันธุมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 43,600 

ดาลตัน และเมื่อเปรียบเทียบกับคาน้ําหนักโมเลกุลจากวิธีเจลฟวเตรชันที่มีคาประมาณ 170,000 

ดาลตัน ดังนั้นจึงคาดวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ประกอบดวย 4 

หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน คือ 43,600 ดาลตัน ซึ่งจะใหน้ําหนักโมเลกุลรวมประมาณ 

174,000 ดาลดัน ซึ่งมีคาใกลเคียงกับการวิเคราะหโดยวิธีเจลฟวเตรชัน 
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           MW (kDa)       1        2        3 

209 

124 

80  

49.1 

34.8 

28.9 
 

 

  

รูปที่ 4.19 การหาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสโดยการทําอิเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียม 

โดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล 

 

แถวที ่1 โปรตนีมาตรฐาน 

 แถวที ่2 กลูโคไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ที่ผานการทําอีเลคโทรโฟริซิส  

(1.4 ไมโครกรัม) 

 แถวที ่3 กลูโคไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ที่ผานการทาํอีเลคโทรโฟริซิส 

(1.4 ไมโครกรัม) 

 

 โปรตีนมาตรฐานไดแก 

1. ไมโอซิน (Myosin)        น้ําหนักโมเลกุล 209 กิโลดาลตัน 

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

3. โบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin)     น้ําหนักโมเลกุล  80  กิโลดาลตัน 

4. โอวัลบูมิน (Ovalbumin)       น้ําหนักโมเลกุล 49.1 กิโลดาลตัน 

5. คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase)     น้ําหนักโมเลกุล 34.8 กิโลดาลตัน 

6. ซอยบีน ทริปซิน อินฮิบิเตอร (Soybean trypsin inhibitor)  น้ําหนกัโมเลกุล 28.9 กิโลดาลตัน 
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รูปที่ 4.20 กราฟความสัมพันธระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลกับระยะทางที่โปรตีน

เคลื่อนที่บนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซิส 

 

1. ไมโอซิน (Myosin)        น้ําหนักโมเลกุล 209 กิโลดาลตัน 

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

3. โบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin)     น้ําหนักโมเลกุล  80  กิโลดาลตัน 

4. โอวัลบูมิน (Ovalbumin)       น้ําหนักโมเลกุล 49.1 กิโลดาลตัน 

5. คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase)     น้ําหนักโมเลกุล 34.8 กิโลดาลตัน 

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

A คือ กลูโคสไอโซเมอเรสจาก PC22      น้ําหนักโมเลกุล 43.6 กิโลดาลตัน 

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

นําเอนไซมที่ผานการทาํใหบริสุทธิ์แลวดังกลาวขางตน มาศึกษาสมบัตติางๆดังนี ้

 

4.9.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

จากการนําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวปริมาณเทาๆกัน มาหาแอคติวิตีของกลูโคส

ไอโซเมอเรส โดยการแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 40-90 องศาเซลเซียส ผลการ

ทดลองแสดงดังรูปที่ 4.21 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดี

ที่สุดที่ 80 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิสูง 85-90 องศาเซลเซียส เอนไซมยังทํางานไดสูงสุดถึง 

80 เปอรเซ็นตของแอคติวิตีสูงสุด สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ทํางานได

ดีในชวงอุณหภูมิสูงเชนเดียวกันและเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดที่ 85 องศาเซลเซียส 

 

4.9.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

จากการนําเอนไซมที่ผานการทําใหแลวปริมาณเทาๆกัน มาหาแอคติวิตีของกลูโคสไอโซ

เมอเรส โดยการทําปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรคาความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 ผลการทดลอง

แสดงดังรูปที่ 4.22 และ 4.23 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 

ทํางานไดดีในชวงความเปนกรดดางที่เปนกลาง (6.5-7.5) เชนเดียวกัน และเอนไซมมีแอคติวิตี

สูงสุดที่คาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 

 

4.9.3 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสตออุณหภูมิ 

 

นํากลโูคสไอโซเมอเรสมาบมที่อุณหภูมิตางๆ โดยแปรผันอุณหภูมิในชวง 35-90 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนัน้นาํไปวิเคราะหแอคติวิตีที่เหลืออยูโดยการทําปฏิกิริยาภายใต

สภาวะเหมาะสมของเอนไซมจากขอ 3.3.14.3 ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.24 พบวากลูโคสไอโซ

เมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 มคีวามเสถียรตออุณหภูมิสูงถงึ 50 องศาเซลเซียส และที่

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส เอนไซมยงัคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 90 เปอรเซ็นต และที ่

70 องศาเซลเซียส เอนไซมมีแอคติวิตีลดลงเหลือประมาณ 60 เปอรเซ็นต แตที่ 75 องศาเซลเซยีส 

เอนไซมจะสญูเสีย    แอคติวิตีอยางรวดเร็วและสูญเสียแอคติวิตีอยางสมบูรณที่อุณหภูมิ 85 องศา

เซลเซียส 
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สวนกลโูคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 พบวามีความเสถียรตออุณหภูมิสูง

ถึง 60 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซยีส เอนไซมยงัคงมีแอคติวติีเหลืออยูสูงถงึ

ประมาณ 80 เปอรเซ็นต และที่ 75 องศาเซลเซียส เอนไซมมีแอคติวิตีลดลงเหลอืประมาณ 50 

เปอรเซ็นต แตที่ 80 องศาเซลเซียส เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็วและสูญเสียแอคติวิตี

อยางสมบูรณที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซยีส 

 

4.9.4 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสตอความเปนกรดดาง 

 

นํากลูโคสไอโซเมอเรสมาในบัฟเฟอรชนิดตาง ๆ ที่แปรผันคาความเปนกรดดางในชวง  

4.0- 9.0 บมที่อุณหภูมิเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไป

วิเคราะหแอคติวิตีที่เหลืออยูโดยทําปฏิกิริยาภายใตภาวะที่เหมาะสม ผลการทดลองดังในรูปที่ 

4.25 และ 4.26 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 เสถียรตอความเปนกรด

ดางในชวงกวางตั้งแต 5.0-8.0 โดยยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูประมาณ 70-80 เปอรเซ็นต แตที่คา

ความเปนกรดดางต่ํากวา  5.5  ลงมาเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็วจนเหลือประมาณ 

30 เปอรเซ็นตที่คาความเปนกรดดางเทากับ 4.0 

สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 พบวามีความเสถียรตอความเปน

กรดดางในชวงเปนกลางตั้งแต 6.0 -7.0 โดยมีแอคติวิตีเหลืออยูประมาณ 90 เปอรเซ็นตที่คาความ

เปนกรดดางเทากับ 6.5 แตที่คาความเปนกรดดางต่ํากวา 5.5 ลงมาเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตี

อยางรวดเร็วจนเหลือประมาณ 15 เปอรเซ็นต ขณะที่คาความเปนกรดดางสูงกวา 7.5 ข้ึนไป

เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็วเชนกันจนเหลือประมาณ 30 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.21 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces    

PC22 (ก) และ CH7 (ข) 

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.22 ความเปนกรดดางที่ เหมาะสมตอการทํางานของกลู โคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.23 ความเปนกรดดางที่ เหมาะสมตอการทํางานของกลู โคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. CH7 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.24 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) ตอ

อุณหภูมิ 

 กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.25 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ตอความเปนกรด

ดาง เมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ปนเวลา 30 นาที 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.26 ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ตอความเปนกรด

ดางเมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส ปนเวลา 30 นาที 

 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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4.9.5 การตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ (substrate specificity) ของกลูโคสไอโซ

เมอเรส 

 

การทดลองนี้ไดนํากลูโคสไอโซเมอเรสที่ผานการทําบริสุทธิ์แลวมาตรวจสอบแอคติวิตี

จําเพาะตอสับสเตรทตางๆ โดยวิเคราะหตามวิธีการในขอ 3.3.14.5 ไดผลดังตารางที่ 4.6 พบวา

เอนไซมจาก Streptomyces PC22 และ CH7 มีความจําเพาะตอไซโลสสูงสุดเชนเดียวกัน โดยมี

แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 90.6 และ 72.5 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวา

เอนไซมจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุมีแอคติวิตีจําเพาะตอกลูโคสเทากับ 42.9 และ 41.8 หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ แตไมพบวามีแอคติวิตีตอ p-nitrophenyl �-D-xylopyranoside 

เชนเดียวกัน 

 

ตารางที่ 4.6 การตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ (substrate specificity) ของกลูโคส

ไอโซเมอเรส 

 

PC22 CH7 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 
สับสเตรท 

(หนวยตอ

มิลลิกรัม

โปรตีน) 

(เปอรเซ็นต) (หนวยตอ

มลิลิกรัม

โปรตีน) 

(เปอรเซ็นต) 

กลูโคส 42.9 47.3 41.8 57.6 

ไซโลส 90.6 100.0 72.5 100.0 

p-nitrophenyl β-D-

xylopyranoside 
0 0 0 0 
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4.9.5 การหาคาความจาํเพาะตอสับสเตรท (Km) ของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

การทดลองนีศ้ึกษาความจาํเพาะของกลโูคสไอโซเมอเรสตอสับสเตรท 2 ชนิด ไดแก 

กลูโคสและไซโลส โดยแปรความเขมขนของสับสเตรทในชวง 100 - 800 มิลลิโมลาร สําหรบั

กลูโคสและ 20 - 160 มิลลิโมลารสําหรบัไซโลส ผลการทดลองแสดงโดยกราฟไลนวีเวอร-เบิรก 

(Lineweaver-Burk plot) ดังรูปที่ 4.27 และ 4.28 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

sp. PC22 มีคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสเทากับ 435.93 และ 177.28 มิลลิโมลาร ตามลําดบั 

และกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7  มีคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสเทากับ 

258.96 และ 82.77 มิลลิโมลาร ตามลาํดับ นอกจากนี้ยงัมีคา Vmax ของเอนไซมตอกลูโคสและ

ไซโลสเทากับ 29.97 และ 70.47 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน สําหรับ PC22 และเทากบั 

32.42 และ 63.64 ไมโครโมลตอนาทตีอมิลลิกรัมโปรตีน สําหรบั CH7 (วิธีคํานวณแสดงใน

ภาคผนวก ง หมายเลข 1) และคา Kcat ของเอนไซมตอกลูโคสและไซโลสเทากบั 84.91 และ 

199.66 ตอวินาที สําหรับ PC22 และเทากับ 91.86 และ 180.31 ตอวินาที สําหรับ CH7 (วิธี

คํานวณแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 2) 
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รูปที่ 4.27 ไลนวีเวอร-เบิรกพลอตในการหาคา Km กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. 

PC22 ตอกลูโคส (ก) และไซโลส (ข) 
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รูปที่ 4.28 ไลนวีเวอร-เบิรกพลอตในการหาคา Km กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. 

CH7 ตอกลูโคส (ก) และไซโลส (ข) 



101 

4.9.6 ผลของอิออนโลหะตอการทาํงานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

การทดลองนี้ไดศึกษาผลของอิออนของโลหะชนิดตาง ๆ ตอการทํางานของกลูโคสไอโซ

เมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 โดยการนาํเอนไซมที่ผานการไดอะไลสดวย 100 

มิลลิโมลาร อีดีทีเอเพื่อกาํจดัอิออนออกจากโมเลกุลกอน มาบมกับอิออนของโลหะชนิดตางๆใหได

ความเขมขนสดุทายเทากับ 1.0 มิลลิโมลาร และ 0.1 มิลลิโมลาร สําหรับโคบอลตอิออน ผลการ

ทดลองดังแสดงในตารางที ่ 4.6 พบวาอิออนของโลหะทกุชนดิมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซม

เล็กนอย ยกเวน Fe2+ มีผลยังยัง้แอคติวิตีของเอนไซมจาก CH7 และยับยั้งโดยสมบูรณใน PC22 

และพบวา Mg2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร และ Co2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร ให         

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุด นอกจากนัน้ยังทาํการแปรผันอิออนโลหะทุกชนิดความเขมขน 1.0 

มิลลิโมลาร รวมกับ Co2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร พบวาปฏิกิริยาที่ม ีMg2+ ความเขมขน 1.0 

มิลลิโมลาร และ Co2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร ใหแอคติวิตีของเอนไซมเพิม่ข้ึนทัง้สองสาย

พันธุ ซึง่ไดเทากับ 20.14 และ 28.17 เปอรเซ็นต สําหรับ PC22 และ CH7 ตามลําดับ 

 

จากนั้นศึกษาผลของความเขมขนที่เหมาะสมของ Mg2+ และ Co2+ ตอการทํางานของ

กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 โดยการนาํเอนไซมที่ผานการไดอะไลส

ดวย 100 มิลลิโมลาร อีดีทีเอ มาบมกับอิออนของ Mg2+ ที่แปรผันความเขมขนตัง้แต 0, 1, 5, 10, 

15 และ 20 มลิลิโมลาร ในปฏิกิริยาทีม่ี Co2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร ผลการทดลองแสดงดัง

รูปที่ 4.29 พบวา Mg2+ ความเขมขน 5 มิลลิโมลารใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสดุประมาณ 98 

เปอรเซ็นต สําหรับ PC22 สวนเอนไซมจาก CH7 พบวา Mg2+ ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ให   

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 200 เปอรเซ็นต 

 

สําหรับผลของความเขมขนทีเ่หมาะสมของ Co2+ ตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส

จาก Streptomyces PC22 และ CH7 โดยการนาํเอนไซมที่ผานการไดอะไลสดวย 100 มิลลิโมลาร 

อีดีทีเอ มาบมกับอิออนของ Co2+  ที่แปรผันความเขมขนตั้งแต 0, 0.05, 0.10, 0.20, 0.30 และ 

0.50 มิลลิโมลาร ในปฏิกิริยาทีม่ี Mg2+ ความเขมขน 5 และ 10 มิลลิโมลาร สําหรับ PC22 และ 

CH7 ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.30 พบวา Co2+ ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร ให 

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 108 เปอรเซ็นต สําหรับ PC22 สวนเอนไซมจาก CH7 พบวา 

Co2+ ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลารใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 205 เปอรเซ็นต 
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ตารางที ่4.7 ผลของอิออนโลหะตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส 

 

แอคติวิตีสัมพัทธ (เปอรเซน็ต) 
ชนิดของอิออนโลหะ (ความเขมขนสุดทาย) 

PC22 CH7 

100.00 Control 100.00 

3.69 4.57 None 

Mg2+ 15.19  (1.0 มิลลิโมลาร) 16.37 

Mn2+ (1.0 มิลลิโมลาร) 6.90 12.80 

Ca2+ 8.86 11.35  (1.0 มลิลิโมลาร) 

Fe2+ (1.0 มิลลิโมลาร) 0 0.52 

Co2+ 6.79  (1.0 มิลลิโมลาร) 9.52 

Co2+ 11.05 20.22  (0.1 มิลลิโมลาร) 

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

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

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

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

 

Control คือ เอนไซมบริสุทธิ์ที่ไมผานการไดอะไลสดวย 100 มิลลิโมลาร อีดีทีเอ และวิเคราะห    

แอคติวิตีตามวิธีมาตรฐานซึ่งมี Mg2+ 5.0 มิลลิโมลารและ Co2+ 0.1 มิลลิโมลาร 

None คือ เอนไซมบริสุทธิท์ี่ผานการไดอะไลสดวย 100 มิลลิโมลาร อีดีทีเอ และวิเคราะหแอคติวติี

โดยไมเติมอิออนโลหะใดๆในปฏิกิริยา 
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รูปที่ 4.29 ผลของความเขมขนของแมกนีเซียมอิออนตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) ในปฏิกิริยาที่มีโคบอลตอิออนความเขมขน 0.1 มิลลิ    

โมลาร 
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รูปที่ 4.30 ผลของความเขมขนของโคบอลตอิออนตอแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 (ก) และ CH7 (ข) ในปฏิกิริยาที่มีแมกนีเซียมอิออนความเขมขน 5 และ 10 

มิลลิโมลาร สําหรับ PC22 และ CH7 
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4.10 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสของ Streptomyces PC22 และ CH7 
เมื่อมีอินนูลนิสกัดจากหวัแกนตะวันเปนแหลงคารบอนเบื้องตน 
 

นอกจากกลูโคสไอโซเมอเรสซึ่งมีบทบาทสําคัญในการผลิตฟรักโทสจากกลูโคสที่ไดจาก

การยอยสลายแปงแลว  ปจจุบันยังพบวามีเอนไซมอีกชนิดหนึ่ง ไดแก อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเริ่ม

ไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตฟรักโทสโดยการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอินนูลิน (Sharma 

และ Gill, 2007) ดังนั้นงานวิจัยตอไปนี้จึงตองการตรวจสอบความสามารถในการผลิตอินูลิเนสของ 

Streptomyces PC22 และ CH7 เบื้องตนเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีอินนูลินสกัดจากพืชที่เปน

แหลงสะสมอินนูลิน ไดแก หัวแกนตะวัน เปนแหลงคารบอน (Lingyun และคณะ, 2007) 

 

4.10.1 การสกัดอินนูลินจากหัวแกนตะวนั 

  

จากการเตรียมอินนูลินสกัดจากหัวแกนตามวิธีในขอ 3.3.15.1.2 เพื่อใชเปนแหลงคารบอน

ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตอินูลิเนส ผลการทดลองพบวามีอินนูลินในสารสกัดจากหัวแกนตะวัน

ตามวิธีของ Lingyun และคณะ (2007) และ Dische และ Borenfreund (1951) พบวาไดปริมาณ

ใกลเคียงกัน โดยมีคาประมาณ 16.3 และ 16.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/น้ําหนัก) ตามลําดับ  

 

4.10.2 ผลของความเขมขนอินนูลินและระยะเวลาเลี้ยงเชื้อตอการผลิตอินูลิเนสของ 

Streptomyces PC22 และ CH7 เมื่อมีอินนูลินสกัดจากหัวแกนตะวันเปนแหลงคารบอน 

 

4.10.2.1 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อตอการผลิตอินูลิเนส 

 

จากการเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารที่มีอินนูลินสกัดจากหัว

แกนตะวันที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดยแปรผัน

ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.31 พบวาทั้ง 

Streptomyces PC22 และ CH7 สามารถผลิตอินูลิเนสไดสูงสุดในวันที่ 4 เชนเดียวกัน โดย 

Streptomyces sp. PC22 ผลิตอินูลิเนสไดประมาณ 0.15 หนวยตอมิลลิลิตร และ Streptomyces 

sp. CH7 สามารถผลิตอินูลิเนสไดประมาณ  0.10 หนวยตอมิลลิลิตร  

จากผลการทดลองขางตน พบวาเชื้อทั้ง 2 สายพันธุสามารถผลิตอินูลิเนสไดเพียง

เล็กนอย ดังนั้นในการทดลองตอไปจะศึกษาผลของความเขมขนของอินนูลินตอการผลิตอินูลิเนส 

ของเชื้อ โดยเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 4 วัน  
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รูปที่ 4.31 ผลของระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตอินลิูเนสจาก Streptomyces PC22 (    ) และ 

CH7 (    ) 
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4.10.2.2 ความเขมขนของอนินูลินทีเ่หมาะสมตอการผลิตอินูลิเนส 

 

จากการเลี้ยง Streptomyces PC22 และ CH7 ในอาหารที่มีอินนูลินสกัดจากหัว

แกนตะวันเปนแหลงคารบอนโดยแปรผันความเขมขนของแหลงคารบอนที่ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 

และ 3.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนเวลา 4 วัน ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.32 พบวา 

Streptomyces PC22 และ CH7 ผลิตอินูลิเนสไดสูงสุดเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีอินนูลินสกัด

ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนเชนเดียวกัน โดย 

Streptomyces PC22 และ CH7 ผลิตอินูลิเนสไดประมาณ 0.16 และ 0.12 หนวยตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.32 ผลของความเขมขนอินนูลินตอการผลิตอินูลิเนสจาก Streptomyces PC22 (    ) และ 

CH7 (    ) 
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4.10.3 สมบัติของอินูลิเนสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 

 

นําเอนไซมที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อในภาวะเหมาะสมดังกลาวขางตน มาศึกษาสมบัติตางๆ

ดังนี้ 

 

4.10.3.1 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของอินูลิเนส 

 

จากการนําเอนไซมปริมาณเทาๆกัน มาหาแอคติวิตีของอินูลิเนส โดยการแปรผัน

อุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 30-80 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.32 พบ

วาอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซยีส โดยที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุด และอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CH7 

ทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส และเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดที่ 55 องศา

เซลเซียส 

 

4.10.3.2 ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของอินูลิเนส 

 

จากการนําเอนไซมปริมาณเทาๆกัน มาหาแอคติวิตีของอินูลิเนส โดยการทํา

ปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรคาความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.33 

และ 4.34 พบวาอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดีในชวงความเปนกรดดางที่

เปนกลาง (6.0-7.0) โดยเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดในฟอสเฟตบัฟเฟอรที่คาความเปนกรดดาง

เทากับ 6.5 สวน Streptomyces sp. CH7 ทํางานไดดีในปฏิกิริยาที่มีฟอสเฟตบัฟเฟอร  โดย

เอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดในที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.0 
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รูปที่ 4.33 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของอนูลิเนสจาก Streptomyces PC22 (ก) และ 

CH7 (ข) 

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.34 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 

PC22 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.35 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CH7 

 

   อะซีเตท บฟัเฟอร pH 4.0-6.5 

   ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 6.0-8.0 

   ทริส บัฟเฟอร   pH 8.0-9.0 

  

 กําหนดใหแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
 
 
 

 
 
 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
กลูโคสไอโซเมอเรส เปนเอนไซมที่มีความสําคัญทางอุตสาหกรรม โดยเฉพาะอุตสาหกรรม

การผลิตน้ําเชื่อมฟรักโทส (high fructose syrup) เนื่องจากเปนเอนไซมหลักที่ใชเปลี่ยนกลูโคสที่

ไดจากการยอยสลายแปงใหเปนฟรักโทส (Kochhar และคณะ, 1997) มีรายงานวาจุลินทรียหลาย

ชนิดผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสได แตกลูโคสโซเมอเรสจาก Streptomyces มีสมบัติที่นาสนใจ

เนื่องจากสามารถทํางานไดดีในชวงคาความเปนกรดดาง (pH) ที่เปนกลาง ซึ่งปองกันการเกิด

ส่ิงเจือปนที่ไมตองการในปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสไปเปนฟรักโทสได นอกจากนี้ยังมีความคงทน

ตอความรอน (heat stability) สูง ทําใหปองกันการปนเปอนจากเชื้ออ่ืนได (Bucke, 1977) 
 

Streptomyces PC22 และ CH7 เปนจุลินทรียที่แยกไดจากแหลงดินในประเทศไทยที่

สามารถผลิตเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลนได (Ungchaithum และ Pinphanichakarn, 1998) 

พบวา Streptomyces sp. PC22 สามารถเจริญไดดีที่ 45 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 

9.0 และมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตไซแลเนส นอกจากนี้ยังพบวา Streptomyces sp. PC22 

สรางเอนไซมยอยสายกิ่งของไซแลนที่มีแอคติวิตีสูงไดแก แอซีติลเอสเทอเรส (Lauruengtana และ 

Pinphanichakarn, 2006) และ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (Chungool และคณะ, 

2008) สําหรับ Streptomyces sp. CH7 สามารถเจริญไดดีที่ 40 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด

ดาง 7.0 และมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตบีตา-ไซโลสิเดส (Pinphanichakarn และคณะ, 2004) 
 

การผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดยจุลินทรียสวนใหญตองถูกชักนําดวยไซโลสและเนื่องจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 สรางเอนไซมในกลุมการยอยสลายเฮมิเซลลูโลสไดดีจึงนาจะ

ยอยไซแลนหรือวัสดุการเกษตรที่มีไซแลนเปนองคประกอบใหเปนไซโลสแลวนําไปชักนําการสราง

กลูโคสโซเมอเรสได งานวิจัยนี้จึงศึกษาการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 

และ CH7 โดยในขั้นแรกไดตรวจสอบการชักนําการสรางเอนไซมดวยไซโลสเปรียบเทียบกับเมื่อมี

กลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไซโลส จุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุผลิต

กลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงกวาอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน แสดงวาการผลิตกลูโคสไอโซเมอ

เรสโดยจุลินทรียนนี้ตองการไซโลสเปนสารชักนํา ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Lama และคณะ 

(2001) เมื่อแปรผันแหลงคารบอนชนิดตางๆในการเลี้ยงเชื้อและพบวาไซโลสเปนคารบอนที่ดีที่สุด

สําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสของ Bacillus thermoantarcticus ข้ันตอนตอมาไดศึกษาการ

ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 โดยแปรผันความเขมขนของไซโลส 
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พบวา Streptomyces spp. PC22 และ CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุดประมาณ 1.2 และ 

1.8 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ เมื่อเลี้ยงเชื้อในไซโลสความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (น้าํหนกั

ตอปริมาตร) เปนเวลา 1 วัน เชนเดียวกัน และพบวาแอคติวิตีที่ไดสูงกวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces thermonitrificans ที่ผลิตไดประมาณ 0.40 หนวยตอมิลลิกรัม เมื่อเลี้ยงในอาหาร

ที่มีไซโลส 1 เปอรเซ็นต และ ซอบิทอล 2 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน (Deshmukh และคณะ, 

1994)  และพบวาการผลิตเอนไซมของจุลินทรียทั้งสองจะลดลงเมื่อความเขนขนของไซโลสเพิ่มข้ึน 

(รูปที่ 4.4) ทั้งนี้อาจเนื่องจากความเขมขนของไซโลสที่เพิ่มข้ึนมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียซึ่ง

จะมีผลตอการผลิตเอนไซมในทิศทางเดียวกันดังรายงานของ Prabhakar และ Raju (1993) 
 

ในขั้นตอนตอมาไดศึกษาการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุโดยมี  

ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Sigma, USA) เปนแหลงคารบอน  พบวา Streptomyces PC22 และ 

CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงสุดประมาณ 3.5 และ 5.0 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยง

เชื้อในอาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน

เวลา 2 และ 3 วัน ตามลําดับ นอกจากนี้ยังติดตามแอคติวิตีของเอนไซมในกลุมการยอยสลายไซ

แลน ไดแก บีตา-ไซโลสิเดสและไซแลเนส (รูปที่ 4.6) พบวา Streptomyces sp. PC22 มีแอคติวิตี

ของไซแลเนสสูงกวาบีตา-ไซโลสิเดส สอดคลองกับรายงานของ Ungchaithum และ 

Pinphanichakarn (1998) สวน Streptomyces sp. CH7 มีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงกวา 

ไซแลเนส สอดคลองกับรายงานของ Pinphanichakarn และคณะ (2004)  
 

 เนื่องจากไซแลนจากเปลือกขาวโอตที่ผลิตขายทางการคามีราคาแพง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง

ทดลองใชวัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆที่มีไซแลนเปนองคประกอบ (Takasaki, 1966)  ไดแก กาก

เมล็ดฝาย ซังขาวโพด เปลือกขาวโพด รําขาวเจา และรําขาวสาลี เปนแหลงคารบอนเพื่อลดตนทุน

ในการผลิตเอนไซม และยังเปนการนําวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชใหเปนประโยชน จาก

ตารางที่ 4.2 พบวารําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนที่ดีสุดสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces sp. PC22 และพบวามีแอคติวิตีของไซแลเนสสูงสุดเมื่อเลี้ยงในรําขาวสาลีเปน

แหลงคารบอน ซึ่งสอดคลองกับการผลิตเอนไซมขางตน สําหรับ Streptomyces sp. CH7 พบวา

เปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอนที่ดีสุดสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสและพบวามีแอคติวิตี

ของบีตา-ไซโลสิเดสสูงสุดเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน ซึ่งสอดคลองกบั

การผลิตเอนไซมเชนเดียวกัน  
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ตารางที่ 5.1 เปรียบเทียบปริมาณไซแลนที่มีในวัสดุทางการเกษตรชนิดตางๆ พบวาเปลอืก

ขาวโพดมีปริมาณไซแลนสูงสุด จึงเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส

จาก Streptomyces sp. CH7 ในขณะที่รําขาวสาลีมีปริมาณไซแลนต่ํากวาเปลือกขาวโพดและซัง

ขาวโพดแตเปนแหลงคารบอนที่ดีสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. 

PC22 เนื่องจากรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการสรางไซแลเนสของจุลินทรีย ดัง

รายงานของเนริสา คุณประทุม (2543) เมื่อเปรียบเทียบวัสดุการเกษตรชนิดตางๆ พบวารําขาว

สาลีเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดในการผลิตไซแลเนสจาก  Trichoderma reesei และสอดคลองกับ 

Gawande และ Kamat (2000) ที่รายงานวา Aspergillus niger ผลิตไซแลเนสไดสูงถึง 26.7 

หนวยตอมิลลิลิตรเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีรําขาวสาลี 1.4 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน นอกจากนี้

ยังพบวาในรําขาวสาลีมีองคประกอบของแหลงไนโตรเจน เกลือแรและวิตามินบีสูง ซึ่งทําให         

จุลินทรียสามารถเจริญและสรางเอนไซมไดดี  

 

ตารางที่ 5.1 องคประกอบของวัสดุทางการเกษตร  

 

องคประกอบ (เปอรเซ็นต) 
วัสดุทางการเกษตร เอกสารอางอิง 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนนิ 

เปลือกขาวโพด (corn husk) 38.2 44.5 6.6 Barl และคณะ (1991) 

ซังขาวโพด (corncob)  35 34.8 12.8 Yang และคณะ (2005) 

รําขาวเจา (rice bran) 8.3 17.58 2.38 เนริสา คุณประทุม (2543) 

รําขาวสาล ี(wheat bran) 9.07 26.10 2.74 เนริสา คุณประทุม (2543) 

กากเมล็ดฝาย (cottonseed 

husk) 
64.7 18.5 31.5 Pandey และ Gurjar,1987 

 

เมื่อแปรผันความเขมขนของวัสดุทางการเกษตรที่เหมาะสมพบวา Streptomyces PC22 

และ CH7 ผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสสูงสุด 2.23 และ 3.12 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ เมื่อ

เล้ียงในอาหารที่มีรําขาวสาลีความเขมขน 2 เปอรเซ็นต สําหรับ Streptomyces sp. PC22 และ 

เปลือกขาวโพดความเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต สําหรับ Streptomyces sp. CH7 จากผลการวิจัยใน

ข้ันตอนนี้พบวาจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุผลิตเอนไซมไดนอยกวาการเลี้ยงในไซแลนจากเปลือกขาว

โอต ทั้งนี้อาจเนื่องจากไซแลนซึ่งเปนองคประกอบในวัสดุการเกษตรที่ใชมีความเขมขนต่ํากวาไซ

แลนบริสุทธิ์ และในวัสดุการเกษตรยังมีสารประกอบอื่นๆเชน ลิกนิน ที่สามารถยับยั้งการผลิต



เอนไซมได ในขณะที่ถาเพิ่มความเขมขนของวัสดุการเกษตรใหมากขึ้นจะทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมี

ความหนืดมากขึ้น สงผลใหการสงผานของอากาศสูอาหารเลี้ยงเชื้อไมทั่วถึง ดังนั้นแอคติวิตีของ

เอนไซมจึงลดลง อยางไรก็ตามผลการทดลองที่ไดพบวาการใชวัสดุการเกษตรที่เหมาะสมเปน

แหลงคารบอนสามารถใหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสสูงกวาการเลี้ยงเชื้อในไซโลสซึ่งมีราคา

แพง ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Calik และคณะ (2009) ที่พบวาเมื่อใชไซแลนเปนแหลงคารบอน

แทนไซโลส Bacillus thermoantarcticus สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงกวา 3.5 เทา 

ดังนั้นจึงสามารถใชวัสดุการเกษตรเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย 

Streptomyces PC22 และ CH7 ได จากตารางที่ 5.2 เปรียบเทียบการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส

จาก Streptomyces PC22 และ CH7 กับจุลินทรียอ่ืนๆ พบวาจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุผลิตเอนไซม

ไดคอนขางสูงเมื่อเทียบกับจุลินทรียอ่ืนๆ  ทั้งยังสามารถใชวัสดุการเกษตรเปนแหลงคารบอนเพื่อ

ลดตนทุนการผลิตเอนไซมได 

อนไซมได ในขณะที่ถาเพิ่มความเขมขนของวัสดุการเกษตรใหมากขึ้นจะทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมี

ความหนืดมากขึ้น สงผลใหการสงผานของอากาศสูอาหารเลี้ยงเชื้อไมทั่วถึง ดังนั้นแอคติวิตีของ

เอนไซมจึงลดลง อยางไรก็ตามผลการทดลองที่ไดพบวาการใชวัสดุการเกษตรที่เหมาะสมเปน

แหลงคารบอนสามารถใหแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสสูงกวาการเลี้ยงเชื้อในไซโลสซึ่งมีราคา

แพง ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Calik และคณะ (2009) ที่พบวาเมื่อใชไซแลนเปนแหลงคารบอน

แทนไซโลส Bacillus thermoantarcticus สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสไดสูงกวา 3.5 เทา 

ดังนั้นจึงสามารถใชวัสดุการเกษตรเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสโดย 

Streptomyces PC22 และ CH7 ได จากตารางที่ 5.2 เปรียบเทียบการผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส

จาก Streptomyces PC22 และ CH7 กับจุลินทรียอ่ืนๆ พบวาจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุผลิตเอนไซม

ไดคอนขางสูงเมื่อเทียบกับจุลินทรียอ่ืนๆ  ทั้งยังสามารถใชวัสดุการเกษตรเปนแหลงคารบอนเพื่อ

ลดตนทุนการผลิตเอนไซมได 
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ตารางที่ 5.2 การผลิตกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะการเลี้ยงที่เหมาะสม 

 

ความเปน ระยะเวลาบม แอคติวิตี แหลงคารบอน อุณหภูมิ 
เอกสารอางอิง จุลินทรีย 

(องศาเซลเซยีส) กรด-ดาง (วัน) (หนวยตอมิลลิกรัม) (เปอรเซ็นต) 

ไซโลส (2%) 45 9.0 1 1.20 

ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (1%) 45 9.0 2 3.50 
Streptomyces sp. 

PC22 
งานวิจยันี ้

รําขาวสาล ี(2%) 45 9.0 2 2.23 

ไซโลส (2%) 40 7.0 1 1.80 

ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (1%) 40 7.0 3 5.00 
Streptomyces sp. 

CH7 
งานวิจยันี ้

เปลือกขาวโพด (2.5%) 40 7.0 3 3.12 

Arthrobacter sp. 

NCIM 2934 

0.76 Prabhakar และ Raju, 

1993 
ไซโลส (1%) 35 7.0 42 (ชม.) 

(หนวยตอมล.) 

Arthrobacter 

nicotianae 

Sapunova และคณะ, 

2006 
ไซโลส (1%) 28-30 6.8 1 0.47 

Bacillus sp. NCIM 

59 
ไซโลส (1%) 50 10.0 16 (ชม.) 0.75 

Chauthawale และ Rao, 

1994 

Bacillus 

thermoantarcticus 

1.63  Calik และคณะ, 2009 
ไซแลนจากไมเบิรช (1.06%) 55 - 1 

(หนวยตอมล.) 
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ตารางที่ 5.2 (ตอ) 

 

ความเปน ระยะเวลาบม แอคติวิตี แหลงคารบอน อุณหภูมิ 
เอกสารอางอิง จุลินทรีย 

(องศาเซลเซยีส) กรด-ดาง (วัน) (หนวยตอมิลลิกรัม) (เปอรเซ็นต) 

Sapunova และคณะ, 

2006 

Erwinia carotovara 

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

Sapunova และคณะ, 

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

3.93 Givry และ Duchiron, 

2008 

Lactobacillus 

bifermentans 
ไซโลส (1%) 37 7.5 - 

(หนวยตอมล.) 

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

EC10 
ไซแลนจากเปลือกขาวโอต 

(0.2%) 
- - 2 5.20 

Belfaquih และ 

Penninckx, 2000 

1.60 
ไซโลส (0.5%) 30 7.5 - 

(หนวยตอมล.) Teeradakorn และคณะ, 

1998 

Streptomyces 

fusant D3 0.88 
ไซแลน (1%) 30 7.5 - 

(หนวยตอมล.) 
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ตารางที่ 5.2 (ตอ) 

 

จุลินทรีย 
แหลงคารบอน 

(เปอรเซ็นต) 

อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซยีส) 

ความเปน 

กรด-ดาง 

ระยะเวลาบม 

(วัน) 

แอคติวิตี 

(หนวยตอมิลลิกรัม) 
เอกสารอางอิง 

ไซโลส (1.5%) 30 7.0 2 1.25 

ไซแลน (2%) 30 7.0 2 1.59 Streptomyces 

flavogriseus เฮมิเซลลูโลส 

ที่ผานการยอยดวยกรด (3%) 
30 7.0 2 2.00 

Chen และคณะ, 1979 

Streptomyces 

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

Deshmukh และคณะ, 

1994 
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งานวิจัยนี้ยังไดทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ใหบริสุทธิ์และศึกษา

สมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ที่เตรียมได ซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําเอนไซมไปใชงาน โดยเลี้ยงเชื้อ

ในอาหารที่มีไซแลนจากเปลือกขาวโอตความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน ในขั้นตอน

แรกเพื่อใหไดเอนไซมเขมขน การสกัดเอนไซมออกจากเซลลจึงทําโดยวิธีการบดดวยผงอะลูมินา

แทนการสกัดเอนไซมออกจากเซลลดวยสารละลาย CTAB (ตามขอ 3.3.1.3) ซึ่งไดเอนไซมที่

คอนขางเจือจาง พบวา Streptomyces PC22 และ CH7 มีแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสเทากับ 

2.02 และ2.22 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ ทั้งนี้พบวาแอคติวิตีของเอนไซมจากจุลินทรีย

ทั้ง 2 สายพันธุ มีคาต่ํากวาที่รายงานไวในขั้นตอนการศึกษาแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิต

เอนไซม เนื่องจากการสกัดเอนไซมออกจากเซลลโดยวิธีการบดอาจทําใหเอนไซมสูญเสียแอคติวิตี

ไดเนื่องจากแรงกลและความรอนที่เกิดขึ้นขณะบด 
 

ในขั้นตอนการทํากลูโคสไอโซเมอเรสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟบนตัวกลาง

แลกเปลี่ยนอิออนลบ พบวาเอนไซมจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุ จับกับตัวกลางในคอลัมน โดย

กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 ถูกชะออกจากตัวกลางดวยโซเดียมคลอไรด

ความเขมขน 0.3-0.4 โมลาร สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 ถูกชะออกจาก

ตัวกลางโดยโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.4-0.5 โมลาร หลังจากการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 ใหบริสุทธิ์ตามขั้นตอนดังกลาวแลว พบวามีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 

10.44 และ 12.07 เทาตามลําดับ และเหลือแอคติวิตีอยู 41.27 และ 77.15 เปอรเซ็นตตามลําดับ 

ซึ่งในขั้นตอนนี้สามารถจํากัดบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 ออกไปไดบางดัง

รายงานของ Pinphanichakarn และคณะ (2004) ที่พบวาบีตาไซโลสิเดสถูกชะออกจากตัวกลาง

แลกเปล่ียนประจุลบดวยโพแทสเซียมคลอไรดความเขนขน 0.63-0.75 โมลาร และในข้ันตอน

สุดทายของการทําใหบริสุทธิ์ คือ  นํากลูโคสไอโซเมอเรสที่ไดมาผานคอลัมนโครมาโทกราฟบน

เซฟาคริล เอส-300 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 ที่ถูกชะออก

จากคอลัมนมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 19.71 และ 16.24 เทาตามลําดับ และเหลือแอคติวิตีอยู 38.63 

และ 64.56 เปอรเซ็นตตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ 4.5 และเมื่อพิจารณาในแตละ

ข้ันตอนของการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ พบวาสามารถจํากัดโปรตีนออกไปไดมากในแตละขั้นตอนซึ่ง

สอดคลองกับคาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมที่เพิ่มข้ึน มีรายงานการทํากลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลิ

นทรียชนิดตางๆใหบริสุทธิ์โดยวิธีตางๆ เชน กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Arthrobacter sp. NRRL    

B-3728 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟบนดีอีเออี-เซฟาคริล (DEAE-

Sephacel) และเจลฟวเตรชั่น (gel filtration) มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 19.8 เทา และมีแอคติวิตี

คงเหลือ 50.0 เปอรเซ็นต (Smith และคณะ, 1991), กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 
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olivochromogenes E86 ที่ทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟบนตัวกลางตางๆถึง 4 ข้ันตอน มี

ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 5.5 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 33.2 เปอรเซ็นต (Kaneko และคณะ, 2000) 

และกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. SK ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยการใชความรอน 

ตกตะกอนดวยเกลือมแอมโมเนียมและโครมาโทกราฟชนิด FPLC (Fast-performance liquid 

chromatography)  มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 21.25 เทา และมีแอคติวิตีคงเหลือ 17.6 เปอรเซ็นต 

(Borgi และคณะ, 2004) 
 

การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์ที่ไดโดยการทําโครมาโทร  

กราฟบนเซฟาคริล เอส-300 เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบวาเอนไซมจาก Streptomyces 

PC22 และ CH7 มีขนาดเทากันคือมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 170,000 ดาลตัน และจากการ

วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส พบวา

กลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุประกอบไปดวย 4 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุล

เทากันคือ 43,600 ดาลตัน จากตารางที่ 5.3 ซึ่งเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอ

เรสจากจุลินทรียชนิดตางๆ พบวาน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียสวนใหญมี

ขนาดตั้งแต 160,000 – 200,000 ดาลตัน ที่ประกอบดวย 4 หนวยยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน 

ซึ่งสอดคลองกับน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก  Streptomyces PC22 และ CH7  

อยางไรก็ตามพบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus sp. NCIM 59 (Chauthaiwale และ Rao, 

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

และ 140,000 ดาลตัน ตามลําดับ ที่ประกอบดวย 3 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน  
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ตารางที่ 5.3 เปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆ 
 

 

น้ําหนกั

โมเลกุล 

จํานวน 

หนวยยอย 

(ดาลตัน) และ 
จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

(เจล น้ําหนกั

โมเลกุล ฟวเตรชั่น) 

(ดาลตัน) 

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

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

Arthobacter sp. NRRL 

B3728 

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

Chauthaiwale และ Rao, 

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

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

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

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

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

Thermoanaerobacter 

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

Thermoanaerobacterium sp. 

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

หมายเหตุ : ตัวเลขในวงเล็บหมายถึงจํานวนหนวยยอย 
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การศึกษาสมบัติของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 ใน

ข้ันแรกศึกษาผลของอุณหภูมิตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 ทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิสูงถึง 80-90 องศาเซลเซียส 

เชนเดียวกัน โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซมจาก  Streptomyces sp. 

PC22 คือ 80 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากันกับกลูโคสไอโซเมอเรสจาก  Streptomyces 

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

489 (Liu และคณะ, 1996) สวนอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซมจาก  

Streptomyces sp. CH7 คือ 80 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากันกับกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus sp. 

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

(Raykovska และคณะ, 2001) นอกจากนี้ยังพบวากลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆมี

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานแตกตางกันไปดังตารางที่ 5.4 
 

ผลของความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์จาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 พบวาเอนไซม Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดีที่ความเปน

กรดดางในชวงกวางตั้งแต 6.0-8.0 โดยที่ความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานคือ 7.0 

ซึ่งเทากันกับ Streptomyces sp. CH7 และจุลินทรียอ่ืนๆ เชน กลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus 

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

Penninckx, 2000) นอกจากนี้ยังพบวากลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆมีคาความเปน

กรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานแตกตางกันไปดังตารางที่ 5.4 
 

ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 ตอ

อุณหภูมิ พบวาเอนไซมจาก Streptomyces sp. PC22 มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 50 องศา

เซลเซียส และที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 90 

เปอรเซ็นต และที่ 70 องศาเซลเซียส เอนไซมมีแอคติวิตีลดลงเหลือประมาณ 70 เปอรเซ็นต สวน

เอนไซมจาก Streptomyces sp. CH7 มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส และที่

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 80 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคา

ใกลเคียงกับกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. EC10 ที่มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงถึง 

50 องศาเซลเซียส (Belfaquih และ Penninckx, 2000) แตอยางไรก็ตาม ยังพบวามีกลูโคสไอโซ

เมอเรสจากจุลินทรียอ่ืนๆที่มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงกวาเอนไซมจาก Streptomyces PC22 

และ CH7 ดังแสดงในตารางที่ 5.4 
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ความเสถียรของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 ตอ

ความเปนกรดดาง พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PC22 เสถียรตอความเปน

กรดดางในชวงกวางตั้งแต 5.0-8.0 ซึ่งมีคาเทากันกับความเสถียรตอความเปนกรดดางของกลูโคส

ไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. EC10 (Belfaquih และ Penninckx, 2000) สวนกลูโคสไอโซ

เมอเรสจาก Streptomyces sp. CH7 พบวามีความเสถียรตอความเปนกรดดางในชวงเปนกลาง

ตั้งแต 6.0 -7.0 ซึ่งมีคาใกลเคียงกับเอนไซมจาก Streptomyces sp. EC10 เชนเดียวกัน 

นอกจากนี้ความเสถียรของเอนไซมจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุตอความเปนกรดดางยังมีคา

ใกลเคียงกับเอนไซมจากจุลินทรียชนิดอื่นๆดังตารางที่ 5.4 
 

การตรวจสอบความจําเพาะตอสับสเตรทตางๆ (substrate specificity) ของกลูโคสไอโซ

เมอเรสบริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 พบวาเอนไซมจาก Streptomyces PC22 

และ CH7 มีความจําเพาะตอไซโลสสูงสุดเชนเดียวกัน โดยมีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 90.6 และ 

72.5 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุ

มีแอคติวิตีจําเพาะตอกลูโคสเทากับ 42.9 และ 41.8  หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ แตไม

พบวามีแอคติวิตีตอ p-nitrophenyl �-D-xylopyranoside เชนเดียวกัน แสดงวาเอนไซมจาก       

จุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุ ไมมีสมบัติเปน bifuctional enzyme ซึ่งแตกตางกับกลูโคสไอโซเมอเรส

บริสุทธิ์จาก Streptomyces sp. EC10 ที่มีทั้งแอคตวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรสและบีตา-ไซโลสิเดส 

(Belfaquih และ Penninckx, 2000) 
 

คาความจําเพาะตอสับสเตรท 2 ชนิด ไดแก กลูโคสและไซโลสของกลูโคสไอโซเมอเรส

บริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. 

PC22 มีคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสเทากับ 435.93 และ 177.28 มิลลิโมลาร ตามลําดับ ซึ่ง

ใกลเคียงกับคา Km สําหรับกลูโคสของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces sp. PLC ที่มีคา

เทากับ 400 มิลลิโมลาร (Inyang และคณะ, 1995) สวนกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces 

sp. CH7  มีคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสเทากับ 258.96 และ 82.77 มิลลิโมลาร ตามลําดับ ซึ่ง

ใกลเคียงกับคา Km สําหรับกลูโคสของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Arthobacter sp. NRRL B3728 ที่

มีคาเทากับ 255 มิลลิโมลาร (Smith และคณะ, 1991) และกลูโคสของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Thermotoga maritime ที่มีคาเทากับ 74 มิลลิโมลาร (Brown และคณะ, 1993) นอกจากนี้ยัง

พบวากลูโคสไอโซเมอเรสจาก Streptomyces PC22 และ CH7 มีคา Vmax ของเอนไซมตอกลูโคส

และไซโลสเทากับ 29.97 และ 70.47 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน สําหรับ Streptomyces 

sp. PC22 และเทากับ 32.42 และ 63.64 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน สําหรับ 

Streptomyces sp. CH7 และคา Kcat ของเอนไซมตอกลูโคสและไซโลสเทากับ 84.91 และ 199.66 



งานวิจัยในสวนนี้สรุปไดวา Streptomyces PC22 และ CH7 สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอ

เรสที่มีสมบัติทัดเทียมกับเอนไซมนี้จากจุลินทรียอ่ืนๆที่มีผูรายงานไว และพบวากลูโคสไอโซเมอเรส

จากจุลินทรียทั้งสองมีขอดีคือใชตนทุนในการผลิตต่ํากวา โดยสามารถใชวัสดุทางการเกษตร ไดแก 

รําขาวสาลี สําหรับ Streptomyces sp. PC22 และเปลือกขาวโพด สําหรับ Streptomyces sp. 

CH7 เปนแหลงคารบอนโดยตรงโดยไมตองผานกระบวนการปรับปรุงดวยวิธีเคมี (chemical 

pretreatment) และสามารถผลิตเอนไซมไดคอนขางสูงกวาที่มีผูอ่ืนรายงานไว 

งานวิจัยในสวนนี้สรุปไดวา Streptomyces PC22 และ CH7 สามารถผลิตกลูโคสไอโซเมอ

เรสที่มีสมบัติทัดเทียมกับเอนไซมนี้จากจุลินทรียอ่ืนๆที่มีผูรายงานไว และพบวากลูโคสไอโซเมอเรส

จากจุลินทรียทั้งสองมีขอดีคือใชตนทุนในการผลิตต่ํากวา โดยสามารถใชวัสดุทางการเกษตร ไดแก 

รําขาวสาลี สําหรับ Streptomyces sp. PC22 และเปลือกขาวโพด สําหรับ Streptomyces sp. 

CH7 เปนแหลงคารบอนโดยตรงโดยไมตองผานกระบวนการปรับปรุงดวยวิธีเคมี (chemical 

pretreatment) และสามารถผลิตเอนไซมไดคอนขางสูงกวาที่มีผูอ่ืนรายงานไว 

ตอวินาที สําหรับ Streptomyces sp. PC22 และเทากับ 91.86 และ 180.31 ตอวินาที สําหรับ 

Streptomyces sp. CH7 ซึ่งนับวาเปนคาที่สูงเมื่อเทียบกับคา Vmax และ Kcat ที่ไดจากจุลินทรีย

ชนิดอื่นๆ ดังตารางที่ 5.5 อยางไรก็ตามถึงแมวาคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสของเอนไซมจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 จะสูงแตยังมีขอดีคือมีคา Vmax สูงจึงจัดวามีความไวในการทํา

ปฏิกิริยาดีกวาเอนไซมจากจุลินทรียอ่ืนๆ 

อวินาที สําหรับ Streptomyces sp. PC22 และเทากับ 91.86 และ 180.31 ตอวินาที สําหรับ 

Streptomyces sp. CH7 ซึ่งนับวาเปนคาที่สูงเมื่อเทียบกับคา V

    

การศึกษาผลของอิออนโลหะชนิดตางๆที่มีผลตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส

บริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 พบวา Fe2+ มีผลยังยั้งแอคติวิตีของเอนไซมจาก 

Streptomyces sp. CH7 และยับยั้งโดยสมบูรณจาก Streptomyces sp. PC22 ในขณะที่ Mg2+ 

และ Co2+ มีผลในการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซม ซึ่งสอดคลองกับกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus 

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

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

ตอแอคติวิตีของเอนไซม โดย Mg2+ มีผลตอการทํางานของเอนไซม ในขณะที่ Co2+ ชวยปองกัน

การทําใหถูกเสียสภาพดวยความรอน (Kasumi และคณะ, 1982) ข้ันตอนตอมาศึกษาผลของ

ความเขมขนที่ เหมาะสมของ  Mg2+ และ Co2+ ตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 พบวา Mg2+ 5 มิลลิโมลาร และ Co2+  0.1 มิลลิโมลารให         

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 108 เปอรเซ็นต สําหรับ Streptomyces sp. PC22 สวน

เอนไซมจาก Streptomyces sp. CH7 พบวา Mg2+ 10 มิลลิโมลาร และ Co2+ 0.2 มิลลิโมลารให

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 205 เปอรเซ็นต  

การศึกษาผลของอิออนโลหะชนิดตางๆที่มีผลตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรส

บริสุทธิ์จาก Streptomyces PC22 และ CH7 พบวา Fe

  

max และ Kcat ที่ไดจากจุลินทรีย

ชนิดอื่นๆ ดังตารางที่ 5.5 อยางไรก็ตามถึงแมวาคา Km สําหรับกลูโคสและไซโลสของเอนไซมจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 จะสูงแตยังมีขอดีคือมีคา Vmax สูงจึงจัดวามีความไวในการทํา

ปฏิกิริยาดีกวาเอนไซมจากจุลินทรียอ่ืนๆ 

2+ มีผลยังยั้งแอคติวิตีของเอนไซมจาก 

Streptomyces sp. CH7 และยับยั้งโดยสมบูรณจาก Streptomyces sp. PC22 ในขณะที่ Mg2+ 

และ Co2+ มีผลในการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซม ซึ่งสอดคลองกับกลูโคสไอโซเมอเรสจาก Bacillus 

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

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

ตอแอคติวิตีของเอนไซม โดย Mg2+ มีผลตอการทํางานของเอนไซม ในขณะที่ Co2+ ชวยปองกัน

การทําใหถูกเสียสภาพดวยความรอน (Kasumi และคณะ, 1982) ข้ันตอนตอมาศึกษาผลของ

ความเขมขนที่ เหมาะสมของ  Mg2+ และ Co2+ ตอการทํางานของกลูโคสไอโซเมอเรสจาก 

Streptomyces PC22 และ CH7 พบวา Mg2+ 5 มิลลิโมลาร และ Co2+  0.1 มิลลิโมลารให         

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 108 เปอรเซ็นต สําหรับ Streptomyces sp. PC22 สวน

เอนไซมจาก Streptomyces sp. CH7 พบวา Mg2+ 10 มิลลิโมลาร และ Co2+ 0.2 มิลลิโมลารให

แอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดประมาณ 205 เปอรเซ็นต  
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ตารางที่ 5.4 สมบัติของกลูโคสไอโซเมอเรสบริสุทธิ์จากจุลินทรียชนิดตางๆ 

 

ความเสถียรตอ

อุณหภูมิ 
อุณหภูมิที่เหมาะสม ความเปนกรด-ดาง ความเสถียรตอความ

เปนกรด-ดาง 
จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

(องศาเซลเซยีส) ที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) 

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

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

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

Sapunova และคณะ, 

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

Chauthawale และ Rao, 

1994 
Bacillus sp. NCIM 59 85 8.0 - 8.0 

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

Erwinia carotovara subsp. 

atroseptica 

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

2006 

Sapunova และคณะ, 

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

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

 

ความเสถียรตอ

อุณหภูมิ 
อุณหภูมิที่เหมาะสม ความเปนกรด-ดาง ความเสถียรตอความ

เปนกรด-ดาง 
จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

(องศาเซลเซยีส) ที่เหมาะสม 
(องศาเซลเซียส) 

Belfaquih และ 

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

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

Streptomyces thermovulgaris 

127 
60-85 7.2 - - 

Raykovska และคณะ, 

2001 

Thermoanaerobacterium sp. 

JW/SL YS-489 
80 6.8 80 (1hr.) - Liu และคณะ, 1996 
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ตารางที่ 5.5 เปรียบเทียบคา Km, Vmax และ Kcat ของกลูโคสไอโซเมอเรสจากจุลินทรียชนิดตางๆ 

 

Vmax Kชนิดของ Km catจุลินทรีย เอกสารอางอิง (ไมโครโมลตอนาทีตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 
(มิลลิโมลาร) (ตอวินาที) สับสเตรท 

ดี-กลูโคส 435.93 29.97 84.91 
Streptomyces sp. PC22 งานวิจยันี ้

ดี-ไซโลส 177.28 70.47 199.66 

ดี-กลูโคส 258.96 32.42 91.81 
Streptomyces sp. CH7 

ดี-ไซโลส 82.77 63.64 180.31 
งานวิจยันี ้

ดี-กลูโคส 225 27.40 533 
Arthobacter sp. NRRL B3728 

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

ดี-กลูโคส 142 - 50 
Bacillus sp. NCIM 59 

ดี-ไซโลส 6.66 - 230 

Chauthaiwale และ Rao, 

1994 

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

ดี-ไซโลส 100 28.6 - 
Kitada และคณะ, 1996 

ดี-กลูโคส 167 6.3 - 
Bacillus thermoantarcticus 

ดี-ไซโลส 33 57 - 
Lama และคณะ, 2001 
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ตารางที่ 5.5 (ตอ) 

 

จุลินทรีย 
ชนิดของ 

สับสเตรท 

Km

(มิลลิโมลาร) 

Vmax

(ไมโครโมลตอนาทีตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 

Kcat

(ตอวินาที) 
เอกสารอางอิง 

ดี-กลูโคส 400 - - 
Streptomyces sp. PLC 

ดี-ไซโลส 35 - - 
Inyang และคณะ, 1995 

ดี-กลูโคส 55.5 - - 
Streptomyces thermovulgaris 

ดี-ไซโลส 4.4 - - 

Raykovska และคณะ, 

2001 

ดี-กลูโคส 130 6 - Thermoanaerobacterium sp. 

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

ดี-กลูโคส 118 16.2 - 
Thermotoga maritima 

ดี-ไซโลส 74 68 - 
Brown และคณะ, 1993 
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นอกจากกลูโคสไอโซเมอเรสซึ่งมีบทบาทสาํคัญในการผลิตฟรักโทสจากกลูโคสที่ไดจาก

การยอยสลายแปงแลว  ปจจุบันยงัพบวามีเอนไซมอีกชนิดหนึ่ง ไดแก อินูลิเนส (inulinase) ซึ่งเริ่ม

ไดรับความสนใจสูงเพื่อนํามาใชผลิตฟรักโทสโดยการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอนินลิูน (Sharma 

และ Gill, 2007) และมีรายงานวาจุลินทรียหลายชนิดสามารถผลิตอินูลิเนสไดเมือ่เลี้ยงในอาหาร 

เลี้ยงเชื้อที่มีอินนูลินเปนองคประกอบรวมถึงจุลินทรียกลุม Streptomyces ดวย ดังนัน้งานวิจัยนี้จึง

ตรวจสอบเบื้องตนถงึความสามารถของ Streptomyces PC22 และ CH7 ในการสรางอินูลิเนสเพื่อ

เปนอีกดานหนึ่งของการนําจุลินทรียทัง้ 2 สายพันธุ มาใชประโยชนในการผลิตฟรักโทส โดยการ

เลี้ยงเชื่อในอาหารทีม่ีอินนูลินสกัดจากหวัแกนตะวนัเปนแหลงคารบอน พบวา Streptomyces 

PC22 และ CH7 สามารถผลิตอินูลิเนสไดเพียง 0.16 และ 0.12 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อ

เลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ีอินนูลินสกัดจากหวัแกนตะวนัความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 วัน ซึ่ง

จัดวามีแอคติวิตีคอนขางต่าํเมื่อเปรียบเทยีบกับจุลินทรยีในกลุม Streptomyces ดวยกัน เชน  

Streptomyces sp. GNDU1  สามารถผลิตอินูลิเนสได 0.552 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงเชื้อใน

อาหารที่มีอินนูลิน 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน (Gill และคณะ, 2003) และ Streptomyces 

sp. ที่แยกไดจากดินบริเวณปมรากตนรักเร  สามารถผลิตอินูลิเนสได 0.524 หนวยตอมิลลิลิตร 

(Sharma และคณะ, 2006)  ทั้งนี้เนื่องจาก Streptomyces PC22 และ CH7 เปนจุลินทรียที่ไมได

ถูกคัดแยกมาจากดินบริเวณที่มีการสะสมของอินนูลิน จึงทาํใหมีแอคติวิตีของอินลิูเนสต่ํานอกจาก

นี้ยังมีจุลินทรยีชนิดอื่นๆที่สามารถผลิตอนิูลิเนสไดสูง เชน Kluyveromyces marxianus YS-1  

ผลิตอินูลิเนสได 40.5 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อใชสารสกัดจากรากหนอไมฝร่ังซึ่งมอิีนนูลิน 3.5 

เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน (Singh และคณะ, 2006)  และ Cryptococcus aureus G7a  

ผลิตอินูลิเนสได 85 หนวยตอมิลลิลิตร ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่ประกอบดวยอินนูลิน 4 เปอรเซ็นตเปน

แหลงคารบอน (Sheng และคณะ, 2007) 
 

อยางไรก็ตามงานวิจัยนี้ก็ไดศึกษาสมบัติเบื้องตนของอินูลิเนสจาก Streptomyces PC22 

และ CH7 พบวาอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิ 60-65 องศา

เซลเซียส โดยที่อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานของเอนไซมคือ 60 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากัน

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

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

Streptomyces sp. CH7 ทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิที่ต่ํากวาเล็กนอย โดยที่อุณหภูมิที่เหมาะสม

ที่สุดในการทํางานของเอนไซมคือ 55 องศาเซลเซียส ซึ่งเทากันกับอินูลิเนสจาก Kluyveromyces 

marxianus var. bulgaricus (Kushi และคณะ, 2000)  
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ผลของความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของอินูลิเนสจาก Streptomyces 

PC22 และ CH7 พบวาอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. PC22 ทํางานไดดีในชวงความเปนกรด-

ดางที่คอนขางเปนกลาง โดยคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซมคือ 

6.5 ในขณะที่อินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CH7 ทํางานไดดีที่ความเปนกรดดางในชวงกวาง

ตั้งแต 6.0-8.0 โดยคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานของเอนไซมคือ 6.0 ซึ่ง

เอนไซมจากจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุมีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม

ใกลเคียงกับจุลินทรียชนิดอื่นๆ เชน อินูลิเนสจาก Streptomyces sp. (Sharma  และคณะ, 2006) 

และ Pichia guilliermondii (Gong และคณะ, 2007) ที่มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ

ทํางานของเอนไซมเทากับ 6.0 และอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. GNDU 1 (Gill และคณะ, 

2003) และ Rhizopus sp. TN-96 (Ohta และคณะ, 2002) ขณะที่อินูลิเนสจากจุลินทรียอีกหลาย

ชนิดที่ทํางานไดดีที่คาความเปนกรดดางคอนขางเปนกรด เชน  Kluyveromyces sp. Y-85 (Singh 

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

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

ตามลําดับ 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งขาวไรย (Rye Agar Medium) 
 

เกล็ดขาวไรยบด (Rye)      10.0 กรัม 

)     30.0 กรัม แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3

กลูโคส (Glucose)      20.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    10.0 กรัม 

สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)     10.0 กรัม 

วุนผง (Agar)       18.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. CH 7  เทากับ 7.0 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี

 

2. อาหารเชื้อสําหรับผลิตกลูโคสไอโซเมอเรส (Production medium) 

 

 ไซโลส (xylose)        1.0 เปอรเซ็นต 

 เพบโตน (peptone)      1.0 เปอรเซ็นต 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    0.3 เปอรเซ็นต 

⋅6Hโคบอลตคลอไรด (CoCl2 2O)     0.01 เปอรเซ็นต

 ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. CH 7  เทากับ 7.0 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี
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3.  ไซแลน คอมเพล็กซ มีเดยีม (Xylan complex medium) สําหรับผลิตไซแลเนส บตีา-ไซโลสิเดส  

 

 ไซแลนจากเปลือกขาวโอต (Oat spelt xylan)   0.75 เปอรเซ็นต 

 พอลิเพบโตน (Polypeptone)     0.5 เปอรเซ็นต 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    0.1 เปอรเซ็นต 

HPO )   0.4 เปอรเซ็นต  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2 4

 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)     0.02 เปอรเซ็นต 

⋅7H แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO O)   0.1 เปอรเซ็นต 4 2

⋅7H เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต(FeSO O)   0.002 เปอรเซ็นต 4 2

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. CH 7  เทากับ 7.0 

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับ Streptomyces sp. PC22  เทากับ 9.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี

 

4. อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตอินูลิเนส (Basal Medium) 

 

อินนูลินสกัดจากหวัแกนตะวัน     1.0 เปอรเซ็นต 

 )     3.0 เปอรเซ็นต โซเดียมไนเตรต (NaNO3

HPO )   0.1 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2 4

⋅7H O)   0.05 เปอรเซ็นต แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4 2

โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)      0.05 เปอรเซ็นต 

⋅7Hเฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต(FeSO O)   0.001 เปอรเซ็นต 4 2

ปรับระดับความเปนกรดดางสําหรับเทากบั 7.0 

 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 

1. สารเคมีสาํหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ 

  

1.1 สารละลายอัลคาไลน คอปเปอร (alkaline copper reagent) 

 

⋅12HHPOสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดกขะไฮเดรต (Na2 4 2O) 71 กรัม 

และเกลือของโซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต (C H KNaO .4H4 4 6 2O) 40 กรัม ในน้ํา

กลั่น 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 1 นอรมอล 100 มิลลิลิตร แลว

เติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO ⋅5H4 2O) ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 80 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต (Na SO2 4) ปริมาณ 180 กรัม ละลายใหเขากัน

แลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 

ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอนนําไปใช 

 

1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson’s reagent) 

 

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

กลั่น 900 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเติมสารละลายโซเดยีม

อารซีเนต (NaHAsO4) ความเขมขน 12 เปอรเซ็นต 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่น

ใหเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24-48 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออกกอน

นําไปใช 
 

1.3 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 

 

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 16 กรัม ในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร เติมกรดไดไนโตรซาลิ 

ไซลิก 10.0 กรัม ผสมจนละลายหมด แลวคอยๆเติมโซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต 

(C H KNaO .4H4 4 6 2O) 300.0 กรัม ผสมใหเขากัน ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้าํกลัน่ใหเปน 1 ลิตร 

เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
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2. สารละลายสําหรับวเิคราะหโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1952) 

  

2.1 Lowry A 

 

CO )             60.0 กรัม โซเดียมคารบอเนต (Na2 3

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)             12.0 กรัม 

โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต               0.6 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น                                                                  3.0 ลิตร 

 

2.2 Lowry B 

 

⋅5Hเพนตะไฮเดรต (CuSO O)             5.0 กรัม คอปเปอรซัลเฟต 4 2

ละลายในน้าํกลั่น                 1.0 ลิตร 

 

2.3 Lowry C 

 

Lowry A                        50 สวน 

Lowry B       1   สวน 

 

2.4 Lowry D 

 

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent)  1 สวน 

น้ํากลัน่       1 สวน 
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3. สารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คา

ความเปนกรดดางตางๆ ไดแก 4.0 4.5 5.0 5.5 และ 6.0 โดยละลายโซเดียมแอซีเตต 1.21 2.91 

5.07 6.94 และ 7.76 กรัม ตามลาํดับ ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางตาม

ตองการดวยกรดแอซีติก และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เจือจาง

สารละลายโซเดียมแอซีเตตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 

0.1 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 

 

4. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปน

กรดดาง 6.0 6.5 7.0 7.5 และ 8.0 โดยละลายไดโซเดยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.87 4.60 8.55 

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

ตามลําดับ ในน้ํากลัน่ 80 มลิลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 

และปรับปริมาตรดวยขวดวดัปริมาตรขนาด 100 มลิลิลิตร แลวเจือจางสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดางใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากลัน่ 

 

5. สารละลายทรสิบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดดางตางๆ 

 

  เร่ิมตนจากการเตรียมสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร ที่คาความเปนกรด

ดาง 8.0 8.5 และ 9.0 โดยละลายทริส-เบส 12.1 กรัม ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน

กรดดางตามตองการดวยโซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100

มลิลิลิตร แลวเจือจางสารละลายทริสบัฟเฟอรความเขมขน 1.0 โมลาร แตละคาความเปนกรดดาง

ใหเปน 0.1 โมลาร ดวยน้ํากลั่น 
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4. สารละลายสําหรับใชในการทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซสิ 

 

4.1 สารละลายทริสไกลซีนอเีลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 

 

ทริส       9.0 กรัม 

ไกลซีน                 43.2 กรัม 

ปรับความเปนกรดดางเทากบั    8.3 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             600.0 มิลลิลิตร 

 

4.2 สารละลายทริส pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลารทริส 

 

ทริส       6.0 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     6.8  

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 

 

4.3 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลารทริส 

 

ทริส                24.2 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

4.4 สารละลายทริส pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลารทริส 

 

ทริส                18.15 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     8.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 
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4.5 สารละลายอะคริลาไมด (30% T, 2.67% C)     

 

อะคริลาไมด               14.60 กรัม 

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

ละลายในน้าํกลั่นใหไดปริมาตร                         50.00 มิลลิลิตร 

 

4.6 บัฟเฟอรที่ใชกบัโปรตีนที่จะวเิคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 

 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลาร  1.0 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล       2.0 มิลลิลิตร 

สารละลาย 5 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบล ู   0.2 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่       4.8 มลิลิลิตร 

 

4.7 สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 

 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต     0.1 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น      1.0 มิลลิลิตร 

 

4.8 สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 10 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       4.20 มลิลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     3.33 มิลลิลิตร 

TEMED       5.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 
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4.9 สารละลายสแตกกิงเจล 4 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       6.20 มลิลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     1.33 มิลลิลิตร 

TEMED                 10.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 

 

4.10 สารละลายสําหรับยอมสี (staining solution) 

 

สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จี 250    0.1 เปอรเซ็นต

เมธานอล       40 เปอรเซ็นต 

กรดอะซีติก       10 เปอรเซ็นต 

 

4.11 สารละลายสําหรับลางสี (destaining solution) 

 

เมธานอล       40 เปอรเซ็นต 

กรดอะซีติก       10 เปอรเซ็นต 

 

5.  สารละลายที่ใชในการทาํอีเลคโทรโฟริซสิบนโซเดียมโดเดซิลโพลีอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 

 

5.1 สารละลายทริสไกลซีนอเีลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 

 

ทริส       9.0 กรัม 

ไกลซีน                43.2 กรัม 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต     3.0 กรัม 

ปรับความเปนกรดดางเทากบั    8.3 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             600.0 มิลลิลิตร 
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5.2 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร 

 

ทริส       6.0 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร             100.0 มิลลิลิตร 

 

5.3 สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลารทริส 

 

ทริส                24.2 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     6.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

5.4 สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลารทริส 

 

ทริส                18.15 กรัม 

ความเปนกรดดางเทากับ     8.8 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 

 

5.5 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS stock) 10 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต     1.0 กรัม 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร              10.0 มิลลิลิตร 

 

5.6 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS stock) 20 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต              20.0 กรัม 

เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร            100.0 มิลลิลิตร 
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5.7  สารละลายอะคริลาไมด (30% T, 2.67% C)     

 

อะคริลาไมด               14.60 กรัม 

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

ละลายในน้าํกลั่นใหไดปริมาตร                         50.00 มิลลิลิตร 

 

5.8 บัฟเฟอรทีใ่ชกับโปรตีนทีจ่ะวิเคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 

 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 2.0 โมลาร  1.0 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 20 เปอรเซ็นต  3.2 มิลลิลิตร 

กลีเซอรอล       2.0 มิลลิลิตร 

2-บีตา-เมอแคบโตเอทานอล     1.6 มิลลิลิตร 

สารละลาย 5 เปอรเซ็นต บรอมฟนอลบล ู   0.2 มิลลิลิตร 

 

5.9 สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 

 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต     0.1 กรัม 

ละลายในน้าํกลั่น      1.0 มิลลิลิตร 

 

5.10 สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 12 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       3.35 มลิลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต         100.00 ไมโครลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     4.00 มิลลิลิตร 

TEMED       5.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 
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5.11 สารละลายสแตกกงิเจล 4 เปอรเซ็นตเจล 

 

น้ํากลัน่       6.10 มลิลิลิตร 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลาร  2.50 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต          100.00 ไมโครลิตร 

สารละลายอะคริลาไมด     1.33 มิลลิลิตร 

TEMED                 10.00 ไมโครลิตร 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต            50.00 ไมโครลิตร 

 

5.12 สารละลายสําหรับยอมสี (Staining solution) 

 

สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จี 250    0.1 เปอรเซ็นต 

เมธานอล      40 เปอรเซ็นต 

กรดอะซีติก      10 เปอรเซ็นต 

 

5.13 สารละลายสําหรับลางสี (destaining solution) 

 

เมธานอล      40 เปอรเซ็นต 

กรดอะซีติก      10 เปอรเซ็นต 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหน้ําตาล 

 

1.1 กราฟมาตรฐานของฟรักโทส ความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการวิเคราะห

แอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส 
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1.2 กราฟมาตรฐานของไซโลส ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการวิเคราะห 

แอคติวิตีของไซแลเนส 

 

y = 0.0063x
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1.3 กราฟมาตรฐานของฟรักโทส ความเขมขน 0-1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการ

วิเคราะหแอคติวิตีของอินูลิเนส 
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1.4 กราฟมาตรฐานของฟรักโทส ความเขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการ 

วิเคราะหน้าํตาลทัง้หมด 
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1.5 กราฟมาตรฐานของอนินลิูน ความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
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2. กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 0-40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการ 

วิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส 
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3. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหโปรตีน 

 

กราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 
 

วิธีคํานวณ 
 

1. วิธกีารคํานวณคา Vmax

 

จากรูปที ่ 4.27 พบวามีคา Km สําหรับกลโูคสเทากับ 435.93 มิลลิโมลาร เพราะฉะนั้นคา 

Vmax จากกราฟเทากับ 0.098 ไมโครโมลตอนาท ี

 

จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธ ี Lowry ดังแสดงในขอ 3.3.4 พบวาเอนไซมมี

ปริมาณโปรตีนเทากับ 0.066 มิลลิกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร 

ในปฏิกิริยาใชเอนไซมเจือจาง 2 เทา เพราะฉะนัน้จะมโีปรตีนเทากับ 0.033 มิลลิกรัม

โปรตีนตอมิลลิลิตร 

แตในปฏิกิริยาใชเอนไซมปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เพราะฉะนัน้จะมโีปรตีนเหลือเทากบั 

0.0033 มิลลิกรัมโปรตีน 

 

ดังนัน้สรุปไดวา 

 

ในปฏิกิริยามโีปรตีน 0.0033 มิลลิกรัม จะมีคา Vmax เทากับ 0.098 ไมโครโมลตอนาที 

เพราะฉะนัน้โปรตีน 1 มิลลิกรัม จะมีคา Vmax เทากับ  29.97 ไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน 
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2. วิธกีารคํานวณคา kcat (Turnover number) 

 

สูตรคํานวณ ; kcat = Vmax / [E0] 

 

 เอนไซมที่ไดจากการทําเจลฟลเตรชันผานคอลัมนเซฟาคริล เอส-300 (Shephacryl S-

300) มีน้าํหนกัโมเลกุลประมาณ 170,000 ดาลตัน (ผลจากรูปที ่4.18) 

 

] ;  คา [E0

 1 โมลของเอนไซม เทากับ 170,000 กรัมของเอนไซม 

 เพราะฉะนัน้ 1 ไมโครโมลของเอนไซม เทากับ 170,000 ไมโครกรัมของเอนไซม เชนกัน 

 

 แทนคาในสูตร kcat = Vmax / [E0] 

= 29.97 μmol.min-1.mg-1pr 

         1      μmol. μg-1pr          

            170,000 

 

เปล่ียน μg  เปน mg ดวยการหาร 1,000 

 

= 29.97 μmol.min-1.mg-1pr 

     1,000      μmol. μg-1pr          

            170,000 

= 5,094.9 min-1

 

เพราะฉะนัน้มคีา kcat เทากับ 84.91 ตอวินาท ี
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวกัลกยิา ชนิตรนันต เกิดเมื่อวนัศกุรที่ 21 กันยายน พ.ศ. 2527 ที่จังหวดัพิจิตร 

ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยา จากคณะวทิยาศาสตร มหาวทิยาลัย         

ศรีนครินทรวิโรฒ ในปการศกึษา 2548 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบณัฑิต สาขาจลุ

ชีววทิยาทางอตุสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2545 

ปจจุบันอาศยัอยูที่บานเลขที่ 633/4 หมู 9 ตําบลทับคลอ อําเภอทับคลอ จังหวัดพจิิตร 66150 

 

ผลงานตีพิมพเผยแพร 

 1. Kankiya Chanitnun and Pairoh Pinphanichakarn. Simultaneous production of 

xylanase, �-xylosidase and D-glucose/xylose isomerase by Streptomyces spp. PC22 

and CH7 grown on xylan. Proceedimgs in the 20th Annual Meeting and International 

Conference of the Thai Society for Biotechnology (TSB). October 14-17, 2008, 

Mahasarakham University, Mahasarakarm, Thailand. p.169-175. (poster presentation) 

(Full text in CD-ROM) 
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