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บททีÉ 1 

บทนํา 

 
1.1  ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 

 การพฒันาเชืÊอเพลิงชีวภาพหรือพลงังานชีวภาพ (Bio-fuel or bio-energy) เป็นหนึÉงในเป้าหมาย
หลกัของยทุธศาสตร์การพฒันาพลงังานของประเทศในปัจจุบนั เพืÉอลดการนาํเขา้นํÊ ามนัและพึÉงพาตนเอง
ดา้นพลงังานใหม้ากขึÊน เอทานอลหรือไบโอเอทานอล (bio ethanol) สามารถผลิตไดจ้ากวตัถุดิบจาํพวก
แป้ง รวมทัÊงวสัดุเหลือทิÊงทางการเกษตรและทุกส่วนของพืชสามารถนาํมาใชใ้นการผลิตเอทานอลได ้
กระบวนการผลิตเอทานอลเริÉมจากการเตรียมวตัถุดิบ ถา้เป็นประเภทแป้ง จะตอ้งนาํไปผา่นกระบวนการ
ยอ่ยแป้งใหเ้ป็นนํÊาตาลก่อน ดว้ยการใชก้รดหรือเอนไซม ์จากนัÊนจะเปลีÉยนนํÊ าตาลใหเ้ป็นแอลกอฮอลโ์ดย
ใชเ้ชืÊอยสีต ์และทาํใหเ้ป็นแอลกอฮอลบ์ริสุทธิÍ โดยการกลัÉน 
 เอนไซม์อะไมเลส (Amylase) เป็นเอนไซมที์Éนาํมาใชย้่อยวตัถุดิบพวกแป้งให้เป็นผลิตภณัฑ์ทีÉมี
โมเลกุลเลก็ลง เช่น นํÊ าตาลมอลโทส (maltose) กลูโคส (glucose) เดกซ์ตริน (dextrin) การผลิตอะไมเลส
เป็นการค้าได้จากจุลินทรีย์ มีทัÊ งเชืÊ อรา  และแบคทีเรีย  ได้แก่  เ ชืÊ อรา  Aspergillus oryzae 
(Amyloglucosidase, Sigma-Aldrich) และเชืÊอแบคทีเรีย Bacillus licheniformis (Termamyl®, 
Novozymes) เป็นตน้ เอนไซมอ์ะไมเลสามารถยอ่ยสลายแป้งใหเ้ป็นนํÊ าตาลเพืÉอใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร
ประเภทต่างๆ รวมทัÊงใชใ้นขัÊนตอนของการผลิตเอทานอล 
 ถัÉวเน่าเป็นอาหารประเภทถัÉวเหลืองหมกัพืÊนเมืองทางภาคเหนือของประเทศไทย ทาํมาจากถัÉว
เหลืองโดยผ่านการตม้จนสุกแลว้นาํมาหมกัดว้ยจุลินทรียใ์นธรรมชาติจนมีกลิÉน สี รส และลกัษณะ
เฉพาะตวั กรรมวิธีการหมกัถัÉวเน่านัÊนเป็นภูมิปัญญาชาวบา้นทีÉไดรั้บการถ่ายทอดมาจากบรรพบุรุษจาก
คนรุ่นหนึÉงสู่อีกรุ่นหนึÉง (ศรีจนัทรัตน์ กนัทะวงั, 2551) ถัÉวเน่าของไทยมีความใกลเ้คียงกบันตัโต (natto) 
ซึÉ งเป็นอาหารพืÊนเมืองของประเทศญีÉปุ่น จุลินทรียที์ÉเกีÉยวขอ้งในการหมกัถัÉวเน่า คือ เชืÊอแบคทีเรีย 
Bacillus sp.  จากงานวิจยัทีÉผา่นมา Chantawannakul  et al. (2002) ทาํการแยกเชืÊอ Bacillus sp. จากถัÉวเน่า 
จาํนวน 82 สายพนัธุ์ พบว่าเป็นเชืÊอ B. subtilis จาํนวน 39 สายพนัธุ์ ทีÉมีกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอส และ
จากการศึกษาของ Inatsu et al. (2006) ทาํการแยกเชืÊอ B. subtilis จากถัÉวเน่าจากแหล่งต่างๆ พบทีÉมี
กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส โปรติเอส นตัโตไคเนส (nattokinase หรือ subtilisin NAT) และแกมมา-
โพลิกลูตามิกแอซิค (gamma-polyglutamic acid)  
 ดงันัÊนในงานวิจยันีจึÊ งมีความสนใจทีÉจะทาํการแยกแบคทีเรียจากถัÉวเน่าทีÉมีความสามารถในการ
ย่อยแป้งไดใ้นอาหาร starch agar โดยทาํการคดัเลือกแบคทีเรียทีÉมีความสามารถสร้างเอนไซม ์              
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อะไมเลสไดดี้ รวมทัÊงศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการย่อยแป้งชนิดต่างๆ เพืÉอนาํแบคทีเรีย
ดงักล่าวมาใชเ้ป็นกลา้เชืÊอในผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสทีÉมีสมบติัในการยอ่ยแป้งใหเ้ป็นนํÊาตาล 
 1.2 วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
 1.2.1 เพืÉอคดัเลือกแบคทีเรียทีÉมีความสามารถในการยอ่ยแป้งจากถัÉวเน่า 
 1.2.2 เพืÉอศึกษากิจกรรมของเอนไซมแ์ละความสามารถในการยอ่ยแป้งของเอนไซมอ์ะไมเลสจาก
เชืÊอแบคทีเรีย 
 1.2.3 เพืÉอศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและจาํแนกสายพนัธุ์ของเชืÊอแบคทีเรียทีÉผลิตเอนไซมอ์ะ
ไมเลส 
 
 1.3  ขอบเขตของการวจัิย 
  ทาํการเก็บตัวอย่างถัÉวเน่าจากแหล่งต่างๆในภาคเหนือของประเทศ จากนัÊ นทาํการแยกเชืÊอ
แบคทีเรียบริสุทธิÍ และคดัเลือกแบคทีเรียทีÉมีความสามารถในการย่อยแป้งในอาหาร starch agar ไดดี้ 
นํามาศึกษากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส และความสามารถในการย่อยแป้งชนิดต่างๆ รวมทัÊ ง
ตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและจาํแนกสายพนัธุ์ของเชืÊอแบคทีเรียทีÉผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส 
 
 1.4  วธีิดําเนินการวจัิย 
  การวิจยัประกอบดว้ย 4 ขัÊนตอน ดงันีÊ   
  1.4.1 การแยกเชืÊอแบคทีเรียจากถัÉวเน่า 
  1.4.2 การคดัเลือกเชืÊอแบคทีเรียทีÉสามารถผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส 
  1.4.3 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสและความสามารถในการยอ่ยแป้ง 
  1.4.4 ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและจาํแนกสายพนัธุ์ของเชืÊอแบคทีเรียทีÉแยกได ้
 
 1.5  ประโยชน์ทีÉคาดว่าจะได้รับ 
  1.5.1ไดเ้ชืÊอแบคทีเรียทีÉมีการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสทีÉสามารถยอ่ยแป้งได ้ 
  1.5.2 ทราบกิจกรรมและความสามารถในการยอ่ยแป้งของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ 
  1.5.3 ทราบชนิดและสายพนัธุ์ของแบคทีเรียทีÉคดัเลือกได ้และนาํไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรม
การยอ่ยแป้งใหเ้ป็นนํÊาตาล เพืÉอใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอล 
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บททีÉ 2 

แนวคดิ ทฤษฎแีละงานวจิยัทีÉเกีÉยวข้อง 

 
 2.1 แนวคดิ และทฤษฎหีลกั 
  2.1.1 ถัÉวเน่า 
    ถัÉวเน่าเป็นอาหารพืÊนเมืองของคนลา้นนา ทีÉทาํมาจากถัÉวเหลืองโดยผ่านการตม้จนสุกแลว้
นาํมาหมกัดว้ยจุลินทรียใ์นธรรมชาติจนมีกลิÉน สี รส และลกัษณะเฉพาะตวั กรรมวิธีการหมกัถัÉวเน่านัÊน
เป็นภูมิปัญญาชาวบา้นทีÉไดรั้บการถ่ายทอดมาจากบรรพบุรุษจากคนรุ่นหนึÉ งสู่อีกรุ่นหนึÉ ง อาจมีการ
ปรับเปลีÉยนทัÊงรสชาติและกรรมวิธีให้เหมาะสมกบัยคุสมยั ถัÉวเน่าเป็นอาหารทีÉมีประโยชน์ นอกจากใช้
เป็นอาหารเสริมรสชาติแลว้ ยงัมีคุณค่าทางโภชนาการสูง  ประกอบดว้ย โปรตีน สารอาหารทีÉยอ่ยสลาย
ง่าย และสารอาหารอืÉนๆทีÉเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย ซึÉ งเชืÉอว่ามีผลในการลดอตัราการเป็นโรคมะเร็งและ
โรคหวัใจ (ศรีจนัทรัตน์ กนัทะวงั, 2551)              
    2.1.1.1ชนิดและส่วนประกอบทางเคมีของถัÉวเน่า 
     การทาํถัÉวเน่าของแต่ละทอ้งถิÉนจะมีกรรมวิธีการทาํถัÉวเน่าแตกต่างกนัไปบา้ง แต่
โดยทัÉวไปชาวบา้นจะนิยมทาํถัÉวเน่าอยู ่2 ชนิด ไดแ้ก่ ถัÉวเน่าแบบเปียก และถัÉวเน่าแบบแหง้ (ศรีจนัทรัตน์ 
กนัทะวงั, 2551) 
     ถัÉวเน่าทีÉไดจ้ะมีลกัษณะเหมือนนัตโตตรงลกัษณะของผลิตภณัฑ์ และไม่มีกลิÉนถัÉว 
รวมทัÊ งสีของถัÉวเหลืองจะเปลีÉยนจากสีเหลืองออกสีนํÊ าตาลอ่อน เป็นสีนํÊ าตาลเทา แต่จะมีลกัษณะทีÉ
แตกต่างกนักบันตัโตตรงทีÉถัÉวเน่านิยมนาํมาบด แลว้ทาํให้มีลกัษณะคลา้ยกะปิ พร้อมทัÊงเกลือ และสาร
ปรุงรสอืÉนๆ เช่น กระเทียม หอม พริกไทย เป็นตน้ แต่การหมกัตามพืÊนบา้นอาจเกิดปัญหาเกีÉยวกับ
เชืÊอจุลินทรียที์Éไม่ตอ้งการปนเปืÊ อนลงไป สาํหรับส่วนประกอบทางเคมีของถัÉวเน่า แสดงอยู่ในตารางทีÉ 
2.1 (วราวฒิุ ครูส่ง และรุ่งนภา พงศส์วสัดิÍ มานิต, 2532) 
    2.1.1.2 จุลินทรียแ์ละบทบาททีÉเกีÉยวขอ้งในการหมกัถัÉวเน่า 
     จุลินทรียที์ÉเกีÉยวขอ้งในการหมกัคือ  Bacillus sp. โดย Bacillus subtilis เกีÉยวขอ้งกบั
การหมกัถัÉวเน่า และ Bacillus natto ใชท้าํนตัโต ซึÉงนตัโตเป็นผลิตภณัฑถ์ัÉวเหลืองหมกัของชาวญีÉปุ่น (วรา
วฒิุ ครูส่ง และรุ่งนภา พงศส์วสัดิÍ มานิต, 2532) 
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ตารางทีÉ 2.1ส่วนประกอบทางเคมีของถัÉวเน่า 

ส่วนประกอบ 
Paste 
(% content) 

Chips 
(% dry weight) 

โปรตีน 16 36.8 
ไขมนั 7.4 14.8 
คาร์โบไฮเดรต 11.5 19.4 
ไฟเบอร์ 5.2 12.9 
ขีÊ เถา้ 2.5 4.9 
นํÊา 56.4 11.1 
ทีÉมา: วราวฒิุ ครูส่ง และรุ่งนภา พงศส์วสัดิÍ มานิต (2532) 
 

2.1.2 เอนไซม์อะไมเลส (ปราณี อ่านเปรืÉอง, 2547) 
    เอนไซมอ์ะไมเลส (Amylase) เป็นเอนไซมที์Éนาํมาใชย้อ่ยวตัถุดิบพวกแป้งใหเ้ป็นผลิตภณัฑ์
ทีÉมีโมเลกุลเลก็ลง  เช่น นํÊ าตาลมอลโทส (maltose), กลูโคส (glucose),  เดกซ์ตริน (dextrin) ใชม้ากใน
อุตสาหกรรมผลิตนํÊาเชืÉอมกลูโคส ลูกกวาด อุตสาหกรรมเครืÉองดืÉมมีแอลกอฮอล ์อุตสาหกรรมการหมกัทีÉ
ใชแ้ป้งเป็นวตัถุดิบ อุตสาหกรรมการผลิตแป้งสาลีสาํเร็จรูป (ปราณี อ่านเปรืÉอง, 2547) 

2.1.2.1 ชนิดของอะไมเลส 

ปราณี อ่านเปรืÉอง (2547) ไดแ้บ่งชนิดของเอนไซมอ์ะไมเลสออกเป็น 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
1) แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) มีชืÉอทางการคา้เป็นทีÉรู้จกักนัว่า Termamyl® และมี

ชืÉอสามญัว่า ไดแอสเทส (diastase) และมีชืÉอตามระบบว่า α-1,4-glucan 4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1 
พบทัÉวไปทัÊงในอาณาจกัรพืชและสตัว ์ตลอดทัÊงในคน มกัพบในส่วนของนํÊาลาย ตบัอ่อน มีบทบาทสาํคญั
ในการย่อยสลายแป้งเป็นโอลิโกและไดแซ็กคาไรด ์โดยจะถูกยอ่ยต่อในลาํไส้เลก็ก่อนทีÉจะซึมผา่นผนงั
ลาํไส้สู่ร่างกายเป็นเอนไซมที์Éมีมวลโมเลกุลประมาณ 50,000 มี Ca2+ 1 ตวั ต่อเอนไซม ์1โมเลกุล และจะ
ถูกกระตุน้ดว้ยฮาโลเจนไอออน เช่น Cl-, Br-, F- มีค่า pK ของหมู่ทีÉแตกไอออนไดใ้นบริเวณเร่งอยู่ทีÉ      

6.5-8.0 ซึÉ งหมู่ทีÉว่านีÊอาจเป็นหมู่อิมิดาโซลหรือหมู่อะมิโน แต่เมืÉอพิจารณาจากค่า ΔHion เป็น 4 kcal/mole 
ดงันัÊนน่าจะเป็นหมู่อิมิดาโซล 

ลกัษณะทีÉสําคญัของเอนไซม์ในการย่อยสลายก็คือ เจาะจงต่อการย่อยสลายพนัธะ    

ไกลโคซิลของแป้งทีÉ α-1,4 ในลกัษณะตดัภายในสายพอลิเมอร์ ไดผ้ลผลิตเป็นกลูแคน (glucan) และ
ลิมิตเดกซ์ทริน (limit dextrin) ทีÉมีหน่วยกลูโคสประมาณ 2-6 หน่วย และยงัคงมีโครงรูปเดิม                
(α-configuration)  
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2) เบตา้-อะไมเลส (β-amylase) มีชืÉอเรียกตามระบบว่า α-1,4-glucan maltohydrolase, 
EC 3.2.1.2 ซึÉ งพบทัÉวไปในพืชชัÊนสูง เช่น ขา้วบาร์เลยใ์นลกัษณะกาํลงังอกเป็นขา้วมอลต ์ขา้วสาลี ขา้ว
ไรย ์ถัÉวเหลือง และมนัเทศ และมกัพบร่วมกบัแอลฟา-อะไมเลส มีมวลโมเลกุล 152,000 (กรณีจากมนั
เทศ) ซึÉ งโดยทัÉวไปจะมีค่าสูงกว่าแอลฟา-อะไมเลส มี pH optimum ทีÉ 5.6 จากการพิจารณา pH activity 
profile มีลกัษณะแบบรูประฆงัคว ํÉาทีÉมีหมู่ทีÉแตกไอออนไดที้Éบริเวณเร่งอยู ่2 หมู่ คือ ทีÉ pK1 = 2.5-3.5 และ 
pK2 = 8.0-8.5 นอกจากนีÊ มีสารพวกซลัไฟดริล (sulfhydryl reagents) เป็นตวัยบัย ัÊงปฏิกิริยาการยอ่ยสลาย
ของเบตา้-อะไมเลสจะเจาะจงต่อพนัธะไกลโคซิลของแป้งทีÉ α-1,4 ในลกัษณะการตดัสายพอลิเมอร์อยา่ง
เป็นระเบียบจากปลายสาย ดา้นทีÉไม่มีหมู่รีดิวซ์เขา้สู่ภายในสายไปทีละ 1 หน่วยของมอลโทส หรือทีละ     
2 หน่วยของกลูโคส และจะหยดุปฏิกิริยาทีÉพนัธะไกลโคซิลทีÉ α-1,6 ดงันัÊนผลผลิตทีÉไดจ้ากปฏิกิริยายอ่ย
สลายแป้งหรือไกลโคเจนจะเป็นกลูแคน ลิมิตเดกซ์ทริน และส่วนใหญ่เป็นมอลโทสทีÉมีโครงรูปต่างไป
จากเดิม คือได ้β-configuration หรือ เบตา้-มอลโตส 

3) แกมมา-อะไมเลส หรือ กลูโคอะไมเลส หรือ อะมิโลกลูโคซิเดส (γ-amylase, 

glucoamylase, amyloglucosidase) มีชืÉอเรียกตามระบบว่า γ-1,4-glucan glucohydrolase, EC 3.2.1.3 เป็น
เอนไซมที์ÉพบทัÉวไปในจุลินทรีย ์เช่น แบคทีเรีย รา มี pH optimum ทีÉ 4.0-4.4 และมีหมู่ไวปฏิกิริยา 2 หมู่ 

คือ ทีÉ pK1 = 2.9 และ pK2 = 5.9 รวมทัÊงมี ΔH0
1 = 0, ΔH0

2 = -0.8 kcal/mole จากค่า pK และ ΔH0
 ทีÉ

ปรากฏนีÊคาดวา่น่าจะมีหมู่ไวปฏิกิริยาทัÊง 2 หมู่ เป็นหมู่คาร์บอกซิลในลกัษณะทีÉหมู่ทีÉ 1 เป็น COO- (เกลือ) 
และหมู่ทีÉ 2 เป็น COOH (กรด) 

ลกัษณะทีÉสาํคญัของปฏิกิริยาการยอ่ยสลายแป้งก็คือ สามารถยอ่ยสลายไดห้ลายพนัธะ
ไม่วา่จะเป็นพนัธะไกลโคซิลทีÉเป็น α-1,4, α-1,6 และ α-1,3 แต่จะชา้กวา่ α-1,4 การตดัสายพอลิเมอร์จะ
เหมือนกบัเบตา้-อะไมเลส แต่ตดัปลายสายเขา้ไปทีละ 1 หน่วยของกลูโคส ดงันัÊนผลผลิตทีÉไดส่้วนใหญ่
จะเป็นกลูโคสทีÉมีโครงรูปต่างไปจากเดิม คือได  ้β-configuration หรือ เบตา้-ดี-กลูโคส และส่วนของ
กลูแคน และลิมิตเดกซ์ทริน 

van der Maarel et al. (2002) ไดท้าํการแบ่งเอนไซมอ์ะไมเลสตามการเขา้ทาํปฏิกิริยา
กบัแป้งเป็น 4  ชนิด ไดแ้ก่  

1) เอนไซมเ์อนโด-อะไมเลส (endo-amylase) จะเขา้ทาํการยอ่ยสลายทีÉภายในพนัธะ  
α-1,4 ไกลโคซิดิกของอะไมโลสหรืออะไมโลเพคติน ไดแ้ก่ แอลฟา-อะไมเลส ส่วนเอนไซม์เอ็กโซ-     
อะไมเลสนัÊน 

2) เอนไซมเ์อก็โซ-อะไมเลส (exo-amylase) จะเขา้ทาํการยอ่ยสลายภายนอกทีÉพนัธะ 
α-1,4 ไดแ้ก่ เบตา้-อะไมเลส หรือ ยอ่ยสลายทีÉพนัธะ α-1,4 และ α-1,6 ไดแ้ก่ แกมมา-อะไมเลส หรือ   
กลูโคอะไมเลส 

3) เอนไซมดี์บรานซิงค ์(debrancing enzyme) ไดแ้ก่ เอนไซมไ์อโซอะไมเลส 
(isoamylase) และเอนไซมพ์ลูลูลาเนส (pullanase) สามารถยอ่ยพนัธะ α-1,6 ไกลโคซิดิกของอะไมโล   
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เพคติน ไกลโคเจนเด็กซ์ตรินทีÉมีกิÉงกา้นและสารโอลิโกแซคคาไรด์ได ้แต่ไม่สามารถย่อยพนัธะ α-1,6 
ไกลโคซิดิกของพลูลูแลนและเบตา้-ลิมิทเดก็ซ์ตรินได ้

4) เอนไซม์ทรานเฟอเรส (transferases) ได้แก่ เอนไซม์อะไมโลมอลเตส 
(amylomaltase) และเอนไซมไ์ซโคเด็กทรินไกลโคซิลทรานเฟอเรส (cyclodextrin glycosyltransferase) 
สามารถยอ่ยพนัธะ α-1,4 ไกลโคซิดิก ระหวา่งตวัใหก้บัตวัรับของพนัธะไกลโคซิดิกใหม่ 

ลกัษณะของสารตัÊงตน้ (substrate) ของอะไมเลสเป็นแป้ง ซึÉ งประกอบดว้ยส่วน
ของอะไมโลสและไมโลเพกทินดงัลกัษณะความแตกต่างทีÉแสดงในตารางทีÉ 2.2  

 
ตารางทีÉ 2.2 ลกัษณะของอะไมโลสและอะไมโลเพกทิน 

ลกัษณะ อะไมโลส อะไมโลเพกทนิ 
โครงสร้างทัÉวไป เป็นสายตรง แต่อาจไม่ตลอด

ทัÊ งสายแต่ช่วงทีÉ เป็นสายตรง
ยาวมาก จึงไม่ค่อยพบส่วนทีÉ
เป็นสาขามากนกั 

สายสาขา 

ความยาวของสายตรงโดยเฉลีÉย  
(คิดเป็นจาํนวนกลูโคส) 

103 25-30 

อตัราการพอลิเมอไรเซชนัของกลูโคส ~103 104-105 
การเกิดสีกบัไอโอดีน (I2) สีนํÊ าเงินเขม้ สีม่วงถึงนํÊาตาล 
เปอร์เซ็นต์การเปลีÉยนเป็นมอสโทส 
(เฉพาะเบตา้-อะไมเลส) 

70-80  50-60  

ทีÉมา: ปราณี อ่านเปรืÉอง (2547) 
 
   2.1.2.2 การวิเคราะห์แอกทิวิตีของอะไมเลส  
     เมืÉอเปรียบเทียบแอกทิวิตีของอะไมเลสทัÊง 3 ชนิดในการย่อยสลายแป้งจะไดผ้ลดงั
ตารางทีÉ 2.3 (ปราณี อ่านเปรืÉอง, 2547) 

1) แอลฟา-อะไมเลสทาํใหเ้กิดพอลิเมอร์สายสัÊนไดอ้ยา่งรวดเร็ว เนืÉองจากการตดัสาย
ภายในอยา่งไม่เป็นระเบียบ พิจารณาจากค่าความหนืดและสีไอโอดีนจะลดลงอยา่งรวดเร็ว ซึÉ งต่างไปจาก
บีตา, แกมมา-อะไมเลส ทีÉมีลกัษณะการตดัสายพอลิเมอร์แบบตดัจากปลายสายสู่ในสายไปเรืÉอยๆ เป็น
ระเบียบ 

2) ค่าการลดความหนืด และสีไอโอดีนทีÉหายไป ไม่บ่งบอกจาํนวนพนัธะไกลโคซิล
ในแป้งทีÉถูกย่อยสลาย ดว้ยเหตุนีÊ ในการติดตามแอกทิวิตีของอะไมเลสจึงจาํเป็นตอ้งเปรียบเทียบจาก
หน่วยของหมู่รีดิวซ์ทีÉเกิดขึÊน 
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ตารางทีÉ 2.3 เปรียบเทียบแอกทิวิตีสมัพนัธ์ของอะไมเลสทัÊง 3 ชนิดต่อหน่วยหมู่รีดิวซ์ทีÉเกิดขึÊน 
ปฎิกิริยา แอกทิวตีิสมัพนัธ์ คิดต่อหน่วยของหมู่รีดิวซ์ทีÉเกิดขึÊน 

แอลฟา-อะไมเลส เบตา้-อะไมเลส แกมมา-อะไมเลส 
หมู่รีดิวซ์ทีÉเกิดขึÊน  
(ขึÊนกบัปริมาณเอนไซม)์ 

คงทีÉ คงทีÉ คงทีÉ 

การลดความหนืด เร็ว ชา้ ชา้ 

การลดสีม่วงของไอโอดีน เร็ว ชา้ ชา้ 

การเกิดมอลโทส ชา้ 1 (เร็ว) 0 (ไม่มี) 

การเกิดกลูโคส 0 (ไม่มี) 0 (ไม่มี) 1 (เร็ว) 

ทีÉมา: ปราณี อ่านเปรืÉอง (2547) 
 

2.1.2.3 การใชอ้ะไมเลสในอุตสาหกรรมอาหาร 
  ปราณี อ่านเปรืÉอง (2547) ไดก้ล่าวถึงการใชอ้ะไมเลสในอุตสาหกรรมอาหารมีหลาย

ลกัษณะดงัรวบรวมในตารางทีÉ 2.4 
 
ตารางทีÉ 2.4 การยอ่ยสลายแป้งเพืÉอใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารประเภทต่างๆ 

ผลผลติของการย่อยสลายแป้ง การนําไปใช้ประโยชน์ 
มอลโทแดกซ์ทริน สารเพิÉมความขน้, สารเพิÉมความคงตวั 
นํÊาเชืÉอมผสม (42-63 สมมูลเดกซ์โทรส) เครืÉองดืÉม ลูกกวาด นํÊาซอส แยม ไอศกรีม 
นํÊาเชืÉอมมอลโทสสูง ลูกกวาดชนิดแขง็ 
นํÊาเชืÉอมกลูโคส เครืÉองดืÉม ไวน์ เบียร์ 
นํÊาเชืÉอมไอโซกลูโคส (ฟรุกโทสสูง) นํÊาผลไม ้นํÊาซอส โยเกิร์ต 
ทีÉมา: ปราณี อ่านเปรืÉอง (2547) 

  ในการผลิตผลผลิตจากแป้งแต่ละประเภททีÉจาํแนก ดงัตารางทีÉ 2.4 นัÊน จะทาํไดต้อ้ง
เลือกใชเ้อนไซมใ์หเ้หมาะสมของแต่ละขัÊนตอน  

1) การเจลาทิไนเซชนั (Gelatinization) 

เริÉมดว้ยการทาํใหส้ารละลายแป้งร้อนขึÊนทีÉอุณหภูมิ 60°C หรือสูงกวา่ ขึÊนกบัชนิด
แป้งเพืÉอให้เมด็แป้งแตกออกมาละลายกบัโมเลกุลของนํÊ าเกิดเป็นเจล เรียก เจลาทิไนเซชนั ความหนืดจะ
สูงขึÊน ในขัÊนตอนถดัไปจึงตอ้งลดความหนืดลงดว้ยการเติมสารช่วยเจือจาง เช่น กรด และเอนไซม ์
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2) การทาํใหใ้ส (Liquefaction) 
กระบวนการลดความหนืดของแป้งสุก คือ ทินนิง และเดกซ์ทรินไนเซชนัของแป้ง

ทีÉผ่านการทาํให้สุก (เจลาทิไนเซชนั) โดยลด pH เป็น 1.5-2 และเพิÉมอุณหภูมิเป็น 140-150°C จะเกิด        
เจลอยา่งสมบูรณ์พร้อมกบัมีการยอ่ยสลายบางส่วน ถา้ในขัÊนตอนนีÊ ใชเ้อนไซมแ์ทนการเพิÉมอุณหภูมิก็จะ
ช่วยเพิÉมปริมาณผลผลิตและคุณภาพของผลิตภณัฑ์ได ้เอนไซมที์Éใชคื้อ แอลฟา-อะไมเลส ผลผลิตส่วน
ใหญ่เป็นมอลโทเดกซ์ทริน เนืÉองจากแอลฟา-อะไมเลสตดัพนัธะไกลโคซิล α-1, 6 ไม่ไดย้งัคงรูปเป็น 
limit dextrin ทีÉมีกลูโคส 2-6 หน่วย ใชเ้ป็นสารเติมเนืÊอ และสารเพิÉมความคงตวัในอาหารได ้

3) การทาํใหห้วาน (Sacccharification) 
กระบวนการนีÊ ใชเ้อนไซม ์2 ชนิด คือเบตา้, แกมมา-อะไมเลส เพืÉอไฮโดรไลซ์

ผลผลิตจากการทาํให้ใสให้เกิดผลผลิตของนํÊ าตาลมอลโทส กลูโคส ขัÊนตอนนีÊ อาจจะตอ้งเสริมด้วย
เอนไซมย์อ่ยสาขาของแป้งเพืÉอยอ่ยสลายพนัธะ α-1, 6 และ α-1, 3 

4) การเปลีÉยนไอโซเมอร์ (lsomerization) 
ใช้เอนไซม์ไอโซเมอเรส (isomerases) เพืÉอเปลีÉยนกลูโคสเป็นฟรุกโทส หรือ

ไซโลสเป็นฟรุกโทสไดเ้ป็นฟรุกโทสไซรัป หรือไอโซกลูโคส ซึÉงเป็นชืÉอเรียกในยโุรป 
  2.1.2.4 การผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสจากจุลินทรีย ์  
   ปราณี อ่านเปรืÉอง (2547) กล่าวว่าการผลิตอะไมเลสเป็นการคา้จากจุลินทรีย ์มีทัÊงเชืÊอรา 
และแบคทีเรีย สาํหรับเชืÊอราไดแ้ก่ Rhizopus sp., A. oryzae A. niger และ A. candidus ส่วนเชืÊอแบคทีเรีย 
ไดแ้ก่ B. subtillus, B. stearothermophilus, B. coagulans, Clostridium sp. และ Ps. saccharophila ในปี 
ค.ศ. 1965 ทีÉสหรัฐอมริกามีการผลิตอะไมเลสเป็นอุตสาหกรรมโดยใชเ้ชืÊอ A. oryzae เรียกชืÉอทางการคา้
ของเอนไซมว์า่ Taka-amylase  
 

2.2 งานวจัิยทีÉเกีÉยวข้อง 
 Chantawannakul et al. (2002) ไดท้าํการศึกษาแยกเชืÊอ Bacillus sp. จาํนวน 38 สายพนัธุ์จากถัÉวเน่า

อาหารหมกัพืÊนบา้นของประเทศไทย พบว่ามี 39 สายพนัธุ์ทีÉระบุไดว้่าเป็น B. subtilis และโปรตีนจาก     
B. subtilis มีกิจกรรมของ protiolytic โดยทดสอบบน skim milk agar เกิดกิจกรรมสูงสุดของ B. subtilis 
ทีÉสายพนัธุ์ 38 (มีพืÊนทีÉเฉลีÉยของ clear zone 480 mm2) ความเป็นกรดด่าง (pH) และอุณหภูมิทีÉเหมาะสม

ของเอนไซมโ์ปรติเอสจาก B. subtilis สายพนัธุ์ทีÉ 38 คือ ความเป็นกรดด่าง 6.5 และ 60°C 
 Amoa-Awua  et al. (2005) ไดท้าํการแยกเชืÊอ B. subtilis จาํนวน 42 เชืÊอ จากถัÉวเหลืองหมกั 

dawadawa สามารถคดัเลือกกิจกรรมของ proteolytic บน skim milk agar, กิจกรรมของ amylolytic บน 
starch agar และสามารถเจริญไดบ้น soybean agar ความเป็นกรดด่าง (pH) ของตวัอยา่งจะเพิÉมขึÊนจาก 
6.37-6.58 ถึง 8.22-8.85 ในระหว่างกระบวนการหมกั ในกระบวนการหมกั พบเชืÊอ Bacillus ไดเ้ท่ากบั 
109 cfu/g จากนัÊนคดัเลือก B. subtilis 24BP2 และ B. subtilis FpdP2 มาใชเ้ป็นเชืÊอเริÉมตน้ในการหมกั ผล
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จากการทดสอบดา้นรสชาติถัÉวเหลืองหมกั dawadawa ทีÉหมกัจาก B. subtilis 24BP2 ไม่มีความแตกต่าง
กบัถัÉวเหลืองหมกัจาก B. subtilis FpdP2 

 Inatsu et al. (2006) ไดอ้ธิบายถึงความหลากหลายของเชืÊอ B. subtilis ทีÉพบในถัÉวเน่าซึÉ งเป็น
ผลิตภณัฑที์Éมีประโยชน์สูง และส่งเสริมสุขภาพ กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส NAT มีแนวโนม้สูงกว่า
สายพนัธ์ทีÉผลิตนตัโต (natto) ผลิตภณัฑท์างการคา้ของญีÉปุ่น พบว่าสายพนัธุ์ B. subtilis เป็นสายพนัธุ์ทีÉ
ผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส อะไมเลส ซึÉงพบไดใ้นถัÉวเน่าอาหารหมกัทางภาคเหนือของประเทศไทย 
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บททีÉ 3 

วธีิการดาํเนินการวจิยั 

 
3.1 วตัถุดิบ 

  3.1.1 ถัÉวเน่า 
    ถัÉวเน่า เป็นอาหารหมกัทางาคเหนือของไทย ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการแยกเชืÊอแบคทีเรีย ไดม้า
จากจงัหวดัแพร่ และเชียงใหม่ จาํนวน 9 ตวัอยา่ง ดงัตารางทีÉ 3.1 เก็บตวัอยา่งถัÉวเน่าในตูเ้ยน็ทีÉอุณหภูมิ 

4°C ก่อนนาํไปทาํการแยกเชืÊอแบคทีเรีย 
 
ตารางทีÉ 3.1 แหล่งทีÉมาและสายพนัธุ์ถัÉวเหลืองทีÉใชใ้นการทาํถัÉวเน่า 

รหัส แหล่งทีÉมา สายพนัธ์ุถัÉวเหลอืง 
1 นางต่วน แมตเมือง ต.ป่าแมต อ.เมือง จ.แพร่ เชียงใหม่ 60 
2 นางกาญจนา เขียวบุตร ต.บา้นถิÉน อ.เมือง จ.แพร่ สจ. 4 
3 นางศรีมูล อภยักาว ีต.บา้นถิÉน อ.เมือง จ.แพร่ ชยันาท 60 
4 นางบวัเตียว อินทรรุจิกร ต.บา้นถิÉน อ.เมือง จ.แพร่ สจ. 4 
5 นางบุหงา แกว้เจริญตระกลู ต.นํÊาชาํ อ.สูงเม่น จ.แพร่ เชียงใหม่ 60 
6 นางนาํ เวียงทอง ต.บา้นปง อ.สูงเม่น จ.แพร่ สจ. 4 
7 นางสุพิน แสนหลวง ต.สูงเม่น อ.สูงเม่น จ.แพร่ สจ. 4 
8 นางสายสมร แกว้เจริญตระกลู ต.บา้นปง อ.สูงเม่น จ.แพร่ เชียงใหม่ 60 
9 ตลาดสารภี อ.สารภี จ.เชียงใหม่ ไม่ทราบสายพนัธุ์ 

 
  3.1.2 แป้ง  
    แป้ง ใชใ้นการตรวจสอบการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลสในการยอ่ยแป้งชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ 
    - แป้งมนัสาํปะหลงั (นิวเกรต, ประเทศไทย) 
    - แป้งขา้วโพด (คนอร์, ประเทศไทย) 
    - แป้งขา้วเจา้ (นิวเกรต, ประเทศไทย) 
 

3.2 สารเคมีและอาหารเลีÊยงเชืÊอ 
 3.2.1 สารเคมี 

 - แอลกอฮอล ์95% 
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 - 3,5-dinitrosalicylic acid [DNS] (Carlo erba, Italy) 
 - Ammonium sulfate [(NH4)2SO4] (Merck kGaA, Germany) 
 - Bradford assay kit (Biorad, USA) 
 - Bovine serum albumin [BSA] (Fluka, Netherlands) 
 - Coomassie brilliant blue G-250 (Carlo erba, Italy) 
 - Glucose (Merck kGaA, Germany) 
 - Iodine [I-] (Merck kGaA, Germany) 
 - Phenol (Merck kGaA, Germany) 
 - Phosphoric acid (Carlo erba, Italy) 
 - Potassium iodide [KI] (Merck kGaA, Germany) 
 - Potassium sodium tartate [KNaC4H4O6.4H2O] (Lab-Scan, Thailand) 
 - Sodium chloride [NaCl] (Carlo erba, Italy) 
 - Sodium hydroxide [NaOH] (Carlo erba, Italy) 
 - Sodium nitrate [NaNO3] (RPE reagente  Puro Erba, USA) 
 - Sodium thiosulfate [Na2S2O5] (Ajax Firechem Pty Ltd, Australia) 
 - Starch (Carlo erba, Italy) 

 3.2.2  อาหารเลีÊยงเชืÊอ 
- Agar (S.P. Science, Thailand) 
- Beef extract (Merck kGaA, Germany) 
- Peptone (Merck kGaA, Germany) 
- Yeast Extract (Hardy Diagnostics, USA) 

 
3.3 ขัÊนตอนและวธีิการทดลอง 
 3.3.1 การแยกเชืÊอแบคทเีรียจากถัÉวเน่า (Chantawannakul et al., 2002) 
   นาํตวัอยา่งของถัÉวเน่า 0.1 กรัม ใส่ในนํÊากลัÉนทีÉปราศจากเชืÊอ 3.0 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนับน

เครืÉองเขยา่ใหค้วามร้อนทีÉอุณหภูมิ 75°C เป็นเวลา 20 นาที นาํส่วนใสทีÉไดจ้ากการตกตะกอน มาทาํการ
เจือจางในนํÊ ากลัÉนปราศจากเชืÊอ ปิเปตตวัอย่างทีÉเจือจาง ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ 

nutrient agar (NA) โดยใชเ้ทคนิค spread plate และบ่มทีÉอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชัÉวโมง สุ่มเลือกเชืÊอ
แบคทีเรียทีÉเจริญและแยกเป็นโคโลนีเดีÉยวๆ และนาํเชืÊอทีÉไดม้าทาํการ streak plate บนอาหาร NA เพืÉอ

แยกเชืÊอบริสุทธิÍ  เกบ็เชืÊอบริสุทธิÍ ทีÉไดเ้ป็น stock culture ในอาหาร NA slant ทีÉอุณหภูมิ 4°C 
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  3.3.2 การคดัเลอืกเชืÊอแบคทเีรียทีÉสามารถผลติเอนไซม์อะไมเลส  

   นาํเชืÊอบริสุทธิÍ ทีÉแยกไดจ้ากขอ้ 3.3.1 มาทาํ point inoculation บนอาหารเลีÊยงเชืÊอ starch agar 

จานละ 4 ตาํแหน่ง บ่มเชืÊอทีÉอุณหภูมิ 30°C  เป็นเวลา 72 ชัÉวโมง เททบัดว้ยสารละลายไอโอดีน (gram’s 
iodine) ลงบนจานเลีÊยงเชืÊอ เป็นเวลา 3 นาที แลว้เทสารละลายไอโอดีนออก ตรวจสอบการเกิดโซนใส
รอบโคโลนีบนอาหาร starch agar จากนัÊนวดัขนาดและเส้นผา่นศูนยก์ลางของเชืÊอการเกิดโซนใสรอบ
โคโลนี คาํนวนค่าอตัราส่วนระหว่างเส้นผา่นศูนยก์ลางโซนใสต่อขนาดโคโลนี (hydrolysis capacity, 
HC) คดัเลือกเชืÊอทีÉมีค่า HC สูง มาทาํการตรวจสอบเชืÊอทีÉสามารถผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสเพืÉอยนืยนัผล 

   การตรวจสอบเชืÊอทีÉสามารถผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสเพืÉอยืนยนัผล ทาํโดยถ่ายเชืÊอทีÉมีค่า HC 
สูงจาก NA slant 1 ลูป ลงในอาหาร nutrient broth (NB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มเชืÊอบน

เครืÉองเขยา่ทีÉ 150 รอบต่อนาที (rpm) อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 24 ชัÉวโมง นาํเชืÊอแบคทีเรียทีÉไดม้าวดัค่า
ดูดกลืนแสง (OD) ทีÉ 600 นาโนเมตร ใหมี้ปริมาณเชืÊอเริÉมตน้เท่ากบั 0.4 จากนัÊนนาํเชืÊอมาเลีÊยงบนอาหาร
ทดสอบ starch agar ดว้ย cork borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 มิลลิเมตร เจาะบน starch agar และหยด

เชืÊอลงในหลุม หลุมละ 10 ไมโครลิตร บ่มทีÉอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 24 ชัÉวโมง เททบัดว้ยสารละลาย
ไอโอดีน (gram’s iodine) ลงบนจานเลีÊยงเชืÊอเป็นเวลา 3 นาที แลว้ เทสารละลายไอโอดีนออก ตรวจสอบ
การเกิดโซนใสรอบโคโลนีบนอาหาร starch agar จากนัÊนวดัขนาดและเส้นผา่นศูนยก์ลางของเชืÊอการเกิด
โซนใสรอบโคโลนี  คาํนวณหาค่า HC  

 
   Hydrolysis capacity (HC)  =  เสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนใสรอบโคโลนี (เซนติเมตร) 

        เสน้ผา่นศูนยก์ลางโคโลนี (เซนติเมตร) 
 

  3.3.3 การทดสอบกจิกรรมของเอนไซม์อะไมเลสและความสามารถในการย่อยแป้ง  
    3.3.3.1 การเตรียมสารสกดัเอนไซมต์รวจสอบกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส 
     นาํเชืÊอทีÉคดัเลือกได ้จากขอ้ 3.3.2 มาเลีÊ ยงในอาหาร NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

บรรจุในฟลาสกข์นาด 125 มิลลิลิตร บนเครืÉองเขยา่ทีÉ 150 รอบต่อนาที (rpm) ทีÉอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 
24 ชัÉวโมง นาํมาปัÉนเหวีÉยงทีÉ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใสทีÉแยกจากการปัÉนเหวีÉยง
เป็นสารสกดัเอนไซม ์(crude enzyme)  
    3.3.3.2 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส (ดดัแปลงจาก Asgher et al., 2007) 
      ปิเปตสารสกดัเอนไซมที์Éเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.3.3.1 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงใน 0.3 
มิลลิลิตรของ 0.1 M Acetate buffer (pH 5) ทีÉมี 0.2% soluble starch ลงในหลอดทดลอง เติม 

dinitrosalicylic reagent (DNS) ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิทีÉ 37°C 
เป็นเวลา 10 นาที นาํไปตม้ในนํÊ าเดือด เป็นเวลา 10 นาที เพืÉอหยดุปฏิกิริยาของเอนไซมอ์ะไมเลส จากนัÊน
วดัค่าดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน (OD) 540 นาโนเมตร โดยหลอดควบคุมใชน้ํÊ ากลัÉนแทนสารสกดั
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เอนไซม ์วิเคราะห์ปริมาณนํÊ าตาลรีดิวส์ทีÉเกิดขึÊน โดยเทียบค่ากลูโคสจากกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ก) 
คาํนวณค่ากิจกรรมเอนไซม ์(unit of enzyme)โดย 1 ยนิูตของเอนไซม ์หมายถึง ปริมาณนํÊ าตาลรีดิวส์ทีÉ
เทียบค่ากบันํÊ าตาลรีดิวส์ทีÉถูกปล่อยออกมา 1 ไมโครโมล (μmol) ในเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะทีÉทาํการ
ทดสอบ 
    3.3.3.3 การวิเคราะห์โปรตีนในสารสกดัเอนไซม ์(Bradford, 1976) 
      ปิเปตสารสกดัเอนไซมที์Éเตรียมไดจ้ากการเลีÊยงเชืÊอแบคทีเรีย ในอาหาร NB ขอ้ 
3.3.3.1 ปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร ลงใน 1 มิลลิลิตรของสารละลาย Bradford ลงในหลอดทดลอง บ่มทีÉ

อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 5 นาที นาํไปวดันาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 595 นาโนเมตร โดย
หลอดควบคุมใชน้ํÊ ากลัÉนแทนสารสกดัเอนไซม ์วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน โดยเทียบค่า BSA จากกราฟ
มาตรฐาน (ภาคผนวก ก) 
    3.3.3.4 การทดสอบความสามารถในการยอ่ยแป้งของเอนไซมอ์ะไมเลส 
     นําสารสกัดเอนไซม์ จากข้อ  3.3.3.1 มาทดสอบความสามารถของเอนไซม ์           
อะไมเลสในการยอ่ยแป้งชนิดต่างๆ โดยใชแ้ป้งมนัสาํปะหลงั แป้งขา้วจา้ว และแป้งขา้วเหนียว เป็นสาร
ตัÊงตน้ ทาํการทดลองเช่นเดียวกบัขอ้ 3.3.3.2 แต่เปลีÉยนจาก soluble starch เป็นแป้งชนิดต่างๆ  
 
  3.3.4 ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและจําแนกสายพนัธ์ุของเชืÊอ 
    นาํเชืÊอทีÉมีการผลิตเอนไซม์อะไมเลสและความสามารถในการย่อยแป้งต่างๆ ได ้จากขอ้ 
3.3.3 มาศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาดว้ยการยอ้มแกรม และส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ จากนัÊนส่งเชืÊอ
ทีÉแยกไดไ้ปตรวจวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16s rRNA ทีÉบริษทั Macrogen ประเทศเกาหลี เพืÉอ
ระบุสายพนัธุ์ของเชืÊอแบคทีเรียต่อไป 
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บททีÉ 4 
ผลการวจิยั 

 
 4.1 การแยกเชืÊอแบคทเีรียจากถัÉวเน่า 
  ตวัอยา่งถัÉวเน่าทีÉใชเ้ป็นแหล่งของเชืÊอแบคทีเรีย ไดจ้ากจงัหวดัแพร่และเชียงใหม่ จาํนวน 9 ตวัอยา่ง 
จากการศึกษาลกัษณะของถัÉวเน่า พบว่าถัÉวเน่าจาก อ.เมือง จ.แพร่ มีลกัษณะเมด็ใหญ่ สีนํÊ าตาลเขม้ ถัÉวเน่า
จาก อ.สูงเม่น มีลกัษณะเมด็เลก็ สีเหลืองอ่อนและถัÉวเน่าจาก อ.สารภี จ.เชียงใหม่ เป็นถัÉวเน่าทีÉบดและ
ปรุงรสมาแลว้ ทาํการแยกเชืÊอแบคทีเรียทีÉผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสจากถัÉวเน่า โดยนาํถัÉวเน่ามาเขยา่ในนํÊ า

กลัÉนทีÉปราศจากเชืÊอ และใหค้วามร้อนทีÉ 75°C เป็นเวลา 20 นาที เพืÉอทาํใหส้ปอร์ของเชืÊอแบคทีเรียงอก 

จากนัÊนทาํการเลีÊยงเชืÊอบนอาหาร nutrient agar (NA)โดยใชเ้ทคนิค spread plate และบ่มทีÉอุณหภูมิ 37°C 
เป็นเวลา 24 ชัÉวโมง พบว่ามีโคโลนีของเชืÊอแบคทีเรียเจริญบนอาหาร NA ทีÉระดบัความเจือจางต่างๆ สุ่ม
เก็บเชืÊอแบคทีเรียทีÉเจริญและแยกเป็นโตโลนีเดีÉยวจากตวัอยา่งๆ ละ 20 โคโลนี มาทาํใหเ้ป็นเชืÊอบริสุทธิÍ  
โดยใชเ้ทคนิค streak plate ผลการทดลองสามารถแยกและเก็บเชืÊอบริสุทธิÍ ไดท้ัÊงหมด 179 ไอโซเลท โดย
เชืÊอทีÉแยกไดท้ัÊงหมด มีลกัษณะโคโลนีสีขาวขุ่น และทาํการเก็บเชืÊอไวเ้ป็น stock culture บนอาหาร NA ทีÉ

อุณหภูมิ 4°C 
 
 4.2 การคดัเลอืกเชืÊอทีÉผลติเอนไซม์อะไมเลสจากถัÉวเน่า 
  นาํเชืÊอบริสุทธิÍ ทีÉแยกไดจ้ากถัÉวเน่า จาํนวน 179 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการสร้าง
เอนไซมอ์ะไมเลสบนอาหาร starch agar ภายหลงัเททบัดว้ยสารละลายไอโอดีน (gram’s iodine) พบเชืÊอ
จาํนวน 103 ไอโซเลท ทีÉให้ผลในการเกิดโซนใสรอบโคโลนีบนอาหาร แสดงว่าเชืÊอสามารถสร้าง
เอนไซมอ์ะไมเลสทีÉใชย้อ่ยแป้งในอาหาร starch agar ได ้จึงไม่ทาํปฏิกิริยากบัไอโอดีน เกิดโซนใสรอบ
โคโลนีขึÊน จากนัÊนวดัขนาดและเส้นผา่นศูนยก์ลางของเชืÊอการเกิดโซนใสรอบโคโลนี และคาํนวณค่า
อตัราส่วนระหว่างเส้นผา่นศูนยก์ลางโซนใสต่อขนาดโคโลนี (hydrolysis capacity, HC) ดงัตารางทีÉ 4.1 
นาํเชืÊอ 103 ไอโซเลท มาเรียงลาํดบัและทาํการจดัเป็นกลุ่มตามค่า HC สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม โดย
กลุ่มทีÉ 1 (HC มากกว่า 2) มี 11 ไอโซเลท, กลุ่มทีÉ 2 (HC ในช่วง 1.50 – 1.99 ) มี 54 ไอโซเลท และกลุ่มทีÉ 
3 (HC ในช่วง 1.00 – 1.49) มี 38 ไอโซเลท ตามลาํดบั (ตารางทีÉ 4.3) จากผลการทดลองพบเชืÊอทีÉมีค่า HC 
มากกว่า 2 จาํนวน 11 ไอโซเลท คือ 1-16, 5-4, 5-6, 5-7, 5-20, 6-6, 7-1, 7-3, 7-13, 7-14 และ 9-11 ตามลาํดบั 
นาํเชืÊอเหล่านีÊมาทาํทดสอบกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสเพืÉอยนืยนัผลต่อไป 
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ตารางทีÉ 4.2 การจดักลุ่มตามค่า hydrolysis capacity (HC) ของเชืÊอทีÉพบการเกิดโซนใสรอบโคโลนีบน
อาหาร starch agar ทีÉทดสอบดว้ยสารละลายไอโอดีน จาํนวน 103 ไอโซเลท 

กลุ่ม ค่า HC ไอโซเลท รวม (ไอโซเลท) 
1 มากกวา่ 2 1-16, 5-4, 5-6, 5-7, 5-20, 6-6, 7-1, 7-3, 7-13, 7-14, 

9-11 
11 

2 1.50-1.99 1-1, 1-2, 1-5, 1-15, 1-18, 2-3, 2-6, 2-17, 3-8, 3-9, 
3-10, 3-11, 3-12, 3-18, 4-4, 4-5, 4-8, 4-14, 4-17,   
5-5, 5-8, 5-11, 5-12, 5-13, 5-14, 5-15, 5-16, 5-17, 
6-1, 6-5, 6-11, 6-13, 6-16, 6-18, 6-20, 7-2, 7-4,   
7-6, 7-7, 7-8, 7-11, 7-15, 7-16, 7-18, 8-3, 9-4, 9-5, 
9-6, 9-7, 9-10, 9-12, 9-16, 9-17 

54 

3 1.00-1.44 1-6, 1-8, 1-12, 2-5, 2-11, 2-14, 2-15, 2-16, 2-18,   
3-5, 3-19, 4-1, 4-10, 5-1, 5-2, 5-3, 5-10, 5-19, 7-9, 
7-21, 8-1, 8-2, 8-5, 8-6, 8-7, 8-9, 8-10, 8-11, 8-15, 
8-16, 8-19, 9-3, 9-8, 9-9, 9-13, 9-14, 9-15 

38 

 
  จากการทดสอบเบืÊองตน้ไดเ้ชืÊอทีÉมีค่า HC สูงสุด จาํนวน 11 ไอโซเลต นาํมาทดสอบกิจกรรมของ
เอนไซมอ์ะไมเลสเพืÉอยืนยนัผล โดยควบคุมปริมาณเชืÊอเริÉมตน้ทีÉ OD 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.4  และ
ทดสอบการย่อยแป้งของเชืÊอบนอาหาร starch agar ดว้ย cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 

มิลลิเมตร และหยดเชืÊอลงในหลุม หลุมละ 10 ไมโครลิตร บ่มทีÉอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 24 ชัÉวโมง  
หลงัจากการททบัดว้ยสารละลายไอโอดีน พบการสร้างโซนใสรอบโคโลนีของเชืÊอทุกไอโซเลททีÉทาํการ
ทดสอบ ดงัภาพทีÉ 4.1 ทาํการวดัเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีและเส้นผา่นศูนยก์ลางโซนใส เพืÉอคาํนวณหา
ค่า HC พบวา่มีค่า HC อยูใ่นช่วง 1.19-1.58 ดงัตารางทีÉ 4.3 
  ผลการทดลองพบว่า เมืÉอนาํเชืÊอมาทดสอบความสามารถในการย่อยแป้งบนอาหาร starch agar  
เพืÉอยนืยนัผล ค่า HC ทีÉไดมี้นอ้ยกวา่การคดัเลือกเชืÊอเบืÊองตน้ เป็นผลมาจากการควบคุมปริมาณเชืÊอเริÉมตน้
ทีÉใชใ้นการทดสอบ และระยะเวลาทีÉใชใ้นการทาํบ่มเชืÊอลดลง ทาํใหค้่า HC คลดลงตามไปดว้ย  ซึÉงค่า HC 
ทีÉไดนี้Ê  สามารถนาํไปเปรียบเทียบ เพืÉอคดัเลือกเชืÊอทีÉมีความเหมาะสมในการยอ่ยแป้งต่อไป 
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ภาพทีÉ 4.1 ลกัษณะการเกิดโซนใสรอบโคโลนีของเชืÊอบนอาหาร starch agar ทีÉทดสอบดว้ย       

สารละลายไอโอดีน 
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ตารางทีÉ 4.3 ค่า hydrolysis capacity (HC) ของเชืÊอ จาํนวน 11 ไอโซเลท บนอาหาร starch agar 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรทีÉแตกต่างกนัหมายถึง ค่ามีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 Hydrolysis capacity  (HC) =  เสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนใสรอบโคโลนี (เซนติเมตร) 

             เสน้ผา่นศูนยก์ลางโคโลนี (เซนติเมตร) 
 
 4.3 การศึกษากจิกรรมของเอนไซม์อะไมเลสและความสามารถในการย่อยแป้งของเชืÊอทีÉแยกได้ 
  4.3.1 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส 
    เลีÊยงเชืÊอทีÉคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 4.2 จาํนวน 11 ไอโซเลท ในอาหาร NB ทาํการเตรียมสารสกดั
เอนไซม ์และทดสอบความสามารถในการยอ่ยแป้ง (soluble starch) ดว้ยการวดัปริมาณนํÊ าตาลรีดิวซ์ และ
หาปริมาณโปรตีน พบว่าค่าการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลส (enzyme activity) อยู่ในช่วง 1.95-3.61 
U/ml และให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์(specific activity) ในช่วง 93.74-399.10 U/mg ตามลาํดบั เมืÉอ
เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส พบว่าไอโซเลททีÉ 5-20, 5-4  และ 6-6 ให้ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม ์399.10,  318.80 และ 346.20 U/mg  ซึÉงสูงกวา่ไอโซเลทอืÉนๆ ดงัตารางทีÉ 4.4 
  4.3.2 ความสามารถในการยอ่ยแป้งของเอนไซมอ์ะไมเลส 
    นาํสารสกดัเอนไซมจ์ากเชืÊอ จาํนวน 11 ไอโซเลท  มาทดสอบการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงั 
แป้งขา้วโพด และแป้งขา้วจา้ว แทนการยอ่ย soluble starch ดว้ยการวดัปริมาณนํÊ าตาลรีดิวซ์ และหา
ปริมาณโปรตีน พบวา่ไอโซเลททีÉแยกไดทุ้กชนิดมีความสามารถในการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงั แป้ง  
  

ไอโซเลท 
ค่าเฉลีÉยเส้นผ่านศูนย์กลางโซนใส

รอบโคโลนี (เซนตเิมตร) 
ค่าเฉลีÉยเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี 

(เซนตเิมตร) 
ค่า HC 

1-16 1.19±0.05 0.86±0.04 1.38±0.12 bc 
5-4 1.31±0.09 0.98±0.00 1.34±0.10 bcd 
5-6 1.17±0.04 0.95±0.01 1.23±0.03 bcd 
5-7 1.55±0.24 0.98±0.09 1.58±0.14 a 
5-20 1.27±0.08 0.91±0.07 1.40±0.09 ab 
6-6 1.29±0.06 1.04±0.05 1.23±0.11 bcde 

7-1 1.24±0.10 0.95±0.06 1.30±0.03 bcd 

7-3 1.29±0.04 1.06±0.12 1.21±0.13 bcde 
7-13 1.14±0.13 0.94±0.08 1.21±0.04 cde 
7-14 1.24±0.13 0.91±0.06 1.35±0.15 bcd 
9-11 1.23±0.13 1.04±0.06 1.19±0.06 de 
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ตารางทีÉ 4.4  กิจกรรรมเอนไซมอ์ะไมเลสของเชืÊอแต่ละไอโซเลท 

ไอโซเลท Enzyme activity 
(U/ml) 

Specific activity  
(U/mg protein) 

1-16 2.45 133.35 
5-4 3.61 318.80 
5-6 1.95 151.19 
5-7 2.20 189.97 
5-20 3.01 399.10 
6-6 3.12 346.20 
7-1 2.22 272.40 
7-3 2.68 117.51 
7-13 2.62 105.03 
7-14 1.98 93.74 
9-11 2.84 111.37 

 
 
ขา้วโพด และแป้งขา้วจา้วได ้โดยแป้งมนัสาํปะหลงั พบว่าไอโซเลท 5-20 มีค่ากิจกรรมของย่อยแป้ง
สูงสุด เท่ากบั 181.49 U/mg รองลงมาคือ ไอโซเลท 7-1 และ 6-6 มีค่ากิจกรรมของยอ่ยแป้ง 166.89 และ  
154.08  U/mg การยอ่ยแป้งขา้วโพดพบว่าไอโซเลท 5-20 มีค่ากิจกรรมของยอ่ยแป้งสูงสุด เท่ากบั 209.57 
U/mg รองลงมาคือ ไอโซเลท 6-6 และ 7-1 มีค่ากิจกรรมของย่อยแป้ง 185.82 และ 178.24 U/mg 
ตามลาํดบั ส่วนการยอ่ยแป้งขา้วเจา้ พบว่าไอโซเลท 5-7 มีค่ากิจกรรมของยอ่ยแป้งขา้วเจา้สูงสุด เท่ากบั 
197.99 U/mg  รองลงมาคือ ไอโซเลท 6-6 และ 5-20 มีค่ากิจกรรมของยอ่ยแป้ง 174.17 และ  169.40 
U/mg ตามลาํดบั ดงัตารางทีÉ 4.5 แสดงให้เห็นว่าเชืÊอทีÉแยกไดมี้ความสามารถในการยอ่ยแป้งไดทุ้กชนิด 
แตกต่างกนั อาจเนืÉองมาจากชนิดและสายพนัธุ์ของเชืÊอแตกต่างกนั และสัดส่วนของอะไมโลสและอะ
ไมโลเพคตินในแป้งมีผลต่อการยอ่ยของเอนไซมอ์ะไมเลส  
    จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่า ไอโซเลท 5-20, 6-6 และ 7-1 พบมีค่ากิจกรรมของยอ่ย
แป้ง soluble starch แป้งมนัสาํปะหลงั แป้งขา้วโพด และแป้งขา้วจา้วไดสู้งสุดในอนัดบัตน้ๆ  ดงันัÊนจึง
น่าสนใจนาํไปจาํแนกและระบุสายพนัธุ์ของเชืÊอแบคทีเรียต่อไป  
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ตารางทีÉ 4.5 กิจกรรมเอนไซมอ์ะไมเลสจากการยอ่ยแป้งต่างๆ ของเชืÊอแต่ละไอโซเลท 

ไอโซเลท แป้งมนัสําปะหลงั แป้งข้าวโพด แป้งข้าวจ้าว 

Enzyme 
activity 
(U/ml) 

Specific 
activity 
(U/mg 

protein) 

Enzyme 
activity 
(U/ml) 

Specific 
activity 
(U/mg 

protein) 

Enzyme 
activity 
(U/ml) 

Specific 
activity 
(U/mg 

protein) 
1-16 1.33 72.69 1.44 78.64 1.36 73.77 
5-4 1.34 118.95 1.91 170.93 1.57 139.21 
5-6 1.34 105.86 1.33 104.49 1.37 107.83 
5-7 1.36 115.83 1.40 120.64 1.38 197.99 
5-20 1.35 181.49 1.58 209.57 1.51 169.40 
6-6 1.39 154.08 1.67 185.82 1.53 174.17 
7-1 1.37 166.89 1.46 178.24 1.43 59.81 
7-3 1.35 59.36 1.42 62.58 1.36 57.98 
7-13 1.34 53.65 1.52 61.13 1.45 63.96 
7-14 1.32 62.37 1.39 65.47 1.36 58.77 
9-11 1.40 55.38 1.64 64.29 1.50 68.01 

 
 

4.3.4 ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและจําแนกสายพนัธ์ุของเชืÊอแบคทเีรีย 
   นาํไอโซเลท 5-20, 6-6 และ 7-1 มาศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาดว้ยการยอ้มแกรม และส่อง
ดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ พบว่าทุกไอโซเลท มีลกัษณะเซลลเ์ป็นรูปท่อน ติดสีแกรมบวก เมืÉอวิเคราะห์หา
ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16s rRNA ดงัตารางทีÉ 4.6 สามารถจาํแนกระบุสายพนัธุ์แบคทีเรียโดยการ
วิเคราะห์ค่าเปอร์เซ็นตค์วามเหมือน (% Identities) ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยีน 16s rDNA พบว่า       
ไอโซเลท 5-20, 6-6 และ 7-1 มีความเหมือนกบัเชืÊอ Bacillus cereus,  Bacillus anthracis str. H9401 และ 
Bacillus cereus strain ch2 มีค่าเปอร์เซนตค์วามเหมือน 99% ตามลาํดบั ซึÉ งเชืÊอในสกุล Bacillus  มกัพบ
ไดท้ัÉวไปในธญัพืช และผลิตภณัฑ ์(สุมาลี เหลืองสกุล, 2539) Inatsu et al. (2006)  รายงานว่าไดแ้ยกเชืÊอ 
B. subtilis จากถัÉวเน่าอาหารหมกั ทีÉสามารถผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส อะไมเลสได ้และ Amoa-Awua  et al. 
(2005) ไดท้าํการแยกเชืÊอ B. subtilis จาํนวน 42 ไอโซเลท จากถัÉวเหลืองหมกั dawadawa ทีÉพบมีกิจกรรม
ของเอนไซมอ์ะไมเลสบน starch agar  
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ตารางทีÉ 4.6 การวิเคราะห์ความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16s rRNA โดยเปรียบเทียบกบั
ฐานขอ้มูล 
ไอโซเลท ลกัษณะของ

รูปร่างของ
เซลล์ 

รายละเอยีดของยนี หมายเลขยนี ค่าความ
เหมือน 

(Identities) 
5-20 รูปท่อน ติดสี

แกรมบวก 
Bacillus sp. 313SI 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
Bacillus sp. 311SI 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
Bacillus cereus 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 

JQ734551.1 
 

JQ734549.1 
 

JQ518346.1 

99% 
 

99% 
 

99% 

6-6 รูปท่อน ติดสี
แกรมบวก 

Uncultured bacterium clone SN231 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
Bacillus anthracis str. H9401, complete 
genome 
Bacillus anthracis strain FCC158  16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 

JQ825117.1 
 

CP002091.1 
 

F772102.1 

99% 
 

99% 
 

99% 

7-1 รูปท่อน ติดสี
แกรมบวก 

Bacterium Te27R 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
Bacillus cereus strain ch2 16S ribosomal 
RNA gene, partial 
sequence Bacillus cereus partial 16S 
rRNA gene, strain TMW 2.383 

AY587813.1 
 

DQ122123.1 
 

AJ809498.1 

99% 
 

99% 
 

99% 

 
   จากการวิเคราะห์สายพนัธุ์ของเชืÊอโดยอาศยัยีน 16s rRNA พบว่าเป็นเชืÊอ B. cereus และ           
B. anthracis มีรายงานวา่ B. cereus เป็นเชืÊอจุลินทรียก่์อโรคอาหารเป็นพิษ หากนาํเชืÊอนีÊมาใชใ้นการผลิต
เอนไซมอ์าจเป็นอนัตรายได ้ดงันัÊนการนาํเชืÊอเหล่านีÊ ไปใชป้ระโยชน์อาจใชก้ารโคลนยีนอะไมเลสจาก
เชืÊอ และศึกษาการแสดงออกของยนีในยสีต ์เพืÉอใหย้สีตส์ามารถยอ่ยแป้งได ้และยสีตส์ามารถนาํไปใชใ้น
การผลิตเอทานอลต่อไป 
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บททีÉ 5 
สรุปผลการวจิยัและข้อเสนอแนะ 

 
 5.1  สรุปผลการวจัิย 
  5.1.1 จากการแยกเชืÊอแบคทีเรียจากถัÉวเน่าทัÊงหมด 9 ตวัอยา่งทีÉไดจ้าก อ.เมือง และ อ.สูงเม่น 
จงัหวดัแพร่ และอ.สารภี จงัหวดัเชียงใหม่ บนอาหาร starch agar พบวา่มีเชืÊอทัÊงหมด 103 ไอโซเลททีÉ
สามารถในการยอ่ยแป้งได ้คดัเลือกเชืÊอทีÉเกิดโซนใสสูงสุด จาํนวน 11 ไอโซเลท คือไอโซเลท 1-16, 5-4, 
5-6, 5-7, 5-20, 6-6, 7-1, 7-3, 7-13, 7-14 และ 9-11 ตามลาํดบั จากนัÊนนาํมาหาค่า hydrolysis capacity 
(HC) ของเชืÊอบนอาหาร starch agar พบวา่มีค่า HC อยูใ่นช่วง 1.19-1.58 
  5.1.2 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสของ 11 ไอโซเลท พบว่าค่าการทาํงานของ
เอนไซมอ์ะไมเลส (enzyme activity) อยู่ในช่วง 1.95-3.61 U/ml และให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ 
(specific activity) ในช่วง 93.74-399.10 U/mg  จากนัÊนทดสอบการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงั แป้งขา้วโพด 
และแป้งขา้วจา้ว แทนการยอ่ย soluble starch  พบว่าไอโซเลท 5-20 มีค่ากิจกรรมของยอ่ยแป้งสูงสุด 
เท่ากบั 181.49 U/mg รองลงมาคือ ไอโซเลท 7-1 และ 6-6 มีค่ากิจกรรมของยอ่ยแป้ง 166.89 และ  154.08  
U/mg การยอ่ยแป้งขา้วโพดพบว่าไอโซเลท 5-20 มีค่ากิจกรรมของยอ่ยแป้งสูงสุด เท่ากบั 209.57 U/mg 
รองลงมาคือ ไอโซเลท 6-6 และ 7-1 มีค่ากิจกรรมของยอ่ยแป้ง 185.82 และ 178.24 U/mg ตามลาํดบั ส่วน
การยอ่ยแป้งขา้วเจา้ พบว่าไอโซเลท 5-7 มีค่ากิจกรรมของยอ่ยแป้งขา้วเจา้สูงสุด เท่ากบั 197.99 U/mg  
รองลงมาคือ ไอโซเลท 6-6 และ 5-20 มีค่ากิจกรรมของยอ่ยแป้ง 174.17 และ  169.40 U/mg ตามลาํดบั 
และเชืÊอทีÉแยกไดมี้ความสามารถในการยอ่ยแป้งไดทุ้กชนิดไดแ้ตกต่างกนั 
  5.1.3 ลกัษณะทางสญัฐานวิทยาของไอโซเลท 5-20, 6-6 และ 7-1 พบว่า มีลกัษณะเป็นท่อนต่อกนั
เป็นสายและติดสีแกรมบวก จากการวิเคราะห์สายพนัธุ์ของเชืÊอโดยอาศยัยีน 16s rRNA พบว่าเป็นเชืÊอ 
Bacillus cereus และ B. anthracis  และ B cereus ตามลาํดบั 
 
 5.1.2 ข้อเสนอแนะ 
   เชืÊอทีÉแยกได ้พบในสกุล Bacillus ซึÉ ง B. cereus เป็นเชืÊอจุลินทรียก่์อโรคอาหารเป็นพิษ  หาก
นาํมาผลิตเอนไซม์อาจเป็นอนัตรายได  ้ดังนัÊนอาจใช้การโคลนยีนอะไมเลสจากเชืÊอนีÊ  และศึกษาการ
แสดงออกของยนีในยสีต ์เพืÉอใหย้สีตส์ามารถยอ่ยแป้งไดแ้ละใชใ้นการผลิตเอทานอลต่อไป 
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ภาคผนวก  ก 
การตรวจวเิตราะห์ 

 
 1. การเตรียมสารเคมีและอาหารเลีÊยงเชืÊอ 
 
 1.1 Nutrient agar  

- Beef extract    3 กรัม 
- Peptone     5 กรัม 
- Agar     15 กรัม 
- นํÊากลัÉน     1000  มิลลิลิตร 
วธีิการเตรียม Nutreint  agar (NA) 
 1. ชัÉงสารดงันีÊ  beef extract 3 กรัม  peptone 5 กรัม และ agar 15 กรัม 
 2. ผสมให้เขา้กัน นาํไปละลายโดยให้ความร้อน ปรับปริมาตร ให้เป็น 1000 มิลลิลิตร 

จากนัÊนนาํไปฆ่าเชืÊอในหมอ้นึÉงความดนัทีÉอุณหภูมิ 121°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิÊว 30 นาที 
 
 1.2 Nutrient broth (NB) 

- Beef extract    3 กรัม 
- Peptone     5 กรัม 
- นํÊากลัÉน     1000  มิลลิลิตร 
วธีิการเตรียม Nutreint  agar (NB) 
 1. ชัÉงสารดงันีÊ  beef extract 3 กรัม และ peptone 5 กรัม  
 2. ผสมให้เขา้กัน นาํไปละลายโดยให้ความร้อน ปรับปริมาตร ให้เป็น 1000 มิลลิลิตร 

จากนัÊนนาํไปฆ่าเชืÊอในหมอ้นึÉงความดนัทีÉอุณหภูมิ 121°C ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิÊว 30 นาที 
 
 1.3 Starch agar 

- Beef extract    3 กรัม 
- Peptone     5 กรัม 
- Agar     15 กรัม 
- Starch     23 กรัม 
- นํÊากลัÉน     1000  มิลลิลิตร  
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วธีิเตรียม starch agar 
 1. เตรียม NA 23 กรัม เติมนํÊากลัÉน 500 มิลลิลิตร ละลายใหเ้ขา้กนั 
 2. ชัÉง Starch 10 กรัม นาํไปละลายโดยใหค้วามร้อนและปรับปริมาตรดว้ยนํÊากลัÉนใหเ้ป็น             

1000 มิลลิลิตร 

 3. จากนัÊนนาํไปฆ่าเชืÊอในหมอ้นึÉงความดนัทีÉอุณหภูมิ 121°C ความดนั 15 ปอนดต่์อ
ตารางนิÊว 30 นาที 

 
 1.4 Iodine solution (Lugol’s for Gram staining) 

- Iodine      1  กรัม 
-  Potassium iodide (KI)    2  กรัม 
-  นํÊากลัÉน      300  มิลลิลิตร 
วธีิเตรียม Iodine solution 
 1. ผสมสาระลายทัÊงสองชนิดแลว้ค่อยๆเติมนํÊาทีละนอ้ยจนกระทัÉง iodine ละลายหมด 
 2. เติมนํÊากลัÉนใหมี้ปริมาตรครบ 300 มิลลิลิตร 

 
 1.5 Acetate buffer (pH 5) 

- 0.1 M acetic acid    357 มิลลิลิตร 
- 0.1 M sodium acetate   643 มิลลิลิตร 
วธีิการเตรียม Acetate buffer  
 1. เตรียม 0.1 M sodium acetate โดยชัÉง sodium acetate 6 กรัม ละลายลงในนํÊ ากลัÉน 1000 

มิลลิลิตร 
 2. เตรียม 0.1 M acetic acid โดยชัÉง acetic acid 13.6 กรัม ละลายลงในนํÊ ากลัÉน 1000 

มิลลิลิตร 
 3. ตวง acetic acid ปริมาตร 357 มิลลิลิตร และ sodium acetate ปริมาตร 643 มิลลิลิตร  
 4. ทาํการผสมสารละลายทัÊงสองให้เขา้กนั และปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตรดว้ย      

นํÊากลัÉน 
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2. การตรวจวเิคราะห์ทางเคมี 
 
 2.1 การวเิคราะห์นํÊาตาลรีดิวซ์โดยวธีิ   DNS (dinitrosalicylic  method) 

สารเคมี 
- 3,5-dinitrosalicylic acid   10.6 กรัม 
- NaOH     19.8 กรัม 
- Potassium sodium tartate  306 กรัม 
- Na2S2O5    8.3 กรัม 
- Phenol     7.6 กรัม 
- นํÊากลัÉน    2000 มิลลิลิตร 
การเตรียมสารเคมี DNS reagent 
 1. ชัÉงสารดงันีÊ  Na2S2O5 8.3 กรัม, NaOH 19.8, กรัม Potassium sodium tartate 306 กรัม,                 

3,5-dinitrosalicylic acid 10.6 กรัม และ Phenol 7.6 กรัม  
 2. ละลายสารลงในนํÊาอุ่น 
วธีิวเิคราะห์ 

1. การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
              เตรียมสารละลายกลูโคส (5.0 ไมโครโมล/มิลลิลิตร) ปิเปต 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ1.0 

มิลลิลิตร เติมนํÊ ากลัÉนโดยใหป้ริมาตรในแต่ละหลอดเป็น 1 มิลลิลิตร จากนัÊนเติม DNS reagent หลอดละ 
1 มิลลิลิตร   แช่หลอดทดลองนํÊ าเดือดนาน 10 นาที แลว้นาํมาแช่ในนํÊ าเยน็ทนัที เมืÉอถึงอุณหภูมิห้องแลว้
ใหเ้ติมนํÊากลัÉนลงไป หลอดละ 10 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั จากนัÊนนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาว
คลืÉน 540 นาโนเมตร โดยหลอดเปรียบเทียบ (blank) ใช้นํÊ ากลัÉนแทนสารละลายกลูโคสเขียนกราฟ
ระหวา่งค่าทีÉอ่านไดก้บัปริมาณกลูโคสในแต่ละหลอด 

2. การวเิคราะห์ตัวอย่าง 
  ปิเปตตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดเติม DNS reagent  1 มิลลิลิตร แช่หลอดทดลองใน

นํÊ าเดือดนาน 10 นาที แลว้นาํมาแช่ในนํÊ าเยน็ทนัที เมืÉอถึงอุณหภูมิหอ้งแลว้ให้เติมนํÊ ากลัÉนลงไปหลอดละ 
10 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั จากนัÊนนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 540 นาโนเมตร 
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ตารางภาคผนวกทีÉ ก1 ค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 540 นาโนเมตร กบัสารละลายกลูโคสทีÉความเขม้ขน้ต่างๆ 

 
 

 
 

ภาพภาคผนวกทีÉ ก1 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ดูดกลืนแสงทีÉ 540 นาโนเมตร กบัปริมาณ
กลูโคส 
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เฉลีÉย 

1 2 3 

0 0 0 0 0 
0.2 0.062 0.053 0.058 0.057 

0.4 0.154 0.142 0.155 0.150 

0.6 0.24 0.244 0.253 0.245 

0.8 0.354 0.368 0.355 0.359 

1 0.459 0.418 0.444 0.440 
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 2.2 การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยวธีิของ Bradford 
  สารเคมี 

- Bovine serum albumin (BSA)  
การเตรียมสารเคมี DNS reagent 

ชัÉง BSA 10 มิลลิกรัม ละลายในนํÊ ากลัÉน ปรับปริมาตรให้ได ้10 มิลลิตร จะได ้BSA                            
1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
วธีิวเิคราะห์ 

1. การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
เตรียมสารละลาย BSA 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จากนัÊนปิเปตสาร 

BSA ทีÉระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 0.02 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Bradford หลอดละ 1 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลอง เขยา่ให้เขา้กนั จากนัÊนนาํไปวดันาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 595 นาโนเมตร 
โดยหลอดควบคุมใชน้ํÊ ากลัÉนแทนสารละลาย BSA เขียนกราฟระหว่างค่าทีÉอ่านไดก้บัปริมาณโปรตีนใน
แต่ละหลอด 

2. การวเิคราะห์ตัวอย่าง 
 ปิเปตสารสกดัเอนไซมที์Éเตรียมไดจ้ากการเลีÊยงเชืÊอแบคทีเรียในอาหาร NB ปริมาตร 

0.02 มิลลิลิตร ลงใน 1 มิลลิลิตรของสารละลาย Bradford ลงในหลอดทดลอง บ่มทีÉอุณหภูมิ 30°C        
เป็นเวลา 5 นาที จากนัÊนนาํไปวดันาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 595 นาโนเมตร โดยหลอด
ควบคุมใชน้ํÊ ากลัÉนแทนสารสกดัเอนไซม ์วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน โดยเทียบค่า BSA จากกราฟมาตรฐาน  
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ตารางภาคผนวกทีÉ ก2 ค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 595 นาโนเมตร กบัปริมาณโปรตีนทีÉความเขม้ขน้ต่างๆ 

 
 

 
 

ภาพภาคผนวกทีÉ ก2 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ดูดกลืนแสงทีÉ 595 กบั ปริมาณโปรตีน (mg/ml) 
 
  

y = 1.104x + 0.013
R² = 0.990
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BSA 
 (mg/ml) 

ค่าดูดกลนืแสงทีÉความยาวคลืÉน 
595 นาโนเมตร 

เฉลีÉย 

1 2 3 

0 0 0 0 0 
0.2 0.279 0.290 0.289 0.286 

0.4 0.435 0.428 0.427 0.430 

0.6 0.681 0.675 0.66 0.672 

0.8 0.85 0.845 0.843 0.846 

1 1.159 1.168 1.162 1.163 
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3. การตรวจวเิคราะห์ทางจุลชีววทิยา 
 

3.1 การย้อมสีแบบแกรม  (Gram’s stain) (นภา โล่ห์ทอง, 2525) 
1. ทาํเครืÉองหมายวงกลมบริเวณทีÉจะสเมียร์หลงัสไลด ์
2. ใชล้วดเขีÉยเชืÊอแตะนํÊา 1-2 ลูป ลงบนสไลด ์
3. จุ่มเชืÊอ 2-3 ลูปจากอาหารเหลว แตะลงบนสไลด ์
4. เขีÉยเชืÊอเพียงเล็กน้อย แตะลงบนหยดนํÊ า แลว้แผ่กระจายเชืÊอให้ทัÉวในหยดนํÊ าบริเวณทีÉทาํ
เครืÉองหมาย 
5. ทิÊงใหร้อยสเมียร์แหง้เอง แลว้จึงทาํการฟิกซ์รอยสเมียร์ โดยการลนผา่นเปลวไฟอ่อนๆ 2-3 ครัÊ ง  
6. หยดสี crytal violet ลงบนรอยสเมียร์ใหท่้วม ทิÊงไวน้าน 1 นาที และลา้งสีออกดว้ยนํÊาทีÉไหลเบาๆ 
7. หยด iodine ของแกรมใหท่้วม รอยสเมียร์ 
8. ลา้ง iodine ออกดว้ยแอลกอฮอล ์15 วินาที และลา้งออกดว้ยนํÊาทีÉไหลเบาๆ 
9. ยอ้มทบัสีดว้ย safranin นาน 1 นาที และลา้งสีออกดว้ยนํÊาทีÉไหลเบาๆแลว้ซบัใหแ้หง้ 
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ภาคผนวก  ข 
สรุปค่าใช้จ่ายการดาํเนินโครงการวจิยั 
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ประวตันัิกวจิยั  
 

ประวตัิส่วนตวั 
ชืÉอ-สกลุ ดร. อพชัชา จินดาประเสริฐ 

เพศ � ชาย √  หญิง    

สถานภาพ  � โสด  √  สมรส 
ตาํแหน่งปัจจุบนั  
  ผูช่้วยศาสตราจารย ์ สาขาวิชาเทคโนโลยกีารหมกั คณะอุตสาหกรรมเกษตร  
 สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั  
 ถนนฉลองกรุง เขตลาดกระบงั กรุงเทพฯ 10520  

ประวตัิการศึกษา 

ชืÉอปริญญา สาขา สถาบันทีÉจบ ปีทีÉจบ 
วิทยาศาสตรดุษฎีบณัฑิต เภสชัเคมีและผลิตภณัฑ์

ธรรมชาติ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 2551 

วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต เทคโนโลยทีางชีวภาพ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 2537 
วิทยาศาสตรบณัฑิต เทคโนโลยชีีวภาพ มหาวิทยาลยัขอนแก่น 2534 
สาขาวิจยัทีÉมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) 

- เทคโนโลยชีีวภาพผลิตภณัฑธ์รรมชาติ 
- จุลชีววิทยาและความปลอดภยัทางอาหาร 
- การประยกุตใ์ชเ้ทคนิคพีซีอาร์ในการตรวจสอบเชืÊอจุลินทรียใ์นอาหาร  

ทุนวจัิยทีÉเคยได้รับ : ในช่วง 5 ปีทีÉผา่นมา  

เริÉมปี
พ.ศ. 

เสร็จปี
พ.ศ. 

ชืÉอผลงาน/โครงการ  
(สถานภาพในการทาํการวิจัย) 

แหล่งทุน 

2555 2556 การคดัเลือกแบคทีเรียจากถัÉวเน่าทีÉผลิต
เอนไซมอ์ะไมเลสเพืÉอใชเ้ป็นกลา้เชืÊอในการ
ยอ่ยแป้ง (หวัหนา้โครงการวิจยั)  

งบประมาณเงินรายได ้ 
คณะอุตสาหกรรมเกษตร สจล. 

2555 2556 การตรวจและการจาํแนกเชืÊอ Salmonella 
Enteritidis, S. Anatum, S. Derby และ  
S. Ratchaburi ในระดบัซีโรวาร์ทีÉพบในอาหาร 
โดยใชว้ิธีพีซีอาร์ (หวัหนา้โครงการวิจยั)  

สาํนกังานคณะกรรมการวจิยั
แห่งชาติ 
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เริÉมปี
พ.ศ. 

เสร็จปี
พ.ศ. 

ชืÉอผลงาน/โครงการ  
(สถานภาพในการทาํการวิจัย) 

แหล่งทุน 

2554 2555 ผลของกลา้เชืÊอแบคทีเรียแลคติกต่อการ
ควบคุมการเจริญของเชืÊอซัลโมเนลลา ใน
ระหว่างการหมกัหมํÊา (หวัหนา้โครงการวจิยั) 

งบประมาณเงินรายได ้ 
คณะอุตสาหกรรมเกษตร สจล. 
 

2554 2555 ประสิทธิภาพของนํÊาสม้สายชูกลัÉนในการลด
การปนเปืÊ อนของเชืÊอ Salmonella Ratchaburi 
ในโหระพา  (หวัหนา้โครงการวิจยั) 

งบประมาณเงินรายได ้ 
คณะอุตสาหกรรมเกษตร สจล. 
 

2554 2555 การสาํรวจคุณภาพและความปลอดภยั
ของหมํÊาในจงัหวดัชยัภูมิ (ผูร่้วมวิจยั) 

สาํนกังานกองทุนสนบัสนุน
การวิจยั (สกว.) 

2553 2554 
 

การผลิตสบู่เหลวและสบู่กอ้นผสมสารสกดั
จากแหว้จีน (หวัหนา้โครงการวิจยั) 

งบประมาณเงินรายได ้ 
คณะอุตสาหกรรมเกษตร สจล. 

2552 2553 การวิเคราะห์แบคทีเรียแลคติกในระหวา่งการ
หมกัและเกบ็รักษาไสก้รอกอีสานโดยใช้
เทคนิคพีซีอาร์ (หวัหนา้โครงการวิจยั) 

งบประมาณเงินรายได ้ 
คณะอุตสาหกรรมเกษตร สจล. 

2552 2553 การพฒันาระบบการจดัการและควบคุม
สุขลกัษณะทีÉดีในโรงอาหารของสถาบนั
เทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหาร
ลาดกระบงั (ผูร่้วมวิจยั) 

งบประมาณ  
สถาบนัเทคโนโลยพีระจอม
เกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

2551 2552 การพฒันาวิธีพีซีอาร์ในการตรวจสอบ
แบคทีเรียแลคติกในผลิตภณัฑอ์าหารหมกั
ประเภทเนืÊอของไทย (หวัหนา้โครงการวจิยั) 

งบประมาณเงินรายได ้ 
คณะอุตสาหกรรมเกษตร สจล. 

 
ผลงานวจัิยและการเสนอผลงานวชิาการ 

1. ผลงานตีพิมพใ์นวารสารวิชาการ (จาํแนกระดบัชาติและระดบันานาชาติหรือเทียบเท่า) 
- Jindaprasert, A., Tomanit, S., Swetwiwathana, A. and Chuen-Im Ahmed, S. 2011. Effect of 

probiotic and temperature on survival of Escherichia coli 0157:H7 during storage of probiotic 
set yoghurt. King Mongkuts Agricultural Journal. 29 (3-1): 67-75. (in Thai) 

- Jindaprasert, A., Samappito, S., Springob, K., Schmidt, J., Gulder, T., De-Eknamkul, W., 
Bringman, G. and Kutchan, T.M. 2010. In vitro plants, callus and root cultures of Plumbago 
indica and their biosynthetic potential for plumbagin. King Mongkut’s Agro-Industry Journal. 
2 (1): 53-65. 
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- Rinthong, P., Jindaprasert, A. and De-Eknamkul, W. 2009. Simple Densitometric TLC 
Analysis of Plaunotol for Screening of High-Plaunotol-Containing Plants of Croton 
stellatopilosus Ohba. Journal of Planar Chromatography 22 (1): 55-58. 

- Jindaprasert, A., Springob, K., Schmidt, J., De-Eknamkul, W. and Kutchan, T.M. 2008. 
Pyrone polyketides synthesized by a type III polyketide synthase from Drosophyllum 
lusitanicum. Phytochemistry 69: 3043–3053. 

- Springob, K., Samappito, S., Jindaprasert, A., Schmidt, J., Page, J.E., De-Eknamkul, W. and 
Kutchan, T.M., 2007. A polyketide synthase of Plumbago indica that catalyzes the formation 
of hexaketide pyrones. FEBS Journal. 274 : 406-417. 

- Jindaprasert, A. 2000. Plaun-Noi: Thai medicinal plant for peptic ulcer treatment. King 
Mongkut’s Agricultural Journal. 18 (3): 69-72. (in Thai) 

- Vongcharoensathit, A. and De-Eknamkul, W. 1998. Rapid TLC-densitometric analysis of 
plaunotol from Croton sublyratus leaves. Planta Medica. 64 (3): 279-280.  

 
2. ผลงานทีÉไดรั้บการนาํเสนอผลงานในทีÉประชุม (จาํแนกระดบัชาติและระดบันานาชาติหรือเทียบเท่า) : 

ในช่วง 5 ปีทีÉผา่นมา 
- Jindaprasert, A., Jirajaroenrat, K. and Swetwiwathana, A. 2012. Microbial community during 

Thai traditional fermented sausage (Isan sausage) fermentation. The 24th Annual Meeting of 
the Thai Society for Biotechnology, November 29-30th, 2012, Sunee Grand Hotel and 
Convention Center, Ubon Ratchatani, Thailand. pp. 549-551. 

- Morklang, M. and Jindaprasert, A.  2012. Effects of distilled vinegar, potassium 
permanganate and sodium bicarbonate on reduction of Salmonella Typhimurium in vitro. The 
Proceeding of 1st KMITL Agro-Industry Conference, September 7th, 2012. The Emerald 
Hotel, Bangkok, Thailand. pp. 89-93 (in Thai). 

- Inwimol, T., Jindaprasert, A. and Swetwiwathana, A.  2012. The study of growth, lactic acid 
and bacteriocin production of Pediococcus pentosaceus M13 in MRS broth. The Proceeding of 
1st KMITL Agro-Industry Conference, September 7th, 2012. The Emerald Hotel, Bangkok, 
Thailand. pp. 467-473 (in Thai).  

- Limsombun, T., Nakrin, C., Banjong, K., Jindaprasert, A. and Swetwiwathana. A. 2012. 
Hygienic situation of mum processing plants in Chaiyaphum province under Thai GMP. 
Proceedings of 50th Kasetsart University Annual Conference: Agro-Industry. January 31st -
February 2nd, 2012, Kasetsart University, Bangkok, Thailand. pp 287-294 (in Thai). 
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- Jindaprasert, A., Jirajaroenrat, K. and Swetwiwathana, A. 2011.  Characterization of lactic 
acid bacteria in Thai traditional fermented sausage during fermentation and storage. The 4th 
International Conference on Fermentation Technology for Value Added Agricultural Products, 
August 29th -31st, 2011, Kosa Hotel, Khon Kaen, Thailand.  Fer1 P9, 7 pages. 

- Booppata, M., Jindaprasert, A.,  Jirajaroenrat, K. and Srikijkasemwat, K. 2011.  Selection of 
cellulose and xylanase producing bacteria from buffalo rumen. The 4th International 
Conference on Fermentation Technology for Value Added Agricultural Products, August 29th -
31st, 2011, Kosa Hotel, Khon Kaen, Thailand.  Fer4 P34, 7 pages. 

- Thaenkudrun, P., Jindaprasert, A. and Jirajaroenrat, K. 2011.  Cloning of a cellulase gene 
from Bacillus sp. and expression in Escherichia coli. The 4th International Conference on 
Fermentation Technology for Value Added Agricultural Products, August 29th -31st, 2011, 
Kosa Hotel, Khon Kaen, Thailand.  Fer4 P15, 6 pages. 

- Siraprapapat, P., Jindaprasert, A. and Jirajaroenrat, K. 2011.  Expression and secretion of 
heterologous alpha-amylase in yeast Kluyveromyces lactis. The 4th International Conference on 
Fermentation Technology for Value Added Agricultural Products, August 29th -31st, 2011, 
Kosa Hotel, Khon Kaen, Thailand.  Fer4 P33, 6 pages. 

- Srichareon, D., Jindaprasert, A., Swetwiwathana, A. and Banjong, K. 2011. Study on mold 
contamination in a pasteurized milk filling process. Burapha University National Conference 
2011, July 6-7th, 2011. Burapha University, Chonburi, Thailand. 10 pages (in Thai). 

- Chantanayingyong, K., Jindaprasert, A., Banjong, K., Swetwiwathana, A. and  Krusong, W. 
2011. Effects of distilled vinegar on Salmonella Bangkok, Salmonella Ratchaburi and 
Salmonella Lamphun reduction in vitro. STDC 2011, June 30th – July  1st, 2011, Faculty of 
Science and Technology, Thammasart University  (Rangsit Campus). pp 248-255 (in Thai). 

- Veerawatanayotin, S., Jindaprasert, A., Pilasombut, K., Sethakul, J. and Swetwiwathana, A. 
2010. Effect of pediocin PA-1, pH and nitrite on Salmonella Anatum and S. Ratchaburi in 
simulated Nham (traditional Thai fermented meat sausage) model broth. Proceeding 56th 
International Congress of Meat Science and Technology (ICOMST 2010), August 15-20th, 
2010, Jeju, Korea. 4 pages.  

- Pawkratok,  N., Jindaprasert, A., Pilasombut, K., Sethakul, J. and Swetwiwathana, A. 2010. 
Effect of bacteriocin-producing Weissella cibaria SI21 and Lactobacillus plantarum RS49 on 
Staphylococcus aureus in Isan sausage (traditional Thai fermented mea-rice sausage) model 



40 
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