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 เอนไซมนารินจิเนสเปนเอนไซมที่ถูกนํามาใชในการลดความขมของน้ําผลไมโดยการกําจัดนารินจิน 
ซึ่งเปนสารประกอบหลักที่ใหความขมในน้ําผลไมตระกูลสม  งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกเชื้อราที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสที่มีแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในปริมาณสูงซึ่งเรง
ปฏิกิริยาไดดีที่พีเอชต่ําแตอุณหภูมิสูง และพัฒนาอาหารเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนส   
ทําการแยกเชื้อราในระดับปฐมภูมิได 348 ไอโซเลทจาก 128 ตัวอยาง ที่เก็บจาก 11 แหลงในประเทศไทยและ
ประเทศจีน โดยใชอาหารคัดเลือกชนิดแข็ง  การตรวจสอบระดับทุติยภูมิโดยวิธีสลายนารินจินแสดงใหเห็นวา
สวนใสจากเชื้อรา 40 ไอโซเลท จาก 348 ไอโซเลท เมื่อเลี้ยงในอาหารชนิด synthetic minimal medium ที่มีนา
รินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร สลายนารินจินไดหมด ภายใน 23-48 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 40องศา
เซลเซียส พีเอช 4.0   การคัดเลือกระดับตติยภูมิอิงผลของการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมนารินจิเนสและอัลฟา-
แรมโนสซิเดสของเอนไซมดิบจาก 40 เช้ือรา ที่พีเอชต่ําและอุณหภูมิสูง  เช้ือรา 4 ไอโซเลทถูกคัดเลือกและถูก
จําแนกชนิดดวยวิธีการวิเคราะหลําดับเบส พบวาเปนเชื้อ Aspergillus  niger   ผลของการตรวจสอบสมบัติ
เบื้องตนของเอนไซมดิบบงช้ีวาแอกทิวิทีของทั้งเอนไซมนารินจิเนสและอัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเอนไซมดิบ
ของเชื้อรา  PTK-BS1.4 และ PTK-BL9.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางาน ที่คาพีเอชเดียวกัน ที่ 4.0  ขณะที่
คาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของทั้ง 2 เอนไซมของ PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 อยุที่ 3.0-4.0 และ 5.0-6.0 
ตามลําดับ  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของทั้ง 2 เอนไซม จาก PTK-BS1.4  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 
อยูที่อุณหภูมิเดียวกัน ที่ 60 องศาเซลเซียส  สําหรับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของ PTK-BL9.1 อยู
ระหวาง 60-70 องศาเซลเซียส  ไดมุงเปาในการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตทั้งเอนไซมนา
รินจิเนสและอัลฟา-แรมโนสซิเดสในอาหารเหลวของเชื้อราทั้ง 4 เช้ือ  อาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตทั้ง
เอนไซมนารินจิเนสและอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก PTK-BS1.4  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 คือ Czapek-Dox 
medium ที่มีนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร เปนตัวเหนี่ยวนําเอนไซม และมีแรมโนสเปนแหลง
คารบอนเสริมในปริมาณที่เหมาะสมคือ 3.75 กรัมตอลิตรสําหรับทั้ง PTK-BS1.4  และ PTK-PS10 และ 5.0 กรัม
ตอลิตรสําหรับ PTK-BL5.1  นอกจากนี้ สามารถใชโซเดียมไนเตรท หรือซอยยาเปปโตน อยางใดอยางหนึ่ง เปน
แหลงไนโตรเจนสําหรับเพาะเลี้ยง PTK-BS1.4  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 ในปริมาณที่เหมาะสมระหวาง 
1.25 ถึง 3.75 กรัมตอลิตร  สําหรับอาหารที่เหมาะสมสําหรับเพาะเลี้ยง PTK-BL9.1 คือ synthetic minimal 
medium ที่มีนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร เปนตัวเหนี่ยวนําเอนไซมและใชเปปโตนแทน
แอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจนในปริมาณที่เหมาะสม 1.25 กรัมตอลิตร 
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 Naringinase is an enzyme used for debittering of fruit juices by removal of  naringin, the main bitter 

component of citrus fruit juices.  This research is aimed to select fungi which was able to produce naringinase 

of high α-rhamnosidase-activity, well catalysing at low pH but high temperature, and optimize the media for 
naringinase production.  Three hundred forty-eight fungal isolates were primarily screened for naringinase 
production from 128 various host samples, collected from 11 sources in Thailand and China, by using 
selective solid medium.  Secondary screening performed by naringin hydrolysis showed that the culture 
filtrates from 40 fungal isolates, out of 348, cultivated in synthetic minimal medium containing 0.1% w/v 
naringin, completely hydrolysed naringin within 23-48 hours at pH 4.0, 40°C.  Tertiary selection was based 
on the results of both naringinase and α-rhamnosidase catalysis of the crude enzymes from 40 fungi at low 
pH and high temperature.  Four fungal isolates were selected and identified from base sequence analysis as 
Aspergillus niger.  The results from the preliminary enzyme characterization indicated that both  naringinase 
and α-rhamnosidase activities from crude enzymes of fungi PTK-BS1.4 and PTK-BL9.1 had the same 
optimum pH at 4.0, while the optimum pH for both activities of  PTK-BL5.1 and PTK-PS10 were 3.0-4.0 and 
5.0-6.0, respectively.  The optimum temperature of both activities from PTK-BS1.4  PTK-BL5.1 and PTK-
PS10 was the same at 60oC, while that of PTK-BL9.1 was in the range of 60-70oC.  Study of the optimal 
media for both naringinase and α-rhamnosidase production in submerged fermentation of these 4 fungi was 
focused.  The optimal medium for both naringinase and α-rhamnosidase production from PTK-BS1.4  PTK-
BL5.1 and PTK-PS10 was Czapek-Dox medium containing 0.1% w/v naringin as an inducer and rhamnose as 
a supplemented carbon source at the optimum concentration of 3.75 g/l for both PTK-BS1.4 and PTK-PS10 
and of 5.0 g/l for PTK-BL5.1.  Moreover, either sodium nitrate or soya peptone could be used as a nitrogen 
source for cultivation of all fungi PTK-BS1.4, PTK-BL5.1 and PTK-PS10 at the optimal concentration 
between 1.25-3.75 g/l.  Whereas the suitable medium for cultivation of fungus PTK-BL9.1 was synthetic 
minimal medium containing 0.1% w/v naringin as an inducer and used peptone, instead of ammonium nitrate, 
as a nitrogen source at the optimum concentration of 1.25 g/l. 
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     8 ความสามารถในการสลายสารนารินจินของเชื้อราที่ผานการคัดเลือกระดับ

ทุติยภูม ิ 46 
     9 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนสของเชื้อรา 40 ไอโซเลท ที่คาพีเอช 3.0 และ 4.0 

อุณหภูมิ 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส 49 
     10 ลําดับเชื้อรา 10 ลําดับแรก ตามปริมาณเอนไซมนารินจิเนส โดยพิจารณาจาก

หนวยเอนไซมตอน้ําหนกัเซลลแหง (U/g dry cell weight) ที่อุณหภูมิ 50, 55 
และ 60 องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 3.0 และ 4.0 53 

     11 ลําดับเชื้อรา 10 ลําดับแรก ตามคา specific activity (U/mg protein) ของ
เอนไซมนารินจิเนส ที่อุณหภูมิ 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 
3.0 และพีเอช 4.0 54 

     12 ความถี่ในการติดลําดับ 10 ลําดับแรก เรียงตามความสามารถในการทํางาน
ของเอนไซมนารินจิเนสที่สภาวะตางๆ 55 

     13 ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 4.0 ของเชื้อรา 40 ไอโซเลท 57 

     14 กลุมของเชื้อราคัดเลือก 40 ไอโซเลท จัดแบงตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-   
แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดส 59 

     15 สรุปสมบัติของเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท ที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซมนารินจิเนส 61 

 (2) 



 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่ หนา 
  
     16 ผลการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลล (cytotoxicity test) ของเอนไซมดิบแช

เยือกแข็งจากเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท 66 
     17 ความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา

คัดเลือก 4 ไอโซเลทที่เล้ียงไวเปนเวลา 7 วัน 80 
     18 สรุปอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมและปริมาณเอนไซมที่

ผลิตไดจากเชือ้ราคัดเลือก Aspergillus niger ทั้ง 4 ไอโซเลท 116 
 
ตารางผนวกที่ 
 

 

     1 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส ที่มีในเอนไซมดิบรูปแชเยือกแข็งของเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท 132 

     2 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส ที่คาพีเอช 3.0 ถึง 10.0 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ของเชื้อ
ราคัดเลือก 4 ไอโซเลท 134 

     3 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แนมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสที่อุณหภูมิ 30 ถึง 80 องศาเซลเซียสของเชื้อราคัดเลือก 4           
ไอโซเลท 136 

     4 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส ของเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทเมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตร synthetic minimal medium และ Czapek-Dox medium 137 

     5 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดบิจากเชื้อราคดัเลือก Aspergillus niger เมือ่เติม
แหลงคารบอนเสริมชนิดตาง ๆ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 138 

     6 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดบิจากเชื้อราคดัเลือก Aspergillus niger เมือ่เติม 
แรมโนสความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 142 

 (3) 



 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่ หนา 
  
     7 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-

กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดบิจากเชื้อราคดัเลือก Aspergillus niger เมือ่เติม
แหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ลงในอาหารเลีย้งเชื้อ 146 

     8 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BS1.4  150 

     9 ผลของการเติมซอยยาเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BS1.4 151 

     10 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL5.1  152 

     11 ผลของการเติมกากถั่วเหลือง (soyabean meal) ความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัม
ตอลิตร ตอปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
และเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-
BL5.1  153 

     12 ผลของการเติมแอมโมเนียมซัลเฟทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL5.1  154 

     13 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-PS10  155 

     14 ผลของการเติมซอยยาเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-PS10 156 

 (4) 



 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่ หนา 
  
     15 ผลของการเติมเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอปริมาณการ

ผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบตีา-
กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL9.1 157 

     16 ราคาตนทุนการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 1 ลิตร จากเชื้อราคัดเลือก 4            
ไอโซเลท 158 

 

 (5) 



 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หนา 
  
     1 โครงสรางโมเลกุลของสารนารินจินและสารนารินเจนนิ 7 
     2 ขั้นตอนการสลายสารนารินจินดวยการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส 14 
     3 การทดสอบการสลายสารนารินจิน (Naringin hydrolysis) 39 
     4 ลักษณะเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทที่เจริญในอาหาร Sabouraud’s dextrose agar 64 
     5 ลักษณะการเจริญของเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทในอาหาร synthetic minimal 

medium ที่เติมสารนารินจินและปรับคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเปน 4.0 65 
     6 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-

กลูโคสซิเดสที่มีในเอนไซมดิบในรูปแชเยือกแข็งจากเชือ้ราคัดเลือก 69 
     7 คาพีเอชที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-      

แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก 73 
     8 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-      

แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก 76 
     9 ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร synthetic minimal medium และสูตร Czapek-Dox 

medium ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนสของ
เชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 7 วัน     83 

     10 ผลของการเติมแหลงคารบอนเสริมตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก
เชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BS1.4, PTK-BL5.1, PTK-BL9.1 และ 
PTK-PS10  86 

     11 ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-       
แรมโนสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 91 

     12 ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-        
แรมโนสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 92 

     13 ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-       
แรมโนสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 93 

     14 ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขน 5 ถึง 25 กรัมตอลิตร และการไมเติม 
แรมโนสในอาหารเลี้ยงเชื้อ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา- แรมโนสซิเดสจากเชื้อรา
คัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL9.1 94 

 (6) 



 

 สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่ หนา 
  
     15 ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิ-

เดส และเอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BS1.4 97 
     16 ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิ-

เดส และเอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL5.1 98 
     17 ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิ-

เดส และเอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-PS10 99 
     18 ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิ-

เดส และเอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL9.1 100 
     19 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอ

การผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 103 
     20 ผลของการเติมซอยยาเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอ

การผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 104 
     21 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอ

การผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 105 
     22    ผลของการเติมกากถั่วเหลืองดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการ

ผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลอืก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 106 
     23 ผลของการเติมแอมโมเนียมซัลเฟทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มี

ตอการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
 

107 
     24 ผลของการเติมซอยยาเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอ

การผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 108 
     25 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอ

การผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 109 
     26 ผลของการเติมเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต

เอนไซมจากเชือ้ราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL9.1 110 

 (7) 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

DTT =  dithiothreitol 
EDTA =  ethylenediaminetetraacetic acid 
PMSF =  phenylmethanesulfonylfluoride 
BSA                      =         bovine serum albumin 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (8) 



   

การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
และการปรับสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 

Screening of Naringinase-producing Fungi and Their Optimizations  
for Naringinase Production 

 

คํานํา 
 

 การผลิตน้ําผลไมในวงการอตุสาหกรรมพบวา  คุณภาพของวัตถุดิบและการรักษาความสด
ใหมของผลิตภัณฑที่ผลิตได เปนสิ่งที่ตองคํานึงถึงพอๆ กับการลดตนทุนการผลิตและคาใชจาย
เกี่ยวเนื่อง  โดยท่ัวไปมกัพบปญหาที่สําคัญประการหนึ่งในการผลิตน้ําผลไม  โดยเฉพาะน้ําสมและ
น้ําเกรปฟรุตคอื วัตถุดิบที่ปอนเขาสูการผลิตจะมีความขม  อันเนื่องจากสารจําพวกฟลาโวนอยด 
(flavonoid) ซ่ึงพบไดทัว่ไปในพืช ไดแก นารินจิน (naringin) ลิโมนิน (limonin) และนีโอเฮสเปอริ-
ดิน (neohesperidin)  โดยนารินจินเปนสารที่ใหความขมมากที่สุดและพบไดมากที่สุดเชนกนัใน
ผลไมสวนใหญ  การลดปริมาณสารนารินจินในน้ําผลไมอาจใชวิธีการตางๆ ไดแก (1) การใชสาร
ดูดซับ (adsorptive debittering) (2) วิธีทางเคมี (3) การใชเรซินชนิด polystyrene divinyl benzene 
styrene (DVB) ในการดูดสารใหความขม และ (4) การใชเอนไซมนารนิจิเนส  พบวาวิธีการที่ 1 ถึง 
3 จะมีขอเสียและขอจํากัดหลายประการ  ขอที่สําคัญที่สุดคือ คุณภาพของน้ําผลไมที่ไดเปล่ียนไปทั้ง
ในเชิงของคุณคาทางโภชนาการ สี รสชาด และความคงตวัของน้ําผลไม  ดังนั้นการเลอืกใชเอนไซม
นารินจิเนสจึงนาจะเปนวิธีการที่ปลอดภัยและเหมาะสมในการผลิต 
 
 เอนไซมนารินจิเนสเปนเอนไซมที่ประกอบดวยแอกทวิทิีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิ-
เดส (α-L-rhamnosidase) และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส (β-D-glucosidase)  โดยเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสจะสลายสารนารินจินใหผลิตผลเปนสารพรูนิน (prunin) และน้ําตาลแรมโนส
(rhamnose) ในขั้นแรก  ขั้นตอมาเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจะสลายสารพรูนินใหเปนสารนารินเจ-
นิน (naringenin) และน้ําตาลกลูโคสในขั้นสุดทาย  เมื่อเปรียบเทียบสารทั้ง 3 คือ นารินจิน พรูนนิ 
และนารินเจนนิ พบวา สารพรูนินใหความขมนอยที่สุด และสารนารินเจนนิมีความขมเปน 1 ใน 3 
สวนของสารนารินจิน  ดงันั้นการลดความขมของน้ําผลไมที่ไดผลมากที่สุดโดยการใชเอนไซม    
นารินจิเนส คอื การใชเอนไซมนารินจิเนสที่มีแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสใน
ปริมาณสูง เพือ่ยอยสลายนารินจินในขั้นแรกเทานั้น 
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 เอนไซมนารินจิเนสสามารถสกัดไดจากพชืและจุลินทรยี แตพืชเปนแหลงที่มีเอนไซมใน
ปริมาณนอย  มีรายงานวาเชือ้ราหลายชนิดสามารถผลิตเอนไซมชนิดนีไ้ดในปริมาณพอควร เชน 
Aspergillus sp., Penicillium sp. เปนตน  ซ่ึงเอนไซมที่สกดัไดจากเชื้อราเหลานี้จะมีแอกทิวิทีของ
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสในปริมาณสูง 
 

การศึกษานีจ้ึงเปนการสืบคนและคัดเลือกเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนสโดยมี
แอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในปริมาณสูง  รวมทั้งมีสมบัติอ่ืนๆ ที่เหมาะสมตอการ
นําไปใชในอุตสาหกรรมจริง เชน คาพีเอชและ/หรืออุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
ฯลฯ และปรับสภาวะทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสของเชือ้ราที่ถูกคัดเลือก เพื่อเปน
แนวทางพัฒนาการผลิตเอนไซมในระดับอุตสาหกรรมใหไดปริมาณสูงและประยุกตใชในการลด
ความขมของน้ําผลไม  ซ่ึงจะมีประโยชนตอประเทศในดานเศรษฐกิจ ลดการสูญเสียเงินตราอัน
เนื่องจากการนําเขาเอนไซมจากตางประเทศ 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อคัดเลือกเชือ้ราที่สามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนสโดยมีแอกทวิิทีของเอนไซมอัลฟา- 
แรมโนสซิเดสในปริมาณสูงและมีสมบัติในการสลายความขมตามตองการ 
 

2. เพื่อพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนสใหไดปริมาณ 
เพิ่มขึ้น 
 

3. เพื่อปรับสภาวะการเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  น้ําผลไมตระกูลสม 
 
 น้ําผลไมเปนอตุสาหกรรมการเกษตรแปรรปูประเภทหนึง่ที่มีความสําคัญตอประเทศ
โดยเฉพาะอยางยิ่งในชวงที่ผลผลิตผลไมสดมีปริมาณมากเกินความตองการของตลาด  ซ่ึงทําให
ระดับราคาตกต่ํา และเกดิความสูญเปลาจากการเนาเสยีไดงาย  ดังนั้นการนําผลไมสดดังกลาวมา
แปรรูปเปนน้ําผลไมเปนการสรางมูลคาเพิ่มใหกับผลผลิตทางการเกษตรใหสูงขึ้น และลดความ
เสียหายทีเ่กิดจากขอจํากัดของอายุการเก็บรักษาลง 
   
 พืชตระกูลสม (citrus fruit) เปนผลไมที่มีความสําคัญ ปลูกไดตลอดป  และเปนทีน่ิยม
บริโภคกันมาก  เนื่องจากมสีีที่ดึงดูดใจ กล่ินรสพิเศษเฉพาะตวั และทีสํ่าคัญคือ เปนแหลงของ
วิตามินซี  ดังนั้นพืชตระกูลสมจึงเปนผลไมที่นิยมนํามาใชในการผลิตน้ําผลไมกันอยางกวางขวาง
ในระดบัอุตสาหกรรม  ผลไมที่จัดอยูในพชืตระกูลสม ไดแก สมพนัธุตาง ๆ  อาทิ พันธุเนเวล (navel 
orange) พันธุวาเลนเซีย (Valencia orange) พันธุแมนดาริน (mandarin) พันธุนัตซึไดได 
(natsudaidai) ฯลฯ เกรปฟรตุ (grapefruit) เลมอน (lemon) มะนาว (lime) และสมโอ (pummelo)  
(อรพิน, 2534)  สําหรับน้ําผลไมตระกูลสม หมายถึง น้ําผลไมสกัดจากพืชตระกูลสม เชน 
สมเขียวหวาน สมเกรปฟรุต มะนาว เปนตน (ปราณ,ี 2547) 
 
 ประเทศไทยมกีารสงออกสินคาเครื่องดื่มแปรรูปจากผลไมตระกูลสมไปยังตลาดโลกคิด
เปนมูลคา 95.8 และ 101.9 ลานบาทในป พ.ศ. 2547 และ 2548  ซ่ึงมีอัตราการขยายตวัในการ
สงออกของป พ.ศ. 2547 และ 2548 เทากับ -23.53 และ 6.37 ตามลําดับ (ที่มา: ศูนยเทคโนโลยี
สารสนเทศและการสื่อสาร โดยความรวมมอืของกรมศุลกากร) 
 
2.  ความขมในน้ําผลไม 
 
 พบความขมในสารประกอบหลายชนิดซึง่เปนรสชาดที่ไมเปนที่ตองการในกระบวนการ
ผลิตและแปรรูปผัก ผลไม  โดยระดับความขมจะขึ้นอยูกบัพันธุปลูก (cultivar) สายพันธุ (strain) 
และความสุกของพืชผักและผลไม  รวมทั้งสภาวะในการจัดเก็บ (Drewnoski and Carneros, 2000)  
โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมสมพบปญหาที่สําคัญคือ รสขมที่เกิดขึ้นในน้ําสมและผลิตภัณฑจากสม  
ความขมจะมีผลตอการยอมรับของผูบริโภค  ซ่ึงระดับความขมที่สูงมากเกิดเนื่องมาจากการมีสาร 
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นารินจินและลิโมนอยดเปนหลัก  เปนสาเหตุทําใหผลิตภัณฑถูกตีกลับ  ผลไมในตระกูลสมเปน
ผลไมที่มักพบสารประกอบที่ใหความขมดังกลาวในการแปรรูปเปนน้ําผลไม โดยเฉพาะในน้ํา    
เกรปฟรุต (Citrus paradisi) จะมีปริมาณความขมสูงเนื่องมาจากสารประกอบฟลาโวนอยดชนิด   
นารินจิน (Johnson, 1988)  ในน้ําสมคั้นใหม ๆ จะไมมีรสขม แตถาตั้งทิ้งไวนานๆ หรือไดรับความ
รอนจะเกิดรสขมขึ้นทันที  รสขมเพียงเล็กนอยเปนองคประกอบที่สําคัญตอกล่ินรสในน้ําสม  ซึ่งถา
มีมากเกินไปยอมไมเปนที่ยอมรับของผูบริโภค (ปราณ,ี 2547)  สารใหรสขมสวนใหญจะอยูตาม
เปลือกชั้นใน ผนังกลีบสม และเมล็ด  ดังนัน้ถาปอกเปลือกสมดวยมือ  สารใหรสขมสวนใหญจะถกู
ขจัดออกไปกบัเปลือก  แตวธีิการนี้เปนวิธีการที่ชาและสิน้เปลืองแรงงาน  การผลิตในระดับ
อุตสาหกรรมมักใชวิธีปอกเปลือกโดยใชสารละลายดาง ใชเครื่องบีบอัด  ซ่ึงวิธีการเหลานี้จะได
น้ําสมที่มีรสขม (อรพิน, 2534)  นอกจากจะพบความขมในผลิตภัณฑจากผลไมตระกลูสมแลว ยัง
พบสารใหความขมในผลไมชนิดอื่นซึ่งใชผลิตน้ําผลไม ไดแก แอปเปล เชอรี่ องุน ฝร่ัง มะนาว 
สัปปะรด ลูกพลัม (prune) มะเขือเทศ และผลไมจําพวกเบอรี่ (berry fruits) เชน แบลก็เบอรี 
(blackberry) บลูเบอรี (blueberry) แครนเบอรี (cranberry) เคอแรนท (currant) ราสเบอรี (raspberry) 
และสตรอเบอรี (strawberry)  สําหรับผลไมที่ใชผลิตน้ําดื่มที่ใหกล่ินและรสตางๆ (nectar) ก็มีความ
ขมเชนกัน ซ่ึงไดแก แอปเปล แอปริคอท กลวย เชอรี่ ฝร่ัง มะมวง มะละกอ พีช แพร สัปปะรด พลัม 
และลูกพรุน เปนตน (Johnson, 1988)  และยังพบความขมในการแปรรูปน้ําองุน (Vitis vinifera L.) 
เปนไวนขาวอกีดวย  นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบความขมในพืชหลายชนิด เชน มนัฝรั่งและมัน
เทศ พืชตระกลูถ่ัว กระหล่ําปลี และผักคะนา พืชตระกูลแตง ฟกทอง ผักกาดหอม และผักขม เปน
ตน (Drewnoski and Carneros, 2000) 
 
3.  ฟลาโวนอยด (Flavonoid) 
 

ฟลาโวนอยดเปนสารประกอบอินทรียที่มโีครงสรางคารบอนของฟลาโวน (flavone)  โดย
จะพบฟลาโวนอยดในทุกสวนของพืช ไดแก ลําตน ราก ผล ดอก ละอองเกสร เมล็ด เปลือกไม และ
เนื้อไม (Hendrix and Redd, 1995)  นอกจากจะพบในพืชแลว ฟลาโวนอยดยังเปนสารประกอบที่
พบในจุลินทรยีและเซลลสัตว  หนาที่ของสารประกอบชนิดนี้ในพืชจะเกีย่วของกับการเจริญเติบโต
และพัฒนาการของพืช (Manthey et al., 2002) ไดแก เปนตัวกรองแสงอัลตราไวโอเลต  (Li et al., 
1993) เปนสารเคมีที่สงสัญญาณสําหรับการตรึงไนโตรเจน (Baker, 1992) และการติดตอระหวาง
เชื้อราไมคอไรซา (mycorrhizal relationship)  นอกจากนี้ฟลาโวนอยดยังมีความสําคัญในการ
ตอตานการเกดิโรคโดยฟลาโวนอยดชนิดไฟโตอเล็กซิน (phytoalexins) ในพืชบางชนิด (Dixon and 
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Paiva, 1995) และเปนตวัควบคุมสรีระวิทยาภายใน (internal physiological regulators) หรือตัวสง
สัญญาณเคมี (chemical messengers) ในพชื (Woo et al., 2002)  

 
โดยทั่วไปสารประกอบฟลาโวนอยดที่พบในพืชจะอยูในรูปของโมเลกุลคารบอนที่อยูใน

รูปไกลโคไซด (glycosides)  ฟลาโวนอยดที่พบในผลไมแบงไดเปน 4 ประเภท ไดแก (1) ฟลาโว-
นอล (flavonols) เชน เควอเซทิน-ไกลโคไซด (quercetin glycoside) ในแอปเปล ลูกพลัม และองุน 
(Hendrix and Redd, 1995) (2) แอนโธไซยานิน (anthocyanin) เปนรงควัตถุสีแดงและสีน้ําเงิน 
อนุพันธของแอนโธไซยานนิพบในองุน เชน ไซยานดิิน (cyanidin) พีโอนิดิน (peonidin)  พีทูนิดิน 
(petunidin) มาลวิดิน (malvidin) และเดลฟนิดิน (delphinidin) (Singleton, 1988) (3) ฟลาโวน 
(flavones) เชน ลูทีโอลิน (luteolin) ในเปลือกมะนาว และ (4) ฟลาโวโนน (flavonones) เชน   
เฮสเปอริดินในสม และนารนิจินในเกรปฟรุต 

 
พบวาสารฟลาโวโนนจะมีผลตอสีของผลไมตระกูลสม  ขณะที่สารจําพวกแอนโธไซยานิน

จะมีผลตอสีของผลไมประเภทแบล็คเคอเรนท (blackcurrent) และแบล็คเบอรี่ (blackberry) 
(Hendrix and Redd, 1995)  รวมทั้งเปนฟนอลที่สําคัญในไวนแดง (Singleton, 1988)  แอนโธไซ-
ยานินจะไมปรากฏอยูอยางอสิระแตจะอยูในรูปของไกลโคไซดในองุนหรือไวน  ซ่ึงแอนโธไซ-
ยานินนี้จะมีการสะสมโดยมากภายในผนังชัน้นอกของกลบีดอก  จนกระทั่งมีการบานของดอกซึ่ง
เปนการสรางสีเพื่อดึงดูดแมลงและสารเคมีอ่ืนๆ สําหรับการผสมเกสร (Woo et al., 2002) 

 
ฟลาโวนอยดเปนสารประกอบที่ไดรับความสนใจทั้งในดานเศรษฐกิจและเทคนิคใน

กระบวนการผลิตของอุตสาหกรรมน้ําผลไม  เนื่องจากฟลาโวนอยดชนิดนารินจินเปนสาเหตุทําให
เกิดความขมในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําเกรปฟรุต  สวนเฮสเปอริดินจะไมทําใหเกดิความขมแต
สามารถจะทําใหเกิดตะกอนกับอุปกรณทีใ่ชในกระบวนการผลิต ไดแก lines, heat exchangers and 
evaporators  และมีผลทําให USDA grade score ซ่ึงเปนคามาตรฐานที่กาํหนดคณุภาพของน้ําผลไม 
มีคานอยลง (Hendrix and Redd, 1995)  สําหรับปริมาณนารินจนิในน้ําผลไมตระกลูสมไมมีการ
กําหนดคามาตรฐาน USDA (The U.S. Department of Agriculture)  แตจะรายงานความขมของนา-
รินจินเปนคะแนนของรสชาด (flavor scores)  อยางไรกต็าม กฎหมายของฟลอริดา (Florida 
Department of Citrus 1975) มีขอกําหนดใหน้ําเกรปฟรุตเกรดเอตองมปีริมาณนารินจินต่ํากวา 600 
สวนในลานสวน (ppm)  ขณะที่เกรดบีตองมีปริมาณนารินจินต่ํากวา 750 สวนในลานสวน              
(Kimball, 1999) 
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4.  สารนารินจนิ (Naringin) 
 

นารินจินเปนสารประกอบฟลาโวนอยดชนิดหนึ่งที่มีมวลโมเลกุลเทากับ 580.53  มีสูตรเคมี 
C27H32O14.2H2O (4,5,7-Trihydroxy-flavanone 7-rhamnoglucoside)  นารินจินบริสุทธิ์จะมีลักษณะ
เปนผงสีเหลือง มีความขมมาก  สารนารินจินเกดิจากการเชื่อมกันของน้าํตาลกับสารนารินเจนินซึ่ง
มีลักษณะโครงสรางโมเลกุลดังภาพที่ 1 

 
สารนารินจินเปนสารขมที่ถูกคนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1857 โดย De Vry พบในเนื้อเยื่อทุก

สวน และพบมากในดอกตนเกรปฟรุต (Sinclair, 1972)  นารินจินมาจากคําวา narangi (Marathi, 
naangi) ในภาษาสันสกฤต ซ่ึงมีความหมายวา “สม”  สารนารินจินสามารถละลายไดในแอลกอฮอล 
อะซีโตน และน้ํารอน  สามารถตรวจพบความขมของนารินจนิไดเมื่อมสีารนารินจิน 1 สวน ละลาย
อยูในน้ํา 50,000 สวน (Braverman, 1949)  

 
ภาพที่ 1  โครงสรางโมเลกุลของสารนารินจินและสารนารินเจนิน 
ท่ีมา: http://www.ijmt.net/4-2/figure3.jpg 

 
นารินจินเปนสารประกอบฟลาโวนอยดที่แตกตางจากฟลาโวนอยดชนิดอื่นคือ โครงสราง

โมเลกุลหมู R จะเปนคารโบไฮเดรต (Kimball, 1999)  สารนารินจินพบมากในสมกลุมเกรปฟรุต 
(Citrus paradis MacFad.) สมโอ (Citrus grandis L.) และสมเปรี้ยว (Citrus aurantium) Poore 
(1934) พบสารนารินจิน 0.06 เปอรเซ็นต ในน้ําเกรปฟรุต  ในน้ําสมจะพบเฮสเปอริดนิในปริมาณสูง
กวานารนิจิน ทําใหมีผลตอรสชาดของน้ําสม  Fry และคณะ (1995) พบวาในน้ําสมจากสมพันธุ 
Israeli แท จะมีปริมาณนารนิจินอยูในชวง 3-15 สวนในลานสวน  แตในสมเขียวหวาน(Citrus 
sinensis (L.) Osbeck) และสมในสปชีสอ่ืนๆ จะพบฟลาโวนอยดหลักคือเฮสเปอริดินซึ่งจะมีรสขม
นอยและไรกล่ิน  สําหรับในเกรปฟรุต (Citrus paradisi Macf.) จะพบสารนารินจินเปนสวนใหญ  
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โดยพบในเยื่อหุมเซลลและอัลบีโด (albedo) ในผลไมทั่วไป  อันเปนสาเหตุทําใหเกดิความขมใน
ผลไมสดและน้ําของผลไมชนิดนั้นๆ  ปริมาณนารินจินทีไ่มกอใหเกิดความขมจะมีคาประมาณ 50 
สวนในลานสวน  แตโดยทัว่ไปมักพบในปริมาณ 500 สวนในลานสวน และบางครั้งอาจพบไดสูง
กวา 900 สวนในลานสวน (Kimball, 1999)  ซ่ึงในกระบวนการผลิตน้ําเกรปฟรุตจะพบปริมาณสาร
นารินจินสูงกวา 50 สวนในลานสวน และจะพบลิโมนิน (limonin) ในกระบวนการผลิตน้ําผลไมใน
ลักษณะที่มีการทํางานรวมกันกับนารินจินทําใหเกิดความขมอยางรุนแรง (Puri and Banergee, 
2000)  นอกจากนี้ยังพบสารนารินจินมากในผลไมที่ยังไมสุกดี (immature fruit) เมื่อผลไมสุก  
ระดับความเขมขนของสารนารินจินจะลดลง (Yusof et al., 1990) 

 
นารินจินเปนสารที่ใหความขมมากที่สุดในบรรดาสารประกอบฟลาโวโนนที่พบในเกรป-

ฟรุต พบวาฟลาโวโนนในอัลบีโดชวงแรกทีพ่บจะไมมีอะไกลโคน (agycones) อิสระ  แตจะพบใน
รูปที่มีคารโบไฮเดรตที่ตออยูกับนีโอเฮสเปอริดิน (neohesperidin) หรือรูติโนส (rutinose)  ในเวลา
ตอมาจะเกิดไกลโคไซด (glycosides)  ซ่ึงจะมีรสขมและทําใหผลไมไมมีรสชาด ดังเชน 7-β-
neohesperidoside ที่พบในเกรปฟรุต เปนผลใหเกรปฟรุตมีรสขม  อยางไรก็ดี อนุพนัธชาลโคน 
(chalcone) และไดไฮโดรชาลโคน (dihydrochalcone) ของนารินจินจะมีความหวานสูง (Shewfelt, 
1986)  โดยอนพุันธไดไฮโดรชาลโคนของฟลาโวนอยดชนิดนารินจิน และนีโอเฮสเปอริดินมีความ
หวานอยางมาก  สําหรับอนพุันธไฟโลดัลซิน (phylodulcin) ที่มีโครงสรางคลายคลึงกับฟลาโวโนน
หรือฟลาโวน จะใหความหวานและรสชาดคลายคลึงกับอนุพันธไดไฮโดรชาลโคน  ในการทดสอบ
ความสัมพันธของโครงสรางของสารประกอบในกลุมนีเ้มื่อใชวิธี multifaceted approaches ควบคู
กับการวิเคราะหโครงสรางผลึกโดยใชรังสเีอกซ (X-ray crystal structure analysis) และการคํานวณ
คาทางพลังงาน (energy calculation)  แลวเปรียบเทียบหาโครงสรางในรูปผลึก พบวาอนุพันธไดไฮ-
โดรชาลโคนของนารินจินจะมีโครงสรางรูป “J” ซ่ึงจัดอยูในกลุมของไดไฮโดรชาลโคนที่เหยยีด
เต็มที่ (fully-extended dihydrochalcone moiety)  ในขณะที่อนุพันธไดไฮโดรชาลโคนของนีโอเฮส- 
เปอริดิน  ซ่ึงมีโครงสรางสวนใหญคลายคลึงกับอนุพันธไดไฮโดรชาลโคนของนารินจิน แตมีความ
แตกตางที่โครงสรางของไดไฮโดรชาลโคน  ซ่ึงเปนโครงสรางที่จัดอยูในกลุมของไดไฮโดรชาล-
โคนที่เหยยีดออกเปนบางสวน (partially-extended dihydrochalcone moiety) (Shin et al., 1995) 
 
5.  การกําจัดความขมในน้าํผลไมตระกูลสม 
 

ในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําผลไมตองจัดการกับวัตถุดิบทีม่ีจํานวนมากและมีคุณภาพที่
แตกตางกันและในการผลิตตองมีตนทุนต่ํา  โดยผลิตภัณฑที่ไดยังคงไวซ่ึงคุณภาพและความสดใหม 
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(Grassin and Fauquembergue, 1996) พบวาสารประกอบหลักที่ใหรสขมในน้ําสม ไดแก สารนารนิ-
จิน (naringin) ลิโมนิน (limonin) และนีโอเฮสเปอริดิน (neohesperidin)  โดยพบสารที่ใหความขม
เหลานี้ไดในทกุสวนของเกรปฟรุตและสมเปรี้ยว และจะพบนารินจินซึง่เปนสารที่ใหความขมมาก
ที่สุดและเปนสวนประกอบหลักในเกรปฟรุต 

 
ความขมเปนขอจํากัดที่สําคญัในดานการยอมรับทางการตลาดของอุตสาหกรรมการผลิตน้ํา

ผลไม  ดังนั้นจึงมีนักวิจยัสนใจและพยายามแกไขปญหาเกี่ยวกับสารขมในน้ําผลไมตระกูลสมอยู
เร่ือยมาตั้งแตป ค.ศ. 1968 จนถึงปจจุบัน และดวยวิธีการตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 1  ซ่ึงการลด
ปริมาณสารนารินจินในน้ําผลไมสามารถกระทําไดโดยวธีิการตางๆ โดยสรุป ดังนี ้

 
5.1  การใชสารดูดซับ (adsorptive debittering) 
5.2  วิธีการทางเคมี (chemical method) 
5.3  การใชเรซินชนิด polystyrene divinylbenzene styrene (DVB) 
5.4  การใชเอนไซม ซ่ึงสามารถกระทําได 2 ทาง คือ 
 
       5.4.1  การใชเอนไซมเขาทําปฏิกิริยากับองคประกอบในน้ําสม  ทําใหเกิดการเปลี่ยน-

แปลงสมบัติของน้ําสม  เกิดการตกตะกอนของสารใหรสขม ดังเชน น้ําตาลและเพ็กทนิเปน
องคประกอบในน้ําสมที่มีอิทธิพลตอการละลายผลึกของลิโมนิน  เมื่อใชเอนไซมเพ็กทเินส 
(pectinase) ไปยอยสารประกอบเพ็กทนิในน้ําสม ทําใหสารที่แขวนลอยอยูตกตะกอน และดึงเอา
สารใหรสขมตกตะกอนลงมาดวย 

 
       5.4.2  การใชเอนไซมเขาทําปฏิกิริยากับสารใหรสขมคือ สารนารินจินที่มีอยูในน้ําสม 

แลวเปลี่ยนเปนสารที่ไมใหรสขม หรือรสขมนอยลง  โดยใชเอนไซมนารินจิเนส 
 
พบวาวิธีการที่ 5.1-5.3 มีขอเสียและขอจํากดัหลายประการ ดังนี ้
 
1.) ตองมีการกาํจัดน้ํามัน ไข กาก ในน้ําผลไม และทําการผสมองคประกอบดังกลาว

รวมกันในสัดสวนพอเหมาะ รวมกับการลดความขมและการทําใหน้ําผลไมใส ซ่ึงการใชวิธีการ
ดังกลาวไมสะดวกตอการผลิต 
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2.) คอลัมนที่ใชในการดดูซับ (adsorption columns) จะถกูเปลี่ยนรูปดวยสารละลายอัล-
คาไลนเจือจางเพื่อนํากลับมาใชตอเนื่อง  ซ่ึงสงผลกระทบตอลักษณะเนื้อ (organoleptic properties) 
และคุณภาพของน้ําผลไม (Puri and Banergee, 2000)  โดยสูญเสียความเปนกรด ความหวาน 
รสชาด และเกดิความขุน  เนือ่งจากการขาดประสิทธิภาพของการใชสารดูดซับความขม (Chien et 
al., 2001) 

 
3.) วิธีการที่ใชอาจจะเปลีย่นองคประกอบของน้ําผลไมโดยปฏิกิริยาเคมีหรือการ

เปล่ียนแปลง คุณคาทางโภชนาการ สี และรสชาด 
 
4.)  วิธีการที่ใชอาจไมมีความจําเพาะและไมมีประสิทธิภาพ 
 
5.)  วิธีการในขั้นตอนการสกัดมีผลตอผลผลิต คุณภาพและสมบัติของน้ําผลไมที่ผลิตได 

เชน ในการสลายสารนารินจนิดวยกรด ผลผลิตที่ไดนอกจากแรมโนสและกลูโคสแลวยังไดอะไกล-
โคน (agylcon) และนารนิเจนิน  ดังนัน้การสลายดวยกรดเปนวิธีการที่ไมเหมาะสมตอกระบวนการ
ผลิตในเชิงการคา  ทํานองเดยีวกันภายใตสภาวะที่มีการคดัเลือกพีเอชและอุณหภูมิ การใชสารดูด
ซับประเภท activated charcoal สามารถกําจัดสารนารินจนิออกจากสารละลายโดยสวนใหญ  แต
อยางไรก็ตามพบวา สารประกอบที่เกี่ยวของกับการสรางรส รวมทั้งกลิ่นที่ตองการจะถูกกําจดัไปใน
เวลาเดยีวกันดวย 

 
ดังนั้น การใชเอนไซมเพื่อยอยสลายสารนารินจินนาจะเปนวิธีการที่เหมาะสมในการกาํจัด

สารใหความขมมากกวาวิธีทีก่ลาวมาขางตน การใชเอนไซมไมเพียงแตลดความขมไดอยางรวดเรว็  
แตทําใหเกิดมลภาวะระหวางการดําเนนิการนอยกวาดวย พบวาการใชเอนไซมในการลดความขม
ไดเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว (Puri and Banergee, 2000) เอนไซมนารินจิเนสเปนเอนไซมทีถู่กนํามาใชใน
การผลิตน้ําสมและน้ําเกรปฟรุตเพื่อลดความขมและทําใหน้ําผลไมใส  
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ตารางที่ 1  งานวิจยัการลดความขมของน้ําผลไมตระกูลสมดวยวิธีตาง ๆ 
 
วิธีลดสารขม และวิธีลด 
ความขม 

รายงานการวิจัยและ/หรือเทคนิคที่ใช คณะผูวิจัย 

1.  วิธีตกตะกอน 
      (ดวยบทบาทเอนไซม) 

ทําโดยการใชเอนไซมเพ็กทิเนสยอยสลายสารเพ็กทินใน
น้ําผลไมใหเล็กลงจนเพ็กทินตกตะกอนพรอมกับสารขม 

Chandler (1971) 

2.  วิธีการดูดซับ ใชเซลลูโลสเอสเทอร กําจัดลิโมนินไดรอยละ 44-70 

ในเวลาไมเกิน 1 ช่ัวโมง 
ใชเซลลูโลสอะซีเตทดูดซับสารลิโมนินไดประสิทธิภาพ
สูงกวาและสะดวกขึ้น แยกเซลลูโลสอะซิเตทไดงาย 
รวมทั้งใชซ้ําได  แตมีขอเสียเพราะจะดูดซับกรดซิตริก
ไปดวย 
ใชพอลิเมอรเรซินดูดซับลิโมนินไดประสิทธิภาพไมสูง     

ผูทดสอบยังรูสึกขม (นอยกวา 6 สวนในลานสวน) 
ใช polyvinylpyrrolidone (PVP) ดูดซับสารลิโมนิน
และสารนารินจินไดถึงรอยละ 78.1 และ 17.5 
ตามลําดับ ในเวลา 1 ช่ัวโมง 
ใช β-cyclodextrin ซึ่งเปนโพลิเมอรชีวภาพ พบวา

สามารถลดสารขมไดถึงรอยละ 50  
ใช Amberlite XAD-7 ดูดซับสารนารินจินไดรอยละ 

63 สําหรับสารลิโมนินไดรอยละ 85 เมื่อใชสารดูดซับ 

20 กรัมตอนํ้าผลไม 1 ลิตร ใน 1 ช่ัวโมง แตตองสูญเสีย

กรดในน้ําผลไมรอยละ 3  อยางไรก็ตาม ยังตองพิจารณา

การอนุญาตใหใชในอาหารตามกฎของ US.FDA ดวย 
ใช Florisil หรือ activated magnesium silicate 
สามารถดูดซับจนผลิตภัณฑเปนที่ยอมรับ รวมทั้งไมทํา
ใหเกิดการสูญเสียวิตามินซี แตมีรายงานวา ผูบริโภค

รูสึกขมจากสารนารินจินที่ความเขมขน 600 สวนใน

ลานสวน ซึ่งคอนขางสูง  

Chandler (1977) 
 
Johnson et al. 
(1983) 
 
 
Chandler (1968) 
 
Nisperose et al. 
(1982) 
 
Shaw et al. 
(1984) 
Johnson and 
Chandler (1982) 
 
 
 
Barmore (1986) 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 
วิธีลดสารขม และวิธีลด 
ความขม 

รายงานการวิจัยและ/หรือเทคนิคที่ใช คณะผูวิจัย 

2.  วิธีการดูดซับ ใชเปลือกไขซึ่งเปนสารชีวภาพมีสวนของโปรตีนมิวโค-
โพลีแซคคาไรดและแคลเซียมคารบอเนต เปน
องคประกอบหลัก สามารถลดสารลิโมนินไดถึงรอยละ 

70 ประสิทธิภาพการดูดซับสารขมต่ํากวาสารดูดซับ
สังเคราะห แตมีความปลอดภัยในการใชงาน 

ณัฏฐา ปราณี 

สุหราย (2540a, 
2540b) 

 

3.  การใชสารเคมี ใชอนุพันธของ triethylamine ยับยั้งการสังเคราะห    
สารลิโมนอยดในปุยที่ใชปลูกตนไม 

Hasegawa 
(1976) 

4.  การใชสารบังรสขม 
     (Bitterness modulators) 

ใชสาร neodiosamin (NEO) และสารนี้ไมมีรสขม 
ใชน้ําตาลซูโครส หรือสาร neohesperidin 
dihydrochalcone (NHD) aspartylphenylalanine 
methylester (AP) และกรดซิตริก 

Guodogni (1976) 
Bruemmer 
(1980) 

5.  การใชเอนไซม ใชเอนไซม limonin dehydroganase ยอยสลายลิโม-
นิน ใชเซลลตรึงรูปของ Corynebacterium fascians 
ซึ่งมีเอนไซม limonin dehydrogenase โดยตรึงรูป
เซลลดวยวิธีหอหุมในแคปปาคาราจีแนน เพื่อทดลองลด
ปริมาณสารลิโมนินในน้ํามะนาวสด โดยไดรับความ

อนุเคราะหเซลล Corynebacterium fascians จาก 

Dr. A.J. Lyons แหง USDA ซึ่งเปนสายพันธุเดียวกับ
ที่ Dr. Hasegawa และคณะใชทดลองลดลิโมนอยดใน
น้ําเกรปฟรุต พบวาสามารถลดสารลิโมนอยดไดถึง 42 

เปอรเซ็นต จากเดิม 12.21 สวนในลานสวน เหลือเพียง 

7.07 สวนในลานสวน ซึ่งผูบริโภคไมรูสึกขม 

Hasegawa 
(1984) 

 
ท่ีมา: ปราณ ี(2547) 
 

เอนไซมนารินจิเนสประกอบดวยแอกทวิิทขีองเอนไซมแรมโนสซิเดส (rhamnosidase) 
และกลูโคสซิเดส (glucosidase) ที่ทํางานตอเนื่องกัน  มีรายงานการใชเอนไซมดังกลาวในการลด
ความขมของน้ําเกรปฟรุตในบางประเทศ พบวาไดผลดี (Grassin and Fauquembergue, 1996) 
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นอกจากนี้ยังมรีายงานวามกีารใชระบบเอนไซมตรึงรูป (immobilized enzyme system) ซ่ึงประกอบ 
ดวยเอนไซมอะไมเลส (amylase) และเอนไซมโพลีกาแลกทูโรเนส (polygalacturonase) ที่ถูกตรึง
รูปรวมกับ (co-immobilized) เอนไซมนารนิจิเนส ถูกนํามาใชในกระบวนการตางๆ ของการผลิตน้ํา
จากพืชผักและผลไม  ผลผลิตจากระบบการตรึงรูปรวมกันยังทําใหเกดิการยอยสลายของแปงและ
โปรตีน รวมทั้งทําใหน้ําผลไมใสไดรวดเรว็กวาการใชระบบตรึงรูปแบบอิสระซ่ึงเตรียมจาก
เอนไซมอะไมเลส (amylase) และเอนไซมเพ็กทิเนส (pectinase) แยกกนั (Puri and Banergee, 2000) 

 
จากการประชมุของ Food technologists ประจําป 1998 ณ. มหาวิทยาลัยคอรเนล ไดรายงาน

วิธีการที่ไดผลอยางมากในการกําจัดสารใหความขม  โดยใชเอนไซมนารินจิเนสที่ตรงึรูปกับ
แผนฟลมเซลลูโลสอะซิเตท (cellulose acetate) ในขั้นตอนการหอผลไม พบวาวิธีนี้สามารถกําจัด
ความขมของสารนารินจินและสารลิโมนินไดโดยการดูดซับสารจําพวกนี้จากเซลลูโลสอะซิเตท 
(Kimball, 1999)  นอกจากนี้ ยังมีรายงานการตรึงรูปเอนไซมนารินจิเนสที่ไดจากเชื้อรา Penicillium 
sp. ดวยแผนฟลมเซลลูโลสอะซิเตท พบวาชวยเพิ่มประสทิธิภาพในการกําจัดความขมไดถึง 23 
เปอรเซ็นต (Soares and Hotchkiss, 1998)  ขณะที่ Prakash และคณะ (2002) ทําการตรึงรูปเอนไซม
นารินจิเนสที่ผลิตจากเชื้อรา Aspergillus niger บนโคโพลีเมอร (copolymer) ของสไตรีน (styrene) 
และมาเลอิก แอนไฮไดรด (maleic anhydride) เพื่อใชในการยอยสลายสารนารินจินในน้ําเกรปฟรุต 
พบวาสามารถกําจัดความขมไดสูงสุดถึง 75 เปอรเซ็นต  
 
6.  เอนไซมนารินจิเนส (Naringinase) 
 

6.1  กลไกการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส 
 
       นารินจิเนสเปนเอนไซมในกลุมไกลโคซิเดส (glycosidase) ที่ประกอบดวยแอกทิวิที

ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส (α-rhamnosidase; EC 3.2.1.40) และเอนไซมฟลาโวนอยด บีตา-
กลูโคสซิเดส (flavonoid-β-glucosidase; EC 3.2.1.21) ที่ทํางานตอเนื่องกัน จากกระบวนการสลาย
พบวาเอนไซมนารินจิเนสจะเปลี่ยนสารนารินจินใหเปนสารนารินเจนนิดวย 2 ขั้นตอน โดยเริ่มตน

ดวยซับสเตรตนารินจิน (4′-5′,7′-trihydroxyflavonone-7-rhamnoglucoside) จะถูกสลายโดยแอกท-ิ

วิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส เพื่อใหผลผลิตเปนสารพรูนิน (4′-5′,7′-trihydroxyflavonone-

7-glucoside) ขั้นตอนตอมาจะถูกเปลี่ยนใหเปนสารนารนิเจนนิ (4′-5′,7′-trihydroxyflavonone) ดวย
แอกทิวิทีของเอนไซมฟลาโวนอยด บีตา-กลูโคสซิเดส (ภาพที่ 2)  เมื่อเปรียบเทียบสารทั้ง 3 ชนิดคือ 
นารินจิน พรูนนิ และนารนิเจนิน พบวานารนิเจนนิเปนสารที่มีความขมเปน 1 ใน 3 สวนของสาร 
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นารินจิน  สวนสารพรูนินเปนสารที่ใหความขมที่นอยกวาสารนารินเจนิน รวมทั้งเปนสารตัวแรกที่
ไดจากการสลายดวยเอนไซมนารินจิเนส  และสารนารินจินเปนสารที่มคีวามขมสูงที่สุด จึงเปนสาร
ที่สําคัญในขั้นตอนการกําจดัความขม 

 
          Naringin                                             α-L-rhamnosidase                                   Prunin + Rhamnose 
          Prunin                                                 β-D-glucosidase                                    Naringenin + Glucose 
 
ภาพที2่  ขั้นตอนการสลายสารนารินจินดวยการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส 
 

6.2  การผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
 

       ในอดีต เราผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากพืช ไดแก เมล็ดคื่นชายและใบเกรปฟรุต (Puri 
and Banergee, 2000)  แตจากการศึกษาของกนกพรรณ (2546) ไดทําการตรวจสอบปริมาณและ
สมบัติเบื้องตนของเอนไซมนารินจิเนสในเมล็ดพืชและเนื้อผลของพืชจํานวน 30 ชนิด พบวาพืชมี
ปริมาณเอนไซมนารินจิเนสต่ํา ไมเหมาะที่จะใชเปนแหลงผลิตเอนไซมดังกลาวเพื่อนําไป
ประยุกตใชตอ  ณ ปจจุบนั สามารถผลิตเอนไซมนารนิจิเนสไดจากจุลินทรีย  มีรายงานการคนพบ
เอนไซมชนิดนี้ในเชื้อราหลายชนิด ดังแสดงในตารางที่ 2   เอนไซมที่สกัดไดจากเชือ้ราเหลานี้ จะมี
แอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส  โดยเอนไซมทั้ง 2 
แอกทิวิทีจะไปสลายสารนารินจินใหกลายเปนสารที่ใหความขมนอยกวาคือ สารนารินเจนินและสาร
พรูนิน (Wiseman et al., 1998) 
 
ตารางที่ 2  จุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
 
จุลินทรีย    อางอิง 
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, A. usamii 
Cochiobolus miyabeanus 
Coniothyrium diplodiella 
Penicillium decumbens 
Phanopsis citri 
Rhizotonia solani 
Rhizopus nigricans    

Bram and Solomon, 1965; Kichi, 1955 
Ito and Takiguchi, 1970 

Nomura, 1965 
Fukumoto and Okado, 1973 

Ito and Takiguchi, 1970 
Ito and Takiguchi, 1970 

Shanmugam and Yadav,1995 
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       การใชจุลินทรียเปนแหลงผลิตเอนไซมนารินจิเนสสามารถทําการเพาะเลี้ยงไดทั้ง 2 
แบบคือ การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว (submerged culture) และการเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง (solid-
state fermentation) 

 
       6.2.1  การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว (submerged culture) 
 
                 เปนการเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเหลว ซ่ึงจะมีแหลงคารบอนและธาตุอาหารอื่น

ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต  การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวนั้นสามารถเพาะเลี้ยงไดในถังหมัก 
(fermentor) ซ่ึงจะสามารถควบคุมสภาพแวดลอมตาง ๆ ได เชน พเีอช การใหอากาศ และอุณหภูมิ 
และจะใชพืน้ที่นอยกวาการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง (solid substrate fermentation) (Moo-Young et 
al., 1975)  จุลินทรียจํานวนมากถูกนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม
นารินจิเนส  Thomas และคณะ (1958) ตรวจสอบสารสกัดจากเซลลจุลินทรียที่มีเอนไซมนาริน-
จิเนส พบวาเอนไซมที่ไดมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางาน (optimum pH) ที่พีเอช 5.0-6.0 และ
สามารถทนอุณหภูมิไดสูงถึง 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง โดยมีการสูญเสียแอกทิวิทีของ
เอนไซมเพียง 16 เปอรเซ็นต   Kishi (1955) ทําการศึกษาเชื้อราจํานวน 96 สายพันธุ (strains) และ
พิสูจนวา Aspergillus niger เปนเชื้อราที่ผลิตเอนไซมนารนิจิเนสไดดีทีสุ่ด  ตอมา Okada และคณะ 
(1963) ทําการสกัดแยกเอนไซมนารินจิเนสใหมีความบรสุิทธิ์จากเชื้อราสายพันธุดังกลาวและ
รายงานสมบัตขิองเอนไซมไว  จากการศึกษานี้เปนพื้นฐานใหบริษัท Tanabe Pharmaceuticals ทํา
การผลิตเอนไซมนารินจิเนสที่ถูกขายในชื่อทางการคาวา Kumitanase 

 
                 Bram และ Solomons (1965) สังเกตวาเอนไซมนารินจิเนสที่ผลิตไดจากเชื้อรา 

Aspergillus niger จะถูกยับยัง้ดวยกลูโคส  การผลิตเอนไซมมีปริมาณลดลงที่คาพีเอชต่ํากวา 4.0 
และจะถูกกระตุนใหมกีารผลิตเอนไซมไดในสภาวะที่มซัีบสเตรตคือสารนารินจิน  อาหารเลี้ยงเชือ้
หลายชนิดถูกนํามาตรวจสอบการผลิตเอนไซมในฟลาสกที่มีการเขยา (shake flask) พบวาอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตร cornsteep liquor-yeast extract medium ใหเอนไซมไตเตอร (titer) ที่ดีที่สุด และการ
เติมสารนารินจินในปริมาณนอยเปนการกระตุนการผลิตเอนไซมที่ไดผลมากกวาการเติมนารินจิน 
ที่ความเขมขนสูงกวาในชวงเริ่มตนของการหมัก  สารละลายสปอร (spore suspension) 105 สปอร
ตอมิลลิลิตรถูกใชเร่ิมตนในกระบวนการหมักในถังหมกั (bioreactor) ขนาด 10 ลิตร  ซ่ึง
ประกอบดวยแบฟเฟล (baffle) ที่มี disc turbine impellers รวมทั้งสวนควบคุมอุณหภมูิและโฟม
แบบอัตโนมัต ิพบวาการเติมกลูโคส แลกเตท (lactate) และซิเตรท (citrate) มีผลยับยั้งการผลิต
เอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา Aspergillus niger  NRRL 72-4  สวนซูโครส (sucrose) และแปงก็มี
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ผลเชนเดียวกนัในการยับยั้งการผลิตเอนไซม  แมวาสวนประกอบดังกลาวจะชวยสงเสริมการเจริญ
ของเชื้อไดเปนอยางดกี็ตาม เนื่องจากการรวมกันของแปงเปนคอรนมีล (corn meal) อยางสมบูรณ
จะไประงับการสังเคราะหเอนไซม  การผลิตเอนไซมนารนิจิเนสขึ้นอยูกับตัวเหนีย่วนํา (inducer) 
และวิธีการเตมิตัวเหนี่ยวนํา ซ่ึงเปนแบบตอเนื่อง (continuous) หรือเติมแบบเปนขั้นๆ (stepwise) ใน
การเพิ่มการผลิตเอนไซม  อยางไรก็ตาม การแทนที่ตัวเหนี่ยวนําดวยแหลงคารบอนชนิดอื่นจะ
สงเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย แตจะไมมีเอนไซมถูกผลิตขึ้น 

 
                 Coniothyrium diplodiella เปนจุลินทรียที่กอโรคในพืช ถูกใชโดยบริษัท Sankyo 

ของญี่ปุนในการผลิตเอนไซมยอยเพก็ทิน (pectic enzyme) ที่มีแอกทวิิทขีองเอนไซมนารินจิเนส  
การเตรียมการผลิตเอนไซมดังกลาวถูกขายในชื่อ Sankyo naringinase และถูกรายงานวามีประสิทธิ-
ภาพสูง (Puri and Banergee, 2000)   Ito และ Takiguchi (1970) ไดจดทะเบียนสิทธิบัตรสําหรับการ
ผลิตเอนไซมนารินจิเนสจาก Phanopsis citri, Rhizoctonia solani , Coniothyrium diplodiella  โดย
ใชการหมกัเปนระยะเวลา 5 วัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีถ่ัวเหลืองปน (soybean meal) และเก็บที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  Fukumoto และ Okada (1973) รายงานการผลิตเอนไซมนารินจิเนส จาก 
Penicillium sp. โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวยกากถั่วเหลือง (soybean residue) และ 
cornsteep liquor ไดผลสรุปวากระบวนการผลิตขึ้นอยูกับตัวเหนี่ยวนําคอืสารเฮสเปอริดิน 
(hesperidin)  ซ่ึงเล้ียงเชื้อดวยวิธีการหมักแบบเบ็ดเสร็จ (batch) ที่ระยะเวลา 5 วัน อุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซยีส 

 
                 ไมมีรายงานการพัฒนาการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสในอาหารเหลว เปนเวลา

เกือบ 20 ป จนกระทั่งในป 1994 บริษัท Hoechst ไดจดทะเบียนสิทธิบัตรการผลิตเอนไซมอัลฟา-          
แรมโนสซิเดสที่แยกไดบริสุทธิ์ และตรวจสอบสมบัติของเอนไซมที่ไดโดยกระบวนการหมักจาก
เชื้อ Penicillium sp. DSM 6825 พบวาเอนไซมที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุล 60-100 กิโลดาลตัน (KDa) 
และมีลําดับเบสบริเวณปลายเอ็นที่จําเพาะเจาะจง (specific N-terminal sequence)  เอนไซมจะสลาย
พันธะระหวางแรมโนสและอะไกลโคน (aglycon) ในโมเลกุลไกลโคไซด  นอกจากนี้ยังพบวา
เอนไซมมีคาพเีอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานที่ 5.0-5.5 และ 50-55 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ 

 
                 Shanmugam และ Yadav (1995) ทดลองผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก

เชื้อรา Rhizopus nigricans โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการฆาเชื้อซ่ึงประกอบดวยซูโครสและขาว
มาทําการเพาะเชื้อดวยสารละลายสปอร (spore suspension) 106 สปอรตอมิลลิลิตร  พบแอกทวิิที
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ของเอนไซมนารินจิเนสหลังการเพาะเชื้อเปนเวลาเกือบ 50 ชั่วโมง คาพีเอชของอาหารลดลงตาม
การเจริญของเสนใยเชื้อรา (mycelia)  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่ไดแสดงการตอบสนองตาม     
คาจลนศาสตรของ Michaelis-Menten  เมื่อทดสอบกับ p-nitrophenyl-α-L-rhamnopyranoside ซ่ึง
ใชเปนซับสเตรต  คาพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมคือ พีเอช 6.5 และ
อุณหภูมิ 60-80 องศาเซลเซียสตามลําดับ  เมื่อพิจารณารายงานทั้งหมดของกระบวนการหมัก  พบวา
เอนไซมนารินจิเนสถูกผลิตออกนอกเซลลเชื้อรา (extracellular broth) 

 
                 กระบวนการหมกัแบบใชอาหารเหลว (submerged culture) เปนวิธีการที่นยิมใช

ในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสเปนการคา  เนื่องจากเปนวิธีที่คอนขางงายในการควบคุมและเพิ่ม
ปริมาณ (scale up) นอกจากนั้นผลผลิตที่ไดจากวิธีนี้ยังมปีริมาณสูงและมคีวามเสีย่งตอการปนเปอน
ต่ํา (Puri and Banergee, 2000) 

 
       6.2.2  การเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง (solid-state fermentation) 
 
                 เมื่อเปรียบเทียบกบัการเพาะเลีย้งเชื้อในอาหารเหลวแลว แทบจะไมพบการเพาะ-

เล้ียงเชื้อราในอาหารแข็งสําหรับการผลิตเอนไซมนารินจิเนส (Chisti, 1999)  Nomura (1965) ได
รายงานการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชือ้ Coniothyrium diplodiella บนอาหารแข็ง โดยเลี้ยง
เชื้อจุลินทรียบนกอนถ่ัวเหลือง (soybean cake) ที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียสเปนเวลา 8 วัน  ซ่ึงกอน
โคจิ (koji cake) ที่ไดถูกทําใหแหง บด และสกัดเอาเอนไซมดบิ (crude enzyme) แยกใหบริสุทธิ์เพือ่
กําจัดเอนไซมเพ็กทิเนส (pectinase) ที่ปนเปอนอยูออก พบวาคาพีเอชและอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอ
การทํางานของเอนไซมนารนิจิเนสที่ไดอยูที่คาพีเอช 4.2 และอุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ  ซูโครสและฟรุคโตสจะยับยั้งการผลิตเอนไซมดังกลาวคอนขางมาก ขณะที่ซอรบิทอล 
(sorbital) ยับยัง้การผลิตเอนไซมในระดับที่นอยกวา 
 

6.3  การตรวจวัดแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนส 

 
       ปจจุบันมวีิธีการตรวจวิเคราะหเอนไซมนารินจิเนส 4 วิธี คือ (1) ใชเครื่องสเปกโทร-

โฟโทมิเตอรในการตรวจวัดสารฟลาโวโนน (flavonones) ดวยวิธี alkaline diethyl glycol ตามวิธี
ของ Davis (1947)  หลักการคือ เมื่อสารนารินจินทําปฏิกริิยาเคมีกับน้ํายาแลว จะทําใหเกิดสีเหลือง
ขึ้นและวัดปรมิาณความเขมของสีที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร  (2) วัดการทํางานของเอนไซม     
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นารินจิเนสดวยเทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC)  ซ่ึงใชหลักการวัดการ
เปล่ียนแปลงความเขมขนของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส ตามวิธีการของ Horuichi et al. (1985)  
(3) ใช p-nitrophenyl-α-L-rhamnopyranoside วัดการทํางานของเอนไซมอัลฟา- แรมโนสซิเดสที่
เปนองคประกอบในเอนไซมนารินจิเนส ตามวิธีการของ Romero และคณะ (1985) และเปรียบเทยีบ
สีที่ไดจากผลิตผล p-nitrophenol ที่ไดจากการสลายซับสเตรต พบวาการใชซับสเตรตสังเคราะหนี้
จะไมสงผลกระทบตอคาพีเอชและอุณหภูมขิองเอนไซม  (4) วัดแอกทิวทิีของเอนไซมนารินจิเนส
โดยใชสารนารินจินเปนซับสเตรต และใชเทคนิค HPLC ในการวิเคราะหปริมาณสารนารินจินและ

ผลิตผลอื่นๆ ที่เกิดขึ้น โดยใชคอลัมน C18 (ชื่อทางการคาคือ μBondapak หรือคอลัมนอ่ืนๆ ชนิด 
reverse-phase column) แลววัดปริมาณสารที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (Puri and Banergee, 
2000)  การวิเคราะหนีน้ิยมใชกันทั่วไป เนือ่งจากมีประสิทธิภาพในการวัดระดับของสารประกอบ 
ฟลาโวนอยดที่เปล่ียนแปลงไดอยางเดนชดั (Kimball, 1999) 

 
6.4  สมบัติของเอนไซมนารนิจิเนส 

 
       เอนไซมนารินจิเนสที่ไดจากแหลงที่แตกตางกันจะมสีมบัติเฉพาะที่ตางกัน  เชน 

เอนไซมที่แยกไดจาก Penicillium sp. จะเปนไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ที่มีหนวยยอยชนดิ
เดียวกัน (จากการศึกษาดวยวิธี electrofocussing (IEF) gel electrophoresis และ sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis หรือ SDS-PAGE)  เอนไซมนารินจิเนสประกอบดวย
แอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และแอกทิวิทขีองเอนไซมบีตา- กลูโคสซิเดส  มีชวง   
พีเอชที่เหมาะสมสําหรับการทํางานของแอกทิวิทีทั้งสองที่พีเอช 4.5 และ 3.0 ตามลําดับ (Gabor and 
Pittner, 1984)   Schalkhammer และ Pittner (1986) ไดทําการหาฮาโลเอนไซม (haloenzyme) และ
โครงสรางหนวยยอยของเอนไซมนารินจิเนสโดยใชวิธีการกระเจิงของแสง (light scattering) และ
วิธีการแยกโครมาโทกราฟแบบคัดขนาดโมเลกุล (exclusion chromatography) รวมกับขอมูลตัวแปร
ทางจลนศาสตร ไดแก Km (Michaelis constant) อัตราเร็วสูงสุด (Vmax) และคาคงที่ของการยับยั้ง 
(Ki) ของกลูโคสและแรมโนส  รวมทั้งศึกษาบริเวณสลาย (catalytic site) 2 บริเวณ โดยการดดัแปลง
ทางเคมี (chemical modification) ที่ทั้ง 2 บริเวณ พบวาบริเวณที่มกีรดอะมิโนไทโรซีน (tyrosine) 
เปนบริเวณที่มคีวามจําเปนตอแอกทิวิทีทั้งสอง 

 
       ในทางการคาจะใชเอนไซมนารินจิเนสที่แยกไดจากเชื้อรา Aspergillus niger ซ่ึงมี

แอกทิวิทีทั้งของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส  โดยอัตราสวนของ
แอกทิวิทีทั้งสองเปลี่ยนแปลงไปตามความเขมขนของโปรตีน คาพีเอชที่เหมาะสมทีสุ่ดของเอนไซม
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สําหรับแอกทวิิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสวนใหญจะทํางานไดดีในชวงคาพีเอชระหวาง 
3.0-7.0 สําหรับแอกทิวิทีของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจะทํางานไดดทีี่สุดในชวงคาพีเอชที่ 4.0-6.0  
เอนไซมนารินจิเนสสามารถแยกเปนโอลิโกเมอร (oligomers) ไดมากมายดวยวิธีเจลฟลเทรชัน (gel 
filtration) พบวาเอนไซมจากเชื้อรา Aspergillus niger จะอยูในรูปเอนไซมอิสระที่มีบริเวณเรง 
(active sites) 2 บริเวณ โดยบริเวณหนึ่งจะมีแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส สวนอีก
บริเวณหนึ่งจะมีแอกทิวิทีของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 
 

6.5  การประยกุตใชเอนไซมนารินจิเนส 

 
       เอนไซมนารินจิเนสนอกจากจะนํามาใชในการกําจดัความขมในอตุสาหกรรมการผลิต    

น้ําผลไมแลว ยังสามารถนํามาประยุกตในดานอื่นๆ ได ดังนี ้
 
       6.5.1  การเตรียมยาปฏิชวีนะคลอโรโพลีสโพริน ซี (chloropolysporin C) 
 

                               แอกทิวิทขีองเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในเอนไซมนารินจิเนสจะตัด
คารโบไฮเดรต (deglycosylation) ออกจากยาปฏิชีวนะคลอโรโพลีสโพริน (chloropolysporin) ที่
สกัดไดจากการเลี้ยงเชื้อ Faenia interjecta เปนคลอโรโพลีสโพริน เอ บี และซี  ซ่ึงเปนอนุพันธ
ชนิดดีไกลโคซิเลท (deglycosylated)  การใชคลอโรโพลีสโพริน ซี กับยาปฏิชีวนะประเภทบีตา-
แลกแทม (β-lactam) จะมีฤทธ์ิเสริมซึ่งกันและกันในการชวยตอตานจุลินทรียสายพนัธุ 
Staphylococcus ที่ตานทานตอเมทิลซิลลิน (methicillin)  และสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก
จําพวก Enterobacteria ไดอีกดวย 
 

       6.5.2  การเตรียมสารพรูนิน 
 

                               สารฟลาโวนอยดชนิดพรูนินสามารถผลิตไดจากสารนารินจินโดยใชเอนไซม 
นารินจิเนสที่ถูกตรึงรูป (immobilized naringinase) ดวยอัลคาไลนบัฟเฟอร (alkaline buffer)  
วิธีการนี้จะใหผลิตผลปริมาณสูง  สารพรูนินมีประโยชนโดยสามารถตอตานไวรัสได (antiviral 
activity) ทั้งดีเอ็นเอ (DNA) และอารเอ็นเอไวรัส (RNA virus) เชน respiratory syncytial virus 
(RSV), polio virus, parainfluenza virus type3 (Pf-3) และ herpes simplex virus type 1 (HSV-1) 
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รวมทั้งตอตานการเกิดการอักเสบ (antiflammatory) และอาจใชเปนสารใหความหวานแกผูปวย
โรคเบาหวานได (Puri and Banergee, 2000) 

 
       6.5.3  การเตรียมน้ําตาลแรมโนส 
 
                 แอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในเอนไซมนารนิจิเนสจะสลายสาร

นารินจินไดผลผลิตเปนแอล-แรมโนส (L-rhamnose)  เอนไซมนารินจิเนสที่ใชจะเปนเอนไซมที่ถูก
สกัดแยกใหมคีวามบริสุทธิ์เพียงบางสวน และมีแอกทิวทิีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูงกวา
แอกทิวิทีของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส  น้ําตาลแรมโนสเปนสาร chiral intermediate ที่ใชในการ
สังเคราะหสารอินทรียและใชในการผลิตยารวมทั้งผลิตเปนสารปกปองพืช (Daniels et al., 1990)  
 
       6.5.4  การเตรียมสารนารินเจนนิ 
 

      สารฟลาโวโนนไกลโคไซด (flavonone glycoside) ชนิดนารินเจนนิถูกรายงาน
วาสามารถปองกันการเกิดแผลเปอยในเยื่อบุกระเพาะอาหาร (gastric mucosal ulceration) สวนสาร 
นารินจินก็มีรายงานวา ใชปกปองกระเพาะอาหารจากผลกระทบของเอทานอล (ethanol) ซ่ึงชักนํา
ใหเกิดการบาดเจ็บของกระเพาะอาหารได (Puri and Banergee, 2000)  ทั้งสารนารินจินและสารนา-
รินเจนินยังมีประโยชนในการยับยั้งการสะสมของ macrophage-lipid complex บน arterial 
endothelium และรักษาความผิดปกติเกีย่วกับตับในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Prakash et al., 2002) 
     

       6.5.5  เพิ่มกลิ่นใหกับไวน 
 

                               แอกทิวิทขีองเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเอนไซมนารินจิเนสที่ไดพรอม
กับเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมอัลฟา-อะราบิโนสซิเดส (α-arabinosidase) พบวา
เหมาะสมสําหรับใชในการเพิ่มกลิ่นหอมใหกับไวน  โดยการประยุกตจะใชเอนไซมนารินจิเนส 
ตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา (Caldini et al., 1994)  เอนไซมกลุมดังกลาวจากเชื้อ Aspergillus niger 
สามารถสลายไกลโคไซดของสารกลุมโมโนเทอพีน (monoterpenes) กลุมเซสควิเทอพีน 
(sesquiterpenes) และแอลกอฮอลชนิดอื่นซึ่งทําใหเกิดกลิน่หอมในเหลาไวนใหม (must) ไวน 
หญาฝรั่น (saffron) และผลไม เชน แอปเปล พลัม และมะละกอ เปนตน (Martino et al., 2000) 
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       6.5.6  การแปรรูปสเทอรอยด 
 

                               เมื่อทําการสลายสารนารินจินในเมล็ด fenugreek (Trigonella foenumgraecum) 
โดยใชเอนไซมนารินจิเนสตรึงรูปและเอนไซมเพ็กทิเนส (pectinase) จะไดผลผลิตเปนสารซาโพ-  
เจนิน (sapogenins) และสารไดออสเจนิน (diosgenin)  ซ่ึงสามารถนําไปใชผลิตยาประเภทสเทอ-
รอยด (steroid)  พบวาวิธีนี้จะไมสูญเสียปริมาณสารไดออสเจนิน 
 
        เอนไซมนารินจิเนสเปนเอนไซมที่ไดรับความสนใจทางการคา เนื่องจากสามารถใช
ประโยชนไดในอุตสาหกรรมอาหาร เภสัชกรรม และประยุกตใชในการแตงกลิ่น (Puri and 
Banergee, 2000)  การศึกษาถงึปจจัยที่มีผลตอปฏิกริิยา เชน พีเอช และอุณหภูมิ ซ่ึงจะเปลี่ยนแปลง
ความจําเพาะของเอนไซมนัน้มีบทบาทสําคัญในการกําจดัความขม (Olsen, 1995)  และในกระบวน- 
การผลิตระดับอุตสาหกรรมจําตองทําการผลิตเอนไซมในระดับใหญ (large-scale) โดยกระบวนการ
หมัก (fermentation) ซ่ึงมีรายงานการผลิตเอนไซมนารินจิเนสโดยกระบวนการหมักในระดบัใหญ
สําหรับใชในการกําจัดความขมของน้ําผลไมเพียงเล็กนอยเทานัน้ (Puri and Banergee, 2000) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1.  เคร่ืองมือ  ไดแก 
 

1. เครื่องวัดคาการดูดแสง (spectrophotometer) 
2. เครื่องวัดคาการดูดแสงชนิดใชกับไมโครเพลท (miroplate reader) 
3. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
4. เครื่องปนผสมสาร (waring blender) 
5. เครื่องกวนสารดวยแมเหล็ก (magnetic stirrer) 
6. เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) 
7. เครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง (freeze dryer หรือ lyophilizer) 
8. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
9. เครื่องดูดปลอยสารอัตโนมัติ (autopipette) 
10. หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) 
11. ตูเขี่ยเชื้อ (microflow biological safety cabinet) 
12. ตูอบแหง (hot air oven) 
13. เครื่องชั่งชนิดทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง  
14. ไมโครเพลทชนิด 24 และ 96 หลุม (24-wells and 96-wells microplates) 
15. ตูเก็บสารเคมีอุณหภูมิต่ํา -80 องศาเซลเซียส (deep freezer) 

16. เครื่องชุดกรองน้ําชนิดใหน้ําเกรด RO (reverse osmosis) และชนิดใหน้ําเกรด 18 MΩ 
17. ตูเย็น (refrigerator) 
18. เครื่องทําน้ําแข็ง 
19. เครื่องแกวตาง ๆ 
20. นาฬิกาจับเวลา 

 

2. สารเคมี  ไดแก 
 

ammonium dihydrogen phosphate, ammonium nitrate, ammonium sulphate, beef extract, 
bovine serum albumin (BSA), casein, citric acid, coomassie blue G-250, corn starch, 
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ethylenediaminetetraacetic acetic (EDTA), di-ammonium hydrogen citrate, diethylene glycol, 
disodium hydrogen phosphate, dithiothreitol (DTT), ethanol, fructose, glucose, glycerol, iron 
sulfate, maltose, manganese sulfate, magnesium sulfate, microbiological agar, naringenin, 
naringin, neopeptone, ortho-phosphoric acid, peptone, phosphoric acid, potassium chloride, 
phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF), potassium dihydrogen phosphate, p-nitrophenyl-α-L-
rhamnopyranoside, p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside, rhamnose, skimmed milk, sodium 
acetate, sodium carbonate, sodium dihydrogen phosphate, sodium hydroxide, sodium nitrate, 
soyabean meal, soya peptone, starch soluble, sulfuric acid, sucrose, tapioca starch, tryptone, yeast 
extract, zinc sulfate 
 

วิธีการ 
 
1.  แหลงของเชื้อรา 
 

เชื้อราแยกไดจากตัวอยาง เชน ดิน เปลือกไม ใบไม เปลือกผลไม  ไลเคนส น้ํา ฯลฯ ทีเ่ก็บ
จากสิ่งแวดลอมตามที่ตาง ๆ ทั้งในประเทศไทยและประเทศจีน จํานวน 11 แหลง รวมทั้งหมด 128 
ตัวอยาง  
 
2.  การคัดเลือกเชื้อราท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
 
 2.1  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับปฐมภมูิ 
(Primary screening) 
 

       ทําการเจือจางตัวอยางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อในอัตราสวน 1 : 100  เพื่อทําการแยกเชื้อ
ราดวยเทคนิค spread plate  โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งชนิด synthetic minimal 
medium (Ruiz et al., 1997) ซ่ึงเปนอาหารคัดเลือก (selective medium) ที่มีการเติมสารนารินจินและ
ปรับคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มตนที่ 5.8  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  ทําการแยกเชือ้
จนไดเชื้อราบริสุทธิ์  จากนั้นเก็บเชื้อราบริสุทธิ์ที่แยกไดบนอาหารเลีย้งเชื้อแบบแขง็ชนิด 
Sabouraud’s dextrose agar ที่เติมสารนารินจิน  เมื่อเชื้อเจริญนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เพื่อใชในการศึกษาขั้นตอไป  และทําการเก็บเชื้อราบริสุทธิ์ในรูปสารละลายสปอร (spore 
suspension) ในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวชนิด Potato dextrose broth ผสมกับสารละลายกลีเซอรอล 
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(glycerol) 30 เปอรเซ็นตในอตัราสวน 1 : 1 เก็บที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียสเพื่อเก็บรักษาเชื้อแบบ
ถาวรสําหรับเปน stock culture 

 
2.2  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับทุติยภมูิ 

(Secondary screening) 
 
         2.2.1  การทดสอบการสลายนารินจิน (Naringin hydrolysis) 
  
                                นําเชื้อราที่แยกไดจากขอ 2.1 เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวชนิดเดียว 
กับขอ 2.1 แตปรับคาพีเอชของอาหารเปน 4.0 เล้ียงในหลอด vial ดวยปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 7 วัน  ปเปตสวนใส (culture filtrate) เก็บและเติมสาร
ยับยั้งเอนไซมโปรตีเอส (protease inhibitor) ชนิดตางๆ ไดแก 1 mM EDTA, 1 mM PMSF และ 0.5 
mM DTT  สวนเซลลเชื้อราที่แยกออกจากสวนใสนําไปอบจนแหง และชั่งเพื่อหาน้ําหนักเซลลแหง
ตอไป  สําหรับสวนใสซึ่งเปนเอนไซมดิบนําไปทดสอบการยอยสลายนารินจิน โดยทําการบมสวน
ใสปริมาตร 250 ไมโครลิตรกับสารนารินจนิความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร ที่
ละลายใน citrate-phosphate buffer (McIlvaine buffer) ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 4.0 ปริมาตร 
750 ไมโครลิตร บมที่อุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียส ในไมโครเพลทชนิด 24 หลุม (24-wells 
microplate) เปนระยะเวลา 24-48 ชั่วโมง  และสังเกตการยอยที่เกดิขึ้นในหลุมเอนไซมที่หยอดไว  
สําหรับเชื้อราที่จัดเปนเชื้อราที่ใหผลบวก ซ่ึงจัดเปนเชื้อราท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม    
นารินจิเนส คอื เชื้อราที่มีสวนใสซึ่งเปนสวนของเอนไซมดิบ สามารถสลายสารนารินจินไดหมด 
 

         2.2.2  การหาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการตรวจสอบการผลิตเอนไซม 
 

                                 นําเชื้อราที่ใหผลบวก (positive) ซ่ึงเปนเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซมนารินจิเนสจากการทดสอบขอ 2.2.1 จํานวน 10 ไอโซเลท และเชื้อราที่ใหผลลบ (negative) 
หมายถึง เชื้อราท่ีเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชือ้แตไมมีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
จากขอ 2.2.1 จํานวน 10 ไอโซเลท มาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชือ้แบบเหลวชนิดตางๆ 
จํานวน 7 สูตร บมที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 3 และ 7 วัน  ทําการเก็บสวนใสเพือ่
ตรวจสอบการยอยสลายสารนารินจินตามวธีิการในขอ 2.2.1  เพื่อพิจารณาคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสมที่สุดในการตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา  และใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่
คัดเลือกไดในการคัดเลือกเชือ้ราตอเนื่องในการคัดเลือกระดับทุติยภูมนิี้ตามวิธีเดยีวกับขอ 2.2.1 
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        2.3  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับตติยภมูิ 
(Tertiary screening) 
 
         2.3.1  การคัดเลือกเชื้อราตามความสามารถของเอนไซมนารินจิเนสที่ทํางานไดใน
สภาวะทีต่องการ 
  
                                นําสวนใสซึ่งเปนสวนเอนไซมดิบของเชื้อราที่ทําการคัดเลือกจากขอ 2.2 วามี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส มาตรวจวิเคราะหแอกทิวทิีของเอนไซมนารินจิเนส 
ตามวิธีการของ Davis (1947) แตมีการดัดแปลงเล็กนอยเพื่อใหเหมาะสม ดังขอ 2.4.2  โดยทําการ
ตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนสที่สภาวะตางๆ ไดแก ที่พีเอช 3.0 และ 4.0  ณ อุณหภูมิ 
50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส  จากนั้นทําการวิเคราะหปริมาณเอนไซมและปริมาณโปรตีนของแต
ละเชื้อ ตามวิธีทดสอบขอ 2.4.3 แลวเปรียบเทียบผล  เพือ่พิจารณาคัดเลือกเชื้อราที่สามารถผลิต
เอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง และสามารถทํางานไดในสภาวะที่ตองการคือ พีเอชต่ํา แต
อุณหภูมิสูง เพือ่สําหรับใชศึกษาตอไป 
 
         2.3.2  การคัดเลือกเชื้อราตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส 
  
                                นําสวนใสซึ่งเปนสวนเอนไซมดิบของเชื้อราที่ทําการคัดเลือกจากขอ 2.2 วามี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส มาตรวจวิเคราะหแอกทิวทิีของเอนไซมอัลฟา-       
แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดสซึ่งเปนองคประกอบของเอนไซมนารินจิเนสตาม
วิธีการของ Montreuil (1994)  โดยใชซับสเตรตสังเคราะห 2 ชนิด คือ p-nitrophenyl-α-L-
rhamnopyranoside และ p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside แตมีการดัดแปลงเล็กนอยเพื่อให
เหมาะสม ดังขอ 2.4.1  โดยทาํการทดสอบที่พีเอช 4.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  จากนั้นทําการ
วิเคราะหปริมาณเอนไซมและปริมาณโปรตีนตามวิธีทดสอบขอ 2.4.3  แลวเปรียบเทยีบผลที่ไดของ
แตละเชื้อ  เพือ่คัดเลือกเชื้อราท่ีสามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนสซึ่งมีแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสในปริมาณสูง และสูงกวาปรมิาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 
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 2.4  วิธีตรวจสอบปริมาณเอนไซม  ปริมาณโปรตีน  และการเจริญของเชื้อรา 
 
         2.4.1  การตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมไกลโคซิเดส (Glycosidase assay) 
  
                                นําสวนใสซึ่งเปนสวนเอนไซมดิบของเชื้อรา ตรวจวิเคราะหแอกทิวิทีของ
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสตามวิธีของ Montreuil (1994) แตมี
การดัดแปลงวธีิการเล็กนอยใหเหมาะสม ดวยซับสเตรตสังเคราะห 2 ชนิด คือ p-nitrophenyl-α-L-
rhamnopyranoside และ p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside ตามลําดบั  โดยทําการบมเอนไซมดบิ
ที่เจือจางใหมคีวามเขมขนทีเ่หมาะสม ปริมาตร 100 ไมโครลิตรกับซับสเตรตสังเคราะหความ
เขมขน 10 มิลลิโมลาร (mM) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร รวมกับ sodium acetate buffer ความเขมขน 
0.1 โมลาร (M) พีเอช  4.0 ปริมาตร 275 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิที่กําหนด เปนเวลา 10 นาที  จากนัน้
ทําการหยดุปฏิกิริยาดวยการเติมสารละลาย sodium carbonate (Na2CO3) ความเขมขน 0.1 โมลาร 
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร  และวัดคาการดดูแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตรดวยเครื่อง
สเปกโทรโฟโทมิเตอร  ซ่ึงในการตรวจสอบจะทําการทดลอง 3 ซํ้า  วิเคราะหปริมาณของเอนไซมที่
มีในเอนไซมดบิ  โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานที่มี p-nitrophenol เปนสารมาตรฐาน 

 
       กําหนดให 1 หนวยเอนไซม (Unit) คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถสลาย p-nitrophenyl-

α-L-rhamnopyranoside หรือ p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside แลวทําใหเกดิผลิตผล              
p-nitrophenol จํานวน 1 ไมโครโมล  ที่อุณหภูมแิละคาพีเอชที่ทําการทดสอบ ในเวลา 1 นาที และ
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

 
         2.4.2  การตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนส (Naringinase assay) 
  
                                นําสวนใสซึ่งเปนสวนเอนไซมดิบของเชื้อรา ตรวจวิเคราะหแอกทิวิทีของ
เอนไซมนารินจิเนส  โดยทําการบมเอนไซมดิบปริมาตร 50 ไมโครลิตรกับสารนารินจนิความ
เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ที่ละลายใน sodium acetate buffer ความเขมขน 0.1 โม-
ลาร พีเอช 4.0 ปริมาตร 325 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาดเล็กที่อุณหภูมิที่กําหนด เปนเวลา 12 
ชั่วโมง  จากนัน้ ทําการหยุดปฏิกิริยาดวยการนําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 
นาที  และตรวจสอบสารนารินจินที่เหลือจากการทําปฏิกิริยาตามวิธีของ Davis (1947) แตมีการ
ดัดแปลงเล็กนอยเพื่อใหเหมาะสม โดยปเปตสารผสมปฏิกิริยา (reaction mixture) จากขางตน
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม ที่เติม diethylene glycol ความเขมขน 90 
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เปอรเซ็นต ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เรียบรอย ตอมาทําการเติม sodium hydroxide (NaOH) ความ
เขมขน 4 นอรมัล (N) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 15 นาที  นํามาวัดคาการดูดแสงที่
ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร ซ่ึงในการตรวจสอบจะทําการทดลอง 2 ซํ้า  วิเคราะหปริมาณ
เอนไซมนารินจิเนสที่มีในเอนไซมดิบ  โดยเปรียบเทยีบจากกราฟมาตรฐานที่มีสารนารินจิน (อุนให
ละลายที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส) เปนสารมาตรฐาน 
 

       กําหนดให 1 หนวยเอนไซม (Unit) คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถสลายสารนารินจิน
จํานวน 1 ไมโครโมล ที่อุณหภูมแิละคาพีเอชที่ทําการทดสอบ ในเวลา 1 นาที และในปริมาตร 1 
มิลลิลิตร 

 
             2.4.3  การตรวจสอบปริมาณโปรตีน 
 
                                ทําการตรวจวเิคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี dye-binding assay (Bradford, 
1976)  โดยปเปตน้ํายาแบรดฟอรด (Bradford reagent) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลงในเอนไซมดิบ
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาที  จากนัน้นํามาวัดคาการดูดแสงที่ความยาวคลื่น 595 
นาโนเมตร  วิเคราะหปริมาณโปรตีน โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานที่มี bovine serum 
albumin เปนสารมาตรฐาน 

 
                                คํานวณหาคา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม  จากคาหนวย
เอนไซมและปริมาณโปรตีนของแตละเชื้อ 
 
         2.4.4  การตรวจสอบการเจริญของเชื้อรา 
 

                  ทําการแยกเอนไซมดิบออกจากเซลลและสปอรเชื้อรา ดวยการกรองผาน
กระดาษกรอง Whatman เบอร 1  และลางดวยน้าํกลั่น 3 คร้ัง  นําไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศา-
เซลเซียส ขามคืน  จากนัน้นาํไปชั่งน้ําหนกัคงที่ของเซลลเชื้อราเพื่อหาน้ําหนกัแหง 

                
                                คํานวณหาปริมาณเอนไซมในหนวย Unit/g dry cell  จากคาหนวยเอนไซมตอ
น้ําหนกัแหงของเซลลเชื้อรา 
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3.  การจําแนกชนิด (Identification)  เชื้อราคัดเลือก  และการตรวจสอบความเปนพษิตอเซลล 
(Cytotoxicity test) ของเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก 
 

สงเชื้อราคัดเลือกที่จะใชในการศึกษาตอ จํานวน 4 ไอโซเลท ไปจัดจําแนกชนิดของเชื้อรา
ดวยวิธีการหาลําดับเบสและเปรียบเทียบจากขอมูล  พรอมทั้งตรวจสอบความเปนพษิของเอนไซม-
ดิบ ณ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชวีภาพแหงชาต ิสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยี โดยทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลือกบนอาหารแข็งชนิด potato dextrose agar และบมที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เพื่อใชในการจัดจําแนกชนดิของเชื้อราคัดเลือก  สําหรบั
การตรวจสอบความเปนพษิของเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก จะจดัสงในรูปสารสกัดแหงแบบแช
เยือกแข็ง (lyophilized extract)  โดยทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลือกในอาหารเลี้ยงเชือ้แบบเหลว
ชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจินและปรับพีเอชเปน 4.0 บมที่อุณหภูมิ 40 องศา-
เซลเซียส เปนระยะเวลา 7 วนั แลวทําการแยกเอนไซมดบิออกจากเซลลและสปอรเชื้อรา ดวยการ
กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1  ซ่ึงเอนไซมดบิจะถูกนํามาทําแหงเปนสารสกัดแบบแช
เยือกแข็ง (freeze dried extract หรือ lyophilized extract) และจัดสงตรวจสอบความเปนพิษ 

 
4.  การศึกษาปริมาณเอนไซมของสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็ง (lyophilized extract) 
  
 นําสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็งซึ่งเปนเอนไซมดิบที่ถูกนํามาทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
(freeze dry) ของเชื้อราคัดเลือกแตละเชื้อ มาทําการเจือจางดวย sodium acetate buffer ความเขมขน 
0.1 โมลาร โดยใหมีความเขมขนเริ่มตนของสารสกัดที่ 5 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร และทําการเจือจาง
ตัวอยางที่ระดบัความเขมขนตางๆ แบบลําดับสวน (serial dilution) คือ  2.5,  1.25,  0.625,  0.3125, 
0.156  และ 0.078  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นทําการตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมนาริน-
จิเนสตามวิธีตรวจสอบในขอ 2.4.2  ตรวจสอบแอกทิวิทขีองเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสตามวิธีตรวจสอบขอ 2.4.1  รวมทั้งหาปริมาณโปรตีนตามวิธีในขอ 2.4.3 
 
5.  การศึกษาสมบัติเบื้องตนของเอนไซมท่ีผลิตจากเชื้อราคัดเลือก 
 
 5.1  การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม (Optimum pH) 
 
          นําเอนไซมดิบที่ผลิตโดยเชื้อราคัดเลือกแตละเชื้อมาตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสตามวิธีตรวจสอบขอ 2.4.1  และแอกทิวิทีของ
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เอนไซมนารินจิเนสตามวิธีตรวจสอบในขอ 2.4.2  บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แตใชซับสเตรต
ที่ละลายในบฟัเฟอรที่มีคาพีเอชตั้งแต 3.0 ถึง 10.0  โดยใช citrate-phosphate buffer ความเขมขน 
0.1 โมลาร สําหรับพีเอช 3.0,  4.0,  5.0,  6.0  และ 7.0  สําหรับคาพีเอช 8.0 และ 9.0 จะใช Tris-HCl 
buffer ความเขมขน 0.1 โมลาร  และใช glycine-NaOH ความเขมขน 0.1 โมลาร สําหรับพีเอช 10.0 
เปนตัวทําละลาย จากนั้นทําการตรวจสอบปริมาณโปรตีน เพื่อใชในการคํานวณคา specific activity 
ของแตละเอนไซม และใชคาดังกลาวในการพิจารณาคัดเลือกพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม 
 
 5.2  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม (Optimum temperature) 
 
        จากการศกึษาคาพีเอชทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมในขอ 5.1 พบวาแตละเชื้อ
มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละชนิดแตกตางกนั  จึงใชคาพีเอชที่เหมาะสม
ของแตละเชื้อ ซ่ึงไดจากขอ 5.1 สําหรับการทดลองนี้และตลอดการทดลองตอเนื่องนับจากนี ้
 

        สําหรับการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมทําโดยนําเอนไซมดิบ
มาตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดสตามวิธี
ตรวจสอบขอ 2.4.1  และแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนสตามวิธีตรวจสอบในขอ 2.4.2  โดยใช
ซับสเตรตที่ละลายในบัฟเฟอรที่เหมาะสมในขอ 5.1  วิเคราะหหาปริมาณเอนไซมโดยควบคุม
อุณหภูมิระหวางการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเปน 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส  จากนัน้
ทําการตรวจสอบหาปริมาณโปรตีน เพื่อใชในการคํานวณคา specific activity ของแตละเอนไซม 
และใชคาดังกลาวในการพิจารณาคัดเลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม เพื่อใช
เปนอุณหภูมิสําหรับการทดลองตอเนื่องนับจากนี ้

 
6.  การพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนสของเชื้อราคัดเลือก 
 

6.1  การศึกษาความเขมขนของกลาเชื้อ (inoculum) ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
                     นําเชื้อราคัดเลือกมาทําการเตรียมกลาเชื้อในรูปสารละลายสปอร (spore suspension) ที่
ระดับความเขมขนตางๆ ไดแก 104, 105, 106, 107 และ 108 สปอรตอมิลลิลิตร  วิธีการเตรียมกลาเชื้อ
เร่ิมตนทําโดยเพาะเลี้ยงเชื้อราบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งชนิด potato dextrose agar ที่บรรจุ
ในหลอดทดลอง และขวดแกวแบบแบน บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน  จากนั้น
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เติมสารละลาย normal saline ที่ปราศจากเชือ้  ซ่ึงเตรียมจากสารละลาย sodium chloride (NaCl) 
ความเขมขน 0.85 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร ทําการเขี่ยสปอรใหหลุดจากเสนใยโดยใชเข็มเขีย่
เชื้อ  เขยาใหสปอรกระจายสม่ําเสมอ  แลวเจือจางสารละลายสปอรใหมีจํานวนสปอรตั้งแต 104 ถึง 
108 สปอรตอมิลลิลิตร เพื่อใชเปนกลาเชื้อสปอรเร่ิมตนในการเพาะเลี้ยงเชื้อราสําหรับผลิตเอนไซม
นารินจิเนส  โดยเติมกลาเชื้อสปอรที่เตรียมไวปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจินความเขมขน 0.1 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเปน 4.0 โดยเพาะเลี้ยงในฟลาสก (flask) ขนาด 
250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 7 วัน  จากนั้นทําการตรวจสอบแอกท-ิ
วิทีของเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และปริมาณ
โปรตีน รวมทั้งวัดการเจริญของเชื้อราตามวิธีตรวจสอบขอ 2.4  แลวเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการ
ใชกลาเชื้อที่ระดับความเขมขนตางๆ 
 

6.2  การศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
                     นําเชื้อราคัดเลือกมาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวจํานวน 2 สูตร ไดแก 
สูตร synthetic minimal medium และ Czapek-Dox medium (Puri et al., 2005) ซ่ึงเติมสารนารินจิน 
ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเปน 4.0  โดยใชความเขมขนของ
กลาเชื้อที่เหมาะสมซึ่งไดจากขอ 6.1 เปนกลาเชื้อเริ่มตน  บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
7 วัน  จากนั้นทําการตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และปริมาณโปรตีน  รวมทัง้วดัการเจริญของเชื้อราตามวิธีตรวจสอบขอ 
2.4  และเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเช้ือ 2 สูตร เพื่อคัดเลือกสูตร
อาหารที่เหมาะสมสําหรับศึกษาตอในขั้นตอไป 

 
6.3  การศึกษาแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 
                     ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลอืกในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวสูตรคัดเลือกจากขอ 6.2 ซ่ึง
มีสารนารินจินเปนตวัเหนี่ยวนํา (inducer) การผลิตเอนไซม  โดยทําการทดสอบเติมแหลงคารบอน
เสริม (supplemented carbon source) ชนิดตางๆ จํานวน 8 แหลง ไดแก น้ําตาลกลโูคส (glucose) 
ซูโครส (sucrose) ฟรุกโตส (fructose) มอลโทส (maltose) แรมโนส (rhamnose) แปงมันสําปะหลัง
(tapioca starch) แปงขาวโพด (corn starch) และสตารชโซลูเบิล (starch soluble) ความเขมขนที่ใช
คือ 10 กรัมตอลิตร (1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร) บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 
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วัน  จากนั้นทําการตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมและปริมาณโปรตีน  รวมทั้งวัดการเจริญเติบโต
ของเชื้อราตามวิธีตรวจสอบขอ 2.4  ทําการเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการเพาะเลีย้งเชื้อราในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่ไมมกีารเติมแหลงคารบอนใดๆ โดยจัดใหเปนตัวควบคุม (control)  กับอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เติมแหลงคารบอนเสริมชนิดตางๆ  เพื่อพจิารณาคัดเลือกแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการ
ผลิตเอนไซม 
 

6.4  การศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 

                     จากขอมูลในขอ 6.3 เมื่อทราบชนิดของแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมแลว  จึงทําการศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมดังกลาว  โดยเตรียม
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เหมาะสมจากขอ 6.2  แตทําการปรับเปลี่ยนความเขมขนของแหลงคารบอนเสริมที่
เหมาะสม โดยใหมีระดับความเขมขนตั้งแต 1.25,  2.5,  3.75,  5,  10,  15,  20  และ 25 กรัมตอลิตร 
หรือ 0.125,  0.25,  0.375,  0.5,  1,  1.5,  2  และ  2.5  เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร ตามลําดับ  ทํา
การเพาะเลีย้งเชื้อราในสภาวะเดยีวกับขอ 6.3  จากนั้นตรวจสอบแอกทวิิทีของเอนไซมและปริมาณ
โปรตีน รวมทั้งวัดการเจริญของเชื้อราตามวิธีการในขอ 2.4   เปรียบเทียบผลที่ไดระหวางการเติม
แหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมดวยความเขมขนตางๆ เพื่อหาระดับความเขมขนที่เหมาะสมของ
แหลงคารบอนเสริมคัดเลือก 

 
6.5  การศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
       ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคดัเลือกในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวที่ผานการศึกษาชนิดและ

ปริมาณคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมในขอ 6.4  แตทําการปรับเปลี่ยนชนิดของ
สารอาหารที่ใชเปนแหลงไนโตรเจน (nitrogen source) แทนสารอาหารที่เปนแหลงไนโตรเจนเดิม  
โดยใชแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ ดังนี้คือ แอมโมเนียมซัลเฟท (ammonium sulphate, (NH4)2SO4) 
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟท (ammonium dihydrogen phosphate, (NH4)H2PO4) 
แอมโมเนียมไนเตรท (ammonium nitrate, NH4NO3)  ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนซิเตรท (di-
ammonium hydrogen citrate)  โซเดียมไนเตรท (sodium nitrate, NaNO3)  เปปโตน (peptone)   
ทริบโตน (tryptone)  สารสกัดจากยีสต (yeast extract)  สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)  หางนม 
(skimmed milk)  เคซีนชนิดยอยดวยกรด (casein acid hydrolysate)  กากถ่ัวเหลือง (soyabean meal) 
และซอยยาเปปโตน (soya peptone) สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร synthetic minimal medium จะใช
ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน 5 กรัมตอลิตร (0.5 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร) แตสําหรับ
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อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร Czapek-dox medium จะใชความเขมขน 2 กรัมตอลิตร (0.2 เปอรเซ็นต น้ําหนัก
ตอปริมาตร) บมเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน  และนําสวนใส (เอนไซมดิบ) 
ตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมและปริมาณโปรตีน  รวมทั้งวัดการเจรญิเติบโตของเซลลเชื้อรา
ตามวิธีตรวจสอบขอ 2.4  เปรียบเทียบขอมลูที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการ
เติมแหลงไนโตรเจนชนดิเดมิ ซ่ึงจัดเปนตวัควบคุม (control) กับอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตมิแหลง
ไนโตรเจนชนดิตางๆ  เพื่อพจิารณาคัดเลือกแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 
6.6  การศึกษาความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

                      
                     จากขอมูลในขอ 6.5 เมื่อทราบชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมแลว  จึงทําการศึกษาความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมดังกลาว  โดยเตรียม
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เหมาะสมจากขอ 6.2 สําหรับแตละเชื้อราคัดเลือก  แตทําการปรับความเขมขนของ
แหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม โดยใชความเขมขน  1.25,  2.5,  3.75,  5,  10,  15,  20  และ  25  กรัม
ตอลิตร หรือ 0.125,  0.25,  0.375,  0.5,  1,  1.5,  2 และ 2.5 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร 
ตามลําดับ  ทําการเพาะเลีย้งเชื้อราในสภาวะเดยีวกับขอ 6.5  จากนั้นตรวจสอบแอกทวิิทีของ
เอนไซมและปริมาณโปรตีนจากสวนใส (เอนไซมดิบ) รวมทั้งวดัการเจริญของเซลลเชื้อราตาม
วิธีการในขอ 2.4  แลวเปรียบเทียบผลที่ไดระหวางการเติมแหลงไนโตรเจนที่ระดับความเขมขน
ตางๆ  เพื่อหาระดับความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงไนโตรเจนคัดเลือก  

 

7.  สถานที่ทําการทดลอง 

 
              สาขาชีวเคมี (SC3-104)  คณะศิลปศาสตรและวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน  จังหวัดนครปฐม  

8.  ระยะเวลาทําการทดลอง 

 
                   ตั้งแต พฤศจิกายน 2546 - ธันวาคม 2549 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  แหลงของเชื้อรา 
 

การเก็บตวัอยางจากสิ่งแวดลอมตามที่ตางๆ ทั้งในประเทศไทยและประเทศจีน ทั้งหมด
จํานวน 11 แหลง ไดตัวอยางรวม 128 ตัวอยาง (ตารางที่ 3) สรุปตัวอยางจากที่ตางๆ คือ 

 
1.)   ประเทศจนี 37  ตัวอยาง 
2.)   อําเภอกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม  2  ตัวอยาง 
3.)   อําเภอสองพี่นอง จังหวดัสุพรรณบุรี  9  ตัวอยาง 
4.) อําเภอพระพุทธบาท จังหวดัสระบุรี  6  ตัวอยาง 
5.) อําเภอปากชอง จังหวดันครราชสีมา  2  ตัวอยาง 
6.) อําเภอปาติ้ว จงัหวัดอํานาจเจริญ  2  ตัวอยาง 
7.) อําเภอราษีไศล จังหวัดศรษีะเกษ  3  ตัวอยาง 
8.) ธารน้ํารอนบอคลึง จังหวัดราชบุรี  55  ตัวอยาง 
9.) โปงยุบ จังหวัดราชบุรี จํานวน  5  ตัวอยาง  
10.)  น้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม (ไดตัวอยางจาก ดร. ฐิตยิา แซปง) 4  ตัวอยาง 
11.)  อําเภอเมือง จงัหวัดนครปฐม จํานวน 3  ตัวอยาง 

 
2.  การคัดเลือกเชื้อราท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
 

2.1  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับปฐมภมูิ 
(Primary screening) 
 
                     จากการแยกเชื้อราดวยอาหารคัดเลือกแบบแข็งชนิด synthetic minimal  medium ที่มี
สารนารินจินความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร เปนแหลงคารบอน ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส  พบวา เมื่อนําตัวอยางจํานวน 128 ตัวอยาง ที่เก็บจากแหลงตางๆ รวม 11 แหลง ไป
แยกเชื้อรา ไดจํานวนเชื้อรารวมทั้งสิ้น 348 ไอโซเลท (ตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 3  ชนดิของตัวอยางและจํานวนเชือ้ราที่แยกไดจากแหลงตางๆ 
 

ตัวอยาง 
ที่ 

แหลงตัวอยาง ชนิดของตัวอยาง จํานวนเชื้อรา 
(ไอโซเลท) 

รหัสเชื้อ 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 

อ.สองพี่นอง จ.สุพรรณบุรี 
 
 
 
 
อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
 
 
อ.สองพี่นอง จ.สุพรรณบุรี 
 
อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา 
 
อ.ปาต้ิว จ.อํานาจเจริญ 
 
อ.ราษีไศล จ.ศรีษะเกษ 
 
 
อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
 
 
อ.สองพี่นอง จ.สุพรรณบุรี 
 
อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 
 
ตัวอยางจากประเทศจีน 

เปลือกไม 
เปลือกมะขามเทศ 
เปลือกออย ตัวอยางที่ 1 
เปลือกออย ตัวอยางที่ 2 
กลีบดอกกระเจี๊ยบแดง 
ใบตําลึง 
ดินรวน ตัวอยางที่ 1 
ดินรวน ตัวอยางที่ 2 
เปลือกมะนาว 
ใบยูคาลิปตัส 
ใบกระดังงา 
ดินรวน 
ใบไม 
ดินทราย 
ผิวขนุนผลเล็ก ตัวอยางที่ 1 
ผิวขนุนผลเล็ก ตัวอยางที่ 2 
ผิวขนุนผลเล็ก ตัวอยางที่ 3 
ผิวมันแกว ตัวอยางที่ 1 
ผิวมันแกว ตัวอยางที่ 2 
ผิวมันแกว ตัวอยางที่ 3 
ผิวขนุนผลใหญ ตัวอยางที่ 1 
ผิวขนุนผลใหญ ตัวอยางที่ 2 
ดินรวนจากแปลงพืชสวน 
เปลือกกลวย 
ไลเคนส 
ไลเคนส 
ไลเคนส 
ไลเคนส 
เปลือกไม 
มอส 
ดิน 

9 
4 
5 
11 
5 
7 
10 
3 
1 
7 
6 
3 
4 
5 
1 
1 
1 
1 
2 
8 
1 
1 
3 
3 
4 
1 
2 
1 
3 
1 
5 

  PTK1.1-PTK1.9 
  PTK2.1-PTK2.4 
  PTK3.1-PTK3.5 
  PTK4.1-PTK4.11 
  PTK5.1-PTK5.5 
  PTK6.1-PTK6.7 
  PTK7.1-PTK7.10 
  PTK8.1-PTK8.3 
  PTK9 
  PTK10.1-PTK10.7 
  PTK11.1-PTK11.6 
  PTK12.1-PTK12.3 
  PTK13.1-PTK13.4 
  PTK14.1-PTK14.5 
  PTK15 
  PTK16 
  PTK17 
  PTK18 
  PTK19.1-PTK19.2 
  PTK20.1-PTK20.8 
  PTK21 
  PTK22 
  PTK23.1-PTK23.3 
  PTK24.1-PTK24.3 
  PCK1.1-PCK1.4 
  PCK2 
  PCK3.1-PCK3.2 
  PCK4 
  PCK5.1-PCK5.3 
  PCK6 
  PCK7.1-PCK7.5 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 
ตัวอยาง

ที่ 
แหลงตัวอยาง ชนิดของตัวอยาง จํานวนเชื้อรา   

(ไอโซเลท) 
รหัสเชื้อ 

32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 

ตัวอยางจากประเทศจีน 
 
 
 

ไลเคนส 
                  ใบไม 
                  มอส 
                  มอส 
                  ใบไม 

ไลเคนส 
ไลเคนส 

                  ใบไม 
                  ดิน 
                  ดิน 
                  ดิน 
                  ใบไม 
                  ดิน 
                  ใบไม 
                  ดิน 
                  ใบไม 

ไลเคนส 
                  ใบไม 
                  ใบไม 
                  ใบไม 
                  ดิน 
                  ดิน 
                  ใบไม 

ไลเคนส 
                  เปลือกไม 
                  มอส 

ไลเคนส 
                  ดิน 
                  ดิน 
                  ดิน 

2 
2 
2 
4 
1 
4 
1 
1 
6 
7 
3 
2 
4 
2 
3 
1 
1 
2 
2 
2 
1 
3 
1 
2 
1 
2 
4 
2 
3 
1 

  PCK8.1-PCK8.2 
  PCK9.1-PCK9.2 
  PCK10.1-PCK10.2 
  PCK11.1-PCK11.4 
  PCK12 
  PCK13.1-PCK13.4 
  PCK14 
  PCK15 
  PCK16.1-PCK16.6 
  PCK17.1-PCK17.7 
  PCK18.1-PCK18.3 
  PCK19.1-PCK19.2 
  PCK20.1-PCK20.4 
  PCK21.1-PCK21.2 
  PCK22.1-PCK22.3 
  PCK23 
  PCK24 
  PCK25.1-PCK25.2 
  PCK26.1-PCK26.2 
  PCK27.1-PCK27.2 
  PCK28 
  PCK29.1-PCK29.3 
  PCK30 
  PCK31.1-PCK31.2 
  PCK32 
  PCK33.1-PCK33.2 
  PCK34.1-PCK34.4 
  PCK35.1-PCK35.2 
  PCK36.1-PCK36.3 
  PCK37 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 
ตัวอยาง

ที่ 
แหลงตัวอยาง ชนิดของตัวอยาง จํานวนเชื้อรา 

(ไอโซเลท) 
รหัสเชื้อ 

62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 
79 
80 
81 
82 
83 
84 
85 
86 
87 
88 
89 
90 
91 
92 

อ.สวนผึ้ง จ.ราชบุรี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 1 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 2 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 3 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 4 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 5 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 6 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 7 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 8 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 9 
นํ้าจากธารน้ํารอนบอคลึง 10 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 1 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 2  
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 3 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 4 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 5 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 6 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 7 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 8 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 9 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 10 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 11 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 12 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 13 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 14 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 15 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 16 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 17 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 18 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 19
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 20 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 21  

- 
- 
- 
3 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
5 
5 
1 
2 
5 
6 
2 
3 
5 
3 
1 
3 
2 
4 
3 
6 
2 
3 
4 
3 
3 

- 
- 
- 

  PTK-BW14.1-14.3 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

  PTK-BS1.1-1.5 
  PTK-BS2.1-2.5 
  PTK-BS3 
  PTK-BS4.1-4.2 
  PTK-BS5.1-5.5 
  PTK-BS6.1-6.6 
  PTK-BS7.1-7.2 
  PTK-BS8.1-8.3 
  PTK-BS9.1-9.5 
  PTK-BS10.1-10.3 
  PTK-BS11 
  PTK-BS25.1-25.3 
  PTK-BS26.1-26.2 
  PTK-BS27.1-27.4 
  PTK-BS28.1-28.3 
  PTK-BS29.1-29.6 
  PTK-BS30.1-30.2 
  PTK-BS31.1-31.3 
  PTK-BS32.1-32.4 
  PTK-BS33.1-33.3 
  PTK-BS34.1-34.3 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 
ตัวอยาง

ที่ 
แหลงตัวอยาง ชนิดของตัวอยาง จํานวนเชื้อรา   

(ไอโซเลท) 
รหัสเชื้อ 

93 
94 
95 
96 
97 
98 
99 

100 
101 
102 
103 
104 
105 
106 
107 
108 
109 
110 
111 
112 
113 
114 
115 
116 
117 
118 
119 
120 
121 
122 
123 

อ.สวนผึ้ง จ.ราชบุรี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
อ.เมือง จ.นครปฐม 
 
 
อ.สวนผึ้ง จ.ราชบุรี 

ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 22 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 23 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 24 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 25 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 26 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 27 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 28 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 29 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 30 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 31 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 32 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 33 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 34 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 35 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง1  
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง2 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง3 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง4 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง5 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง6 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง7 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง8 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง9 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง 
เปลือกสมโออบ ตัวอยางที่ 1 
เปลือกสมโออบ ตัวอยางที่ 2 
เปลือกสมโออบ ตัวอยางที่ 3 
ดินจากโปงยุบ ตัวอยางที่ 1 
ดินจากโปงยุบ ตัวอยางที่ 2  
ดินจากโปงยุบ ตัวอยางที่ 3 
ดินจากโปงยุบ ตัวอยางที่ 4 

1 
2 
1 
3 
1 
- 
6 
1 
4 
5 
2 
- 
2 
- 
3 
4 
5 
6 
9 
6 
4 
1 
4 
4 
3 
2 
2 
- 
- 
1 
- 

  PTK-BS35 
  PTK-BS36.1-36.2 
  PTK-BS37 
  PTK-BS38.1-38.3 
  PTK-BS39 

- 
  PTK-BS38.1-38.3 
  PTK-BS42 
  PTK-BS43.1-43.4 
  PTK-BS44.1-44.5 
  PTK-BS45.1-45.2 

- 
  PTK-BS47.1-47.2 

- 
  PTK-BL1.1-1.3 
  PTK-BL2.1-2.4 
  PTK-BL3.1-3.5 
  PTK-BL4.1-4.6 
  PTK-BL5.1-5.9 
  PTK-BL6.1-6.6 
  PTK-BL7.1-7.4 
  PTK-BL8 
  PTK-BL9.1-9.4 
  PTK-BL10.1-10.4 
  PTKT1.1-1.3 
  PTKT2.1-2.2 
  PTKT3.1-3.2 

- 
- 

  PTK-PS7 
- 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 
ตัวอยาง

ที่ 
แหลงตัวอยาง ชนิดของตัวอยาง จํานวนเชื้อรา   

(ไอโซเลท) 
รหัสเชื้อ 

124 
125 

 
126 

 
127 

 
128 

อ.สวนผึ้ง จ.ราชบุรี 
 
 
 
 

ดินจากโปงยุบ ตัวอยางที่ 5 
น้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม ตัวอยางที่ 1 
น้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม ตัวอยางที่ 2 
น้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม ตัวอยางที่ 3 
น้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม ตัวอยางที่ 4 

1 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
 

        PTK-PS10 
- 
 
- 
 
- 
 
- 

 
หมายเหตุ  -  หมายถึง ไมสามารถแยกเชื้อราได 
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2.2  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับทุติยภมูิ 
(Secondary screening) 
 
                     2.2.1  การทดสอบการสลายสารนารินจิน (Naringin hydrolysis) 

 
                               ไดเพาะเลี้ยงเชื้อราที่แยกไดจากขอ 2.1 จํานวน 191 ไอโซเลท ในอาหารเลี้ยงเชือ้
แบบเหลวชนดิ synthetic minimal medium ที่ปรับคาพีเอชของอาหารเปน 4.0 และบมที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วนั  และนําสวนใสทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส  
โดยสังเกตการสลายสารนารินจิน ซ่ึงเปนซบัสเตรตของเอนไซมนารินจิเนส  พบวามเีชื้อราจํานวน 
30 ไอโซเลทที่สามารถเจริญเติบโตในอาหารดังกลาวได และมีเชื้อราจํานวน 30 ไอโซเลทที่ทําให
อาหารเลี้ยงเชือ้เปล่ียนสีและมีตะกอนทีก่นหลอด แตไมมกีารเจริญบนผิวอาหาร จึงนําเชื้อรา
ดังกลาวรวม 60 ไอโซเลท มาทําการทดสอบสมบัติการสลายสารนารินจิน (ภาพที่ 3)  จากการ
ทดสอบพบวามีเชื้อราที่มีความสามารถในการสลายสารนารินจินไดหมดภายในเวลา 24-48 ช่ัวโมง
จํานวน 15 ไอโซเลท  เชื้อดังกลาวที่เจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อและใหผลบวกตอการทดสอบ และ
เชื้อที่เจริญไดแตใหผลลบตอการทดสอบจะถูกใชเปนเชื้อทดสอบในการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชือ้
ที่เหมาะสมตอการตรวจสอบการผลิตเอนไซมในขั้นตอไป 
 
                                                1            2           3           4           5          6 

 
 

ภาพที่ 3  การทดสอบการสลายสารนารินจิน (Naringin hydrolysis) 
หมายเหตุ  A1 และ C1 คือ positive control ซ่ึงเปนสารละลาย McIlvaine buffer พีเอช 4.0 
     B1 และ D1 คือ negative control ซ่ึงมีสารนารินจินละลายใน McIlvaine buffer พีเอช 4.0 
     ผลบวก (positive result) ไดแก A3, B3, B6, C3, C4, C5, D3, D4 และ D5 

A 
 
B 
 
C 
 
D 
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                     2.2.2  การหาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการตรวจสอบการผลิตเอนไซม 
 
                               ไดทดสอบความสามารถในการสลายนารินจินของเอนไซมดิบจากเชื้อราที่
ใหผลบวก ซ่ึงเปนเชื้อราที่มคีวามสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส จากการทดสอบขอ 2.2.1 
จํานวน 10 ไอโซเลท (กลุม ก) ไดแก เชื้อรารหัส PTK3.5, PTK4.6, PTK7.1, PTK7.4, PTK7.5, 
PTK7.10, PTK12.1, PTK20.1, PTK20.5 และ PTK 23.2  และเชื้อราทีใ่หผลลบ ซ่ึงหมายถึง เชื้อราที่
เจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อแตไมมีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสไดหมดภายในเวลา 
48 ชั่วโมง จากขอ 2.2.1 จํานวน 10 ไอโซเลท (กลุม ข) ไดแก เชื้อรารหัส PTK2.2, PTK4.5, 
PTK4.11, PTK10.7, PTK11.2, PTK11.3, PTK13.1, PTK14.3, PTK20.7 และ PTK20.9  โดยทําการ
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวชนดิตางๆ จํานวน 7 สูตร คือ 
 

1.) สูตร A1 คือ synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอ
ปริมาตร ปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 4.0 

2.) สูตร A2 คือ สูตร synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอ
ปริมาตร ปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 3.0 

3.) สูตร B คือ Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้าํหนักตอปริมาตร 
ปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 4.0 

4.) สูตร C คือ สูตร A1 ที่มีการเตมิเปปโตนแทนแอมโมเนยีมไนเตรท (NH4NO3) 
5.) สูตร D คือ สูตร A1 ที่มีการเตมิสารนารินเจนิน (naringenin) 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอ

ปริมาตร แทนสารนารินจิน 
6.) สูตร E คือ สูตร A1 ที่มีการเตมิเปลือกสมบด 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร แทนการ

เติมสารนารินจิน 
7.) สูตร F คือ Potato Dextrose Broth  

 
                               ทําการเกบ็เอนไซมดิบเมื่อเล้ียงเชื้อราครบ 3 วันและ 7 วันในอาหารเลี้ยงเชื้อแต
ละสูตรขางตนและนํามาตรวจสอบการสลายสารนารินจิน พบวาเชื้อราทีใ่หผลบวกทั้ง 10 ไอโซเลท 
(กลุม ก)  เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรตางๆ กัน สามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อทุก
สูตร (ตารางที่ 4)  แตมคีวามสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสเพือ่สลายสารนารินจิน แตกตาง
กัน (ตารางที่ 5)  โดยตรวจพบวาเชื้อราบางชนิดที่เพาะเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะบางสูตรเทานั้น 
ที่มีความสามารถในการสลายนารินจนิ ดังนั้นจึงพอสรุปไดวาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อเปนองคประกอบ
หนึ่งที่มีความสําคัญตอการพิจารณาคัดเลือกเชื้อรา  และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบผลการทดลองที่ได
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จากเชื้อกลุม ก พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชเพาะเลี้ยงเชื้อรากลุม ก ทั้ง 10 ไอโซเลทดังกลาว และ
สามารถกระตุนใหสวนใสจากเชื้อรากลุม ก ใหผลบวกตอการทดสอบมากที่สุดคือ อาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตร A1 โดยสูตรอาหารนี้ใหผลการทดสอบการสลายสารนารินจินเปนผลบวกตอเชื้อราท่ีทดสอบ
ทั้งหมด  นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาขอมูลที่ไดสําหรับเชื้อราที่ใหผลลบทั้ง 10 ไอโซเลท (กลุม ข) 
พบวาเชื้อราทีใ่หผลลบทั้ง 10 ไอโซเลทไมสามารถสลายสารนารินจินไดไมวาจะทําการเพาะเลี้ยง
ในอาหารสูตรใดๆ ก็ตาม  ดงันั้นจึงพอจะสรุปไดวา อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร A1  เหมาะสมที่สุดตอการ
นําไปใชเปนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อราเพื่อการตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับทุติยภูมิ 
รวมทั้งสามารถอนุมานจากขอมูลการทดสอบนี้ไดวา เชื้อราที่ผานการตรวจสอบความสามารถใน
การผลิตเอนไซมระดับทุติยภูมินี้เมื่อใหผลลบ จะเปนเชื้อราท่ีไมมีความสามารถในการผลิตเอนไซม
นารินจิเนสในระดับที่ตรวจพบได  การที่เชื้อรากลุม ข ซ่ึงเปนกลุมที่ใหผลลบทั้ง 10 ไอโซเลทจาก
ขอ 2.2.1 เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตางๆ ทั้ง 6 สูตร พบการเจริญของเชื้อราใน
อาหารเลี้ยงเชือ้เพียงบางสูตรเทานั้น แตสามารถเจริญไดในอาหารสูตร A1  ทุกไอโซเลท (ตารางที่ 4) 
อาจเปนเพราะเชื้อราดังกลาวสามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนสออกมาสลายนารินจินซึง่เปนตัว
เหนีย่วนําใหมกีารผลิตเอนไซมขึ้น และเชือ้ราใชสารนารินจินดังกลาวเปนแหลงคารบอนในการ
เจริญ สําหรับสาเหตุที่ตรวจไมพบการผลิตเอนไซมอาจเปนเพราะเชื้อรากลุม ข ดังกลาวผลิต
เอนไซมนารินจิเนสในปริมาณต่ํา  ภายในระยะเวลาที่ทําการตรวจสอบ (48 ชั่วโมง) 
 
                              เมื่อทําการคัดเลือกอาหารสูตรที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบระดับทุตยิภูมิได
แลว  ตอมาไดทดสอบปรับคาพีเอชสําหรับการเพาะเลีย้ง คือ ที่คาพีเอช 3.0 (สูตร A2 ) เปรียบเทียบ
กับอาหารที่คาพีเอช 4.0 (สูตร A1)  และทําการตรวจสอบการผลิตเอนไซมโดยตรวจการสลายสาร
นารินจินในลกัษณะเชนเดิม  ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 6 และ 7  เมื่อเปรียบเทียบความ 
สามารถในการตรวจสอบการผลิตเอนไซมระหวางอาหารทั้ง 2 สูตร พบวา อาหารเลีย้งเชื้อสูตร A1 
ซ่ึงปรับคาพีเอชของอาหารเปน 4.0  ใหผลการตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารินจิเนสเปนผลบวก
มากกวาอาหารสูตร A2 (คาพีเอช 3.0)  แสดงวา เชื้อราทีน่ํามาทดสอบสามารถผลิตเอนไซมนาริน-
จิเนสไดในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อมีคาพีเอชเปน 4.0  เมื่อปรับใหคาพีเอชลดลงเปนกรดเพิ่มขึ้น 
เชื้อราจะไมสามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนสได หรืออาจผลิตไดแตในปริมาณต่ํามากจนไมสามารถ
ตรวจพบการสลายนารินจินภายในเวลาที่ตรวจสอบ  ดังนัน้ คาพีเอชที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยง
เชื้อเพื่อใชตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารนิจิเนส คือ คาพีเอช 4.0  และเมื่อพิจารณาระยะเวลาใน
การเพาะเลีย้งเชื้อราระหวาง 3 วัน กับ 7 วัน พบวา ระยะเวลาที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเชื้อราเพื่อ
ตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารินจิเนส คอื 7 วัน  (ตารางที่ 5 และ 7) 
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ตารางที่ 4  การเจริญของเชื้อราเมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรตางๆ 
 

สูตร A1 สูตร B สูตร C สูตร D สูตร E สูตร F  
รหัสเชื้อ 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 

PTK3.5 
PTK4.6 
PTK7.1 
PTK7.4 
PTK7.5 
PTK7.10 
PTK12.1 
PTK20.1 
PTK20.5 
PTK23.2 
PTK2.2 
PTK4.5 
PTK4.11 
PTK10.7 
PTK11.2 
PTK11.3 
PTK13.1 
PTK14.3 
PTK20.7 
PTK20.9 
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หมายเหตุ  +++  หมายถึง เชือ้ราเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อไดเปนอยางด ี
                   ++    หมายถึง เชื้อราเจริญในอาหารเลี้ยงเชือ้ไดปานกลาง 
       +     หมายถึง เชื้อราเจริญในอาหารเลีย้งเชื้อไดนอย 
                    -      หมายถึง ไมพบการเจริญของเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชือ้ 
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ตารางที่ 5  ความสามารถในสลายสารนารินจินของเชื้อราเมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรตางๆ 
 

สูตร A1 สูตร B สูตร C สูตร D สูตร E สูตร F  
รหัสเชื้อ 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 

PTK3.5 
PTK4.6 
PTK7.1 
PTK7.4 
PTK7.5 
PTK7.10 
PTK12.1 
PTK20.1 
PTK20.5 
PTK23.2 
PTK2.2 
PTK4.5 
PTK4.11 
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หมายเหตุ   +    หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง 
                  ++  หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง  
                    -    หมายถึง ผลลบ (negative) ตอการสลายสารนารินจิน คือไมมีการยอยสารนารินจิน 
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ตารางที่ 6  การเจริญของเชื้อราเมือ่ทําการเพาะเลี้ยงที่สภาวะพเีอช 4.0 และ 3.0 
 

สูตร A1 พีเอช 4.0 สูตร A2 พีเอช 3.0  
รหัสเชื้อ 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 

PTK3.5 
PTK4.6 
PTK7.1 
PTK7.4 
PTK7.5 
PTK7.10 
PTK12.1 
PTK20.1 
PTK20.5 
PTK23.2 
PTK2.2 
PTK4.5 
PTK4.11 
PTK10.7 
PTK11.2 
PTK11.3 
PTK13.1 
PTK14.3 
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PTK20.9 

+ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
+ 

++ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
++ 

+++ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

- 
+ 
+ 

++ 
++ 
+ 
- 

++ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

++ 
+ 

+++ 
+++ 
+++ 
++ 
- 

+++ 
++ 
+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

 
หมายเหตุ  +++  หมายถึง เชือ้ราเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อไดเปนอยางด ี
                  ++    หมายถึง เชือ้ราเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อไดปานกลาง 
       +     หมายถึง เชื้อราเจริญในอาหารเลีย้งเชื้อไดนอย 
                    -     หมายถึง ไมพบการเจริญของเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที่ 7  ความสามารถในการสลายสารนารินจินของเชื้อราเมือ่ทําการเพาะเลี้ยงที่สภาวะพีเอช 4.0  
                  และ 3.0 
 

สูตร A1 พีเอช 4.0 สูตร A2 พีเอช 3.0  
รหัสเชื้อ 3 วัน 7 วัน 3 วัน 7 วัน 

PTK3.5 
PTK4.6 
PTK7.1 
PTK7.4 
PTK7.5 
PTK7.10 
PTK12.1 
PTK20.1 
PTK20.5 
PTK23.2 
PTK2.2 
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PTK13.1 
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หมายเหตุ   +    หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง 
                  ++  หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง  
                    -    หมายถึง ผลลบ (negative) ตอการสลายสารนารินจิน คือไมมีการยอยสารนารินจิน 
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                               ผลการทดสอบเมื่อนําเชื้อราคัดเลือกระดับปฐมภูมจิํานวนทั้งหมด 348 ไอโซ- 
เลทมาคัดเลือกระดับทุตยิภมูิ  โดยทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือกที่เหมาะสมตอการ
ตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารินจิเนสคือ อาหารชนิด synthetic minimal medium ที่เติมนารินจนิ 
ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเปน 4.0 ทําการ 
เพาะเลี้ยงเชื้อราเปนระยะเวลา 7 วัน และนําสวนใสตรวจสอบตามความสามารถในการผลิตเอนไซม
เพื่อสลายสารนารินจิน พบวา มีเชื้อราจํานวนทั้งสิ้น 40 ไอโซเลทที่สามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
มาสลายสารนารินจินไดหมดภายในเวลา 48 ชั่วโมง (ตารางที่ 8)  ซ่ึงเชื้อราทั้ง 40 ไอโซเลท ดังกลาว
นี้ จะถูกคดัเลือกอีกในระดบัตติยภูม ิ
 
ตารางที่ 8  ความสามารถในการสลายสารนารินจินของเชื้อราที่ผานการคัดเลือกระดบัทุติยภูม ิ
 
ลําดับ รหัสเชื้อรา ชนิดของตัวอยาง แหลงตัวอยาง การสลายนารินจิน 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 

PTK3.5 
PTK4.6 
PTK4.7 
PTK7.1 
PTK7.4 
PTK7.5 
PTK7.8 
PTK7.10 
PTK10.6 
PTK11.4 
PTK12.1 
PTK20.1 
PTK20.5 
PTK23.2 
PTK24.1 
PTK-BS1.2 
PTK-BS1.4 
PTK-BS2.1 
PTK-BS2.2 

เปลือกออย 
 
 
ดิน 
 
 
 
 
ใบยูคาลิปตัส 
ใบกระดังงา 
ดิน 
ผิวมันแกว 
 
ดิน 
เปลือกกลวย 
ดินจากธารน้ํารอน
บอคลึง 

อ.สองพี่นอง จ.สุพรรณบุรี 
 
 
อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
 
 
 
 
อ.สองพี่นอง จ.สุพรรณบุรี 
อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา 
อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา 
อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
 
อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 
อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 
อ.สวนผ้ึง จ.ราชบุรี 
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++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
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++ 
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++ 
+ 
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++ 
++ 
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ตารางที่ 8  (ตอ) 
 
ลําดับ รหัสเชื้อรา ชนิดของตัวอยาง แหลงตัวอยาง การสลายนารินจิน 

20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 

PTK-BS5.2 
PTK-BS5.4 
PTK-BS6.1 
PTK-BS29.1 
PTK-BS29.2 
PTK-BS29.4 
PTK-BS31.1 
PTK-BS31.3 
PTK-BS36.1 
PTK-BS44.1 
PTK-BS44.4 
PTK-BS44.5 
PTK-BL3.3 
PTK-BL5.1 
PTK-BL5.2 
PTK-BL5.4 
PTK-BL6.3 
PTK-BL9.1 
PTK-BL10.4 
PTK-PS10 
PTKT2.1 

ดินจากธารน้ํารอน
บอคลึง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ใบไมจากธาร    
น้ํารอนบอคลึง 
 
 
 
 
 
ดินจากโปงยุบ 
เปลือกสมโอ 

อ.สวนผ้ึง จ.ราชบุรี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
อ.สวนผ้ึง จ.ราชบุรี 
 
 
 
 
 
 
อ.สวนผ้ึง จ.ราชบุรี 
อ.เมือง จ.นครปฐม 

+ 
++ 
+ 

++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
+ 

++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
+ 

 
หมายเหตุ   +    หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง 
                  ++  หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง  
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 2.3  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับตติยภมูิ 
(Tertiary screening) 
 
         2.3.1  การคัดเลือกเชื้อราตามความสามารถของเอนไซมนารินจิเนสที่ทํางานไดใน
สภาวะทีต่องการ 
 
                                เมื่อนําเอนไซมดิบของเชื้อราที่ใหผลบวกตอการทดสอบคัดเลือกเชื้อราระดับ
ทุติยภูมิ จากขอ 2.2 ทั้ง 40 ไอโซเลท มาตรวจวิเคราะหแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนส ดวยการ
บมกับซับสเตรตนารินจินทีส่ภาวะตางๆ ไดแก ที่อุณหภมูิ 50,  55 และ 60 องศาเซลเซียส  และที่คา
พีเอช 3.0 และ 4.0 เปนเวลา 12 ช่ัวโมง แลววดัปริมาณสารนารินจินที่เหลือตามวิธีของ Davis (1947) 
ผลการตรวจสอบ พบวา เชื้อราท้ัง 40 ไอโซเลทมีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสที่
ทํางานที่อุณหภูมิและคาพเีอชแตกตางกัน (ตารางที่ 9)  เมือ่วิเคราะหผลโดยรวมดวยการจัดลําดับ
เชื้อราตามความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูงทีส่ภาวะตางๆ 10 ลําดับแรก  
โดยพิจารณาจากปริมาณการผลิตเอนไซมตอน้ําหนกัแหงของเซลลเชื้อรา (U/g dry cell weight) 
(ตารางที่ 10)  และจากคา specific activity (ตารางที่ 11)  และวเิคราะหความถี่ของผลการจัดลําดับ
เชื้อราดังกลาว (ตารางที่ 12)  เพื่อใหการพิจารณาคัดเลือกเชื้อรากระทําไดงายขึ้น พบวา เชื้อรารหัส 
PTK-BL5.1 เปนไอโซเลทเดียวที่มีความถีใ่นการติดลําดบัสูงสุด แสดงวาเชื้อราไอโซเลทนี้สามารถ
ผลิตเอนไซมนารินจิเนสทีท่ํางานไดทั้งในสภาวะที่อุณหภูมิสูงระหวาง 50 ถึง 60 องศาเซลเซียส 
และที่คาพีเอชต่ําคือ คาพีเอช 3.0 และ 4.0  เชื้อราไอโซเลทนี้จึงเปนเชื้อราที่เหมาะสมในการนําไป
ศึกษาตอ เพราะมีความสามารถในการผลิตเอนไซมที่ทํางานไดที่อุณหภมูิสูง แตที่คาพีเอชต่ํา ซ่ึงเปน
สภาวะทีพ่บในกระบวนการผลิตน้ําผลไม  อยางไรก็ดี ยงัคงตองพิจารณาจากปริมาณเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดส ซ่ึงเปนองคประกอบของเอนไซมนารนิจิเนส ควบคู
กันไปดวย  สําหรับเชื้อราที่มีความถี่ในการติดลําดับถัดมาและไดคดัเลือกเพื่อศึกษารวมดวย คือ เชื้อ
รารหัส PTK-BS1.4 และ PTK-BL9.1 
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ตารางที่ 9  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนสของเชื้อรา 40 ไอโซเลท ที่คาพีเอช 3.0 และ 4.0 อุณหภูมิ 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส 
 

ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส 
พีเอช 3.0 พีเอช 4.0 

U/g dry cell weight specific activity (U/mg) U/g dry cell weight specific activity (U/mg) 

 
 

ลําดับ 

 
 
รหัสเชื้อรา 

50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 

PTK3.5 
PTK4.6 
PTK4.7 
PTK7.1 
PTK7.4 
PTK7.5 
PTK7.8 
PTK7.10 
PTK10.6 
PTK11.4 
PTK12.1 
PTK20.1 

38.78 
18.62 
27.25 
40.22 
20.22 
23.79 
40.27 
43.55 
36.35 
36.36 
33.72 
39.42 

32.86 
12.86 
19.97 
43.84 
24.57 
27.58 
61.34 
38.20 
67.11 
33.47 
44.65 
33.11 

50.79 
 2.59 
36.81 
68.23 
18.63 
10.74 
55.90 
75.17 

 100.77 
18.73 
60.69 
22.01 

37.46 
19.47 
71.87 
  9.55 
 6.10 
8.07 

124.66 
67.61 
24.98 
48.35 
77.83  
  7.71 

31.74 
13.45 
52.65 
10.41 
  7.41 
  9.35 

189.91 
59.31 
46.13 
44.51 

103.06 
  6.48 

49.06 
  2.71 
97.08 
16.19 
  5.62 
  3.64 

 173.06 
 116.70 

69.27 
24.91 

 140.08 
     4.31 

31.48 
17.98 
17.17 
47.73 
21.09 
38.24 
23.29 
63.01 
41.57 
47.53 
42.47 
44.19 

62.01 
  8.43 
64.99 
58.28 
  3.48 
32.83 
64.14 
69.87 

 116.66 
15.54 
62.06 
34.13 

35.47 
 7.36 
39.73 
29.40 
12.81 
 3.96 
30.04 
34.46 
52.67 
48.24 
42.59 
  8.88 

30.41 
18.80 
45.27 
11.33 
  6.36 
12.97 
72.10 
97.82 
28.58 
63.21 
98.01 
  8.65 

59.90 
  8.82 

 171.40 
13.83 
  1.05 
11.13 

 198.56 
 108.47 

80.19 
20.67 

143.24 
    6.68 

34.26 
  7.69 

 104.76 
  6.98 
  3.86 
  1.34 
92.99 
53.50 
36.21 
64.15 
98.28 
  1.74 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส 
พีเอช 3.0 พีเอช 4.0 

U/g dry cell weight specific activity (U/mg) U/g dry cell weight specific activity (U/mg) 

 
 

ลําดับ 

 
 
รหัสเชื้อรา 

50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 

PTK20.5 
PTK23.2 
PTK24.1 
PTK-BS1.2 
PTK-BS1.4 
PTK-BS2.1 
PTK-BS2.2 
PTK-BS5.2 
PTK-BS5.4 
PTK-BS6.1 
PTK-BS29.1 
PTK-BS29.2 

88.56 
15.72 
25.22 
30.09 
46.92 
31.73 
34.05 
34.68 
25.79 
18.06 
41.11 
33.13 

49.41 
25.00 
31.32 
31.75 
73.89 
27.98 
58.65 
31.04 
17.40 
17.15 
64.24 
23.59 

68.27 
  3.60 
  5.74 
14.91 
56.83 
38.97 
61.61 
12.32 
  9.23 
 5.49 
71.19 
  4.10 

102.24 
31.41 
27.53 
50.53 
98.27 
  9.31 

105.45 
53.40 
97.01 
23.29 
87.76 
66.95 

57.04 
49.95 
34.20 
53.31 

154.77 
  8.21 

181.66 
47.80 
65.46 
22.12 

 137.13 
47.66 

78.82 
  7.20 
  6.27 
25.04 

119.04 
11.43 

190.83 
18.97 
34.70 
  7.08 

 151.98 
  8.29 

63.97 
41.20 
34.84 
33.68 
90.40 
34.01 
70.03 
35.73 
31.49 
23.63 
41.99 
44.38 

47.04 
24.34 
17.48 
17.18 
48.03 
23.96 
88.27 
30.86 
10.53 
  9.75 
62.53 
19.90 

59.22 
12.79 
30.86 
25.19 
47.79 
24.59 
30.65 
17.44 
23.55 
10.59 
30.87 
49.96 

73.85 
83.32 
38.04 
56.55 

 189.35 
  9.98 

 216.89 
55.01 

 118.48 
30.47 
89.64 
89.67 

54.30 
48.62 
19.09 
28.85 

 100.59 
  7.03 

 273.41 
47.51 
39.61 
12.58 

 133.47 
40.22 

68.37 
25.56 
33.69 
42.31 

100.09 
  7.21 
94.93 
26.86 
88.59 
13.65 
65.90 

100.94 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส 
พีเอช 3.0 พีเอช 4.0 

U/g dry cell weight specific activity (U/mg) U/g dry cell weight specific activity (U/mg) 

 
 

ลําดับ 

 
 
รหัสเชื้อรา 

50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 

PTK-BS29.4 
PTK-BS31.1 
PTK-BS31.3 
PTK-BS36.1 
PTK-BS44.1 
PTK-BS44.4 
PTK-BS44.5 
PTK-BL3.3 
PTK-BL5.1 
PTK-BL5.2 
PTK-BL5.4 
PTK-BL6.3 

24.77 
74.29 
36.86 
26.79 
74.75 
 4.84 
63.23 
22.15 
48.69 
16.97 
51.89 
11.75 

71.84 
66.28 
21.88 
24.18 
62.43 
 6.52 
70.30 
37.06 
77.32 
43.32 
50.75 
28.42 

78.27 
100.99 

41.29 
  7.19 

107.63 
  4.91 
71.88 
12.66 
81.79 
18.18 
54.75 
34.45 

10.68 
 8.72 
 8.65 
 5.92 
19.18 
10.46 
12.77 
  4.09 
85.24 
5.84 

40.81 
  2.31 

30.97 
  7.78 
  5.13 
  5.34 
16.02 
14.07 
14.20 
  6.85 

 135.35 
14.92 
39.91 

    5.60 

33.74 
11.86 
  9.68 
  1.59 
27.62 
10.60 
14.51 
2.34 

143.16 
  6.26 
43.06 

    6.78 

52.91 
76.66 
27.49 
37.34 
56.98 
  4.73 
76.85 
46.57 
89.92 
32.91 
40.08 
27.18 

55.61 
94.99 
14.05 
18.39 
80.54 
  5.61 
57.39 
29.38 

 123.15 
33.33 
36.30 

   15.83 

27.33 
37.28 
43.16 
43.16 
40.54 
  2.83 
45.49 
58.98 
94.95 
23.34 
36.55 
  7.43 

22.81 
  9.00 
  6.45 
  8.25 
14.62 
10.22 
15.52 
  8.60 

 157.40 
11.33 
31.52 

     5.35 

23.97 
11.15 
  3.29 
  4.06 
20.67 
12.11 
11.59 
  5.43 

 215.57 
11.48 
28.55 

    3.12 

11.78 
  1.61 
  8.74 
  9.53 
10.40 
  6.12 
  9.19 
10.89 

 166.20 
  8.04 
28.75 

    1.46 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส 
พีเอช 3.0 พีเอช 4.0 

U/g dry cell weight specific activity (U/mg) U/g dry cell weight specific activity (U/mg) 

 
 

ลําดับ 

 
 
รหัสเชื้อรา 

50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 50oC 55oC 60oC 
37 
38 
39 
40 

PTK-BL9.1 
PTK-BL10.4 
PTK-PS10 
PTKT2.1 

46.82 
30.22 
76.97 
23.13 

67.62 
38.09 
84.06 
17.26 

60.02 
26.84 
80.14 
  4.31 

 121.36 
  8.16 
46.24 
68.99 

 175.27 
10.29 
50.50 
51.46 

155.58 
  7.25 
48.15 
12.86 

75.79 
32.16 

 117.48 
19.04 

 107.04 
55.37 

 136.34 
16.86 

52.58 
62.81 

109.32 
21.35 

 196.45 
  8.69 
  7.56 
56.78 

 277.44 
14.96 
81.91 
50.29 

 136.28 
16.97 
65.67 
63.68 
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ตารางที่ 10  ลําดับเชื้อรา 10 ลําดับแรก ตามปริมาณเอนไซมนารินจิเนส โดยพิจารณาจากหนวยเอนไซมตอน้ําหนกัเซลลแหง (U/g dry cell weight) ที่อุณหภมูิ  
                    50,  55 และ 60 องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 3.0 และ 4.0 
 

ลําดับเชื้อราตามปริมาณเอนไซมนารินจิเนสในหนวยเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (U/g dry cell weight) 
พีเอช 3.0 พีเอช 4.0 

 
ลําดับ 

50 องศาเซลเซียส 55 องศาเซลเซียส 60 องศาเซลเซียส 50 องศาเซลเซียส 55 องศาเซลเซียส 60 องศาเซลเซียส 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

       PTK20.5 
       PTK-PS10 
       PTK-BS44.1 
       PTK-BS31.1 
       PTK-BS44.5 
       PTK-BL5.4 
       PTK-BL5.1 
       PTK-BS1.4 
       PTK-BL9.1 
       PTK7.10 

          PTK-PS10 
          PTK-BL5.1 
          PTK-BS1.4 
          PTK-BS29.4 
          PTK-BS44.5 
          PTK-BL9.1 
          PTK10.6 
          PTK-BS31.1 
          PTK-BS29.1 
          PTK7.8 

       PTK-BS44.1 
       PTK-BS31.1 
       PTK10.6 
       PTK-BL5.1 
       PTK-PS10 
       PTK-BS29.4 
       PTK7.10 
       PTK-BS44.5 
       PTK-BS29.1 
       PTK20.5 

       PTK-PS10 
       PTK-BS1.4 
       PTK-BL5.1 
       PTK-BS44.5 
       PTK-BS31.1 
       PTK-BL9.1 
       PTK-BS2.2 
       PTK20.5 
       PTK7.10 
       PTK7.1 

       PTK-PS10 
       PTK-BL5.1 
       PTK10.6 
       PTK-BL9.1 
       PTK-BS31.1 
       PTK-BS2.2 
       PTK-BS44.1 
       PTK7.10 
       PTK4.7 
       PTK7.8 

     PTK-PS10 
     PTK-BL5.1 
     PTK-BL10.4 
     PTK20.5 
     PTK-BL3.3 
     PTK10.6 
     PTK-BL9.1 
     PTK-BS29.2 
     PTK11.4 
     PTK-BS1.4 
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ตารางที่ 11  ลําดับเชื้อรา 10 ลําดับแรก ตามคา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมนารินจิเนส ที่อุณหภูมิ 50,  55 และ 60 องศาเซลเซียส และที่คา   
                    พีเอช 3.0 และพเีอช 4.0 
 

ลําดับเชื้อราตามคา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมนารินจิเนส 

พีเอช 3.0 พีเอช 4.0 
 

ลําดับ 

50 องศาเซลเซียส 55 องศาเซลเซียส 60 องศาเซลเซียส 50 องศาเซลเซียส 55 องศาเซลเซียส 60 องศาเซลเซียส 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

       PTK7.8 
       PTK-BL9.1 
       PTK-BS2.2 
       PTK20.5 
       PTK-BS1.4 
       PTK-BS5.4 
       PTK-BS29.1 
       PTK-BL5.1 
       PTK12.1 
       PTK4.7 

         PTK7.8 
         PTK-BS2.2 
         PTK-BL9.1 
         PTK-BS1.4 
         PTK-BS29.1 
         PTK-BL5.1 
         PTK12.1 
         PTK-BS5.4 
         PTK7.10 
         PTK20.5 

       PTK-BS2.2 
       PTK7.8 
       PTK-BL9.1 
       PTK-BS29.1 
       PTK-BL5.1 
       PTK12.1 
       PTK-BS1.4 
       PTK7.10 
       PTK4.7 
       PTK20.5 

       PTK-BS2.2 
       PTK-BL9.1 
       PTK-BS1.4 
       PTK-BL5.1 
       PTK-BS5.4 
       PTK12.1 
       PTK7.10 
       PTK-BS29.2 
       PTK-BS29.1 
       PTK23.2 

        PTK-BL9.1 
        PTK-BS2.2 
        PTK-BL5.1 
        PTK7.8 
        PTK4.7 
        PTK12.1 
        PTK-BS29.1 
        PTK7.10 
        PTK-BS1.4 
        PTK-PS10 

     PTK-BL5.1 
     PTK-BL9.1 
     PTK4.7 
     PTK-BS29.1 
     PTK-BS1.4 
     PTK12.1 
     PTK-BS2.2 
     PTK7.8 
     PTK-BS5.4 
     PTK20.5 
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ตารางที่ 12  ความถี่ในการติดลําดับ 10 ลําดับแรก เรียงตามความสามารถในการทํางานของเอนไซม 
                    นารินจิเนสที่สภาวะตางๆ 
 

ความถี่ในการติดลําดับ  
ลําดับ 

 
รหัสเชื้อรา    พิจารณาจากคาหนวย 

  เอนไซมตอน้าํหนักแหง 
    (U/g dry cell weight) 

พิจารณาจากคา 
specific activity  
(U/mg protein) 

 
รวม 

 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 

PTK-BL5.1 
PTK-PS10 
PTK-BL9.1 
PTK-BS31.1 
PTK-BS1.4 
PTK7.10 
PTK10.6 
PTK-BS44.5 
PTK-BS44.1 
PTK-BS2.2 
PTK-BS29.1 
PTK7.8 
PTK20.5 
PTK-BS29.4 
PTK-BS29.2 
PTK7.1 
PTK-BL5.4 

6 
6 
5 
5 
4 
4 
4 
4 
3 
2 
2 
2 
4 
2 
1 
1 
1 

6 
1 
6 
0 
6 
4 
0 
0 
0 
6 
5 
5 
3 
0 
2 
0 
0 

12 
7 

11 
5 

10 
8 
4 
4 
3 
8 
7 
7 
7 
2 
3 
1 
1 
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        2.3.2  การคัดเลือกเชื้อราตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส 
 
                                เมื่อนําเชือ้ราที่ผานการคัดเลือกระดับทุติยภูมิ จากขอ 2.2 จํานวน 40 ไอโซเลท 
ตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 
ดวยการตรวจวิเคราะหแอกทิวิทีของเอนไซมทั้ง 2 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 4.0 
รวมทั้งปริมาณโปรตีน และเปรียบเทียบปริมาณเอนไซมทั้ง 2 ที่ผลิตไดจากเชื้อราคัดเลือก โดย
พิจารณาจากคา specific activity  พบวา เชือ้ราทั้ง 40 ไอโซเลท มีความสามารถในการผลิตเอนไซม
นารินจิเนสทีม่ีปริมาณทั้ง 2 แอกทิวิทแีตกตางกัน (ตารางที่ 13)  เมื่อทาํการจัดแบงกลุมของเชื้อรา
ตามปริมาณเอนไซมทั้ง 2 แอกทิวิทีเปน 3 กลุม (ตารางที่ 14)  โดยจดัใหกลุมที่ 1 เปนเชื้อราที่ผลิต
เอนไซมปริมาณสูงคือ มีคา specific activity สูงกวา 20 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน (Unit/mg 
protein)  กลุมที่ 2 เปนเชื้อราที่ผลิตเอนไซมระดับปานกลางคือ มีคา specific activity ระหวาง 10 ถึง 
20 หนวยตอมลิลิกรัมโปรตีน และกลุมที่ 3 เปนเชื้อราทีผ่ลิตเอนไซมปริมาณต่ําคือ มีคา specific 
activity ต่ํากวา 10 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน  พบวา ไดเชื้อราจํานวน 4 ไอโซเลท ที่ใหคา specific 
activity (U/mg protein) ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูงกวา 20 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน คือ 
เชื้อรารหัส PTK-BS1.4, PTK-BL5.1, PTK-BL9.1 และ PTK7.8  และไดเชื้อราที่ใหคา specific 
activity (U/mg protein) ของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสในปริมาณสูงกวา 20 หนวยตอมิลลิกรัม
โปรตีน จํานวน 5 ไอโซเลท คือ เชื้อรารหัส PTK-PS10, PTK-BS1.4, PTK-BS2.2, PTK-BL5.1 และ 

PTK12.1  เมื่อพิจารณาเปรยีบเทียบการผลิตเอนไซมทั้ง 2 แอกทิวิทีของเชื้อราทั้ง 40 ไอโซเลท 
พบวา เชื้อรารหัส PTK-BS1.4 และ PTK-BL5.1 เปนเชือ้ราที่สามารถผลิตทั้งเอนไซมอัลฟา-       
แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสในปริมาณสูง ขณะที่เชื้อรารหัส PTK-BL9.1 และ 
PTK7.8 มีแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูง แตมีแอกทวิิทขีองเอนไซมบีตา-กลูโคสซิ-
เดสต่ํา  และเชือ้รารหัส PTK-PS10, PTK-BS2.2 และ PTK12.1 เปนเชื้อราที่มีแอกทิวิทีของเอนไซม
บีตา-กลูโคสซิเดสสูงกวาเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
 
                                ผลการจัดแบงกลุมของเชื้อราตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับผลการทดลองขอ 2.3.1 ซ่ึงเปนการคัดเลือกเชือ้
ราตามความสามารถของเอนไซมนารินจิเนสที่ทํางานไดในสภาวะทีต่องการ  พบวามีเชื้อราหลาย
ไอโซเลทที่จัดอยูในกลุมซึ่งผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสใน
ปริมาณสูงซึ่งเปนเชื้อราไอโซเลทที่ตรงกับเชื้อราที่ถูกจัดลําดับไวในขอ 2.3.1 ในอันดบัตนๆ  ดังนั้น 
การศึกษาครั้งนี้จึงคัดเลือกเชื้อราเพื่อนํามาศึกษาตอจํานวน 4 ไอโซเลท ไดแก PTK-BL9.1 ซ่ึงให

56 



 

ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูงที่สุด  PTK-BS1.4 และ PTK-BL5.1 ซ่ึงใหปริมาณเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสใกลเคียงกัน  และ PTK-PS10 ซ่ึงใชเปน
ตัวแทนของเชือ้ราที่ใหปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสสูงกวาเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
 
ตารางที่ 13  ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสที่อุณหภูมิ 40 
                    องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 4.0 ของเชื้อรา 40 ไอโซเลท 
 
ลําดับ รหัสเชื้อรา คา specific activity (U/mg protein) 

ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 

คา specific activity (U/mg protein) 
ของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 

PTK3.5 
PTK4.6 
PTK4.7 
PTK7.1 
PTK7.4 
PTK7.5 
PTK7.8 
PTK7.10 
PTK10.6 
PTK11.4 
PTK12.1 
PTK20.1 
PTK20.5 
PTK23.2 
PTK24.1 
PTK-BS1.2 
PTK-BS1.4 
PTK-BS2.1 
PTK-BS2.2 
PTK-BS5.2 
PTK-BS5.4 
PTK-BS6.1 

11.46 
  0.67 
  9.72 
  0.88 
  0.25 
  0.41 
23.03 
  5.91 
  1.28 
12.52 
15.33 
  0.48 
10.04 
  2.17 
  1.90 
  2.47 
25.89 
  0.47 
14.46 
  0.31 
  6.67 
  1.27 

8.41 
3.12 
5.38 
0.36 
0.71 
0.57 
4.51 
3.49 
1.93 

                       16.35 
                       25.31 

0.18 
0.88 
2.34 
0.84 
8.13 

                       27.32 
0.71 

                       24.29 
3.56 

                       11.05 
2.92 
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ตารางที่ 13  (ตอ)   
 
ลําดับ รหัสเชื้อรา คา specific activity (U/mg protein) 

ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 

คา specific activity (U/mg protein) 
ของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 

23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 

PTK-BS29.1 
PTK-BS29.2 
PTK-BS29.4 
PTK-BS31.1 
PTK-BS31.3 
PTK-BS36.1 
PTK-BS44.1 
PTK-BS44.4 
PTK-BS44.5 
PTK-BL3.3 
PTK-BL5.1 
PTK-BL5.2 
PTK-BL5.4 
PTK-BL6.3 
PTK-BL9.1 
PTK-BL10.4 
PTK-PS10 
PTKT2.1 

  5.26 
  2.93 
  0.84 
  0.83 
  0.23 
  0.15 
  1.06 
  0.54 
  0.75 
  0.52 
21.01 
  0.43 
  1.85 
  0.37 
39.06 
  0.43 
  5.65 
  1.09 

                       19.68 
4.07 
5.74 
0.49 
0.48 
0.68 
3.54 
0.48 
0.33 
1.38 

                       22.75 
1.75 
1.64 
0.52 
5.95 
7.29 

                       22.95 
2.96 
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ตารางที่ 14  กลุมของเชื้อราคัดเลือก 40 ไอโซเลท จัดแบงตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                    และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 
 

รหัสเชื้อ 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส ปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 

> 20 Unit/mg 
protein 

10-20 Unit 
/mg protein 

< 10 Unit/mg 
protein 

> 20 Unit/mg 
protein 

10-20 Unit 
/mg protein 

< 10 Unit/mg 
protein 

PTK-BS1.4 
PTK-BL5.1 
PTK-BL9.1 
PTK7.8 

PTK3.5 
PTK11.4 
PTK12.1 
PTK20.5 
PTK-BS2.2 

PTK4.6 
PTK4.7 
PTK7.1 
PTK7.4 
PTK7.5 
PTK7.10 
PTK10.6 
PTK20.1 
PTK23.2 
PTK24.1 
PTK-PS10 
PTK-BS1.2 
PTK-BS2.1 
PTK-BS5.2 
PTK-BS5.4 
PTK-BS6.1 
PTK-BS29.1 
PTK-BS29.2 
PTK-BS29.4 
PTK-BS31.1 
PTK-BS31.3 
PTK-BS36.1 
PTK-BS44.1 
PTK-BS44.4 

PTK-PS10 
PTK-BS1.4 
PTK-BS2.2 
PTK-BL5.1 
PTK12.1 
 

PTK11.4 
PTK-BS5.4 
PTK-BS29.1 
 

PTK3.5 
PTK4.6 
PTK4.7 
PTK7.1 
PTK7.4 
PTK7.5 
PTK7.8 
PTK7.10 
PTK10.6 
PTK20.1 
PTK20.5 
PTK23.2 
PTK24.1 
PTK-BS1.2 
PTK-BS2.1 
PTK-BS5.2 
PTK-BS5.4 
PTK-BS6.1 
PTK-BS29.2 
PTK-BS29.4 
PTK-BS31.1 
PTK-BS31.3 
PTK-BS36.1 
PTK-BS44.1 
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ตารางที่ 14  (ตอ) 
 

รหัสเชื้อ 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส ปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 

> 20 Unit/mg 
protein 

10-20 Unit 
/mg protein 

< 10 Unit/mg 
protein 

> 20 Unit/mg 
protein 

10-20 Unit 
/mg protein 

< 10 Unit/mg 
protein 

  PTK-BS44.5 
PTK-BL3.3 
PTK-BL5.2 
PTK-BL5.4 
PTK-BL6.3 
PTK-BL10.4 
PTKT2.1 

  PTK-BS44.4 
PTK-BS44.5 
PTK-BL3.3 
PTK-BL5.2 
PTK-BL6.3 
PTK-BL9.1 
PTK-BL10.4 
PTKT2.1 

 
หมายเหตุ   กลุมของเชื้อราจัดตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคส-

ซิเดส 
      กลุมที่ 1 เปนกลุมเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมปริมาณสูงคือ สูงกวา 20 

หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน (Unit/mg protein) 
 กลุมที่ 2 เปนกลุมเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมปริมาณปานกลาง ระหวาง 

10 ถึง 20 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน 
 กลุมที่ 3 เปนกลุมเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมปริมาณต่าํ คือต่ํากวา 10 

หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน 
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ตารางที่ 15  สรุปสมบัติของเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม   
                    นารินจิเนส 
 

ความถี่ในการติด 10 ลําดับแรกของ 
ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส 

 
 

ลําดับ 

 
 
รหัสเชื้อรา พิจารณาจากคา

specific activity 
(U/mg protein) 

   พิจารณาจากคาหนวย 
   เอนไซมตอน้ําหนกัแหง 
   (U/g dry cell weight) 

 
 
แอกทิวิทีที่มปีริมาณสูง 

1 
2 
3 
4 

PTK-BL5.1 
PTK-BL9.1 
PTK-BS1.4 
PTK-PS10 

6 
5 
4 
6 

6 
6 
6 
1 

สูงทั้งสองแอกทิวิท ี
   อัลฟา-แรมโนสซิเดส 
สูงทั้งสองแอกทิวิท ี

    บีตา-กลูโคสซิเดส 
 

เมื่อวิเคราะหความถี่ในการติดลําดับ 10 ลําดับแรก ของปริมาณเอนไซมนารินจิเนส โดย
พิจารณาจากคา specific activity และคาหนวยเอนไซมตอน้ําหนกัแหง (ตารางที่ 15) พบวา เชื้อราทัง้ 
4 ไอโซเลทมีความถี่ในการติดลําดับสูง และเมื่อพิจารณาปริมาณแอกทิวิทีของเอนไซมไกลโคซิเดส
ทั้ง 2 พบวา เชือ้รา 2 ไอโซเลทคือ เชื้อรารหัส PTK-BL5.1 และ PTK-BS1.4 มีปริมาณแอกทิวิทีของ
ทั้ง 2 เอนไซมสูง ขณะที่เชื้อรารหัส PTK-BL9.1 มีปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูง และเชือ้
รารหัส PTK-PS10 มีปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสสูง รายละเอียดของคา specific activity ของ
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเอนไซมดิบของเชื้อราแตละ      
ไอโซเลท คือ 

 
1.)  เชื้อรารหสั PTK-BL9.1 มีปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-

กลูโคสซิเดสเทากับ 39.06 และ 5.95 หนวยตอปริมาณโปรตีน ตามลําดับ 
 
2.)  เชื้อรารหสั PTK-BS1.4 มีปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-

กลูโคสซิเดสเทากับ 25.89 และ 27.32 หนวยตอปริมาณโปรตีน ตามลําดับ 
 
3.)  เชื้อรารหสั PTK-BL5.1 มีปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-

กลูโคสซิเดสเทากับ 21.01 และ 22.75 หนวยตอปริมาณโปรตีน ตามลําดับ 
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4.)  เชื้อรารหสั PTK-PS10 มีปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสและเอนไซมอัลฟา-      
แรมโนสซิเดสเทากับ 22.95 และ 5.65 หนวยตอปริมาณโปรตีน ตามลําดับ 

 
จากตารางที่ 13 พบวาคา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่วิเคราะหจาก

เอนไซมดิบของเชื้อราคัดเลือกไอโซเลท PTK-BL9.1,  PTK-BS1.4  และ PTK-BL5.1 มีคาสูงกวา
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่ผลิตไดจากเชื้อรากลุม mesophilic หลายสายพนัธุ (เมื่อ
เปรียบเทียบจากวิธีการตรวจวัดแอกทิวิทแีบบเดียวกัน) เชื้อรากลุม mesophilic ที่กลาวถึง ไดแก เชือ้ 
Fusarium solani (706), Mucor racemosus (709), Trichoderma longibrachiatum (708) เปนตน ซ่ึง
เปนเชื้อราที่แยกไดจากแหลงตางๆ ในธรรมชาติ (Scaroni et al, 2002)  นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อรา
คัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท มีคา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูงกวาเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสของเชื้อรา Aspergillus nidulans ที่เพาะเลี้ยงโดยใชสารนารินจินเปนแหลง
คารบอนเชนเดียวกับเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท โดยที่เชื้อ Aspergillus nidulans ใหคา specific 
activity เทากบั 0.27 หนวยตอปริมาณโปรตีน (Orejas et al, 1999) (เมื่อเปรียบเทียบจากวิธีการ
ตรวจวดัแอกทวิิทีแบบเดียวกนั) 

 
เมื่อเปรียบเทียบคา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนสของเชื้อราคัดเลือกแตละเชื้อ

กับคา specific activity ของเชื้อรา Aspergillus  niger 1344 ซ่ึงไดรายงานไวโดย Puri และคณะ 
(2005) พบวาปริมาณเอนไซมนารินจิเนสที่ผลิตจากเชื้อราคัดเลือกไอโซเลท PTK-BL9.1,  PTK-
BS1.4  และ PTK-BL5.1 (ตารางที่ 9) มีคาสูงกวาปริมาณเอนไซมนารินจิเนสที่ไดจากเอนไซมดิบ
ของเชื้อรา Aspergillus  niger 1344 (22.7 หนวยตอปริมาณโปรตีน) เปนอยางมาก  โดยเปรียบเทียบ
จากแอกทิวิททีี่สภาวะเดยีวกันคือ ที่คาพีเอช 4.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

 

3. การจําแนกชนิด (Identification) เชื้อราคัดเลือก  และการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลล 
(Cytotoxicity test) ของเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก  

 

เพื่อการจําแนกชนิดของเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท คือ เชื้อรารหัส PTK-BL9.1, PTK-
BS1.4, PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 เชื้อราดังกลาวถูกเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งชนิด potato dextrose 
agar (ภาพที่ 4) และสงไปจดัจาํแนกชนิดของเชื้อราตามการวิเคราะหลําดับเบส ณ ศูนยพันธ-ุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี พบวา เชื้อ
ราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท ถูกจําแนกชนดิเปน Aspergillus  niger ทั้งหมด 
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สําหรับการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลของเอนไซมดิบที่ผลิตจากเชื้อราคัดเลือกไดจัด 
สงในรูปสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็ง (lyophilized extract) โดยทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลือกใน
อาหารเลี้ยงเชือ้แบบเหลวชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจินและปรับคาพีเอชเริ่ม 
ตนของอาหารเปน 4.0 บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 7 วัน (ภาพที ่5) และแยก
เอนไซมดิบออกจากเซลลและสปอรเชื้อรา ซ่ึงเอนไซมดบิดังกลาวถูกนํามาทําแหงแบบแชเยือกแขง็ 
(freeze dry) และจัดสงตรวจสอบความเปนพิษ ณ ศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหง- 
ชาติ ซ่ึงการตรวจสอบความเปนพิษดังกลาวใชวิธี MTT assay ซ่ึงเปนวธีิวัดการมีชวีิตอยูของเซลล
ทางออม โดยใช tetrazolium dye หลักการคราวๆ คือ ถาเซลลมีระบบเมแทบอลิซึมก็จะสามารถ    
เมแทบอไลซ tetrazolium dye ซ่ึงมีสีเหลืองใหกลายเปน formazan ที่มีสีฟา การเปลี่ยนแปลงของสีที่
เกิดขึ้นสามารถวัดไดโดยการวัดคาการดดูแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร ดังนั้นเซลลที่ขาด
แคลนเมแทบอลิซึมจึงเปนเซลลที่ไมมีชีวิต สําหรับเซลลที่ใชในการตรวจสอบความเปนพิษ คือ 
เซลล L929 (mouse lung connective tissue), BHK21 (baby hamster kidney standard) และเซลล 
HepG2 (human hepatocyte cell line) สําหรับตัวอยางเอนไซมดิบซึ่งอยูในรูปแชเยือกแข็งจะถูก
ละลายใหมีความเขมขนเริ่มตน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และถูกเจือจางแบบลําดับสวน (serial 
dilution) ใหมคีวามเขมขนตางๆ ไดแก 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.156 และ 0.078 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 0.1 นอรมัล ผลการตรวจ
แสดงในตารางที่ 16  การบงชี้ความเปนพษิตอเซลลพิจารณาไดจากคา IC50 (Inhibition 
concentration at 50%) เมื่อวิเคราะหผลพบวา สารสกัดเอนไซมดิบแบบแชเยือกแข็งของเชื้อรา 
Aspergillus niger ทั้ง 4 ไอโซเลทมีความเปนพิษตอแตละเซลลไลนในระดับที่แตกตางกัน โดยมีคา
อยูระหวาง 1.28 ถึง 5.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ผลสรุปจากรายงานการตรวจสอบบงชี้วา ความ
เขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตัวอยางเอนไซมดิบของเชื้อ Aspergillus niger ทั้ง 4 ไอโซเลทที่สง
ตรวจไปใชคือ ไมเกิน 1.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   
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ภาพที่ 4  ลักษณะเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทที่เจริญในอาหาร Sabouraud’s dextrose agar 
               ก.  เชื้อราไอโซเลท PTK-PS10 
               ข.  เชื้อราไอโซเลท PTK-BS1.4 
               ค.  เชื้อราไอโซเลท PTK-BL5.1 
               ง.  เชื้อราไอโซเลท PTK-BL9.1 
 

 

 

ก ข 

ค ง 
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ภาพที่ 5  ลักษณะการเจริญของเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทในอาหาร synthetic minimal medium ที่ 
               เติมสารนารินจินและปรับคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเปน 4.0 
               ก.  เชื้อราไอโซเลท PTK-PS10 
               ข.  เชื้อราไอโซเลท PTK-BS1.4 
               ค.  เชื้อราไอโซเลท PTK-BL5.1 
               ง.  เชื้อราไอโซเลท PTK-BL9.1 
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ตารางที่ 16  ผลการตรวจสอบความเปนพษิตอเซลล (cytotoxicity test) ของเอนไซมดบิแชเยือกแข็ง 
                    จากเชื้อราคัดเลอืก 4 ไอโซเลท 
 

1.  เชื้อรารหัส PTK-PS10 
%Survival at each concentration (mg/ml) compared to control Cells 

10 5 2.5 1.25 0.625 0.3125 0.156 0.078 
IC50 

(mg/ml) 

L929 
BHK21 
HepG2 

8+0 
11+0 
9+0 

33+1 
57+3 
59+4 

47+1 
67+1 
97+4 

56+2 
69+1 
94+1 

63+1 
81+0 
90+2 

69+1 
81+1 
83+2 

78+1 
86+1 
91+0 

85+0 
85+3 
100+3 

1.84 
5.24 
5.09 

 
2.  เชื้อรารหัส PTK-BS1.4 

%Survival at each concentration (mg/ml) compared to control Cells 
10 5 2.5 1.25 0.625 0.3125 0.156 0.078 

IC50 
(mg/ml) 

L929 
BHK21 
HepG2 

16+1 
16+1 
11+1 

39+3 
40+1 
48+1 

54+4 
52+5 
70+4 

60+2 
58+1 
90+1 

71+0 
69+1 
92+6 

80+1 
83+1 
98+5 

89+6 
83+2 
>100 

94+1 
92+3 
>100 

2.75 
2.63 
4.74 

 
3.  เชื้อรา PTK-BL5.1 

%Survival at each concentration (mg/ml) compared to control Cells 
10 5 2.5 1.25 0.625 0.3125 0.156 0.078 

IC50 
(mg/ml) 

L929 
BHK21 
HepG2 

7+0 
5+1 
6+1 

27+1 
41+1 
53+2 

40+0 
67+3 
83+3 

52+1 
73+1 
92+8 

58+2 
78+3 
97+5 

69+1 
90+1 
>100 

79+1 
90+1 
>100 

92+3 
>100 
>100 

1.28 
4.38 
5.14 

 
4.  เชื้อรารหัส PTK-BL9.1 

%Survival at each concentration (mg/ml) compared to control Cells 
10 5 2.5 1.25 0.625 0.3125 0.156 0.078 

IC50 
(mg/ml) 

L929 
BHK21 
HepG2 

1+0 
1+0 
1+0 

30+1 
32+1 
30+2 

49+1 
51+0 
74+4 

54+3 
62+1 
93+3 

63+1 
75+3 
100+3 

79+1 
84+0 
>100 

84+2 
90+3 
>100 

86+2 
93+1 
>100 

1.86 
2.52 
3.93 
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4.  การศึกษาปริมาณเอนไซมของสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็ง (lyophilized extract) 
 
 จากผลการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลในขอ 3 ทําใหทราบปริมาณเอนไซมที่ปลอดภัย
ตอการนําไปใช แตเนื่องจากเอนไซมดิบทีส่งไปตรวจอยูในรูปสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็ง ทําให
ไมทราบปริมาณเอนไซมทีแ่นนอน ดวยเหตุนี้จึงไดทําการหาปริมาณเอนไซมที่มีในเอนไซมดิบซึ่ง
อยูในรูปแชเยอืกแข็ง ประกอบกับตองการทราบปริมาณเอนไซมนารินจิเนสที่มีในตัวอยางเอนไซม
ดิบแหงรูปแชเยอืกแข็ง ซ่ึงอยูในระดับความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนาํตัวอยางเอนไซมดิบไปใช
เพื่อการบริโภค ซ่ึงคาความเขมขนดังกลาวเปนคาความเขมขนที่ไดจากผลตรวจความเปนพิษตอ
เซลล ซ่ึงการตรวจวเิคราะหดงักลาวทําโดยทําการละลายเอนไซมดิบที่ทาํแหงแบบแชเยือกแข็งดวย 
sodium acetate buffer คาพีเอช 4.0 ใหมีความเขมขนเริ่มตน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และทําการเจือ
จางตัวอยางแบบลําดับสวน (serial dilution) ที่ระดับความเขมขนตางๆ คือ 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125,  
0.156 และ 0.078 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนส เอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากสารละลายเอนไซมดิบความเขมขนตางๆ 
เหลานั้น (ภาพที่ 6) และเปรยีบเทียบปริมาณเอนไซมแอกทิวิทีตางๆ ในเอนไซมดิบแชเยือกแข็งกบั
คาความเขมขนของเอนไซมดิบแชเยือกแขง็ที่ไดจากผลการตรวจความเปนพิษตอเซลล (IC50) พบวา 
ปริมาณเอนไซมที่มีในสารสกัดแชเยือกแขง็ที่ระดับความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําไปบริโภคของ
เชื้อราคัดเลือกแตละไอโซเลทมีคาแอกทิวทิีแตกตางกันไป (ตารางที่ 16) ดังรายละเอียด 
 

Aspergillus niger PTK-PS10 มีความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตัวอยางเอนไซมดิบในรูป
แชเยือกแข็งไปใชคือ ไมเกนิ 1.84 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่ํากวาคือ 1.25 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากบั 0.266 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.289 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.016 หนวยตอมิลลิลิตร 

 

Aspergillus niger PTK-BS1.4 มีความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตัวอยางเอนไซมดิบใน
รูปแชเยือกแขง็ไปใชคือ ไมเกิน 2.63 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่าํกวาคือ 2.5 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากบั 0.359 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.254 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.011 หนวยตอมิลลิลิตร 

 67 



 

Aspergillus niger PTK-BL5.1 มีความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตัวอยางเอนไซมดบิใน
รูปแชเยือกแขง็ไปใชคือ ไมเกิน 1.28 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่าํกวาคือ 1.25 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากบั 0.286 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.261 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซเิดสเทากับ 0.022 หนวยตอมิลลิลิตร 

 

Aspergillus niger PTK-BL9.1 มีความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตัวอยางเอนไซมดบิใน
รูปแชเยือกแขง็ไปใชคือ ไมเกิน 1.86 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่าํกวาคือ 1.25 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากบั 0.384 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.298 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.013 หนวยตอมิลลิลิตร 
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ภาพที่ 6  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส (           )  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส (          ) และ 
                เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส (           ) ที่มีในเอนไซมดิบในรูปแชเยือกแข็งจากเชื้อ                     
                ก.  Aspergillus  niger PTK-PS10 
                ข.  Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
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ภาพที่ 6  (ตอ) 
                ค.  Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
                ง.  Aspergillus  niger PTK-BL9.1 
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5.  การศึกษาคณุสมบัติเบื้องตนของเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อราที่คัดเลือก 
 
 5.1  การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม (Optimum pH) 
 
          เมื่อนําเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท ตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดส เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ที่อุณหภูม ิ40 องศาเซล- 
เซียส โดยใชซับสเตรตที่ละลายในบฟัเฟอรที่มีคาพีเอช 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0  
พบวาเชื้อราแตละไอโซเลทมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมแตละชนิดอยูในชวง   
พีเอช 3.0 ถึง 5.0 (ภาพที่ 7) โดยที่เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจะมี
แนวโนมเปนเชนเดียวกนัคือ เมื่อคาพีเอชเพิ่มขึ้นสูงกวาพีเอช 4.0 หรือ 5.0 ทั้ง 2 เอนไซมจะมีแอก-
ทิวิทีลดลงเรื่อยๆ แตแนวโนมของเอนไซมนารินจิเนสพบวาจะลดลงอยางรวดเร็วเมือ่คาพีเอชสูง
กวา 5.0 จนถึงพีเอช 7.0 หลังจากนั้นแอกทวิิทีของเอนไซมกลับสูงขึ้นเรื่อยๆ จนถึงคาพีเอช 10.0 
การที่เปนเชนนี้เปนเพราะการละลายสารนารินจินในบัฟเฟอรที่มีคาพีเอชคอนขางเปนดาง จะทําให
สารนารินจินเกิดสีเหลืองขึ้นตั้งแตยังไมไดทําปฏิกิริยากับเอนไซม ซ่ึงสารสีเหลืองดังกลาวเปนสาร
ประเภทชาลโคน (chalcone) ซ่ึงตรงกับการตรวจวดัผลิตผลตามวิธีการของ Davis (1947) ที่ใช เปน
ผลใหการวัดแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนสสูงเกินความเปนจริง เมื่อบมเอนไซมกบัซับสเตรตที่
คาพีเอชสูงกวา 7.0 ดังนั้นการพิจารณาคาพเีอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสจะ
พิจารณาคาพีเอชในชวงระหวาง 3.0 ถึง 7.0 เทานั้น เมื่อวิเคราะหผลจากภาพที่ 7 พบวา 
           

                     Aspergillus niger PTK-BS1.4 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดส เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ที่พีเอชเดียวกันคือ 4.0 

 

                     Aspergillus niger PTK-BL5.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสที่พีเอช 4.0 และมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสที่พีเอช 
3.0 สําหรับเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสมีปริมาณเอนไซมต่ํามากจึงไมนาํมาพิจารณา 

 

                     Aspergillus niger PTK-BL9.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนสที่พีเอชเดียวกันคือ 4.0 สําหรับเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสมี
ปริมาณเอนไซมต่ํามากจึงไมนํามาพิจารณา 
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                     Aspergillus niger PTK-PS10 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสที่พีเอช 5.0 และมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสที่
พีเอช 4.0 สําหรับเอนไซมนารินจิเนสมีคาพเีอชที่เหมาะสมตอการทํางานอยูระหวางพเีอช 4.0-6.0 

 

                     จากการวิเคราะหคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา
ชนิดตางๆ ตามที่มีรายงานไว พบวาเอนไซมนารินจิเนสที่ไดจากเชื้อ Aspergillus niger 1344 มีคา   
พีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานที่พีเอช 4.0 (Puri and Kalra., 2005) ซ่ึงตรงกับคาพีเอชที่เหมาะสมตอ
การทํางานของเอนไซมดังกลาวจากเชื้อราคัดเลือกที่ทําการศึกษา 2 ไอโซเลท คือ Aspergillus niger 
PTK-BS1.4 และ PTK-BL9.1 นอกจากนี ้ยังพบวาคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
นารินจิเนสดังกลาวจากเชื้อราคัดเลือกนี้มีคาใกลเคียงกับเอนไซมนารินจิเนสที่ผานการทําให
บริสุทธิ์บางสวนจากเชื้อรา Penicillium decumbens PTCC 5248 ซ่ึงมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการ
ทํางานของเอนไซมเทากับ 4.5 (Norouzian et al., 2000) แตเมื่อพิจารณาจากคาพีเอชที่เหมาะสมตอ
การทาํงานของเอนไซมนารนิจิเนสจากเชือ้ Aspergillus  niger จากการศึกษาของ Bram และ 
Solomons (1965) ซ่ึงมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานอยูระหวาง 4.5 ถึง 7.5 พบวา คาพีเอชที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อราคัดเลือก 3 ไอโซเลท คือ  
Aspergillus niger PTK-BS1.4 PTK-BL5.1 และ PTK-BL9.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมดังกลาวต่ํากวา 

 

                     เมื่อวิเคราะหคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก
เชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท พบวามีคาพเีอชที่เหมาะสมตอการทํางานอยูระหวาง 4.0 ถึง 5.0 ซ่ึงต่ํา
กวาคาพีเอชทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมจากเชือ้ราที่ไดมีรายงานไว ไดแก เชื้อรา 
Rhizopus nigicans ซ่ึงไดรายงานไววามีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเทากับ 6.5 
(Shanmugam and Yadav, 1995) เชื้อรา Aspergillus nidulans ซ่ึงมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางาน
อยูในชวง 4.5 ถึง 8.0 (Orejas et al. 1999) และจากเชื้อรา Aspergillus nidulans ซ่ึงมีคาพีเอชที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์อยูระหวาง 4.5 
ถึง 6.0 (Manzanares et al, 2000) 
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ภาพที่ 7  คาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส (            )  เอนไซมอัลฟา- 
               แรมโนสซิเดส (          ) และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส (          ) จากเชื้อราคัดเลือก                     
                ก.  Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
                ข.  Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
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ภาพที่ 7  (ตอ) 

               ค.  Aspergillus  niger PTK-BL9.1 
               ง.  Aspergillus  niger PTK-PS10 
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5.2  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม (Optimum temperature) 

 

        เมื่อนําเอนไซมดิบที่ผลิตโดยเชื้อราคดัเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท ตรวจสอบแอกทิวิทขีอง
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ที่คาพีเอชที่
เหมาะสมของแตละเอนไซมตามชนิดของเชื้อราคัดเลือก โดยควบคุมอณุหภูมิระหวางการทํา
ปฏิกิริยาของเอนไซมอยูที ่30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส พบวาเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นแอก-
ทิวิทขีองเอนไซมทั้ง 3 จะเพิม่มากขึ้น (ภาพที่ 8) และจะมีคาสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 50 หรือ 60 องศา-
เซลเซียส เมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงกวานี้ พบวาแอกทิวิทีของเอนไซมจะมีคาลดลงจนถึงอุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส ซ่ึงเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทมีอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละ
แอกทิวิที ดังนี ้

 

        Aspergillus niger PTK-BS1.4 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนสที่อุณหภูมิเดยีวกนัคือ 60 องศาเซลเซียส ขณะที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส 

 

        Aspergillus niger PTK-BL5.1 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนสที่อุณหภูมิเดียวกันคือ 60 องศาเซลเซียส ขณะที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศา-
เซลเซียส 

 

        Aspergillus niger PTK-BL9.1 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส ขณะที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมนารินจิเนสอยูที่ 60 องศาเซลเซียส 

 

        Aspergillus niger PTK-PS10 มีอุณหภมูิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนสที่อุณหภูมิเดยีวกนัคือ 60 องศาเซลเซียส ขณะที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 8  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส (            )  เอนไซมอัลฟา- 
               แรมโนสซิเดส (          ) และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส (          ) จากเชื้อราคัดเลือก                     
                ก.  Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
                ข.  Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
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ภาพที่ 8  (ตอ) 
                ค.  Aspergillus  niger PTK-BL9.1 
                ง.  Aspergillus  niger PTK-PS10 
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        เมื่อวิเคราะหอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสที่ไดจากเชื้อรา
คัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส (60 องศา-
เซลเซียส) มีคาสูงกวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสที่ผานการทําให
บริสุทธิ์บางสวนจากเชื้อ Penicillium decumbens PTCC 5248 ซ่ึงไดรายงานไววาอยูที่ 55 องศา-
เซลเซียส (Norouzian et al., 2000) และมีคาสูงกวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
นารินจิเนสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์จากเชื้อ Aspergillus niger 1344 ซ่ึงรายงานไวที่ 50 องศาเซล- 
เซียส (Puri and Kalra., 2005) 

  

        เมื่อวิเคราะหอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก
เชื้อราคัดเลือกไอโซเลท PTK-BS1.4, PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 พบวามีคาตรงกบัอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมดังกลาวที่ผานการทาํใหบริสุทธิ์จากเชื้อ Aspergillus nidulans 
(60 องศาเซลเซียส; Manzanares et al., 2000) แตมีคาอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานต่ํากวาคา
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์จากเชื้อ
รา Aspergillus niger ตามการศึกษาของ Manzanares และคณะ (1997) ซ่ึงไดรายงานไววาอยูที่ 65 
องศาเซลเซียส อยางไรก็ด ีพบวาอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมจากเชือ้ราคัดเลือก
ทั้ง 4 ไอโซเลท มีคาสูงกวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมจากเชื้อ 
Aspergillus nidulans ตามการศึกษาของ Orejas และคณะ (1999) ซ่ึงไดรายงานไววาอยูระหวาง 40 
ถึง 50 องศาเซลเซียส นอกจากนี ้ยังมีรายงานวาเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่ผลิตจากเชื้อ 
Rhizopus nigricans มีอุณหภมูิที่เหมาะสมตอการทํางานอยูสูงระหวาง 60 ถึง 80 องศาเซลเซียส 
(Shanmugam and Yadav, 1995) ซ่ึงจัดวามชีวงอุณหภูมิทีสู่งกวาเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่
ผลิตไดจากเชือ้ราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท 

 

        คาพีเอช และอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละแอกทิวิทีของเชื้อรา
คัดเลือก 4 ไอโซเลทนี้ จะใชในการตรวจสอบปริมาณเอนไซมในการศึกษาตลอดการทดลองนบั
จากนี ้
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6. การพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลติเอนไซมนารนิจิเนสของเชือ้ราคัดเลือก  

 

6.1  การศึกษาความเขมขนของกลาเชื้อ (inoculum) ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 

        กอนการพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ไดทํา 
การศึกษาหาความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสม โดยนาํเชื้อราคัดเลือกมาทําการเพาะเลี้ยงดวยกลา
เชื้อในรูปสารละลายสปอร (spore suspension) ที่ระดับความเขมขน 104, 105, 106, 107 และ 108 
สปอรตอมิลลิลิตร เนื่องจากความขมของสารพรูนินเปนหนึ่งในสามสวนของสารนารินจิน 
(Norouzian et al., 1999) และตองการใหเชือ้ผลิตเอนไซมนารินจิเนสทีม่ีแอกทิวิทีของเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสสูง ดังนั้น การพิจารณาขอมูลที่ไดจะพิจารณาจากแอกทวิิทีของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสเทานั้น เมื่อเปรียบเทียบขอมลูที่ไดระหวางการใชกลาเชื้อที่ระดับความเขมขนตางๆ 
(ตารางที่ 17) พบวา 

 

        Aspergillus niger PTK-BS1.4 มีความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมเทากบั 105 สปอรตอมิลลิลิตร 

                                     

        Aspergillus niger PTK-BL5.1 มีความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมเทากบั 106 สปอรตอมิลลิลิตร 

 

        Aspergillus niger PTK-BL9.1 มีความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมเทากบั 104 สปอรตอมิลลิลิตร  

       

        Aspergillus niger PTK-PS10 มีความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมเทากบั 106 สปอรตอมิลลิลิตร  
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ตารางที่ 17  ความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อราคัดเลือก 
                    4 ไอโซเลทที่เล้ียงไวเปนเวลา 7 วัน 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
รหัสเชื้อรา 

ความเขมขนของ
กลาเชื้อ (สปอรตอ
มิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BS1.4 104 
           105 
           106 
           107 
           108 

54.30 
77.38 
62.50 
62.43 
51.69 

10.15 
14.57 
13.59 
12.95 
 6.99 

7.65 
6.56 
4.84 
2.69 
1.39 

PTK-BL5.1 104 
           105 
           106 
           107 
           108 

20.07 
39.85 
55.47 
46.12 
39.59 

 9.67 
22.91 
26.09 
22.49 
18.81 

1.02 
1.04 
2.93 
1.42 
 3.78 

PTK-BL9.1 104 
           105 
           106 
           107 

 108 

  8.84 
14.99 
12.04 
25.04 
54.99 

45.67 
44.99 
34.44 
33.50 
33.48 

0.00 
0.00 
0.97 
2.32 

            6.41 
PTK-PS10 104 

           105 
           106 
           107 
           108 

29.02 
40.39 
59.59 
46.04 
56.77 

  9.73 
14.26 
18.09 
13.87 
15.98 

10.28 
12.61 
19.48 
12.87 
18.68 

 

        เมื่อพิจารณารายงานการศึกษาการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสจากเชือ้ราชนิดตางๆ พบวา 
เชื้อรา Aspergillus niger MTCC 1344 ไดรายงานความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมนารินจิเนส มีคาประมาณ 5 x 105 สปอรตอมิลลิลิตร (Puri et al., 2005) ซ่ึงมีคาใกลเคียงกบั
คาความเขมขนของกลาเชื้อที่ใชสําหรับการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา Aspergillus niger 
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(105 สปอรตอมิลลิลิตร) ตามการศึกษาของ Bram และ Solomons (1965) คาความเขมขน 105 สปอร
ตอมิลลิลิตร ดังกลาวเปนคาความเขมขนทีเ่หมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก 
Aspergillus niger PTK-BS1.4 และคาความเขมขน 106 สปอรตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปนคาความเขมขนที่
เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคดัเลือก Aspergillus niger PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 มี
คาตรงกับที่มีรายงานไวจากเชื้อรา Rhizopus nigricans (106 สปอรตอมิลลิลิตร) ตามการศึกษาของ 
Shanmugam และ Yadav (1995) แตก็มีรายงานพบวาเชือ้รา Penicillium decumbens PTCC 5248 
(107 สปอรตอมิลลิลิตร; Norouzian et al., 2000) ใชความเขมขนของกลาเชื้อสูงกวาคาความเขมขน
ของกลาเชื้อจากเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท 

 
6.2  การศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 
                      เมื่อนําเชื้อราคัดเลือกมาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวจาํนวน 2 สูตร 
ไดแก สูตร synthetic minimal medium และสูตร Czapek-Dox medium ซ่ึงเติมสารนารินจินความ
เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0  
โดยใชความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมสําหรับแตละเชื้อซ่ึงไดจากขอ 6.1 เปนเชื้อเร่ิมตน  
เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการทดลองมีสวนประกอบที่แตกตาง ดงันั้นการพจิารณาคัดเลือก
สูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจะพจิารณาจากคาหนวยเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง 
(Unit/g dry cell weight) ซ่ึงเปนการพิจารณาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการเจริญเติบโตของเชื้อรา
และการผลิตเอนไซม  เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชือ้ 
2 สูตร (ภาพที ่9) พบวา 
 

        Aspergillus  niger PTK-BS1.4,  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมสูตรเดียวกันคือ Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร 
 

        Aspergillus  niger PTK-BL9.1 มีสูตรอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม
คือ synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร 

 
        สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Czapek-Dox medium ซ่ึงเหมาะสมตอการเพาะเลีย้งเชื้อรา

คัดเลือกไอโซเลท PTK-BS1.4,  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 เพื่อผลิตเอนไซมนารินจิเนส  พบวา
นอกจากจะสงเสริมการเจรญิเติบโตของเชื้อราแลวยังเพิ่มปริมาณการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนส-
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ซิเดสและเอนไซมนารินจิเนสอีกดวย  เมื่อเปรียบเทียบสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อของทั้ง 2 
สูตร (ภาคผนวก ก) พบวา อาหารสูตร synthetic minimal medium มีแรธาตุตางๆ ที่เปนสวนประ- 
กอบมากกวาสตูร Czapek-Dox medium  แตสูตร Czapek-Dox medium มีปริมาณสารอาหารมาก 
กวาสูตร synthetic minimal medium ซ่ึงสูตรอาหารนี้เปนอาหารคัดเลือก (selective medium) ที่มี
การเติมปริมาณแรธาตุตางๆ ในปริมาณนอย เพื่อคัดเลือกเฉพาะจุลินทรยีที่ตองการใหเจริญเทานั้น  
ดงันั้นการเจรญิเติบโตของเชื้อราในอาหารสูตรนี้จึงต่ํากวาการเจริญในอาหารสูตร Czapek-Dox 
medium ซ่ึงมีปริมาณสารอาหารที่สงเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อรามากกวา  เพราะฉะนั้นอาหาร
สูตร Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจินความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตรจะ
ถูกใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลือกทั้ง 3 ไอโซเลทดังกลาวขางตน สําหรับการทดสอบตอเนื่องนบั
จากนี ้
 

        การศึกษาของ Bram และ Solomons (1965) ไดรายงานการใชอาหารสูตร Czapek-
Dox medium เพื่อการเพาะเลี้ยงเชื้อราสําหรับผลิตเอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อ Aspergillus niger 
ไมเพียงแตเทานี้ อาหารสูตร Czapek-Dox medium ยังเปนสูตรอาหารที่ใชในการศึกษาของ Puri 
และคณะ (2005) ซ่ึงศึกษาปจจัยที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อ Aspergillus  
niger MTCC 1344 แตมีความแตกตางจากการทดลองนี้คือ สารนารินเจนิน 0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนัก
ตอปริมาตร ถูกเติมแทนที่สารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร ที่ใชในการทดลองนี ้

 
         นอกจากนั้น อาหารสูตรอื่นๆ ก็ถูกใชในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เชน  อาหาร

สูตร Sabouraud’s dextrose agar ซ่ึงใชในการเพาะเลีย้งเชื้อ Penicillium decumbens PTCC 5248 
(Norouzian et al, 2000)  และอาหารสูตร Aspergillus minimal medium (AMM) ซ่ึงใชในการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ Aspergillus  nidulans เพื่อผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส (Orejas et al., 1999) 
สวนอาหารสตูร minimal medium มีรายงานวาใชในการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเชื้อ 
Aspergillus  nidulans เพื่อนําไปทําใหมีความบริสุทธิ์ (Manzanares et al, 2000) อาหารสูตร 
minimal medium ดังกลาวมคีลายคลึงกับอาหารสูตร synthetic minimal medium ซ่ึงเปนอาหารสูตร
ที่เหมาะสมตอการเพาะเลีย้งเชื้อราคัดเลือกไอโซเลท PTK-BL9.1 แตมคีวามแตกตางกันที่อาหาร
สูตร minimal medium มีการเติมแรมโนสเปนแหลงคารบอนและชวยเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดส ขณะทีอ่าหารสูตร synthetic minimal medium ที่ใชในการทดลองนี้จะเติม
สารนารินจินเปนตัวเหนีย่วนําการผลิตเอนไซมนารินจิเนสและใชเปนแหลงคารบอนสําหรับเชื้อรา 
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ภาพที่ 9  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร synthetic minimal medium   (     )   และสูตร Czapek-Dox  
               medium (     )  ตอการผลิต (ก) เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส   และ (ข) เอนไซมนาริน- 
               จิเนส จากเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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6.3  การศึกษาแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
                     ไดเพาะเลี้ยงเชือ้ราคัดเลือกในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวสูตรที่เหมาะสมสําหรับแตละ
เชื้อจากขอ 6.2 ซ่ึงมีสารนารินจินเปนตัวเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซม  และเติมแหลงคารบอนเสริม 
(supplemented carbon source) ชนิดตางๆ เพิ่มลงในอาหารดังกลาว แหลงคารบอนเสริมที่นํามา
ศึกษามี 8 ชนิด คือ น้ําตาลกลูโคส (glucose)  ซูโครส (sucrose)  ฟรุกโตส (fructose)  มอลโทส 
(maltose)  แรมโนส (rhamnose)  แปงมันสําปะหลัง (tapioca starch)  แปงขาวโพด (corn starch) 
และสตารชโซลูเบิล (starch soluble) โดยใชความเขมขน 10 กรัมตอลิตร (1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอ
ปริมาตร)  เมื่อเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชือ้ราในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมกีารเติมแหลง
คารบอนเสริมใดๆ ซ่ึงจัดใหเปนตัวควบคุม (control) กับอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เติมแหลงคารบอนเสริม
ชนิดตางๆ (ภาพที่ 10)  พบวา 
 

        Aspergillus  niger PTK-BS1.4,  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 ควรเติมแรมโนส ซ่ึง
เปนแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม ลงในอาหารเลีย้งเชื้อสูตร Czapek-Dox 
medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 4.0 

 
        Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ไมจําเปนตองเติมแหลงคารบอนเสริมใดๆ ลงในสูตร

อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้าํหนักตอ
ปริมาตร และปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 4.0 

 
          สําหรับการทดลองนี้ไดทดสอบโดยเติมสารนารินจินลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อใชเปน
ตัวเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมนารินจิเนส ซึ่งตรงกับงานวิจัยการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา
หลายรายงาน แตจากการศึกษาของ Puri และคณะ (2005) ซ่ึงทําการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสจาก
เชื้อ Aspergillus niger MTCC 1344 ในอาหาร Czapek-Dox medium ไดเติมสารนารินเจนิน 0.05 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร เปนตัวเหนีย่วนาํการผลิตเอนไซม จากการเปรียบเทียบราคาของสาร
นารินจินและสารนารินเจนนิ พบวาสารนารินเจนินมีราคาแพงมาก หากตองเตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้
ในปริมาณสูงจะเสียคาใชจายสูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับการใชสารนารินจินซึ่งราคาถูกกวามากแทน  
ดังนั้นการทดลองนี้จึงเลือกใชสารนารินจนิเปนตวัเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซม  อยางไรก็ดี ถึงแมวามี
บางรายงานที่ใชแรมโนสเปนตัวเหนีย่วนําการผลิตเอนไซมเชนกัน  แตเมื่อเปรียบเทยีบราคาพบวา 
แรมโนสมีราคาสูงกวาสารนารินจินเชนเดยีวกัน  สารนารินจินจึงเปนสารที่เหมาะสมที่จะนํามาใช
ในการทดลองมากที่สุด 
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                     ผลการเพาะเลีย้งเชื้อราคัดเลอืกในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมแหลงคารบอนเสริมตางๆ 
พบวา กรณีของเชื้อราคัดเลือก 3 ไอโซเลท ไดแก Aspergillus  niger PTK-BS1.4,  PTK-BL5.1 และ 
PTK-PS10 เมื่อเติมคารบอนเสริมชนิดตางๆ ลงในอาหารสูตร Czapek-Dox medium  คารบอนตางๆ 
เหลานี้ทําใหเชื้อราเจริญเติบโตมากขึ้น  ซ่ึงพิจารณาไดจากคาน้ําหนักแหง (dry weight)  ที่เพิ่มขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคมุ (control) ซ่ึงไมมีการเติมแหลงคารบอนเสริมใดๆ  และเมื่อพิจารณา
จากคา specific activity จะพบวาเฉพาะแรมโนสเทานั้นที่ทําใหบางเชือ้มีคา specific activity สูงกวา
ตัวควบคุม เชื้อที่กลาวถึงนี้ ไดแก เชื้อราไอโซเลท PTK-PS10 และ PTK-BS1.4  สําหรับเชื้อรา
คัดเลือก PTK-BL5.1 พบวามคีา specific activity ใกลเคียงกับคาที่ไดจากตัวควบคุม  ผลการทดสอบ
ที่ไดบงชี้วาเมือ่เติมแรมโนสลงในอาหารเลีย้งเชื้อ แรมโนสจะชวยสงเสริมใหเชื้อเจริญเติบโตไดดี 
และกระตุนใหเชื้อผลิตเอนไซมไดเพิ่มมากขึ้นดวย ซ่ึงพจิารณาไดจากคา specific activity ซ่ึงเปน
คาที่ไดจากหนวยเอนไซม (Unit) หารดวยปริมาณโปรตีน แสดงใหเหน็วาเชื้อผลิตเอนไซมไดสูง
เมื่อเทียบอัตราสวนกับโปรตนีตัวอ่ืนๆ ทั้งหมด  และเมื่อพิจารณาสัดสวนคา specific activity 
ระหวางการเตมิแรมโนสกับตัวควบคุมจะพบวา การเติมแรมโนสสงผลใหคา specific activity สูง
กวาตวัควบคุมประมาณ 2 ถึง 3 เทา แตเมื่อเทียบสัดสวนน้าํหนักแหงจากขอมูลระหวางการเติม  
แรมโนสกับตวัควบคุมพบวา น้ําหนักแหงของเชื้อราเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมแรมโนสจะสูง
กวาตวัควบคุมประมาณ 3 เทาขึ้นไป  จะเหน็วาเชื้อผลิตเอนไซมไดในสัดสวนเพิ่มขัน้เล็กนอยเมื่อ
เทียบกับน้ําหนักเซลลที่เพิ่มสูงขึ้นหลายเทา  จึงพออนุมานไดวาเชื้อราใชแรมโนสในการนําไปใช
ในการเจริญหรือสรางเซลลมากกวาการผลิตเอนไซม อยางไรก็ดี ปริมาณเอนไซมทีไ่ดจากการเติม
แรมโนสในอาหารเลี้ยงเชื้อ ก็ยังคงมากกวาตัวควบคุม ดงันั้นจึงควรเตมิแรมโนสเปนแหลงคารบอน
เสริมใหแกเชือ้ราไอโซเลท PTK-BS1.4,  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10  แมวาการเติมแรมโนสจะทํา
ใหเชื้อผลิตเอนไซมเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยเมื่อเทียบกับน้ําหนักเซลลก็ตาม  แตการจํากดัการเจริญของ
เชื้อมากก็ไมเปนผลดีแกเชื้อเชนกัน  ในทางตรงกันขาม สําหรับเชื้อราไอโซเลท PTK-BL9.1 เมื่อ
เปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชือ้ในอาหารที่มกีารเติมแหลงคารบอนเสริมแตละชนดิ 
เทียบกับตวัควบคุมที่ไมไดเตมิแหลงคารบอนใดๆ มีแตเฉพาะสารนารินจิน ความเขมขน 0.1 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร พบวา การเติมแหลงคารบอนเสริมทุกชนิดจะสงเสริมการเจริญ 
เติบโตของเชื้อรา แตไมเพิ่มการผลิตเอนไซมตามน้ําหนกัเซลลที่เพิ่มขึ้น แสดงวา เชื้อราใชแหลง
คารบอนที่เติมไปในการสรางเซลลสูงกวาการผลิตเอนไซม  ฉะนั้นสําหรับเชื้อราไอโซเลทนี้จึงพอ
สรุปไดวา ไมจําเปนตองเพิม่แหลงคารบอนเสริมในการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
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ภาพที่ 10  ผลของการเติมแหลงคารบอนเสริมตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเชื้อรา 
                 คัดเลือก  Aspergillus niger (ก)  PTK-BS1.4       (ข)  PTK-BL5.1        (ค) PTK-BL9.1   
                 และ (ง) PTK-PS10            หมายถึง น้ําหนักเซลลแหง (กรัม) 
                                                        Control  หมายถึง  อาหารที่ไมมีการเติมแหลงคารบอนเสริมใดๆ 

0.00

4.00

8.00

12.00

16.00

20.00

Glucose
Sucrose

Fructose
Maltose

Rhamnose

Tapioca starch

Corn starch

Starch soluble
Control

Carbon source

Sp
ec

ifi
c 

ac
tiv

ity
 (U

/m
g 

pr
ot

ei
n)

 o
f 

al
ph

a-
rh

am
no

si
da

se

0.00

0.04

0.08

0.12

0.16

0.20

D
ry

 w
ei

gh
t (

g)
 

0.00

4.00

8.00

12.00

16.00

20.00

24.00

Glucose
Sucrose

Fructose
Maltose

Rhamnose

Tapioca starch

Corn starch

Starch soluble
Control

Carbon source

Sp
ec

ifi
c 

ac
tiv

ity
 (U

/m
g 

pr
ot

ei
n)

 o
f 

al
ph

a-
rh

am
no

si
da

se

0.00

0.04

0.08

0.12

0.16

0.20

0.24

D
ry

 w
ei

gh
t (

g)
 

ก 

ข 

  86 



 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10  (ตอ) 
                 หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
                 Control  หมายถึง  อาหารที่ไมมกีารเติมแหลงคารบอนเสริมใดๆ 
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        มีรายงานการศึกษาแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจากเชื้อ 
Aspergillus  niger MTCC 1344 ซ่ึงใชอาหารสูตร Czapek-Dox medium พบวา ใชโมลาส 
(molasses) เปนแหลงคารบอนเสริมในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส (Puri et al., 2005)  สําหรับ
การศึกษาของ Bram และ Solomons (1965) ไดใช corn steep liquor เปนแหลงคารบอนในการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ  Aspergillus  niger เพื่อผลิตเอนไซมนารินจิเนส  ในขณะที่มีหลายรายงานซึ่งใช   
แรมโนสเปนแหลงคารบอนในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสเชนเดียวกับการทดลองที่ไดนี้ อาทิ 
การศึกษาของ Manzanares และคณะ (2000) ซ่ึงศึกษาการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก
เชื้อ Aspergillus nidulans และการศึกษาของ Orejas และคณะ (1999) ซ่ึงศึกษาการผลิตเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเชือ้ Aspergillus nidulans  ดวยเชนเดยีวกัน สําหรับการศึกษาของ 
Elinbaum และคณะ (2002) ไดใชสารนารนิจินหรือแรมโนสเปนทั้งแหลงคารบอนและตัวเหนีย่วนํา
การผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในการเพาะเลีย้งเชื้อ Aspergillus terreus บนอาหารแข็ง ซ่ึง
ไดผลการศึกษาเชนเดยีวกับการศึกษาของ Norouzian และคณะ (2000) ซ่ึงเพาะเลี้ยงเชือ้ Penicillium 
decumbens PTCC 5248 เพื่อผลิตเอนไซมนารินจิเนส คอื ใชทั้งแรมโนสหรือสารนารินจินเปน
แหลงคารบอน แตมีรายงานการศึกษาเพิม่เติมในรายงานดังกลาววา สารนารินจินเปนแหลง
คารบอนที่เหมาะสมที่สุด ซ่ึงนอกจากสามารถเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมนารินจิเนสไดดีแลว ยัง
สามารถเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดสที่เปน
องคประกอบของเอนไซมนารินจิเนสไดดอีีกดวย  จากผลการทดลองของ Norouzian และคณะ 
(2000) นี้จะตรงกับผลที่ไดจากเชื้อไอโซเลท PTK-BL9.1 ซึ่งพบวาไมจาํเปนตองเติมแหลงตารบอน
เสริมใดๆ แตใชสารนารินจิน ซ่ึงเปนตัวเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซม เปนแหลงคารบอนไปในตวัดวย 
 
                     นอกจากรายงานที่กลาวถึง  Bram และ Solomons (1965) ยังรายงานวา น้ําตาลกลูโคส  
ซูโครส และแปง มีผลยับยั้งการผลิตเอนไซมนารินจิเนส ถึงแมวาสารประกอบดังกลาวจะสงเสริม
การเจริญเติบโตของเชื้อไดเปนอยางดกี็ตาม  ซ่ึงการทดลองครั้งนี้ก็ไดใชสารตางๆ ดงักลาวเชนกนั 
และไดผลที่ตรงกับผลจากรายงานดังกลาว  และตรงกับรายงานของ Puri และคณะ (2005) ซ่ึงได
รายงานถึงผลการยับยั้งของกลูโคส ซูโครส และแปงที่มตีอการผลิตเอนไซมดวยเชนเดียวกัน 
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6.4  การศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 

                     จากผลสรุปสําหรับชนิดของแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจาก
เชื้อราคัดเลือก 3 ไอโซเลท ซ่ึงบงชื้วา แรมโนส เปนแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสม จงึไดทําการ 
ศึกษาความเขมขนของแรมโนสที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม  ดวยการปรับเปลี่ยนความเขมขน
เปน 1.25,  2.5,  3.75,  5,  10,  15,  20  และ 25 กรัมตอลิตร หรือ 0.125,  0.25,  0.375,  0.5,  1,  1.5,  
2  และ  2.5  เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ตามลําดับ ซ่ึงไดทดสอบครั้งแรกโดยปรับเปลี่ยนความ
เขมขนของแรมโนสเปน  5,  10,  15,  20 และ 25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (ภาพที่ 11ก, 12ก และ13ก)  
เมื่อพิจารณาจากคา specific activity พบวาปริมาณแรมโนสที่ใหแอกทวิิทีสูงสุด คือ 5 กรัมตอลิตร  
จึงไดทําการทดสอบครั้งตอมา โดยลดปรมิาณแรมโนสลงอีกเปน 1.25,  2.5,  3.75 และ 5 กรัมตอ
ลิตร (ภาพที่ 11ข, 12ข และ13ข)  และพจิารณาจากคา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนส
ซิเดส  เนื่องจากการคัดเลือกคร้ังที่ผานมา จะพิจารณาจากขอมูลของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส
เปนเกณฑ การคัดเลือกขั้นนีไ้ดพิจารณาจากปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเชนเดียวกัน  
สําหรับกรณีคดัเลือกสูตรอาหารในขอ 6.2  ปจจัยที่มีผลเขามาเกี่ยวของคือ น้ําหนักแหง เพราะ
อาหารแตละสตูรมีผลตอการเจริญของเชื้อแตกตางกัน คาที่นํามาพิจารณาคัดเลือกจึงใชคาหนวย
เอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (Unit/g dry cell weight) แทน  จากขอมลูที่ไดพบวา 
 

        Aspergillus  niger PTK-BS1.4 และ PTK-PS10 ควรเติมแรมโนสเปนแหลงคารบอน
เสริมในปริมาณ 3.75 กรัมตอลิตร 
 

        สําหรับ Aspergillus  niger PTK-BL5.1 ควรเติมแรมโนสเปนแหลงคารบอนเสริมใน
ปริมาณ 5.0 กรัมตอลิตร  
 

        เนื่องจากผลการทดลองจากขั้นทีแ่ลวพบวา ไมจําเปนตองเติมแหลงคารบอนเสริมใดๆ 
ใหแกเชื้อ  Aspergillus  niger PTK-BL9.1 และเมื่อเปรียบเทียบผลจากเชื้อราไอโซเลทนี้กับเชื้อรา
คัดเลือก 3 ไอโซเลทที่เหลือ  พบวาผลการทดลองที่ไดจากเชื้อรา Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ไม
เปนไปในแนวเดียวกับเชื้อราไอโซเลทอื่นที่มีการเติมแรมโนสเปนแหลงคารบอนเสริม  ฉะนั้นเพื่อ
ตองการตรวจสอบเพิ่มเติมใหมั่นใจวาไมจาํเปนตองเติมแรมโนสเปนแหลงคารบอนเสริมจริง จึง
ทดลองเพาะเลีย้งเชื้อรา  Aspergillus  niger PTK-BL9.1 อีกครั้งโดยปรบัเพิ่มความเขมขนของแรม-
โนสในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 5, 10, 15, 20 และ 25 กรัมตอลิตร โดยมีแนวคิดวาการทดสอบขั้นที่แลว
อาจใชแรมโนสในปริมาณทีต่่ําเกินไป ผลการทดสอบจึงไมเปนในทางเดียวกับเชื้อราคัดเลือกอ่ืนๆ  
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จากผลการทดสอบจากเชื้อรา Aspergillus  niger PTK-BL9.1 (ภาพที่ 14)  พบวา การเติมแรมโนส
ชวยใหเชื้อรามีการเจริญเตบิโตที่ดีขึ้น โดยพิจารณาไดจากน้ําหนักแหงของเชื้อราที่เพาะเลี้ยงใน
อาหารที่เติมแรมโนสความเขมขนตางๆ ซ่ึงมีคาเพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคมุที่ไมมีการเตมิ
แรมโนส  แตเมื่อพิจารณาผลการผลิตเอนไซมจากคา specific activity พบวา ตวัควบคุมยังคงให
ปริมาณเอนไซมสูงที่สุด แตเมื่อความเขมขนของแรมโนสเพิ่มขึ้น ปริมาณเอนไซมกลับลดลง ผล
การทดสอบนีบ้งชี้วา แรมโนสเปนสารยับยั้งการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือกไอโซเลท PTK-
BL9.1  และใหผลการทดสอบที่จึงยืนยันวาการเพาะเลีย้งเชื้อราดังกลาวไมจําเปนตองเติมแหลง
คารบอนเสริม  การที่ผลจากเชื้อราไอโซเลทนี้ ไมเปนไปในแนวเดียวกบัเชื้อราคัดเลือกไอโซเลทอื่น 
อาจเปนเพราะสภาวะการเลี้ยงจากการศึกษาและไดสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตางชนิดกับสูตร
อาหารสําหรับเชื้อราคัดเลือก 3 ไอโซเลท ซ่ึงเชื้อรา Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ใชสูตรอาหาร
synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจินเปนตัวเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมและเปนแหลง
คารบอนรวม  ขณะที่เชื้อรา 3 ไอโซเลท ใชสูตรอาหาร Czepek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน
เปนตัวเหนีย่วนําและใชแรมโนสเปนแหลงคารบอนเสริม 
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ภาพที่ 11  ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
                 (ก)  แรมโนสความเขมขน 5 ถึง 25 กรัมตอลิตร 
                 (ข)  แรมโนสความเขมขน 1.25 ถึง 5 กรัมตอลิตร 

                หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control  หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่ไมมีการเติมแรมโนส 
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ภาพที่ 12  ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
                 (ก)  แรมโนสความเขมขน 5 ถึง 25 กรัมตอลิตร 
                 (ข)  แรมโนสความเขมขน 1.25 ถึง 5 กรัมตอลิตร 

                หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control  หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่ไมมีการเติมแรมโนส 

ก 
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ภาพที่ 13  ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 
                 (ก)  แรมโนสความเขมขน 5 ถึง 25 กรัมตอลิตร 
                 (ข)  แรมโนสความเขมขน 1.25 ถึง 5 กรัมตอลิตร 

                หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control  หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่ไมมีการเติมแรมโนส 
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ภาพที่ 14  ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขน 5 ถึง 25 กัมตอลิตร และการไมเตมิแรมโนสใน 
                 อาหารเลี้ยงเชื้อ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก 
                  Aspergillus  niger  PTK-BL9.1 

                 หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                 หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
     Control  หมายถึง อาหารชนิด synthetic minimal medium ที่ไมมีการเติมแรมโนส 
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6.5  การศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
       ไดทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลือกแตละไอโซเลทในอาหารเลี้ยงเชือ้เหมาะสมแบบ

เหลวที่เติมชนดิและปริมาณคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม  ดวยการปรับเปลี่ยน
ชนิดของสารอาหารที่ใชเปนแหลงไนโตรเจนแทนสารอาหารที่เปนแหลงไนโตรเจนเดิม  แหลง
ไนโตรเจนตางๆ ที่ใชปรับเปลี่ยน ไดแก แอมโมเนียมซัลเฟท (ammonium sulphate, (NH4)2SO4)  
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟท (ammonium dihydrogen phosphate, (NH4)H2PO4)  
แอมโมเนียมไนเตรท(ammonium nitrate, NH4NO3)  ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนซิเตรท (di-
ammonium hydrogen citrate)  โซเดียมไนเตรท (ammonium nitrate, NaNO3)  เปปโตน (peptone) 
ทริบโตน (tryptone)  สารสกัดจากยีสต (yeast extract)  สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)  หางนม 
(skimmed milk)  เคซีนที่สกดัดวยกรด (casein acid hydrolysate)  กากถั่วเหลือง (soyabean meal) 
และซอยยาเปปโตน (soya peptone)  สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร synthetic minimal medium ใช
ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน 5 กรัมตอลิตร (0.5 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร) แตสําหรับ
อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร Czapek-dox medium ใชความเขมขน 2 กรัมตอลิตร (0.2 เปอรเซ็นต น้ําหนกั
ตอปริมาตร) สําหรับการใชเกณฑพิจารณาสําหรบัคัดเลือกแหลงไนโตรเจน ไดใชคาหนวยเอนไซม
ตอน้ําหนกัเซลลแหง เนื่องจากสารอาหารที่เปนแหลงไนโตรเจนบางชนิดมีโปรตีนเปนองคประ- 
กอบ  ทําใหการพิจารณาจากคา specific activity มีความผดิพลาด เนื่องจากปริมาณโปรตีนและ/หรือ
สารที่เปนแหลงไนโตรเจนเปนองคประกอบในสูตรอาหาร ซ่ึงรบกวนปฏิกิริยาการวดัปริมาณ
โปรตีน เชน แอมโมเนียม เปนตน  จากการเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชือ้ราในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มกีารเติมแหลงไนโตรเจนชนิดเดิม ซ่ึงจัดเปนตัวควบคุม (control) กับอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เติมแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ พบวา 

 
        Aspergillus  niger PTK-BS1.4  ใชโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจนในสูตร

อาหารเมื่อตองการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสใหมีปริมาณสูง (ภาพที่ 15ก)  แตใชซอยยา-  
เปปโตนเปนแหลงไนโตรเจนเมื่อตองการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง (ภาพที่ 15ข) 

 
        Aspergillus  niger PTK-BL5.1 ใชโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจนในสูตร

อาหารเมื่อตองการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสใหมีปริมาณสูง (ภาพที่ 16ก)  แตถาตองการ
ผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง สามารถใชไดทั้งกากถั่วเหลือง (soyabean meal) หรือ
แอมโมเนียมซัลเฟท (ภาพที่ 16ข) เพราะทั้ง 2 แหลงไนโตรเจนใหปริมาณเอนไซมนารินจิเนสสูง
ใกลเคียงกัน 
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        Aspergillus  niger PTK-PS10  ใชซอยยาเปปโตนเปนแหลงไนโตรเจนในสูตรอาหาร
เมื่อตองการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสใหมีปริมาณสูง (ภาพที่ 17ก) แตใชโซเดียมไนเตรท
เปนแหลงไนโตรเจนเมื่อตองการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง (ภาพที่ 17ข) 

 
        Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ใชเปปโตน เปนแหลงไนโตรเจนในสูตรอาหารเมื่อ

ตองการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสหรือเอนไซมนารินจิเนสใหไดปริมาณสูง (ภาพที่ 18) 
 

                     จากการศึกษาของ Puri และคณะ (2005) พบวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการ
ผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา Aspergillus  niger MTCC 1344 ในอาหารสูตร Czapek-Dox 
medium คือ เปปโตน ซ่ึงตรงกับการศึกษาการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา Penicillium 
decumbens PTCC 5248 ของ Norouzian และคณะ (2000) และการผลิตเอนไซมดังกลาวจากเชื้อรา
คัดเลือกไอโซเลท PTK-BL9.1 ที่ไดทําการศึกษาในการทดลองนี้ นอกจากนี้ Bram และ Solomons 
(1965) ไดศึกษาการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อ Aspergillus  niger และพบวากากถั่วเหลือง
และสารสกัดยสีตเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม ซ่ึงคลายกับผลการทดสอบที่ไดจากเชื้อราไอ-
โซเลท PTK-BL5.1  สําหรับการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส มีรายงานการศกึษาโดย 
Manzanares และคณะ (2000) ซ่ึงพบวาสารสกัดยีสตเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการ
ผลิตเอนไซมจากเชื้อ Aspergillus nidulans 
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ภาพที่ 15  ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิต (ก) เอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดส และ  (ข) เอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BS1.4 

                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
                หมายถึง ปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซม) ตอน้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control หมายถึง อาหาร Czapek-Dox medium ที่เติมโซเดียมไนเตรทเปนแหลง 
    ไนโตรเจน 
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ภาพที่ 16  ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิต (ก) เอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดส และ (ข) เอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL5.1 

                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
                หมายถึง ปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซม) ตอน้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control หมายถึง อาหาร Czapek-Dox medium ที่เติมโซเดียมไนเตรทเปนแหลง 
    ไนโตรเจน 
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ภาพที่ 17  ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิต (ก) เอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดส และ (ข) เอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-PS10 

                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
                หมายถึง ปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซม) ตอน้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control หมายถึง อาหาร Czapek-Dox medium ที่เติมโซเดียมไนเตรทเปนแหลง 
    ไนโตรเจน 
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ภาพที่ 18  ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิต (ก) เอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดส และ (ข) เอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL9.1 

                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
                หมายถึง ปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซม) ตอน้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control หมายถึง อาหาร synthetic minimal medium ที่เติมแอมโมเนียมไนเตรทเปน 
    แหลงไนโตรเจน 
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6.6  การศึกษาความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
                      
                     เมื่อทราบชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม  จึงไดศึกษาหา
ความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมดังกลาวสําหรับเชื้อราแตละไอโซเลท  โดยทําการ
ปรับความเขมขนของแหลงไนโตรเจนดวยความเขมขน 1.25,  2.5,  3.75,  5,  10,  15,  20  และ  25  
กรัมตอลิตร หรือ 0.125,  0.25,  0.375,  0.5,  1,  1.5,  2 และ 2.5 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร 
ตามลําดับ  สําหรับเกณฑที่ใชในการพจิารณาคัดเลือก จะพิจารณาจากคา specific activity เนื่องจาก
เปนการพิจารณาปริมาณเอนไซมจากสารชนิดเดยีวกันทีร่ะดับความเขมขนตางกัน  เมื่อเปรียบเทียบ
ผลการทดสอบที่ไดระหวางการเติมแหลงไนโตรเจนดวยความเขมขนตางๆ โดยพิจารณาจากคา 
specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนส พบวา 
 

        Aspergillus  niger PTK-BS1.4  มีแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 2 แหลงคือ โซเดียม-
ไนเตรทเมื่อตองการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสใหมีปริมาณสูง และซอยยาเปปโตนเปน
แหลงไนโตรเจนเมื่อตองการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง จากผลการทดสอบโดย
พิจารณาปริมาณเอนไซมทั้งเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนส พบวาความ
เขมขนของโซเดียมไนเตรท (ภาพที่ 19) และซอยยาเปปโตน (ภาพที่ 20) ที่เหมาะสมมีคาเทากัน คือ 
2.5 กรัมตอลิตร  และเมื่อพิจารณาเปรียบเทยีบปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซมตอน้ําหนักเซลล
แหง; ตารางผนวกที่ 8 และ 9) ทั้ง 2 เอนไซมที่ไดจากแหลงไนโตรเจนทั้ง 2 ชนิดขางตนคือ โซเดียม
ไนเตรทและซอยยาเปปโตน พบวาแหลงไนโตรเจนทั้ง 2 ชนิด ใหปริมาณเอนไซมใกลเคียงกัน  
ดังนั้น จึงสามารถเลือกใชแหลงไนโตรเจนไดทั้ง 2 ชนดิในปริมาณเทากันคือ 2.5 กรัมตอลิตร 
สําหรับเชื้อราไอโซเลท PTK-BS1.4 
 

        Aspergillus  niger PTK-BL5.1  มีแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 3 แหลงคือ โซเดียม-
ไนเตรท (ภาพที่ 21)  กากถั่วเหลือง (soyabean meal; ภาพที่ 22) และแอมโมเนียมซัลเฟท (ภาพที่ 
23) ซ่ึงความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงไนโตรเจนทั้ง 3 เรียงตามลําดับ คือ 3.75,  2.5  และ  1.25  
กรัมตอลิตร  และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง;  
ตารางผนวกที ่10,  11 และ 12) ทั้ง 2 เอนไซมที่ไดจากแหลงไนโตรเจนทั้ง 3 ชนิดขางตน คือ 
โซเดียมไนเตรท  กากถั่วเหลือง (soyabean meal) และแอมโมเนียมซัลเฟท  พบวา โซเดียมไนเตรท
ใหปริมาณเอนไซมทั้ง 2 แอกทิวิทีสูงกวากากถั่วเหลืองและแอมโมเนยีมซัลเฟทเปนอยางมาก  
ดังนั้น สําหรับเชื้อราไอโซเลท PTK-BL5.1 ควรเลือกใชเฉพาะโซเดียมไนเตรทเปนแหลง
ไนโตรเจนดวยความเขมขน  3.75 กรัมตอลิตร 
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        Aspergillus  niger PTK-PS10 มีแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 2 แหลงคือ ซอยยาเปป- 
โตน (ภาพที่ 24) และโซเดยีมไนเตรท (ภาพที่ 25)  โดยพบวา ความเขมขนที่เหมาะสมของซอยยา-
เปปโตน คือ 1.25 กรัมตอลิตร  ขณะที่โซเดยีมไนเตรทมีความเขมขนที่เหมาะสม 2 คา คือ ถาตอง 
การผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในปริมาณสูง ควรใชความเขมขน 2.5 กรัมตอลิตร (ภาพที่ 25
ก) แตถาตองการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง ควรใชความเขมขน 3.75 กรัมตอลิตร (ภาพ
ที่ 25ข)  และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซมตอน้ําหนกัเซลลแหง; ตาราง
ผนวกที่ 13 และ 14) ทั้ง 2 เอนไซมที่ไดจากแหลงไนโตรเจนทั้ง 2 ชนดิขางตน คือ ซอยยาเปปโตน
และโซเดียมไนเตรท จะพบวาแหลงไนโตรเจนทั้ง 2 ชนดิ ใหปริมาณเอนไซมใกลเคยีงกัน  ฉะนั้น 
สําหรับเชื้อราไอโซเลท PTK-PS10 จึงสามารถเลือกใชแหลงไนโตรเจนไดทั้ง 2 ชนิดคือ ซอยยา-  
เปปโตนใชในปริมาณ 2.5 กรัมตอลิตร สวนโซเดียมไนเตรทใชในปรมิาณระหวาง 2.5 ถึง 3.75 กรัม
ตอลิตร 

 
        Aspergillus  niger PTK-BL9.1     มีแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมเพียงอยางเดียว คือ  

เปปโตน และควรใชที่ความเขมขน 1.25 กรัมตอลิตร (ภาพที่ 26) 
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ภาพที่ 19  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                   หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                   หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 20  ผลของการเติมซอยยาเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 21  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 22  ผลของการเติมกากถั่วเหลืองดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 23  ผลของการเติมแอมโมเนียมซัลเฟทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการ 
                 ผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 24  ผลของการเติมซอยยาเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร  ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 25  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 26  ผลของการเติมเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร  ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL9.1 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                  หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม)  
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สรุปผลการทดลอง  
 
 การเก็บตวัอยางจากสิ่งแวดลอมตามที่ตางๆ ทั้งในประเทศไทยและประเทศจีน มีจํานวน
รวมทั้งสิ้น 11 แหลง ไดตวัอยางรวม 128 ตัวอยาง  เมื่อนํามาทําการคัดแยกเชื้อราที่มีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับปฐมภูมิดวยการเลี้ยงบนอาหารแข็งคัดเลือกที่มีสารนารินจิน
เปนแหลงคารบอน แยกไดเชื้อราบริสุทธิ์จํานวน 348 ไอโซเลท 
 
 สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสระดับทุติยภูมิ
จากเชื้อรา  คือ อาหารเลี้ยงเชือ้ชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน ความเขมขน 0.1 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 4.0 
 
 การคัดเลือกเชือ้ราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับทุติยภูมิ จะ
ทดสอบความสามารถในการสลายสารนารินจิน ซ่ึงเปนซับสเตรตของเอนไซมนารินจิเนส ของเชื้อ
ราที่แยกไดจากการคัดเลือกระดับปฐมภูมิ ดวยการเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวสูตร 
synthetic minimal medium ที่มีสารนารินจินความเขมขน 0.1 เปอรเซน็ต น้ําหนักตอปริมาตร และ
ปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 4.0   ดวยระยะเวลาที่เหมาะสมคือ 7 วัน พบเชื้อราที่มีความสามารถในการ
สลายสารนารินจินที่อุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 4.0 จํานวน 40 ไอโซเลท จากเชื้อราจํานวน
ทั้งหมด 348 ไอโซเลท 
 
 การคัดเลือกเชือ้ราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับตติยภูมิเปนการ
คัดเลือกเชื้อราตามความสามารถของเอนไซมนารินจิเนสที่ทํางานไดในสภาวะทีต่องการ ไดแก 
สภาวะทีม่ีอุณหภูมิสูงคือ 50  55 และ 60 องศาเซลเซียส  แตมีคาพีเอชต่ําคือ พีเอช 3.0 และ 4.0 ซ่ึง
ตองทําการพิจารณาผลการทดลองเพื่อใชในการคัดเลือกเชื้อรารวมกับผลการตรวจสอบปริมาณ
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส ที่อุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 
4.0  พบวาสามารถคัดเลือกเชื้อราที่มีคุณสมบัติตรงตามตองการซึ่งจะนาํไปศึกษาตอในขั้นตอไป
จํานวน 4 ไอโซเลท จากเชื้อราทั้งหมด 40 ไอโซเลท ไดแก PTK-PS10, PTK-BS1.4, PTK-BL5.1 
และ PTK-BL9.1  โดยเชื้อราแตละไอโซเลทมีคุณสมบัติดังนี ้
 
 เชื้อราไอโซเลท PTK-BL9.1 ใหปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูงที่สุด แตมีปริมาณ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสต่ํา 
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 เชื้อราไอโซเลท PTK-BS1.4 และ PTK-BL5.1 ใหปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
ใกลเคียงกับปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส  
 

เชื้อราไอโซเลท PTK-PS10 ใหปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสในปริมาณสูงกวา
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 

 
 การจัดจําแนกชนิดของเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท พบวาทั้ง 4 ไอโซเลทเปนชนิด 
Aspergillus niger 
 

การตรวจสอบความเปนพษิตอเซลล (cytotoxicity test) ดวยวิธี MTT assay โดยใช cell 
lines 3 ชนิด ไดแก L929 (mouse lung connective tissue),  BHK21 (baby hamster kidney standard) 
และ HepG2 (human hepatocyte cell line)  ผลการตรวจพบวา เชื้อราทัง้ 4 ไอโซเลทมีคา IC50 อยู
ระหวาง 1.28 ถึง 5.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และความเขมขนที่ปลอดภยัตอการนําตวัอยางเอนไซม
ดิบของเชื้อ Aspergillus  niger ทั้ง 4 ไอโซเลทไปใชคือ ไมเกิน 1.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

การศึกษาปริมาณเอนไซมของสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็ง (lyophilized extract) เมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมที่มีในเอนไซมดิบแชเยือกแข็งกับผลตรวจความเปนพิษตอเซลลจากคา 
IC50 พบวา 

 
Aspergillus  niger PTK-PS10 ใหคาความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตวัอยางเอนไซมดิบ

ในรูปแชเยือกแข็งไปใชคือ ไมเกิน 1.84 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่ํากวาคือ 
1.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากับ 0.266 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.289 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.016 หนวยตอมิลลิลิตร 

 
Aspergillus  niger PTK-BS1.4 ใหคาความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตวัอยางเอนไซมดิบ

ในรูปแชเยือกแข็งไปใชคือ ไมเกิน 2.63 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่ํากวาคือ 2.5 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากบั 0.359 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.254 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.011 หนวยตอมิลลิลิตร 
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Aspergillus  niger PTK-BL5.1 ใหคาความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนาํตัวอยางเอนไซมดิบ
ในรูปแชเยือกแข็งไปใชคือ ไมเกิน 1.28 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่ํากวาคือ 
1.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากับ 0.286 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.261 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.022 หนวยตอมิลลิลิตร 

 
Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ใหคาความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนาํตัวอยางเอนไซมดิบ

ในรูปแชเยือกแข็งไปใชคือ ไมเกิน 1.86 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่ํากวาคือ 
1.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากับ 0.384 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.298 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.013 หนวยตอมิลลิลิตร 

 
การศึกษาคาพเีอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม พบวา 

 
 Aspergillus  niger PTK-BS1.4 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา- 
แรมโนสซิเดส  เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ที่คาพีเอชเดียวกนัคือ 4.0 

 
Aspergillus  niger PTK-BL5.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา- 

แรมโนสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ทีพ่ีเอช 4.0 และ 3.0 ตามลําดับ 
 
Aspergillus  niger PTK-BL9.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา- 

แรมโนสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนสที่คาพีเอชเดยีวกันคือ 4.0 
 
Aspergillus  niger PTK-PS10 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-   

แรมโนสซิเดส  เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ที่ 5.0,  4.0  และระหวางพเีอช 
4.0 ถึง 6.0 ตามลําดับ 

 
การศึกษาอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมพบวา 

 
Aspergillus  niger PTK-BS1.4,  Aspergillus  niger PTK-BL5.1  และ Aspergillus  niger 

PTK-PS10 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซม   
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นารินจิเนสที่อุณหภูมิเดยีวกนัคือ 60 องศาเซลเซียส  และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสมีคาอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส 

 
Aspergillus  niger PTK-BL9.1 มีอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา- 

แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส  ขณะที่อุณหภูมิ
ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารนิจิเนสอยูที่ 60 องศาเซลเซียส 

 
Aspergillus  niger PTK-PS10 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-  

แรมโนสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนสที่อุณหภูมิเดยีวกนัคือ 60 องศาเซลเซียส  ขณะที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส  

 
การพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนส และปริมาณ

เอนไซมที่ผลิตไดจากเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท สรุปไดดังตารางที่ 18 
 

 ประโยชนที่ไดจากงานวิจยันี้คือ สามารถคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถผลิตเอนไซม     
นารินจิเนสในปริมาณสูง และเอนไซมดังกลาวทํางานไดดีที่พีเอชเปนกรดและอุณหภมูิสูง ซ่ึงเปน
สภาวะทีพ่บในกระบวนการผลิตน้ําผลไมในระดบัอุตสาหกรรม รวมทัง้สามารถพัฒนาสูตรอาหาร
เล้ียงเชื้อใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลอืกทั้ง 4 ไอโซเลท  นอกจากนี้ยังได      
ประโยชนเพิม่จากผลจากงานวิจยัคร้ังนี้ โดยสามารถใชเปนขอมูลพื้นฐานในการทํางานวิจยัตอเนื่อง
ในอนาคตในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในระดบัอุตสาหกรรมโดยใชถังหมัก (fermentor) ในการ
ผลิต 
 

งานวิจยัตอเนือ่งที่ควรศึกษา คือ (1) สภาวะแวดลอมที่มผีลตอการผลิตเอนไซมเพิ่มขึน้ อาทิ 
สภาวะพีเอชเริม่ตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ  อุณหภูมิทีใ่ชในการบมเชื้อรา และอัตราการใหอากาศ เปน
ตน  (2) ชนิดและความเขมขนของซับสเตรตที่ใชในการเหนี่ยวนําใหเชือ้ราผลิตเอนไซมก็เปนปจจยั
สําคัญที่ควรศึกษาเชนเดยีวกนั เพื่อใหเชื้อราผลิตเอนไซมไดปริมาณสูงสุด  โดยเริ่มศกึษาจากชนิด
ของซับสเตรตเหนีย่วนําที่เหมาะสม และนาํไปสูการศึกษาความเขมขนของซับสเตรตเหนีย่วนําที่
เหมาะสม  (3) ตัวยับยั้งการผลิตเอนไซม (inhibitor) ซ่ึงเปนปจจยัที่สําคัญอีกประการหนึ่ง โดยเริ่ม
ศึกษาในระดับฟลาสกกอน เพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานในการผลิตระดับถังหมัก  (4) ลักษณะในการ
เพาะเลี้ยงทีเ่หมาะสมตอการผลิต เชน ควรหมักแบบเบ็ดเสร็จ (batch culture)  หมักแบบตอเนื่อง 
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(continous culture) หรือแบบกึ่งเบ็ดเสร็จ (fed-batch culture)  เปนตน  และ (5) ลักษณะการเติมตัว
เหนีย่วนํา ซ่ึงเปนแบบตอเนือ่ง (continuous) หรือเติมแบบเปนขั้นๆ (stepwise) เพื่อเพิ่มการผลิต
เอนไซมนารินจิเนส  ซ่ึงการผลิตเอนไซมจากเชื้อราทั้งหมดที่กลาวถึงดงักลาวจะตองคํานึงถึงตนทุน
ในการผลิตควบคูไปดวย  จากการศึกษาตนทุนในการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสที่มีแอกทิวิทีของ
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในปริมาณสงูของเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท (ตารางผนวกที่ 12) 
พบวา 
 

Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ใชตนทุนในการผลิตประมาณ 69.45 บาทตอลิตร 
 
Aspergillus  niger PTK-PS10 ใชตนทุนในการผลิตประมาณ 628.60-629.92 บาทตอลิตร

กรณีเลือกใชโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน ดวยความเขมขนทีเ่หมาะสมระหวาง 2.5-3.75 
กรัมตอลิตร  ขณะที่ตนทุนการผลิตจะมีคาประมาณ  630.53 บาทตอลิตร กรณีเมื่อเลือกซอยยาเปป- 
โตนเปนแหลงไนโตรเจน ดวยความเขมขนที่เหมาะสม  1.25 กรัมตอลิตร 

 
Aspergillus  niger PTK-BS1.4 ใชตนทุนในการผลิตประมาณ 628.60 บาทตอลิตร กรณี

เลือกโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน ดวยความเขมขนที่เหมาะสม  2.5 กรัมตอลิตร ขณะที่
ตนทุนการผลิตมีคาประมาณ 635.08 บาทตอลิตร กรณีเลือกซอยยาเปปโตนเปนแหลงไนโตรเจน 
ดวยความเขมขน 2.5 กรัมตอลิตร 

 
Aspergillus  niger PTK-BL5.1 ใชตนทุนในการผลิตประมาณ  819.92 บาทตอลิตร 

 
 ราคาตนทุนการผลิตขางตนแตกตางกันในแตละเชื้อรา เนือ่งจากเชื้อราแตละชนิดใชสูตร
อาหารที่เหมาะสมตางกัน และใชองคประกอบที่เติมลงในอาหารปริมาณตางกนั นอกจากนี้ ราคา
ตนทุนการผลิตอาจเปลี่ยนแปลงได  ขึ้นอยูกับราคาของสารที่เปนองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ทําการพัฒนาใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือกแตละเชื้อในแตละป 
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ตารางที่ 18  สรุปอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมและปริมาณเอนไซมที่ผลิตไดจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger ทั้ง 4 ไอโซเลท 
 
เชื้อรารหัส   ความ 

  เขมขน 
  กลาเชื้อ 
 (spores/ml) 

   specific  
   activity 
   (U/mg 
   protein) 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสม 

   ปริมาณ 
   เอนไซม 
   (U/g dry 
    weight) 

 แหลง  
 คารบอน  
 เสริมที่ 
 เหมาะสม 

 ความเขมขน 
 ของ คารบอน 
 เสริม 
        (g/l) 

   specific  
   activity 
   (U/mg 
   protein) 

 แหลง 
 ไนโตรเจนที่ 
 เหมาะสม 

 ความ 
 เขมขนของ 
 ไนโตรเจน 
      (g/l) 

   specific  
   activity 
   (U/mg 
   protein) 

PTK-BS1.4 105 77.381 
14.572 

Czapek-Dox 
medium 

5177.121 
1377.122 

 แรมโนส 
(rhamnose) 

        3.75 79.891 
   112.832 

 โซเดียมไนเตรท 
  (NaNO3) หรือ 
 ซอยยาเปปโตน 
  (soya peptone) 

2.5 
 

2.5 

117.771 

358.732 

110.111 
303.202 

PTK-BL5.1 106 55.471 
26.092 

Czapek-Dox 
medium 

6142.491 
2412.262 

 แรมโนส 
(rhamnose) 

        5.0       64.301 
179.122 

 โซเดียมไนเตรท 
  (NaNO3) 

3.75 114.581 
329.472 

PTK-BL9.1 104 18.841 
45.672 

synthetic 
minimal medium  

3037.531 
3751.082 

 ไมเติม ไมเติม -   เปปโตน 
  (peptone) 

1.25        97.621 
       86.562 

PTK-PS10 106 59.591 
18.092 

Czapek-Dox 
medium 

6557.921 
1196.452 

 แรมโนส 
(rhamnose) 

        3.75       87.341 
115.522 

 โซเดียมไนเตรท 
  (NaNO3) หรือ 
 ซอยยาเปปโตน 

(soya peptone) 

2.5-3.75 
 

1.25 

126.811 
271.772 
140.921 
287.052 

 
หมายเหตุ  1 หมายถึง ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  และ 2 หมายถึง ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส ณ สภาวะทีใ่ชทดสอบ
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การเตรียมสารละลายบัฟเฟอรและอาหารเลีย้งเชื้อ 
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การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร 
  
 1.  การเตรียมสารละลาย sodium acetate buffer 
 
      เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตามคาพีเอชที่ตองการ แลวปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร  สารละลาย A: 0.2 โมลาร (M) acetic acid (CH3COOH 11.55 มิลลิลิตรในน้ํากลั่น 1 ลิตร) 
 
    สารละลาย B: 0.2 โมลาร (M) sodium acetate (CH3COONa 16.4 กรัม หรือ 
CH3COONa.3H2O 27.2 กรัมในน้ํากล่ัน 1 ลิตร) 

      A (มิลลิลิตร)   B (มิลลิลิตร)             คาพีเอช 

              46.3           3.7                   3.6 
             44.0           6.0      3.8 
             41.0           9.0      4.0 
             36.8         13.2      4.2 
             30.5         19.5      4.4 
             25.5         24.5      4.6 
             20.0         30.5      4.8 
             14.8         35.2      5.0 
             10.5         39.5      5.2 
               8.8         41.2      5.4 
  4.8         45.2      5.6 
 
 2.  การเตรียมสารละลาย citrate-phosphate buffer (McIlvaine buffer) 
 
      เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตามคาพีเอชที่ตองการ แลวปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร  สารละลาย A: 0.1 โมลาร (M) citric acid (19.21 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร) 
 
    สารละลาย B: 0.2 โมลาร (M) dibasic sodium phosphate (Na2HPO4.7H2O 53.65 กรัม 
หรือ Na2HPO4.12H2O 71.7 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร) 
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                  A (มิลลิลิตร)              B (มิลลิลิตร)              คาพีเอช 

              39.8         10.2                   3.0 
                         37.7         12.3                   3.2 
            35.9         14.1      3.4 
            33.9         16.1      3.6 
            32.3         17.7      3.8 
            30.7         19.3      4.0 
            29.4         20.6      4.2 
            27.8         22.2      4.4 
            26.7         23.3      4.6 
            25.2         24.8      4.8 
            24.3         25.7      5.0 
            23.3         26.7      5.2 
            22.2         27.8      5.4 
            21.0         29.0      5.6 
            19.7         30.0      5.8 
            17.9         32.1      6.0 
            16.9         33.1      6.2 
            15.4         34.6                   6.4 
            13.6         36.4      6.6 
              9.1         40.9      6.8 
              6.5         43.6      7.0 
 
 3.  การเตรียมสารละลาย Tris-HCl buffer 
 
      เตรียมโดยผสมสารละลาย A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และสารละลาย B ตามคาพีเอชที่
ตองการ แลวปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร 

     สารละลาย A: 0.2 โมลาร (M) Tris (hydroxymethyl) aminomethane (24.2 กรัมในน้ํา
กล่ัน 1 ลิตร) 
 
      สารละลาย B: 0.2 โมลาร (M) HCl 
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                 B (มิลลิลิตร)              คาพีเอช 

            44.2     7.2 
            41.4     7.4 
            38.4     7.6 
            32.5     7.8 
            26.8     8.0 
                       21.9     8.2 
            16.5     8.4 
            12.2     8.6 
              8.1     8.8 
              5.0     9.0 
 
 4.  การเตรียมสารละลาย glycine-NaOH buffer 
 
      เตรียมโดยผสมสารละลาย A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และสารละลาย B ตามคาพีเอชที่
ตองการ แลวปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร 
 
                   สารละลาย A: 0.2 โมลาร (M) glycine (15.01 กรัมในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร) 
 
      สารละลาย B: 0.2 โมลาร (M) NaOH 
 

         B (มิลลิลิตร)              คาพีเอช 

             4.0     8.6 
             6.0     8.8 
             8.8     9.0 
           12.0     9.2 
           16.8     9.4 
                      22.4     9.6 
                   27.2     9.8 
           32.0    10.0 
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อราชนดิตางๆ 
 

1. Synthetic minimal medium (Ruiz et al., 1997) ประกอบดวย 
MgSO4.7H2O   0.2 กรัมตอลิตร 
KH2PO4    0.4 กรัมตอลิตร 
KCl     0.2 กรัมตอลิตร 
NH4NO3    5.0 กรัมตอลิตร 
FeSO4.7H2O               0.01 กรัมตอลิตร 
ZnSO4               0.01 กรัมตอลิตร 
MnSO4               0.01 กรัมตอลิตร 
Agar               15.0 กรัมตอลิตร 
Naringin    1.0 กรัมตอลิตร 
Tetracyclin               50.0 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

      ละลายสวนประกอบทั้งหมดรวมกันยกเวนสารนารินจิน (naringin) และ tetracyclin 
จากนั้นทาํการปรับคาพีเอชของอาหารเริ่มตนเปน 5.8 (กรณีเตรียมอาหารแข็ง) จากนั้นเติมนารินจนิ
และอุนสวนผสมใหละลายเขากัน แลวนําอาหารไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที  รอใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีอุณหภูมิเยน็ลง จึงเติม tetracyclin ที่ละลายอยูในน้ํากลั่น 10 

มิลลิลิตร และกรองผานเมมเบรนขนาดรู 0.2 ไมครอน (μ) เรียบรอยแลว  สําหรับอาหารเหลวให
ปรับคาพีเอชของอาหารเปน 4.0 และไมเตมิ agar กับ tetracyclin 

 
2. Sabouraud’s dextrose agar  ประกอบดวย 

MgSO4.7H2O   1.0 กรัมตอลิตร 
KH2PO4    1.0 กรัมตอลิตร 
Neopeptone               10.0 กรัมตอลิตร 
Glucose               20.0 กรัมตอลิตร 
Agar               20.0 กรัมตอลิตร 
Tetracyclin                 50.0 มิลลิกรัมตอลิตร 
Naringin    1.0 กรัมตอลิตร 
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ละลายสวนประกอบทั้งหมดรวมกันยกเวน tetracyclin  แลวอุนสวนผสมใหละลายเขา
กัน จากนั้นนําอาหารไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  รอใหอาหาร
เล้ียงเชื้อมีอุณหภูมิเย็นลง จึงเติม tetracyclin ที่ละลายอยูในน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร และกรองผาน

เมมเบรนขนาดรู 0.2 ไมครอน (μ) เรียบรอยแลว 
 
 3.  Czapek-Dox medium  ประกอบดวย 

MgSO4.7H2O   0.5 กรัมตอลิตร 
KH2PO4    1.0 กรัมตอลิตร 
KCl     0.5 กรัมตอลิตร 
NaNO3    2.0 กรัมตอลิตร 
FeCl3    0.1 กรัมตอลิตร 
Naringin    1.0 กรัมตอลิตร 

 
      ละลายสวนประกอบทั้งหมดรวมกัน  แลวอุนสวนผสมใหละลายเขากัน จากนั้นนํา

อาหารไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 

 4.  Potato dextrose agar 
 

      ช่ังอาหารสําเร็จรูป potato dextrose agar (microbiology grade) 39 กรัม ละลายในน้ํา
กล่ัน 1000 มิลลิลิตร อุนใหละลายเขากนั จากนั้นนาํอาหารไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 

ขอมูลการวิเคราะหปริมาณเอนไซม 
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ตารางผนวกที่ 1  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส ที่มีในเอนไซมดบิรูปแชเยือกแข็งของเชื้อรา
คัดเลือก 4 ไอโซเลท 

 
ปริมาณเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร) เชื้อรารหัส ความเขมขนของ  lyophilized 

extract (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) เอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-PS10 0.078 
0.156 
0.3125 
0.625 
1.25 
2.5 
5.0 

0.221 
0.260 
0.259 
0.262 
0.266 
0.295 
0.382 

0.250 
0.289 
0.293 
0.299 
0.289 
0.293 
0.310 

0.009 
0.011 
0.015 
0.015 
0.016 
0.018 
0.019 

PTK-BS1.4 0.078 
0.156 
0.3125 
0.625 
1.25 
2.5 
5.0 

0.325 
0.333 
0.316 
0.336 
0.346 
0.359 
0.368 

0.227 
0.241 
0.230 
0.241 
0.247 
0.254 
0.274 

0.005 
0.006 
0.007 
0.008 
0.011 
0.011 
0.013 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

ปริมาณเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร) เชื้อรารหัส ความเขมขนของ lyophilized 
extract (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) เอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BL5.1 0.078 
0.156 
0.3125 
0.625 
1.25 
2.5 
5.0 

0.257 
0.254 
0.255 
0.286 
0.286 
0.291 
0.317 

0.223 
0.211 
0.222 
0.257 
0.261 
0.251 
0.257 

0.014 
0.013 
0.012 
0.012 
0.022 
0.023 
0.024 

PTK-BL9.1 0.078 
0.156 
0.3125 
0.625 
1.25 
2.5 
5.0 

0.345 
0.368 
0.364 
0.374 
0.384 
0.392 
0.397 

0.248 
0.285 
0.278 
0.269 
0.298 
0.343 
0.410 

0.009 
0.009 
0.010 
0.011 
0.013 
0.019 
0.019 
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ตารางผนวกที่ 2  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา- 
                            กลูโคสซิเดส ที่คาพีเอช 3.0 ถึง 10.0 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ของเชื้อรา 
                            คัดเลือก 4 ไอโซเลท 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
เช้ือรารหัส พีเอช 

นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BS1.4 3.0 
4.0 
5.0 
6.0 
7.0 
8.0 
9.0 

 10.0 

  44.17 
333.69 
204.56 
  71.08 
  21.31 
  42.54 
107.06 
  65.87 

13.70 
45.13 
39.13 
24.82 
13.84 
  3.75 
  3.27 
  7.02 

22.09 
54.34 
34.91 
  0.61 
  0.00 
  0.00 
  0.00 
  0.00 

PTK-BL5.1 3.0 
4.0 
5.0 
6.0 
7.0 
8.0 
9.0 

 10.0 

136.62 
122.38 
101.05 
  59.70 
  14.69 
  83.68 
140.63 
  17.52 

  2.88 
18.64 
14.57 
11.88 
  3.25 
  0.00 
  0.00 
  0.00 

  0.00 
  0.00 
  0.00 
  0.00 
  0.00 
  0.00 
  0.00 
  0.00 

PTK-BL9.1 3.0 
4.0 
5.0 
6.0 
7.0 
8.0 
9.0 

 10.0 

  85.18 
  99.95 
  93.93 
  59.96 
  26.72 
  77.28 
  79.67 
  78.65 

33.45 
50.75 
43.68 
20.45 
  3.85 
  0.00 
  0.00 
  0.00 

  0.00 
  0.00 
  0.00 
  0.00 
  0.00 
  0.00 
  0.00 
  0.00 
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ตารางผนวกที่ 2  (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
เช้ือรารหัส พีเอช 

นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-PS10 3.0 
4.0 
5.0 
6.0 
7.0 
8.0 
9.0 

 10.0 

              49.54 
118.60 
125.48 
116.25 

              47.74 
              65.86 

114.69 
              74.48 

6.00 
6.29 
8.33 
5.60 
2.53 
2.15 
0.98 
0.78 

10.63 
13.73 
  9.02 
  3.85 
  0.92 
  0.86 
  0.83 
  0.00 
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ตารางผนวกที่ 3  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา- 
                            กลูโคสซิเดสที่อุณหภูมิ 30 ถึง 80 องศาเซลเซียส ของเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เช้ือรารหัส อุณหภูมิ 
(องศา-

เซลเซียส) 
นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BS1.4 30 
40 
50 
60 
70 
80 

 95.47 
          129.03 
          210.70 
          349.92 
          199.54 

 61.61 

  32.08 
  52.19 

            103.90 
            187.32 
            158.24 

  67.12 

            35.79 
            57.68 

119.11 
216.09 
208.96 

            21.95 
PTK-BL5.1 30 

40 
50 
60 
70 
80 

 37.72 
 54.54 
 74.65 

          154.73 
 99.26 
 62.88 

  13.79 
 21.48 
 41.77 
 99.09 
 90.18 
 44.74 

  2.38 
  4.00 
  6.50 

            12.48 
            12.44 

   8.07 
PTK-BL9.1 30 

40 
50 
60 
70 
80 

 28.57 
 49.54 
 76.96 

          101.66 
 71.10 
 49.94 

 29.39 
45.17 
 90.06 

            130.45 
            130.53 

 40.56 

   0.39 
   1.52 
   2.50 
   5.18 
   5.51 
   2.30 

PTK-PS10 30 
40 
50 
60 
70 
80 

 67.49 
 69.08 
 74.19 

          153.51 
          102.08 

 70.60 

  6.23 
  7.55 
19.35 
86.75 
44.91 
40.35 

   9.02 
 11.14 
 29.12 
 55.11 
 48.93 
   8.79 
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ตารางผนวกที่ 4  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา- 
                            กลูโคสซิเดส ของเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทเมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง 
                            เชื้อสูตร (ก) synthetic minimal medium และ (ข) Czapek-Dox medium 
 

ปริมาณเอนไซม (U/g dry cell weight) เช้ือรารหัส สูตรอาหาร 
เลี้ยงเช้ือ 

 น้ําหนักเซลล  
 แหง (กรัม) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BS1.4 ก 
ข 

193.48 
329.89 

2789.25 
5177.12 

         1002.79 
         1377.35 

         280.62 
1367.17 

PTK-BL5.1 ก 
ข 

161.61 
497.51 

3429.42 
6142.49 

         1012.14 
         2412.26 

         290.20 
1352.76 

PTK-BL9.1 ก 
ข 

707.09 
534.09 

3037.53 
2024.23 

         3751.08 
         1433.55 

         112.99 
         713.50 

PTK-PS10 ก 
ข 

101.62 
257.37 

3445.95 
6557.92 

           619.20 
         1196.45 

         848.06 
2223.59 
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ตารางผนวกที่ 5  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก 
                            Aspergillus  niger เมื่อเตมิแหลงคารบอนเสริมชนิดตาง ๆ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส     แหลงคารบอน น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BS1.4     กลูโคส 
    ซูโครส 
    ฟรุกโทส 
    มอลโทส 
    แรมโนส 
แปงมันสําปะหลัง 

    แปงขาวโพด 
    สตารชโซลูเบิล 
    ควบคุม (control) 

0.1185 
0.0972 
0.1033 
0.0766 
0.1649 
0.1615 
0.1146 
0.1543 
0.0195 

0.033 
0.022 
0.020 
0.035 
0.035 
0.019 
0.023 
0.028 
0.026 

19.73 
27.72 
24.87 
28.16 
29.10 
36.89 
41.20 
19.26 
42.24 

0.57 
0.91 
0.36 
0.00 

            18.18 
            10.88 
            10.71 

2.26 
            11.46 

0.00 
0.82 
1.07 
0.00 
5.68 
5.27 
5.71 
1.02 
9.42 

 
หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
 
 138 



 

ตารางผนวกที่ 5  (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส     แหลงคารบอน น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BL5.1        กลูโคส 
       ซูโครส 
       ฟรุกโทส 
       มอลโทส 
       แรมโนส 
แปงมันสําปะหลัง 

       แปงขาวโพด 
       สตารชโซลูเบิล 
       ควบคุม (control) 

0.1540 
0.2024 
0.2114 
0.1423 
0.1277 
0.1351 
0.1602 
0.1915 
0.0276 

0.051 
0.024 
0.015 
0.043 
0.049 
0.016 
0.020 
0.023 
0.019 

             4.99 
             7.32 
             9.14 
             4.90 

30.19 
29.98 
26.52 
21.80 
41.97 

0.28 
1.06 
0.00 
0.00 

            21.82 
            13.61 

9.99 
7.85 

            21.98 

0.17 
1.64 
3.47 
0.35 

           22.29 
5.06 
7.24 
9.11 
8.74 

 
หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 5   (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส     แหลงคารบอน น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BL9.1        กลูโคส 
       ซูโครส 
       ฟรุกโทส 
       มอลโทส 
       แรมโนส 
แปงมันสําปะหลัง 

       แปงขาวโพด 
       สตารชโซลูเบิล 
       ควบคุม (control) 

0.1843 
0.1942 
0.1909 
0.1830 
0.1455 
0.1637 
0.1497 
0.1573 
0.0243 

0.007 
0.006 
0.007 
0.005 
0.006 
0.005 
0.009 
0.007 
0.004 

52.17 
43.46 
35.72 
34.32 
16.66 
30.78 
11.69 
18.14 

           131.74 

15.32 
14.21 

               9.17 
12.27 

               2.09 
14.87 

               6.02 
               7.38 

97.25 

2.32 
0.00 
0.00 
0.00 
0.97 
0.00 
0.00 
0.53 

           10.81 
 
หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตรและไมมกีารเติมแหลง 
                  คารบอนเสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 5  (ตอ) 
  

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส     แหลงคารบอน น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-PS10        กลูโคส 
       ซูโครส 
       ฟรุกโทส 
       มอลโทส 
       แรมโนส 
แปงมันสําปะหลัง 

       แปงขาวโพด 
       สตารชโซลูเบิล 
       ควบคุม (control) 

0.1355 
0.1077 
0.1749 
0.1270 
0.1482 
0.1967 
0.1708 
0.1977 
0.0279 

0.035 
0.032 
0.023 
0.025 
0.035 
0.025 
0.025 
0.028 
0.031 

             6.76 
             5.48 

13.83 
12.11 
46.13 
12.29 
63.13 
24.21 
51.83 

2.72 
2.96 
3.64 
2.22 

            25.49 
3.86 
6.98 
0.65 
5.93 

0.92 
1.26 
2.32 
0.95 

           25.48 
9.06 

          41.58 
3.49 

          15.97 
 
หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
 
 
 141 



 

ตารางผนวกที่ 6  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก  
                             Aspergillus  niger เมื่อเติมแรมโนสความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส ความเขมขนแรมโนส 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BS1.4 1.25 
2.50 
3.75 
5.00 

ควบคุม (control) 
5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

0.0430 
0.0586 
0.0689 
0.0882 
0.0241 
0.0744 
0.1541 
0.2195 
0.3043 
0.4165 

0.016 
0.024 
0.021 
0.026 
0.011 
0.031 
0.046 
0.059 
0.059 
0.065 

        101.48 
69.01 
79.39 
60.33 
82.81 
46.48 
30.99 
23.84 
24.76 
20.13 

89.63 
94.45 

           112.83 
95.88 
37.22 
37.85 
25.49 
19.73 
19.39 
17.60 

30.12 
26.46 
41.02 
33.94 
20.65 
16.48 
21.43 
17.93 
14.52 

             8.70 
 
หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 6  (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส ความเขมขนแรมโนส 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BL5.1 1.25 
2.50 
3.75 
5.00 

ควบคุม (control) 
5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

0.0348 
0.0544 
0.0748 
0.0830 
0.0254 
0.0689 
0.1334 
0.2028 
0.2750 
0.3510 

0.015 
0.018 
0.025 
0.020 
0.014 
0.025 
0.039 
0.080 
0.096 
0.109 

        104.65 
81.91 
58.32 
64.30 
38.42 
35.12 
18.99 

            8.75 
            7.96 
            7.06 

141.67 
147.73 
135.86 
179.12 
39.89 

165.79 
116.63 
58.10 
67.28 
54.32 

42.11 
40.88 
34.20 
55.66 
16.07 
10.76 
33.53 
20.87 
30.49 
30.55 

 
หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 6  (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส ความเขมขนแรมโนส 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-PS10                   1.25 
                  2.50 
                  3.75 
                  5.00 
ควบคุม (control) 

                  5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

0.0339 
0.0555 
0.0727 
0.0876 
0.0211 
0.0765 
0.1448 
0.2201 
0.2919 
0.3835 

0.016 
0.019 
0.020 
0.023 
0.016 
0.029 
0.041 
0.050 
0.056 
0.056 

        108.79 
89.75 
87.34 
76.54 

        108.14 
53.14 
35.62 
28.80 
27.01 
25.95 

91.06 
90.04 

           115.52 
           109.19 

23.91 
           117.56 
           100.04 

85.19 
81.19 
74.36 

86.17 
80.59 
90.91 
90.86 
40.55 
40.02 
49.60 
43.72 
48.39 
48.55 

 
หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 6  (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส ความเขมขนแรมโนส 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BL9.1 5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

ควบคุม (control)  

0.0812 
0.1564 
0.2569 
0.3255 
0.4003 
0.0243 

0.006 
0.007 
0.016 
0.022 
0.031 
0.004 

98.82 
33.37 
14.63 
10.07 

            5.35 
        131.74 

21.92 
17.93 

               6.93 
               4.28 
               2.62 
             97.25 

0.58 
0.13 
0.23 
0.19 
0.07 

          10.81 
 
หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตรและไมมกีารเติมแหลง 
                  คารบอนเสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 7  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก 
                             Aspergillus  niger เมื่อเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (U/g dry cell weight) เชื้อรารหัส แหลงไนโตรเจน น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน    
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BS1.4 แอมโมเนียมซัลเฟท 
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
แอมโมเนียมไนเตรท 
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนซิเตรท 
เปปโตน 
ทริบโตน 
สารสกัดจากยีสต 
สารสกัดจากเนื้อ 
หางนม 
เคซีน 
กากถั่วเหลือง 
ซอยยาเปปโตน 
ควบคุม (control) 

0.0619 
0.0743 
0.0619 
0.1028 
0.1150 
0.1264 
0.1069 
0.1162 
0.1605 
0.1142 
0.1418 
0.1194 
0.0688 

0.007 
0.016 
0.004 
0.046 
0.049 
0.048 
0.054 
0.050 
0.027 
0.040 
0.083 
0.046 
0.025 

310.30 
898.68 
116.25 
651.34 
603.09 
545.32 
642.88 
566.63 
104.85 
605.69 
485.31 
507.99 
963.49 

              580.62 
              915.68 
              241.09 

1127.12 
1221.76 

              998.39 
1286.89 
1392.53 

              180.07 
1101.35 

              575.62 
1534.50 
1399.02 

              117.65 
              287.91 
                18.16 
              886.71 

1372.63 
1153.71 
1731.46 
1269.29 

                33.19 
1360.85 
1076.44 
1463.96 

              516.46 

 
หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และแรมโนส 
                  ความเขมขน 3.75 กรัมตอลิตร และใชโซเดยีมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน 146 



 

ตารางผนวกที่ 7  (ตอ) 
    

ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (U/g dry cell weight) เชื้อรารหัส แหลงไนโตรเจน น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน    
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BL5.1 แอมโมเนียมซัลเฟท 
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
แอมโมเนียมไนเตรท 
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนซิเตรท 
เปปโตน 
ทริบโตน 
สารสกัดจากยีสต 
สารสกัดจากเนื้อ 
หางนม 
เคซีน 
กากถั่วเหลือง 
ซอยยาเปปโตน 
ควบคุม (control) 

0.0837 
0.0932 
0.0802 
0.1107 
0.1398 
0.1440 
0.1384 
0.1382 
0.1595 
0.1352 
0.1196 
0.1490 
0.0783 

0.015 
0.016 
0.003 
0.054 
0.056 
0.058 
0.066 
0.060 
0.024 
0.046 
0.110 
0.055 
0.026 

459.06 
448.36 
228.69 
182.50 
236.18 
345.39 
269.09 
425.52 

              63.89 
335.59 
469.59 
348.85 
392.27 

              494.99 
1154.95 

              491.81 
1074.79 
1370.13 
1277.90 
1196.35 
1128.77 

               245.45 
1347.34 

              937.88 
1222.77 
1809.59 

144.82 
359.05 

               19.50 
899.52 

1360.23 
1137.04 

              991.88 
1379.51 

              127.27 
1129.35 
1765.69 
1358.25 

              913.02 

 

หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 5  
                  กรัมตอลิตร และใชโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน 
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ตารางผนวกที่ 7  (ตอ) 
 

ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (U/g dry cell weight) เชื้อรารหัส แหลงไนโตรเจน น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน    
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-PS10 แอมโมเนียมซัลเฟท 
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
แอมโมเนียมไนเตรท 
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนซิเตรท 
เปปโตน 
ทริบโตน 
สารสกัดจากยีสต 
สารสกัดจากเนื้อ 
หางนม 
เคซีน 
กากถั่วเหลือง 
ซอยยาเปปโตน 
ควบคุม (control) 

0.0655 
0.0672 
0.0649 
0.1021 
0.1070 
0.1201 
0.1049 
0.1069 
0.1601 
0.1064 
0.1298 
0.1210 
0.0625 

0.009 
0.008 
0.003 
0.036 
0.047 
0.048 
0.044 
0.047 
0.024 
0.042 
0.122 
0.067 
0.028 

258.05 
806.79 
116.62 
630.29 
566.62 
465.63 
621.33 
486.81 
347.21 
525.95 
495.04 
436.40 
978.52 

294.00 
676.89 
261.58 
854.01 
948.28 
761.83 
895.82 
833.04 
135.34 

            1236.75 
658.33 

            1420.90 
            1216.29 

              258.93 
              778.96 
                14.31 

1122.88 
2076.08 
1521.62 
2048.38 
1756.76 

              246.16 
2050.73 
1618.02 
1982.64 
1506.94 

 

หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน  
                  3.75 กรัมตอลิตร และใชโซเดยีมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน 
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ตารางผนวกที่ 7  (ตอ) 
  

ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (U/g dry cell weight) เชื้อรารหัส แหลงไนโตรเจน น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน    
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BL9.1 แอมโมเนียมซัลเฟท 
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
โซเดียมไนเตรท 
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนซิเตรท 
เปปโตน 
ทริบโตน 
สารสกัดจากยีสต 
สารสกัดจากเนื้อ 
หางนม 
เคซีน 
กากถั่วเหลือง 
ซอยยาเปปโตน 
ควบคุม (control) 

0.0312 
0.0263 
0.0265 
0.0528 
0.0409 
0.0538 
0.0581 
0.0446 
0.1078 
0.0604 
0.0533 
0.0440 
0.0202 

0.006 
0.008 
0.018 
0.012 
0.039 
0.024 
0.042 
0.046 
0.037 
0.028 
0.032 
0.040 
0.009 

             357.76 
               90.86 
             342.15 
               66.33 

1462.63 
             846.63 
             998.05 

1199.69 
             394.03 
             980.88 
             800.54 

1230.60 
1255.77 

464.91 
679.48 
620.95 
208.49 

           1127.13 
724.42 
788.03 

           1090.01 
204.71 
705.09 
607.83 

           1068.72 
           1023.49 

              104.75 
                84.12 
                69.23 
                19.19 

1052.21 
              591.96 
              855.92 

1023.93 
                58.99 
              784.24 
              355.02 

1052.22 
              107.43 

 

หมายเหตุ  ควบคุม (control) หมายถึง อาหารชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และไมเติมแหลง 
                 คารบอนเสริมใดๆ แตใชแอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน 
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ตารางผนวกที่ 8  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา-        
                            แรมโนสซิเดส  และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณโซเดียม-  

 ไนเตรท        
 (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   มิลลิลิตร) ก ข ค ก ข ค 

PTK-BS1.4 1.25 
2.50 
3.75 
5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

0.0613 
0.0639 
0.0659 
0.0668 
0.0703 
0.0752 
0.0649 
0.0615 

0.014 
0.014 
0.014 
0.014 
0.015 
0.018 
0.014 
0.013 

111.19 
117.77 
113.43 
112.01 
113.81 

      98.57 
113.24 
113.21 

339.49 
358.73 
339.07 
338.28 
324.81 
308.52 
279.17 
281.19 

39.24 
39.12 
62.26 
72.61 
96.20 
76.38 
62.41 
60.64 

  1001.59 
  1011.59 

  993.64 
  962.48 
  955.76 
  925.45 
  991.99 
  982.32 

3057.99 
3081.45 
2970.13 
2906.69 
2727.69 
2896.59 
2445.55 
2439.82 

353.48 
336.04 
545.37 
623.87 
807.88 
717.11 
546.75 
526.11 

 

หมายเหตุ  เพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 3.75 กรัม 
                  ตอลิตร 
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ตารางผนวกที่ 9  ผลของการเติมซอยยาเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา- 
                            แรมโนสซิเดส และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณซอยยา- 

 เปปโตน        
(กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   มิลลิลิตร) ก ข ค ก ข ค 

PTK-BS1.4 1.25 
2.50 
3.75 
5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

0.0958 
0.0975 
0.1052 
0.1227 
0.1844 
0.2551 
0.3162 
0.3760 

0.006 
0.016 
0.032 
0.034 
0.048 
0.060 
0.069 
0.070 

94.74 
110.11 
54.74 
51.11 
35.61 
28.74 
24.43 
24.28 

108.45 
303.20 
173.03 
164.81 
107.71 
102.89 

        75.77 
        56.11 

       51.76 
209.64 
163.55 
173.09 
150.49 
138.81 
128.27 
126.67 

242.15 
711.11 
661.54 
570.49 
373.01 
270.88 
211.85 
181.47 

        277.20 
1958.04 
2091.01 
1839.52 
1128.24 

        969.59 
        657.14 
        419.34 

      132.31 
1353.82 
1976.41 
1931.93 
1576.36 
1308.08 
1112.41 

      946.58 
 

หมายเหตุ  เพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 3.75 กรัม 
                  ตอลิตร 
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ตารางผนวกที่ 10  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา- 
                              แรมโนสซิเดส และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส ปริมาณโซเดียม- 

 ไนเตรท 
 (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

 ปริมาณโปรตีน 
 (มิลลิกรัมตอ 
 มิลลิลิตร) ก ข ค ก ข ค 

PTK-BL5.1 1.25 
2.50 
3.75 
5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

0.0775 
0.0796 
0.0817 
0.0829 
0.0832 
0.0853 
0.0855 
0.0833 

0.019 
0.018 
0.015 
0.016 
0.015 
0.014 
0.014 
0.013 

80.94 
87.89 

    114.58 
96.28 
66.63 
41.18 
30.07 
23.96 

257.57 
245.75 
329.47 
287.59 
285.54 
295.60 
285.90 
247.14 

73.93 
77.95 
88.16 
89.90 

    115.28 
    106.33 
    127.27 

92.22 

897.46 
907.18 
940.61 
859.51 
548.77 
295.72 
215.48 
172.56 

2538.60 
2254.68 
2404.11 
2282.05 
2090.54 
1887.04 
1820.89 
1581.86 

728.62 
     715.13 

643.30 
713.39 
843.97 
678.79 
810.59 
590.27 

 
หมายเหตุ  เพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 5 กรัมตอ 
                  ลิตร 
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ตารางผนวกที่ 11  ผลของการเติมกากถั่วเหลือง (soyabean meal) ความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส   
                              (ข) เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส   ปริมาณกากถั่ว 

  เหลือง 
  (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

 ปริมาณโปรตีน 
 (มิลลิกรัมตอ 
  มิลลิลิตร) ก ข ค ก ข ค 

PTK-BL5.1 1.25 
2.50 
3.75 
5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

0.1183 
0.1360 
0.1482 
0.1561 
0.2008 
0.2641 
0.3583 
0.3998 

0.006 
0.012 
0.022 
0.026 
0.046 
0.062 
0.073 
0.080 

73.02 
    136.12 

76.79 
59.16 
35.58 
27.11 
22.44 
20.86 

215.86 
260.30 
138.30 
117.37 

        83.50 
        64.88 
        58.99 
        64.38 

  6.37 
208.01 
160.98 
174.35 
154.06 
127.34 
117.53 
120.68 

141.99 
464.57 
456.39 
391.20 
323.57 
253.56 
183.98 
167.18 

419.76 
888.39 
821.85 
776.09 
759.43 
606.77 
483.62 
516.06 

      12.39 
709.89 
956.63 

   1152.86 
   1401.21 
   1190.96 
     963.51 
     967.33 

 
หมายเหตุ  เพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 5 กรัมตอ 
                  ลิตร 
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ตารางผนวกที่ 12  ผลของการเติมแอมโมเนียมซัลเฟทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต  (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา- 
                              แรมโนสซิเดส และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณแอมโม-   

 เนียมซัลเฟท        
 (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   มิลลิลิตร) ก ข ค ก ข ค 

PTK-BL5.1 1.25 
2.50 
3.75 
5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

0.0960 
0.0979 
0.1019 
0.1038 
0.1119 
0.1126 
0.1152 
0.1182 

0.006 
0.007 
0.008 
0.009 
0.009 
0.010 
0.011 
0.012 

    104.06 
82.29 
76.57 
79.87 
76.29 
76.13 
68.69 
54.14 

223.07 
180.95 
174.76 
129.15 
117.19 
108.78 

        94.63 
        88.75 

57.74 
47.52 
47.28 
45.62 
68.41 
74.02 
88.22 

    102.11 

268.55 
251.89 
249.09 
263.23 
258.19 
259.23 
257.49 
215.58 

575.65 
553.83 
568.54 
425.66 
396.59 
370.40 
354.69 
353.41 

149.00 
145.45 
153.81 
150.36 
231.49 
252.05 
330.65 
406.61 

 
หมายเหตุ  เพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 5 กรัมตอ 
                  ลิตร 
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ตารางผนวกที่ 13  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต  (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา- 
                              แรมโนสซิเดส  และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณโซเดียม-  

 ไนเตรตท       
 (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   มิลลิลิตร) ก ข ค ก ข ค 

PTK-PS10 1.25 
2.50 
3.75 
5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

0.0657 
0.0661 
0.0663 
0.0740 
0.0745 
0.0680 
0.0673 
0.0615 

0.014 
0.014 
0.014 
0.014 
0.018 
0.012 
0.012 
0.009 

113.44 
122.34 
126.81 
123.89 
100.23 
103.13 
104.02 
116.81 

190.23 
271.77 
245.19 
255.34 
246.77 
232.74 
233.05 
263.33 

       28.62 
147.84 
192.82 
153.93 
122.71 
138.75 
135.13 
137.05 

998.75 
  1034.71 
  1038.85 

915.06 
943.14 
740.81 
721.57 
707.16 

1674.82 
2298.62 
2008.60 
1885.90 
2321.99 
1671.84 
1616.61 
1594.23 

      251.94 
1250.12 
1579.56 
1136.91 
1154.65 

      996.68 
      937.33 
      829.69 

 

หมายเหตุ  เพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 3.75 กรัม 
                  ตอลิตร 
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ตารางผนวกที่ 14  ผลของการเติมซอยยาเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา- 
                              แรมโนสซิเดส และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณซอยยา-    

 เปปโตน        
 (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   มิลลิลิตร) ก ข ค ก ข ค 

PTK-PS10 1.25 
2.50 
3.75 
5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

0.0861 
0.0995 
0.1170 
0.1245 
0.1797 
0.2359 
0.3113 
0.3569 

0.012 
0.019 
0.027 
0.030 
0.046 
0.058 
0.059 
0.066 

    140.92 
87.89 
63.82 
57.56 
37.64 
29.52 
28.25 
25.82 

287.05 
172.09 
143.37 
119.42 

        92.35 
        67.71 
        64.89 
        57.42 

310.67 
244.89 
193.02 
160.26 
136.22 
113.00 

       73.95 
       72.45 

786.46 
685.96 
588.19 
555.95 
388.80 
289.09 
215.05 
190.44 

1601.95 
1342.98 
1321.46 
1153.39 

       953.95 
       663.14 
       494.36 
       423.53 

1487.28 
1911.15 
1779.03 
1547.80 
1407.07 
1106.67 

     563.36 
     534.45 

 
หมายเหตุ  เพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 3.75 กรัม 
                  ตอลิตร 
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ตารางผนวกที่ 15  ผลของการเติมเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชือ้ราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL9.1 

 
คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณเปปโตน   

 (กรัมตอลิตร) 
น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   มิลลิลิตร) ก ข ค ก ข ค 

PTK-PS10 1.25 
2.50 
3.75 
5.00 
10.0 
15.0 
20.0 
25.0 

0.0225 
0.0307 
0.0474 
0.0487 
0.0799 
0.1254 
0.1602 
0.2001 

0.014 
0.022 
0.035 
0.036 
0.037 
0.043 
0.051 
0.054 

97.618 
65.786 
44.558 
42.383 
42.258 
34.120 
29.219 
25.157 

86.56 
62.55 
49.58 
43.52 
39.51 
32.92 
22.85 
21.17 

61.24 
51.39 
50.94 
49.62 
48.49 
47.74 
45.61 
43.66 

  2826.60 
  2148.03 
  1464.78 
  1406.28 

  870.19 
  526.13 
  417.13 
  307.79 

2506.52 
2042.39 
1629.84 
1444.07 

       813.66 
       507.61 
       326.18 
       258.94 

1773.38 
1678.22 
1674.69 
1646.55 

      998.55 
      736.21 
      651.11 
      534.09 

 
หมายเหตุ  เพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และไมเติมแหลงคารบอนเสริม 
                  ใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 16  ราคาตนทุนการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 1 ลิตร จากเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท 
   
เชื้อรารหัส สวนประกอบของ

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
   ปริมาณ 
  (กรัมตอ 
   ลิตร) 

 ราคา (บาทตอหนวย) ราคา (บาท) ของสาร
ที่ใชตอการผลิต
เอนไซม 1 ลิตร 

PTK-BL9.1 
(อาหารสูตร 
synthetic 
minimal 
medium) 

MgSO4.7H2O      
KH2PO4   
KCl   
NH4NO3  
FeSO4.7H2O  
ZnSO4   
MnSO4  
Peptone  
Naringin 

0.20 
0.40 
0.20 
5.00 
0.01 
0.01 
0.01 
1.25 
1.00 

  820 บาท/1,000 กรัม 
  650 บาท/1,000 กรัม 
  535 บาท/1,000 กรัม 
  920 บาท/500 กรัม 
  692 บาท/500 กรัม 
  693 บาท/100 กรัม 
  1,510 บาท/250 กรัม 
  2,150 บาท/500 กรัม 
  7,600 บาท/50 กรัม 

0.1640 
0.2600 
0.1070 
9.2000 
0.0138 
0.0693 
0.0604 
5.3750 

          54.2000 
     รวมราคาตนทุน           69.4495 

PTK-PS10 
(อาหารสูตร 
Czapek-Dox 
medium) 

MgSO4.7H2O  
KH2PO4   
KCl   
FeCl3   
Naringin 
Rhamnose  

0.50 
1.00 
0.50 
0.10 
1.00 
3.75 

  820 บาท/1,000 กรัม 
  650 บาท/1,000 กรัม 
  535 บาท/1,000 กรัม 
  450 บาท/100 กรัม 
  5,420 บาท/100 กรัม 
  7,600 บาท/50 กรัม 

0.4100 
0.6500 
0.2675 
0.4500 

          54.2000 
        570.0000 

กรณีเติม 
 
กรณีเติม 

NaNO3  
 
Soya peptone 

2.50-3.75 
 

1.25 

  525 บาท/500 กรัม  
  รวมราคาตนทุน 
  1,820 บาท/500 กรัม 
  รวมราคาตนทุน 

2.6250-3.9375 
      628.60-629.92 
            4.5500 
        630.5275 
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ตารางผนวกที่ 16  (ตอ) 
 
รหัสเชื้อรา สวนประกอบของ

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
ปริมาณ         

(กรัมตอลิตร) 
 ราคา (บาทตอหนวย) ราคาสารที่ใช 

(บาท) 
PTK-BS1.4 
(อาหารสูตร 
Czapek-Dox 
medium) 

MgSO4.7H2O  
KH2PO4   
KCl   
FeCl3   
Naringin 
Rhamnose  

0.50 
1.00 
0.50 
0.10 
1.00 
3.75 

  820 บาท/1,000 กรัม 
  650 บาท/1,000 กรัม 
  535 บาท/1,000 กรัม 
  450 บาท/100 กรัม 
  5,420 บาท/100 กรัม 
  7,600 บาท/50 กรัม 

0.4100 
0.6500 
0.2675 
0.4500 

        54.2000 
      570.0000 

กรณีเติม 
 
กรณีเติม 

NaNO3  
 
Soya peptone 

2.50 
 

2.50 

  525 บาท/500 กรัม 
  รวมราคาตนทุน 
  1,820 บาท/500 กรัม 
  รวมราคาตนทุน 

2.6250 
      628.6025 

9.1000 
      635.0775 

PTK-BL5.1 
(อาหารสูตร 
Czapek-Dox 
medium) 

MgSO4.7H2O  
KH2PO4   
KCl   
FeCl3   
Naringin 
Rhamnose 
NaNO3   

0.50 
1.00 
0.50 
0.10 
1.00 
5.00 
3.75 

  820 บาท/1,000 กรัม 
  650 บาท/1,000 กรัม 
  535 บาท/1,000 กรัม 
  450 บาท/100 กรัม 
  5,420 บาท/100 กรัม 
  7,600 บาท/50 กรัม 
  525 บาท/500 กรัม 

0.4100 
0.6500 
0.2675 
0.4500 

        54.2000 
      760.0000 

3.9375 
     รวมราคาตนทุน       819.9150 
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