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 เอนไซมนารินจิเนสเปนเอนไซมที่ถูกนํามาใชในการลดความขมของน้ําผลไมโดยการกําจัดนารินจิน 
ซึ่งเปนสารประกอบหลักที่ใหความขมในน้ําผลไมตระกูลสม  งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกเชื้อราที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสที่มีแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในปริมาณสูงซึ่งเรง
ปฏิกิริยาไดดีที่พีเอชต่ําแตอุณหภูมิสูง และพัฒนาอาหารเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนส   
ทําการแยกเชื้อราในระดับปฐมภูมิได 348 ไอโซเลทจาก 128 ตัวอยาง ที่เก็บจาก 11 แหลงในประเทศไทยและ
ประเทศจีน โดยใชอาหารคัดเลือกชนิดแข็ง  การตรวจสอบระดับทุติยภูมิโดยวิธีสลายนารินจินแสดงใหเห็นวา
สวนใสจากเชื้อรา 40 ไอโซเลท จาก 348 ไอโซเลท เมื่อเลี้ยงในอาหารชนิด synthetic minimal medium ที่มีนา
รินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร สลายนารินจินไดหมด ภายใน 23-48 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 40องศา
เซลเซียส พีเอช 4.0   การคัดเลือกระดับตติยภูมิอิงผลของการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมนารินจิเนสและอัลฟา-
แรมโนสซิเดสของเอนไซมดิบจาก 40 เช้ือรา ที่พีเอชต่ําและอุณหภูมิสูง  เช้ือรา 4 ไอโซเลทถูกคัดเลือกและถูก
จําแนกชนิดดวยวิธีการวิเคราะหลําดับเบส พบวาเปนเชื้อ Aspergillus  niger   ผลของการตรวจสอบสมบัติ
เบื้องตนของเอนไซมดิบบงช้ีวาแอกทิวิทีของทั้งเอนไซมนารินจิเนสและอัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเอนไซมดิบ
ของเชื้อรา  PTK-BS1.4 และ PTK-BL9.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางาน ที่คาพีเอชเดียวกัน ที่ 4.0  ขณะที่
คาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของทั้ง 2 เอนไซมของ PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 อยุที่ 3.0-4.0 และ 5.0-6.0 
ตามลําดับ  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของทั้ง 2 เอนไซม จาก PTK-BS1.4  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 
อยูที่อุณหภูมิเดียวกัน ที่ 60 องศาเซลเซียส  สําหรับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของ PTK-BL9.1 อยู
ระหวาง 60-70 องศาเซลเซียส  ไดมุงเปาในการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตทั้งเอนไซมนา
รินจิเนสและอัลฟา-แรมโนสซิเดสในอาหารเหลวของเชื้อราทั้ง 4 เช้ือ  อาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตทั้ง
เอนไซมนารินจิเนสและอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก PTK-BS1.4  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 คือ Czapek-Dox 
medium ที่มีนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร เปนตัวเหนี่ยวนําเอนไซม และมีแรมโนสเปนแหลง
คารบอนเสริมในปริมาณที่เหมาะสมคือ 3.75 กรัมตอลิตรสําหรับทั้ง PTK-BS1.4  และ PTK-PS10 และ 5.0 กรัม
ตอลิตรสําหรับ PTK-BL5.1  นอกจากนี้ สามารถใชโซเดียมไนเตรท หรือซอยยาเปปโตน อยางใดอยางหนึ่ง เปน
แหลงไนโตรเจนสําหรับเพาะเลี้ยง PTK-BS1.4  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 ในปริมาณที่เหมาะสมระหวาง 
1.25 ถึง 3.75 กรัมตอลิตร  สําหรับอาหารที่เหมาะสมสําหรับเพาะเลี้ยง PTK-BL9.1 คือ synthetic minimal 
medium ที่มีนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร เปนตัวเหนี่ยวนําเอนไซมและใชเปปโตนแทน
แอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจนในปริมาณที่เหมาะสม 1.25 กรัมตอลิตร 

     /  /  

ลายมือช่ือนิสิต  ลายมือช่ือประธานกรรมการ   



 
Kanokpan  Thammawat  2007: Screening of Naringinase-producing Fungi and Their Optimizations 
for Naringinase Production.  Master of Science (Agricultural Biotechnology), Major Field: 
Agricultural Biotechnology, Interdisciplinary Graduate Program.  Thesis Advisor:                        
Ms. Patjaraporn  Wongvithoonyaporn, Ph.D.  159 pages. 

 
 

 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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 (1) 



 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่ หนา 
  
     1 งานวิจยัการลดความขมของน้ําผลไมตระกลูสมดวยวิธีตาง ๆ 11 
     2 จุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 14 
     3 ชนิดของตัวอยางและจํานวนเชื้อราที่แยกไดจากแหลงตาง ๆ 34 
     4 การเจริญของเชื้อราเมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรตาง ๆ 42 
     5 ความสามารถในสลายสารนารินจินของเชือ้ราเมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหาร

สูตรตาง ๆ 43 
     6 การเจริญของเชื้อราเมื่อทําการเพาะเลี้ยงที่สภาวะพีเอช 4.0 และ 3.0 44 
     7 ความสามารถในการสลายสารนารินจินของเชื้อราเมือ่ทําการเพาะเลีย้งที่

สภาวะพีเอช 4.0 และ 3.0 45 
     8 ความสามารถในการสลายสารนารินจินของเชื้อราที่ผานการคัดเลือกระดับ

ทุติยภูม ิ 46 
     9 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนสของเชื้อรา 40 ไอโซเลท ที่คาพีเอช 3.0 และ 4.0 

อุณหภูมิ 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส 49 
     10 ลําดับเชื้อรา 10 ลําดับแรก ตามปริมาณเอนไซมนารินจิเนส โดยพิจารณาจาก

หนวยเอนไซมตอน้ําหนกัเซลลแหง (U/g dry cell weight) ที่อุณหภูมิ 50, 55 
และ 60 องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 3.0 และ 4.0 53 

     11 ลําดับเชื้อรา 10 ลําดับแรก ตามคา specific activity (U/mg protein) ของ
เอนไซมนารินจิเนส ที่อุณหภูมิ 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 
3.0 และพีเอช 4.0 54 

     12 ความถี่ในการติดลําดับ 10 ลําดับแรก เรียงตามความสามารถในการทํางาน
ของเอนไซมนารินจิเนสที่สภาวะตางๆ 55 

     13 ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 4.0 ของเชื้อรา 40 ไอโซเลท 57 

     14 กลุมของเชื้อราคัดเลือก 40 ไอโซเลท จัดแบงตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-   
แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดส 59 

     15 สรุปสมบัติของเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท ที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซมนารินจิเนส 61 

 (2) 



 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่ หนา 
  
     16 ผลการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลล (cytotoxicity test) ของเอนไซมดิบแช

เยือกแข็งจากเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท 66 
     17 ความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา

คัดเลือก 4 ไอโซเลทที่เล้ียงไวเปนเวลา 7 วัน 80 
     18 สรุปอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมและปริมาณเอนไซมที่

ผลิตไดจากเชือ้ราคัดเลือก Aspergillus niger ทั้ง 4 ไอโซเลท 116 
 
ตารางผนวกที่ 
 

 

     1 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส ที่มีในเอนไซมดิบรูปแชเยือกแข็งของเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท 132 

     2 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส ที่คาพีเอช 3.0 ถึง 10.0 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ของเชื้อ
ราคัดเลือก 4 ไอโซเลท 134 

     3 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แนมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสที่อุณหภูมิ 30 ถึง 80 องศาเซลเซียสของเชื้อราคัดเลือก 4           
ไอโซเลท 136 

     4 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส ของเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทเมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตร synthetic minimal medium และ Czapek-Dox medium 137 

     5 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดบิจากเชื้อราคดัเลือก Aspergillus niger เมือ่เติม
แหลงคารบอนเสริมชนิดตาง ๆ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 138 

     6 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดบิจากเชื้อราคดัเลือก Aspergillus niger เมือ่เติม 
แรมโนสความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 142 

 (3) 



 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่ หนา 
  
     7 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-

กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดบิจากเชื้อราคดัเลือก Aspergillus niger เมือ่เติม
แหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ลงในอาหารเลีย้งเชื้อ 146 

     8 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BS1.4  150 

     9 ผลของการเติมซอยยาเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BS1.4 151 

     10 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL5.1  152 

     11 ผลของการเติมกากถั่วเหลือง (soyabean meal) ความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัม
ตอลิตร ตอปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
และเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-
BL5.1  153 

     12 ผลของการเติมแอมโมเนียมซัลเฟทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL5.1  154 

     13 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-PS10  155 

     14 ผลของการเติมซอยยาเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอ
ปริมาณการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-PS10 156 

 (4) 



 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่ หนา 
  
     15 ผลของการเติมเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ตอปริมาณการ

ผลิตเอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบตีา-
กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL9.1 157 

     16 ราคาตนทุนการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 1 ลิตร จากเชื้อราคัดเลือก 4            
ไอโซเลท 158 

 

 (5) 



 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หนา 
  
     1 โครงสรางโมเลกุลของสารนารินจินและสารนารินเจนนิ 7 
     2 ขั้นตอนการสลายสารนารินจินดวยการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส 14 
     3 การทดสอบการสลายสารนารินจิน (Naringin hydrolysis) 39 
     4 ลักษณะเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทที่เจริญในอาหาร Sabouraud’s dextrose agar 64 
     5 ลักษณะการเจริญของเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทในอาหาร synthetic minimal 

medium ที่เติมสารนารินจินและปรับคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเปน 4.0 65 
     6 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-

กลูโคสซิเดสที่มีในเอนไซมดิบในรูปแชเยือกแข็งจากเชือ้ราคัดเลือก 69 
     7 คาพีเอชที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-      

แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก 73 
     8 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-      

แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก 76 
     9 ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร synthetic minimal medium และสูตร Czapek-Dox 

medium ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนสของ
เชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 7 วัน     83 

     10 ผลของการเติมแหลงคารบอนเสริมตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก
เชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BS1.4, PTK-BL5.1, PTK-BL9.1 และ 
PTK-PS10  86 

     11 ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-       
แรมโนสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 91 

     12 ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-        
แรมโนสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 92 

     13 ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-       
แรมโนสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 93 

     14 ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขน 5 ถึง 25 กรัมตอลิตร และการไมเติม 
แรมโนสในอาหารเลี้ยงเชื้อ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา- แรมโนสซิเดสจากเชื้อรา
คัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL9.1 94 

 (6) 



 

 สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่ หนา 
  
     15 ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิ-

เดส และเอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BS1.4 97 
     16 ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิ-

เดส และเอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL5.1 98 
     17 ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิ-

เดส และเอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-PS10 99 
     18 ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิ-

เดส และเอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL9.1 100 
     19 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอ

การผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 103 
     20 ผลของการเติมซอยยาเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอ

การผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 104 
     21 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอ

การผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 105 
     22    ผลของการเติมกากถั่วเหลืองดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการ

ผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลอืก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 106 
     23 ผลของการเติมแอมโมเนียมซัลเฟทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มี

ตอการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
 

107 
     24 ผลของการเติมซอยยาเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอ

การผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 108 
     25 ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอ

การผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 109 
     26 ผลของการเติมเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต

เอนไซมจากเชือ้ราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL9.1 110 

 (7) 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

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

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (8) 



   

การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
และการปรับสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 

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

 

คํานํา 
 

 การผลิตน้ําผลไมในวงการอตุสาหกรรมพบวา  คุณภาพของวัตถุดิบและการรักษาความสด
ใหมของผลิตภัณฑที่ผลิตได เปนสิ่งที่ตองคํานึงถึงพอๆ กับการลดตนทุนการผลิตและคาใชจาย
เกี่ยวเนื่อง  โดยท่ัวไปมกัพบปญหาที่สําคัญประการหนึ่งในการผลิตน้ําผลไม  โดยเฉพาะน้ําสมและ
น้ําเกรปฟรุตคอื วัตถุดิบที่ปอนเขาสูการผลิตจะมีความขม  อันเนื่องจากสารจําพวกฟลาโวนอยด 
(flavonoid) ซ่ึงพบไดทัว่ไปในพืช ไดแก นารินจิน (naringin) ลิโมนิน (limonin) และนีโอเฮสเปอริ-
ดิน (neohesperidin)  โดยนารินจินเปนสารที่ใหความขมมากที่สุดและพบไดมากที่สุดเชนกนัใน
ผลไมสวนใหญ  การลดปริมาณสารนารินจินในน้ําผลไมอาจใชวิธีการตางๆ ไดแก (1) การใชสาร
ดูดซับ (adsorptive debittering) (2) วิธีทางเคมี (3) การใชเรซินชนิด polystyrene divinyl benzene 
styrene (DVB) ในการดูดสารใหความขม และ (4) การใชเอนไซมนารนิจิเนส  พบวาวิธีการที่ 1 ถึง 
3 จะมีขอเสียและขอจํากัดหลายประการ  ขอที่สําคัญที่สุดคือ คุณภาพของน้ําผลไมที่ไดเปล่ียนไปทั้ง
ในเชิงของคุณคาทางโภชนาการ สี รสชาด และความคงตวัของน้ําผลไม  ดังนั้นการเลอืกใชเอนไซม
นารินจิเนสจึงนาจะเปนวิธีการที่ปลอดภัยและเหมาะสมในการผลิต 
 
 เอนไซมนารินจิเนสเปนเอนไซมที่ประกอบดวยแอกทวิทิีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิ-
เดส (α-L-rhamnosidase) และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส (β-D-glucosidase)  โดยเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสจะสลายสารนารินจินใหผลิตผลเปนสารพรูนิน (prunin) และน้ําตาลแรมโนส
(rhamnose) ในขั้นแรก  ขั้นตอมาเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจะสลายสารพรูนินใหเปนสารนารินเจ-
นิน (naringenin) และน้ําตาลกลูโคสในขั้นสุดทาย  เมื่อเปรียบเทียบสารทั้ง 3 คือ นารินจิน พรูนนิ 
และนารินเจนนิ พบวา สารพรูนินใหความขมนอยที่สุด และสารนารินเจนนิมีความขมเปน 1 ใน 3 
สวนของสารนารินจิน  ดงันั้นการลดความขมของน้ําผลไมที่ไดผลมากที่สุดโดยการใชเอนไซม    
นารินจิเนส คอื การใชเอนไซมนารินจิเนสที่มีแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสใน
ปริมาณสูง เพือ่ยอยสลายนารินจินในขั้นแรกเทานั้น 
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 เอนไซมนารินจิเนสสามารถสกัดไดจากพชืและจุลินทรยี แตพืชเปนแหลงที่มีเอนไซมใน
ปริมาณนอย  มีรายงานวาเชือ้ราหลายชนิดสามารถผลิตเอนไซมชนิดนีไ้ดในปริมาณพอควร เชน 
Aspergillus sp., Penicillium sp. เปนตน  ซ่ึงเอนไซมที่สกดัไดจากเชื้อราเหลานี้จะมีแอกทิวิทีของ
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสในปริมาณสูง 
 

การศึกษานีจ้ึงเปนการสืบคนและคัดเลือกเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนสโดยมี
แอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในปริมาณสูง  รวมทั้งมีสมบัติอ่ืนๆ ที่เหมาะสมตอการ
นําไปใชในอุตสาหกรรมจริง เชน คาพีเอชและ/หรืออุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
ฯลฯ และปรับสภาวะทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสของเชือ้ราที่ถูกคัดเลือก เพื่อเปน
แนวทางพัฒนาการผลิตเอนไซมในระดับอุตสาหกรรมใหไดปริมาณสูงและประยุกตใชในการลด
ความขมของน้ําผลไม  ซ่ึงจะมีประโยชนตอประเทศในดานเศรษฐกิจ ลดการสูญเสียเงินตราอัน
เนื่องจากการนําเขาเอนไซมจากตางประเทศ 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อคัดเลือกเชือ้ราที่สามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนสโดยมีแอกทวิิทีของเอนไซมอัลฟา- 
แรมโนสซิเดสในปริมาณสูงและมีสมบัติในการสลายความขมตามตองการ 
 

2. เพื่อพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนสใหไดปริมาณ 
เพิ่มขึ้น 
 

3. เพื่อปรับสภาวะการเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  น้ําผลไมตระกูลสม 
 
 น้ําผลไมเปนอตุสาหกรรมการเกษตรแปรรปูประเภทหนึง่ที่มีความสําคัญตอประเทศ
โดยเฉพาะอยางยิ่งในชวงที่ผลผลิตผลไมสดมีปริมาณมากเกินความตองการของตลาด  ซ่ึงทําให
ระดับราคาตกต่ํา และเกดิความสูญเปลาจากการเนาเสยีไดงาย  ดังนั้นการนําผลไมสดดังกลาวมา
แปรรูปเปนน้ําผลไมเปนการสรางมูลคาเพิ่มใหกับผลผลิตทางการเกษตรใหสูงขึ้น และลดความ
เสียหายทีเ่กิดจากขอจํากัดของอายุการเก็บรักษาลง 
   
 พืชตระกูลสม (citrus fruit) เปนผลไมที่มีความสําคัญ ปลูกไดตลอดป  และเปนทีน่ิยม
บริโภคกันมาก  เนื่องจากมสีีที่ดึงดูดใจ กล่ินรสพิเศษเฉพาะตวั และทีสํ่าคัญคือ เปนแหลงของ
วิตามินซี  ดังนั้นพืชตระกูลสมจึงเปนผลไมที่นิยมนํามาใชในการผลิตน้ําผลไมกันอยางกวางขวาง
ในระดบัอุตสาหกรรม  ผลไมที่จัดอยูในพชืตระกูลสม ไดแก สมพนัธุตาง ๆ  อาทิ พันธุเนเวล (navel 
orange) พันธุวาเลนเซีย (Valencia orange) พันธุแมนดาริน (mandarin) พันธุนัตซึไดได 
(natsudaidai) ฯลฯ เกรปฟรตุ (grapefruit) เลมอน (lemon) มะนาว (lime) และสมโอ (pummelo)  
(อรพิน, 2534)  สําหรับน้ําผลไมตระกูลสม หมายถึง น้ําผลไมสกัดจากพืชตระกูลสม เชน 
สมเขียวหวาน สมเกรปฟรุต มะนาว เปนตน (ปราณ,ี 2547) 
 
 ประเทศไทยมกีารสงออกสินคาเครื่องดื่มแปรรูปจากผลไมตระกูลสมไปยังตลาดโลกคิด
เปนมูลคา 95.8 และ 101.9 ลานบาทในป พ.ศ. 2547 และ 2548  ซ่ึงมีอัตราการขยายตวัในการ
สงออกของป พ.ศ. 2547 และ 2548 เทากับ -23.53 และ 6.37 ตามลําดับ (ที่มา: ศูนยเทคโนโลยี
สารสนเทศและการสื่อสาร โดยความรวมมอืของกรมศุลกากร) 
 
2.  ความขมในน้ําผลไม 
 
 พบความขมในสารประกอบหลายชนิดซึง่เปนรสชาดที่ไมเปนที่ตองการในกระบวนการ
ผลิตและแปรรูปผัก ผลไม  โดยระดับความขมจะขึ้นอยูกบัพันธุปลูก (cultivar) สายพันธุ (strain) 
และความสุกของพืชผักและผลไม  รวมทั้งสภาวะในการจัดเก็บ (Drewnoski and Carneros, 2000)  
โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมสมพบปญหาที่สําคัญคือ รสขมที่เกิดขึ้นในน้ําสมและผลิตภัณฑจากสม  
ความขมจะมีผลตอการยอมรับของผูบริโภค  ซ่ึงระดับความขมที่สูงมากเกิดเนื่องมาจากการมีสาร 
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นารินจินและลิโมนอยดเปนหลัก  เปนสาเหตุทําใหผลิตภัณฑถูกตีกลับ  ผลไมในตระกูลสมเปน
ผลไมที่มักพบสารประกอบที่ใหความขมดังกลาวในการแปรรูปเปนน้ําผลไม โดยเฉพาะในน้ํา    
เกรปฟรุต (Citrus paradisi) จะมีปริมาณความขมสูงเนื่องมาจากสารประกอบฟลาโวนอยดชนิด   
นารินจิน (Johnson, 1988)  ในน้ําสมคั้นใหม ๆ จะไมมีรสขม แตถาตั้งทิ้งไวนานๆ หรือไดรับความ
รอนจะเกิดรสขมขึ้นทันที  รสขมเพียงเล็กนอยเปนองคประกอบที่สําคัญตอกล่ินรสในน้ําสม  ซึ่งถา
มีมากเกินไปยอมไมเปนที่ยอมรับของผูบริโภค (ปราณ,ี 2547)  สารใหรสขมสวนใหญจะอยูตาม
เปลือกชั้นใน ผนังกลีบสม และเมล็ด  ดังนัน้ถาปอกเปลือกสมดวยมือ  สารใหรสขมสวนใหญจะถกู
ขจัดออกไปกบัเปลือก  แตวธีิการนี้เปนวิธีการที่ชาและสิน้เปลืองแรงงาน  การผลิตในระดับ
อุตสาหกรรมมักใชวิธีปอกเปลือกโดยใชสารละลายดาง ใชเครื่องบีบอัด  ซ่ึงวิธีการเหลานี้จะได
น้ําสมที่มีรสขม (อรพิน, 2534)  นอกจากจะพบความขมในผลิตภัณฑจากผลไมตระกลูสมแลว ยัง
พบสารใหความขมในผลไมชนิดอื่นซึ่งใชผลิตน้ําผลไม ไดแก แอปเปล เชอรี่ องุน ฝร่ัง มะนาว 
สัปปะรด ลูกพลัม (prune) มะเขือเทศ และผลไมจําพวกเบอรี่ (berry fruits) เชน แบลก็เบอรี 
(blackberry) บลูเบอรี (blueberry) แครนเบอรี (cranberry) เคอแรนท (currant) ราสเบอรี (raspberry) 
และสตรอเบอรี (strawberry)  สําหรับผลไมที่ใชผลิตน้ําดื่มที่ใหกล่ินและรสตางๆ (nectar) ก็มีความ
ขมเชนกัน ซ่ึงไดแก แอปเปล แอปริคอท กลวย เชอรี่ ฝร่ัง มะมวง มะละกอ พีช แพร สัปปะรด พลัม 
และลูกพรุน เปนตน (Johnson, 1988)  และยังพบความขมในการแปรรูปน้ําองุน (Vitis vinifera L.) 
เปนไวนขาวอกีดวย  นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบความขมในพืชหลายชนิด เชน มนัฝรั่งและมัน
เทศ พืชตระกลูถ่ัว กระหล่ําปลี และผักคะนา พืชตระกูลแตง ฟกทอง ผักกาดหอม และผักขม เปน
ตน (Drewnoski and Carneros, 2000) 
 
3.  ฟลาโวนอยด (Flavonoid) 
 

ฟลาโวนอยดเปนสารประกอบอินทรียที่มโีครงสรางคารบอนของฟลาโวน (flavone)  โดย
จะพบฟลาโวนอยดในทุกสวนของพืช ไดแก ลําตน ราก ผล ดอก ละอองเกสร เมล็ด เปลือกไม และ
เนื้อไม (Hendrix and Redd, 1995)  นอกจากจะพบในพืชแลว ฟลาโวนอยดยังเปนสารประกอบที่
พบในจุลินทรยีและเซลลสัตว  หนาที่ของสารประกอบชนิดนี้ในพืชจะเกีย่วของกับการเจริญเติบโต
และพัฒนาการของพืช (Manthey et al., 2002) ไดแก เปนตัวกรองแสงอัลตราไวโอเลต  (Li et al., 
1993) เปนสารเคมีที่สงสัญญาณสําหรับการตรึงไนโตรเจน (Baker, 1992) และการติดตอระหวาง
เชื้อราไมคอไรซา (mycorrhizal relationship)  นอกจากนี้ฟลาโวนอยดยังมีความสําคัญในการ
ตอตานการเกดิโรคโดยฟลาโวนอยดชนิดไฟโตอเล็กซิน (phytoalexins) ในพืชบางชนิด (Dixon and 
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Paiva, 1995) และเปนตวัควบคุมสรีระวิทยาภายใน (internal physiological regulators) หรือตัวสง
สัญญาณเคมี (chemical messengers) ในพชื (Woo et al., 2002)  

 
โดยทั่วไปสารประกอบฟลาโวนอยดที่พบในพืชจะอยูในรูปของโมเลกุลคารบอนที่อยูใน

รูปไกลโคไซด (glycosides)  ฟลาโวนอยดที่พบในผลไมแบงไดเปน 4 ประเภท ไดแก (1) ฟลาโว-
นอล (flavonols) เชน เควอเซทิน-ไกลโคไซด (quercetin glycoside) ในแอปเปล ลูกพลัม และองุน 
(Hendrix and Redd, 1995) (2) แอนโธไซยานิน (anthocyanin) เปนรงควัตถุสีแดงและสีน้ําเงิน 
อนุพันธของแอนโธไซยานนิพบในองุน เชน ไซยานดิิน (cyanidin) พีโอนิดิน (peonidin)  พีทูนิดิน 
(petunidin) มาลวิดิน (malvidin) และเดลฟนิดิน (delphinidin) (Singleton, 1988) (3) ฟลาโวน 
(flavones) เชน ลูทีโอลิน (luteolin) ในเปลือกมะนาว และ (4) ฟลาโวโนน (flavonones) เชน   
เฮสเปอริดินในสม และนารนิจินในเกรปฟรุต 

 
พบวาสารฟลาโวโนนจะมีผลตอสีของผลไมตระกูลสม  ขณะที่สารจําพวกแอนโธไซยานิน

จะมีผลตอสีของผลไมประเภทแบล็คเคอเรนท (blackcurrent) และแบล็คเบอรี่ (blackberry) 
(Hendrix and Redd, 1995)  รวมทั้งเปนฟนอลที่สําคัญในไวนแดง (Singleton, 1988)  แอนโธไซ-
ยานินจะไมปรากฏอยูอยางอสิระแตจะอยูในรูปของไกลโคไซดในองุนหรือไวน  ซ่ึงแอนโธไซ-
ยานินนี้จะมีการสะสมโดยมากภายในผนังชัน้นอกของกลบีดอก  จนกระทั่งมีการบานของดอกซึ่ง
เปนการสรางสีเพื่อดึงดูดแมลงและสารเคมีอ่ืนๆ สําหรับการผสมเกสร (Woo et al., 2002) 

 
ฟลาโวนอยดเปนสารประกอบที่ไดรับความสนใจทั้งในดานเศรษฐกิจและเทคนิคใน

กระบวนการผลิตของอุตสาหกรรมน้ําผลไม  เนื่องจากฟลาโวนอยดชนิดนารินจินเปนสาเหตุทําให
เกิดความขมในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําเกรปฟรุต  สวนเฮสเปอริดินจะไมทําใหเกดิความขมแต
สามารถจะทําใหเกิดตะกอนกับอุปกรณทีใ่ชในกระบวนการผลิต ไดแก lines, heat exchangers and 
evaporators  และมีผลทําให USDA grade score ซ่ึงเปนคามาตรฐานที่กาํหนดคณุภาพของน้ําผลไม 
มีคานอยลง (Hendrix and Redd, 1995)  สําหรับปริมาณนารินจนิในน้ําผลไมตระกลูสมไมมีการ
กําหนดคามาตรฐาน USDA (The U.S. Department of Agriculture)  แตจะรายงานความขมของนา-
รินจินเปนคะแนนของรสชาด (flavor scores)  อยางไรกต็าม กฎหมายของฟลอริดา (Florida 
Department of Citrus 1975) มีขอกําหนดใหน้ําเกรปฟรุตเกรดเอตองมปีริมาณนารินจินต่ํากวา 600 
สวนในลานสวน (ppm)  ขณะที่เกรดบีตองมีปริมาณนารินจินต่ํากวา 750 สวนในลานสวน              
(Kimball, 1999) 
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4.  สารนารินจนิ (Naringin) 
 

นารินจินเปนสารประกอบฟลาโวนอยดชนิดหนึ่งที่มีมวลโมเลกุลเทากับ 580.53  มีสูตรเคมี 
C27H32O14.2H2O (4,5,7-Trihydroxy-flavanone 7-rhamnoglucoside)  นารินจินบริสุทธิ์จะมีลักษณะ
เปนผงสีเหลือง มีความขมมาก  สารนารินจินเกดิจากการเชื่อมกันของน้าํตาลกับสารนารินเจนินซึ่ง
มีลักษณะโครงสรางโมเลกุลดังภาพที่ 1 

 
สารนารินจินเปนสารขมที่ถูกคนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1857 โดย De Vry พบในเนื้อเยื่อทุก

สวน และพบมากในดอกตนเกรปฟรุต (Sinclair, 1972)  นารินจินมาจากคําวา narangi (Marathi, 
naangi) ในภาษาสันสกฤต ซ่ึงมีความหมายวา “สม”  สารนารินจินสามารถละลายไดในแอลกอฮอล 
อะซีโตน และน้ํารอน  สามารถตรวจพบความขมของนารินจนิไดเมื่อมสีารนารินจิน 1 สวน ละลาย
อยูในน้ํา 50,000 สวน (Braverman, 1949)  

 
ภาพที่ 1  โครงสรางโมเลกุลของสารนารินจินและสารนารินเจนิน 
ท่ีมา: http://www.ijmt.net/4-2/figure3.jpg 

 
นารินจินเปนสารประกอบฟลาโวนอยดที่แตกตางจากฟลาโวนอยดชนิดอื่นคือ โครงสราง

โมเลกุลหมู R จะเปนคารโบไฮเดรต (Kimball, 1999)  สารนารินจินพบมากในสมกลุมเกรปฟรุต 
(Citrus paradis MacFad.) สมโอ (Citrus grandis L.) และสมเปรี้ยว (Citrus aurantium) Poore 
(1934) พบสารนารินจิน 0.06 เปอรเซ็นต ในน้ําเกรปฟรุต  ในน้ําสมจะพบเฮสเปอริดนิในปริมาณสูง
กวานารนิจิน ทําใหมีผลตอรสชาดของน้ําสม  Fry และคณะ (1995) พบวาในน้ําสมจากสมพันธุ 
Israeli แท จะมีปริมาณนารนิจินอยูในชวง 3-15 สวนในลานสวน  แตในสมเขียวหวาน(Citrus 
sinensis (L.) Osbeck) และสมในสปชีสอ่ืนๆ จะพบฟลาโวนอยดหลักคือเฮสเปอริดินซึ่งจะมีรสขม
นอยและไรกล่ิน  สําหรับในเกรปฟรุต (Citrus paradisi Macf.) จะพบสารนารินจินเปนสวนใหญ  
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โดยพบในเยื่อหุมเซลลและอัลบีโด (albedo) ในผลไมทั่วไป  อันเปนสาเหตุทําใหเกดิความขมใน
ผลไมสดและน้ําของผลไมชนิดนั้นๆ  ปริมาณนารินจินทีไ่มกอใหเกิดความขมจะมีคาประมาณ 50 
สวนในลานสวน  แตโดยทัว่ไปมักพบในปริมาณ 500 สวนในลานสวน และบางครั้งอาจพบไดสูง
กวา 900 สวนในลานสวน (Kimball, 1999)  ซ่ึงในกระบวนการผลิตน้ําเกรปฟรุตจะพบปริมาณสาร
นารินจินสูงกวา 50 สวนในลานสวน และจะพบลิโมนิน (limonin) ในกระบวนการผลิตน้ําผลไมใน
ลักษณะที่มีการทํางานรวมกันกับนารินจินทําใหเกิดความขมอยางรุนแรง (Puri and Banergee, 
2000)  นอกจากนี้ยังพบสารนารินจินมากในผลไมที่ยังไมสุกดี (immature fruit) เมื่อผลไมสุก  
ระดับความเขมขนของสารนารินจินจะลดลง (Yusof et al., 1990) 

 
นารินจินเปนสารที่ใหความขมมากที่สุดในบรรดาสารประกอบฟลาโวโนนที่พบในเกรป-

ฟรุต พบวาฟลาโวโนนในอัลบีโดชวงแรกทีพ่บจะไมมีอะไกลโคน (agycones) อิสระ  แตจะพบใน
รูปที่มีคารโบไฮเดรตที่ตออยูกับนีโอเฮสเปอริดิน (neohesperidin) หรือรูติโนส (rutinose)  ในเวลา
ตอมาจะเกิดไกลโคไซด (glycosides)  ซ่ึงจะมีรสขมและทําใหผลไมไมมีรสชาด ดังเชน 7-β-
neohesperidoside ที่พบในเกรปฟรุต เปนผลใหเกรปฟรุตมีรสขม  อยางไรก็ดี อนุพนัธชาลโคน 
(chalcone) และไดไฮโดรชาลโคน (dihydrochalcone) ของนารินจินจะมีความหวานสูง (Shewfelt, 
1986)  โดยอนพุันธไดไฮโดรชาลโคนของฟลาโวนอยดชนิดนารินจิน และนีโอเฮสเปอริดินมีความ
หวานอยางมาก  สําหรับอนพุันธไฟโลดัลซิน (phylodulcin) ที่มีโครงสรางคลายคลึงกับฟลาโวโนน
หรือฟลาโวน จะใหความหวานและรสชาดคลายคลึงกับอนุพันธไดไฮโดรชาลโคน  ในการทดสอบ
ความสัมพันธของโครงสรางของสารประกอบในกลุมนีเ้มื่อใชวิธี multifaceted approaches ควบคู
กับการวิเคราะหโครงสรางผลึกโดยใชรังสเีอกซ (X-ray crystal structure analysis) และการคํานวณ
คาทางพลังงาน (energy calculation)  แลวเปรียบเทียบหาโครงสรางในรูปผลึก พบวาอนุพันธไดไฮ-
โดรชาลโคนของนารินจินจะมีโครงสรางรูป “J” ซ่ึงจัดอยูในกลุมของไดไฮโดรชาลโคนที่เหยยีด
เต็มที่ (fully-extended dihydrochalcone moiety)  ในขณะที่อนุพันธไดไฮโดรชาลโคนของนีโอเฮส- 
เปอริดิน  ซ่ึงมีโครงสรางสวนใหญคลายคลึงกับอนุพันธไดไฮโดรชาลโคนของนารินจิน แตมีความ
แตกตางที่โครงสรางของไดไฮโดรชาลโคน  ซ่ึงเปนโครงสรางที่จัดอยูในกลุมของไดไฮโดรชาล-
โคนที่เหยยีดออกเปนบางสวน (partially-extended dihydrochalcone moiety) (Shin et al., 1995) 
 
5.  การกําจัดความขมในน้าํผลไมตระกูลสม 
 

ในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําผลไมตองจัดการกับวัตถุดิบทีม่ีจํานวนมากและมีคุณภาพที่
แตกตางกันและในการผลิตตองมีตนทุนต่ํา  โดยผลิตภัณฑที่ไดยังคงไวซ่ึงคุณภาพและความสดใหม 

 8 



 

(Grassin and Fauquembergue, 1996) พบวาสารประกอบหลักที่ใหรสขมในน้ําสม ไดแก สารนารนิ-
จิน (naringin) ลิโมนิน (limonin) และนีโอเฮสเปอริดิน (neohesperidin)  โดยพบสารที่ใหความขม
เหลานี้ไดในทกุสวนของเกรปฟรุตและสมเปรี้ยว และจะพบนารินจินซึง่เปนสารที่ใหความขมมาก
ที่สุดและเปนสวนประกอบหลักในเกรปฟรุต 

 
ความขมเปนขอจํากัดที่สําคญัในดานการยอมรับทางการตลาดของอุตสาหกรรมการผลิตน้ํา

ผลไม  ดังนั้นจึงมีนักวิจยัสนใจและพยายามแกไขปญหาเกี่ยวกับสารขมในน้ําผลไมตระกูลสมอยู
เร่ือยมาตั้งแตป ค.ศ. 1968 จนถึงปจจุบัน และดวยวิธีการตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 1  ซ่ึงการลด
ปริมาณสารนารินจินในน้ําผลไมสามารถกระทําไดโดยวธีิการตางๆ โดยสรุป ดังนี ้

 
5.1  การใชสารดูดซับ (adsorptive debittering) 
5.2  วิธีการทางเคมี (chemical method) 
5.3  การใชเรซินชนิด polystyrene divinylbenzene styrene (DVB) 
5.4  การใชเอนไซม ซ่ึงสามารถกระทําได 2 ทาง คือ 
 
       5.4.1  การใชเอนไซมเขาทําปฏิกิริยากับองคประกอบในน้ําสม  ทําใหเกิดการเปลี่ยน-

แปลงสมบัติของน้ําสม  เกิดการตกตะกอนของสารใหรสขม ดังเชน น้ําตาลและเพ็กทนิเปน
องคประกอบในน้ําสมที่มีอิทธิพลตอการละลายผลึกของลิโมนิน  เมื่อใชเอนไซมเพ็กทเินส 
(pectinase) ไปยอยสารประกอบเพ็กทนิในน้ําสม ทําใหสารที่แขวนลอยอยูตกตะกอน และดึงเอา
สารใหรสขมตกตะกอนลงมาดวย 

 
       5.4.2  การใชเอนไซมเขาทําปฏิกิริยากับสารใหรสขมคือ สารนารินจินที่มีอยูในน้ําสม 

แลวเปลี่ยนเปนสารที่ไมใหรสขม หรือรสขมนอยลง  โดยใชเอนไซมนารินจิเนส 
 
พบวาวิธีการที่ 5.1-5.3 มีขอเสียและขอจํากดัหลายประการ ดังนี ้
 
1.) ตองมีการกาํจัดน้ํามัน ไข กาก ในน้ําผลไม และทําการผสมองคประกอบดังกลาว

รวมกันในสัดสวนพอเหมาะ รวมกับการลดความขมและการทําใหน้ําผลไมใส ซ่ึงการใชวิธีการ
ดังกลาวไมสะดวกตอการผลิต 

 
 

 9 



 

2.) คอลัมนที่ใชในการดดูซับ (adsorption columns) จะถกูเปลี่ยนรูปดวยสารละลายอัล-
คาไลนเจือจางเพื่อนํากลับมาใชตอเนื่อง  ซ่ึงสงผลกระทบตอลักษณะเนื้อ (organoleptic properties) 
และคุณภาพของน้ําผลไม (Puri and Banergee, 2000)  โดยสูญเสียความเปนกรด ความหวาน 
รสชาด และเกดิความขุน  เนือ่งจากการขาดประสิทธิภาพของการใชสารดูดซับความขม (Chien et 
al., 2001) 

 
3.) วิธีการที่ใชอาจจะเปลีย่นองคประกอบของน้ําผลไมโดยปฏิกิริยาเคมีหรือการ

เปล่ียนแปลง คุณคาทางโภชนาการ สี และรสชาด 
 
4.)  วิธีการที่ใชอาจไมมีความจําเพาะและไมมีประสิทธิภาพ 
 
5.)  วิธีการในขั้นตอนการสกัดมีผลตอผลผลิต คุณภาพและสมบัติของน้ําผลไมที่ผลิตได 

เชน ในการสลายสารนารินจนิดวยกรด ผลผลิตที่ไดนอกจากแรมโนสและกลูโคสแลวยังไดอะไกล-
โคน (agylcon) และนารนิเจนิน  ดังนัน้การสลายดวยกรดเปนวิธีการที่ไมเหมาะสมตอกระบวนการ
ผลิตในเชิงการคา  ทํานองเดยีวกันภายใตสภาวะที่มีการคดัเลือกพีเอชและอุณหภูมิ การใชสารดูด
ซับประเภท activated charcoal สามารถกําจัดสารนารินจนิออกจากสารละลายโดยสวนใหญ  แต
อยางไรก็ตามพบวา สารประกอบที่เกี่ยวของกับการสรางรส รวมทั้งกลิ่นที่ตองการจะถูกกําจดัไปใน
เวลาเดยีวกันดวย 

 
ดังนั้น การใชเอนไซมเพื่อยอยสลายสารนารินจินนาจะเปนวิธีการที่เหมาะสมในการกาํจัด

สารใหความขมมากกวาวิธีทีก่ลาวมาขางตน การใชเอนไซมไมเพียงแตลดความขมไดอยางรวดเรว็  
แตทําใหเกิดมลภาวะระหวางการดําเนนิการนอยกวาดวย พบวาการใชเอนไซมในการลดความขม
ไดเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว (Puri and Banergee, 2000) เอนไซมนารินจิเนสเปนเอนไซมทีถู่กนํามาใชใน
การผลิตน้ําสมและน้ําเกรปฟรุตเพื่อลดความขมและทําใหน้ําผลไมใส  
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ตารางที่ 1  งานวิจยัการลดความขมของน้ําผลไมตระกูลสมดวยวิธีตาง ๆ 
 
วิธีลดสารขม และวิธีลด 
ความขม 

รายงานการวิจัยและ/หรือเทคนิคที่ใช คณะผูวิจัย 

1.  วิธีตกตะกอน 
      (ดวยบทบาทเอนไซม) 

ทําโดยการใชเอนไซมเพ็กทิเนสยอยสลายสารเพ็กทินใน
น้ําผลไมใหเล็กลงจนเพ็กทินตกตะกอนพรอมกับสารขม 

Chandler (1971) 

2.  วิธีการดูดซับ ใชเซลลูโลสเอสเทอร กําจัดลิโมนินไดรอยละ 44-70 

ในเวลาไมเกิน 1 ช่ัวโมง 
ใชเซลลูโลสอะซีเตทดูดซับสารลิโมนินไดประสิทธิภาพ
สูงกวาและสะดวกขึ้น แยกเซลลูโลสอะซิเตทไดงาย 
รวมทั้งใชซ้ําได  แตมีขอเสียเพราะจะดูดซับกรดซิตริก
ไปดวย 
ใชพอลิเมอรเรซินดูดซับลิโมนินไดประสิทธิภาพไมสูง     

ผูทดสอบยังรูสึกขม (นอยกวา 6 สวนในลานสวน) 
ใช polyvinylpyrrolidone (PVP) ดูดซับสารลิโมนิน
และสารนารินจินไดถึงรอยละ 78.1 และ 17.5 
ตามลําดับ ในเวลา 1 ช่ัวโมง 
ใช β-cyclodextrin ซึ่งเปนโพลิเมอรชีวภาพ พบวา

สามารถลดสารขมไดถึงรอยละ 50  
ใช Amberlite XAD-7 ดูดซับสารนารินจินไดรอยละ 

63 สําหรับสารลิโมนินไดรอยละ 85 เมื่อใชสารดูดซับ 

20 กรัมตอนํ้าผลไม 1 ลิตร ใน 1 ช่ัวโมง แตตองสูญเสีย

กรดในน้ําผลไมรอยละ 3  อยางไรก็ตาม ยังตองพิจารณา

การอนุญาตใหใชในอาหารตามกฎของ US.FDA ดวย 
ใช Florisil หรือ activated magnesium silicate 
สามารถดูดซับจนผลิตภัณฑเปนที่ยอมรับ รวมทั้งไมทํา
ใหเกิดการสูญเสียวิตามินซี แตมีรายงานวา ผูบริโภค

รูสึกขมจากสารนารินจินที่ความเขมขน 600 สวนใน

ลานสวน ซึ่งคอนขางสูง  

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  (ตอ) 
 
วิธีลดสารขม และวิธีลด 
ความขม 

รายงานการวิจัยและ/หรือเทคนิคที่ใช คณะผูวิจัย 

2.  วิธีการดูดซับ ใชเปลือกไขซึ่งเปนสารชีวภาพมีสวนของโปรตีนมิวโค-
โพลีแซคคาไรดและแคลเซียมคารบอเนต เปน
องคประกอบหลัก สามารถลดสารลิโมนินไดถึงรอยละ 

70 ประสิทธิภาพการดูดซับสารขมต่ํากวาสารดูดซับ
สังเคราะห แตมีความปลอดภัยในการใชงาน 

ณัฏฐา ปราณี 

สุหราย (2540a, 
2540b) 

 

3.  การใชสารเคมี ใชอนุพันธของ triethylamine ยับยั้งการสังเคราะห    
สารลิโมนอยดในปุยที่ใชปลูกตนไม 

Hasegawa 
(1976) 

4.  การใชสารบังรสขม 
     (Bitterness modulators) 

ใชสาร neodiosamin (NEO) และสารนี้ไมมีรสขม 
ใชน้ําตาลซูโครส หรือสาร neohesperidin 
dihydrochalcone (NHD) aspartylphenylalanine 
methylester (AP) และกรดซิตริก 

Guodogni (1976) 
Bruemmer 
(1980) 

5.  การใชเอนไซม ใชเอนไซม limonin dehydroganase ยอยสลายลิโม-
นิน ใชเซลลตรึงรูปของ Corynebacterium fascians 
ซึ่งมีเอนไซม limonin dehydrogenase โดยตรึงรูป
เซลลดวยวิธีหอหุมในแคปปาคาราจีแนน เพื่อทดลองลด
ปริมาณสารลิโมนินในน้ํามะนาวสด โดยไดรับความ

อนุเคราะหเซลล Corynebacterium fascians จาก 

Dr. A.J. Lyons แหง USDA ซึ่งเปนสายพันธุเดียวกับ
ที่ Dr. Hasegawa และคณะใชทดลองลดลิโมนอยดใน
น้ําเกรปฟรุต พบวาสามารถลดสารลิโมนอยดไดถึง 42 

เปอรเซ็นต จากเดิม 12.21 สวนในลานสวน เหลือเพียง 

7.07 สวนในลานสวน ซึ่งผูบริโภคไมรูสึกขม 

Hasegawa 
(1984) 

 
ท่ีมา: ปราณ ี(2547) 
 

เอนไซมนารินจิเนสประกอบดวยแอกทวิิทขีองเอนไซมแรมโนสซิเดส (rhamnosidase) 
และกลูโคสซิเดส (glucosidase) ที่ทํางานตอเนื่องกัน  มีรายงานการใชเอนไซมดังกลาวในการลด
ความขมของน้ําเกรปฟรุตในบางประเทศ พบวาไดผลดี (Grassin and Fauquembergue, 1996) 
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นอกจากนี้ยังมรีายงานวามกีารใชระบบเอนไซมตรึงรูป (immobilized enzyme system) ซ่ึงประกอบ 
ดวยเอนไซมอะไมเลส (amylase) และเอนไซมโพลีกาแลกทูโรเนส (polygalacturonase) ที่ถูกตรึง
รูปรวมกับ (co-immobilized) เอนไซมนารนิจิเนส ถูกนํามาใชในกระบวนการตางๆ ของการผลิตน้ํา
จากพืชผักและผลไม  ผลผลิตจากระบบการตรึงรูปรวมกันยังทําใหเกดิการยอยสลายของแปงและ
โปรตีน รวมทั้งทําใหน้ําผลไมใสไดรวดเรว็กวาการใชระบบตรึงรูปแบบอิสระซ่ึงเตรียมจาก
เอนไซมอะไมเลส (amylase) และเอนไซมเพ็กทิเนส (pectinase) แยกกนั (Puri and Banergee, 2000) 

 
จากการประชมุของ Food technologists ประจําป 1998 ณ. มหาวิทยาลัยคอรเนล ไดรายงาน

วิธีการที่ไดผลอยางมากในการกําจัดสารใหความขม  โดยใชเอนไซมนารินจิเนสที่ตรงึรูปกับ
แผนฟลมเซลลูโลสอะซิเตท (cellulose acetate) ในขั้นตอนการหอผลไม พบวาวิธีนี้สามารถกําจัด
ความขมของสารนารินจินและสารลิโมนินไดโดยการดูดซับสารจําพวกนี้จากเซลลูโลสอะซิเตท 
(Kimball, 1999)  นอกจากนี้ ยังมีรายงานการตรึงรูปเอนไซมนารินจิเนสที่ไดจากเชื้อรา Penicillium 
sp. ดวยแผนฟลมเซลลูโลสอะซิเตท พบวาชวยเพิ่มประสทิธิภาพในการกําจัดความขมไดถึง 23 
เปอรเซ็นต (Soares and Hotchkiss, 1998)  ขณะที่ Prakash และคณะ (2002) ทําการตรึงรูปเอนไซม
นารินจิเนสที่ผลิตจากเชื้อรา Aspergillus niger บนโคโพลีเมอร (copolymer) ของสไตรีน (styrene) 
และมาเลอิก แอนไฮไดรด (maleic anhydride) เพื่อใชในการยอยสลายสารนารินจินในน้ําเกรปฟรุต 
พบวาสามารถกําจัดความขมไดสูงสุดถึง 75 เปอรเซ็นต  
 
6.  เอนไซมนารินจิเนส (Naringinase) 
 

6.1  กลไกการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส 
 
       นารินจิเนสเปนเอนไซมในกลุมไกลโคซิเดส (glycosidase) ที่ประกอบดวยแอกทิวิที

ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส (α-rhamnosidase; EC 3.2.1.40) และเอนไซมฟลาโวนอยด บีตา-
กลูโคสซิเดส (flavonoid-β-glucosidase; EC 3.2.1.21) ที่ทํางานตอเนื่องกัน จากกระบวนการสลาย
พบวาเอนไซมนารินจิเนสจะเปลี่ยนสารนารินจินใหเปนสารนารินเจนนิดวย 2 ขั้นตอน โดยเริ่มตน

ดวยซับสเตรตนารินจิน (4′-5′,7′-trihydroxyflavonone-7-rhamnoglucoside) จะถูกสลายโดยแอกท-ิ

วิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส เพื่อใหผลผลิตเปนสารพรูนิน (4′-5′,7′-trihydroxyflavonone-

7-glucoside) ขั้นตอนตอมาจะถูกเปลี่ยนใหเปนสารนารนิเจนนิ (4′-5′,7′-trihydroxyflavonone) ดวย
แอกทิวิทีของเอนไซมฟลาโวนอยด บีตา-กลูโคสซิเดส (ภาพที่ 2)  เมื่อเปรียบเทียบสารทั้ง 3 ชนิดคือ 
นารินจิน พรูนนิ และนารนิเจนิน พบวานารนิเจนนิเปนสารที่มีความขมเปน 1 ใน 3 สวนของสาร 
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นารินจิน  สวนสารพรูนินเปนสารที่ใหความขมที่นอยกวาสารนารินเจนิน รวมทั้งเปนสารตัวแรกที่
ไดจากการสลายดวยเอนไซมนารินจิเนส  และสารนารินจินเปนสารที่มคีวามขมสูงที่สุด จึงเปนสาร
ที่สําคัญในขั้นตอนการกําจดัความขม 

 
          Naringin                                             α-L-rhamnosidase                                   Prunin + Rhamnose 
          Prunin                                                 β-D-glucosidase                                    Naringenin + Glucose 
 
ภาพที2่  ขั้นตอนการสลายสารนารินจินดวยการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส 
 

6.2  การผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
 

       ในอดีต เราผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากพืช ไดแก เมล็ดคื่นชายและใบเกรปฟรุต (Puri 
and Banergee, 2000)  แตจากการศึกษาของกนกพรรณ (2546) ไดทําการตรวจสอบปริมาณและ
สมบัติเบื้องตนของเอนไซมนารินจิเนสในเมล็ดพืชและเนื้อผลของพืชจํานวน 30 ชนิด พบวาพืชมี
ปริมาณเอนไซมนารินจิเนสต่ํา ไมเหมาะที่จะใชเปนแหลงผลิตเอนไซมดังกลาวเพื่อนําไป
ประยุกตใชตอ  ณ ปจจุบนั สามารถผลิตเอนไซมนารนิจิเนสไดจากจุลินทรีย  มีรายงานการคนพบ
เอนไซมชนิดนี้ในเชื้อราหลายชนิด ดังแสดงในตารางที่ 2   เอนไซมที่สกัดไดจากเชือ้ราเหลานี้ จะมี
แอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส  โดยเอนไซมทั้ง 2 
แอกทิวิทีจะไปสลายสารนารินจินใหกลายเปนสารที่ใหความขมนอยกวาคือ สารนารินเจนินและสาร
พรูนิน (Wiseman et al., 1998) 
 
ตารางที่ 2  จุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
 
จุลินทรีย    อางอิง 
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 

14 



 

       การใชจุลินทรียเปนแหลงผลิตเอนไซมนารินจิเนสสามารถทําการเพาะเลี้ยงไดทั้ง 2 
แบบคือ การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว (submerged culture) และการเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง (solid-
state fermentation) 

 
       6.2.1  การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว (submerged culture) 
 
                 เปนการเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเหลว ซ่ึงจะมีแหลงคารบอนและธาตุอาหารอื่น

ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต  การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวนั้นสามารถเพาะเลี้ยงไดในถังหมัก 
(fermentor) ซ่ึงจะสามารถควบคุมสภาพแวดลอมตาง ๆ ได เชน พเีอช การใหอากาศ และอุณหภูมิ 
และจะใชพืน้ที่นอยกวาการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง (solid substrate fermentation) (Moo-Young et 
al., 1975)  จุลินทรียจํานวนมากถูกนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม
นารินจิเนส  Thomas และคณะ (1958) ตรวจสอบสารสกัดจากเซลลจุลินทรียที่มีเอนไซมนาริน-
จิเนส พบวาเอนไซมที่ไดมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางาน (optimum pH) ที่พีเอช 5.0-6.0 และ
สามารถทนอุณหภูมิไดสูงถึง 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง โดยมีการสูญเสียแอกทิวิทีของ
เอนไซมเพียง 16 เปอรเซ็นต   Kishi (1955) ทําการศึกษาเชื้อราจํานวน 96 สายพันธุ (strains) และ
พิสูจนวา Aspergillus niger เปนเชื้อราที่ผลิตเอนไซมนารนิจิเนสไดดีทีสุ่ด  ตอมา Okada และคณะ 
(1963) ทําการสกัดแยกเอนไซมนารินจิเนสใหมีความบรสุิทธิ์จากเชื้อราสายพันธุดังกลาวและ
รายงานสมบัตขิองเอนไซมไว  จากการศึกษานี้เปนพื้นฐานใหบริษัท Tanabe Pharmaceuticals ทํา
การผลิตเอนไซมนารินจิเนสที่ถูกขายในชื่อทางการคาวา Kumitanase 

 
                 Bram และ Solomons (1965) สังเกตวาเอนไซมนารินจิเนสที่ผลิตไดจากเชื้อรา 

Aspergillus niger จะถูกยับยัง้ดวยกลูโคส  การผลิตเอนไซมมีปริมาณลดลงที่คาพีเอชต่ํากวา 4.0 
และจะถูกกระตุนใหมกีารผลิตเอนไซมไดในสภาวะที่มซัีบสเตรตคือสารนารินจิน  อาหารเลี้ยงเชือ้
หลายชนิดถูกนํามาตรวจสอบการผลิตเอนไซมในฟลาสกที่มีการเขยา (shake flask) พบวาอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตร cornsteep liquor-yeast extract medium ใหเอนไซมไตเตอร (titer) ที่ดีที่สุด และการ
เติมสารนารินจินในปริมาณนอยเปนการกระตุนการผลิตเอนไซมที่ไดผลมากกวาการเติมนารินจิน 
ที่ความเขมขนสูงกวาในชวงเริ่มตนของการหมัก  สารละลายสปอร (spore suspension) 105 สปอร
ตอมิลลิลิตรถูกใชเร่ิมตนในกระบวนการหมักในถังหมกั (bioreactor) ขนาด 10 ลิตร  ซ่ึง
ประกอบดวยแบฟเฟล (baffle) ที่มี disc turbine impellers รวมทั้งสวนควบคุมอุณหภมูิและโฟม
แบบอัตโนมัต ิพบวาการเติมกลูโคส แลกเตท (lactate) และซิเตรท (citrate) มีผลยับยั้งการผลิต
เอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา Aspergillus niger  NRRL 72-4  สวนซูโครส (sucrose) และแปงก็มี
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ผลเชนเดียวกนัในการยับยั้งการผลิตเอนไซม  แมวาสวนประกอบดังกลาวจะชวยสงเสริมการเจริญ
ของเชื้อไดเปนอยางดกี็ตาม เนื่องจากการรวมกันของแปงเปนคอรนมีล (corn meal) อยางสมบูรณ
จะไประงับการสังเคราะหเอนไซม  การผลิตเอนไซมนารนิจิเนสขึ้นอยูกับตัวเหนีย่วนํา (inducer) 
และวิธีการเตมิตัวเหนี่ยวนํา ซ่ึงเปนแบบตอเนื่อง (continuous) หรือเติมแบบเปนขั้นๆ (stepwise) ใน
การเพิ่มการผลิตเอนไซม  อยางไรก็ตาม การแทนที่ตัวเหนี่ยวนําดวยแหลงคารบอนชนิดอื่นจะ
สงเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย แตจะไมมีเอนไซมถูกผลิตขึ้น 

 
                 Coniothyrium diplodiella เปนจุลินทรียที่กอโรคในพืช ถูกใชโดยบริษัท Sankyo 

ของญี่ปุนในการผลิตเอนไซมยอยเพก็ทิน (pectic enzyme) ที่มีแอกทวิิทขีองเอนไซมนารินจิเนส  
การเตรียมการผลิตเอนไซมดังกลาวถูกขายในชื่อ Sankyo naringinase และถูกรายงานวามีประสิทธิ-
ภาพสูง (Puri and Banergee, 2000)   Ito และ Takiguchi (1970) ไดจดทะเบียนสิทธิบัตรสําหรับการ
ผลิตเอนไซมนารินจิเนสจาก Phanopsis citri, Rhizoctonia solani , Coniothyrium diplodiella  โดย
ใชการหมกัเปนระยะเวลา 5 วัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีถ่ัวเหลืองปน (soybean meal) และเก็บที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  Fukumoto และ Okada (1973) รายงานการผลิตเอนไซมนารินจิเนส จาก 
Penicillium sp. โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวยกากถั่วเหลือง (soybean residue) และ 
cornsteep liquor ไดผลสรุปวากระบวนการผลิตขึ้นอยูกับตัวเหนี่ยวนําคอืสารเฮสเปอริดิน 
(hesperidin)  ซ่ึงเล้ียงเชื้อดวยวิธีการหมักแบบเบ็ดเสร็จ (batch) ที่ระยะเวลา 5 วัน อุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซยีส 

 
                 ไมมีรายงานการพัฒนาการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสในอาหารเหลว เปนเวลา

เกือบ 20 ป จนกระทั่งในป 1994 บริษัท Hoechst ไดจดทะเบียนสิทธิบัตรการผลิตเอนไซมอัลฟา-          
แรมโนสซิเดสที่แยกไดบริสุทธิ์ และตรวจสอบสมบัติของเอนไซมที่ไดโดยกระบวนการหมักจาก
เชื้อ Penicillium sp. DSM 6825 พบวาเอนไซมที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุล 60-100 กิโลดาลตัน (KDa) 
และมีลําดับเบสบริเวณปลายเอ็นที่จําเพาะเจาะจง (specific N-terminal sequence)  เอนไซมจะสลาย
พันธะระหวางแรมโนสและอะไกลโคน (aglycon) ในโมเลกุลไกลโคไซด  นอกจากนี้ยังพบวา
เอนไซมมีคาพเีอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานที่ 5.0-5.5 และ 50-55 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ 

 
                 Shanmugam และ Yadav (1995) ทดลองผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก

เชื้อรา Rhizopus nigricans โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการฆาเชื้อซ่ึงประกอบดวยซูโครสและขาว
มาทําการเพาะเชื้อดวยสารละลายสปอร (spore suspension) 106 สปอรตอมิลลิลิตร  พบแอกทวิิที
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ของเอนไซมนารินจิเนสหลังการเพาะเชื้อเปนเวลาเกือบ 50 ชั่วโมง คาพีเอชของอาหารลดลงตาม
การเจริญของเสนใยเชื้อรา (mycelia)  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่ไดแสดงการตอบสนองตาม     
คาจลนศาสตรของ Michaelis-Menten  เมื่อทดสอบกับ p-nitrophenyl-α-L-rhamnopyranoside ซ่ึง
ใชเปนซับสเตรต  คาพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมคือ พีเอช 6.5 และ
อุณหภูมิ 60-80 องศาเซลเซียสตามลําดับ  เมื่อพิจารณารายงานทั้งหมดของกระบวนการหมัก  พบวา
เอนไซมนารินจิเนสถูกผลิตออกนอกเซลลเชื้อรา (extracellular broth) 

 
                 กระบวนการหมกัแบบใชอาหารเหลว (submerged culture) เปนวิธีการที่นยิมใช

ในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสเปนการคา  เนื่องจากเปนวิธีที่คอนขางงายในการควบคุมและเพิ่ม
ปริมาณ (scale up) นอกจากนั้นผลผลิตที่ไดจากวิธีนี้ยังมปีริมาณสูงและมคีวามเสีย่งตอการปนเปอน
ต่ํา (Puri and Banergee, 2000) 

 
       6.2.2  การเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง (solid-state fermentation) 
 
                 เมื่อเปรียบเทียบกบัการเพาะเลีย้งเชื้อในอาหารเหลวแลว แทบจะไมพบการเพาะ-

เล้ียงเชื้อราในอาหารแข็งสําหรับการผลิตเอนไซมนารินจิเนส (Chisti, 1999)  Nomura (1965) ได
รายงานการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชือ้ Coniothyrium diplodiella บนอาหารแข็ง โดยเลี้ยง
เชื้อจุลินทรียบนกอนถ่ัวเหลือง (soybean cake) ที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียสเปนเวลา 8 วัน  ซ่ึงกอน
โคจิ (koji cake) ที่ไดถูกทําใหแหง บด และสกัดเอาเอนไซมดบิ (crude enzyme) แยกใหบริสุทธิ์เพือ่
กําจัดเอนไซมเพ็กทิเนส (pectinase) ที่ปนเปอนอยูออก พบวาคาพีเอชและอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอ
การทํางานของเอนไซมนารนิจิเนสที่ไดอยูที่คาพีเอช 4.2 และอุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ  ซูโครสและฟรุคโตสจะยับยั้งการผลิตเอนไซมดังกลาวคอนขางมาก ขณะที่ซอรบิทอล 
(sorbital) ยับยัง้การผลิตเอนไซมในระดับที่นอยกวา 
 

6.3  การตรวจวัดแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนส 

 
       ปจจุบันมวีิธีการตรวจวิเคราะหเอนไซมนารินจิเนส 4 วิธี คือ (1) ใชเครื่องสเปกโทร-

โฟโทมิเตอรในการตรวจวัดสารฟลาโวโนน (flavonones) ดวยวิธี alkaline diethyl glycol ตามวิธี
ของ Davis (1947)  หลักการคือ เมื่อสารนารินจินทําปฏิกริิยาเคมีกับน้ํายาแลว จะทําใหเกิดสีเหลือง
ขึ้นและวัดปรมิาณความเขมของสีที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร  (2) วัดการทํางานของเอนไซม     
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นารินจิเนสดวยเทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC)  ซ่ึงใชหลักการวัดการ
เปล่ียนแปลงความเขมขนของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส ตามวิธีการของ Horuichi et al. (1985)  
(3) ใช p-nitrophenyl-α-L-rhamnopyranoside วัดการทํางานของเอนไซมอัลฟา- แรมโนสซิเดสที่
เปนองคประกอบในเอนไซมนารินจิเนส ตามวิธีการของ Romero และคณะ (1985) และเปรียบเทยีบ
สีที่ไดจากผลิตผล p-nitrophenol ที่ไดจากการสลายซับสเตรต พบวาการใชซับสเตรตสังเคราะหนี้
จะไมสงผลกระทบตอคาพีเอชและอุณหภูมขิองเอนไซม  (4) วัดแอกทิวทิีของเอนไซมนารินจิเนส
โดยใชสารนารินจินเปนซับสเตรต และใชเทคนิค HPLC ในการวิเคราะหปริมาณสารนารินจินและ

ผลิตผลอื่นๆ ที่เกิดขึ้น โดยใชคอลัมน C18 (ชื่อทางการคาคือ μBondapak หรือคอลัมนอ่ืนๆ ชนิด 
reverse-phase column) แลววัดปริมาณสารที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (Puri and Banergee, 
2000)  การวิเคราะหนีน้ิยมใชกันทั่วไป เนือ่งจากมีประสิทธิภาพในการวัดระดับของสารประกอบ 
ฟลาโวนอยดที่เปล่ียนแปลงไดอยางเดนชดั (Kimball, 1999) 

 
6.4  สมบัติของเอนไซมนารนิจิเนส 

 
       เอนไซมนารินจิเนสที่ไดจากแหลงที่แตกตางกันจะมสีมบัติเฉพาะที่ตางกัน  เชน 

เอนไซมที่แยกไดจาก Penicillium sp. จะเปนไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ที่มีหนวยยอยชนดิ
เดียวกัน (จากการศึกษาดวยวิธี electrofocussing (IEF) gel electrophoresis และ sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis หรือ SDS-PAGE)  เอนไซมนารินจิเนสประกอบดวย
แอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และแอกทิวิทขีองเอนไซมบีตา- กลูโคสซิเดส  มีชวง   
พีเอชที่เหมาะสมสําหรับการทํางานของแอกทิวิทีทั้งสองที่พีเอช 4.5 และ 3.0 ตามลําดับ (Gabor and 
Pittner, 1984)   Schalkhammer และ Pittner (1986) ไดทําการหาฮาโลเอนไซม (haloenzyme) และ
โครงสรางหนวยยอยของเอนไซมนารินจิเนสโดยใชวิธีการกระเจิงของแสง (light scattering) และ
วิธีการแยกโครมาโทกราฟแบบคัดขนาดโมเลกุล (exclusion chromatography) รวมกับขอมูลตัวแปร
ทางจลนศาสตร ไดแก Km (Michaelis constant) อัตราเร็วสูงสุด (Vmax) และคาคงที่ของการยับยั้ง 
(Ki) ของกลูโคสและแรมโนส  รวมทั้งศึกษาบริเวณสลาย (catalytic site) 2 บริเวณ โดยการดดัแปลง
ทางเคมี (chemical modification) ที่ทั้ง 2 บริเวณ พบวาบริเวณที่มกีรดอะมิโนไทโรซีน (tyrosine) 
เปนบริเวณที่มคีวามจําเปนตอแอกทิวิทีทั้งสอง 

 
       ในทางการคาจะใชเอนไซมนารินจิเนสที่แยกไดจากเชื้อรา Aspergillus niger ซ่ึงมี

แอกทิวิทีทั้งของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส  โดยอัตราสวนของ
แอกทิวิทีทั้งสองเปลี่ยนแปลงไปตามความเขมขนของโปรตีน คาพีเอชที่เหมาะสมทีสุ่ดของเอนไซม
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สําหรับแอกทวิิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสวนใหญจะทํางานไดดีในชวงคาพีเอชระหวาง 
3.0-7.0 สําหรับแอกทิวิทีของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจะทํางานไดดทีี่สุดในชวงคาพีเอชที่ 4.0-6.0  
เอนไซมนารินจิเนสสามารถแยกเปนโอลิโกเมอร (oligomers) ไดมากมายดวยวิธีเจลฟลเทรชัน (gel 
filtration) พบวาเอนไซมจากเชื้อรา Aspergillus niger จะอยูในรูปเอนไซมอิสระที่มีบริเวณเรง 
(active sites) 2 บริเวณ โดยบริเวณหนึ่งจะมีแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส สวนอีก
บริเวณหนึ่งจะมีแอกทิวิทีของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 
 

6.5  การประยกุตใชเอนไซมนารินจิเนส 

 
       เอนไซมนารินจิเนสนอกจากจะนํามาใชในการกําจดัความขมในอตุสาหกรรมการผลิต    

น้ําผลไมแลว ยังสามารถนํามาประยุกตในดานอื่นๆ ได ดังนี ้
 
       6.5.1  การเตรียมยาปฏิชวีนะคลอโรโพลีสโพริน ซี (chloropolysporin C) 
 

                               แอกทิวิทขีองเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในเอนไซมนารินจิเนสจะตัด
คารโบไฮเดรต (deglycosylation) ออกจากยาปฏิชีวนะคลอโรโพลีสโพริน (chloropolysporin) ที่
สกัดไดจากการเลี้ยงเชื้อ Faenia interjecta เปนคลอโรโพลีสโพริน เอ บี และซี  ซ่ึงเปนอนุพันธ
ชนิดดีไกลโคซิเลท (deglycosylated)  การใชคลอโรโพลีสโพริน ซี กับยาปฏิชีวนะประเภทบีตา-
แลกแทม (β-lactam) จะมีฤทธ์ิเสริมซึ่งกันและกันในการชวยตอตานจุลินทรียสายพนัธุ 
Staphylococcus ที่ตานทานตอเมทิลซิลลิน (methicillin)  และสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก
จําพวก Enterobacteria ไดอีกดวย 
 

       6.5.2  การเตรียมสารพรูนิน 
 

                               สารฟลาโวนอยดชนิดพรูนินสามารถผลิตไดจากสารนารินจินโดยใชเอนไซม 
นารินจิเนสที่ถูกตรึงรูป (immobilized naringinase) ดวยอัลคาไลนบัฟเฟอร (alkaline buffer)  
วิธีการนี้จะใหผลิตผลปริมาณสูง  สารพรูนินมีประโยชนโดยสามารถตอตานไวรัสได (antiviral 
activity) ทั้งดีเอ็นเอ (DNA) และอารเอ็นเอไวรัส (RNA virus) เชน respiratory syncytial virus 
(RSV), polio virus, parainfluenza virus type3 (Pf-3) และ herpes simplex virus type 1 (HSV-1) 
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รวมทั้งตอตานการเกิดการอักเสบ (antiflammatory) และอาจใชเปนสารใหความหวานแกผูปวย
โรคเบาหวานได (Puri and Banergee, 2000) 

 
       6.5.3  การเตรียมน้ําตาลแรมโนส 
 
                 แอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในเอนไซมนารนิจิเนสจะสลายสาร

นารินจินไดผลผลิตเปนแอล-แรมโนส (L-rhamnose)  เอนไซมนารินจิเนสที่ใชจะเปนเอนไซมที่ถูก
สกัดแยกใหมคีวามบริสุทธิ์เพียงบางสวน และมีแอกทิวทิีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูงกวา
แอกทิวิทีของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส  น้ําตาลแรมโนสเปนสาร chiral intermediate ที่ใชในการ
สังเคราะหสารอินทรียและใชในการผลิตยารวมทั้งผลิตเปนสารปกปองพืช (Daniels et al., 1990)  
 
       6.5.4  การเตรียมสารนารินเจนนิ 
 

      สารฟลาโวโนนไกลโคไซด (flavonone glycoside) ชนิดนารินเจนนิถูกรายงาน
วาสามารถปองกันการเกิดแผลเปอยในเยื่อบุกระเพาะอาหาร (gastric mucosal ulceration) สวนสาร 
นารินจินก็มีรายงานวา ใชปกปองกระเพาะอาหารจากผลกระทบของเอทานอล (ethanol) ซ่ึงชักนํา
ใหเกิดการบาดเจ็บของกระเพาะอาหารได (Puri and Banergee, 2000)  ทั้งสารนารินจินและสารนา-
รินเจนินยังมีประโยชนในการยับยั้งการสะสมของ macrophage-lipid complex บน arterial 
endothelium และรักษาความผิดปกติเกีย่วกับตับในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Prakash et al., 2002) 
     

       6.5.5  เพิ่มกลิ่นใหกับไวน 
 

                               แอกทิวิทขีองเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเอนไซมนารินจิเนสที่ไดพรอม
กับเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมอัลฟา-อะราบิโนสซิเดส (α-arabinosidase) พบวา
เหมาะสมสําหรับใชในการเพิ่มกลิ่นหอมใหกับไวน  โดยการประยุกตจะใชเอนไซมนารินจิเนส 
ตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา (Caldini et al., 1994)  เอนไซมกลุมดังกลาวจากเชื้อ Aspergillus niger 
สามารถสลายไกลโคไซดของสารกลุมโมโนเทอพีน (monoterpenes) กลุมเซสควิเทอพีน 
(sesquiterpenes) และแอลกอฮอลชนิดอื่นซึ่งทําใหเกิดกลิน่หอมในเหลาไวนใหม (must) ไวน 
หญาฝรั่น (saffron) และผลไม เชน แอปเปล พลัม และมะละกอ เปนตน (Martino et al., 2000) 
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       6.5.6  การแปรรูปสเทอรอยด 
 

                               เมื่อทําการสลายสารนารินจินในเมล็ด fenugreek (Trigonella foenumgraecum) 
โดยใชเอนไซมนารินจิเนสตรึงรูปและเอนไซมเพ็กทิเนส (pectinase) จะไดผลผลิตเปนสารซาโพ-  
เจนิน (sapogenins) และสารไดออสเจนิน (diosgenin)  ซ่ึงสามารถนําไปใชผลิตยาประเภทสเทอ-
รอยด (steroid)  พบวาวิธีนี้จะไมสูญเสียปริมาณสารไดออสเจนิน 
 
        เอนไซมนารินจิเนสเปนเอนไซมที่ไดรับความสนใจทางการคา เนื่องจากสามารถใช
ประโยชนไดในอุตสาหกรรมอาหาร เภสัชกรรม และประยุกตใชในการแตงกลิ่น (Puri and 
Banergee, 2000)  การศึกษาถงึปจจัยที่มีผลตอปฏิกริิยา เชน พีเอช และอุณหภูมิ ซ่ึงจะเปลี่ยนแปลง
ความจําเพาะของเอนไซมนัน้มีบทบาทสําคัญในการกําจดัความขม (Olsen, 1995)  และในกระบวน- 
การผลิตระดับอุตสาหกรรมจําตองทําการผลิตเอนไซมในระดับใหญ (large-scale) โดยกระบวนการ
หมัก (fermentation) ซ่ึงมีรายงานการผลิตเอนไซมนารินจิเนสโดยกระบวนการหมักในระดบัใหญ
สําหรับใชในการกําจัดความขมของน้ําผลไมเพียงเล็กนอยเทานัน้ (Puri and Banergee, 2000) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1.  เคร่ืองมือ  ไดแก 
 

1. เครื่องวัดคาการดูดแสง (spectrophotometer) 
2. เครื่องวัดคาการดูดแสงชนิดใชกับไมโครเพลท (miroplate reader) 
3. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
4. เครื่องปนผสมสาร (waring blender) 
5. เครื่องกวนสารดวยแมเหล็ก (magnetic stirrer) 
6. เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) 
7. เครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง (freeze dryer หรือ lyophilizer) 
8. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
9. เครื่องดูดปลอยสารอัตโนมัติ (autopipette) 
10. หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) 
11. ตูเขี่ยเชื้อ (microflow biological safety cabinet) 
12. ตูอบแหง (hot air oven) 
13. เครื่องชั่งชนิดทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง  
14. ไมโครเพลทชนิด 24 และ 96 หลุม (24-wells and 96-wells microplates) 
15. ตูเก็บสารเคมีอุณหภูมิต่ํา -80 องศาเซลเซียส (deep freezer) 

16. เครื่องชุดกรองน้ําชนิดใหน้ําเกรด RO (reverse osmosis) และชนิดใหน้ําเกรด 18 MΩ 
17. ตูเย็น (refrigerator) 
18. เครื่องทําน้ําแข็ง 
19. เครื่องแกวตาง ๆ 
20. นาฬิกาจับเวลา 

 

2. สารเคมี  ไดแก 
 

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.  แหลงของเชื้อรา 
 

เชื้อราแยกไดจากตัวอยาง เชน ดิน เปลือกไม ใบไม เปลือกผลไม  ไลเคนส น้ํา ฯลฯ ทีเ่ก็บ
จากสิ่งแวดลอมตามที่ตาง ๆ ทั้งในประเทศไทยและประเทศจีน จํานวน 11 แหลง รวมทั้งหมด 128 
ตัวอยาง  
 
2.  การคัดเลือกเชื้อราท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
 
 2.1  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับปฐมภมูิ 
(Primary screening) 
 

       ทําการเจือจางตัวอยางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อในอัตราสวน 1 : 100  เพื่อทําการแยกเชื้อ
ราดวยเทคนิค spread plate  โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งชนิด synthetic minimal 
medium (Ruiz et al., 1997) ซ่ึงเปนอาหารคัดเลือก (selective medium) ที่มีการเติมสารนารินจินและ
ปรับคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มตนที่ 5.8  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  ทําการแยกเชือ้
จนไดเชื้อราบริสุทธิ์  จากนั้นเก็บเชื้อราบริสุทธิ์ที่แยกไดบนอาหารเลีย้งเชื้อแบบแขง็ชนิด 
Sabouraud’s dextrose agar ที่เติมสารนารินจิน  เมื่อเชื้อเจริญนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เพื่อใชในการศึกษาขั้นตอไป  และทําการเก็บเชื้อราบริสุทธิ์ในรูปสารละลายสปอร (spore 
suspension) ในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวชนิด Potato dextrose broth ผสมกับสารละลายกลีเซอรอล 
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(glycerol) 30 เปอรเซ็นตในอตัราสวน 1 : 1 เก็บที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียสเพื่อเก็บรักษาเชื้อแบบ
ถาวรสําหรับเปน stock culture 

 
2.2  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับทุติยภมูิ 

(Secondary screening) 
 
         2.2.1  การทดสอบการสลายนารินจิน (Naringin hydrolysis) 
  
                                นําเชื้อราที่แยกไดจากขอ 2.1 เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวชนิดเดียว 
กับขอ 2.1 แตปรับคาพีเอชของอาหารเปน 4.0 เล้ียงในหลอด vial ดวยปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 7 วัน  ปเปตสวนใส (culture filtrate) เก็บและเติมสาร
ยับยั้งเอนไซมโปรตีเอส (protease inhibitor) ชนิดตางๆ ไดแก 1 mM EDTA, 1 mM PMSF และ 0.5 
mM DTT  สวนเซลลเชื้อราที่แยกออกจากสวนใสนําไปอบจนแหง และชั่งเพื่อหาน้ําหนักเซลลแหง
ตอไป  สําหรับสวนใสซึ่งเปนเอนไซมดิบนําไปทดสอบการยอยสลายนารินจิน โดยทําการบมสวน
ใสปริมาตร 250 ไมโครลิตรกับสารนารินจนิความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร ที่
ละลายใน citrate-phosphate buffer (McIlvaine buffer) ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 4.0 ปริมาตร 
750 ไมโครลิตร บมที่อุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียส ในไมโครเพลทชนิด 24 หลุม (24-wells 
microplate) เปนระยะเวลา 24-48 ชั่วโมง  และสังเกตการยอยที่เกดิขึ้นในหลุมเอนไซมที่หยอดไว  
สําหรับเชื้อราที่จัดเปนเชื้อราที่ใหผลบวก ซ่ึงจัดเปนเชื้อราท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม    
นารินจิเนส คอื เชื้อราที่มีสวนใสซึ่งเปนสวนของเอนไซมดิบ สามารถสลายสารนารินจินไดหมด 
 

         2.2.2  การหาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการตรวจสอบการผลิตเอนไซม 
 

                                 นําเชื้อราที่ใหผลบวก (positive) ซ่ึงเปนเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซมนารินจิเนสจากการทดสอบขอ 2.2.1 จํานวน 10 ไอโซเลท และเชื้อราที่ใหผลลบ (negative) 
หมายถึง เชื้อราท่ีเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชือ้แตไมมีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
จากขอ 2.2.1 จํานวน 10 ไอโซเลท มาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชือ้แบบเหลวชนิดตางๆ 
จํานวน 7 สูตร บมที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 3 และ 7 วัน  ทําการเก็บสวนใสเพือ่
ตรวจสอบการยอยสลายสารนารินจินตามวธีิการในขอ 2.2.1  เพื่อพิจารณาคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสมที่สุดในการตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา  และใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่
คัดเลือกไดในการคัดเลือกเชือ้ราตอเนื่องในการคัดเลือกระดับทุติยภูมนิี้ตามวิธีเดยีวกับขอ 2.2.1 
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        2.3  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับตติยภมูิ 
(Tertiary screening) 
 
         2.3.1  การคัดเลือกเชื้อราตามความสามารถของเอนไซมนารินจิเนสที่ทํางานไดใน
สภาวะทีต่องการ 
  
                                นําสวนใสซึ่งเปนสวนเอนไซมดิบของเชื้อราที่ทําการคัดเลือกจากขอ 2.2 วามี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส มาตรวจวิเคราะหแอกทิวทิีของเอนไซมนารินจิเนส 
ตามวิธีการของ Davis (1947) แตมีการดัดแปลงเล็กนอยเพื่อใหเหมาะสม ดังขอ 2.4.2  โดยทําการ
ตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนสที่สภาวะตางๆ ไดแก ที่พีเอช 3.0 และ 4.0  ณ อุณหภูมิ 
50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส  จากนั้นทําการวิเคราะหปริมาณเอนไซมและปริมาณโปรตีนของแต
ละเชื้อ ตามวิธีทดสอบขอ 2.4.3 แลวเปรียบเทียบผล  เพือ่พิจารณาคัดเลือกเชื้อราที่สามารถผลิต
เอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง และสามารถทํางานไดในสภาวะที่ตองการคือ พีเอชต่ํา แต
อุณหภูมิสูง เพือ่สําหรับใชศึกษาตอไป 
 
         2.3.2  การคัดเลือกเชื้อราตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส 
  
                                นําสวนใสซึ่งเปนสวนเอนไซมดิบของเชื้อราที่ทําการคัดเลือกจากขอ 2.2 วามี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส มาตรวจวิเคราะหแอกทิวทิีของเอนไซมอัลฟา-       
แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดสซึ่งเปนองคประกอบของเอนไซมนารินจิเนสตาม
วิธีการของ Montreuil (1994)  โดยใชซับสเตรตสังเคราะห 2 ชนิด คือ p-nitrophenyl-α-L-
rhamnopyranoside และ p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside แตมีการดัดแปลงเล็กนอยเพื่อให
เหมาะสม ดังขอ 2.4.1  โดยทาํการทดสอบที่พีเอช 4.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  จากนั้นทําการ
วิเคราะหปริมาณเอนไซมและปริมาณโปรตีนตามวิธีทดสอบขอ 2.4.3  แลวเปรียบเทยีบผลที่ไดของ
แตละเชื้อ  เพือ่คัดเลือกเชื้อราท่ีสามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนสซึ่งมีแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสในปริมาณสูง และสูงกวาปรมิาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 
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 2.4  วิธีตรวจสอบปริมาณเอนไซม  ปริมาณโปรตีน  และการเจริญของเชื้อรา 
 
         2.4.1  การตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมไกลโคซิเดส (Glycosidase assay) 
  
                                นําสวนใสซึ่งเปนสวนเอนไซมดิบของเชื้อรา ตรวจวิเคราะหแอกทิวิทีของ
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสตามวิธีของ Montreuil (1994) แตมี
การดัดแปลงวธีิการเล็กนอยใหเหมาะสม ดวยซับสเตรตสังเคราะห 2 ชนิด คือ p-nitrophenyl-α-L-
rhamnopyranoside และ p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside ตามลําดบั  โดยทําการบมเอนไซมดบิ
ที่เจือจางใหมคีวามเขมขนทีเ่หมาะสม ปริมาตร 100 ไมโครลิตรกับซับสเตรตสังเคราะหความ
เขมขน 10 มิลลิโมลาร (mM) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร รวมกับ sodium acetate buffer ความเขมขน 
0.1 โมลาร (M) พีเอช  4.0 ปริมาตร 275 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิที่กําหนด เปนเวลา 10 นาที  จากนัน้
ทําการหยดุปฏิกิริยาดวยการเติมสารละลาย sodium carbonate (Na2CO3) ความเขมขน 0.1 โมลาร 
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร  และวัดคาการดดูแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตรดวยเครื่อง
สเปกโทรโฟโทมิเตอร  ซ่ึงในการตรวจสอบจะทําการทดลอง 3 ซํ้า  วิเคราะหปริมาณของเอนไซมที่
มีในเอนไซมดบิ  โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานที่มี p-nitrophenol เปนสารมาตรฐาน 

 
       กําหนดให 1 หนวยเอนไซม (Unit) คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถสลาย p-nitrophenyl-

α-L-rhamnopyranoside หรือ p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside แลวทําใหเกดิผลิตผล              
p-nitrophenol จํานวน 1 ไมโครโมล  ที่อุณหภูมแิละคาพีเอชที่ทําการทดสอบ ในเวลา 1 นาที และ
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

 
         2.4.2  การตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนส (Naringinase assay) 
  
                                นําสวนใสซึ่งเปนสวนเอนไซมดิบของเชื้อรา ตรวจวิเคราะหแอกทิวิทีของ
เอนไซมนารินจิเนส  โดยทําการบมเอนไซมดิบปริมาตร 50 ไมโครลิตรกับสารนารินจนิความ
เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ที่ละลายใน sodium acetate buffer ความเขมขน 0.1 โม-
ลาร พีเอช 4.0 ปริมาตร 325 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาดเล็กที่อุณหภูมิที่กําหนด เปนเวลา 12 
ชั่วโมง  จากนัน้ ทําการหยุดปฏิกิริยาดวยการนําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 
นาที  และตรวจสอบสารนารินจินที่เหลือจากการทําปฏิกิริยาตามวิธีของ Davis (1947) แตมีการ
ดัดแปลงเล็กนอยเพื่อใหเหมาะสม โดยปเปตสารผสมปฏิกิริยา (reaction mixture) จากขางตน
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม ที่เติม diethylene glycol ความเขมขน 90 
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เปอรเซ็นต ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เรียบรอย ตอมาทําการเติม sodium hydroxide (NaOH) ความ
เขมขน 4 นอรมัล (N) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 15 นาที  นํามาวัดคาการดูดแสงที่
ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร ซ่ึงในการตรวจสอบจะทําการทดลอง 2 ซํ้า  วิเคราะหปริมาณ
เอนไซมนารินจิเนสที่มีในเอนไซมดิบ  โดยเปรียบเทยีบจากกราฟมาตรฐานที่มีสารนารินจิน (อุนให
ละลายที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส) เปนสารมาตรฐาน 
 

       กําหนดให 1 หนวยเอนไซม (Unit) คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถสลายสารนารินจิน
จํานวน 1 ไมโครโมล ที่อุณหภูมแิละคาพีเอชที่ทําการทดสอบ ในเวลา 1 นาที และในปริมาตร 1 
มิลลิลิตร 

 
             2.4.3  การตรวจสอบปริมาณโปรตีน 
 
                                ทําการตรวจวเิคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี dye-binding assay (Bradford, 
1976)  โดยปเปตน้ํายาแบรดฟอรด (Bradford reagent) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลงในเอนไซมดิบ
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาที  จากนัน้นํามาวัดคาการดูดแสงที่ความยาวคลื่น 595 
นาโนเมตร  วิเคราะหปริมาณโปรตีน โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานที่มี bovine serum 
albumin เปนสารมาตรฐาน 

 
                                คํานวณหาคา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม  จากคาหนวย
เอนไซมและปริมาณโปรตีนของแตละเชื้อ 
 
         2.4.4  การตรวจสอบการเจริญของเชื้อรา 
 

                  ทําการแยกเอนไซมดิบออกจากเซลลและสปอรเชื้อรา ดวยการกรองผาน
กระดาษกรอง Whatman เบอร 1  และลางดวยน้าํกลั่น 3 คร้ัง  นําไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศา-
เซลเซียส ขามคืน  จากนัน้นาํไปชั่งน้ําหนกัคงที่ของเซลลเชื้อราเพื่อหาน้ําหนกัแหง 

                
                                คํานวณหาปริมาณเอนไซมในหนวย Unit/g dry cell  จากคาหนวยเอนไซมตอ
น้ําหนกัแหงของเซลลเชื้อรา 
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3.  การจําแนกชนิด (Identification)  เชื้อราคัดเลือก  และการตรวจสอบความเปนพษิตอเซลล 
(Cytotoxicity test) ของเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก 
 

สงเชื้อราคัดเลือกที่จะใชในการศึกษาตอ จํานวน 4 ไอโซเลท ไปจัดจําแนกชนิดของเชื้อรา
ดวยวิธีการหาลําดับเบสและเปรียบเทียบจากขอมูล  พรอมทั้งตรวจสอบความเปนพษิของเอนไซม-
ดิบ ณ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชวีภาพแหงชาต ิสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยี โดยทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลือกบนอาหารแข็งชนิด potato dextrose agar และบมที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เพื่อใชในการจัดจําแนกชนดิของเชื้อราคัดเลือก  สําหรบั
การตรวจสอบความเปนพษิของเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก จะจดัสงในรูปสารสกัดแหงแบบแช
เยือกแข็ง (lyophilized extract)  โดยทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลือกในอาหารเลี้ยงเชือ้แบบเหลว
ชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจินและปรับพีเอชเปน 4.0 บมที่อุณหภูมิ 40 องศา-
เซลเซียส เปนระยะเวลา 7 วนั แลวทําการแยกเอนไซมดบิออกจากเซลลและสปอรเชื้อรา ดวยการ
กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1  ซ่ึงเอนไซมดบิจะถูกนํามาทําแหงเปนสารสกัดแบบแช
เยือกแข็ง (freeze dried extract หรือ lyophilized extract) และจัดสงตรวจสอบความเปนพิษ 

 
4.  การศึกษาปริมาณเอนไซมของสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็ง (lyophilized extract) 
  
 นําสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็งซึ่งเปนเอนไซมดิบที่ถูกนํามาทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
(freeze dry) ของเชื้อราคัดเลือกแตละเชื้อ มาทําการเจือจางดวย sodium acetate buffer ความเขมขน 
0.1 โมลาร โดยใหมีความเขมขนเริ่มตนของสารสกัดที่ 5 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร และทําการเจือจาง
ตัวอยางที่ระดบัความเขมขนตางๆ แบบลําดับสวน (serial dilution) คือ  2.5,  1.25,  0.625,  0.3125, 
0.156  และ 0.078  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นทําการตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมนาริน-
จิเนสตามวิธีตรวจสอบในขอ 2.4.2  ตรวจสอบแอกทิวิทขีองเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสตามวิธีตรวจสอบขอ 2.4.1  รวมทั้งหาปริมาณโปรตีนตามวิธีในขอ 2.4.3 
 
5.  การศึกษาสมบัติเบื้องตนของเอนไซมท่ีผลิตจากเชื้อราคัดเลือก 
 
 5.1  การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม (Optimum pH) 
 
          นําเอนไซมดิบที่ผลิตโดยเชื้อราคัดเลือกแตละเชื้อมาตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสตามวิธีตรวจสอบขอ 2.4.1  และแอกทิวิทีของ
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เอนไซมนารินจิเนสตามวิธีตรวจสอบในขอ 2.4.2  บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แตใชซับสเตรต
ที่ละลายในบฟัเฟอรที่มีคาพีเอชตั้งแต 3.0 ถึง 10.0  โดยใช citrate-phosphate buffer ความเขมขน 
0.1 โมลาร สําหรับพีเอช 3.0,  4.0,  5.0,  6.0  และ 7.0  สําหรับคาพีเอช 8.0 และ 9.0 จะใช Tris-HCl 
buffer ความเขมขน 0.1 โมลาร  และใช glycine-NaOH ความเขมขน 0.1 โมลาร สําหรับพีเอช 10.0 
เปนตัวทําละลาย จากนั้นทําการตรวจสอบปริมาณโปรตีน เพื่อใชในการคํานวณคา specific activity 
ของแตละเอนไซม และใชคาดังกลาวในการพิจารณาคัดเลือกพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม 
 
 5.2  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม (Optimum temperature) 
 
        จากการศกึษาคาพีเอชทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมในขอ 5.1 พบวาแตละเชื้อ
มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละชนิดแตกตางกนั  จึงใชคาพีเอชที่เหมาะสม
ของแตละเชื้อ ซ่ึงไดจากขอ 5.1 สําหรับการทดลองนี้และตลอดการทดลองตอเนื่องนับจากนี ้
 

        สําหรับการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมทําโดยนําเอนไซมดิบ
มาตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดสตามวิธี
ตรวจสอบขอ 2.4.1  และแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนสตามวิธีตรวจสอบในขอ 2.4.2  โดยใช
ซับสเตรตที่ละลายในบัฟเฟอรที่เหมาะสมในขอ 5.1  วิเคราะหหาปริมาณเอนไซมโดยควบคุม
อุณหภูมิระหวางการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเปน 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส  จากนัน้
ทําการตรวจสอบหาปริมาณโปรตีน เพื่อใชในการคํานวณคา specific activity ของแตละเอนไซม 
และใชคาดังกลาวในการพิจารณาคัดเลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม เพื่อใช
เปนอุณหภูมิสําหรับการทดลองตอเนื่องนับจากนี ้

 
6.  การพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนสของเชื้อราคัดเลือก 
 

6.1  การศึกษาความเขมขนของกลาเชื้อ (inoculum) ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
                     นําเชื้อราคัดเลือกมาทําการเตรียมกลาเชื้อในรูปสารละลายสปอร (spore suspension) ที่
ระดับความเขมขนตางๆ ไดแก 104, 105, 106, 107 และ 108 สปอรตอมิลลิลิตร  วิธีการเตรียมกลาเชื้อ
เร่ิมตนทําโดยเพาะเลี้ยงเชื้อราบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งชนิด potato dextrose agar ที่บรรจุ
ในหลอดทดลอง และขวดแกวแบบแบน บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน  จากนั้น
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เติมสารละลาย normal saline ที่ปราศจากเชือ้  ซ่ึงเตรียมจากสารละลาย sodium chloride (NaCl) 
ความเขมขน 0.85 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร ทําการเขี่ยสปอรใหหลุดจากเสนใยโดยใชเข็มเขีย่
เชื้อ  เขยาใหสปอรกระจายสม่ําเสมอ  แลวเจือจางสารละลายสปอรใหมีจํานวนสปอรตั้งแต 104 ถึง 
108 สปอรตอมิลลิลิตร เพื่อใชเปนกลาเชื้อสปอรเร่ิมตนในการเพาะเลี้ยงเชื้อราสําหรับผลิตเอนไซม
นารินจิเนส  โดยเติมกลาเชื้อสปอรที่เตรียมไวปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจินความเขมขน 0.1 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเปน 4.0 โดยเพาะเลี้ยงในฟลาสก (flask) ขนาด 
250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 7 วัน  จากนั้นทําการตรวจสอบแอกท-ิ
วิทีของเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และปริมาณ
โปรตีน รวมทั้งวัดการเจริญของเชื้อราตามวิธีตรวจสอบขอ 2.4  แลวเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการ
ใชกลาเชื้อที่ระดับความเขมขนตางๆ 
 

6.2  การศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
                     นําเชื้อราคัดเลือกมาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวจํานวน 2 สูตร ไดแก 
สูตร synthetic minimal medium และ Czapek-Dox medium (Puri et al., 2005) ซ่ึงเติมสารนารินจิน 
ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเปน 4.0  โดยใชความเขมขนของ
กลาเชื้อที่เหมาะสมซึ่งไดจากขอ 6.1 เปนกลาเชื้อเริ่มตน  บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
7 วัน  จากนั้นทําการตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และปริมาณโปรตีน  รวมทัง้วดัการเจริญของเชื้อราตามวิธีตรวจสอบขอ 
2.4  และเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเช้ือ 2 สูตร เพื่อคัดเลือกสูตร
อาหารที่เหมาะสมสําหรับศึกษาตอในขั้นตอไป 

 
6.3  การศึกษาแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 
                     ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลอืกในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวสูตรคัดเลือกจากขอ 6.2 ซ่ึง
มีสารนารินจินเปนตวัเหนี่ยวนํา (inducer) การผลิตเอนไซม  โดยทําการทดสอบเติมแหลงคารบอน
เสริม (supplemented carbon source) ชนิดตางๆ จํานวน 8 แหลง ไดแก น้ําตาลกลโูคส (glucose) 
ซูโครส (sucrose) ฟรุกโตส (fructose) มอลโทส (maltose) แรมโนส (rhamnose) แปงมันสําปะหลัง
(tapioca starch) แปงขาวโพด (corn starch) และสตารชโซลูเบิล (starch soluble) ความเขมขนที่ใช
คือ 10 กรัมตอลิตร (1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร) บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 
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วัน  จากนั้นทําการตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมและปริมาณโปรตีน  รวมทั้งวัดการเจริญเติบโต
ของเชื้อราตามวิธีตรวจสอบขอ 2.4  ทําการเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการเพาะเลีย้งเชื้อราในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่ไมมกีารเติมแหลงคารบอนใดๆ โดยจัดใหเปนตัวควบคุม (control)  กับอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เติมแหลงคารบอนเสริมชนิดตางๆ  เพื่อพจิารณาคัดเลือกแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการ
ผลิตเอนไซม 
 

6.4  การศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 

                     จากขอมูลในขอ 6.3 เมื่อทราบชนิดของแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมแลว  จึงทําการศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมดังกลาว  โดยเตรียม
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เหมาะสมจากขอ 6.2  แตทําการปรับเปลี่ยนความเขมขนของแหลงคารบอนเสริมที่
เหมาะสม โดยใหมีระดับความเขมขนตั้งแต 1.25,  2.5,  3.75,  5,  10,  15,  20  และ 25 กรัมตอลิตร 
หรือ 0.125,  0.25,  0.375,  0.5,  1,  1.5,  2  และ  2.5  เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร ตามลําดับ  ทํา
การเพาะเลีย้งเชื้อราในสภาวะเดยีวกับขอ 6.3  จากนั้นตรวจสอบแอกทวิิทีของเอนไซมและปริมาณ
โปรตีน รวมทั้งวัดการเจริญของเชื้อราตามวิธีการในขอ 2.4   เปรียบเทียบผลที่ไดระหวางการเติม
แหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมดวยความเขมขนตางๆ เพื่อหาระดับความเขมขนที่เหมาะสมของ
แหลงคารบอนเสริมคัดเลือก 

 
6.5  การศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
       ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคดัเลือกในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวที่ผานการศึกษาชนิดและ

ปริมาณคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมในขอ 6.4  แตทําการปรับเปลี่ยนชนิดของ
สารอาหารที่ใชเปนแหลงไนโตรเจน (nitrogen source) แทนสารอาหารที่เปนแหลงไนโตรเจนเดิม  
โดยใชแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ 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)  เคซีนชนิดยอยดวยกรด (casein acid hydrolysate)  กากถ่ัวเหลือง (soyabean meal) 
และซอยยาเปปโตน (soya peptone) สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร synthetic minimal medium จะใช
ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน 5 กรัมตอลิตร (0.5 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร) แตสําหรับ
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อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร Czapek-dox medium จะใชความเขมขน 2 กรัมตอลิตร (0.2 เปอรเซ็นต น้ําหนัก
ตอปริมาตร) บมเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน  และนําสวนใส (เอนไซมดิบ) 
ตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมและปริมาณโปรตีน  รวมทั้งวัดการเจรญิเติบโตของเซลลเชื้อรา
ตามวิธีตรวจสอบขอ 2.4  เปรียบเทียบขอมลูที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการ
เติมแหลงไนโตรเจนชนดิเดมิ ซ่ึงจัดเปนตวัควบคุม (control) กับอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตมิแหลง
ไนโตรเจนชนดิตางๆ  เพื่อพจิารณาคัดเลือกแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 
6.6  การศึกษาความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

                      
                     จากขอมูลในขอ 6.5 เมื่อทราบชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมแลว  จึงทําการศึกษาความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมดังกลาว  โดยเตรียม
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เหมาะสมจากขอ 6.2 สําหรับแตละเชื้อราคัดเลือก  แตทําการปรับความเขมขนของ
แหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม โดยใชความเขมขน  1.25,  2.5,  3.75,  5,  10,  15,  20  และ  25  กรัม
ตอลิตร หรือ 0.125,  0.25,  0.375,  0.5,  1,  1.5,  2 และ 2.5 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร 
ตามลําดับ  ทําการเพาะเลีย้งเชื้อราในสภาวะเดยีวกับขอ 6.5  จากนั้นตรวจสอบแอกทวิิทีของ
เอนไซมและปริมาณโปรตีนจากสวนใส (เอนไซมดิบ) รวมทั้งวดัการเจริญของเซลลเชื้อราตาม
วิธีการในขอ 2.4  แลวเปรียบเทียบผลที่ไดระหวางการเติมแหลงไนโตรเจนที่ระดับความเขมขน
ตางๆ  เพื่อหาระดับความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงไนโตรเจนคัดเลือก  

 

7.  สถานที่ทําการทดลอง 

 
              สาขาชีวเคมี (SC3-104)  คณะศิลปศาสตรและวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน  จังหวัดนครปฐม  

8.  ระยะเวลาทําการทดลอง 

 
                   ตั้งแต พฤศจิกายน 2546 - ธันวาคม 2549 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  แหลงของเชื้อรา 
 

การเก็บตวัอยางจากสิ่งแวดลอมตามที่ตางๆ ทั้งในประเทศไทยและประเทศจีน ทั้งหมด
จํานวน 11 แหลง ไดตัวอยางรวม 128 ตัวอยาง (ตารางที่ 3) สรุปตัวอยางจากที่ตางๆ คือ 

 
1.)   ประเทศจนี 37  ตัวอยาง 
2.)   อําเภอกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม  2  ตัวอยาง 
3.)   อําเภอสองพี่นอง จังหวดัสุพรรณบุรี  9  ตัวอยาง 
4.) อําเภอพระพุทธบาท จังหวดัสระบุรี  6  ตัวอยาง 
5.) อําเภอปากชอง จังหวดันครราชสีมา  2  ตัวอยาง 
6.) อําเภอปาติ้ว จงัหวัดอํานาจเจริญ  2  ตัวอยาง 
7.) อําเภอราษีไศล จังหวัดศรษีะเกษ  3  ตัวอยาง 
8.) ธารน้ํารอนบอคลึง จังหวัดราชบุรี  55  ตัวอยาง 
9.) โปงยุบ จังหวัดราชบุรี จํานวน  5  ตัวอยาง  
10.)  น้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม (ไดตัวอยางจาก ดร. ฐิตยิา แซปง) 4  ตัวอยาง 
11.)  อําเภอเมือง จงัหวัดนครปฐม จํานวน 3  ตัวอยาง 

 
2.  การคัดเลือกเชื้อราท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
 

2.1  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับปฐมภมูิ 
(Primary screening) 
 
                     จากการแยกเชื้อราดวยอาหารคัดเลือกแบบแข็งชนิด synthetic minimal  medium ที่มี
สารนารินจินความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร เปนแหลงคารบอน ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส  พบวา เมื่อนําตัวอยางจํานวน 128 ตัวอยาง ที่เก็บจากแหลงตางๆ รวม 11 แหลง ไป
แยกเชื้อรา ไดจํานวนเชื้อรารวมทั้งสิ้น 348 ไอโซเลท (ตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 3  ชนดิของตัวอยางและจํานวนเชือ้ราที่แยกไดจากแหลงตางๆ 
 

ตัวอยาง 
ที่ 

แหลงตัวอยาง ชนิดของตัวอยาง 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.สองพี่นอง จ.สุพรรณบุรี 
 
 
 
 
อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
 
 
อ.สองพี่นอง จ.สุพรรณบุรี 
 
อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา 
 
อ.ปาต้ิว จ.อํานาจเจริญ 
 
อ.ราษีไศล จ.ศรีษะเกษ 
 
 
อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
 
 
อ.สองพี่นอง จ.สุพรรณบุรี 
 
อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 
 
ตัวอยางจากประเทศจีน 

เปลือกไม 
เปลือกมะขามเทศ 
เปลือกออย ตัวอยางที่ 1 
เปลือกออย ตัวอยางที่ 2 
กลีบดอกกระเจี๊ยบแดง 
ใบตําลึง 
ดินรวน ตัวอยางที่ 1 
ดินรวน ตัวอยางที่ 2 
เปลือกมะนาว 
ใบยูคาลิปตัส 
ใบกระดังงา 
ดินรวน 
ใบไม 
ดินทราย 
ผิวขนุนผลเล็ก ตัวอยางที่ 1 
ผิวขนุนผลเล็ก ตัวอยางที่ 2 
ผิวขนุนผลเล็ก ตัวอยางที่ 3 
ผิวมันแกว ตัวอยางที่ 1 
ผิวมันแกว ตัวอยางที่ 2 
ผิวมันแกว ตัวอยางที่ 3 
ผิวขนุนผลใหญ ตัวอยางที่ 1 
ผิวขนุนผลใหญ ตัวอยางที่ 2 
ดินรวนจากแปลงพืชสวน 
เปลือกกลวย 
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  (ตอ) 
 
ตัวอยาง

ที่ 
แหลงตัวอยาง ชนิดของตัวอยาง 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 

ตัวอยางจากประเทศจีน 
 
 
 

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  (ตอ) 
 
ตัวอยาง

ที่ 
แหลงตัวอยาง ชนิดของตัวอยาง 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 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 1 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 2 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 3 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 4 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 5 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 6 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 7 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 8 
น้ําจากธารน้ํารอนบอคลึง 9 
นํ้าจากธารน้ํารอนบอคลึง 10 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 1 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 2  
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 3 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 4 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 5 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 6 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 7 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 8 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 9 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 10 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 11 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 12 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 13 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 14 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 15 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 16 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 17 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 18 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 19
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 20 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 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  (ตอ) 
 
ตัวอยาง

ที่ 
แหลงตัวอยาง ชนิดของตัวอยาง 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 

ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 22 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 23 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 24 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 25 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 26 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 27 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 28 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 29 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 30 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 31 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 32 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 33 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 34 
ดินจากธารน้ํารอนบอคลึง 35 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง1  
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง2 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง3 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง4 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง5 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง6 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง7 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง8 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง9 
ใบไมจากธารน้ํารอนบอคลึง 
เปลือกสมโออบ ตัวอยางที่ 1 
เปลือกสมโออบ ตัวอยางที่ 2 
เปลือกสมโออบ ตัวอยางที่ 3 
ดินจากโปงยุบ ตัวอยางที่ 1 
ดินจากโปงยุบ ตัวอยางที่ 2  
ดินจากโปงยุบ ตัวอยางที่ 3 
ดินจากโปงยุบ ตัวอยางที่ 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  (ตอ) 
 
ตัวอยาง

ที่ 
แหลงตัวอยาง ชนิดของตัวอยาง จํานวนเชื้อรา   

(ไอโซเลท) 
รหัสเชื้อ 

124 
125 

 
126 

 
127 

 
128 

อ.สวนผึ้ง จ.ราชบุรี 
 
 
 
 

ดินจากโปงยุบ ตัวอยางที่ 5 
น้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม ตัวอยางที่ 1 
น้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม ตัวอยางที่ 2 
น้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม ตัวอยางที่ 3 
น้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม ตัวอยางที่ 4 

1 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
 

        PTK-PS10 
- 
 
- 
 
- 
 
- 

 
หมายเหตุ  -  หมายถึง ไมสามารถแยกเชื้อราได 
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2.2  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับทุติยภมูิ 
(Secondary screening) 
 
                     2.2.1  การทดสอบการสลายสารนารินจิน (Naringin hydrolysis) 

 
                               ไดเพาะเลี้ยงเชื้อราที่แยกไดจากขอ 2.1 จํานวน 191 ไอโซเลท ในอาหารเลี้ยงเชือ้
แบบเหลวชนดิ synthetic minimal medium ที่ปรับคาพีเอชของอาหารเปน 4.0 และบมที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วนั  และนําสวนใสทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส  
โดยสังเกตการสลายสารนารินจิน ซ่ึงเปนซบัสเตรตของเอนไซมนารินจิเนส  พบวามเีชื้อราจํานวน 
30 ไอโซเลทที่สามารถเจริญเติบโตในอาหารดังกลาวได และมีเชื้อราจํานวน 30 ไอโซเลทที่ทําให
อาหารเลี้ยงเชือ้เปล่ียนสีและมีตะกอนทีก่นหลอด แตไมมกีารเจริญบนผิวอาหาร จึงนําเชื้อรา
ดังกลาวรวม 60 ไอโซเลท มาทําการทดสอบสมบัติการสลายสารนารินจิน (ภาพที่ 3)  จากการ
ทดสอบพบวามีเชื้อราที่มีความสามารถในการสลายสารนารินจินไดหมดภายในเวลา 24-48 ช่ัวโมง
จํานวน 15 ไอโซเลท  เชื้อดังกลาวที่เจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อและใหผลบวกตอการทดสอบ และ
เชื้อที่เจริญไดแตใหผลลบตอการทดสอบจะถูกใชเปนเชื้อทดสอบในการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชือ้
ที่เหมาะสมตอการตรวจสอบการผลิตเอนไซมในขั้นตอไป 
 
                                                1            2           3           4           5          6 

 
 

ภาพที่ 3  การทดสอบการสลายสารนารินจิน (Naringin hydrolysis) 
หมายเหตุ  A1 และ C1 คือ positive control ซ่ึงเปนสารละลาย McIlvaine buffer พีเอช 4.0 
     B1 และ D1 คือ negative control ซ่ึงมีสารนารินจินละลายใน McIlvaine buffer พีเอช 4.0 
     ผลบวก (positive result) ไดแก A3, B3, B6, C3, C4, C5, D3, D4 และ D5 

A 
 
B 
 
C 
 
D 
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                     2.2.2  การหาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการตรวจสอบการผลิตเอนไซม 
 
                               ไดทดสอบความสามารถในการสลายนารินจินของเอนไซมดิบจากเชื้อราที่
ใหผลบวก ซ่ึงเปนเชื้อราที่มคีวามสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส จากการทดสอบขอ 2.2.1 
จํานวน 10 ไอโซเลท (กลุม ก) ไดแก เชื้อรารหัส PTK3.5, PTK4.6, PTK7.1, PTK7.4, PTK7.5, 
PTK7.10, PTK12.1, PTK20.1, PTK20.5 และ PTK 23.2  และเชื้อราทีใ่หผลลบ ซ่ึงหมายถึง เชื้อราที่
เจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อแตไมมีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสไดหมดภายในเวลา 
48 ชั่วโมง จากขอ 2.2.1 จํานวน 10 ไอโซเลท (กลุม ข) ไดแก เชื้อรารหัส PTK2.2, PTK4.5, 
PTK4.11, PTK10.7, PTK11.2, PTK11.3, PTK13.1, PTK14.3, PTK20.7 และ PTK20.9  โดยทําการ
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวชนดิตางๆ จํานวน 7 สูตร คือ 
 

1.) สูตร A1 คือ synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอ
ปริมาตร ปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 4.0 

2.) สูตร A2 คือ สูตร synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอ
ปริมาตร ปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 3.0 

3.) สูตร B คือ Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้าํหนักตอปริมาตร 
ปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 4.0 

4.) สูตร C คือ สูตร A1 ที่มีการเตมิเปปโตนแทนแอมโมเนยีมไนเตรท (NH4NO3) 
5.) สูตร D คือ สูตร A1 ที่มีการเตมิสารนารินเจนิน (naringenin) 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอ

ปริมาตร แทนสารนารินจิน 
6.) สูตร E คือ สูตร A1 ที่มีการเตมิเปลือกสมบด 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร แทนการ

เติมสารนารินจิน 
7.) สูตร F คือ Potato Dextrose Broth  

 
                               ทําการเกบ็เอนไซมดิบเมื่อเล้ียงเชื้อราครบ 3 วันและ 7 วันในอาหารเลี้ยงเชื้อแต
ละสูตรขางตนและนํามาตรวจสอบการสลายสารนารินจิน พบวาเชื้อราทีใ่หผลบวกทั้ง 10 ไอโซเลท 
(กลุม ก)  เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรตางๆ กัน สามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อทุก
สูตร (ตารางที่ 4)  แตมคีวามสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสเพือ่สลายสารนารินจิน แตกตาง
กัน (ตารางที่ 5)  โดยตรวจพบวาเชื้อราบางชนิดที่เพาะเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะบางสูตรเทานั้น 
ที่มีความสามารถในการสลายนารินจนิ ดังนั้นจึงพอสรุปไดวาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อเปนองคประกอบ
หนึ่งที่มีความสําคัญตอการพิจารณาคัดเลือกเชื้อรา  และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบผลการทดลองที่ได
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จากเชื้อกลุม ก พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชเพาะเลี้ยงเชื้อรากลุม ก ทั้ง 10 ไอโซเลทดังกลาว และ
สามารถกระตุนใหสวนใสจากเชื้อรากลุม ก ใหผลบวกตอการทดสอบมากที่สุดคือ อาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตร A1 โดยสูตรอาหารนี้ใหผลการทดสอบการสลายสารนารินจินเปนผลบวกตอเชื้อราท่ีทดสอบ
ทั้งหมด  นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาขอมูลที่ไดสําหรับเชื้อราที่ใหผลลบทั้ง 10 ไอโซเลท (กลุม ข) 
พบวาเชื้อราทีใ่หผลลบทั้ง 10 ไอโซเลทไมสามารถสลายสารนารินจินไดไมวาจะทําการเพาะเลี้ยง
ในอาหารสูตรใดๆ ก็ตาม  ดงันั้นจึงพอจะสรุปไดวา อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร A1  เหมาะสมที่สุดตอการ
นําไปใชเปนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อราเพื่อการตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับทุติยภูมิ 
รวมทั้งสามารถอนุมานจากขอมูลการทดสอบนี้ไดวา เชื้อราที่ผานการตรวจสอบความสามารถใน
การผลิตเอนไซมระดับทุติยภูมินี้เมื่อใหผลลบ จะเปนเชื้อราท่ีไมมีความสามารถในการผลิตเอนไซม
นารินจิเนสในระดับที่ตรวจพบได  การที่เชื้อรากลุม ข ซ่ึงเปนกลุมที่ใหผลลบทั้ง 10 ไอโซเลทจาก
ขอ 2.2.1 เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตางๆ ทั้ง 6 สูตร พบการเจริญของเชื้อราใน
อาหารเลี้ยงเชือ้เพียงบางสูตรเทานั้น แตสามารถเจริญไดในอาหารสูตร A1  ทุกไอโซเลท (ตารางที่ 4) 
อาจเปนเพราะเชื้อราดังกลาวสามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนสออกมาสลายนารินจินซึง่เปนตัว
เหนีย่วนําใหมกีารผลิตเอนไซมขึ้น และเชือ้ราใชสารนารินจินดังกลาวเปนแหลงคารบอนในการ
เจริญ สําหรับสาเหตุที่ตรวจไมพบการผลิตเอนไซมอาจเปนเพราะเชื้อรากลุม ข ดังกลาวผลิต
เอนไซมนารินจิเนสในปริมาณต่ํา  ภายในระยะเวลาที่ทําการตรวจสอบ (48 ชั่วโมง) 
 
                              เมื่อทําการคัดเลือกอาหารสูตรที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบระดับทุตยิภูมิได
แลว  ตอมาไดทดสอบปรับคาพีเอชสําหรับการเพาะเลีย้ง คือ ที่คาพีเอช 3.0 (สูตร A2 ) เปรียบเทียบ
กับอาหารที่คาพีเอช 4.0 (สูตร A1)  และทําการตรวจสอบการผลิตเอนไซมโดยตรวจการสลายสาร
นารินจินในลกัษณะเชนเดิม  ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 6 และ 7  เมื่อเปรียบเทียบความ 
สามารถในการตรวจสอบการผลิตเอนไซมระหวางอาหารทั้ง 2 สูตร พบวา อาหารเลีย้งเชื้อสูตร A1 
ซ่ึงปรับคาพีเอชของอาหารเปน 4.0  ใหผลการตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารินจิเนสเปนผลบวก
มากกวาอาหารสูตร A2 (คาพีเอช 3.0)  แสดงวา เชื้อราทีน่ํามาทดสอบสามารถผลิตเอนไซมนาริน-
จิเนสไดในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อมีคาพีเอชเปน 4.0  เมื่อปรับใหคาพีเอชลดลงเปนกรดเพิ่มขึ้น 
เชื้อราจะไมสามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนสได หรืออาจผลิตไดแตในปริมาณต่ํามากจนไมสามารถ
ตรวจพบการสลายนารินจินภายในเวลาที่ตรวจสอบ  ดังนัน้ คาพีเอชที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยง
เชื้อเพื่อใชตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารนิจิเนส คือ คาพีเอช 4.0  และเมื่อพิจารณาระยะเวลาใน
การเพาะเลีย้งเชื้อราระหวาง 3 วัน กับ 7 วัน พบวา ระยะเวลาที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเชื้อราเพื่อ
ตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารินจิเนส คอื 7 วัน  (ตารางที่ 5 และ 7) 
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ตารางที่ 4  การเจริญของเชื้อราเมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรตางๆ 
 

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 
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หมายเหตุ  +++  หมายถึง เชือ้ราเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อไดเปนอยางด ี
                   ++    หมายถึง เชื้อราเจริญในอาหารเลี้ยงเชือ้ไดปานกลาง 
       +     หมายถึง เชื้อราเจริญในอาหารเลีย้งเชื้อไดนอย 
                    -      หมายถึง ไมพบการเจริญของเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชือ้ 
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ตารางที่ 5  ความสามารถในสลายสารนารินจินของเชื้อราเมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรตางๆ 
 

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 
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หมายเหตุ   +    หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง 
                  ++  หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง  
                    -    หมายถึง ผลลบ (negative) ตอการสลายสารนารินจิน คือไมมีการยอยสารนารินจิน 
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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 
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หมายเหตุ  +++  หมายถึง เชือ้ราเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อไดเปนอยางด ี
                  ++    หมายถึง เชือ้ราเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อไดปานกลาง 
       +     หมายถึง เชื้อราเจริญในอาหารเลีย้งเชื้อไดนอย 
                    -     หมายถึง ไมพบการเจริญของเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 

   44 



 

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 
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- 

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

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

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

- 
- 
+ 

++ 
++ 
- 
- 

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

++ 
- 

++ 
++ 
++ 
+ 
- 

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

 
หมายเหตุ   +    หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง 
                  ++  หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง  
                    -    หมายถึง ผลลบ (negative) ตอการสลายสารนารินจิน คือไมมีการยอยสารนารินจิน 
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                               ผลการทดสอบเมื่อนําเชื้อราคัดเลือกระดับปฐมภูมจิํานวนทั้งหมด 348 ไอโซ- 
เลทมาคัดเลือกระดับทุตยิภมูิ  โดยทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือกที่เหมาะสมตอการ
ตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารินจิเนสคือ อาหารชนิด synthetic minimal medium ที่เติมนารินจนิ 
ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเปน 4.0 ทําการ 
เพาะเลี้ยงเชื้อราเปนระยะเวลา 7 วัน และนําสวนใสตรวจสอบตามความสามารถในการผลิตเอนไซม
เพื่อสลายสารนารินจิน พบวา มีเชื้อราจํานวนทั้งสิ้น 40 ไอโซเลทที่สามารถผลิตเอนไซมนารินจิเนส 
มาสลายสารนารินจินไดหมดภายในเวลา 48 ชั่วโมง (ตารางที่ 8)  ซ่ึงเชื้อราทั้ง 40 ไอโซเลท ดังกลาว
นี้ จะถูกคดัเลือกอีกในระดบัตติยภูม ิ
 
ตารางที่ 8  ความสามารถในการสลายสารนารินจินของเชื้อราที่ผานการคัดเลือกระดบัทุติยภูม ิ
 
ลําดับ รหัสเชื้อรา ชนิดของตัวอยาง แหลงตัวอยาง 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 

เปลือกออย 
 
 
ดิน 
 
 
 
 
ใบยูคาลิปตัส 
ใบกระดังงา 
ดิน 
ผิวมันแกว 
 
ดิน 
เปลือกกลวย 
ดินจากธารน้ํารอน
บอคลึง 

อ.สองพี่นอง จ.สุพรรณบุรี 
 
 
อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
 
 
 
 
อ.สองพี่นอง จ.สุพรรณบุรี 
อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา 
อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา 
อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
 
อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 
อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 
อ.สวนผ้ึง จ.ราชบุรี 

++ 
++ 
+ 

++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
+ 

++ 
++ 
++ 
+ 

++ 
+ 
+ 

++ 
++ 
++ 
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ตารางที่ 8  (ตอ) 
 
ลําดับ รหัสเชื้อรา ชนิดของตัวอยาง แหลงตัวอยาง 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 

ดินจากธารน้ํารอน
บอคลึง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ใบไมจากธาร    
น้ํารอนบอคลึง 
 
 
 
 
 
ดินจากโปงยุบ 
เปลือกสมโอ 

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

+ 
++ 
+ 

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

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

 
หมายเหตุ   +    หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง 
                  ++  หมายถึง ผลบวก (positive) ตอการสลายสารนารินจิน ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง  
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 2.3  การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับตติยภมูิ 
(Tertiary screening) 
 
         2.3.1  การคัดเลือกเชื้อราตามความสามารถของเอนไซมนารินจิเนสที่ทํางานไดใน
สภาวะทีต่องการ 
 
                                เมื่อนําเอนไซมดิบของเชื้อราที่ใหผลบวกตอการทดสอบคัดเลือกเชื้อราระดับ
ทุติยภูมิ จากขอ 2.2 ทั้ง 40 ไอโซเลท มาตรวจวิเคราะหแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนส ดวยการ
บมกับซับสเตรตนารินจินทีส่ภาวะตางๆ ไดแก ที่อุณหภมูิ 50,  55 และ 60 องศาเซลเซียส  และที่คา
พีเอช 3.0 และ 4.0 เปนเวลา 12 ช่ัวโมง แลววดัปริมาณสารนารินจินที่เหลือตามวิธีของ Davis (1947) 
ผลการตรวจสอบ พบวา เชื้อราท้ัง 40 ไอโซเลทมีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสที่
ทํางานที่อุณหภูมิและคาพเีอชแตกตางกัน (ตารางที่ 9)  เมือ่วิเคราะหผลโดยรวมดวยการจัดลําดับ
เชื้อราตามความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูงทีส่ภาวะตางๆ 10 ลําดับแรก  
โดยพิจารณาจากปริมาณการผลิตเอนไซมตอน้ําหนกัแหงของเซลลเชื้อรา (U/g dry cell weight) 
(ตารางที่ 10)  และจากคา specific activity (ตารางที่ 11)  และวเิคราะหความถี่ของผลการจัดลําดับ
เชื้อราดังกลาว (ตารางที่ 12)  เพื่อใหการพิจารณาคัดเลือกเชื้อรากระทําไดงายขึ้น พบวา เชื้อรารหัส 
PTK-BL5.1 เปนไอโซเลทเดียวที่มีความถีใ่นการติดลําดบัสูงสุด แสดงวาเชื้อราไอโซเลทนี้สามารถ
ผลิตเอนไซมนารินจิเนสทีท่ํางานไดทั้งในสภาวะที่อุณหภูมิสูงระหวาง 50 ถึง 60 องศาเซลเซียส 
และที่คาพีเอชต่ําคือ คาพีเอช 3.0 และ 4.0  เชื้อราไอโซเลทนี้จึงเปนเชื้อราที่เหมาะสมในการนําไป
ศึกษาตอ เพราะมีความสามารถในการผลิตเอนไซมที่ทํางานไดที่อุณหภมูิสูง แตที่คาพีเอชต่ํา ซ่ึงเปน
สภาวะทีพ่บในกระบวนการผลิตน้ําผลไม  อยางไรก็ดี ยงัคงตองพิจารณาจากปริมาณเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดส ซ่ึงเปนองคประกอบของเอนไซมนารนิจิเนส ควบคู
กันไปดวย  สําหรับเชื้อราที่มีความถี่ในการติดลําดับถัดมาและไดคดัเลือกเพื่อศึกษารวมดวย คือ เชื้อ
รารหัส PTK-BS1.4 และ PTK-BL9.1 
 
 
 
 
 
 
 

 48 



 

ตารางที่ 9  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนสของเชื้อรา 40 ไอโซเลท ที่คาพีเอช 3.0 และ 4.0 อุณหภูมิ 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส 
 

ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส 
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  (ตอ) 
 

ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส 
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  (ตอ) 
 

ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส 
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  (ตอ) 
 

ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส 
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 ตามปริมาณเอนไซมนารินจิเนส โดยพิจารณาจากหนวยเอนไซมตอน้ําหนกัเซลลแหง (U/g dry cell weight) ที่อุณหภมูิ  
                    50,  55 และ 60 องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 3.0 และ 4.0 
 

ลําดับเชื้อราตามปริมาณเอนไซมนารินจิเนสในหนวยเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (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 ตามคา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมนารินจิเนส ที่อุณหภูมิ 50,  55 และ 60 องศาเซลเซียส และที่คา   
                    พีเอช 3.0 และพเีอช 4.0 
 

ลําดับเชื้อราตามคา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมนารินจิเนส 

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 
                    นารินจิเนสที่สภาวะตางๆ 
 

ความถี่ในการติดลําดับ  
ลําดับ 

 
รหัสเชื้อรา    พิจารณาจากคาหนวย 

  เอนไซมตอน้าํหนักแหง 
    (U/g dry cell weight) 

พิจารณาจากคา 
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  การคัดเลือกเชื้อราตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดส 
 
                                เมื่อนําเชือ้ราที่ผานการคัดเลือกระดับทุติยภูมิ จากขอ 2.2 จํานวน 40 ไอโซเลท 
ตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 
ดวยการตรวจวิเคราะหแอกทิวิทีของเอนไซมทั้ง 2 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 4.0 
รวมทั้งปริมาณโปรตีน และเปรียบเทียบปริมาณเอนไซมทั้ง 2 ที่ผลิตไดจากเชื้อราคัดเลือก โดย
พิจารณาจากคา specific activity  พบวา เชือ้ราทั้ง 40 ไอโซเลท มีความสามารถในการผลิตเอนไซม
นารินจิเนสทีม่ีปริมาณทั้ง 2 แอกทิวิทแีตกตางกัน (ตารางที่ 13)  เมื่อทาํการจัดแบงกลุมของเชื้อรา
ตามปริมาณเอนไซมทั้ง 2 แอกทิวิทีเปน 3 กลุม (ตารางที่ 14)  โดยจดัใหกลุมที่ 1 เปนเชื้อราที่ผลิต
เอนไซมปริมาณสูงคือ มีคา specific activity สูงกวา 20 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน (Unit/mg 
protein)  กลุมที่ 2 เปนเชื้อราที่ผลิตเอนไซมระดับปานกลางคือ มีคา specific activity ระหวาง 10 ถึง 
20 หนวยตอมลิลิกรัมโปรตีน และกลุมที่ 3 เปนเชื้อราทีผ่ลิตเอนไซมปริมาณต่ําคือ มีคา specific 
activity ต่ํากวา 10 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน  พบวา ไดเชื้อราจํานวน 4 ไอโซเลท ที่ใหคา specific 
activity (U/mg protein) ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูงกวา 20 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน คือ 
เชื้อรารหัส PTK-BS1.4, PTK-BL5.1, PTK-BL9.1 และ PTK7.8  และไดเชื้อราที่ใหคา specific 
activity (U/mg protein) ของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสในปริมาณสูงกวา 20 หนวยตอมิลลิกรัม
โปรตีน จํานวน 5 ไอโซเลท คือ เชื้อรารหัส PTK-PS10, PTK-BS1.4, PTK-BS2.2, PTK-BL5.1 และ 

PTK12.1  เมื่อพิจารณาเปรยีบเทียบการผลิตเอนไซมทั้ง 2 แอกทิวิทีของเชื้อราทั้ง 40 ไอโซเลท 
พบวา เชื้อรารหัส PTK-BS1.4 และ PTK-BL5.1 เปนเชือ้ราที่สามารถผลิตทั้งเอนไซมอัลฟา-       
แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสในปริมาณสูง ขณะที่เชื้อรารหัส PTK-BL9.1 และ 
PTK7.8 มีแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูง แตมีแอกทวิิทขีองเอนไซมบีตา-กลูโคสซิ-
เดสต่ํา  และเชือ้รารหัส PTK-PS10, PTK-BS2.2 และ PTK12.1 เปนเชื้อราที่มีแอกทิวิทีของเอนไซม
บีตา-กลูโคสซิเดสสูงกวาเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
 
                                ผลการจัดแบงกลุมของเชื้อราตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับผลการทดลองขอ 2.3.1 ซ่ึงเปนการคัดเลือกเชือ้
ราตามความสามารถของเอนไซมนารินจิเนสที่ทํางานไดในสภาวะทีต่องการ  พบวามีเชื้อราหลาย
ไอโซเลทที่จัดอยูในกลุมซึ่งผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสใน
ปริมาณสูงซึ่งเปนเชื้อราไอโซเลทที่ตรงกับเชื้อราที่ถูกจัดลําดับไวในขอ 2.3.1 ในอันดบัตนๆ  ดังนั้น 
การศึกษาครั้งนี้จึงคัดเลือกเชื้อราเพื่อนํามาศึกษาตอจํานวน 4 ไอโซเลท ไดแก PTK-BL9.1 ซ่ึงให
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ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูงที่สุด  PTK-BS1.4 และ PTK-BL5.1 ซ่ึงใหปริมาณเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสใกลเคียงกัน  และ PTK-PS10 ซ่ึงใชเปน
ตัวแทนของเชือ้ราที่ใหปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสสูงกวาเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
 
ตารางที่ 13  ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสที่อุณหภูมิ 40 
                    องศาเซลเซียส และที่คาพีเอช 4.0 ของเชื้อรา 40 ไอโซเลท 
 
ลําดับ รหัสเชื้อรา คา specific activity (U/mg protein) 

ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 

คา specific activity (U/mg protein) 
ของเอนไซมบีตา-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  (ตอ)   
 
ลําดับ รหัสเชื้อรา คา specific activity (U/mg protein) 

ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 

คา specific activity (U/mg protein) 
ของเอนไซมบีตา-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  กลุมของเชื้อราคัดเลือก 40 ไอโซเลท จัดแบงตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                    และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส 
 

รหัสเชื้อ 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส ปริมาณเอนไซมบีตา-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  (ตอ) 
 

รหัสเชื้อ 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส ปริมาณเอนไซมบีตา-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   กลุมของเชื้อราจัดตามปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคส-

ซิเดส 
      กลุมที่ 1 เปนกลุมเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมปริมาณสูงคือ สูงกวา 20 

หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน (Unit/mg protein) 
 กลุมที่ 2 เปนกลุมเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมปริมาณปานกลาง ระหวาง 

10 ถึง 20 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน 
 กลุมที่ 3 เปนกลุมเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมปริมาณต่าํ คือต่ํากวา 10 

หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน 
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ตารางที่ 15  สรุปสมบัติของเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม   
                    นารินจิเนส 
 

ความถี่ในการติด 10 ลําดับแรกของ 
ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส 

 
 

ลําดับ 

 
 
รหัสเชื้อรา พิจารณาจากคา

specific activity 
(U/mg protein) 

   พิจารณาจากคาหนวย 
   เอนไซมตอน้ําหนกัแหง 
   (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 ี

    บีตา-กลูโคสซิเดส 
 

เมื่อวิเคราะหความถี่ในการติดลําดับ 10 ลําดับแรก ของปริมาณเอนไซมนารินจิเนส โดย
พิจารณาจากคา specific activity และคาหนวยเอนไซมตอน้ําหนกัแหง (ตารางที่ 15) พบวา เชื้อราทัง้ 
4 ไอโซเลทมีความถี่ในการติดลําดับสูง และเมื่อพิจารณาปริมาณแอกทิวิทีของเอนไซมไกลโคซิเดส
ทั้ง 2 พบวา เชือ้รา 2 ไอโซเลทคือ เชื้อรารหัส PTK-BL5.1 และ PTK-BS1.4 มีปริมาณแอกทิวิทีของ
ทั้ง 2 เอนไซมสูง ขณะที่เชื้อรารหัส PTK-BL9.1 มีปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูง และเชือ้
รารหัส PTK-PS10 มีปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสสูง รายละเอียดของคา specific activity ของ
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเอนไซมดิบของเชื้อราแตละ      
ไอโซเลท คือ 

 
1.)  เชื้อรารหสั PTK-BL9.1 มีปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-

กลูโคสซิเดสเทากับ 39.06 และ 5.95 หนวยตอปริมาณโปรตีน ตามลําดับ 
 
2.)  เชื้อรารหสั PTK-BS1.4 มีปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-

กลูโคสซิเดสเทากับ 25.89 และ 27.32 หนวยตอปริมาณโปรตีน ตามลําดับ 
 
3.)  เชื้อรารหสั PTK-BL5.1 มีปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-

กลูโคสซิเดสเทากับ 21.01 และ 22.75 หนวยตอปริมาณโปรตีน ตามลําดับ 
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4.)  เชื้อรารหสั PTK-PS10 มีปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสและเอนไซมอัลฟา-      
แรมโนสซิเดสเทากับ 22.95 และ 5.65 หนวยตอปริมาณโปรตีน ตามลําดับ 

 
จากตารางที่ 13 พบวาคา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่วิเคราะหจาก

เอนไซมดิบของเชื้อราคัดเลือกไอโซเลท PTK-BL9.1,  PTK-BS1.4  และ PTK-BL5.1 มีคาสูงกวา
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่ผลิตไดจากเชื้อรากลุม mesophilic หลายสายพนัธุ (เมื่อ
เปรียบเทียบจากวิธีการตรวจวัดแอกทิวิทแีบบเดียวกัน) เชื้อรากลุม mesophilic ที่กลาวถึง ไดแก เชือ้ 
Fusarium solani (706), Mucor racemosus (709), Trichoderma longibrachiatum (708) เปนตน ซ่ึง
เปนเชื้อราที่แยกไดจากแหลงตางๆ ในธรรมชาติ (Scaroni et al, 2002)  นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อรา
คัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท มีคา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูงกวาเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสของเชื้อรา Aspergillus nidulans ที่เพาะเลี้ยงโดยใชสารนารินจินเปนแหลง
คารบอนเชนเดียวกับเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท โดยที่เชื้อ Aspergillus nidulans ใหคา specific 
activity เทากบั 0.27 หนวยตอปริมาณโปรตีน (Orejas et al, 1999) (เมื่อเปรียบเทียบจากวิธีการ
ตรวจวดัแอกทวิิทีแบบเดียวกนั) 

 
เมื่อเปรียบเทียบคา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนสของเชื้อราคัดเลือกแตละเชื้อ

กับคา specific activity ของเชื้อรา Aspergillus  niger 1344 ซ่ึงไดรายงานไวโดย Puri และคณะ 
(2005) พบวาปริมาณเอนไซมนารินจิเนสที่ผลิตจากเชื้อราคัดเลือกไอโซเลท PTK-BL9.1,  PTK-
BS1.4  และ PTK-BL5.1 (ตารางที่ 9) มีคาสูงกวาปริมาณเอนไซมนารินจิเนสที่ไดจากเอนไซมดิบ
ของเชื้อรา Aspergillus  niger 1344 (22.7 หนวยตอปริมาณโปรตีน) เปนอยางมาก  โดยเปรียบเทียบ
จากแอกทิวิททีี่สภาวะเดยีวกันคือ ที่คาพีเอช 4.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

 

3. การจําแนกชนิด (Identification) เชื้อราคัดเลือก  และการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลล 
(Cytotoxicity test) ของเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก  

 

เพื่อการจําแนกชนิดของเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท คือ เชื้อรารหัส PTK-BL9.1, PTK-
BS1.4, PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 เชื้อราดังกลาวถูกเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งชนิด potato dextrose 
agar (ภาพที่ 4) และสงไปจดัจาํแนกชนิดของเชื้อราตามการวิเคราะหลําดับเบส ณ ศูนยพันธ-ุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี พบวา เชื้อ
ราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท ถูกจําแนกชนดิเปน Aspergillus  niger ทั้งหมด 
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สําหรับการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลของเอนไซมดิบที่ผลิตจากเชื้อราคัดเลือกไดจัด 
สงในรูปสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็ง (lyophilized extract) โดยทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลือกใน
อาหารเลี้ยงเชือ้แบบเหลวชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจินและปรับคาพีเอชเริ่ม 
ตนของอาหารเปน 4.0 บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 7 วัน (ภาพที ่5) และแยก
เอนไซมดิบออกจากเซลลและสปอรเชื้อรา ซ่ึงเอนไซมดบิดังกลาวถูกนํามาทําแหงแบบแชเยือกแขง็ 
(freeze dry) และจัดสงตรวจสอบความเปนพิษ ณ ศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหง- 
ชาติ ซ่ึงการตรวจสอบความเปนพิษดังกลาวใชวิธี MTT assay ซ่ึงเปนวธีิวัดการมีชวีิตอยูของเซลล
ทางออม โดยใช tetrazolium dye หลักการคราวๆ คือ ถาเซลลมีระบบเมแทบอลิซึมก็จะสามารถ    
เมแทบอไลซ tetrazolium dye ซ่ึงมีสีเหลืองใหกลายเปน formazan ที่มีสีฟา การเปลี่ยนแปลงของสีที่
เกิดขึ้นสามารถวัดไดโดยการวัดคาการดดูแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโทมิเตอร ดังนั้นเซลลที่ขาด
แคลนเมแทบอลิซึมจึงเปนเซลลที่ไมมีชีวิต สําหรับเซลลที่ใชในการตรวจสอบความเปนพิษ คือ 
เซลล L929 (mouse lung connective tissue), BHK21 (baby hamster kidney standard) และเซลล 
HepG2 (human hepatocyte cell line) สําหรับตัวอยางเอนไซมดิบซึ่งอยูในรูปแชเยือกแข็งจะถูก
ละลายใหมีความเขมขนเริ่มตน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และถูกเจือจางแบบลําดับสวน (serial 
dilution) ใหมคีวามเขมขนตางๆ ไดแก 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.156 และ 0.078 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 0.1 นอรมัล ผลการตรวจ
แสดงในตารางที่ 16  การบงชี้ความเปนพษิตอเซลลพิจารณาไดจากคา IC50 (Inhibition 
concentration at 50%) เมื่อวิเคราะหผลพบวา สารสกัดเอนไซมดิบแบบแชเยือกแข็งของเชื้อรา 
Aspergillus niger ทั้ง 4 ไอโซเลทมีความเปนพิษตอแตละเซลลไลนในระดับที่แตกตางกัน โดยมีคา
อยูระหวาง 1.28 ถึง 5.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ผลสรุปจากรายงานการตรวจสอบบงชี้วา ความ
เขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตัวอยางเอนไซมดิบของเชื้อ Aspergillus niger ทั้ง 4 ไอโซเลทที่สง
ตรวจไปใชคือ ไมเกิน 1.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   
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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 
               เติมสารนารินจินและปรับคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเปน 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  ผลการตรวจสอบความเปนพษิตอเซลล (cytotoxicity test) ของเอนไซมดบิแชเยือกแข็ง 
                    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.  การศึกษาปริมาณเอนไซมของสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็ง (lyophilized extract) 
 
 จากผลการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลในขอ 3 ทําใหทราบปริมาณเอนไซมที่ปลอดภัย
ตอการนําไปใช แตเนื่องจากเอนไซมดิบทีส่งไปตรวจอยูในรูปสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็ง ทําให
ไมทราบปริมาณเอนไซมทีแ่นนอน ดวยเหตุนี้จึงไดทําการหาปริมาณเอนไซมที่มีในเอนไซมดิบซึ่ง
อยูในรูปแชเยอืกแข็ง ประกอบกับตองการทราบปริมาณเอนไซมนารินจิเนสที่มีในตัวอยางเอนไซม
ดิบแหงรูปแชเยอืกแข็ง ซ่ึงอยูในระดับความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนาํตัวอยางเอนไซมดิบไปใช
เพื่อการบริโภค ซ่ึงคาความเขมขนดังกลาวเปนคาความเขมขนที่ไดจากผลตรวจความเปนพิษตอ
เซลล ซ่ึงการตรวจวเิคราะหดงักลาวทําโดยทําการละลายเอนไซมดิบที่ทาํแหงแบบแชเยือกแข็งดวย 
sodium acetate buffer คาพีเอช 4.0 ใหมีความเขมขนเริ่มตน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และทําการเจือ
จางตัวอยางแบบลําดับสวน (serial dilution) ที่ระดับความเขมขนตางๆ คือ 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125,  
0.156 และ 0.078 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนส เอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากสารละลายเอนไซมดิบความเขมขนตางๆ 
เหลานั้น (ภาพที่ 6) และเปรยีบเทียบปริมาณเอนไซมแอกทิวิทีตางๆ ในเอนไซมดิบแชเยือกแข็งกบั
คาความเขมขนของเอนไซมดิบแชเยือกแขง็ที่ไดจากผลการตรวจความเปนพิษตอเซลล (IC50) พบวา 
ปริมาณเอนไซมที่มีในสารสกัดแชเยือกแขง็ที่ระดับความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําไปบริโภคของ
เชื้อราคัดเลือกแตละไอโซเลทมีคาแอกทิวทิีแตกตางกันไป (ตารางที่ 16) ดังรายละเอียด 
 

Aspergillus niger PTK-PS10 มีความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตัวอยางเอนไซมดิบในรูป
แชเยือกแข็งไปใชคือ ไมเกนิ 1.84 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่ํากวาคือ 1.25 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากบั 0.266 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.289 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.016 หนวยตอมิลลิลิตร 

 

Aspergillus niger PTK-BS1.4 มีความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตัวอยางเอนไซมดิบใน
รูปแชเยือกแขง็ไปใชคือ ไมเกิน 2.63 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่าํกวาคือ 2.5 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากบั 0.359 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.254 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.011 หนวยตอมิลลิลิตร 
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Aspergillus niger PTK-BL5.1 มีความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตัวอยางเอนไซมดบิใน
รูปแชเยือกแขง็ไปใชคือ ไมเกิน 1.28 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่าํกวาคือ 1.25 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากบั 0.286 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.261 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซเิดสเทากับ 0.022 หนวยตอมิลลิลิตร 

 

Aspergillus niger PTK-BL9.1 มีความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตัวอยางเอนไซมดบิใน
รูปแชเยือกแขง็ไปใชคือ ไมเกิน 1.86 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่าํกวาคือ 1.25 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากบั 0.384 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.298 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.013 หนวยตอมิลลิลิตร 
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ภาพที่ 6  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส (           )  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส (          ) และ 
                เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส (           ) ที่มีในเอนไซมดิบในรูปแชเยือกแข็งจากเชื้อ                     
                ก.  Aspergillus  niger PTK-PS10 
                ข.  Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
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ภาพที่ 6  (ตอ) 
                ค.  Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
                ง.  Aspergillus  niger PTK-BL9.1 
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5.  การศึกษาคณุสมบัติเบื้องตนของเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อราที่คัดเลือก 
 
 5.1  การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม (Optimum pH) 
 
          เมื่อนําเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท ตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดส เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ที่อุณหภูม ิ40 องศาเซล- 
เซียส โดยใชซับสเตรตที่ละลายในบฟัเฟอรที่มีคาพีเอช 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0  
พบวาเชื้อราแตละไอโซเลทมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมแตละชนิดอยูในชวง   
พีเอช 3.0 ถึง 5.0 (ภาพที่ 7) โดยที่เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจะมี
แนวโนมเปนเชนเดียวกนัคือ เมื่อคาพีเอชเพิ่มขึ้นสูงกวาพีเอช 4.0 หรือ 5.0 ทั้ง 2 เอนไซมจะมีแอก-
ทิวิทีลดลงเรื่อยๆ แตแนวโนมของเอนไซมนารินจิเนสพบวาจะลดลงอยางรวดเร็วเมือ่คาพีเอชสูง
กวา 5.0 จนถึงพีเอช 7.0 หลังจากนั้นแอกทวิิทีของเอนไซมกลับสูงขึ้นเรื่อยๆ จนถึงคาพีเอช 10.0 
การที่เปนเชนนี้เปนเพราะการละลายสารนารินจินในบัฟเฟอรที่มีคาพีเอชคอนขางเปนดาง จะทําให
สารนารินจินเกิดสีเหลืองขึ้นตั้งแตยังไมไดทําปฏิกิริยากับเอนไซม ซ่ึงสารสีเหลืองดังกลาวเปนสาร
ประเภทชาลโคน (chalcone) ซ่ึงตรงกับการตรวจวดัผลิตผลตามวิธีการของ Davis (1947) ที่ใช เปน
ผลใหการวัดแอกทิวิทีของเอนไซมนารินจิเนสสูงเกินความเปนจริง เมื่อบมเอนไซมกบัซับสเตรตที่
คาพีเอชสูงกวา 7.0 ดังนั้นการพิจารณาคาพเีอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสจะ
พิจารณาคาพีเอชในชวงระหวาง 3.0 ถึง 7.0 เทานั้น เมื่อวิเคราะหผลจากภาพที่ 7 พบวา 
           

                     Aspergillus niger PTK-BS1.4 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดส เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ที่พีเอชเดียวกันคือ 4.0 

 

                     Aspergillus niger PTK-BL5.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสที่พีเอช 4.0 และมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสที่พีเอช 
3.0 สําหรับเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสมีปริมาณเอนไซมต่ํามากจึงไมนาํมาพิจารณา 

 

                     Aspergillus niger PTK-BL9.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนสที่พีเอชเดียวกันคือ 4.0 สําหรับเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสมี
ปริมาณเอนไซมต่ํามากจึงไมนํามาพิจารณา 
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                     Aspergillus niger PTK-PS10 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสที่พีเอช 5.0 และมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสที่
พีเอช 4.0 สําหรับเอนไซมนารินจิเนสมีคาพเีอชที่เหมาะสมตอการทํางานอยูระหวางพเีอช 4.0-6.0 

 

                     จากการวิเคราะหคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา
ชนิดตางๆ ตามที่มีรายงานไว พบวาเอนไซมนารินจิเนสที่ไดจากเชื้อ Aspergillus niger 1344 มีคา   
พีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานที่พีเอช 4.0 (Puri and Kalra., 2005) ซ่ึงตรงกับคาพีเอชที่เหมาะสมตอ
การทํางานของเอนไซมดังกลาวจากเชื้อราคัดเลือกที่ทําการศึกษา 2 ไอโซเลท คือ Aspergillus niger 
PTK-BS1.4 และ PTK-BL9.1 นอกจากนี ้ยังพบวาคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
นารินจิเนสดังกลาวจากเชื้อราคัดเลือกนี้มีคาใกลเคียงกับเอนไซมนารินจิเนสที่ผานการทําให
บริสุทธิ์บางสวนจากเชื้อรา Penicillium decumbens PTCC 5248 ซ่ึงมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการ
ทํางานของเอนไซมเทากับ 4.5 (Norouzian et al., 2000) แตเมื่อพิจารณาจากคาพีเอชที่เหมาะสมตอ
การทาํงานของเอนไซมนารนิจิเนสจากเชือ้ Aspergillus  niger จากการศึกษาของ Bram และ 
Solomons (1965) ซ่ึงมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานอยูระหวาง 4.5 ถึง 7.5 พบวา คาพีเอชที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อราคัดเลือก 3 ไอโซเลท คือ  
Aspergillus niger PTK-BS1.4 PTK-BL5.1 และ PTK-BL9.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมดังกลาวต่ํากวา 

 

                     เมื่อวิเคราะหคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก
เชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท พบวามีคาพเีอชที่เหมาะสมตอการทํางานอยูระหวาง 4.0 ถึง 5.0 ซ่ึงต่ํา
กวาคาพีเอชทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมจากเชือ้ราที่ไดมีรายงานไว ไดแก เชื้อรา 
Rhizopus nigicans ซ่ึงไดรายงานไววามีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเทากับ 6.5 
(Shanmugam and Yadav, 1995) เชื้อรา Aspergillus nidulans ซ่ึงมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางาน
อยูในชวง 4.5 ถึง 8.0 (Orejas et al. 1999) และจากเชื้อรา Aspergillus nidulans ซ่ึงมีคาพีเอชที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์อยูระหวาง 4.5 
ถึง 6.0 (Manzanares et al, 2000) 
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ภาพที่ 7  คาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส (            )  เอนไซมอัลฟา- 
               แรมโนสซิเดส (          ) และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส (          ) จากเชื้อราคัดเลือก                     
                ก.  Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
                ข.  Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
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ภาพที่ 7  (ตอ) 

               ค.  Aspergillus  niger PTK-BL9.1 
               ง.  Aspergillus  niger PTK-PS10 
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5.2  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม (Optimum temperature) 

 

        เมื่อนําเอนไซมดิบที่ผลิตโดยเชื้อราคดัเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท ตรวจสอบแอกทิวิทขีอง
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ที่คาพีเอชที่
เหมาะสมของแตละเอนไซมตามชนิดของเชื้อราคัดเลือก โดยควบคุมอณุหภูมิระหวางการทํา
ปฏิกิริยาของเอนไซมอยูที ่30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส พบวาเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นแอก-
ทิวิทขีองเอนไซมทั้ง 3 จะเพิม่มากขึ้น (ภาพที่ 8) และจะมีคาสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 50 หรือ 60 องศา-
เซลเซียส เมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงกวานี้ พบวาแอกทิวิทีของเอนไซมจะมีคาลดลงจนถึงอุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส ซ่ึงเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทมีอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละ
แอกทิวิที ดังนี ้

 

        Aspergillus niger PTK-BS1.4 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนสที่อุณหภูมิเดยีวกนัคือ 60 องศาเซลเซียส ขณะที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส 

 

        Aspergillus niger PTK-BL5.1 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนสที่อุณหภูมิเดียวกันคือ 60 องศาเซลเซียส ขณะที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศา-
เซลเซียส 

 

        Aspergillus niger PTK-BL9.1 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส ขณะที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมนารินจิเนสอยูที่ 60 องศาเซลเซียส 

 

        Aspergillus niger PTK-PS10 มีอุณหภมูิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนสที่อุณหภูมิเดยีวกนัคือ 60 องศาเซลเซียส ขณะที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 8  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส (            )  เอนไซมอัลฟา- 
               แรมโนสซิเดส (          ) และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส (          ) จากเชื้อราคัดเลือก                     
                ก.  Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
                ข.  Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
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ภาพที่ 8  (ตอ) 
                ค.  Aspergillus  niger PTK-BL9.1 
                ง.  Aspergillus  niger PTK-PS10 
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        เมื่อวิเคราะหอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสที่ไดจากเชื้อรา
คัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนส (60 องศา-
เซลเซียส) มีคาสูงกวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารินจิเนสที่ผานการทําให
บริสุทธิ์บางสวนจากเชื้อ Penicillium decumbens PTCC 5248 ซ่ึงไดรายงานไววาอยูที่ 55 องศา-
เซลเซียส (Norouzian et al., 2000) และมีคาสูงกวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
นารินจิเนสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์จากเชื้อ Aspergillus niger 1344 ซ่ึงรายงานไวที่ 50 องศาเซล- 
เซียส (Puri and Kalra., 2005) 

  

        เมื่อวิเคราะหอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก
เชื้อราคัดเลือกไอโซเลท PTK-BS1.4, PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 พบวามีคาตรงกบัอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมดังกลาวที่ผานการทาํใหบริสุทธิ์จากเชื้อ Aspergillus nidulans 
(60 องศาเซลเซียส; Manzanares et al., 2000) แตมีคาอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานต่ํากวาคา
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์จากเชื้อ
รา Aspergillus niger ตามการศึกษาของ Manzanares และคณะ (1997) ซ่ึงไดรายงานไววาอยูที่ 65 
องศาเซลเซียส อยางไรก็ด ีพบวาอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมจากเชือ้ราคัดเลือก
ทั้ง 4 ไอโซเลท มีคาสูงกวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมจากเชื้อ 
Aspergillus nidulans ตามการศึกษาของ Orejas และคณะ (1999) ซ่ึงไดรายงานไววาอยูระหวาง 40 
ถึง 50 องศาเซลเซียส นอกจากนี ้ยังมีรายงานวาเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่ผลิตจากเชื้อ 
Rhizopus nigricans มีอุณหภมูิที่เหมาะสมตอการทํางานอยูสูงระหวาง 60 ถึง 80 องศาเซลเซียส 
(Shanmugam and Yadav, 1995) ซ่ึงจัดวามชีวงอุณหภูมิทีสู่งกวาเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสที่
ผลิตไดจากเชือ้ราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท 

 

        คาพีเอช และอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละแอกทิวิทีของเชื้อรา
คัดเลือก 4 ไอโซเลทนี้ จะใชในการตรวจสอบปริมาณเอนไซมในการศึกษาตลอดการทดลองนบั
จากนี ้
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6. การพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการผลติเอนไซมนารนิจิเนสของเชือ้ราคัดเลือก  

 

6.1  การศึกษาความเขมขนของกลาเชื้อ (inoculum) ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 

        กอนการพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ไดทํา 
การศึกษาหาความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสม โดยนาํเชื้อราคัดเลือกมาทําการเพาะเลี้ยงดวยกลา
เชื้อในรูปสารละลายสปอร (spore suspension) ที่ระดับความเขมขน 104, 105, 106, 107 และ 108 
สปอรตอมิลลิลิตร เนื่องจากความขมของสารพรูนินเปนหนึ่งในสามสวนของสารนารินจิน 
(Norouzian et al., 1999) และตองการใหเชือ้ผลิตเอนไซมนารินจิเนสทีม่ีแอกทิวิทีของเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสสูง ดังนั้น การพิจารณาขอมูลที่ไดจะพิจารณาจากแอกทวิิทีของเอนไซมอัลฟา-
แรมโนสซิเดสเทานั้น เมื่อเปรียบเทียบขอมลูที่ไดระหวางการใชกลาเชื้อที่ระดับความเขมขนตางๆ 
(ตารางที่ 17) พบวา 

 

        Aspergillus niger PTK-BS1.4 มีความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมเทากบั 105 สปอรตอมิลลิลิตร 

                                     

        Aspergillus niger PTK-BL5.1 มีความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมเทากบั 106 สปอรตอมิลลิลิตร 

 

        Aspergillus niger PTK-BL9.1 มีความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมเทากบั 104 สปอรตอมิลลิลิตร  

       

        Aspergillus niger PTK-PS10 มีความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมเทากบั 106 สปอรตอมิลลิลิตร  
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ตารางที่ 17  ความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อราคัดเลือก 
                    4 ไอโซเลทที่เล้ียงไวเปนเวลา 7 วัน 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
รหัสเชื้อรา 

ความเขมขนของ
กลาเชื้อ (สปอรตอ
มิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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 

 

        เมื่อพิจารณารายงานการศึกษาการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสจากเชือ้ราชนิดตางๆ พบวา 
เชื้อรา Aspergillus niger MTCC 1344 ไดรายงานความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมนารินจิเนส มีคาประมาณ 5 x 105 สปอรตอมิลลิลิตร (Puri et al., 2005) ซ่ึงมีคาใกลเคียงกบั
คาความเขมขนของกลาเชื้อที่ใชสําหรับการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา Aspergillus niger 
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(105 สปอรตอมิลลิลิตร) ตามการศึกษาของ Bram และ Solomons (1965) คาความเขมขน 105 สปอร
ตอมิลลิลิตร ดังกลาวเปนคาความเขมขนทีเ่หมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก 
Aspergillus niger PTK-BS1.4 และคาความเขมขน 106 สปอรตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปนคาความเขมขนที่
เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคดัเลือก Aspergillus niger PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 มี
คาตรงกับที่มีรายงานไวจากเชื้อรา Rhizopus nigricans (106 สปอรตอมิลลิลิตร) ตามการศึกษาของ 
Shanmugam และ Yadav (1995) แตก็มีรายงานพบวาเชือ้รา Penicillium decumbens PTCC 5248 
(107 สปอรตอมิลลิลิตร; Norouzian et al., 2000) ใชความเขมขนของกลาเชื้อสูงกวาคาความเขมขน
ของกลาเชื้อจากเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท 

 
6.2  การศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 
                      เมื่อนําเชื้อราคัดเลือกมาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวจาํนวน 2 สูตร 
ไดแก สูตร synthetic minimal medium และสูตร Czapek-Dox medium ซ่ึงเติมสารนารินจินความ
เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0  
โดยใชความเขมขนของกลาเชื้อที่เหมาะสมสําหรับแตละเชื้อซ่ึงไดจากขอ 6.1 เปนเชื้อเร่ิมตน  
เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการทดลองมีสวนประกอบที่แตกตาง ดงันั้นการพจิารณาคัดเลือก
สูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจะพจิารณาจากคาหนวยเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง 
(Unit/g dry cell weight) ซ่ึงเปนการพิจารณาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการเจริญเติบโตของเชื้อรา
และการผลิตเอนไซม  เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชือ้ 
2 สูตร (ภาพที ่9) พบวา 
 

        Aspergillus  niger PTK-BS1.4,  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมสูตรเดียวกันคือ Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร 
 

        Aspergillus  niger PTK-BL9.1 มีสูตรอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม
คือ synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร 

 
        สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Czapek-Dox medium ซ่ึงเหมาะสมตอการเพาะเลีย้งเชื้อรา

คัดเลือกไอโซเลท PTK-BS1.4,  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 เพื่อผลิตเอนไซมนารินจิเนส  พบวา
นอกจากจะสงเสริมการเจรญิเติบโตของเชื้อราแลวยังเพิ่มปริมาณการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนส-
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ซิเดสและเอนไซมนารินจิเนสอีกดวย  เมื่อเปรียบเทียบสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อของทั้ง 2 
สูตร (ภาคผนวก ก) พบวา อาหารสูตร synthetic minimal medium มีแรธาตุตางๆ ที่เปนสวนประ- 
กอบมากกวาสตูร Czapek-Dox medium  แตสูตร Czapek-Dox medium มีปริมาณสารอาหารมาก 
กวาสูตร synthetic minimal medium ซ่ึงสูตรอาหารนี้เปนอาหารคัดเลือก (selective medium) ที่มี
การเติมปริมาณแรธาตุตางๆ ในปริมาณนอย เพื่อคัดเลือกเฉพาะจุลินทรยีที่ตองการใหเจริญเทานั้น  
ดงันั้นการเจรญิเติบโตของเชื้อราในอาหารสูตรนี้จึงต่ํากวาการเจริญในอาหารสูตร Czapek-Dox 
medium ซ่ึงมีปริมาณสารอาหารที่สงเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อรามากกวา  เพราะฉะนั้นอาหาร
สูตร Czapek-Dox medium ที่เติมสารนารินจินความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตรจะ
ถูกใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลือกทั้ง 3 ไอโซเลทดังกลาวขางตน สําหรับการทดสอบตอเนื่องนบั
จากนี ้
 

        การศึกษาของ Bram และ Solomons (1965) ไดรายงานการใชอาหารสูตร Czapek-
Dox medium เพื่อการเพาะเลี้ยงเชื้อราสําหรับผลิตเอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อ Aspergillus niger 
ไมเพียงแตเทานี้ อาหารสูตร Czapek-Dox medium ยังเปนสูตรอาหารที่ใชในการศึกษาของ Puri 
และคณะ (2005) ซ่ึงศึกษาปจจัยที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อ Aspergillus  
niger MTCC 1344 แตมีความแตกตางจากการทดลองนี้คือ สารนารินเจนิน 0.05 เปอรเซ็นต น้ําหนัก
ตอปริมาตร ถูกเติมแทนที่สารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร ที่ใชในการทดลองนี ้

 
         นอกจากนั้น อาหารสูตรอื่นๆ ก็ถูกใชในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส เชน  อาหาร

สูตร Sabouraud’s dextrose agar ซ่ึงใชในการเพาะเลีย้งเชื้อ Penicillium decumbens PTCC 5248 
(Norouzian et al, 2000)  และอาหารสูตร Aspergillus minimal medium (AMM) ซ่ึงใชในการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ Aspergillus  nidulans เพื่อผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส (Orejas et al., 1999) 
สวนอาหารสตูร minimal medium มีรายงานวาใชในการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเชื้อ 
Aspergillus  nidulans เพื่อนําไปทําใหมีความบริสุทธิ์ (Manzanares et al, 2000) อาหารสูตร 
minimal medium ดังกลาวมคีลายคลึงกับอาหารสูตร synthetic minimal medium ซ่ึงเปนอาหารสูตร
ที่เหมาะสมตอการเพาะเลีย้งเชื้อราคัดเลือกไอโซเลท PTK-BL9.1 แตมคีวามแตกตางกันที่อาหาร
สูตร minimal medium มีการเติมแรมโนสเปนแหลงคารบอนและชวยเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดส ขณะทีอ่าหารสูตร synthetic minimal medium ที่ใชในการทดลองนี้จะเติม
สารนารินจินเปนตัวเหนีย่วนําการผลิตเอนไซมนารินจิเนสและใชเปนแหลงคารบอนสําหรับเชื้อรา 
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ภาพที่ 9  ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร synthetic minimal medium   (     )   และสูตร Czapek-Dox  
               medium (     )  ตอการผลิต (ก) เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส   และ (ข) เอนไซมนาริน- 
               จิเนส จากเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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6.3  การศึกษาแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
                     ไดเพาะเลี้ยงเชือ้ราคัดเลือกในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวสูตรที่เหมาะสมสําหรับแตละ
เชื้อจากขอ 6.2 ซ่ึงมีสารนารินจินเปนตัวเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซม  และเติมแหลงคารบอนเสริม 
(supplemented carbon source) ชนิดตางๆ เพิ่มลงในอาหารดังกลาว แหลงคารบอนเสริมที่นํามา
ศึกษามี 8 ชนิด คือ น้ําตาลกลูโคส (glucose)  ซูโครส (sucrose)  ฟรุกโตส (fructose)  มอลโทส 
(maltose)  แรมโนส (rhamnose)  แปงมันสําปะหลัง (tapioca starch)  แปงขาวโพด (corn starch) 
และสตารชโซลูเบิล (starch soluble) โดยใชความเขมขน 10 กรัมตอลิตร (1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอ
ปริมาตร)  เมื่อเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชือ้ราในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมกีารเติมแหลง
คารบอนเสริมใดๆ ซ่ึงจัดใหเปนตัวควบคุม (control) กับอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เติมแหลงคารบอนเสริม
ชนิดตางๆ (ภาพที่ 10)  พบวา 
 

        Aspergillus  niger PTK-BS1.4,  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10 ควรเติมแรมโนส ซ่ึง
เปนแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม ลงในอาหารเลีย้งเชื้อสูตร Czapek-Dox 
medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 4.0 

 
        Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ไมจําเปนตองเติมแหลงคารบอนเสริมใดๆ ลงในสูตร

อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน 0.1 เปอรเซ็นต น้าํหนักตอ
ปริมาตร และปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 4.0 

 
          สําหรับการทดลองนี้ไดทดสอบโดยเติมสารนารินจินลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อใชเปน
ตัวเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมนารินจิเนส ซึ่งตรงกับงานวิจัยการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา
หลายรายงาน แตจากการศึกษาของ Puri และคณะ (2005) ซ่ึงทําการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสจาก
เชื้อ Aspergillus niger MTCC 1344 ในอาหาร Czapek-Dox medium ไดเติมสารนารินเจนิน 0.05 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร เปนตัวเหนีย่วนาํการผลิตเอนไซม จากการเปรียบเทียบราคาของสาร
นารินจินและสารนารินเจนนิ พบวาสารนารินเจนินมีราคาแพงมาก หากตองเตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้
ในปริมาณสูงจะเสียคาใชจายสูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับการใชสารนารินจินซึ่งราคาถูกกวามากแทน  
ดังนั้นการทดลองนี้จึงเลือกใชสารนารินจนิเปนตวัเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซม  อยางไรก็ดี ถึงแมวามี
บางรายงานที่ใชแรมโนสเปนตัวเหนีย่วนําการผลิตเอนไซมเชนกัน  แตเมื่อเปรียบเทยีบราคาพบวา 
แรมโนสมีราคาสูงกวาสารนารินจินเชนเดยีวกัน  สารนารินจินจึงเปนสารที่เหมาะสมที่จะนํามาใช
ในการทดลองมากที่สุด 
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                     ผลการเพาะเลีย้งเชื้อราคัดเลอืกในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมแหลงคารบอนเสริมตางๆ 
พบวา กรณีของเชื้อราคัดเลือก 3 ไอโซเลท ไดแก Aspergillus  niger PTK-BS1.4,  PTK-BL5.1 และ 
PTK-PS10 เมื่อเติมคารบอนเสริมชนิดตางๆ ลงในอาหารสูตร Czapek-Dox medium  คารบอนตางๆ 
เหลานี้ทําใหเชื้อราเจริญเติบโตมากขึ้น  ซ่ึงพิจารณาไดจากคาน้ําหนักแหง (dry weight)  ที่เพิ่มขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคมุ (control) ซ่ึงไมมีการเติมแหลงคารบอนเสริมใดๆ  และเมื่อพิจารณา
จากคา specific activity จะพบวาเฉพาะแรมโนสเทานั้นที่ทําใหบางเชือ้มีคา specific activity สูงกวา
ตัวควบคุม เชื้อที่กลาวถึงนี้ ไดแก เชื้อราไอโซเลท PTK-PS10 และ PTK-BS1.4  สําหรับเชื้อรา
คัดเลือก PTK-BL5.1 พบวามคีา specific activity ใกลเคียงกับคาที่ไดจากตัวควบคุม  ผลการทดสอบ
ที่ไดบงชี้วาเมือ่เติมแรมโนสลงในอาหารเลีย้งเชื้อ แรมโนสจะชวยสงเสริมใหเชื้อเจริญเติบโตไดดี 
และกระตุนใหเชื้อผลิตเอนไซมไดเพิ่มมากขึ้นดวย ซ่ึงพจิารณาไดจากคา specific activity ซ่ึงเปน
คาที่ไดจากหนวยเอนไซม (Unit) หารดวยปริมาณโปรตีน แสดงใหเหน็วาเชื้อผลิตเอนไซมไดสูง
เมื่อเทียบอัตราสวนกับโปรตนีตัวอ่ืนๆ ทั้งหมด  และเมื่อพิจารณาสัดสวนคา specific activity 
ระหวางการเตมิแรมโนสกับตัวควบคุมจะพบวา การเติมแรมโนสสงผลใหคา specific activity สูง
กวาตวัควบคุมประมาณ 2 ถึง 3 เทา แตเมื่อเทียบสัดสวนน้าํหนักแหงจากขอมูลระหวางการเติม  
แรมโนสกับตวัควบคุมพบวา น้ําหนักแหงของเชื้อราเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมแรมโนสจะสูง
กวาตวัควบคุมประมาณ 3 เทาขึ้นไป  จะเหน็วาเชื้อผลิตเอนไซมไดในสัดสวนเพิ่มขัน้เล็กนอยเมื่อ
เทียบกับน้ําหนักเซลลที่เพิ่มสูงขึ้นหลายเทา  จึงพออนุมานไดวาเชื้อราใชแรมโนสในการนําไปใช
ในการเจริญหรือสรางเซลลมากกวาการผลิตเอนไซม อยางไรก็ดี ปริมาณเอนไซมทีไ่ดจากการเติม
แรมโนสในอาหารเลี้ยงเชื้อ ก็ยังคงมากกวาตัวควบคุม ดงันั้นจึงควรเตมิแรมโนสเปนแหลงคารบอน
เสริมใหแกเชือ้ราไอโซเลท PTK-BS1.4,  PTK-BL5.1 และ PTK-PS10  แมวาการเติมแรมโนสจะทํา
ใหเชื้อผลิตเอนไซมเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยเมื่อเทียบกับน้ําหนักเซลลก็ตาม  แตการจํากดัการเจริญของ
เชื้อมากก็ไมเปนผลดีแกเชื้อเชนกัน  ในทางตรงกันขาม สําหรับเชื้อราไอโซเลท PTK-BL9.1 เมื่อ
เปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชือ้ในอาหารที่มกีารเติมแหลงคารบอนเสริมแตละชนดิ 
เทียบกับตวัควบคุมที่ไมไดเตมิแหลงคารบอนใดๆ มีแตเฉพาะสารนารินจิน ความเขมขน 0.1 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร พบวา การเติมแหลงคารบอนเสริมทุกชนิดจะสงเสริมการเจริญ 
เติบโตของเชื้อรา แตไมเพิ่มการผลิตเอนไซมตามน้ําหนกัเซลลที่เพิ่มขึ้น แสดงวา เชื้อราใชแหลง
คารบอนที่เติมไปในการสรางเซลลสูงกวาการผลิตเอนไซม  ฉะนั้นสําหรับเชื้อราไอโซเลทนี้จึงพอ
สรุปไดวา ไมจําเปนตองเพิม่แหลงคารบอนเสริมในการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
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ภาพที่ 10  ผลของการเติมแหลงคารบอนเสริมตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเชื้อรา 
                 คัดเลือก  Aspergillus niger (ก)  PTK-BS1.4       (ข)  PTK-BL5.1        (ค) PTK-BL9.1   
                 และ (ง) PTK-PS10            หมายถึง น้ําหนักเซลลแหง (กรัม) 
                                                        Control  หมายถึง  อาหารที่ไมมีการเติมแหลงคารบอนเสริมใดๆ 
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ภาพที่ 10  (ตอ) 
                 หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
                 Control  หมายถึง  อาหารที่ไมมกีารเติมแหลงคารบอนเสริมใดๆ 
 

0.00

20.00

40.00

60.00

80.00

100.00

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)
 

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

30.00

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)
 

ค 

ง 

  87 



 

        มีรายงานการศึกษาแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจากเชื้อ 
Aspergillus  niger MTCC 1344 ซ่ึงใชอาหารสูตร Czapek-Dox medium พบวา ใชโมลาส 
(molasses) เปนแหลงคารบอนเสริมในการผลิตเอนไซมนารินจิเนส (Puri et al., 2005)  สําหรับ
การศึกษาของ Bram และ Solomons (1965) ไดใช corn steep liquor เปนแหลงคารบอนในการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ  Aspergillus  niger เพื่อผลิตเอนไซมนารินจิเนส  ในขณะที่มีหลายรายงานซึ่งใช   
แรมโนสเปนแหลงคารบอนในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสเชนเดียวกับการทดลองที่ไดนี้ อาทิ 
การศึกษาของ Manzanares และคณะ (2000) ซ่ึงศึกษาการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจาก
เชื้อ Aspergillus nidulans และการศึกษาของ Orejas และคณะ (1999) ซ่ึงศึกษาการผลิตเอนไซม
อัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเชือ้ Aspergillus nidulans  ดวยเชนเดยีวกัน สําหรับการศึกษาของ 
Elinbaum และคณะ (2002) ไดใชสารนารนิจินหรือแรมโนสเปนทั้งแหลงคารบอนและตัวเหนีย่วนํา
การผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในการเพาะเลีย้งเชื้อ Aspergillus terreus บนอาหารแข็ง ซ่ึง
ไดผลการศึกษาเชนเดยีวกับการศึกษาของ Norouzian และคณะ (2000) ซ่ึงเพาะเลี้ยงเชือ้ Penicillium 
decumbens PTCC 5248 เพื่อผลิตเอนไซมนารินจิเนส คอื ใชทั้งแรมโนสหรือสารนารินจินเปน
แหลงคารบอน แตมีรายงานการศึกษาเพิม่เติมในรายงานดังกลาววา สารนารินจินเปนแหลง
คารบอนที่เหมาะสมที่สุด ซ่ึงนอกจากสามารถเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมนารินจิเนสไดดีแลว ยัง
สามารถเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบตีา-กลูโคสซิเดสที่เปน
องคประกอบของเอนไซมนารินจิเนสไดดอีีกดวย  จากผลการทดลองของ Norouzian และคณะ 
(2000) นี้จะตรงกับผลที่ไดจากเชื้อไอโซเลท PTK-BL9.1 ซึ่งพบวาไมจาํเปนตองเติมแหลงตารบอน
เสริมใดๆ แตใชสารนารินจิน ซ่ึงเปนตัวเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซม เปนแหลงคารบอนไปในตวัดวย 
 
                     นอกจากรายงานที่กลาวถึง  Bram และ Solomons (1965) ยังรายงานวา น้ําตาลกลูโคส  
ซูโครส และแปง มีผลยับยั้งการผลิตเอนไซมนารินจิเนส ถึงแมวาสารประกอบดังกลาวจะสงเสริม
การเจริญเติบโตของเชื้อไดเปนอยางดกี็ตาม  ซ่ึงการทดลองครั้งนี้ก็ไดใชสารตางๆ ดงักลาวเชนกนั 
และไดผลที่ตรงกับผลจากรายงานดังกลาว  และตรงกับรายงานของ Puri และคณะ (2005) ซ่ึงได
รายงานถึงผลการยับยั้งของกลูโคส ซูโครส และแปงที่มตีอการผลิตเอนไซมดวยเชนเดียวกัน 
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6.4  การศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 

                     จากผลสรุปสําหรับชนิดของแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจาก
เชื้อราคัดเลือก 3 ไอโซเลท ซ่ึงบงชื้วา แรมโนส เปนแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสม จงึไดทําการ 
ศึกษาความเขมขนของแรมโนสที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม  ดวยการปรับเปลี่ยนความเขมขน
เปน 1.25,  2.5,  3.75,  5,  10,  15,  20  และ 25 กรัมตอลิตร หรือ 0.125,  0.25,  0.375,  0.5,  1,  1.5,  
2  และ  2.5  เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ตามลําดับ ซ่ึงไดทดสอบครั้งแรกโดยปรับเปลี่ยนความ
เขมขนของแรมโนสเปน  5,  10,  15,  20 และ 25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (ภาพที่ 11ก, 12ก และ13ก)  
เมื่อพิจารณาจากคา specific activity พบวาปริมาณแรมโนสที่ใหแอกทวิิทีสูงสุด คือ 5 กรัมตอลิตร  
จึงไดทําการทดสอบครั้งตอมา โดยลดปรมิาณแรมโนสลงอีกเปน 1.25,  2.5,  3.75 และ 5 กรัมตอ
ลิตร (ภาพที่ 11ข, 12ข และ13ข)  และพจิารณาจากคา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนส
ซิเดส  เนื่องจากการคัดเลือกคร้ังที่ผานมา จะพิจารณาจากขอมูลของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส
เปนเกณฑ การคัดเลือกขั้นนีไ้ดพิจารณาจากปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเชนเดียวกัน  
สําหรับกรณีคดัเลือกสูตรอาหารในขอ 6.2  ปจจัยที่มีผลเขามาเกี่ยวของคือ น้ําหนักแหง เพราะ
อาหารแตละสตูรมีผลตอการเจริญของเชื้อแตกตางกัน คาที่นํามาพิจารณาคัดเลือกจึงใชคาหนวย
เอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (Unit/g dry cell weight) แทน  จากขอมลูที่ไดพบวา 
 

        Aspergillus  niger PTK-BS1.4 และ PTK-PS10 ควรเติมแรมโนสเปนแหลงคารบอน
เสริมในปริมาณ 3.75 กรัมตอลิตร 
 

        สําหรับ Aspergillus  niger PTK-BL5.1 ควรเติมแรมโนสเปนแหลงคารบอนเสริมใน
ปริมาณ 5.0 กรัมตอลิตร  
 

        เนื่องจากผลการทดลองจากขั้นทีแ่ลวพบวา ไมจําเปนตองเติมแหลงคารบอนเสริมใดๆ 
ใหแกเชื้อ  Aspergillus  niger PTK-BL9.1 และเมื่อเปรียบเทียบผลจากเชื้อราไอโซเลทนี้กับเชื้อรา
คัดเลือก 3 ไอโซเลทที่เหลือ  พบวาผลการทดลองที่ไดจากเชื้อรา Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ไม
เปนไปในแนวเดียวกับเชื้อราไอโซเลทอื่นที่มีการเติมแรมโนสเปนแหลงคารบอนเสริม  ฉะนั้นเพื่อ
ตองการตรวจสอบเพิ่มเติมใหมั่นใจวาไมจาํเปนตองเติมแรมโนสเปนแหลงคารบอนเสริมจริง จึง
ทดลองเพาะเลีย้งเชื้อรา  Aspergillus  niger PTK-BL9.1 อีกครั้งโดยปรบัเพิ่มความเขมขนของแรม-
โนสในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 5, 10, 15, 20 และ 25 กรัมตอลิตร โดยมีแนวคิดวาการทดสอบขั้นที่แลว
อาจใชแรมโนสในปริมาณทีต่่ําเกินไป ผลการทดสอบจึงไมเปนในทางเดียวกับเชื้อราคัดเลือกอ่ืนๆ  
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จากผลการทดสอบจากเชื้อรา Aspergillus  niger PTK-BL9.1 (ภาพที่ 14)  พบวา การเติมแรมโนส
ชวยใหเชื้อรามีการเจริญเตบิโตที่ดีขึ้น โดยพิจารณาไดจากน้ําหนักแหงของเชื้อราที่เพาะเลี้ยงใน
อาหารที่เติมแรมโนสความเขมขนตางๆ ซ่ึงมีคาเพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคมุที่ไมมีการเตมิ
แรมโนส  แตเมื่อพิจารณาผลการผลิตเอนไซมจากคา specific activity พบวา ตวัควบคุมยังคงให
ปริมาณเอนไซมสูงที่สุด แตเมื่อความเขมขนของแรมโนสเพิ่มขึ้น ปริมาณเอนไซมกลับลดลง ผล
การทดสอบนีบ้งชี้วา แรมโนสเปนสารยับยั้งการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือกไอโซเลท PTK-
BL9.1  และใหผลการทดสอบที่จึงยืนยันวาการเพาะเลีย้งเชื้อราดังกลาวไมจําเปนตองเติมแหลง
คารบอนเสริม  การที่ผลจากเชื้อราไอโซเลทนี้ ไมเปนไปในแนวเดียวกบัเชื้อราคัดเลือกไอโซเลทอื่น 
อาจเปนเพราะสภาวะการเลี้ยงจากการศึกษาและไดสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตางชนิดกับสูตร
อาหารสําหรับเชื้อราคัดเลือก 3 ไอโซเลท ซ่ึงเชื้อรา Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ใชสูตรอาหาร
synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจินเปนตัวเหนี่ยวนําการผลิตเอนไซมและเปนแหลง
คารบอนรวม  ขณะที่เชื้อรา 3 ไอโซเลท ใชสูตรอาหาร Czepek-Dox medium ที่เติมสารนารินจิน
เปนตัวเหนีย่วนําและใชแรมโนสเปนแหลงคารบอนเสริม 
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ภาพที่ 11  ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
                 (ก)  แรมโนสความเขมขน 5 ถึง 25 กรัมตอลิตร 
                 (ข)  แรมโนสความเขมขน 1.25 ถึง 5 กรัมตอลิตร 

                หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control  หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่ไมมีการเติมแรมโนส 
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ภาพที่ 12  ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
                 (ก)  แรมโนสความเขมขน 5 ถึง 25 กรัมตอลิตร 
                 (ข)  แรมโนสความเขมขน 1.25 ถึง 5 กรัมตอลิตร 

                หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control  หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่ไมมีการเติมแรมโนส 

ก 
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ภาพที่ 13  ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขนตางๆ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 
                 (ก)  แรมโนสความเขมขน 5 ถึง 25 กรัมตอลิตร 
                 (ข)  แรมโนสความเขมขน 1.25 ถึง 5 กรัมตอลิตร 

                หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control  หมายถึง อาหารชนิด Czapek-Dox medium ที่ไมมีการเติมแรมโนส 
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ภาพที่ 14  ผลของการเติมแรมโนสดวยความเขมขน 5 ถึง 25 กัมตอลิตร และการไมเตมิแรมโนสใน 
                 อาหารเลี้ยงเชื้อ ตอการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก 
                  Aspergillus  niger  PTK-BL9.1 

                 หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                 หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
     Control  หมายถึง อาหารชนิด synthetic minimal medium ที่ไมมีการเติมแรมโนส 
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6.5  การศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
       ไดทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราคัดเลือกแตละไอโซเลทในอาหารเลี้ยงเชือ้เหมาะสมแบบ

เหลวที่เติมชนดิและปริมาณคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม  ดวยการปรับเปลี่ยน
ชนิดของสารอาหารที่ใชเปนแหลงไนโตรเจนแทนสารอาหารที่เปนแหลงไนโตรเจนเดิม  แหลง
ไนโตรเจนตางๆ ที่ใชปรับเปลี่ยน ไดแก 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)  เคซีนที่สกดัดวยกรด (casein acid hydrolysate)  กากถั่วเหลือง (soyabean meal) 
และซอยยาเปปโตน (soya peptone)  สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร synthetic minimal medium ใช
ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน 5 กรัมตอลิตร (0.5 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร) แตสําหรับ
อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร Czapek-dox medium ใชความเขมขน 2 กรัมตอลิตร (0.2 เปอรเซ็นต น้ําหนกั
ตอปริมาตร) สําหรับการใชเกณฑพิจารณาสําหรบัคัดเลือกแหลงไนโตรเจน ไดใชคาหนวยเอนไซม
ตอน้ําหนกัเซลลแหง เนื่องจากสารอาหารที่เปนแหลงไนโตรเจนบางชนิดมีโปรตีนเปนองคประ- 
กอบ  ทําใหการพิจารณาจากคา specific activity มีความผดิพลาด เนื่องจากปริมาณโปรตีนและ/หรือ
สารที่เปนแหลงไนโตรเจนเปนองคประกอบในสูตรอาหาร ซ่ึงรบกวนปฏิกิริยาการวดัปริมาณ
โปรตีน เชน แอมโมเนียม เปนตน  จากการเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชือ้ราในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มกีารเติมแหลงไนโตรเจนชนิดเดิม ซ่ึงจัดเปนตัวควบคุม (control) กับอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เติมแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ พบวา 

 
        Aspergillus  niger PTK-BS1.4  ใชโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจนในสูตร

อาหารเมื่อตองการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสใหมีปริมาณสูง (ภาพที่ 15ก)  แตใชซอยยา-  
เปปโตนเปนแหลงไนโตรเจนเมื่อตองการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง (ภาพที่ 15ข) 

 
        Aspergillus  niger PTK-BL5.1 ใชโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจนในสูตร

อาหารเมื่อตองการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสใหมีปริมาณสูง (ภาพที่ 16ก)  แตถาตองการ
ผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง สามารถใชไดทั้งกากถั่วเหลือง (soyabean meal) หรือ
แอมโมเนียมซัลเฟท (ภาพที่ 16ข) เพราะทั้ง 2 แหลงไนโตรเจนใหปริมาณเอนไซมนารินจิเนสสูง
ใกลเคียงกัน 
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        Aspergillus  niger PTK-PS10  ใชซอยยาเปปโตนเปนแหลงไนโตรเจนในสูตรอาหาร
เมื่อตองการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสใหมีปริมาณสูง (ภาพที่ 17ก) แตใชโซเดียมไนเตรท
เปนแหลงไนโตรเจนเมื่อตองการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง (ภาพที่ 17ข) 

 
        Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ใชเปปโตน เปนแหลงไนโตรเจนในสูตรอาหารเมื่อ

ตองการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสหรือเอนไซมนารินจิเนสใหไดปริมาณสูง (ภาพที่ 18) 
 

                     จากการศึกษาของ Puri และคณะ (2005) พบวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการ
ผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา Aspergillus  niger MTCC 1344 ในอาหารสูตร Czapek-Dox 
medium คือ เปปโตน ซ่ึงตรงกับการศึกษาการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อรา Penicillium 
decumbens PTCC 5248 ของ Norouzian และคณะ (2000) และการผลิตเอนไซมดังกลาวจากเชื้อรา
คัดเลือกไอโซเลท PTK-BL9.1 ที่ไดทําการศึกษาในการทดลองนี้ นอกจากนี้ Bram และ Solomons 
(1965) ไดศึกษาการผลิตเอนไซมนารินจิเนสจากเชื้อ Aspergillus  niger และพบวากากถั่วเหลือง
และสารสกัดยสีตเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม ซ่ึงคลายกับผลการทดสอบที่ไดจากเชื้อราไอ-
โซเลท PTK-BL5.1  สําหรับการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส มีรายงานการศกึษาโดย 
Manzanares และคณะ (2000) ซ่ึงพบวาสารสกัดยีสตเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการ
ผลิตเอนไซมจากเชื้อ Aspergillus nidulans 
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ภาพที่ 15  ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิต (ก) เอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดส และ  (ข) เอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BS1.4 

                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
                หมายถึง ปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซม) ตอน้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control หมายถึง อาหาร Czapek-Dox medium ที่เติมโซเดียมไนเตรทเปนแหลง 
    ไนโตรเจน 
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ภาพที่ 16  ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิต (ก) เอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดส และ (ข) เอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL5.1 

                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
                หมายถึง ปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซม) ตอน้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control หมายถึง อาหาร Czapek-Dox medium ที่เติมโซเดียมไนเตรทเปนแหลง 
    ไนโตรเจน 
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ภาพที่ 17  ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิต (ก) เอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดส และ (ข) เอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-PS10 

                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
                หมายถึง ปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซม) ตอน้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control หมายถึง อาหาร Czapek-Dox medium ที่เติมโซเดียมไนเตรทเปนแหลง 
    ไนโตรเจน 
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ภาพที่ 18  ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิต (ก) เอนไซมอัลฟา-แรมโนส- 
                 ซิเดส และ (ข) เอนไซมนารินจิเนส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger PTK-BL9.1 

                หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
                หมายถึง ปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซม) ตอน้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
    Control หมายถึง อาหาร synthetic minimal medium ที่เติมแอมโมเนียมไนเตรทเปน 
    แหลงไนโตรเจน 
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6.6  การศึกษาความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
                      
                     เมื่อทราบชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม  จึงไดศึกษาหา
ความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมดังกลาวสําหรับเชื้อราแตละไอโซเลท  โดยทําการ
ปรับความเขมขนของแหลงไนโตรเจนดวยความเขมขน 1.25,  2.5,  3.75,  5,  10,  15,  20  และ  25  
กรัมตอลิตร หรือ 0.125,  0.25,  0.375,  0.5,  1,  1.5,  2 และ 2.5 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร 
ตามลําดับ  สําหรับเกณฑที่ใชในการพจิารณาคัดเลือก จะพิจารณาจากคา specific activity เนื่องจาก
เปนการพิจารณาปริมาณเอนไซมจากสารชนิดเดยีวกันทีร่ะดับความเขมขนตางกัน  เมื่อเปรียบเทียบ
ผลการทดสอบที่ไดระหวางการเติมแหลงไนโตรเจนดวยความเขมขนตางๆ โดยพิจารณาจากคา 
specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนส พบวา 
 

        Aspergillus  niger PTK-BS1.4  มีแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 2 แหลงคือ โซเดียม-
ไนเตรทเมื่อตองการผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสใหมีปริมาณสูง และซอยยาเปปโตนเปน
แหลงไนโตรเจนเมื่อตองการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง จากผลการทดสอบโดย
พิจารณาปริมาณเอนไซมทั้งเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมนารินจิเนส พบวาความ
เขมขนของโซเดียมไนเตรท (ภาพที่ 19) และซอยยาเปปโตน (ภาพที่ 20) ที่เหมาะสมมีคาเทากัน คือ 
2.5 กรัมตอลิตร  และเมื่อพิจารณาเปรียบเทยีบปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซมตอน้ําหนักเซลล
แหง; ตารางผนวกที่ 8 และ 9) ทั้ง 2 เอนไซมที่ไดจากแหลงไนโตรเจนทั้ง 2 ชนิดขางตนคือ โซเดียม
ไนเตรทและซอยยาเปปโตน พบวาแหลงไนโตรเจนทั้ง 2 ชนิด ใหปริมาณเอนไซมใกลเคียงกัน  
ดังนั้น จึงสามารถเลือกใชแหลงไนโตรเจนไดทั้ง 2 ชนดิในปริมาณเทากันคือ 2.5 กรัมตอลิตร 
สําหรับเชื้อราไอโซเลท PTK-BS1.4 
 

        Aspergillus  niger PTK-BL5.1  มีแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 3 แหลงคือ โซเดียม-
ไนเตรท (ภาพที่ 21)  กากถั่วเหลือง (soyabean meal; ภาพที่ 22) และแอมโมเนียมซัลเฟท (ภาพที่ 
23) ซ่ึงความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงไนโตรเจนทั้ง 3 เรียงตามลําดับ คือ 3.75,  2.5  และ  1.25  
กรัมตอลิตร  และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง;  
ตารางผนวกที ่10,  11 และ 12) ทั้ง 2 เอนไซมที่ไดจากแหลงไนโตรเจนทั้ง 3 ชนิดขางตน คือ 
โซเดียมไนเตรท  กากถั่วเหลือง (soyabean meal) และแอมโมเนียมซัลเฟท  พบวา โซเดียมไนเตรท
ใหปริมาณเอนไซมทั้ง 2 แอกทิวิทีสูงกวากากถั่วเหลืองและแอมโมเนยีมซัลเฟทเปนอยางมาก  
ดังนั้น สําหรับเชื้อราไอโซเลท PTK-BL5.1 ควรเลือกใชเฉพาะโซเดียมไนเตรทเปนแหลง
ไนโตรเจนดวยความเขมขน  3.75 กรัมตอลิตร 
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        Aspergillus  niger PTK-PS10 มีแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 2 แหลงคือ ซอยยาเปป- 
โตน (ภาพที่ 24) และโซเดยีมไนเตรท (ภาพที่ 25)  โดยพบวา ความเขมขนที่เหมาะสมของซอยยา-
เปปโตน คือ 1.25 กรัมตอลิตร  ขณะที่โซเดยีมไนเตรทมีความเขมขนที่เหมาะสม 2 คา คือ ถาตอง 
การผลิตเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในปริมาณสูง ควรใชความเขมขน 2.5 กรัมตอลิตร (ภาพที่ 25
ก) แตถาตองการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในปริมาณสูง ควรใชความเขมขน 3.75 กรัมตอลิตร (ภาพ
ที่ 25ข)  และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบปริมาณเอนไซม (หนวยเอนไซมตอน้ําหนกัเซลลแหง; ตาราง
ผนวกที่ 13 และ 14) ทั้ง 2 เอนไซมที่ไดจากแหลงไนโตรเจนทั้ง 2 ชนดิขางตน คือ ซอยยาเปปโตน
และโซเดียมไนเตรท จะพบวาแหลงไนโตรเจนทั้ง 2 ชนดิ ใหปริมาณเอนไซมใกลเคยีงกัน  ฉะนั้น 
สําหรับเชื้อราไอโซเลท PTK-PS10 จึงสามารถเลือกใชแหลงไนโตรเจนไดทั้ง 2 ชนิดคือ ซอยยา-  
เปปโตนใชในปริมาณ 2.5 กรัมตอลิตร สวนโซเดียมไนเตรทใชในปรมิาณระหวาง 2.5 ถึง 3.75 กรัม
ตอลิตร 

 
        Aspergillus  niger PTK-BL9.1     มีแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมเพียงอยางเดียว คือ  

เปปโตน และควรใชที่ความเขมขน 1.25 กรัมตอลิตร (ภาพที่ 26) 
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ภาพที่ 19  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                   หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                   หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 20  ผลของการเติมซอยยาเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 21  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 22  ผลของการเติมกากถั่วเหลืองดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 

 

0.00

60.00

120.00

180.00

240.00

300.00

1.25 2.50 3.75 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00

Soyabean meal concentration (g/l)

Sp
ec

ifi
c 

ac
tiv

ity
 o

f a
lp

ha
-

rh
am

no
si

da
se

 (U
/m

g 
pr

ot
ei

n)

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

D
ry

 w
ei

gh
t (

g)
0.00

30.00

60.00

90.00

120.00

150.00

1.25 2.50 3.75 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00

Soyabean meal concentration (g/l)

Sp
ec

ifi
c 

ac
tiv

ity
 o

f 
na

rin
gi

na
se

 (U
/m

g 
pr

ot
ei

n)

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

D
ry

 w
ei

gh
t (

g)

ก 

ข 

106 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 23  ผลของการเติมแอมโมเนียมซัลเฟทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการ 
                 ผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 24  ผลของการเติมซอยยาเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร  ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 25  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                    หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม) 
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ภาพที่ 26  ผลของการเติมเปปโตนดวยความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตร  ที่มีตอการผลิต 
                 เอนไซมจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL9.1 
                   (ก)   คา specific activity ของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส  
                   (ข)   คา specific activity ของเอนไซมนารินจิเนส 

                    หมายถึง คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
                  หมายถึง น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม)  
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สรุปผลการทดลอง  
 
 การเก็บตวัอยางจากสิ่งแวดลอมตามที่ตางๆ ทั้งในประเทศไทยและประเทศจีน มีจํานวน
รวมทั้งสิ้น 11 แหลง ไดตวัอยางรวม 128 ตัวอยาง  เมื่อนํามาทําการคัดแยกเชื้อราที่มีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับปฐมภูมิดวยการเลี้ยงบนอาหารแข็งคัดเลือกที่มีสารนารินจิน
เปนแหลงคารบอน แยกไดเชื้อราบริสุทธิ์จํานวน 348 ไอโซเลท 
 
 สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการตรวจสอบการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสระดับทุติยภูมิ
จากเชื้อรา  คือ อาหารเลี้ยงเชือ้ชนิด synthetic minimal medium ที่เติมสารนารินจิน ความเขมขน 0.1 
เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และปรับคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 4.0 
 
 การคัดเลือกเชือ้ราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับทุติยภูมิ จะ
ทดสอบความสามารถในการสลายสารนารินจิน ซ่ึงเปนซับสเตรตของเอนไซมนารินจิเนส ของเชื้อ
ราที่แยกไดจากการคัดเลือกระดับปฐมภูมิ ดวยการเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวสูตร 
synthetic minimal medium ที่มีสารนารินจินความเขมขน 0.1 เปอรเซน็ต น้ําหนักตอปริมาตร และ
ปรับคาพีเอชเริ่มตนเปน 4.0   ดวยระยะเวลาที่เหมาะสมคือ 7 วัน พบเชื้อราที่มีความสามารถในการ
สลายสารนารินจินที่อุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 4.0 จํานวน 40 ไอโซเลท จากเชื้อราจํานวน
ทั้งหมด 348 ไอโซเลท 
 
 การคัดเลือกเชือ้ราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสระดับตติยภูมิเปนการ
คัดเลือกเชื้อราตามความสามารถของเอนไซมนารินจิเนสที่ทํางานไดในสภาวะทีต่องการ ไดแก 
สภาวะทีม่ีอุณหภูมิสูงคือ 50  55 และ 60 องศาเซลเซียส  แตมีคาพีเอชต่ําคือ พีเอช 3.0 และ 4.0 ซ่ึง
ตองทําการพิจารณาผลการทดลองเพื่อใชในการคัดเลือกเชื้อรารวมกับผลการตรวจสอบปริมาณ
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสและเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส ที่อุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 
4.0  พบวาสามารถคัดเลือกเชื้อราที่มีคุณสมบัติตรงตามตองการซึ่งจะนาํไปศึกษาตอในขั้นตอไป
จํานวน 4 ไอโซเลท จากเชื้อราทั้งหมด 40 ไอโซเลท ไดแก PTK-PS10, PTK-BS1.4, PTK-BL5.1 
และ PTK-BL9.1  โดยเชื้อราแตละไอโซเลทมีคุณสมบัติดังนี ้
 
 เชื้อราไอโซเลท PTK-BL9.1 ใหปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสสูงที่สุด แตมีปริมาณ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสต่ํา 
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 เชื้อราไอโซเลท PTK-BS1.4 และ PTK-BL5.1 ใหปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
ใกลเคียงกับปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส  
 

เชื้อราไอโซเลท PTK-PS10 ใหปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสในปริมาณสูงกวา
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 

 
 การจัดจําแนกชนิดของเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท พบวาทั้ง 4 ไอโซเลทเปนชนิด 
Aspergillus niger 
 

การตรวจสอบความเปนพษิตอเซลล (cytotoxicity test) ดวยวิธี MTT assay โดยใช cell 
lines 3 ชนิด ไดแก L929 (mouse lung connective tissue),  BHK21 (baby hamster kidney standard) 
และ HepG2 (human hepatocyte cell line)  ผลการตรวจพบวา เชื้อราทัง้ 4 ไอโซเลทมีคา IC50 อยู
ระหวาง 1.28 ถึง 5.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และความเขมขนที่ปลอดภยัตอการนําตวัอยางเอนไซม
ดิบของเชื้อ Aspergillus  niger ทั้ง 4 ไอโซเลทไปใชคือ ไมเกิน 1.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

การศึกษาปริมาณเอนไซมของสารสกัดแหงแบบแชเยือกแข็ง (lyophilized extract) เมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมที่มีในเอนไซมดิบแชเยือกแข็งกับผลตรวจความเปนพิษตอเซลลจากคา 
IC50 พบวา 

 
Aspergillus  niger PTK-PS10 ใหคาความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตวัอยางเอนไซมดิบ

ในรูปแชเยือกแข็งไปใชคือ ไมเกิน 1.84 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่ํากวาคือ 
1.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรมีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากับ 0.266 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.289 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.016 หนวยตอมิลลิลิตร 

 
Aspergillus  niger PTK-BS1.4 ใหคาความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนําตวัอยางเอนไซมดิบ

ในรูปแชเยือกแข็งไปใชคือ ไมเกิน 2.63 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่ํากวาคือ 2.5 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากบั 0.359 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.254 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.011 หนวยตอมิลลิลิตร 
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Aspergillus  niger PTK-BL5.1 ใหคาความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนาํตัวอยางเอนไซมดิบ
ในรูปแชเยือกแข็งไปใชคือ ไมเกิน 1.28 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่ํากวาคือ 
1.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากับ 0.286 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.261 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.022 หนวยตอมิลลิลิตร 

 
Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ใหคาความเขมขนที่ปลอดภัยตอการนาํตัวอยางเอนไซมดิบ

ในรูปแชเยือกแข็งไปใชคือ ไมเกิน 1.86 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงที่ระดับความเขมขนต่ํากวาคือ 
1.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเอนไซมนารินจิเนสเทากับ 0.384 หนวยตอมิลลิลิตร (Unit/ml) 
ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสเทากบั 0.298 หนวยตอมิลลิลิตร และปริมาณเอนไซมบีตา-
กลูโคสซิเดสเทากับ 0.013 หนวยตอมิลลิลิตร 

 
การศึกษาคาพเีอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม พบวา 

 
 Aspergillus  niger PTK-BS1.4 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา- 
แรมโนสซิเดส  เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ที่คาพีเอชเดียวกนัคือ 4.0 

 
Aspergillus  niger PTK-BL5.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา- 

แรมโนสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ทีพ่ีเอช 4.0 และ 3.0 ตามลําดับ 
 
Aspergillus  niger PTK-BL9.1 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา- 

แรมโนสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนสที่คาพีเอชเดยีวกันคือ 4.0 
 
Aspergillus  niger PTK-PS10 มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-   

แรมโนสซิเดส  เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนส ที่ 5.0,  4.0  และระหวางพเีอช 
4.0 ถึง 6.0 ตามลําดับ 

 
การศึกษาอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมพบวา 

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

PTK-PS10 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซม   

113 



 

นารินจิเนสที่อุณหภูมิเดยีวกนัคือ 60 องศาเซลเซียส  และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของ
เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสมีคาอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส 

 
Aspergillus  niger PTK-BL9.1 มีอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา- 

แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส  ขณะที่อุณหภูมิ
ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนารนิจิเนสอยูที่ 60 องศาเซลเซียส 

 
Aspergillus  niger PTK-PS10 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมอัลฟา-  

แรมโนสซิเดส และเอนไซมนารินจิเนสที่อุณหภูมิเดยีวกนัคือ 60 องศาเซลเซียส  ขณะที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสอยูระหวาง 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส  

 
การพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมนารินจิเนส และปริมาณ

เอนไซมที่ผลิตไดจากเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท สรุปไดดังตารางที่ 18 
 

 ประโยชนที่ไดจากงานวิจยันี้คือ สามารถคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถผลิตเอนไซม     
นารินจิเนสในปริมาณสูง และเอนไซมดังกลาวทํางานไดดีที่พีเอชเปนกรดและอุณหภมูิสูง ซ่ึงเปน
สภาวะทีพ่บในกระบวนการผลิตน้ําผลไมในระดบัอุตสาหกรรม รวมทัง้สามารถพัฒนาสูตรอาหาร
เล้ียงเชื้อใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลอืกทั้ง 4 ไอโซเลท  นอกจากนี้ยังได      
ประโยชนเพิม่จากผลจากงานวิจยัคร้ังนี้ โดยสามารถใชเปนขอมูลพื้นฐานในการทํางานวิจยัตอเนื่อง
ในอนาคตในการผลิตเอนไซมนารินจิเนสในระดบัอุตสาหกรรมโดยใชถังหมัก (fermentor) ในการ
ผลิต 
 

งานวิจยัตอเนือ่งที่ควรศึกษา คือ (1) สภาวะแวดลอมที่มผีลตอการผลิตเอนไซมเพิ่มขึน้ อาทิ 
สภาวะพีเอชเริม่ตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ  อุณหภูมิทีใ่ชในการบมเชื้อรา และอัตราการใหอากาศ เปน
ตน  (2) ชนิดและความเขมขนของซับสเตรตที่ใชในการเหนี่ยวนําใหเชือ้ราผลิตเอนไซมก็เปนปจจยั
สําคัญที่ควรศึกษาเชนเดยีวกนั เพื่อใหเชื้อราผลิตเอนไซมไดปริมาณสูงสุด  โดยเริ่มศกึษาจากชนิด
ของซับสเตรตเหนีย่วนําที่เหมาะสม และนาํไปสูการศึกษาความเขมขนของซับสเตรตเหนีย่วนําที่
เหมาะสม  (3) ตัวยับยั้งการผลิตเอนไซม (inhibitor) ซ่ึงเปนปจจยัที่สําคัญอีกประการหนึ่ง โดยเริ่ม
ศึกษาในระดับฟลาสกกอน เพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานในการผลิตระดับถังหมัก  (4) ลักษณะในการ
เพาะเลี้ยงทีเ่หมาะสมตอการผลิต เชน ควรหมักแบบเบ็ดเสร็จ (batch culture)  หมักแบบตอเนื่อง 
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(continous culture) หรือแบบกึ่งเบ็ดเสร็จ (fed-batch culture)  เปนตน  และ (5) ลักษณะการเติมตัว
เหนีย่วนํา ซ่ึงเปนแบบตอเนือ่ง (continuous) หรือเติมแบบเปนขั้นๆ (stepwise) เพื่อเพิ่มการผลิต
เอนไซมนารินจิเนส  ซ่ึงการผลิตเอนไซมจากเชื้อราทั้งหมดที่กลาวถึงดงักลาวจะตองคํานึงถึงตนทุน
ในการผลิตควบคูไปดวย  จากการศึกษาตนทุนในการผลิตเอนไซมนารนิจิเนสที่มีแอกทิวิทีของ
เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดสในปริมาณสงูของเชื้อราคัดเลือกทั้ง 4 ไอโซเลท (ตารางผนวกที่ 12) 
พบวา 
 

Aspergillus  niger PTK-BL9.1 ใชตนทุนในการผลิตประมาณ 69.45 บาทตอลิตร 
 
Aspergillus  niger PTK-PS10 ใชตนทุนในการผลิตประมาณ 628.60-629.92 บาทตอลิตร

กรณีเลือกใชโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน ดวยความเขมขนทีเ่หมาะสมระหวาง 2.5-3.75 
กรัมตอลิตร  ขณะที่ตนทุนการผลิตจะมีคาประมาณ  630.53 บาทตอลิตร กรณีเมื่อเลือกซอยยาเปป- 
โตนเปนแหลงไนโตรเจน ดวยความเขมขนที่เหมาะสม  1.25 กรัมตอลิตร 

 
Aspergillus  niger PTK-BS1.4 ใชตนทุนในการผลิตประมาณ 628.60 บาทตอลิตร กรณี

เลือกโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน ดวยความเขมขนที่เหมาะสม  2.5 กรัมตอลิตร ขณะที่
ตนทุนการผลิตมีคาประมาณ 635.08 บาทตอลิตร กรณีเลือกซอยยาเปปโตนเปนแหลงไนโตรเจน 
ดวยความเขมขน 2.5 กรัมตอลิตร 

 
Aspergillus  niger PTK-BL5.1 ใชตนทุนในการผลิตประมาณ  819.92 บาทตอลิตร 

 
 ราคาตนทุนการผลิตขางตนแตกตางกันในแตละเชื้อรา เนือ่งจากเชื้อราแตละชนิดใชสูตร
อาหารที่เหมาะสมตางกัน และใชองคประกอบที่เติมลงในอาหารปริมาณตางกนั นอกจากนี้ ราคา
ตนทุนการผลิตอาจเปลี่ยนแปลงได  ขึ้นอยูกับราคาของสารที่เปนองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ทําการพัฒนาใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมจากเชื้อราคัดเลือกแตละเชื้อในแตละป 
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ตารางที่ 18  สรุปอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมและปริมาณเอนไซมที่ผลิตไดจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus niger ทั้ง 4 ไอโซเลท 
 
เชื้อรารหัส   ความ 

  เขมขน 
  กลาเชื้อ 
 (spores/ml) 

   specific  
   activity 
   (U/mg 
   protein) 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสม 

   ปริมาณ 
   เอนไซม 
   (U/g dry 
    weight) 

 แหลง  
 คารบอน  
 เสริมที่ 
 เหมาะสม 

 ความเขมขน 
 ของ คารบอน 
 เสริม 
        (g/l) 

   specific  
   activity 
   (U/mg 
   protein) 

 แหลง 
 ไนโตรเจนที่ 
 เหมาะสม 

 ความ 
 เขมขนของ 
 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 

 ไมเติม ไมเติม -   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 ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  และ 2 หมายถึง ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส ณ สภาวะทีใ่ชทดสอบ
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การเตรียมสารละลายบัฟเฟอรและอาหารเลีย้งเชื้อ 
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การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร 
  
 1.  การเตรียมสารละลาย sodium acetate buffer 
 
      เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตามคาพีเอชที่ตองการ แลวปรับปริมาตรเปน 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)             คาพีเอช 

              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 ตามคาพีเอชที่ตองการ แลวปรับปริมาตรเปน 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)              คาพีเอช 

              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 ตามคาพีเอชที่
ตองการ แลวปรับปริมาตรเปน 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)              คาพีเอช 

            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 ตามคาพีเอชที่
ตองการ แลวปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร 
 
                   สารละลาย A: 0.2 โมลาร (M) glycine (15.01 กรัมในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร) 
 
      สารละลาย B: 0.2 โมลาร (M) NaOH 
 

         B (มิลลิลิตร)              คาพีเอช 

             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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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อราชนดิตางๆ 
 

1. Synthetic minimal medium (Ruiz et al., 1997) ประกอบดวย 
MgSO4.7H2O   0.2 กรัมตอลิตร 
KH2PO4    0.4 กรัมตอลิตร 
KCl     0.2 กรัมตอลิตร 
NH4NO3    5.0 กรัมตอลิตร 
FeSO4.7H2O               0.01 กรัมตอลิตร 
ZnSO4               0.01 กรัมตอลิตร 
MnSO4               0.01 กรัมตอลิตร 
Agar               15.0 กรัมตอลิตร 
Naringin    1.0 กรัมตอลิตร 
Tetracyclin               50.0 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

      ละลายสวนประกอบทั้งหมดรวมกันยกเวนสารนารินจิน (naringin) และ tetracyclin 
จากนั้นทาํการปรับคาพีเอชของอาหารเริ่มตนเปน 5.8 (กรณีเตรียมอาหารแข็ง) จากนั้นเติมนารินจนิ
และอุนสวนผสมใหละลายเขากัน แลวนําอาหารไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที  รอใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีอุณหภูมิเยน็ลง จึงเติม tetracyclin ที่ละลายอยูในน้ํากลั่น 10 

มิลลิลิตร และกรองผานเมมเบรนขนาดรู 0.2 ไมครอน (μ) เรียบรอยแลว  สําหรับอาหารเหลวให
ปรับคาพีเอชของอาหารเปน 4.0 และไมเตมิ agar กับ tetracyclin 

 
2. Sabouraud’s dextrose agar  ประกอบดวย 

MgSO4.7H2O   1.0 กรัมตอลิตร 
KH2PO4    1.0 กรัมตอลิตร 
Neopeptone               10.0 กรัมตอลิตร 
Glucose               20.0 กรัมตอลิตร 
Agar               20.0 กรัมตอลิตร 
Tetracyclin                 50.0 มิลลิกรัมตอลิตร 
Naringin    1.0 กรัมตอลิตร 
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ละลายสวนประกอบทั้งหมดรวมกันยกเวน tetracyclin  แลวอุนสวนผสมใหละลายเขา
กัน จากนั้นนําอาหารไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  รอใหอาหาร
เล้ียงเชื้อมีอุณหภูมิเย็นลง จึงเติม tetracyclin ที่ละลายอยูในน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร และกรองผาน

เมมเบรนขนาดรู 0.2 ไมครอน (μ) เรียบรอยแลว 
 
 3.  Czapek-Dox medium  ประกอบดวย 

MgSO4.7H2O   0.5 กรัมตอลิตร 
KH2PO4    1.0 กรัมตอลิตร 
KCl     0.5 กรัมตอลิตร 
NaNO3    2.0 กรัมตอลิตร 
FeCl3    0.1 กรัมตอลิตร 
Naringin    1.0 กรัมตอลิตร 

 
      ละลายสวนประกอบทั้งหมดรวมกัน  แลวอุนสวนผสมใหละลายเขากัน จากนั้นนํา

อาหารไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 

 4.  Potato dextrose agar 
 

      ช่ังอาหารสําเร็จรูป potato dextrose agar (microbiology grade) 39 กรัม ละลายในน้ํา
กล่ัน 1000 มิลลิลิตร อุนใหละลายเขากนั จากนั้นนาํอาหารไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 

ขอมูลการวิเคราะหปริมาณเอนไซม 
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ตารางผนวกที่ 1  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส ที่มีในเอนไซมดบิรูปแชเยือกแข็งของเชื้อรา
คัดเลือก 4 ไอโซเลท 

 
ปริมาณเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร) เชื้อรารหัส ความเขมขนของ  lyophilized 

extract (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) เอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส เอนไซมบีตา-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  (ตอ) 
 

ปริมาณเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร) เชื้อรารหัส ความเขมขนของ lyophilized 
extract (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) เอนไซมนารินจิเนส เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส เอนไซมบีตา-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  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา- 
                            กลูโคสซิเดส ที่คาพีเอช 3.0 ถึง 10.0 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ของเชื้อรา 
                            คัดเลือก 4 ไอโซเลท 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
เช้ือรารหัส พีเอช 

นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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  (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม 
เช้ือรารหัส พีเอช 

นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา- 
                            กลูโคสซิเดสที่อุณหภูมิ 30 ถึง 80 องศาเซลเซียส ของเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เช้ือรารหัส อุณหภูมิ 
(องศา-

เซลเซียส) 
นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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 

 

136 



 

ตารางผนวกที่ 4  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา- 
                            กลูโคสซิเดส ของเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลทเมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง 
                            เชื้อสูตร (ก) synthetic minimal medium และ (ข) Czapek-Dox medium 
 

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

 น้ําหนักเซลล  
 แหง (กรัม) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก 
                            Aspergillus  niger เมื่อเตมิแหลงคารบอนเสริมชนิดตาง ๆ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส     แหลงคารบอน น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BS1.4     กลูโคส 
    ซูโครส 
    ฟรุกโทส 
    มอลโทส 
    แรมโนส 
แปงมันสําปะหลัง 

    แปงขาวโพด 
    สตารชโซลูเบิล 
    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 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 5  (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส     แหลงคารบอน น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BL5.1        กลูโคส 
       ซูโครส 
       ฟรุกโทส 
       มอลโทส 
       แรมโนส 
แปงมันสําปะหลัง 

       แปงขาวโพด 
       สตารชโซลูเบิล 
       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 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 5   (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส     แหลงคารบอน น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-BL9.1        กลูโคส 
       ซูโครส 
       ฟรุกโทส 
       มอลโทส 
       แรมโนส 
แปงมันสําปะหลัง 

       แปงขาวโพด 
       สตารชโซลูเบิล 
       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 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตรและไมมกีารเติมแหลง 
                  คารบอนเสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 5  (ตอ) 
  

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส     แหลงคารบอน น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-กลูโคสซิเดส 

PTK-PS10        กลูโคส 
       ซูโครส 
       ฟรุกโทส 
       มอลโทส 
       แรมโนส 
แปงมันสําปะหลัง 

       แปงขาวโพด 
       สตารชโซลูเบิล 
       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 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 6  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก  
                             Aspergillus  niger เมื่อเติมแรมโนสความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส ความเขมขนแรมโนส 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 6  (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส ความเขมขนแรมโนส 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 6  (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส ความเขมขนแรมโนส 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตรและไมมีการเติมแหลงคารบอน 
                  เสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 6  (ตอ) 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม เชื้อรารหัส ความเขมขนแรมโนส 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตรและไมมกีารเติมแหลง 
                  คารบอนเสริมใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 7  ปริมาณเอนไซมนารินจิเนส  เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และเอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส ในเอนไซมดิบจากเชื้อราคัดเลือก 
                             Aspergillus  niger เมื่อเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (U/g dry cell weight) เชื้อรารหัส แหลงไนโตรเจน น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน    
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และแรมโนส 
                  ความเขมขน 3.75 กรัมตอลิตร และใชโซเดยีมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน 146 



 

ตารางผนวกที่ 7  (ตอ) 
    

ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (U/g dry cell weight) เชื้อรารหัส แหลงไนโตรเจน น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน    
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 5  
                  กรัมตอลิตร และใชโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน 
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ตารางผนวกที่ 7  (ตอ) 
 

ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (U/g dry cell weight) เชื้อรารหัส แหลงไนโตรเจน น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน    
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน  
                  3.75 กรัมตอลิตร และใชโซเดยีมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน 
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ตารางผนวกที่ 7  (ตอ) 
  

ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหง (U/g dry cell weight) เชื้อรารหัส แหลงไนโตรเจน น้ําหนักเซลลแหง 
(กรัม) 

ปริมาณโปรตีน    
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) นารินจิเนส อัลฟา-แรมโนสซิเดส บีตา-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 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และไมเติมแหลง 
                 คารบอนเสริมใดๆ แตใชแอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน 
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ตารางผนวกที่ 8  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา-        
                            แรมโนสซิเดส  และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณโซเดียม-  

 ไนเตรท        
 (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   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 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 3.75 กรัม 
                  ตอลิตร 
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ตารางผนวกที่ 9  ผลของการเติมซอยยาเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา- 
                            แรมโนสซิเดส และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BS1.4 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณซอยยา- 

 เปปโตน        
(กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   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 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 3.75 กรัม 
                  ตอลิตร 
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ตารางผนวกที่ 10  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา- 
                              แรมโนสซิเดส และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส ปริมาณโซเดียม- 

 ไนเตรท 
 (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

 ปริมาณโปรตีน 
 (มิลลิกรัมตอ 
 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 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 5 กรัมตอ 
                  ลิตร 
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ตารางผนวกที่ 11  ผลของการเติมกากถั่วเหลือง (soyabean meal) ความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส   
                              (ข) เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส   ปริมาณกากถั่ว 

  เหลือง 
  (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

 ปริมาณโปรตีน 
 (มิลลิกรัมตอ 
  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 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 5 กรัมตอ 
                  ลิตร 
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ตารางผนวกที่ 12  ผลของการเติมแอมโมเนียมซัลเฟทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต  (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา- 
                              แรมโนสซิเดส และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL5.1 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณแอมโม-   

 เนียมซัลเฟท        
 (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   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 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 5 กรัมตอ 
                  ลิตร 
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ตารางผนวกที่ 13  ผลของการเติมโซเดียมไนเตรทความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต  (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา- 
                              แรมโนสซิเดส  และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณโซเดียม-  

 ไนเตรตท       
 (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   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 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 3.75 กรัม 
                  ตอลิตร 
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ตารางผนวกที่ 14  ผลของการเติมซอยยาเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา- 
                              แรมโนสซิเดส และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดสจากเชื้อราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-PS10 
 

คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณซอยยา-    

 เปปโตน        
 (กรัมตอลิตร) 

น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   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 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร และแรมโนส ความเขมขน 3.75 กรัม 
                  ตอลิตร 
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ตารางผนวกที่ 15  ผลของการเติมเปปโตนความเขมขน 1.25 ถึง 25 กรัมตอลิตรตอปริมาณการผลิต (ก) เอนไซมนารินจิเนส  (ข) เอนไซมอัลฟา-แรมโนสซิเดส 
และ (ค) เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส จากเชือ้ราคัดเลือก Aspergillus  niger PTK-BL9.1 

 
คา specific activity (U/mg protein) ของเอนไซม ปริมาณเอนไซมตอน้ําหนักเซลลแหงของเอนไซม 

(U/g dry cell weight) 
เชื้อรารหัส  ปริมาณเปปโตน   

 (กรัมตอลิตร) 
น้ําหนัก
เซลลแหง 
(กรัม) 

  ปริมาณโปรตีน 
  (มิลลิกรัมตอ 
   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 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร และไมเติมแหลงคารบอนเสริม 
                  ใดๆ 
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ตารางผนวกที่ 16  ราคาตนทุนการผลิตเอนไซมนารินจิเนส 1 ลิตร จากเชื้อราคัดเลือก 4 ไอโซเลท 
   
เชื้อรารหัส สวนประกอบของ

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
   ปริมาณ 
  (กรัมตอ 
   ลิตร) 

 ราคา (บาทตอหนวย) ราคา (บาท) ของสาร
ที่ใชตอการผลิต
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 
     รวมราคาตนทุน           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  
  รวมราคาตนทุน 
  1,820 บาท/500 กรัม 
  รวมราคาตนทุน 

2.6250-3.9375 
      628.60-629.92 
            4.5500 
        630.5275 
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รหัสเชื้อรา สวนประกอบของ

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
ปริมาณ         

(กรัมตอลิตร) 
 ราคา (บาทตอหนวย) 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 
  รวมราคาตนทุน 
  1,820 บาท/500 กรัม 
  รวมราคาตนทุน 

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 
     รวมราคาตนทุน       819.9150 
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