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จํานวนเซลลที่มีชีวิตในอาหารสูตร AK#2 สูงสุดในวันที่ 1 เทากับ 1.75x108 CFU/ml ซ่ึงสูง
กวาในอาหารอีก 2 สูตร  เนื่องจากในอาหารสูตร AK#2 มี pancreatic digest of casein และ 
pancreatic digest of gelatin ซ่ึงเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจน yeast extract และ beef extract  
เปนแหลงวิตามิน และน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนและพลังงาน  จํานวนเซลลที่มีชีวิตคอนขาง
คงที่ในระยะ 1-2 วัน แตหลังจากนั้นจํานวนเซลลที่มีชีวิตลดลงอยางมาก  เมื่อส้ินสุดการทดลองใน
วันที่ 7 พบวามีจํานวนเซลลที่มีชีวิตเทากับ 7.00x105 CFU/ml  ในอาหารสูตร Soil Extract พบวา
จํานวนเซลลสูงสุดในวนัที่ 1 เชนกัน  เทากบั 5.90x107 CFU/ml แลวลดลงในระยะ 1-2 วัน เทากับ 
1.21x107 CFU/ml จากนัน้พบวาจํานวนเซลลที่มีชีวิตลดลงเล็กนอย เมือ่ส้ินสุดการทดลองมีจํานวน
เซลลที่มีชีวิตเทากับ 2.00 x106 CFU/ml  และในอาหารสตูร GYS การเพิ่มจํานวนเซลลที่มีชีวิตชา
กวาในอาหาร 2 สูตรแรก พบวาจํานวนเซลลที่มีชีวิตสูงสุดในวนัที่ 2 หลังจากลดลงอยางรวดเรว็ 
เมื่อส้ินสุดการทดลองมีจํานวนเซลลที่มีชีวิตเทากับ 5.00x105 CFU/ml ซ่ึงเปนจํานวนทีต่่ําที่สุด  

 
เมื่อตรวจการสรางสปอรอิสระของ P. polymyxa สายพันธุ N10 ภายใตกลองจุลทรรศน 

โดยการยอมสปอรดวย Malachite green  พบวาเซลลของสายพันธุ N10 ที่เล้ียงในอาหารเหลว
สําหรับการสรางสปอรทั้ง 3 สูตรมีลักษณะที่เหมือนกนัคอื vegetative cell มีขนาดใหญ กวาง 0.7-
1.0 ไมโครเมตร ยาว 2.0-3.0 ไมโครเมตร เรียงตัวแบบ 2 เซลลตอกัน  ในวันที่ 1 ยังไมพบการสราง
สปอรของเชื้อในอาหารทั้ง 3 สูตร แตสังเกตเห็นจดุใสตรงปลายเซลลที่เล้ียงในอาหารสูตร GYS  
ซ่ึงคาดวาเปนเอนโดสปอร  วันที่ 2 พบสปอรอิสระในอาหารสูตร Soil extract, AK#2 และ GYS 
เทากับ 70.01, 90.12 และ 40.21% ตามลําดบั และขนาด vegetative cell ที่เล้ียงในอาหารสูตร GYS 
นี้ส้ันกวาปกติ คือยาว 1.2 ไมโครเมตร เซลลกระจายเปนเซลลเดี่ยว  ในวันที่ 3 พบสปอรอิสระใน
อาหาร Soil extract เทากับ 80.21% ขนาดของเซลลกวางนอยกวาปกติ คือ 0.3 ไมโครเมตร เซลล
บางสวนตอกนัเปนสายยาว  ในอาหารสูตร AK#2 พบสปอรอิสระ 95.25% และในอาหารสูตร GYS 
พบจํานวนสปอร 100%  วันที่ 4 พบการสปอรในอาหารสูตร AK#2 เปน 100%  และจํานวนสปอร
ในอาหารสูตร Soil extract วันที่ 4, 5, 6 และ 7 เปน 90.14, 95.01, 98.12 และ 100% ตามลําดับ 

 
จํานวนสปอรอิสระในอาหารสูตร Soil Extract เพิ่มขึ้นชากวาในอาหารอีก 2 สูตร  สวน

จํานวนสปอรอิสระในอาหารสูตร AK#2 เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วภายใน 2 วัน และมีจํานวนสปอร
อิสระเทากับ 100% ภายใน 4 วัน  การสรางสปอรในอาหารสูตร GYS พบวาในชวง 2 วันแรกมี
จํานวนสปอรอิสระนอยกวาในอาหารอีก 2 สูตร จากนั้นจาํนวนสปอรอิสระเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว
และมีจํานวนสปอรอิสระเทากับ 100% ภายในวันที่ 3  เมือ่เปรียบเทียบการสรางสปอรบนอาหาร
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แข็งและอาหารเหลว พบวา P. polymyxa สายพันธุ N10 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร AK#2 และ GYS 
สรางสปอรในอาหารเหลวไดเร็วกวาในอาหารแข็ง  จํานวนสปอรอิสระในอาหารเหลวเทากับ 
100% ภายใน 3 และ 4 วนั ตามลําดับ แตในอาหารแข็งพบวามีจํานวนสปอรอิสระเทากับ 100% 
ภายใน 10 และ 7 วัน ตามลําดับ  สวนอาหารสูตร Soil Extract พบวา P. polymyxa สายพันธุ N10  มี
จํานวนสปอรอิสระเทากับ 100% ภายใน 7 วันทั้งบนอาหารแข็งและในอาหารเหลว  ซ่ึงขอมูลนี้
ขัดแยงกับ Claus and Berkeley (1986) ที่แนะนําไวในหวัขอ Bacillus วาในอาหารเหลว (NB) เกิด
สปอรยากกวาในอาหารแข็ง (NA)  ซ่ึงผลการศึกษานี้ช้ีใหเห็นวาถาเปลี่ยนอาหารเปนสตูรนี้จะใหผล
ที่ไมเปนไปตามขอแนะนําดงักลาว 

 
ตลอดการทดลองไมพบสปอรของ P. polymyxa สายพันธุ N10 ที่ทนความรอน  เมือ่นํา 

culture broth มาทํา heat shock โดยใหความรอนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที แลว
เกลี่ยบนอาหาร NA ผลคือไมพบโคโลนีบนอาหารเลย  แสดงใหเห็นวาสปอรที่สรางขึ้นไมทนความ
รอนที่อุณหภมูิ 80 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที  ปจจยัที่เกี่ยวของกับการทนความรอนของสปอรมี
หลายประการดังที่มีนักวิจยัหลายคณะรายงานไว  ปจจัยประการแรกทีเ่กี่ยวของกับการสรางสปอร
และความทนทานของสปอรคือไอออนโลหะ  ดังที่ Atrih and Foster (2002) กลาววาMn2+ เกี่ยวของ
กับการแสดงออกของยีนหรือเอนไซมสําหรับการสรางชั้น cortex ของสปอร  สวน Charney at al. 
(1951) พบวา B. subtilis ATCC 6633 ที่เล้ียงในอาหารทีม่ี Mn2+ สรางสปอรดีกวาเมือ่เล้ียงในอาหาร
ที่ไมมี Mn2+  และการเติม Mn2+ ลงในอาหารหลังจากระยะ active growth ไมสามารถกระตุนให B. 
subtilis ATCC 6633 สรางสปอร  ซ่ึง Claus and Berkeley (1986) ไดแนะนําไวในหนังสือ Bergey’s 
Manual of Systematic Bacteriology วาหากตองการกระตุนการสรางสปอรของแบคทีเรียในจีนัส 
Bacillus ควรใชอาหาร NA ที่ผสม MnSO4 50มิลลิกรัมตอลิตร  นอกจากนี้ยังมีรายงานอื่นๆที่
กลาวถึงผลไอออนโลหะตอการสรางสปอรและการทนความรอนของสปอร เชน สปอรที่มี Mn2+ 
ในชั้น core ของเชื้อ B. megaterium ATCC 19213, B. subtilis niger, B. stearothermophilus ATCC 
7953, B. subtilis IFO13722, B. subtilis A63 และ Bacillus sp. ทนความรอนจากการตมไดดีกวา
สปอรที่ไมมี Mn2+  และสปอรที่มีไอออนผสมของ Mn2+, Mg2+, Ca2+, K+ และ Fe2+ ทนความรอน
มากกวาสปอรที่มี Mn2+ เพียงอยางเดยีว เพราะไอออนโลหะเหลานี้มหีนาที่เกี่ยวกับความเสถียรของ
สปอรและการกําจัดน้าํออกจากสปอร (Beaman and Gerhardt, 1986;  Bender and Marquis, 1985;  
Igura et al., 2003;  Maquis and Bender, 1958;  Ooms and Brul, 2004) 
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การกําจัดน้ําออกจากสปอรมีความสําคัญตอความเสถียรและการทนความรอนของสปอร  
สปอรมีน้ํา 0.5-1.0 กรัมตอกรัมน้ําหนักแหง  ทนความรอนไดสูงกวา vegetative cell ซ่ึงมีน้ํา 3.0-4.0 
กรัมตอกรัมน้าํหนักแหง  และการกําจดัน้าํออกจากสปอรนั้นสัมพันธกบัการสะสมไอออนโลหะ
ของสปอร (Atrih and Foster, 2002)  การทีส่ปอรของ P. polymyxa สายพันธุ N10 ไมทนความรอน
ที่อุณหภูมิ 80 องสาเซลเซียส นาน 10 นาที อาจอธิบายไดวาเกีย่วของกบัปริมาณน้ําภายในสปอร 

 
กรดไดพิโคลินิคในสปอร เปนอีกปจจยัทีท่ําใหสปอรทนความรอน ซ่ึง Setlow et al (2006) 

รายงานวากรดไดพิโคลินิคทําหนาที่เปน chelate จับกับไอออนที่มีประจุ 2+ ของ Mn2+, Mg2+ และ 
Ca2+ และแทนที่น้ําในสปอร เปนการกําจัดน้ําออกจากสปอร ทําใหสปอรทนความรอน ชวยปองกนั 
DNA ของสปอรจากรังสี รวมทั้งเพิ่มความเสถียรใหกับสปอร  และ de Vries et al. (2004) พบวา 
กลูตาเมตเปนสารที่จําเปนสําหรับการสรางกรดไดพิโคลินิคในสปอร   

 
อาหารเหลวทีก่ระตุนการสรางสรางสปอรของ P. polymyxa สายพันธุ N10 สูตร Soil 

Extract มีน้ําสกัดจากดินเปนองคประกอบ ซ่ึงนาจะมีไอออนโลหะที่จําเปนสําหรับการสรางและ
การทนความรอนของสปอร  สวนอาหารสตูร AK#2 มี MnSO4  เปนองคประกอบ  และอาหารสูตร 
GYS มีทั้ง MgSO4, CaCl2 และ MnSO4   นอกจากนีใ้นอาหารสูตร AK#2 ประกอบดวยแหลงของ
กรดอะมิโนคอื pancreatic digest of  galatin และ pancreatic digest of casein ซ่ึงนาจะมีกลูตาเมต
สําหรับสรางกรดไดพิโคลินคิ  แตสปอรที่สรางในอาหารทั้ง 3 สูตรนี้ไมทนความรอนที่อุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จึงอาจมีสาเหตุจากปริมาณน้ําในสปอรมากกวาสาเหตอ่ืุน 

 
Atrih and Foster (2002) กลาววาอุณหภูมิทีเ่พาะเลี้ยงแบคทีเรียเปนปจจยัที่มีผลตอการทน

ความรอนของสปอร  การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุหนึ่งที่อุณหภูมสูิงไดสปอรที่ทนความรอน
ดีกวาการเพาะเลี้ยงที่อุณหภมูิต่ํา  เชนเดยีวกับที่ Beaman and Gerhardt (1986) รายงานวา B. 
stearothermophilus สายพันธุ 7953 ซ่ึงเพาะเลี้ยงที่อุณหภมูิ 60 และ 75 องศาเซลเซียส มีคา D100 
เทากับ 238 และ 311 นาที ตามลําดับ ในขณะทีก่ารเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุนี้ที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส  มีคา D100 เทากับ 30 นาที  สวน Sedlák et al. (1993) พบวาสปอรของ  B. 
megaterium สายพันธุ 27 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร SYG ที่อุณหภมูิ 27 องศาเซลเซียส  และ
ใหความรอน 45 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ที่เวลา 180, 300 และ 420 นาที เปนการกระตุนให B. 
megaterium สายพันธุ 27 สังเคราะห heat shock protein ทําใหสปอรทนอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส  
heat shock protein เปนกลุมโปรตีนที่สรางขึ้นภายในเซลลเมื่อเซลลอยูในสภาพเครียด เชน ไดรับ
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อุณหภูมิสูงกวาปกติ ไดรับสารพิษ หรือขาดสารอาหารเปนตน หนาทีข่อง heat shock protein คือ
ปองกันโปรตีนภายในเซลลไมใหตกตะกอนเมื่อไดรับความรอน  สําหรับ Bacillus spp.นั้นการสราง 
heat shock protein เกิดขึ้นระหวางการเจรญิและการสรางสปอร(Wikipedia, 2007)  การกระตุนให 
P. polymyxa สายพันธุ N10 สรางสปอรนั้น ศึกษาโดยเพาะเลี้ยง P. polymyxaสายพันธุ N10 ที่
อุณหภูมิหอง อาจไมเหมาะสมตอกระตุนให P. polymyxa สายพันธุ N10 สรางสปอรที่ทนความรอน  
จึงควรปรับสภาวะการเพาะเลี้ยงโดยเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมสูิงขึ้น แลวตรวจสอบการทนความรอน
ของสปอร 

 
ปริมาณน้ําตาลกลูโคสในอาหารสําหรับการสรางสปอรทั้ง 3 สูตรมีความเขมขนเริ่มตน

ประมาณ 1 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของน้าํตาลกลูโคสในอาหารทั้ง 3 ชนิดลดลงอยางรวดเร็ว
ภายใน 1 วนั พรอมกับการเจริญของเซลลที่เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  ดังนัน้การเจริญของเซลลจึง
สัมพันธกับการลดลงของความเขมขนน้ําตาลกลูโคส  สําหรับอาหารสูตร Soil Extract พบวาความ
เขมขนของน้ําตาลกลูโคสในระหวางวันที่ 1-6 คอนขางคงที่อยูในชวง 0.17-0.20 กรัมตอลิตร แลว
ลดลงอยางรวดเร็วระหวางวนัที่ 6-7 เมื่อส้ินสุดการทดลองพบวาในอาหารSoil Extract มีความ
เขมขนของน้ําตาลกลูโคสเทากับ 0.02 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสในอาหารสูตร 
AK#2  ลดลง 2 ชวงดวยกนั  ในวนัที่ 1 ของการทดลอง ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสลดลงอยาง
รวดเร็ว มีความเขมขนเทากบั 0.60 กรัมตอลิตร และคงที่ถึงวันที่ 2 ซ่ึงสัมพันธกับจาํนวนเซลลที่คงที่ 
หลังจากนัน้ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสลดลงอีกครั้งเทากับ 0.40 กรัมตอลิตร และคงที่จน
ส้ินสุดการทดลอง  ในอาหารสูตร GYS พบวาความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสลดลงอยางรวดเรว็ใน
วันที่ 1 ของการทดลอง คือลดลงเทากับ 0.54 กรัมตอลิตร และลดต่ําทีสุ่ดในวนัที่ 2 ของการทดลอง  
สัมพันธกับการเจริญของเซลลที่มีจํานวนสูงที่สุดในวนัที่ 2 จากนั้นความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส
ในอาหารสูตร GYS คงที่จนสิ้นสุดการทดลอง 

 
เมื่อพิจารณาคาพีเอชในอาหารสําหรับสรางสปอรทั้ง 3 สูตรพบวาลดลงอยางรวดเรว็ภายใน 

1 วัน แลวจึงเพิ่มขึ้นเรื่อยๆจนส้ินสุดการทดลอง  ในวนัที่ 1 คาพีเอชในอาหารสูตร Soil extract และ 
AK#2 มีคาใกลเคียงกัน คือลดลงจาก 6.74 และ 6.92 เหลือเทากับ 6.10 และ 6.00 ตามลําดับ จากนัน้
คาพีเอชในอาหารสูตร AK#2 เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วภายใน 1-2 วัน เมื่อส้ินสุดการทดลองในวนัที่ 7  
พบวาคาพีเอชในอาหารสูตร AK#2 เทากับ 8.24  แตพีเอชในอาหารสูตร Soil extract เทากับ 7.57  
คาพีเอชในอาหารสูตร GYS ลดต่ํากวาอาหารอีก 2 สูตร  ในวนัที่ 1 มีคาพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อ
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เทากับ 5.23 จากคาพีเอชเริ่มตน 6.71 จากนั้นคาพีเอชเพิม่ขึ้นอยางรวดเร็วในระยะ 1-2 วัน จากนั้น
คอนขางคงที่ เมื่อส้ินสุดการทดลองพบวาคาพีเอชในอาหารสูตร GYS เทากับ 7.46 

 
การเปลี่ยนแปลงคาพีเอชในอาหารเลี้ยงเชือ้ในลักษณะทีล่ดลงอยางรวดเร็ว แลวเพิ่มสูงขึ้น

สอดคลองกับงานวิจยัของ Warriner and Waites (1999) ที่ศึกษาการสรางสปอรของ B. subtilis สาย
พันธุ PS 346 ในอาหารสําหรับสรางสปอรที่มีน้ําตาลกลูโคสและไรโบสในอัตราสวน 1:1 เปน
แหลงคารบอน  รายงานวาคาพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงจาก 7.0 เหลือ 6.0 ภายในระยะเวลา 320 
นาที หลังจากนั้นคาพีเอชเพิม่ขึ้นเรื่อยๆจนมีคาเทากับ 8.5 เมื่อส้ินสุดการทดลอง  ซ่ึง Warriner and 
Waites (1999) กลาววาคาพเีอชในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ลดลงเกิดการการสะสมกรดอินทรีย เชน แลค
เตต ไพรูเวต และอะซิเตต  หลังจากนั้นคาพเีอชในอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มขึน้เนื่องจากเกดิ re-
assimilation ของกรดอินทรีย  เชนเดยีวกับ Dingman and Stahly (1983) ที่ศึกษาการสรางเอนโดย
สปอรของ B. larvae สายพันธุ NRRL B-3650 ในอาหารเหลวสูตร TMYGP พีเอช 7.0 ซ่ึง
ประกอบดวย yeast extract น้ําตาลกลูโคส โซเดียมไพรูเวต และรายงานวาคาพีเอชในอาหารเลี้ยง
เชื้อลดลงจาก 6.9 เหลือ 6.6 ภายใน 10 ช่ัวโมง จากนั้นคาพีเอชจึงเพิ่มขึน้เทากับ 7.6 ในชั่วโมงที่ 70  
แต Dingman and Stahly (1983) สรุปวาคาพีเอชที่ลดลงมีสาเหตุจากการออกซิเดชันอยางไม
สมบูรณของ yeast extract เนื่องจากคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงพรอมกับความเขมขนของ 
yeast extract ที่ลดลง ในขณะที่ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสยังไมมีการเปลี่ยนแปลง  

 
โดยทั่วไปการสรางสปอรของแบคทีเรียเกิดขึ้นเมื่อเซลลอยูในสภาวะขาดแคลนสารอาหาร

ที่จําเปน เชน น้ําตาลกลูโคส  ปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่หมดไปเปนสัญญาณสงไปยังตวัรับสัญญาณ
ของแบคทีเรียในลักษณะ catabolite repression  การขาดสารอาหารกระตุนยีนทีเ่กี่ยวของกับ
เอนไซมภายในและภายนอกเซลล  เอนไซมภายในเซลลคือเอนไซมใน tricarboxylic acid cycle 
(TCA cycle) และเอนไซมทีเ่กี่ยวของกับการใชแหลงคารบอนอื่นเมื่อเล้ียงเชื้อในอาหารที่มีน้ําตาล
กลูโคสเปนองคประกอบ  การเจริญของเซลลในระยะ exponential phase เปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสไป
เปนกรดอินทรียโดยการหมกั ไดผลิตภณัฑ เชน กรดแลคติก กรดไพรวูิก กรดอะซิตกิ ทําใหพีเอช
ในอาหารเลี้ยงเชื้อลดต่ําลงเหลือ 5-6  เมื่อใชน้ําตาลกลูโคสจนหมด เอนไซมใน TCA cycle จึงถูก
กระตุน  เซลลจะใชกรดอินทรียเปนแหลงคารบอนและพลังงานโดยการเกิดออกซิเดชัน ทําใหพีเอช
สูงขึ้นประมาณ 7  ระดับของ GTP ที่ลดต่ําลงเปนอีกสาเหตุที่กระตุนใหสงสัญญาณไปยังตวัรับ
สัญญาณเพื่อกระตุนยนี spoO ที่เกี่ยวของกับการสรางสปอร  GTP เกี่ยวของกับ SpoO, RNA 
polymerase หรือโปรตีนควบคุมอ่ืนๆ  และมีผลในระดบัการแสดงออกของยีนในการสรางสปอร
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มากกวายีนในการเกิด catabolite-repress เนื่องจากปริมาณ GTP ที่ลดลงทําใหเกิดการสรางสปอรได  
แมวายังไมมี catabolite derepression ของยนี (กัญจนา, 2537;  de Vries et al., 2005;  Doi, 1989;  
Nickerson et al., 1974;  Warriner and Waites, 1999) 

 
ประโยชนของการศึกษาการสรางสปอรคร้ังนี้ อาจชวยใหขอมูลเบื้องตนในการผลิตสปอร

ในรูปผงเชื้อสําเร็จรูปเปนการคา  แตอยางไรก็ตาม จากการศึกษาที่พบวาสปอรอิสระในอาหารเหลว
ทุกชนิดไมสามารถทนอุณหภูมิจากการทํา heat shock ที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จึงควร
ศึกษาเพิ่มเติมเพื่อใหความกระจางวาทําอยางไรสปอรของแบคทีเรียชนดินี้จึงสามารถทนอุณหภูมิ
สูง เชน ปรับปรุงสภาวะการเพาะเลี้ยงทั้งองคประกอบของอาหาร และอณุหภูมิขณะเพาะเลี้ยง
เพื่อใหเซลลปรับตัวตอความรอน และสรางสปอรที่ทนความรอน  แตทัง้นี้ตองขึ้นอยูกับปจจยั
ภายในตวัเซลลดวย เชน โครงสรางของ cortex  การผลิต heat shock protein การกําจัดน้ําออกจาก
สปอร และการซอมแซมสารโมเลกุลใหญภายในเซลลเมื่อไดรับความรอน (Atrih and Foster, 2002)  
และในขณะเดยีวกันก็สามารถเสนอแนะไดวาการแยกแบคทีเรียที่สรางสปอรจากธรรมชาติควรตอง
ปรับเปลี่ยนวิธี  ไมใชวิธี heat shock เพราะอาจจะไมไดแบคทีเรียที่สปอรอิสระไมทนรอนจากการ
ทํา heat shock เนื่องจากสปอรอิสระของแบคทีเรียแตละชนิดทนอณุหภมูิไดแตกตางกนั 
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สรุป 
 

 แบคทีเรียสายพันธุ N10 แยกจากเปลือกปอสาแหงในธรรมชาติ  เปนแบคทีเรียแกรมบวก 
รูปทอน ขนาดกวางใกลเคียง 1 ไมโครเมตร ยาว 2-3 ไมโครเมตร สรางเอนโดสปอรรูปวงรีที่บริเวณ
ปลายเซลล ทําให vegetative cell โปง  ผลิตเอนไซมคะตะเลส และเปน facultative anaerobe  จึง
สามารถจําแนกแบคทีเรียสายพันธุนี้อยูในจีนัส Bacillus กลุม II  และจาํแนกระดับสปชีสโดยอาศัย
คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรรีวิทยาเปรยีบเทียบกับขอมูลของ Gordon (1989) และ Claus and 
Berkeley (1986)  พบวาแบคทเีรียสายพันธุ N10 มีคุณสมบัติเหมือน B. polymyxa ซ่ึงปจจุบันถูก
เปลี่ยนเปนจีนสั Paenibacillus โดย Ash et al. (1993) ตามเกณฑของความแตกตางของลําดับเบส
ของ 16S rRNA เปน P. polymyxa   
 
 งานวิจยันี้ไดแยกแบคทเีรียทีส่ามารถสรางเอนโดสปอรจากสารเรงพด.1 ของกรมพัฒนา
ที่ดิน โดยวิธี heat shock และเกลี่ยบนอาหาร NA  ไดแบคทีเรีย 9 สายพนัธุ  ไดแก LDD1, LDD2, 
LDD3a, LDD3b, LDD4, LDD5, LDD7, LDD8 และ LDD9 ตามความแตกตางของโคโลนี  
แบคทีเรียเหลานี้มีรูปทอน ตดิสีแกรมบวก สรางเอนโดสปอร ผลิตเอนไซมคะตะเลส และเปน 
aerobe หรือ facultative anaerobe  จึงสามารถจําแนกแบคทีเรียเหลานี้อยูในจีนัส Bacillus  การ
จําแนกระดับสปชีสโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยา สามารถจําแนกแบคทีเรียสายพนัธุ 
LDD1, LDD3a และ LDD3b วาคลาย B. subtilis  แบคทีเรียสายพันธุ LDD2 จําแนกวาคลาย B. 
licheniformis  แบคทีเรียสายพันธุ LDD4 จําแนกเปน B. megaterium  แบคทีเรียสายพันธุ LDD7 
และ LDD9 จําแนกเปน B. firmus  และไมสามารถจําแนกแบคทีเรียสายพันธุ LDD5 และ LDD9 ใน
ระดับสปชีสโดยวิธีการนี้  แบคทีเรียที่แยกไดทั้งหมดนํามาทดสอบรวมกับ P. polymyxa สายพันธุ 
N10 ในแงของศักยภาพของการผลิตเอนไซมและการผลิตกรด ตลอดจนการยับยั้งการเจริญของจุลิน 
ทรียสาเหตุโรคพืช 
  
 การตรวจสอบศักยภาพในการผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมชนิดตางๆโดย P. polymyxa สาย
พันธุ N10 บนอาหารแข็ง เปรียบเทียบกับ Bacillus sp. ที่แยกจากพด.1 ทั้ง 9 สายพันธุ  พบวา P. 
polymyxa สายพันธุ N10 นอกจากมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเพคติเนสไดสูงแลวยัง
สามารถผลิตเอนไซม 4 ชนดิ ไดแก โปรตเีอส อะไมเลส เซลลูเลส และไซลาเนส  เชนเดียวกับ
แบคทีเรียที่คลาย B. licheniformis  และแบคทีเรียที่คลาย B. subtilis  ขณะที่ B. megaterium สาย
พันธุ LDD4 และ B. firmus  ผลิตเอนไซมเพียง 2 ชนิดคอืโปรตีเอส และอะไมเลส  สวน 
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unidentified Bacillus sp. ไมสามารถผลิตเอนไซมบนอาหารแข็ง  และในการศึกษานีพ้บวาไมมี 
Bacillus sp. สายพันธุใดที่สามารถผลิตเอนไซมไคติเนสบนอาหารแข็ง   
 

พบวาการผลิตเอนไซมโดยแบคทีเรียที่จําแนกอยูในสปชีสเดียวกันสามารถผลิตเอนไซม
ชนิดเดยีวกัน แตขนาดของ Cz/Co แตกตางกัน  ยกเวนแบคทีเรียที่คลาย B. subtilis เทานั้นที่สาย
พันธุ LDD3a และ LDD3b สามารถผลิตเอนไซมไซลาเนส แตสายพันธุ LDD1 ไมสามารถผลิต
เอนไซมชนิดนี้  ขนาดของ Cz/Co จากการผลิตเอนไซมโปรตีเอส อะไมเลส เซลลูเลส และไซ
ลาเนสโดย P. polymyxa สายพันธุ N10  เทากับ 3.71, 3.71, 7.54 และ 3.89 เมื่อเพาะเลีย้งที่
อุณหภูมิหองนาน 2, 1, 4 และ 2 วันตามลาํดับ  ขณะที่ขนาด Cz/Co ของ Bacillus sp. จากพด.1 อยู
ในชวง 1.12-2.68, 1.00-2.67, 2.34-4.13 และ 1.00-2.39 ตามลําดับ  การผลิตเอนไซมโดย P. 
polymyxa สายพันธุ N10 บนอาหารแข็งจึงสูงกวา Bacillus sp. จากพด.1 อยางเห็นไดชัด   
 
 การผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมโปรตีเอส อะไมเลส เซลลูเลส และไซลาเนสโดย P. 
polymyxa สายพันธุ N10 ในอาหารเหลว แตกตางกันตามชนิดของเอนไซม  โดยที่ผลิตเอนไซมโปร
ตีเอสและเซลลูเลสสูงกวาเอนไซมชนิดอื่น  กิจกรรมสูงสุดของเอนไซมนิวทรัลโปรตีเอส แอสิด
โปรตีเอส ไซลาเนส เบตาอะไมเลส เซลลูเลสที่ยอยสลาย CMC (endo-1,4-β-glucanase) และ
กระดาษกรอง (exo-1,4-β-glucanase) เทากบั 112.16, 78.60, 25.69, 14.45, 0.859 และ 0.127 หนวย
ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ   
 
 ในแงการผลิตกรดในอาหารเหลวที่มีน้ําตาลดี-กลูโคส 0.5% พบวา P. polymyxa สายพันธุ 
N10  แสดงคาพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ต่ํากวา Bacillus sp. ในกลุม B. subtilis  และ Bacillus sp. 
จากพด.1 ทีน่ํามาเปรียบเทียบอยางชัดเจน โดยมีคาพีเอชที่ 24 ช่ัวโมงเทากับ 4.79 ขณะที่ Bacillus 
sp. อ่ืนๆมีคาพเีอชอยูในชวง 5.6-6.3   
 
 จากการศึกษาศักยภาพในการยับยั้งจุลินทรยีโรคพืช พบวา P. polymyxa สายพันธุ N10 
สามารถยับยั้งแบคทีเรียโรคพืชดังตอไปนี้ X. campestris pv. campestris, X. campestris pv. 
glycines, X. campestris pv. phaseoli  และยับยั้งราโรคพชืไดแก F. oxysporum, Alternaria sp.,  A. 
niger, R. oligosporus  และ Sclerotium sp.  นอกเหนือจากการยับยั้งราโรคพืชแลว ยังพบวา
แบคทีเรียสายพันธุนี้ยังยับยัง้การเจริญของเสนใยเห็ดใน class Basidiomycete ไดแก เห็ดนางฟา
ภูฏาน (Pleurotus ostreatus) เห็ดขอนขาว (Lentinus squarrosulus Mont.) เห็ดหูหนู (Auricularia 
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auricular (Hook.) Underw.) เห็ดฟาง (Volvariella volvacea (Bull. Ex Fr.) Sing.) และเหด็เปาฮื้อ 
(Pleurotus ablonus Han)  ขอมูลเบื้องตนเหลานี้ช้ีใหเหน็วาแบคทเีรียชนิดนี้อาจเหมาะกับการ
นําไปใชในการทําปุยหมักสาํหรับปลูกพืช เพราะสามารถยับยั้งจุลินทรยีโรคพืช  แตอาจไมเหมาะ
สําหรับใชยอยสลายวัสดุเพาะเหด็ เพราะมผีลยับยั้งเสนใยเหด็ 
 
 ปกติแลวการสรางสปอรของ P. polymyxa สายพันธุ N10 บนอาหาร NA ใชเวลาประมาณ 
15 วัน จึงไดสปอรอิสระเปนสวนใหญ  เมือ่ศึกษาเปรียบเทียบบนอาหารแข็งชนิดอื่นๆ พบวาอาหาร 
Soil Extract Agar, AK Agar # 2 และ GYS Agar ใหผลดกีวา  คือสามารถไดสปอรอิสระภายใน 7-
10 วัน  และเมือ่ศึกษาการสรางเอนโดสปอรในอาหารเหลว Soil Extract, AK#2 และ GYS  พบวา
เกิดสปอรอิสระดีกวา และเรว็กวาอาหารแข็งในสูตรเดียวกัน คือเกิดสปอรอิสระได 100% ที่ 7,4 
และ 3 วนั ตามลําดับ  ดังนัน้อาหารเหลวที่เหมาะสมควรเปน GYS หรือ AK#2 มากกวา Soil Extract 
Broth  อยางไรก็ตามสปอรอิสระเหลานี้ไมสามารถทนความรอนในระดับ 80 องศาเซลเซียส 10 
นาที 
   

จากคุณสมบัตขิอง P. polymyxa สายพันธุ N10 ที่ศึกษาทัง้หมดนี้ จึงมีความเปนไปไดที่จะ
นําแบคทีเรียสายพันธุนี้ไปประยุกตใชรวมกับจุลินทรียอ่ืนเพื่อยอยสลายวัสดุทางการการเกษตร
สําหรับทําปุยหมัก เพราะนอกจากสามารถผลิตเอนไซมโปรตีเอส อะไมเลส เซลลูเลส และไซ
ลาเนสแลว P. polymyxa สายพันธุ N10 ยังสามารถยับยั้งราและแบคทีเรียโรคพืช จึงเปนประโยชน
ตอการควบคุมจุลินทรียโรคพืชที่ปนเปอนอยูในกองปุยหมัก  แตอาจไมเหมาะสมตอการยอยสลาย
วัสดุเพาะเหด็ เนื่องจาก P. polymyxa สายพันธุ N10 ยับยั้งการเจริญของเสนใยเห็ดในระดับ
หองปฏิบัติการ  แตทั้งนี้ควรศึกษาสภาวะหรืออาหารเลี้ยงเชื้อที่สนับสนุนให P. polymyxa สายพันธุ 
N10 ผลิตเอนไซมสูงที่สุด  รวมทั้งควรศึกษาสภาวะที่กระตุนให P. polymyxa สายพันธุ N10 สราง
เอนโดสปอรจํานวนมากและทนความรอน เพื่อการนําไปใชในรูปผงเชือ้สําเร็จรูป  
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ขอเสนอแนะ 
 

1.  การแยกแบคทีเรียที่สรางเอนโดสปอรจากตัวอยางธรรมชาติ หรือจากสารเรงพด.1 ควร
ใชทั้งวิธี heat shock ควบคูกบัตัวอยางทีไ่มผานการ heat shock  อาจทําใหไดชนิดและปริมาณของ
แบคทีเรียที่สรางเอนโดสปอรมากขึ้น 
 
 2.  แบคทีเรีย P. polymyxa สายพันธุ N10 จะมีศักยภาพในการทําปุยหมักไดเร็วขึ้นหรือไม  
ตองมีการศึกษาในสภาพธรรมชาติตอไป  ทั้งแงการผลิตเอนไซม และการผลิตกรดจากสาร
คารโบไฮเดรต 
 
 3.  P. polymyxa สายพันธุ N10 นี้อาจเหมาะกับการทําปุยหมักที่ใชกับพชื เพื่อสงเสริมการ
เจริญของพืชและควบคุมโรคพืช  เนื่องจากแบคทีเรียชนดินี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียและราสาเหตุ
โรคพืชหลายชนิด แตอาจไมเหมาะสําหรับนําไปใชยอยสลายวัสดุเพาะเหด็  เนื่องจากยับยัง้เสนใย
เห็ดในระดับหองปฏิบัติการ  อยางไรก็ตาม จากการศึกษาเบื้องตนในการเพาะเห็ดฟางแบบกองเตี้ย 
ของกลุมงานจลุชีววิทยาประยุกต กรมวิชาการเกษตร โดยใสเชื้อนี้ พบวาใหผลผลิตเห็ดที่สูงขึ้น  จงึ
เปนเรื่องที่นาศึกษาตอไปถึงศักยภาพของเชื้อนี้ที่ชวยในการเพาะเห็ด วายับยั้งการเจริญของเสนใย
เห็ดในสภาพธรรมชาติหรือไม  เนื่องจากสภาพธรรมชาติเปนเชื้อผสม ไมใชเชื้อบริสุทธิ์ 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้และสารเคมี 
 

1. อาหารแข็งสําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมอะไมเลส (Starch Agar) 
 

Soluble starch    10.0  กรัม 
น้ํากลั่น     50.0  มิลลิลิตร 
Nutrient agar      1.0  ลิตร 

 
ละลายแปงจนหมดในน้ํา ผสมกับ Nutrient agar ที่กําลังหลอมเหลว 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
ตรวจผลการทดลองโดยราดดวยสารละลายไอโอดีน  ดูวงใสรอบโคโลนี 
 

  สารละลายไอโอดีน 
  Iodine     1.0  กรัม 
  KI     2.0  กรัม 
  น้ํากลั่น              300.0  มิลลิลิตร 
  ละลาย Iodine และ KI ในน้ํากลั่นปริมาตรนอยๆกอน  แลวเติมน้ําใหครบ  เก็บใน
ขวดสีชา 
 
2. อาหารแข็งสําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมโปรตีเอส (Milk Agar) 
 

A. skim milk 5 กรัม  ละลายในน้ํากลั่น 50.0 มิลลิลิตร 
B. agar 1.0 กรัม  ละลายในน้ํากลั่น 50.0 มิลลิลิตร 

 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 

ตั้งทิ้งไวจนอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ผสมกันแลวเทลงจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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3. อาหารแข็งสําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมเซลลูเลส (Budi et al., 2000) 
 

MgSo4⋅7H2O        0.1  กรัม 
CaCl2⋅2H2O      0.2  กรัม 
FeSO4⋅7H2O      0.04  กรัม 

               NaCl       0.2  กรัม 
 KH2PO4       0.3  กรัม 
 K2HPO4       0.5  กรัม 
 Caboxymethyl ccellulose (CMC)    5.0  กรัม 
 Yeast extract      0.1  กรัม 
 Agar      15.0  กรัม 

น้ํากลั่น             1,000.0   มิลลิลิตร 
 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
ตรวจผลการทดลองโดยราดผิวหนาดวยสารละลาย Congo red เขมขน 1 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร นาน 15 นาที ลางออกดวยสารละลาย NaCl เขมขน 1 โมลาร  ดูวงใสรอบโคโลนี 
 
 สารละลาย Congo red ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   
 ช่ัง Congo red 0.1 กรัม  ละลายดวยน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
 
 สารละลาย NaCl ความเขมขน 1 โมลาร 
 ช่ัง NaCl  5.85 กรัม  ละลายดวยน้าํกลั่น 100 มิลลิลิตร 
 

4. อาหารแข็งสําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมไซลาเนส (ดัดแปลงจาก Pham et al., 1998) 
 

Beef extract      1.0  กรัม 
Yeast extract      2.0  กรัม 
Peptone       5.0   กรัม  
NaCl       5.0   กรัม 
Oat spelt xylan      1.0  กรัม 
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Agar      15.0  กรัม 
น้ํากลั่น             1,000.0   มิลลิลิตร 

 
 ปรับพีเอชเปน 7.4 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
5. อาหารแข็งสําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมไคติเนส (Dunne et al., 1997) 

 
K2HPO4       0.8  กรัม 
KH2PO4       0.2  กรัม 
(NH4)2SO4      0.5  กรัม 
MgSO4⋅7H2O        0.2  กรัม 
CaCl2⋅2H2O      0.01  กรัม 
FeCl3⋅76H2O      0.01  กรัม 
MgSo4⋅7H2O        0.2  กรัม 
ZnSO4⋅7H2O        0.001  กรัม 
Cassamino acid      2.0  กรัม 
น้ํากลั่น             1,000.0   มิลลิลิตร 
Colloidal chitin suspension ความเขมขน 1% (w/v) ในปริมาตรที่เทากัน 
 

 ปรับพีเอชเปน 7.0 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
 Colloidal chitin (ชาญวิทย, 2546) 
 ช่ังผงไคตินจากเปลือกกุง 10 กรัม  แชในกรดฟอสฟอริกความเขมขน 85% 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาแรงๆนาน 12 ช่ัวโมง ลางดวยน้ํากลั่นจนมคีาพีเอช 5.0 ปรับพีเอชดวย 
NaOH จนมีคาพีเอช 7.0  กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No. 1  เก็บ colloidal chitin ไวที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใช 
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6. อาหารเหลวสําหรับผลิตเอนไซมโปรตีเอส (ดัดแปลงจากสุดธิดา, 2548) 
 

Glucose       5.0  กรัม 
Yeast extract      5.0  กรัม 
K2HPO4       1.0  กรัม 
MgSO4⋅7H2O        0.2  กรัม 
Skim milk    10.0  กรัม 

 น้ํากลั่น             1,000.0   มิลลิลิตร 
 

ปรับพีเอชเปน 7.0 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที 

 
7. อาหารเหลวสําหรับการผลิตเอนไซมอะไมเลส (Hansley et al., 1980) 
 

KCl       1.0  กรัม 
MgCl2⋅2H2O        0.2  กรัม 
NaHPO4      5.4  กรัม 
Na2HPO4⋅2H2O        7.0  กรัม 
CaCl2⋅2H2O      0.25  กรัม 
FeSO4⋅7H2O      0.005  กรัม 
MnSO4⋅5H2O      0.001  กรัม 
Soluble starch    20.0  กรัม 
Peptone     10.0  กรัม 
น้ํากลั่น             1,000.0   มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเปน 7.0 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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8. อาหารเหลวสําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลส (Zhang et al., 2004) 
 

CMC     20.0  กรัม 
Tryptone    10.0  กรัม 
Yeast extract      5.0  กรัม 
NaCl       5.0  กรัม 
KH2PO4       1.0  กรัม 

 น้ํากลั่น             1,000.0   มิลลิลิตร 
 

ปรับพีเอชเปน 7.0 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 
9. อาหารเหลวสําหรับการผลิตเอนไซมไซลาเนส (ดัดแปลงจาก Pham et al., 1998) 
 

K2HPO4       0.75  กรัม 
KH2PO4       0.5  กรัม 

  Oat spelt xylan      5.0  กรัม 
Yeast extract      4.0  กรัม 
Tryptic peptone      2.0  กรัม 
(NH4)2SO4      2.0  กรัม 
Trace element solution     1.0   มิลลิลิตร 

  น้ํากลั่น             1,000.0   มิลลิลิตร 
 
ปรับพีเอชเปน 7.0 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 
Trace element solution (Shoham et al, 1993) 
CaCl2⋅2H2O      0.39  กรัม 
Cu4SO4       0.62  กรัม 
FeSO4⋅7H2O      0.60  กรัม 
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MnSO4         0.59  กรัม 
ZnSO4⋅7H2O        0.42  กรัม 
CoCl2⋅6H2O      0.79  กรัม 
Na2MoO2        0.70  กรัม 
น้ํากลั่น             1,000.0   มิลลิลิตร 
 

10. Yeast extract potato dextrose agar (YPD Agar)  
 
  Polypeptone      0.6  กรัม 
  Yeast extract      3.0  กรัม 
  Dextrose      3.0  กรัม 
  Agar     12.0  กรัม 
  น้ํากลั่น              1,000.0   มิลลิลิตร 

 
ปรับพีเอชเปน 7.2 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 
11. Yeast extract potato dextrose soft agar (YPD Soft Agar)  
 
  องคประกอบเหมือนกับอาหารสูตร YPD agar  แตใช agar 6.0 กรัม 
 
12. Potato Dextrose Agar (PDA) 
 
  มันฝร่ัง     200.0  กรัม 
  Dextrose      20.0  กรัม 
  Agar       15.0  กรัม 
  น้ํากลั่น               1,000.0   มิลลิลิตร 

 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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13. การสรางกรดจากน้ําตาลดี-กลูโคส 
 

basal medium    
                 Diammonium hydrogenphosphate   1.0       กรัม 
    KCl       0.2    กรัม 
   MgSO4.7H2O      0.2    กรัม 
   Yeast extract      0.2    กรัม 
  น้ํากลั่น             1,000.0   มิลลิลิตร 
 
 ปรับพีเอชเปน 7.0 กอนเติม ของ bromcresol purple เขมขน 0.04% (w/v)  
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 
                   

สารละลายน้ําตาลกลูโคส 
  ละลายน้ําตาลน้ําตาลด-ีกลูโคสนน้ํากลั่น  ปริมาตรไมควรเกิน 10 มิลลิลิตร  
คํานวณใหมีความเขมขนสดุทายเทากับ 0.5% แลวกรองผานเมมเบรน เสนผานศูนยกลาง 0.2 um 
จากนั้นผสมกบั basal medium ที่ผานการฆาเชื้อแลว  
 
14. อาหารแข็งสําหรับสรางสปอรสูตร Nutrient Agar ท่ีเติม MnSO4 
 

เติม MnSO4⋅H2O 50 มิลลิกรัม  ลงใน NA ปริมาตร 1 ลิตร 
 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
15. อาหารแข็งสําหรับสรางสปอรสูตร Soil Extract Agar 
 
  Glucose       1.0  กรัม 
  Yeast extract      0.5   กรัม 

K2HPO4       0.5  กรัม 
  Agar     15.0  กรัม 
  น้ํากลั่น                500.0   มิลลิลิตร 
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Soil extract               500.0   มิลลิลิตร 
 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
Soil Extract 
ช่ังดินสวน 500 กรัม ใสลงในน้ํา 1,500 มิลลิลิตร  นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 30 นาที  กรองเอาแตสวนใสผานผาขาวบาง 
แลวกรองดวยกระดาษกรอง ถายังขุนใหกรองซ้ํา ถายังมีความขุนใหเติม CaCO3 0.5 กรัม ลงไปใน
สวนใสที่กรองได ตั้งทิ้งไว 5 นาที กรองดวยกระดาษกรองอีกครั้ง 

 
16. อาหารแข็งสําหรับสรางสปอรสูตร AK Agar#2    
 
  Pancreatic digest of gelatin    6.0  กรัม 
  Pancreatic digest of casein    4.0  กรัม 

Yeast extract      3.0  กรัม 
Beef extract      1.5  กรัม 
Glucose       1.0  กรัม 
MnSO4       0.3  กรัม 
Agar     15.0  กรัม 

  น้ํากลั่น             1,000.0   มิลลิลิตร 
 
ปรับพีเอชเปน 7.0 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 
17. อาหารแข็งสําหรับสรางสปอรสูตร Glucose Yeast Extract-Salt Agar (GYS Agar) 
 

Glucose       1.0  กรัม 
Yeast extract      0.5  กรัม 

  (NH4)2SO4      0.4  กรัม 
  MgSO4⋅7H2O      0.82  กรัม 
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CaCl2⋅2H2O      0.08  กรัม 
MnSO4⋅H2O      0.07  กรัม 

  น้ํากลั่น             1,000.0   มิลลิลิตร 
 
ปรับพีเอชเปน 7.0 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 

18. อาหารแข็งสําหรับสรางสปอรสูตร Nutrient Agar ท่ีเติม ccy 
 
  เติม ccy ลงใน NA ปริมาตร 1 ลิตร ใหมีความเขมขนดังนี ้
 
  ccy salt solution 
  MgSO4⋅7H2O      0.50  มิลลิโมลาร 

MnSO4⋅4H2O      0.01  มิลลิโมลาร 
Fe2(SO4)3⋅9H2O      0.05  มิลลิโมลาร 
ZnSO4⋅7H2O      0.05  มิลลิโมลาร 
K2SO4       1.00  มิลลิโมลาร 
CaCl2⋅6H2O      0.10  มิลลิโมลาร 
 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
19. อาหารเหลวสําหรับสรางสปอร 
 
  องคประกอบเหมือนกับอาหารแข็ง แตไมเติมวุน 
 
 
 
 
 
 



 

140

20. การเตรียม Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) buffer 
 

สารละลาย A: สารละลาย Tris(hydroxymethyl)aminomethane ความเขมขน 0.2 โมลาร 
(24.2 กรัม  ในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 

 
สารละลาย B: สารละลาย HCl ความเขมขน 0.2 โมลาร  
 
สารละลาย A + สารละลาย B x  มิลลิลิตร  เจือจางใหมีปริมาตรสุดทาย 200 มิลลิลิตร 
 

x  (มิลลิลิตร) พีเอช 
5.0 9.0 
8.1 8.8 
12.2 8.6 
16.5 8.4 

 
21. การเตรียม Phosphate buffer 
 

สารละลาย A: สารละลาย monobasic sodium phosphate ความเขมขน 0.2 โมลาร 
(NaH2PO4•2H2O  31.2 กรัม  ในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 

 
สารละลาย B: สารละลาย dibasic sodium phosphate ความเขมขน 0.2 โมลาร 

(Na2HPO4•7H2O  53.65 กรัม  หรือ Na2HPO4•12H2O  71.7 กรัม    ในน้าํกลั่นปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตร) 

 
เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตามพีเอชที่ตองการ  เจือจางใหมปีริมาตรสุดทาย 200 

มิลลิลิตร 
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A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช 
93.5 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9 
92.0 8.0 5.8 39.0 61.0 7.0 
90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1 
87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2 
85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3 
81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4 
77.5 22.5 6.3 16.0 84.0 7.5 
73.5 26.5 6.4 13.0 87.0 7.6 
68.5 31.5 6.5 10.5 90.5 7.7 
62.5 37.5 6.6 8.5 91.5 7.8 
56.5 46.5 6.7 7.0 93.0 7.9 
51.0 49.0 6.8 5.3 94.7 8.0 
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ภาคผนวก ข 
 

วิธีการวิเคราะห 
 

1. การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมโปรตีเอส  (ดัดแปลงจากlสุดธิดา, 2548) 
 

1.1 สารเคมี 
 
1.1.1  สารละลายเคซีน (casein)  ใชสารละลายเคซีนเขมขน 2% เปนซับสเตรต  เตรียม

โดยช่ังเคซีน 2 กรัม ละลายดวย Tris-HCl buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.0 และ 4.0 
(ภาคผนวก ก ขอ 20)  ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 

 
1.1.2  สารละลาย trichloroacetic acid (TCA) 10%  ใชหยุดกจิกรรมของเอนไซม  

เตรียมโดยชั่ง trichloroacetic acid 10 กรัม ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 100 มิลลิลิตร 
 

1.2 การวิเคราะห 
 

1.2.1  นําสารละลายเอนไซมมาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมดวย Tris-HCl 
buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.0 และ 4.0 

 
1.2.2  ปเปตสารละลายเคซีนเขมขน 2% มา 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง อุน

สารละลายเคซีนและสารละลายเอนไซมที่เจือจางแลวในอางน้ํารอนที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที 

 
1.2.3  เติมสารละลายเอนไซมที่เจือจางแลวปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายเคซีน 

บมที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หยดุปฏิกิริยาดวยสารละลาย TCA ความเขมขน 10%  
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  ทิ้งไวที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง เพื่อใหโปรตีนตกตะกอน 

 
1.2.4  ทําหลอดควบคุม  โดยเติมสารละลาย TCA ความเขมขน 10%  ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร  จากนั้นเติมสารละลายเคซีน 1 มิลลิลิตร และสารละลายเอนไซม 1 มิลลิลิตร 
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1.2.5  นําสารละลายจากขอ 1.2.3 มากรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1  นําสวน
ใสมาวิเคราะหประสิทธิภาพของเอนไซมในการยอยโปรตีน โดยวัดปรมิาณไทโรซีนที่เกิดขึ้นเทยีบ
กับสารละลายไทโรซีนมาตรฐาน ตามวิธีของ Lowry (Lowry, 1951)   
 

1.2.6  การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมโปรตีเอส 
 
 กิจกรรมของเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร) =  (T1-T0) x V x D 
          t 
  

T1  คือ  ความเขมขนของไทโรซีนที่วัดไดภายหลังจากเอนไซมเกิดกิจกรรม 
T0  คือ  ความเขมขนของไทโรซีนที่วัดไดจากหลอดควบคุม 
V  คือ  ปริมาตรทั้งหมดในการทดลอง  ซ่ึงเทากับ 4 มิลลิลิตร 
D  คือ  ความเจือจางของเอนไซม 
t    คือ  เวลาที่ใชบมเอนไซมกับซับสเตรต  ซ่ึงเทากับ 10 นาที 
 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมเทากับปริมาณของเอนไซมโปรตีเอสที่สามารถยอย 

เคซีนแลวเกดิไทโรซีน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในเวลา 1 นาที 
 
2. การวิเคราะหปริมาณไทโรซีน (Lowry et al., 1951) 
 

2.1 สารเคมี 
 

2.1.1  สารละลายไทโรซีน (tyrosine) มาตรฐาน  ช่ังไทโรซีนดวยเครื่องชั่งละเอียด 
0.1000 กรัม ใสลงในขวดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 100 มิลลิลิตร  
เก็บเปน stock solution  จากนั้นนํามาเจือจางใหไดสารละลายมาตรฐานที่มีความเขมขนของไทโร
ซีนตั้งแต 20-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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2.1.2  การเตรียมสารละลาย Lowry 
 

สารละลาย A: ละลาย copper sulfate 0.5 กรัม  และ sodium citrate 1 กรัม  ในน้ํา  
100 มิลลิลิตร   

สารละลาย B: ละลาย sodium carbonate 20.0 กรัม  และ NaOH 4.0 กรัม ในน้ํา 1 
ลิตร 

สารละลาย C: นําสารละลาย A มา 1 มิลลิลิตร  ผสมกับสารละลาย B 50 
มิลลิลิตร 

สารละลาย D: สารละลาย Folin-Ciocalteau ความเขมขน 1 นอรมอล 
 

2.2 วิธีวิเคราะห 
 

2.2.1  สรางกราฟมาตรฐานของไทโรซีน  โดยเจือจางสารละลายมาตรฐานไทโรซีนให
มีความเขมขน 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
2.2.2  ใสสารละลายตัวอยาง และสารละลายมาตรฐาน 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดลองแตละหลอด  สวน blank จะใช Tris-HCl buffer ความเขมขน 0.05 โมลารแทน 
 
2.2.3  เติมสารละลาย C หลอดละ 2.5 มิลลิลิตร ลงในขอ 2.2.2  ทิ้งไว 5 นาที  จากนัน้

เติมสารละลาย D หลอดละ 0.25 มิลลิลิตร ทิ้งไว 20-30 นาที แลวนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ดวยเครื่องเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคา
การดูดกลืนแสงกับปริมาณไทโรซีน นําคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางมาเปรียบเทียบหาความ
เขมขนของไทโรซีน  และคํานวณหาปริมาณไทโรซีน 
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y = 0.0104x + 0.0037
R2 = 0.9992
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ภาพผนวกที่ ข 1  กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของไทโรซีน 
 
3. การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมเบตาอะไมเลส  
 

3.1 สารเคมี 
 
สารละลาย soluble starch ใชสารละลาย soluble starch เขมขน 1% เปนซับสเตรต  

เตรียมโดยชั่ง soluble starch 1 กรัม ตมใหละลายดวย Phosphate buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร   
พีเอช 7.0 (ภาคผนวก ก ขอ 21)  ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 

 
3.2 การวิเคราะห 

 
3.2.1  นําสารละลายเอนไซมมาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมดวย Phosphate 

buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร พเีอช 7.0   
 
3.2.2  ปเปตสารละลาย soluble starch เขมขน 1% มา 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอด

ทดลอง อุนสารละลาย soluble starch และสารละลายเอนไซมที่เจือจางแลวในอางน้าํรอนที่ 37 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี
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3.2.3  เติมสารละลายเอนไซมที่เจือจางแลวปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  ลงในสารละลาย 
soluble starch 0.5 มิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี แลววเิคราะหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซ เทียบกบักราฟมาตรฐาน   

 
3.2.4  ทําหลอดควบคุม  โดยเติม DNS reagent ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดสอบที่มีสารละลายเอนไซมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลววิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดวิซ เทียบกับ
กราฟมาตรฐาน  
 

3.2.5  การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมเบตาอะไมเลส 
 
 กิจกรรมของเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร) =  (RS10-RS0) x 2 x D 
         M.W. of maltose x t 
  

RS10  คือ  ปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่วัดไดภายหลังจากเอนไซมเกิดกิจกรรม 
RS0   คือ  ปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่วัดไดจากหลอดควบคุม 
D  คือ  ความเจือจางของเอนไซม 
t    คือ  เวลาที่ใชบมเอนไซมกับซับสเตรต  ซ่ึงเทากับ 10 นาที 
 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมเบตาอะไมเลสเทากับปริมาณของเอนไซมเบตา           

อะไมเลสที่สามารถยอย soluble starch แลวเกดิเปนน้ําตาลรีดิวซเทียบเทาน้ําตาลมอลโตส 1 ไมโคร
โมล ภายในเวลา 1 นาที ในสภาวะทีท่ดสอบ 
 
4. การวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซ  
 

4.1 สารเคมี 
 
DNA reagent  เตรียมโดยชั่ง 3,5 dinitrosalicylic acid 10 กรัม  ละลายในน้ํากลั่น 500 

มิลลิลิตร เติมฟนอล 2 กรัม แลวเติมโซเดยีมไนไตรต 0.5 กรัม คอยๆเตมิสารละลายโซเดียมทาร
เทรต (โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต 200 กรัม ที่อยูในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2% 
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ปริมาตร 500 มิลลิลิตร)  คนใหเขากนั นําไปอังในอางน้ํารอนจนสารละลายใส จากนัน้ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 ลิตร  เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
 

4.2 วิธีวิเคราะห 
 

สรางกราฟมาตรฐานของน้ําตาลมอลโตส  โดยเจือจางสารละลายมาตรฐานน้ําตาลมอล
โตสใหมีความเขมขน 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร  เติม DNS reagent ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร นําไปตมในน้ําเดือด นาน 5 นาที แลวทําใหเย็น
ทันที  เติมน้ํากลั่น 15 มิลลิลิตร วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรดวยเครื่อง
สเปคโตรโฟโตมิเตอร 
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ภาพผนวกที่ ข 2  กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของน้ําตาลมอลโตส 
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5. การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลส  
 

5.1 สารเคมี 
 
สารละลาย carboxymethyl cellulose (CMC) ใชสารละลาย CMC เขมขน 1% เปนซับส

เตรต  เตรียมโดยชั่ง CMC 1 กรัม ตมใหละลายดวย Phosphate buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร      
พีเอช 7.0 (ภาคผนวก ก ขอ 21)  ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 

 
5.2 การวิเคราะหกจิกรรม endo-1,4-β-glucanase 

 
5.2.1  นําสารละลายเอนไซมมาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมดวย Phosphate 

buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.0   
 
5.2.2  ปเปตสารละลาย CMC เขมขน 1% มา 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง อุน

สารละลาย CMC และสารละลายเอนไซมที่เจือจางแลวในอางน้ํารอนที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที 

 
5.2.3  เติมสารละลายเอนไซมที่เจือจางแลวปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย 

CMC 0.5 มิลลิลิตร บมที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลววิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซ  
เทียบกับกราฟมาตรฐาน ดังวธีิในขอ 4 โดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนสารละลายมาตรฐาน 

 
5.2.4  ทําหลอดควบคุม  โดยเติม DNS reagent ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดสอบที่มีสารละลายเอนไซมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลววิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดวิซ ดังวิธีใน
ขอ 4 เทียบกับกราฟมาตรฐาน โดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนสารละลายมาตรฐาน 
 

5.2.5  การคํานวณกิจกรรมเซลลูเลส 
 
 กิจกรรมของเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร) =  (RS10-RS0) x 2 x D 
         M.W. of glucose x t 
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RS10  คือ  ปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่วัดไดภายหลังจากเอนไซมเกิดกิจกรรม 
RS0   คือ  ปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่วัดไดจากหลอดควบคุม 
D  คือ  ความเจือจางของเอนไซม 
t    คือ  เวลาที่ใชบมเอนไซมกับซับสเตรต   
 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมอะไมเลสเทากับปริมาณของเอนไซมอะไมเลสที่

สามารถยอย CMC หรือกระดาษกรอง แลวเกิดเปนน้ําตาลรีดิวซเทียบเทาน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโคร
โมล ภายในเวลา 1 นาที ในสภาวะทีท่ดสอบ 
 

5.3 การวิเคราะหกจิกรรม exo-1,4-β-glucanase 
 
5.3.1  นําสารละลายเอนไซมมาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมดวย Phosphate 

buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร  พีเอช 7.0   
 
5.3.2  อุนสารละลายเอนไซมที่เจือจางแลว ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ในอางน้ํารอนที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที แลวใสกระดาษกรอง Whatman No.1 ขนาดกวาง 
10x60 มิลลิเมตร บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 60 นาที วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดวิซ  
เทียบกับกราฟมาตรฐาน ตามวิธีในขอ 4 เทียบกับกราฟมาตรฐาน โดยใชน้ําตาลกลูโคสเปน
สารละลายมาตรฐาน คํานวณกิจกรรมของ exo-1,4-β-glucanase ตามวิธีในขอ 5.2.5 

y = 0.001x + 0.0073
R2 = 0.9963
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ภาพผนวกที่ ข 3  กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 
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6. การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมไซลาเนส 
 

6.1 สารเคมี 
 
สารละลาย soluble oat spelt xylan ใชสารละลาย soluble oat spelt xylan เขมขน 1% 

เปนซับสเตรต  เตรียมโดยชั่ง oat spelt xylan 2 กรัม ตมใหละลายดวย Phosphate buffer ความ
เขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.0 (ภาคผนวก ก ขอ 21)  ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร แลวแยกเอาแต
สวนที่ละลายน้ําโดยปนเหวีย่งที่ความเรว็รอบ 8,500 รอบตอนาที นาน 10 นาที นําสวนใสมาใชเปน
ซับสเตรต  นําสวนที่ไมละลายน้ําไปลางดวยน้าํกลั่นหลายๆครั้ง อบแหงที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส 1 คืน ช่ังน้ําหนักไดประมาณ 1 กรัม (ปาริชาต, 2549) 

 
6.2 การวิเคราะห 

 
6.2.1  นําสารละลายเอนไซมมาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมดวย Phosphate 

buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร  พีเอช 7.0   
 
6.2.2  ปเปตสารละลาย soluble oat spelt xylan เขมขน 1% มา 0.5 มิลลิลิตร ใสลงใน

หลอดทดลอง อุนสารละลาย soluble oat spelt xylan และสารละลายเอนไซมที่เจือจางแลวในอางน้าํ
รอนที่ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี

 
6.2.3  เติมสารละลายเอนไซมที่เจือจางแลวปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย 

soluble oat spelt xylan 0.5 มิลลิลิตร บมที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลววิเคราะห
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ เทียบกับกราฟมาตรฐาน ดังวิธีในขอ 4    

 
6.2.4  ทําหลอดควบคุม  โดยเติม DNS reagent ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดสอบที่มีสารละลายเอนไซมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลววิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดวิซ เทียบกับ
กราฟมาตรฐาน โดยใชน้ําตาลไซโลสเปนสารละลายมาตรฐาน   
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6.2.5  การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส 
 
 กิจกรรมของเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร) =  (RS10-RS0) x 2 x D 
         M.W. of xylose x t 
  

RS10  คือ  ปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่วัดไดภายหลังจากเอนไซมเกิดกิจกรรม 
RS0   คือ  ปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่วัดไดจากหลอดควบคุม 
D  คือ  ความเจือจางของเอนไซม 
t    คือ  เวลาที่ใชบมเอนไซมกับซับสเตรต  ซ่ึงเทากับ 10 นาที 
 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมไซลาเนสเทากับปริมาณของเอนไซมไซลาเนสที่

สามารถยอย soluble oat spelt xylan แลวเกิดเปนน้ําตาลรีดิวซเทียบเทาน้ําตาลไซโลส 1 ไมโครโมล  
ภายในเวลา 1 นาที ในสภาวะที่ทดสอบ 

 

y = 0.0011x + 0.0461
R2 = 0.9988
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ภาพผนวกที่ ข 4  กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของน้ําตาลไซโลส 
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ภาคผนวก ค 
 

ผลการทดลอง 
 
1. การจําแนก Bacillus sp. ระดับสปชีสโดย Biolog Sytem 
 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A   • • • 50%       
B •  • • •  •  50% 50% •  
C • • • • • •  • 50% 50%   
D •  • 50% •  • •   • • 
E  • •  •        
F      50%       
G            • 
H    •         

 
ภาพผนวกที่ ค 1  pattern การใชแหลงคารบอน 95 ชนิด โดย Paenibacillus polymyxa  สายพันธุ 

N10  จากการทดลอง 2 คร้ัง  โดยที่มีการเจริญทั้ง 2 ซํ้า (•) หรือมีการเจริญเพียง 1 
ซํ้า (50%) 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 


