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RESEARCH AND DEVELOPMENT OF ALPHA GLUCOSYL 

GLYCEROL PRODUCTION FOR SAFETY LOSING WEIGHT 

 

Siritham Singhtho,  Rachain Visutthipat, Sayam Sinsawad  

Phathan Photisawat,  Achara chaiongkarn  and Premsuda Saman  

 

ABSTRACT 

     

This research and development was aimed at production of alpha glocosyl 
glycerol (AGG) which was formed between glycerol and glucose molecules using 
cyclodextrin glucanotransferrase (CGTase). AGG reaction with saliva amylase and 
sugar digestion in small intestine result in the lower efficiency of sugar digestion and 
absorption. As a consequence, the sugar level in blood reduces as well as less amount of 
excessive energy obtained by the body. This treatment is suitable for either over-
weighted person or obesity patients. In addition, AGG can also be used for weight-
controlled people. 
 
 In general, CGTase is used for low calorie sweetener production. In this study, 
medium cultivation conditions, temperature, and optimal time for CGTase production 
were investigated. Cultivations of Bacillus  circulans  TISTR  1923 and Bacillus  sp. 
TISTR  908 at various conditions with three different types of media such as Horikoshi  
medium (HS);  Nutrient Broth (NB) and  Nutrient  Broth  Modified  (NBM) were 
performed on temperature-controlled shaker at 30 and 37C. The experimental results 
showed that Bacillus  sp.  TISTR  908 cultured with NBM at 37°C for  24 hrs produced the 
highest amount of CGTase of 0.87 unit/ml. These optimal cultivation conditions of 
Bacillus sp. TISTR  908 were applied for CGTase production for preliminary tests of 
AGG production which the amount of AGG produced could be determined from the 
amount of glycerol consumed in the reaction. As a result, the amount of 104.70 mg/ml 
of AGG was found. 
 

 
 
 

 
 



 2 

การวิจัยและพัฒนาการผลิตแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล 
        เพ่ือการลดน้ําหนักอยางปลอดภัย 

 
ศิริธรรม  สิงหโต 1,  ราเชนทร  วิสุทธิแพทย 1,  สยาม  สินสวัสดิ์ 1  
ประธาน  โพธิสวัสดิ์ 1 , อัจฉรา ไชยองคการ1 และ เปรมสุดา สมาน 1   

 
บทคัดยอ 

 
 การวิจัยนี้มีจุดประสงคเพี่อทําการวิจัยและพัฒนาการผลิตสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล  
ซ่ึงเกิดข้ึนจากการกอพันธะระหวางกลีเซอรอลกับน้ําตาลกลูโคสโดยใชเอนไซมไซโคลเดกซตริน กลู
คาโนทรานสเฟอเรส (CGTase)  มีคุณสมบัติสามารถจับกับเอนไซมอะไมเลสในนํ้าลาย และการยอย
น้ําตาลในลําไสเล็ก ทําใหประสิทธิภาพในการยอยและดูดซึมน้ําตาลลดลง,  สงผลใหระดับน้ําตาลใน
เลือดลดลง ทําใหรางกายไดรับพลังงานสวนเกินลดลง จึงเปนผลดีตอผูท่ีมีน้ําหนักเกินและผูปวยโรค
อวน,  นอกจากนี้ยังสามารถนําไปใชกับผูท่ีตองการควบคุมน้ําหนัก. 
 
 เอนไซม  CGTase  ถูกใชในการผลิตสารใหความหวานท่ีใหพลังงานตํ่า  ซ่ึงงานวิจัยนี้ได
ทําการศึกษาถึงสภาวะอาหารเล้ียงเช้ือ อุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม 
CGTase โดยทําการเพาะเล้ียง Bacillus  circulans  TISTR  1923   และ Bacillus  sp. TISTR  908 ท่ี
สภาวะการเพาะเล้ียงดวยอาหารเล้ียงเช้ือ  3  ชนิด ไดแก  Horikoshi  medium (HS);  Nutrient Broth 
(NB) and  Nutrient  Broth  Modified  (NBM) ในเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ. และ 
37 °ซ.  ซ่ึงผลการทดลองท่ีไดแสดงใหเห็นวา  Bacillus  sp.  TISTR  908  ท่ีเพาะเล้ียงดวย  Nutrient 
Broth Modified (NBM)  ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.  เปนระยะเวลา  24  ช่ัวโมง  สามารถผลิตเอนไซม 
CGTase  ไดสูงสุดท่ี  0.87  หนวย/มล.  ซ่ึงการเพาะเล้ียง  Bacillus  sp. TISTR  908  ท่ีสภาวะดังกลาว
นี้ไดถูกนําไปใชในการผลิตเอนไซม  CGTase  เพื่อใชในการทดสอบเบ้ืองตนสําหรับการผลิตสารให
ความหวานแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล   โดยปริมาณสารใหความหวานท่ีผลิตไดนี้  คํานวณไดจาก
ปริมาณกลีเซอรอลท่ีถูกใชไปในการทําปฏิกิริยา  ซ่ึงผลท่ีไดพบวามีสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล  
อยู  104.70  มก./มล.  โดยประมาณ. 
 
 
 
 
 
------------------------------ 
1 ฝายวิทยาศาสตรชีวภาพ,  สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 
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1.  บทนํา 
 

1.1  หลักการและเหตุผล 
ประเทศไทยจัดเปนประเทศผูผลิตน้ําตาลรายใหญเปนอันดับ 5 ของโลก รองจากประเทศ

บราซิล อินเดีย สหภาพยุโรป จีน และสหรัฐอเมริกา ซ่ึงในป พ.ศ. 2547 ประเทศไทยสามารถผลิต
น้ําตาลไดมากถึง 7.58 ลานตันตอป ซ่ึงในจํานวนนี้ถูกใชเพื่อบริโภคภายในประเทศมากถึง  1.92  
ลานตัน (กรมสงเสริมการสงออก, 2548) คิดเปนสัดสวนการบริโภคน้ําตาล  29.5 กิโลกรัมตอคนตอ
ป แสดงใหเห็นวาคนไทยสวนใหญนิยมบริโภคอาหารและเครื่องดื่มท่ีมีรสหวาน สงผลใหเกิด
ปญหาสุขภาพเพิ่มมากข้ึนซ่ึงเห็นไดจากจํานวนผูปวยเบาหวานท่ีเขารับการรักษาในสถานพยาบาล
ของรัฐเพิ่มข้ึนจาก 179,946 คน ในปพ.ศ. 2539  เปน 643,522 คน ในป พ.ศ. 2549 ซ่ึงเพิ่มข้ึนถึง 
463,576 คนในระยะเวลา 10  ป  (กรมควบคุมโรค, 2550).  นอกจากนี้การบริโภคน้ําตาลในปริมาณ
เกินความตองการของรางกายยังสงผลใหเกิดภาวะนํ้าหนักเกินนําไปสูโรคอวน จากขอมูลของ
องคการอนามัยโลก (WHO) พบวาปจจุบันประชากรโลกประมาณ 1,000 ลานคน มีภาวะน้ําหนัก
เกิน ซ่ึง 300 ลานคน ในจํานวนนี้ปวยเปนโรคอวน และยังคาดการณวาในป ค.ศ. 2015 จะมี
ประชากร 1,500 ลานคนท่ีมีภาวะน้ําหนักเกิน องคการอนามัยโลกยังไดจัดอันดับประเทศในแถบ
เอเชียแปซิฟกท่ีมีคนภาวะน้ําหนักเกินตอสัดสวนประชากร พบวาประเทศไทยถูกจัดอยูในอันดับท่ี 
5 รองจาก ออสเตรเลียม, มองโกเลีย, วานูอาตู และฮองกง และจากการสํารวจประชากรต้ังแตอายุ 
15 ป ข้ึนไป เฉพาะเขตเมืองของประเทศไทยโดยสถาบันวิจัยระบบสาธารณสุข พบวา คนไทยมี
ภาวะน้ําหนักเกินเพิ่มข้ึนจากรอยละ 25.5 ของประชากรท้ังประเทศในป พ.ศ. 2547 เปนรอยละ 28.5 
ในป พ.ศ. 2549 จากความตระหนักถึงปญหาสุขภาพดังท่ีกลาวมา จึงไดมีการนําเอาสารใหความ
หวานมาใชทดแทนน้ําตาล.  

 
สารใหความหวานท่ีนํามาใชทดแทนน้ําตาลนั้น มีจุดประสงคเพื่อใหผูบริโภคไดรับรสชาติ 

หวานเชนเดิมแตไดรับพลังงานลดลง ชวยลดระดับน้ําตาลในเลือดและลดการเปล่ียนรูปจากน้ําตาล
เปนไขมันสะสม  รวมถึงการใชกับผูปวยบางโรค,  ซ่ึงสารใหความหวานตัวอยาง เชน  แอสปาแตม, 
ไซลิทอล,  ซอรบิทอล,  สตีวิโอไซด. บางชนิดผลิตข้ึนจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมี   บาง
ชนิดเปนสารธรรมชาติท่ีไดจากการสกัด โดยสารใหความหวานตางๆ เหลานี้ตองถูกทดสอบความ
ปลอดภัยในการบริโภค การกําหนดปริมาณการบริโภคตอวัน รวมถึงขอจํากัดของผูปวยบางโรคท่ี
ไมสามารถบริโภคได. สารเหลานี้สวนใหญมีราคาสูงและตองนําเขาจากตางประเทศ  ทําใหผูปวย
เบาหวานท่ีมีรายไดนอยและประชาชนท่ัวไปไมสามารถนําเอาสารใหความหวานมาใชทดแทนน้ํา 
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ตาลในชีวิตประจําวันได รวมถึงภาคอุตสาหกรรมท่ีผลิตอาหารและเคร่ืองดื่มท่ีจําเปนตองใชน้ําตาล
เปนสวนประกอบ. ดังนั้นการวิจัยและพัฒนาการผลิตสารใหความหวานท่ีใชวัตถุดิบภายในประเทศ
และมีความปลอดภัยตอผูบริโภค รวมถึงมีความเปนไปไดในการผลิตเชิงพาณิชยสําหรับอุตสาห-
กรรมอาหาร  และการนํามาใชทดแทนน้ําตาลในชีวิตประจําวันของคนท่ัวไป   จึงเปนแนวทางที่จะ
สามารถแกไขปญหาดังกลาวนี้ได. 

 
จากท่ีกลาวมาท้ังหมดขางตน   สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  

(วว.) ไดเห็นถึงความสําคัญของปญหาดังกลาว  จึงไดจัดทําโครงการ “การวิจัยและพัฒนาการผลิต
สารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอลเพื่อการลดน้ําหนักอยางปลอดภัย” โดยดําเนินการวิจัยและ
พัฒนาการผลิตสารแอลฟากลู โคซิลกลีเซอรอล,  ซ่ึงเกิดข้ึนจากการกอพันธะระหวางกลีเซอรอลกับ
น้ําตาลกลูโคส มีความหวานต่ํากวาน้ําตาลทราย 50% ละลายน้ําไดดี และไมใหพลังงาน ยิ่งไปกวา
นั้นยังมีคุณสมบัติสามารถจับกับเอนไซมอะไมเลสในนํ้าลาย และการยอยน้ําตาลในลําไสเล็ก ทําให
ประสิทธิภาพในการยอยและดูดซึมน้ําตาลลดลง, สงผลใหระดับน้ําตาลในเลือดลดลง, ซ่ึงเปนผลดี
อยางยิ่งตอผูปวยเบาหวาน รวมถึง ทําใหรางกายไดรับพลังงานสวนเกินลดลงจึงเปนผลดีตอผูท่ีมี
น้ําหนักเกินและผูปวยโรคอวน. นอกจากนี้ยังสามารถนําไปใชกับผูที่ตองการควบคุมน้ําหนั, ซ่ึงเม่ือ
นําสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอลไปใชเปนสวนผสมในอาหารและเครื่องดื่ม หรือนําไปใช
ทดแทนน้ําตาลในการปรุงแตงรสชาติจะชวยใหผูบริโภคมีสุขภาพดีข้ึนไดอยางปลอดภัย. 
 

1.2  วัตถุประสงค 
 เพื่อวิจัยและพัฒนากระบวนการผลิตสารแอลฟากลู โคซิลกลีเซอรอล ซ่ึงผูประกอบการ

อุตสาหกรรมอาหาร และเคร่ืองดื่ม สามารถนําไปใชทดแทนน้ําตาลเพ่ือการลดน้ําหนักอยาง
ปลอดภัย.  

 

1.3  ขอบเขตของการวิจัย 
- ศึกษาขอมูลและเก็บตัวอยาง ธัญพืชเศรษฐกิจในพื้นท่ีตาง ๆ ของประเทศไทย. 
- วิจัยและพัฒนากระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสรางเอ็นไซม

เพื่อใชผลิตสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอลในระดับหองปฏิบัติการ. 
- วิจัยและพัฒนาการผลิตสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล. 
- ทดสอบประสิทธิภาพยับยั้งการยอยแปง และน้ําตาลของสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซ

อรอล. 
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1.4  แนวทางการดําเนินการวิจัย 
1) ศึกษาขอมูล และเก็บตัวอยางธัญพืชเศรษฐกิจในพื้นท่ีตาง ๆ ของประเทศไทย 
 ศึกษา และเก็บรวบรวมขอมูลของธัญพืชเศรษฐกิจท่ีมีศักยภาพในพื้นท่ีตาง ๆ. 
 เก็บตัวอยางธัญพืชเศรษฐกิจในพื้นท่ีตาง ๆ ของประเทศไทย. 
 วิเคราะหและเปรียบเทียบการใชธัญพืชเศรษฐกิจชนิดตาง ๆ เพื่อเปนวัตถุดิบ. 
 ออกแบบกระบวนการผลิตสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอลโดยใชธัญพืช

เศรษฐกิจท่ีมีศักยภาพสูง. 
2) วิจัยและพัฒนากระบวนการเพาะเลี้ยงจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสราง

เอ็นไซมเพื่อใชผลิตสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอลในระดับหองปฏิบัติการ. 
 ศึกษากรรมวิธี และสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงจุลินทรีย. 
 ความสามารถในการสรางเอนไซม Cyclodextrin glucanotransferase. 
 ความสามารถในการสรางสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล. 

3) วิจัยและพัฒนาการผลิตสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล. 
 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล. 
 พัฒนากระบวนการผลิตดวยเทคโนโลยีการหมัก. 

4) ทดสอบประสิทธิภาพยับยั้งการยอยแปง และนํ้าตาล โดยแอลฟากลูโคซิลกลีเซ
อรอล.  

5) ติดตามประเมินผล จัดทํารายงานฉบับสมบูรณ. 
 

1.5  ระยะเวลาทําการวิจัย ระยะเวลา 2 ป (ปงบประมาณ 2553 – 2554) 

ป 2553 ป 2554 กิจกรรม 

ไตรมาสท่ี 1 2 3 4 1 2 3 4 

1. ศึกษาขอมูล และเก็บตัวอยางธัญพืชเศรษฐกิจที่มีศักยภาพในพ้ืนที่ตาง ๆ X X       

2. วิจัยและพัฒนากระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการสรางเอ็นไซม   X X X    

3. วิจัยและพัฒนาการผลิตสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล โดยใชธัญพืชที่คัดเลือก และ
กลีเซอรอลจากการผลิตไบโอดีเซลเปนวัตถุดิบหลัก    X X X X X 

4. ทดสอบประสิทธิภาพยับยั้งการยอยแปง และน้ําตาล โดยแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล     X X X  

5. จัดทํารายงานความกาวหนา และรายงานฉบับสมบูรณ  X X X X X X X X 
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1.6  ประโยชนท่ีไดรับ 
ผลผลิต (output) 

1) กระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสรางเอ็นไซมเพื่อใชผลิตสาร
แอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล  อยางนอย 1 กระบวนการ. 

2) กระบวนการผลิตสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอลในระดับหองปฏิบัติการ อยางนอย 1 
กระบวนการ. 

3) รายงานฉบับสมบูรณท่ีบรรจุดวยขอมูลและองคความรูของงานวิจัยท้ังหมด. 
ผลลัพธ (outcome) 

1) สารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล ชวยลดประสิทธิภาพการยอยคารโบไฮเดรต เปนผลดีตอ
สุขภาพสําหรับผูท่ีมีระดับน้ําตาลในเลือดสูง  ผูปวยเบาหวาน  และผูท่ีตองการลดนํ้าหนัก. 

2) กระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรีย และกระบวนการผลิตสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล  
สามารถนําไปขยายการผลิตเปนระดับโรงงานตนแบบได. 

3) ผลิตภัณฑสารแอลฟากลู โคซิลกลีเซอรอล สามารถนํามาประยุกตใชเปนวัตถุดิบในการ
ผลิตอาหารและเคร่ืองดื่ม ซ่ึงเปนทางเลือกใหมของผูบริโภคท่ีใสใจสุขภาพ. 

 

1.7  นิยามคําศัพท / คําจํากัดความ 
- Cyclodextrin Glucanotransferase (CGTase) คือ  เอนไซมท่ีผลิตไดจากแบคทีเรีย        

มีความสามารถเปนตัวเรงปฏิกิริยาในการสรางพันธะระหวางน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวให
เปนน้ําตาลเชิงซอนท่ีมีโครงสรางเปนสายยาวหรือเปนวง. 

- α - glucosyl  glycerol  คือ  น้ําตาลเชิงซอนท่ีมีโครงสรางเปนสาย เช่ือมตอพันธะกัน
ระหวางกลีเซอรอล 1โมเลกุล กับน้ําตาลกลูโคสตั้งแต 1 โมเลกุลข้ึนไปโดยมีเอนไซม  
CGTase  เปนตัวเรงปฏิกิริยา. 
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2.  ขอมูลพ้ืนฐาน 
 

2.1  เอนไซม 
2.1.1  คําจํากัดความของเอนไซม 

สมบัติหลักสําคัญท่ีแสดงถึงการมีชีวิต คือ สามารถจําลองแบบตนเอง (self replicate)
สามารถจัดหาและเปล่ียนรูปพลังงาน (energy acquisition and transformation) ซ่ึงรวมถึงการ
สามารถสังเคราะหและสลายสารชีวโมเลกุลเพื่อดําเนินกิจกรรมของชีวิต ตัวอยางท่ีเห็นไดชัด เชน 
การเปล่ียนรูปพลังงานแสงเปนพลังงานอิเล็กตรอนในโมเลกุลของกลูโคสในกระบวนการ
สังเคราะหแสงของพืช การสังเคราะหมหโมเลกุลท้ังหลาย อันไดแก ดีเอ็นเอ (DNA), อารเอ็นเอ
(RNA), โปรตีน, คารโบไฮเดรต, และการยอยสารอาหารเพ่ือใหเกิดพลังงาน เปนตน. กระบวนการ
เหลานี้จะเกิดข้ึนไดตองอาศัยหลายรอยปฏิกิริยาเคมี ซ่ึงใช “เอนไซม (enzyme)” เปนตัวเรงปฏิกิริยา
ท้ังนั้น. เอนไซมจึงนับไดวาเปนศูนยกลางของกระบวนการชีวเคมีในเซลลส่ิงมีชีวิต ทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงรูปของสารชีวโมเลกุลในเซลล ซ่ึงเรียกวา เมทาบอลิซึม (metabolism) และโดยการ
ควบคุมเอนไซม ส่ิงมีชีวิตสามารถปรับวิถีเมทาบอลิซึมใหเหมาะกับสภาวะหรือกิจกรรมท่ีแตกตาง
กันทําใหชีวิตดํารงอยูได. 

 
นอกจากเอนไซมจะมีความสําคัญสําหรับเซลลส่ิงมีชีวิตโดยการเรงปฏิกิริยาในเซลลหรือ

ในส่ิงมีชีวิตดังกลาวแลว มนุษยยังไดรับประโยชนอยางยิ่งยวดจากการที่เอนไซมสามารถทํางานได
นอกเซลลส่ิงมีชีวิต ซ่ึงมีสภาวะบางประการคลายกับสภาวะในเซลล ตัวอยางเชน การบมแปงและ
เอนไซมยอยแปงในสภาวะเหมาะสม ทําใหไดผลิตภัณฑโอลิโกแซ็กคาไรดขนาดตางๆ รวมถึง 
น้ําตาลมอลโทส, ซูโครส และกลูโคส เพื่อใชในอุตสาหกรรมอาหารมากมายหลายประเภท, การเติม
เอนไซมยอยส่ิงสกปรกทําใหผลิตภัณฑสารซักฟอกมีคุณภาพดีข้ึน, การตรึงเอนไซมตรวจวัด
กลูโคสบนวัสดุสังเคราะหทําใหเราสามารถตรวจสอบปริมาณกลูโคสในเลือดได ตัวอยางเหลานี้
แสดงใหเห็นวา เอนไซมไดถูกนําไปใชประโยชนในหลาย ๆ  ดาน เพื่อการพัฒนาคุณภาพชีวิตของ
มนุษย. 

 
เอนไซม คือ ชีวโมเลกุลท่ีเปนตัวเรงปฏิกิริยาในระบบชีวภาพ สามารถเปล่ียนแปลงซับส

เทรตใหเปนผลิตภัณฑในสภาวะท่ีไมรุนแรงโดยปริมาณเอนไซมไมเปล่ียนแปลง, เอนไซมสวน
ใหญเปนโปรตีนลักษณะกอนกลม (globular proteins) ผลิตจากเซลลส่ิงมีชีวิตโดยการแสดงออก
ของยีน(gene) ท่ีกําหนดรหัสของเอนไซมแตละชนิด โดยเอนไซมมีลักษณะเดนซ่ึงตัวเรงสังเคราะห
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หรือตัวเรงอนินทรียไมมี คือ มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาสูง,    เอนไซมบางชนิดทําให
ปฏิกิริยาเกิดเร็วข้ึนหลายลานเทา เอนไซมมีความจําเพาะตอซับสเทรตสูง เอนไซมถูกควบคุมการ
ทํางานใหเพิ่มข้ึนหรือลดลงได และเอนไซมทํางานในสภาวะท่ีไมรุนแรง. 

 
เอนไซมสวนใหญจะเปนโปรตีน ในป ค.ศ.1993 มีการคนพบวาโมเลกุลของอารเอ็นเอบาง

ชนิดสามารถเรงปฏิกิริยาได เชน ปฏิกิริยาการตัดตอเบสบางสวนบน mRNA ซ่ึงเรียกวา  การตัด
ตัวเอง (self-splicing) ทําใหเกิดโมเลกุลของอารเอ็นเอท่ีพรอมทําหนาท่ี   (mature RNA) ซ่ึงเปน
หลักฐานสําคัญท่ีแสดงวา อารเอ็นเอบางชนิดก็สามารถทําหนาท่ีเปนเอนไซมได จึงเรียกอารเอ็นเอ
กลุมนี้วา ไรโบไซม (ribozyme). 

 
2.1.2  ประวัตกิารคนพบเอนไซม 

มีหลักฐานวาผูคนพบการทํางานโดยเอนไซมเปนคนแรก คือ นักวิทยาศาสตรชาวอิตาลีใน
ป ค.ศ. 1783 ช่ือ Spallanzani โดยรายงานวา น้ํายอยจากกระเพาะอาหารของนกสามารถยอยเนื้อสัตว
นอกเซลลส่ิงมีชีวิตได ซ่ึงตอมาในป  ค.ศ.1836 Schwan ไดต้ังช่ือสารจากนํ้ายอยนี้วา เพปซิน
(pepsin) ในชวงตนคริสตศตวรรษท่ี  18  มีผูศึกษาการทํางานโดยเอนไซมอีกหลายชนิดโดยยังไม
รูจักธรรมชาติของสารดังกลาว  ยกตัวอยางเชน การสังเกตพบฟองอากาศในเลือดเม่ือเติม
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (การทํางานของเอนไซมแคทาเลส, catalase) และการยอยแปงเปนน้ําตาล
โดยสารในขาวบารเลย (การทํางานของเอนไซมไดเอสเทส, diastase). 

 
คําวา “เอนไซม” ถูกบัญญัติข้ึนในป ค.ศ.1876 โดย W.F. Kuhne ชาวเยอรมัน เอนไซมมา

จากภาษากรีก หมายถึง “ในยีสต” การตั้งช่ือดังกลาวเนื่องจากมีผูศึกษาเร่ืองการหมักของยีสตกัน
มากในชวงนั้น โดยเฉพาะ Liebig และ Pasteur ในป ค.ศ.1857, ซ่ึงเช่ือวา การหมักจะเกิดไดในเซลล
ยีสตเทานั้น แตตอมาในป ค.ศ. 1897 Buchner พบวา การผลิตแอลกอฮอลจากน้ําตาลเกิดข้ึนไดใน
สภาวะปลอดเซลล โดยใชสารสกัดจากเซลลยีสต การคนพบเหลานี้เปนการยืนยันวาเอนไซมทํางาน
นอกเซลลได. 

 
Fischer (1894)  พบวาเอนไซมมีความจําเพาะและมีธรรมชาติเปนโปรตีน   ในป ค.ศ. 1926 

J.B. Sumner เปนผูเสนอวา เอนไซม คือ โปรตีนอยางงายโดยการสกัดและตกผลึกเอนไซมยูเรเอส 
(urease) จากถ่ัวแขก ผลงานของ  Northrop  และ Kunitz เกี่ยวกับเอนไซมยอยโปรตีนหลายชนิด 
โดยเฉพาะเพปซิน ยืนยันวาเอนไซมเปนโปรตีน, เอนไซมตัวแรกท่ีมีการศึกษาลําดับ.  กรดอะมิโน
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และโครงสรางสามมิติโดยการศึกษาผลึกดวยรังสีเอกซในชวงป ค.ศ. 1960-1966 คือ ไลโซไซม 
(lysozyme) จากไขขาวของไก การคนพบเอนไซมเปนงานท่ีทาทายนักวิทยาศาสตรเสมอมา ในป 
ค.ศ. 2003 มีทะเบียนรายช่ือเอนไซมจํานวนกวา 4,000 ชนิด รวบรวมไวโดยสมาพันธชีวเคมี
นานาชาติ (International Union of Biochemistry). 

 
2.1.3  ความสําคัญของเอนไซมในการเปนตัวเรงทางชีวภาพ 

เอนไซมสวนใหญเปนโปรตีน  ซ่ึงลักษณะนี้เองท่ีทําใหเอนไซมเหมาะท่ีจะเปนตัวเรงทาง
ชีวภาพ, เนื่องจากโปรตีนเปนโมเลกุลท่ีมีการเรียงลําดับ กรดอะมิโนท่ีแตกตางไดมากมายและมี
ความหลากหลายของกลุมฟงกชัน, โปรตีนตางชนิดสามารถจับอยางจําเพาะและเกิดอันตรกิริยากับ
สารซับสเตรตตางประเภทได,  จึงทําใหเกิดเอนไซมหลากหลายชนิดซ่ึงเรงปฏิกิริยาเคมีตางๆ กัน 
ในหัวขอนี้จะกลาวถึงหลักการที่อธิบายวา  เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดอยางไรและเหตุใดจึงมี
ความสําคัญในการเปนตัวเรงปฏิกิริยา. 

 
   
2.1.3.1  เอนไซมเพิ่มอัตราเร็วของปฏิกิริยาโดยการลดพลังงานกระตุน 
ปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซมเปนตัวเรงทําใหอัตราเร็วของปฏิกิริยาเพ่ิมข้ึนถึง 105-1017 เทา  เม่ือ

เทียบกับปฏิกิริยาท่ีเกิดโดยไมมีตัวเรงหรือเกิดโดยตัวเรงอ่ืนท่ีไมใชเอนไซม ตัวอยางเชน เอนไซม
แคทาเลส เปล่ียนซับสเทรต  H2O2 ใหเปน H2O และ O2 ไดเร็วข้ึน 3.5 x 108 เทา และ1.7 x 105 เทา
ของปฏิกิริยาท่ีไมมีตัวเรงและปฏิกิริยาท่ีใช I- เปนตัวเรงตามลําดับ. โดยเอนไซมสามารถลดพลังงาน
กระตุน ซ่ึงก็คือพลังงานท่ีใชในการเปล่ียนซับสเทรตใหเปนผลิตภัณฑไดถึง 3 เทา เม่ือเทียบกับ
ปฏิกิริยาท่ีไมมีตัวเรง  (ดังตารางท่ี 2.1). 
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ตารางท่ี 2.1  ผลของตัวเรงปฏิกิริยาตอพลังงานกระตุนและอัตราเร็วของปฏิกิริยา 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Whitaker, 2003 

 
 

การเพิ่มอัตราเร็วของปฏิกิริยาเกิดจากการที่เอนไซมสามารถลดพลังงานกระตุนของสาร
ตัวกลางท่ีเกิดในสถานะแทรนซิชัน (transition state intermediate) ในระหวางปฏิกิริยาได โดย
ทฤษฎีของสถานะแทรนซิชัน กลาววา เม่ือซับสเทรต A ชนกับ B จะเกิดสถานะแทรนซิชัน A--B 
ซ่ึงมีพลังงานท่ีเกิดจากโมเลกุลชนกัน เรียกวา พลังงานกระตุน  (ΔG*) (ภาพท่ี  2 - 1) แสดงใหเห็น
วา การเปล่ียนสถานะ แทรนซิซันเปนผลิตภัณฑ  AB ในกรณท่ีมีเอนไซมเปนตัวเรง (A--B*) เกิดได
เร็วกวากรณีท่ีไมมีเอนไซมเปนตัวเรง (A--B). เนื่องจากความแตกตางของพลังงานอิสระระหวาง
สถานะ   แทรนซิชันกับซับสเทรตมีคานอยกวาโดยที่พลังงานสุทธิของปฏิกิริยา (ความแตกตาง
ระหวางพลังงานอิสระของซับสเทรตกับผลิตภัณฑ) ไมแตกตางกัน. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ซับสเทรต 

 
ตัวเรง 

พลังงานกระตุน  (Ea) 
(kcal/mol) 

อัตราเร็วของปฏิกิริยา 
เม่ือใชตัวเรงปฏิกิริยา 
1  โมลาร  ท่ี  25 °ซ.  

H2O2 ไมมี 
I- 

แคทาเลส 

18.0 
13.5 
6.4 

1.00 
2.07 x 103 

3.47 x 108 

ซูโครส H+ 

อินเวอรเทส 
25.6 
11.0 

1.00 
5.58 x 1010 

ยูเรีย H+ 

ยูรีเอส 
24.5 
8.7 

1.00 
4.25 x 1011 
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           รูปท่ี 2.1  การเปล่ียนแปลงพลังงานในระหวางการเกิดปฏิกิริยาเปล่ียนซับสเทรต 
             A และ B  เปนผลิตภัณฑ AB เม่ือไมมี (    ) และมี ( -- )เอนไซมเปนตัวเรง. 

ที่มา : Nelson & Cox, 2000. 
 

 
พลังงานกระตุนข้ึนกับอุณหภูมิและธรรมชาติของตัวกระตุนดังสมการ  
                  n,/n  =    -Ea/RT                                                                                
      ในเม่ือ  n,  =     จํานวนโมเลกุลท่ีมีพลังงานสะสมเทากับหรือมากกวา   
                                   พลังงานกระตุนตอหนึ่งหนวยปริมาตร 

                                n  =      จํานวนโมเลกุลท้ังหมดตอหนึ่งหนวยปริมาตร 
                  Ea   =      พลังงานกระตุน 
                  R    =      คาคงท่ีของแกส 
                  T    =      อุณหภูมิในหนวยเคลวนิ 
 

ในกรณีของเอนไซมท่ัวไป การเพิ่มอุณหภูมิเพื่อเพิ่มจํานวนโมเลกุลท่ีมีพลังงานสะสมมาก
มักทําไดในขอบเขตจํากัด ท้ังนี้ เนื่องจากอุณหภูมิมีผลทําใหเอนไซมเสียสภาพธรรมชาติทําใหการ
เรงปฏิกิริยาลดลง หรือไมสามารถเรงปฏิกิริยาไดอีกตอไป. ดังนั้นธรรมชาติของตัวกระตุนซ่ึงจะมี
ผลทําใหจํานวนโมเลกุลท่ีถูกกระตุนเพิ่มข้ึน, จึงเปนปจจัยสําคัญท่ีทําใหเอนไซมลดพลังงานกระตุน
ได สมบัติความใกลชิดของโมเลกุลซับสเทรตโดยเอนไซมเปนตัวนําใหมาจับกับบริเวณเรง (active 
site) ของเอนไซม ความจําเพาะและแรงยึดระหวางเอนไซมกับซับสเทรต, การชักนําเอนไซมปรับ
ตําแหนงและทิศทาง โดยเฉพาะของหมูฟงกชันท่ีจะเขารวมในการทําปฏิกิริยา. ส่ิงเหลานี้ลวนเปน
ธรรมชาติท่ีสําคัญของเอนไซมท่ีมีผลทําใหจํานวนโมเลกุลซับสเทรตท่ีถูกกระตุนเพิ่มข้ึน ซ่ึงสงผล
ใหพลังงานกระตุนลดลง. 

พลั
งง
าน
อิส

ระ
 , G

 
การเกิดปฏิกิริยา 

A+B 
AB 

A--B 

   G*uncat 

   G*cat 
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ซับสเตรต S 
+ 

บริเวณเรง 

2.1.3.2  เอนไซมมีความจําเพาะสูงตอซับสเทรต 
ดังนั้น ความจําเพาะของเอนไซมตอซับสเทรตเปนธรรมชาติสําคัญประการหนึ่งของ

เอนไซมท่ีทําใหเอนไซมลดพลังงานกระตุนในการเรงปฏิกิริยาได ในป ค.ศ. 1894 Emil Fischer ได
ต้ังสมมุติฐานวา การจับระหวางเอนไซมกับซับสเทรตเหมือนการจับระหวางกุญแจและลูกกุญแจ 
ท้ังสองโมเลกุลมีรูปรางคงท่ีและเหมาะสมพอเหมาะพอดีท่ีจะจับกันได (ดังรูปท่ี  2 – 2 ), ตอมา
สมมุติฐานน้ีไดถูกปรับปรุงโดย Koshland ซ่ึงเสนอโมเดลการชักนําใหเขารูป (Induced fit Model), 
ซ่ึงอธิบายวา การจับกันระหวางเอนไซมกับซับสเทรตจะชักนําใหเกิดการเปล่ียนโครงรูปของ
เอนไซม อันไดแก การเปล่ียนตําแหนงและทิศทางของหมูฟงกชันท่ีจะรวมในการเรงปฏิกิริยา, ซ่ึงมี
ผลใหเกิดสถานะแทรนซิชันท่ีจําเพาะในปฏิกิริยานั้นๆ โมเดลที่เสนอโดย Koshland นี้ส่ือใหเห็นวา 
เอนไซมเปนโมเลกุลท่ีมีความยืดหยุนได. 

 
ความจําเพาะตอซับสเทรตสูงของเอนไซม  เปนสมบัติสําคัญในการนําเอนไซมไปใช

ประโยชน เนื่องจากสงผลใหเกิด ขอดีสําคัญ 2 ประการ คือ ทําใหเกิดผลิตภัณฑในปริมาณเพิ่มข้ึน
และลดการเกิดผลิตภัณฑขางเคียงอ่ืน ท่ีไมตองการ. 

 
 

 
 
 

 

 
 
 

                                           รูปท่ี 2. 2  การจับระหวางเอนไซมกับซับสเทรต.  
                                                            ก.  สมมติฐานกุญแจและลูกกุญแจ 
                                   ข. โมเดลการชักนําใหเขารูป  
ที่มา: Berg et al.  2002. 

 
 
 

สารประกอบ ES สารประกอบ ES 

เอนไซม E 

ก. 

 

 

ข. 

ซับสเตรต S 
+ 

เอนไซม E 
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2.2  ไซโคลเด็กซทริน กลูคาโนทรานสเฟอเรส (Cyclodextrin Glucanotransferase , 
CGTase) 

Cyclodextrin Glucanotransferase (CGTase) ซ่ึงเปนเอนไซมคารโบไฮเดรตในกลุมแทรนส    
เฟอเรสชนิดเดียว  ท่ีมีการผลิตในปริมาณมากเพื่อนํามาใชในอุตสาหกรรม  โดยจัดรวมอยูในกลุม 
bulk  enzyme  ไซโคลเด็กซทริน กลูคาโนทรานสเฟอเรส  ตางจากคารโบไฮเดรตชนิดอ่ืน ท่ีใช
มากในอุตสาหกรรมตรงที่สวนใหญเอนไซม   CGTase ไมไดถูกใชงานโดยตรงในกระบวนการ
อุตสาหกรรมแตเปนการใชผลิตภัณฑของเอนไซมในอุตสาหกรรมตาง ๆ เชน  อาหาร   ยาและ
เคร่ืองสําอางค   โดยผลิตภัณฑของ CGTase คือ ไซโคลเด็กซทริน (CD), ซ่ึงเปนกลูโคโอลิโกแซ็ก
คาไรดวงปดท่ีมีศักยภาพใชงานหลายดาน  ไดแก  เปนสารเพ่ิมความเสถียร,  เพิ่มการละลาย,  เพิ่ม
ความคงอยูทางชีวภาพ (bioavailability), และใชกําจัดสารที่ไมตองการออกจากระบบ  เปนตน.  
เร่ิมตนไซโคลเด็กซทริน   กลูคาโนแทรนสเฟอเรส  มีช่ือตามระบบวา 1,4 - α - D - glucan  4 -α - 
D - (1,4 - α - D - glucano) - transferase (cyclizing)   หรือเรียกโดยท่ัวไปวา cyclodextrin  glucano-
transferase (CGTase). 

 
2.2.1  ลักษณะและสมบัติเฉพาะ 

2.2.1.1  แหลงและสมบัติของเอนไซม 

CGTase  เปนเอนไซมนอกเซลล (extracellular enzyme) พบในจุลินทรียหลายชนิดสวน
ใหญเปนแบคทีเรียจีนัส   Bacillus  และมีการพบใน   Clostridium ,Klebsiella, Micrococcus, 
Thermoanaerobacter  และ Thermoanaerobacterium ในป 1999  Tachibana et.al.  รายงานการพบ
เอนไซมในกลุมอารเคีย (archaeon) จีนัส Thermococcus ซ่ึงเปนการพบเอนไซมในส่ิงมีชีวิตท่ีไมใช
แบคทีเรียเปนคร้ังแรก. 

 
ลักษณะสมบัติของ CGTase  ดังตารางท่ี 2.2 สวนใหญเปนพอลิเพปไทดสายเดียวมีขนาด

ประมาณ 70 kDa สวนใหญตองการ Ca+2  ทํางานไดดีในชวง pH  5.0-7.0 (ยกเวน CGTase ทนดาง) 
และอุณหภูมิ  50-60 °ซ.  (ยกเวน CGTase ทนรอน). 
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ตารางท่ี  2.2   CGTase   จากแบคทีเรียตางชนิด 

*  archeon 

ที่มา : Fogarty & Kelly , 1990 ; Wind et.al , 1995 ; Tonkova ,1998Tachibana et.al,1999 ;  Rojtinnakorn,  et.al, 2001 ; Takada et.al , 
2003 ; Yenpetch et.al, 2004. 

 
2.2.1.2  การเรงปฏิกิริยา 
CGTase  เปนเอนไซมในสกุลแอลฟา – อะไมเลสท่ีมีความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยาการ

เปล่ียนซับสเทรตแปงใหเปนไซโคลเด็กซทริน (CD) ซ่ึงเปนผลิตภัณฑหลัก  และเนื่องจากเอนไซม
มีกลไกการตัดพันธะแบบ  α-1,4 ในสาย  จึงไมตัดบริเวณโซกิ่งทําใหเหลือลิมิตเด็กซทริน บริเวณ
แตกกิ่ง  และมีโอลิโกแซ็กคาไรดสายตรง  เกิดเปนผลิตภัณฑขางเคียงของปฏิกิริยาดวย. 

 
ปฏิกิริยาหลักของ  CGTase  คือ  การโยกยายหมูกลูโคซิลหรือแทรนสกลูโคซิเลชัน  ใน

สายแซ็กคาไรดเดียวกันหรือระหวางสาย (intra- or intermolecular transglucosylation) โดยเอนไซม
เรงปฏิกิริยานี้ได  3  แบบ  คือ: 

แบบท่ี  1  ปฏิกิริยา  disproportionation  คือ  การโยกยายหมูกลูโคซิลในระหวางโอลิ
โกแซ็กคาไรดสายตรงจากตัวใหไปยังตัวรับ  ตามปฏิกิริยา G(n) + G(m)       G(n-x) + G(m+x),             
G = กลูโคส   n ,m  คือ  จํานวนหมูกลูโคซิลของซับสเทรต  และ  x  คือ  จํานวนหมูท่ีถูกโยกยาย

แบคทีเรีย ชนิด  
CGTase 

ขนาด (kDa) pH  ท่ี
เหมาะสม 

อุณหภูมิท่ีเหมาะสม  

(°ซ.  ) 
B. macerans IAM1243 α 145 (ไดเมอร) 5.5-7.5 60 
B. macerans α 79 5.0-6.0  
B. megaterium No.5 β 75 5.0-6.2 55 
B. ohbensis β 80 5.0-5.5 50-55 
alk. B. circulans sp. 38-2 
(ATCC 21783) 

 
β 88 4.6,7.0,9.5 45-50 

B. stearothermophilus α/ β 68 6  
B. firmus 290-3 / β 75 6.0-8.0 50 
B. clarkii 7384  68 10.5-11.0 60 
Paenibacillus sp. A11 β 72 5.0-6.0 40 
Paenibacillus sp. RB01 β 65 6.5-7.0 60-70 
T.thermosulfurigenes EM1 α/ β 68 4.5-7.0 80-85 
Thermococcus sp. B.1011* α  5-5.5 90-100 
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ปฏิกิริยาจะเกิดไดดีเม่ือซับสเทรตมีขนาดความยาวมากกวา  100  หนวยกลูโคส  แตปฏิกิริยานี้ไม
จําเพาะตอเอนไซม  CGTase. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
             รูปท่ี 2. 3  ปฏิกิริยาท่ีเรงโดย  CGTase  แตละวงกลมแทนหนวยกลูโคส  วงกลมโปรง คือ 

น้ําตาลท่ีปลายรีดิวซ.   
ที่มา:  van  der  Veen  et al.  2000. 

 
 

แบบท่ี  2  ปฏิกิริยา  cyclization  เปนปฏิกิริยาท่ีตัวใหซ่ึงถูกตัดหมูกลูโคซิลออกไปทํา
หนาท่ีเปนตัวรับดวย  คือ  การโยกยายกลูโคซิลเกิดภายในสายแซ็กคาไรดเดียวกัน  โดยนําปลาย
รีดิวซของสวนท่ีถูกตัดมาตอกับปลายไมรีดิวซในสวนเดียวกัน  ทําใหเกิดผลิตภัณฑลักษณะวงปด  
CD.  ดังปฏิกิริยา  G(n)          cyclic Gx + G(n-x)  โดย  x = 6-8  ปฏิกิริยานี้จําเพาะเฉพาะ  CGTase  
และเกิดไดดีเม่ือซับสเทรตมีขนาดความยาว  16-80  หนวยกลูโคส. 

 
แบบท่ี  3  ปฏิกิริยา  coupling  เปนปฏิกิริยาผันกลับของ cyclization  โดย  CD  เปนตัวให

ห มู ก ลู โค ซิล   และ ตัว รับ เปนโอ ลิโกแ ซ็กคาไรดสาย ส้ัน , ดั งป ฏิกิ ริ ย า  cyclicGx+G(n)                            
G( x-m) + G(n+m)  ปฏิกิริยานี้ท่ีจริงแลวก็เปนปฏิกิริยา  disproportionation  แตเปนชนิดพิเศษท่ีมี
ความจําเพาะตอ  CGTase  และเกิดไดดีเม่ือซับสเทรตตัวรับมีขนาดเล็กประมาณ  2-4  หนวยกลูโคส 
.นอกจากโอลิโกแซ็กคาไรดแลว  ตัวรับอาจเปนสารโมเลกุลเล็กชนิดอ่ืนท่ีมีหมูไฮดรอกซิล  โดย
อาจเปนโมเลกุลสายตรงหรือเปนวงก็ได  ตัวอยางเชน  แอลกอฮอล,  ไฮโดรควิโนน,  ฟลาโวนอยด,  
ปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคซิลมายังโมเลกุลเหลานี้  ทําใหเกิดสารประกอบกลูโคไซดท่ีมีประโยชน.   

   H2O 

(D) coupling 
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นอกจากปฏิกิริยาหลักในการโยกยายหมูกลูโคซิลแลว  CGTase  ยังสามารถเรงปฏิกิริยา
การยอยแปง  (hydrolysis) ได  ซ่ึงอาจมองไดวาเปนการโยกยายหมูกลูโคซิลไปยังโมเลกุลของน้ํา  
ซ่ึงทําหนาท่ีเปนตัวรับ   ทําใหเกิด  G(n) + H2O    G(n-x) + Gx  (ดังรูปท่ี 2 - 3) โดยเอนไซม  
CGTase  เรงปฏิกิริยานี้ไดนอยมาก   เม่ือเทียบกับเอนไซมแอลฟา – อะไมเลส  ดวยเหตุท่ี  CGTase  
เรงปฏิกิริยาไดหลายแบบ   จึงจัดเปนเอนไซมหลายหนาท่ี  (multifunctional  enzyme). 

 
ผลิตภัณฑ CD ท่ีเกิดจากเอนไซม CGTase สวนใหญมี 3 รูปแบบ คือ แอลฟา (α,CD6) 

เบตา (β,CD7) และแกมมา ( ,CD8) โดยสัดสวนของ CD ท้ัง 3 รูปแบบข้ึนกับชนิดและแหลงของ
เอนไซม   รวมท้ังสภาวะในการผลิต. 

 
2.2.1.3  กลไกการเรงปฏิกิริยา 
CGTase เรงปฏิกิริยาแทรนสกลูโคซิเลชันมากกวาไฮโดรไลซิส อยางไรก็ตาม ท้ังสอง

ปฏิกิริยาใชกลไลทางเคมีในการเรงปฏิกิริยาเหมือนกัน และเหมือนกับแอลฟา-อะไมเลสและ
เอนไซมอ่ืนๆ ในสกุลนี้ คือ  ใชปฏิกิริยาการแทนท่ีนิวคลีโอฟลิกแบบสองข้ันตอน  ทําใหเกิด
ผลิตภัณฑท่ีมีการคงโครงแบบ (retention) โดยมีกรดอะมิโนคารบอกซิลิกสําคัญ 3 ตัว ในการเรง
ปฏิกิริยา ซ่ึงเปนรูปแบบเดียวกับแอลฟา-อะไมเลส คือ Glu 257 Asp 229 และ Asp 328 (ตําแหนง
กรดอะมิโนใน  CGTase  จาก  B. circulans). ในข้ันตอนแรก Glu 257 จะทําหนาท่ีใหโปรตอนแก
ไกลโคซิดิกออกซิเจนของซับสเทรตตรงตําแหนงท่ีพันธะจะถูกตัด (โดยมี Asp 328 ชวยทําให     
Glu 257 อยูในสภาวะ protonated) พรอมกับการเขาจับของนิวคลีโอไทล Asp 229 ท่ี C-1 ทําให
พันธะไกลโคซิดิกถูกตัด เกิดเปนสารตัวกลางกลูโคซิล-เอนไซมท่ีจับกันดวยพันธะโคเวเลนต. ใน
ข้ันตอนท่ีสอง สารตัวกลางจะถูกตัวรับหมูกลูโคซิลเขามาจับ ในกรณีแทรนสกลูโคซิเลชันตัวรับก็
คือโอลิโกแซ็กคาไรดภายในสายเดียวกัน หรือตางสาย โดย C4-OH ท่ีปลายไมรีดิวซเปนหมูเขามา
จับ ทําใหเกิดผลิตภัณฑ CD หรือโอลิโกแซ็กคาไรดสายตรง หากเปนปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ตัวรับก็
คือโมเลกุลของน้ํา   ท้ังนี้ Glu 257 ในสภาวะ deprotonated จะเปนตัวชวยในการดึงโปรตอนออก
จากตัวรับ    เพื่อกระตุนใหเขาจับกับสารตัวกลางได. 

 
             2.2.1.4   ตัวยับยัง้   

ตัวยับยั้งเอนไซม  CGTase  ท่ีนิยมใชในการศึกษาเอนไซมคือ  อะคารโบส  ซ่ึงยับยั้ง  
แอลฟา -อะไมเลสเชนกัน เนื่องจากมีโครงสรางคลายน้ําตาล 4 หนวย.  นอกจากน้ีโอลิโกแซ็กคา
ไรดสายตรง  เชน  G3-G9  เปนตัวรับหมูกลูโคซิลท่ีดี  จึงมักกระตุนปฏิกิริยา  coupling  ทําใหการ
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เกิด  CD ลดลง,  จึงนับเปนตัวยับยั้งปฏิกิริยา  cyclization  ของ  CGTase  ไดดวย  ตัวยับยั้งเหลานี้มี
ประโยชนในการศึกษาโครงสรางสามมิติ  และในการศึกษาแอกทีวีตีของเอนไซม. 

 
         2.2.1.5  วิธีวัด  Dextrinizing  activity 

เปนการวัดความสามารถในการยอยแปง  โดยติดตามวัดปริมาณแปงท่ีลดลงดวยสาร
ไอโอดีน  วิธีนี้ไมจําเพาะตอ  CGTase  และเปนการวัดแอกทีวิตีโดยรวมของ  CGTase  โดยในชวง
ตน  ปฏิกิริยาหลักจะเปน  disproportionation  เนื่องจากซับสเทรตมีขนาดใหญ  รวมท้ังปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส  เม่ือบมนานข้ึนทําใหสับสเตรตมีขนาดเล็กลง  ก็จะเกิดปฏิกิริยา  cyclization  และ  
coupling  ตามลําดับ  เนื่องจากวิธีนี้เปนวิธีท่ีงาย เร็ว และราคาถูก จึงเหมาะท่ีจะใชในการตรวจวัด
ข้ันตน หรือใชตรวจติดตามเอนไซมแบบคราว ๆ. 

 
         2.2.1.6  การประยุกตใช  CGTase  ในการผลิตโอลิโกแซ็กคาไรดและกลูโคไซด 

เอนไซม  CGTase  ใชในการผลิตโอลิโกแซ็กคาไรดสายตรงและอนุพันธกลูโคไซดโดย
ปฏิกิริยา  coupling  และ  disproportionation  ของเอนไซม.  สําหรับการผลิตในอุตสาหกรรมใน
ประเทศญ่ีปุน  บริษัท  Hayashibara  ใช  CGTase  ตรึงรูป  ในการผลิตมอลโตโอลิโกซิลซูโครส 
(maltooligosylsucrose , MOS)  หรือ  coupling  sugar  จากไฮโดรไลเสตของแปงและน้ําตาล
ซูโครส     MOS นี้เปนฟงกชันนัลโอลิโกแซ็กคาไรด  ท่ีมีสมบัติดีกวาซูโครส  เนื่องจากเปนสาร
หวานท่ีถึงแมความหวานจะมีเพียง  60 % ของซูโครส  แตไมทําใหเกิดโรคฟนผุ  เนื่องจากไมถูก
ยอยโดยแบคทีเรียในปาก  (โรคฟนผุเกิดจากซูโครสถูกยอยโดยแบคทีเรีย  Streptococcus  mutans 
ไดกลูแคน  ซ่ึงจะเกาะอยูกับแบคทีเรียเปนคราบเคลือบผิวฟน). 

 
CGTase  สามารถโยกยายหมูกลูโคซิลไปยังตัวรับอ่ืนท่ีไมใชคารโบไฮเดรต  ทําใหเกิด

อนุพันธกลูโคไซดท่ีมีสมบัติดีข้ึน  ตัวรับท่ีมีการศึกษากันมาก  ไดแก  พวกฟลาโวนอยด  เนื่องดวย
สารกลุมนี้สวนใหญมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีประโยชน  เชน  เปนสารตานไวรัส,  ตานแบคทีเรีย  และ
ตานการเกิดมะเร็ง.  โดยอาจเกิดจากการตานอนุมูลอิสระ แตปญหาของสารฟลาโวนอยดอยูท่ีการ
ละลายน้ํา ซ่ึงตํ่ามาก  การเติมหมูกลูโคซิลนาจะทําใหการละลายน้ําสูงข้ึนได  ตัวอยางท่ีมีการผลิต
เชิงพาณิชย  เชน  stevioside  glucoside  ซ่ึงใชเปนสารใหความหวานในอาหาร,  กลูโคสไซดนี้มีการ
ละลายนํ้าท่ีดีข้ึน  และความขมลดลงมาก  แตความหวานใกลเคียงกันกับสารต้ังตน  stevioside,  ซ่ึง
สกัดไดจากใบพืช  stevia  rebaudiana  Bertoni  (ความหวานประมาณ  143  เทาของซูโครสท่ีความ
เขมขน  0.025%).  นอกจากนี้  ไดมีการสังเคราะหกลูโคสไซดของฟลาโวนอยดและวิตามิน  อีก
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หลายชนิด  ซ่ึงมีสมบัติดีข้ึน  แตอาจไมคุมคาในการผลิตเชิงพาณิชย  หรือยังอยูในระหวางความ
พยายามปรับปรุงข้ันตอนเพ่ือลดตนทุนในการผลิต. 

 
2.2.2  ปจจัยท่ีมีผลตอการสรางเอนไซม 

 2.2.2.1  ผลกระทบของแหลงคารบอน 
ผลกระทบของคารบอนจากแหลงตางๆ ท่ีมีตอการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม  

CGTase  ของแบคทีเรีย  ถูกทดสอบโดยใชกลูโคส , α-ไซโคลเดกซทริน , β-ไซโคลเดกซทริน, 
xylose  และ มอลโตส  เปนแหลงคารบอนซ่ึงไมสามารถทําใหแบคทีเรียเจริญเติบโตและผลิต
เอนไซมไดดี  เม่ือเทียบกับแปงซ่ึงแตกตางจากรายงานอ่ืนๆ  B. stearothermophilus  สามารถใช
กลูโคสเปนสารต้ังตนไดอยางเหมาะสม  ในขณะท่ีไซโรสและกลูโคสเปนสารต้ังตนท่ีดีท่ีสุด
สําหรับ  B.cereus  โดยตองเติมแปงลงไปรวมดวย. 

 
ผลการทดสอบแปงชนิดตางๆ ท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลลและการผลิตเอนไซม  

โดยวัดความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมท่ีเกิดข้ึน  ซ่ึงมีผลแตกตางกันไปตาม
โครงสรางทางกายภาพของแปงและสายพันธุของบาซิลลัส  ซ่ึงเปนไปตามรายงานตางๆ ดังนี้  
Gawande  พบวา  CGTase  ผลิตไดมากท่ีสุดดวยแปงขาวโพด  โดยใชเช้ือ  B. firmus   Jin  Bong 
รายงานวาแปงมันฝร่ังใหผลผลิต CGTase ไดดีโดยใชเช้ือ  B.stearothermophilus. ในขณะท่ี  
Sreenivasan  รายงานถึงการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม  CGTase วาแปงมันสําปะหลังเหมาะท่ีจะใช
เปนแหลงคารบอนของ  B.macerans  สําหรับ  B.circulans  DF  R9  สามารถผลิต  CGTase  ได
เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ   เม่ือใชแปงมันสําปะหลังและแปงขาวเจา. 

 
2.2.2.2  ผลกระทบของแหลงไนโตรเจน 
แหลงไนโตรเจนท้ังท่ีเปนสารอินทรียและสารอนินทรียถูกทดสอบ  เพื่อศึกษาผลกระทบ

ตอการเจริญเติบโตของเซลลและการผลิตเอนไซม,  ซ่ึงพบวาเกลือแอมโมเนียมทําให  CGTase 
เพิ่มข้ึน    แตเม่ือใชแหลงไนโตรเจนจากสารอินทรีย  เชน Tryptone หรือ น้ําขาวโพด  จะทําให
เซลลเพิ่มจํานวนข้ึน  แตผลผลิต  CGTase  กลับลดลง,  ซ่ึงเปนไปในทางเดียวกันกับการใชยูเรียหรือ 
yeast  extract  เปนแหลงไนโตรเจน. ดังนั้นเกลือแอมโมเนียมจึงเหมาะสมท่ีจะใชเปนแหลง
ไนโตรเจนในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ. 
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2.2.2.3  ผลกระทบของไอออนบวก 
แมกนีเซียม พบวา เปนสารสําคัญท่ีจําเปนสําหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเหล็กมี

ความจําเปนตอการผลิต  CGTase  ธาตุประจุบวกตัวอ่ืนๆ  เชน  Ca2+ , Zn2+ , Mn2+ หรือ Co2+ ไมมี
ผลกระทบไมวาตอการเจริญเติบโตของเซลลหรือการทําปฏิกิริยาเพิ่มจํานวนของเอนไซม.   

 
การใชคาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ  Mg2+  และ  Fe2+ ช้ีวัดวาถึงแมวาจะสําคัญ  แตการ

เพิ่มความเขมขนมากเกินกวา  0.02  ก./ล.  ไมมีผลทําใหเพิ่มการเจริญเติบโตและการเพ่ิมผลผลิต  
CGTase  แตอยางใด. 
 

2.2.2.4  ผลกระทบของคา  pH  เร่ิมตน 
คา  pH  ระหวาง  7.3 – 8.8 ไมมีผลกระทบตอการเจริญของเซลล  ในขณะท่ีการสราง 

CGTase  จะมีปริมาณมากท่ีสุด   เม่ือคา  pH  เร่ิมตนอยูท่ี  8.3. 
 
2.2.2.5  ผลกระทบของอุณหภูมิท่ีใชในการบม 
การเพาะเล้ียงเช้ือ B.circulansใชอุณหภูมิในการบมท่ีแตกตางต้ังแต  32–42 °ซ.   การเติบโต

ของเซลลและปฏิกิริยาการเกิด  CGTase  มีคามากท่ีสุดท่ี  37°ซ. อยางไรก็ตาม ท่ี 40 °ซ. ปฏิกิริยา
การเกิดเอนไซมยังอยูท่ี  80%  ของคาเร่ิมตน  ในขณะท่ีการเจริญเติบโตลดลงประมาณ 60% ซ่ึง
แสดงใหเห็นวา  CGTase  มีความเสถียรอยูในชวงอุณหภูมิดังกลาว. 

 
2.2.2.6  ผลกระทบของการใหอากาศ 
เม่ือเพาะเล้ียง Bacillus ปริมาตร 50 มล. ในขวดรูปชมพูขนาด  250 มล.  และเขยาดวย

ความเร็วคงที่  พบวาการเจริญและการผลิต  CGTase  สูงกวาขวดท่ีมีปริมาตรเกินกวา  50 มล.  
ดังนั้นการใหอากาศปริมาณมากเพียงพอจึงมีผลดีตอการเจริญและการผลิต  CGTase. 
 

2.3  การสังเคราะหไกลโคซิลกลีเซอรอล  (Glc-GL) 
2.3.1  วัตถุดิบท่ีใชผลิต  Glc-GL 

 

- สารละลายแปง (จากแปงมันสําปะหลัง)  (Kanto  Chemicals,Tokyo).   
- เอนไซม  CGTase  ท่ีไดจากแบคทีเรียสายพันธุ  Geobacillus  stearothermophilus         

 และ Bacillus  circulans  (Hayashibara  Biochemicals, Okayama).     
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- เอนไซม  CGTase  จากแบคทีเรียสายพันธุ  Thermoanaerobacter  sp. และ B.macerans 
(Novo  Nordisk , Denmark and Amano Enzyme, Nagoya). 

- เอนไซม  α- glucosidase  จากเช้ือรา  Aspergillus  niger  ทําใหบริสุทธ์ิโดยวิธีของ  Kita  
จากกระบวนการ  transglucosidase  (Seikagaku  Kogyo, Tokyo). 

- เอนไซม glucoamylase จากเช้ือรา Rhizopus niveus  (Seikagaku Kogyo, Tokyo). 
- เอนไซม   α – amylase  ตับออนหมู (Seikagaku, Kogyo).  
 

2.3.2  ผลท่ีไดจากการผลิต  Glc-GL 
กระบวนการ  Transglycosylation  ของ Glycerol โดยใชเอนไซม  CGTase จากแบคทีเรีย

สายพันธุตางๆ เอนไซม CGTase ทําหนาท่ีสังเคราะห cyclodextrins ท่ีมีอยูในแปงโดยกระบวนการ   
Transglycosylation   ภายในโมเลกุลซ่ึงจะมี  maltooligosyl  ท่ีเกิดข้ึนจากการทําปฏิกิริยาถูก
เคล่ือนท่ีไปยังตัวรับท่ีเหมาะสม   โดยจะมีความสัมพันธกันกับโมเลกุลของตัวรับ  วงของน้ําตาล  
pyranose  ท่ีทําหนาท่ีเปนตัวรับมีตําแหนงของคารบอน C2-,C3-,C4- ท่ีอยูใน OH group เหมือนกัน
กับน้ําตาล D – glucopyranose. อยางไรก็ตาม สารประกอบพวก lactose, ascorbic acid, catechin 
และ trimethylolpropane  สามารถทําหนาท่ีเปนตัวรับไดเชนเดียวกัน.     

  
เม่ือเร่ิมการศึกษาวิจัยเอนไซม  CGTase  จากแบคทีเรียหลากหลายสายพันธุถูกนํามาใช

เปรียบเทียบผลผลิตท่ีไดจากกระบวนการTransglycosylationโดย maltooligosaccharide และ
Glucose จะถูกยอยโดยเอนไซม glycoamylase  แตเนื่องจากเอนไซม glycoamylase ไมสามารถยอย 
O - α - D - glucosyl  glycerol (Glc-GL)  ดังนั้นสวนท่ีเหลืออยูก็จะเปน  O - α - D - glucosyl  
glycerol (Glc-GL) ดังแสดงในรูปท่ี  2.4. 
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รูปท่ี 2. 4 การเปรียบเทียบปริมาณ O - α - D - glucosyl glycerol (Glc-GL). 

 

 
กราฟเปรียบเทียบปริมาณ O - α - D - glucosyl glycerol (Glc-GL) ท่ีเกิดข้ึนจากระบวนการ  

Transglycosylation  โดย  Glycerol  ท่ีใชเอนไซม  CGTase  จากแบคทีเรียสายพันธุตางๆและท่ี
ความเขมขนของ  glycerol  ตางกัน  โดยท่ีแบงเปน  2  แบบ  คือ:  

 

1.  ความเขมขนของ  10%  (w/v)  glycerol.   
2.  ความเขมขนของ  20%  (w/v)  glycerol  โดยเช้ือแตละชนิดจะประกอบดวย 

A    คือ    G. stearothermophilus  B   คือ   Thermoanaerobacter sp. 
C    คือ    B.  circulans   D   คือ   B. macerans 
 

การทดลองนี้ทําในภาชนะท่ีทําใหเกิดปฏิกิริยา 2.0 ml มีสวนผสม คือ 10 % (w/v) น้ําแปง, 
50 mM acetate buffer (pH 6.0)  และ Enzyme 20  units/ml จากนั้นก็นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 50 °C  เปน
เวลา   3  วัน แลวนําไปตมเปนเวลา  10  นาที    สวนผสมหลังจากทําปฏิกิริยาแลวจะถูกนํามา  
Treated   โดยเอนไซม  glycoamylase  และนํามาวิเคราะหโดย  HPLC  ภายใต   condition  A. 

   
จากผลการทดลองสรุปวาผลผลิตท่ีไดจากเช้ือในกลุม  G.stearothermophilus  และ

Thermoanaerobacter sp. ใหผลผลิตดีกวาเช้ือ B. circulans  และ B. macerans   ดังนั้นเอนไซม  
CGTase   จากเช้ือ  G. stearothermophilus  และ  Thermoanaerobacter sp.  จะถูกนําไปใชในการ
ทดลองตอไป. 
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2.3.3 ผลกระทบของปฏิกิริยาการสังเคราะห  Glycosyl   glycerols 

  

 

 

 

 

 
รูปท่ี  2. 5  ผลกระทบของระดับความเขมขน  glycerol ในกระบวนการ 
                  transglycosylation. 

 

จากกราฟขางตนแสดงใหเห็นถึง  ผลกระทบของระดับความเขมขนของ glycerol ใน
กระบวนการ  transglycosylation   สวนผสมของการเกิดปฎิกิริยา  12.5 มล. ประกอบดวย  5 %-
48%  (w/v)  glycerol ,10% (w/v) น้ําแปง , 50 mM acetate buffer (pH 6.0)  และเอนไซม  (20 หนวย 
/ ml) โดยใหความรอนท่ี  50 °C  เปนเวลา  72  ช่ัวโมง  หลังจากปฏิกิริยาผสมกันแลว  นําไปตม 10 
นาที , Treats  กับ  glucoamylase   และวิเคราะหโดย  HPLC  ภายใต  condition  A  โดยในการ
ทดลองจะแปรผันปริมาณ glycerol  และเอนไซม  CGTase  จากแบคทีเรียตางชนิดกัน.   

  
การใชความเขมขนของกลีเซอรอลท่ีความเขมขน 30%  ทําใหไดปริมาณของ  O-α-D - 

glucosyl  glycerol  (Glc-GL)   ในระดับสูง  เชนเดียวกันกับการใชกลีเซอรอลท่ีความเขมขน
มากกวา  30%  เอนไซม  CGTase  จาก  G. stearothermophilus    จะผลิต O-α-D-glucosyl  glycerol 
(Glc-GL) ไดสูงกวา  Thermoanaerobacter  sp.  ในระดับกลีเซอรอลท่ี 5% - 20% ในทางกลับกับ
เอนไซม  CGTase  จาก   Thermoanaerobacter  sp.  จะผลิต  O - α - D - glucosyl  glycerol (Glc-G) 
ไดสูงกวาในระดับความเขมขน  30% - 50%  กลีเซอรอล   แตท่ีความเขมขน  20%  และ  50%        
กลีเซอรอล   เช้ือท้ัง 2 ตัว  จะผลิต O - α - D - glucosyl  glycerol  (Glc-GL)  ไดเทากัน.   

 
จากการทดสอบปฏิกิ ริยาท่ี อุณหภู มิตางกันพบวาเอนไซม   CGTase จาก 

G.stearothermophilus    สามารถผลิต  O-α-D-glucosyl  glycerol (Glc-GL) ไดเพิ่มข้ึนจาก  19  เปน  
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31 มก./ล. เม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนจาก  30°ซ. เปน 60°ซ.  และเม่ือเพิ่มอุณหภูมิเปน 70°ซ. ก็ยังสามารถ
ผลิต  O-α-D-glucosyl  glycerol (Glc-GL) ไดถึง 28 มก./ล. เห็นไดวาเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนการผลิต   
O-α-D-glucosyl  glycerol (Glc-GL) ก็ไมไดนอยลงไปมาก. 
   

2.3.4 การเปรียบเทียบผลิตภัณฑท่ีผลิตขึน้โดยเอนไซม  CGTase  และ  α – glucosidase 
 

ตารางท่ี 2.3  การเปรียบเทียบผลิตภัณฑท่ีผลิตขึน้โดย CGTase และ α – glucosidase 
 

 

a Non-separable or unidentified saccharides upon HPLC analysis expressed as mg Glc per ml. 
 

สวนประกอบของน้ําตาลท่ีเกิดข้ึนจากของผสมถูกเปรียบเทียบดวยวิธีการสังเคราะห  2  วิธี 
1. วิธีการใชเอนไซม   CGTase  จากเช้ือ  Thermoanaerobacter  sp.   
2. วิธีการใชเอนไซม  α – glucosidase  จากเช้ือ  Aspergillus  niger  โดยวิธีท่ีใช 
เอนไซม  CGTase  จะใช   น้ําแปง 20% กับ  กลีเซอรอล 25 %  สวนวิธีการใชเอนไซม  α – 

glucosidase  ใช มอสโตส  20% และ กลีเซอรอล 25%,  ซ่ึงผลการทดลองแสดงไวในตารางขางตน   
ผลผลิตท่ีไดจากวิธีการใชเอนไซม  CGTase  ไมไดนอยไปกวาการใชเอนไซม  α – glucosidase  
ภายใต  condition  การทําปฏิกิริยาเดียวกัน.  ท้ังนี้เนื่องจากความสามารถในการเปนตัวกระตุนการ
เกิดปฏิกิริยาของเอนไซม  CGTase,  ซ่ึงสามารถทําใหเกิดท้ังกระบวนการ  transglycosylation   และ 
hydrolysis  ไดอยางมีประสิทธิภาพ.   สําหรับผลผลิต  maltooligosyl  glycerol  จากวิธีใชเอนไซม  
α – glucosidase    มีคาสูงกวาวิธีใชเอนไซม  CGTase ซ่ึงมีสวนสําคัญในการยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม   α – amylase. 

Saccharide (mg/ml) Component 
CGTase α-Glucosidase 

Glc-GL 69.1 75.6 
Glc2-GL 36.6 7.8 
Glc3-GL 13.7 0 
Glc4-GL 3.7 0 

Glc 2.4 128 
Maltose 1.1 18.6 

Unknowna 61.3 4.7 
Total 188 235 
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นอกจากนี้วิธีใชเอนไซม  CGTase  ยังทําใหไดผลผลิตจําพวก  reducing  sugar  และนํ้าตาล
กลูโคสต่ํากวาวิธีการใชเอนไซม   α – glucosidase   เนื่องจากเอนไซม  α – glucosidase  สามารถ
แยก  glucose  ออกจาก   O-α-D - glucosyl  glycerol (Glc-GL)ได    ทําใหไดน้ําตาลกลูโคสมากข้ึน,    
ซ่ึงการท่ีไดน้ําตาลเหลานี้ในปริมาณท่ีตํ่าเปนขอไดเปรียบท่ีทําใหคุณสมบัติของผลิตภัณฑดีข้ึน   ท้ัง
ในแงการลดอาการฟนผุ   สีท่ีเกิดจากการใชความรอน   และความสามารถในการยอยท่ีตํ่า. 

 
2.3.5  การยับยั้งการทํางานของเอนไซม α – amylase ของตบัออนโดยใช Glc –GL 

ตารางท่ี 2. 4  การยับยั้งการทํางานของเอนไซม  α – amylase 
Concentration that caused 50% inhibition (IC50) were measured as described in Materials and 
Method  
หมายเหตุ:   Glc-1-GL    คือ  กลูโคส 1  โมเลกุลกอพันธะกับคารบอนตําแหนงท่ี  1 ของกลีเซอรอล 

        Glc2 – GL   คือ  กลูโคส  2  โมเลกุลกอพันธะกับกลีเซอรอล  1  โมเลกุล 
        Glc 3– GL   คือ  กลูโคส  3  โมเลกุลกอพันธะกับกลีเซอรอล  1  โมเลกุล 

 

Glc-1-GL ท่ีถูกรายงานวายับยั้งเอนไซมท่ียอยน้ําตาลโมเลกุลคูในลําไสหนูไดโดยท่ัวไป    
น้ําตาลกลุม Glc -1-GL  จะถูกดูดซึมไดตํ่าและยับยั้งการเพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วของกลูโคสในกระแส
เลือด,หลังจากการยอยอาหาร  Glc-1-GL จึงเหมาะสมกับผูท่ีเปนโรคเบาหวาน    มีการวัด
ความสามารถในการยั้งยับการทํางานของเอนไซม  α – amylase จากตับออนของหมูโดยใช Glc-1-
GL ,Glc2 – GL และ     Glc3–GL ซ่ึงคาดวาจะไดผลไปในทางเดียวกันกับการศึกษาผลกระทบ
ทางดานสรีระวิทยา   หลังจากการกินอาหารจําพวกแปง. 

 

 

 

 

Saccharide IC50 (mM) 
Glc-1-GL 26.4 
Glc2 – GL 0.245 
Glc 3– GL 0.065 
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2.4  แบคทีเรยีสกุลบาซิลลัส   (Bacillus  sp.) 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 2.6  เชื้อแบคทีเรียสกุลบาซิลลัส. 
 

2.4.1  การจําแนกทางวิทยาศาสตร 
ตารางท่ี 2. 5  การจําแนกทางวิทยาศาสตรของเชื้อแบคทีเรียสกุลบาซิลลัส 

  

  

  

  

  

 

 

บาซิลลัส  คือ  สกุลของแบคทีเรียแกรมบวก  (กลุมแบคทีเรียท่ีเปอนสีมวง) หรือแบคทีเรีย
รูปรางทรงกระบอกและเปนสมาชิกในกลุม  Firmicates  (กลุมแบคทีเรียท่ีมีโครงสรางผนังเซลล
แข็งแรง). ในธรรมชาติบาซิลลัสประกอบไปดวยพวกท่ีอยูอยางอิสระและสายพันธุท่ีเปนเช้ือโรค
ภายใตภาวะกดดันทางธรรมชาติท่ีสูง,   เซลลผลิตเนื้อเยื่อรอบๆตัวท่ีอยูนิ่งๆ ทนทานและไมสราง
โครงสรางซับซอน ซ่ึงสามารถหยุดอยูนิ่งๆ เพื่อยืดอายุของตนเองได,   ลักษณะพิเศษน้ีไดถูกนิยาม
ใหเปนอีกตระกูลหนึ่งตามธรรมชาติ   แตไมเกี่ยวของอยางใกลชิดกับหลายๆ สายพันธุและโดยมาก
จะถูกเปล่ียนไปเปนสกุลอ่ืน. 
 
 

Domain Bacteria 

Division Firmicutes 

Class Bacilli 
Order Bacillales 

Family Bacillaceae 

Genus Bacillus 
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2.4.2  ผนังเซลล 
ผนังเซลลของบาซิลลัสเปนโครงสรางภายนอกเซลล ท่ีกอใหเกิดผนังปองกันช้ันท่ี  2  

ระหวาง  แบคทีเรียและสภาพแวดลอม,  ในขณะเดียวกันมันยังคงรักษารูปรางส่ีเหล่ียมไวไดและ
ตานทานความดันท่ีเกิดจากการบวมของเซลล.  ผนังเซลลเปนสวนประกอบของแบคทีเรียชนิดหนึ่ง
ท่ีกอตัวข้ีนมาแบบโครงสราง phosphodiester และกรด  teichuronic  บาซิลลัสชนิดนี้เปนแบคทีเรีย
ชนิดแรกท่ีทําหนาท่ีคลายๆ  peptidoglycan  (พอลิเมอร ซ่ึงประกอบดวย น้ําตาล ,  กรดอะมิโน ท่ีกอ
ตัวภายนอกคลายกับเยื่อพลาสมา)  การสังเคราะหของมันไดถูกระบุวาเปนกลุมของ  peptidoglycan  
ท้ังหมดท่ีใชน้ํายอยในการสังเคราะหและยังถูกระบุตําแหนงแลวเชนกัน  การสวมบทบาทเปนตัว
กอกําเนิดรูปแบบของเน้ือเยื่อกระดูกและการบํารุงรักษานั้นมีความสําคัญมาก. 
 

2.4.3  ความสําคัญทางอุตสาหกรรม 
บาซิลลัสหลายสายพันธุสามารถผลิตเอนไซมไดจํานวนมาก Bacillus amyloliquefaciens 

คือ  สายพันธุของบาซิลลัสซ่ึงเปนแหลงของโปรตีนปฏิชีวนะตามธรรมชาติ เชน Alpha amylase , 
Barnase ซ่ึงถูกใชใน Starch Hydrolysis และการวิจัยทางพันธุกรรม (DNA) เปนตน ในสวน
โครโมโซม  Bacillus  thuringiensis  ไดถูกตัดตอเขากับ   ขาวโพด ,ขาวสาลี  ผลคือ  GMOs  ซ่ึงเปน
เหตุผลวาทําไมพืช  GMO  จึงสามารถทนตอแมลงศัตรูพืชได. 
 

2.5  Bacillus  circulans 
 

 

 

 

 
รูปท่ี  2.7   เชื้อแบคทีเรีย  Bacillus  circulans. 

 

ลักษณะท่ัวไป :  เปนแบคทีเรียแกรมบวก   มีรูปรางเปนแทงยาว  เคล่ือนท่ีได  มีขนาดเสน
ผานศูนยกลาง  < 0.9 ไมโครเมตร   เปนแบคทีเรียท่ีทนความรอนไดสูง,   ทําใหสามารถใชใน
กระบวนการหมักได,   ซ่ึงอาจพบไดในกระบวนการหมักแปงในธัญพืช  โดยการหมักพวกอาหาร
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บรรจุกระปอง  เชน  ขาวโพดกระปอง,   ลักษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมีลักษณะโปรงใส,  มี
ขนาดโคโลนีหลากหลาย   เจริญเติบโตดีท่ีสุดท่ี  30 oซ. สามารถทนความรอนไดถึง  45 – 50 oซ. 
 
ตารางท่ี  2. 6  การจําแนกทางวิทยาศาสตรของเชื้อ Bacillus  circulans 

 
   

2.6  สารประกอบกลีเซอไรด 
สารประกอบกลีเซอไรดเปนลิปดท่ีกรดไขมันจับกับกลีเซอรอลดวยพันธะเอสเตอร เรียก   

แอซิลกลีเซอรอล (acylglycerol), โดยสวนของกรดไขมันเรียกวาหมูเอซิล (acyl group, R-COO-) 
แบงไดตามจํานวนกรดไขมันท่ีมีอยูในโมเลกุล แบงเปน ดังนี้: 

1) โมโนกลีเซอไรด (Monoglyceride)  จะมีหมู acyl 1 หมูท่ีจับกับกลีเซอรอลท่ีคารบอ
ตําแหนง 1 หรือ 2 อยางใดอยางหนึ่งจะได 1-monoglyceride หรือ 2-monoglyceride. 

2) ไดกลีเซอไรด (Diglyceride) จะมีหมู acyl 2 หมู จับอยูกับกลีเซอรอลท่ีคารบอนตําแหนง 
1 และ 3 หรือ ตําแหนง 1 และ 2 ของกลีเซอรอล. 

3) ไตรกลีเซอไรด (Triglyceride) เปนสารประกอบกลีเซอไรดท่ีมีมากท่ีสุดในธรรมชาติ
เปนเอสเตอรของกลีเซอรอลกับกรดไขมัน 3 ตัว โดยกรดไขมันท้ัง 3 ตัว อาจเปนชนิ
เดียวกันหรือตางชนิดกัน. 

 

   ไขมันทุกชนิดมีสวนประกอบสําคัญ 2 สวนคือกลีเซอรอล (Glycerol) + กรดไขมัน (Fatty 
acid) 
  1) กลีเซอรอล (Glycerol) มีสูตรโมเลกุล C3H8O3 และมีสูตรโครงสราง. 
  2) กรดไขมัน (Fatty acid) มีสูตรท่ัวไป คือ CH3(CH2)n – RCOOH.  
  โดยท่ี  R   คือ  หมูไฮโดรคารบอนท่ีประกอบดวย C กับ H 
 

BioHazard Level 1 
Growth Temperature 30oC 
Appropriate growth media nutrient agar, nutrient broth 

Genomic sources for restriction enzymes BciVI 
Gram Stain Gram stain positive 
Respiration aerobic 
Motility Bacillus circulans is variably motile 
Human health and disease Although not a major pathogen, Bacillus circulans 

has been reported to cause infections 
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กลีเซอรอลสามารถรวมกับกรดไขมันไดต้ังแต 1 ถึง 3 โมเลกุล,  การสรางไขมันโดยใช,  
กลีเซอรอลกับกรดไขมัน  จะมีน้ําเกิดข้ึน 1 โมเลกุล  ตอหนึ่งพันธะเรียกปฏิกิริยานี้วา ดีไฮเดรช่ัน 
(Dehydration) ดังนั้น ไตรกลีเซอไรด  จึงมีน้ําเกิดข้ึน 3 โมเลกุล. 

 
ทรานสเอสเทอริฟเคชัน เปนกระบวนการเปล่ียนไตรกลีเซอไรดของนํ้ามันหรือไขมันพืช

ใหเปนโมโนอัลคิลเอสเทอร (monoalkyl ester) โดยการทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลและมีเบสเปน
ตัวเรงปฏิกิริยา  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเปนปฏิกิริยาท่ีผันกลับได,  การใชแอลกอฮอลมาก
เกินพอจะชวยใหสมดุลเล่ือนไปทางดานผลิตภัณฑมากข้ึน ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเกิดข้ึน
ดังสมการ ดังนี้: 
  
 

    

            ไตรกลีเซอไรด         แอลกอฮอล                               เอสเทอร          กลีเซอรอล 

รูปท่ี 2.8  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน. 

 

2.7  สารประกอบคารโบไฮเดรต 
2.7.1  ตนกําเนดิของแปง  

 

แปงเปน  homopolysaccharide  ชนิดหนึ่งท่ีพบมากในพืช     และเปนพอลิเมอรของน้ําตาล
กลูโคสท่ีไดจากกระบวนการสังเคราะหดวยแสง พืชเก็บสะสมแปงไวตามสวนตางๆ เชน  หัว,  ราก, 
เมล็ด, ลําตนและผล. โดยรวมตัวกันอยูเปนเม็ดแปง (starch granule) แปงสวนใหญไดมาจากเมล็ด
ของธัญพืช  เชน  ขาวเจา,  ขาวโพด,  ขาวสาลี,  ขาวฟาง  และบางสวนไดมาจากหัวและรากของพืช 
เชน มันเทศ,  มันฝร่ัง,  และมันสําปะหลัง.   แปงท่ีไดจากพืชแตละชนิดจะมีลักษณะเฉพาะ คือ มี
โครงสรางทางเคมีในโมเลกุลแตกตางกันและเม็ดแปงจะมีขนาดรูปรางและสมบัติทางกายภาพ
แตกตางกันดวย   โดยเฉพาะรูปรางท่ีตางกันของเม็ดแปงท่ีมาจากพืชแตละชนิด.   แปงในการผลิต
นั้น หมายถึง   คารโบไฮเดรตท่ีมีองคประกอบของคารบอน ไฮโดรเจน  และออกซิเจนเปนสวน
ใหญ  มีส่ิงเจือปน  เชน  โปรตีน,  ไขมันและเกลือแรนอยมาก.  สวนแปงท่ีผลิตโดยท่ัวไปที่ยังมี
สวนประกอบอ่ืนๆ อยูมาก  จะเรียกวา flour  เชน  แปงขาวโพด,  แปงขาวสาลี,  แปงขาวเจา.   แต

 ตัวเรงปฏิกิริยา 

+ + 
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เม่ือส่ิงเจือปนอ่ืนๆ ถูกสกัดออกไปจนเหลือแปงบริสุทธ์ิเปนสวนใหญ   เรียกวาแปงสตารช แปง
สตารชมีความบริสุทธ์ิสูงจึงถูกนํามาใชเปนวัตถุดิบในรูปของสารเคมีโดยนําไปทําปฏิกิริยาเคมี
ตางๆ มากมาย   แปงท่ีมีการนํามาใชมากท่ีสุด คือ  แปงขาวเจา,  แปงขาวสาลีและแปงมันฝร่ัง. 

 
2.7.2  ลักษณะโครงสรางภายในโมเลกุลและคุณสมบัตขิองแปง 

แปงเปนพอลิเมอรของกลูโคส ซ่ึงประกอบดวย anhydroglucose unit เช่ือมตอกันดวย
พันธะ glucosidic linkage ท่ีคารบอนตําแหนงท่ี 1 ซ่ึงแปงประกอบดวยพอลิเมอรของกลูโคส 2 
ชนิด คือ พอลิเมอรเชิงเสน (amylose), และพอลิเมอรเชิงกิ่ง (amylopectin), วางตัวในแนวรัศมี 
amylose ประกอบดวยกลูโคส 250-300 โมเลกุล ซ่ึงตอกันเปนโซยาวแบบไมมีกิ่งแตโซจะมีลักษณะ
ขดเปนเกลียว (helix) amylose มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 500,000 Da เปนโมเลกุลเสนยาว.   สวน
ใหญประกอบดวย  α-1,4- glucosidic bonds  และสวนนอยเปน  α-1,6- glucosidic bonds แปงจาก
ธัญพืช เชน  แปงขาวโพด,  แปงสาลี,  แปงขาวฟาง  มีปริมาณ amylose สูงประมาณ 28 %, แปงจาก
รากและหัว  เชน แปงมันสําปะหลัง,  แปงมันฝร่ังและ แปงสาคูมีปริมาณ amylose ตํ่า  ประมาณ   20 
% waxy starch ไมมีปริมาณ amylose เลย และแปงจาก amylomaize มี amylose สูงมากถึง 80 %
ตําแหนงของ amylose ภายในเม็ดแปงข้ึนอยูกับสายพันธุของแปง amylose บางสวนอยูในกลุมของ
amylopectin บางสวนกระจายอยูท้ังในสวน amorphous และสวนผลึก crystalline amyloseไม
ละลายน้ําแตเม่ือเติมน้ําลงไป  amylase จะเกาะตัวกันเปนตะกอนท่ีไมละลาย และเน่ืองจากโมเลกุล
ของ amylose เปนสายยาวจึงมีโอกาสท่ีจะจับคูกับ  amylose อีกโมเลกุลหนึ่ง เปนสายยาวคูขนาน
เกาะกันดวยพันธะไฮโดรเจนกลายเปนตาขายมีขนาดใหญข้ึน ทําใหความสามารถในการอุมน้ํา
ลดลงและตกตะกอนได ปรากฏการณนี้เรียกวา  retrogradation  แต  waxy starch  ซ่ึงไมมี amylase  
เลยหรือมี  amylose  เปนองคประกอบนอยมากจะไมเกิด  retrogradation 
 
 
 
 
 
 
 

         รูปท่ี 2. 9  การตอของกลูโคสใน amylase. 
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amylopectin เปนโฮโมโพลีแซ็กคาไรดท่ีเปนองคประกอบอยูในเม็ดแปงประมาณ           
70-100% มีโครงสรางของโมเลกุลเปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสท่ีมีสายแขนงแยกออกมาซ่ึงแต
ละแขนงจะมีน้ําตาลกลูโคสประมาณ 20-35 หนวย ดังนั้นในโมเลกุลของ amylopectin จึงมีท้ัง
พันธะ α(1      4) และ α(1     6) โดยปกติ  amylopectin  มีขนาดโมเลกุลใหญกวา  amylose  มาก มี
น้ําหนักโมเลกุลข้ันตํ่าประมาณ 1 ลาน  amylopectin  มีพันธะไฮโดรเจนนอยกวา  amylase  และมี
ความคงตัวมากกวา ยังคงสภาพเหลว มีความหนืด, ยืดหยุน.  สําหรับ  amylopectin  ของแปงขาวเจา
, ขาวเหนียว, มันสําปะหลังและมันฝร่ัง สายสวนใหญประมาณ  80-90 % ประกอบดวยกลุมเดี่ยวๆ 
และสายท่ีเหลืออีก 10-20 % จะเปนสวนเช่ือมตอของแตละกลุม ในแตละกลุมประกอบไปดวยสาย
ประมาณ 22-25 สาย ทําใหเกิดเปนสวนผลึกของเม็ดแปง ในการจับกันเปนกลุมของ amylopectin 
ทําใหเกิดเปนเกลียวคู (double helix) การเกิดเกลียวคูของ amylopectin ตองใชพันธะไฮโดรเจนและ
แรงแวนเดอรวาลสในการเช่ือมตอกัน กิ่ง amylopectin ภายในเม็ดแปงสามารถเกิดเปนผลึกได ท้ัง
กิ่งท่ีอยูใกลกันในกลุมเดียวกันหรือเกิดข้ึนระหวางกลุมท่ีใกลเคียงกัน. 
 
 
 
 
 
 

 

 
  รูปท่ี  2.10  การตอของกลูโคสใน amylopectin. 

 
โครงสรางเม็ดแปง เม็ดแปงนอกจากจะประกอบดวย α– glucan สองสวนใหญๆท่ีเรียกวา 

amylase  และ amylopectin  คิดเปนสัดสวนประมาณ 85-90 % โดยนํ้าหนัก  น้ําประมาณ10-15 % 
ไขมันประมาณ 1% และโปรตีนในระดับท่ีตํ่า (<0.5 %) น้ําท่ีอยูในเม็ดแปงมีอยู  3 รูปแบบ คือ น้ํา
ในผลึกน้ําในรูป  bound water  และนํ้าในรูปอิสระ โดยมีการจับกับแปงไดแนน ตามลําดับ.  น้ํา
สามารถแพรและผานเขาไปในเม็ดแปงไดอยางอิสระ เม็ดแปงประกอบดวยรูพรุนจํานวนมากซ่ึงทํา
หนาท่ีเปน molecular sieve แปงดิบจะไมละลายในนํ้าท่ีมีอุณหภูมิตํ่ากวาอุณหภูมิเจลาติไนซ 
(gelatinization temperature) เนื่องจากมีพันธะไฮโดรเจนซ่ึงเกิดจากหมูไฮดรอกซิลของโมเลกุลแปง
ท่ีอยูใกลๆ กันหรือ water bridges แตเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนสูงกวา อุณหภูมิเจลาติไนซพันธะ
ไฮโดรเจนถูกทําลาย โมเลกุลของน้ําจะเขามาจับกับหมูไฮดรอกซิลท่ีเปนอิสระ  เม็ดแปงเกิดการ

  side chain 

    main chain 
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พองตัว ทําใหสมบัติการละลาย ความหนืดและความใสเพิ่มข้ึน เม่ือแปงไดรับความรอนจนถึง
อุณหภูมิท่ีเกิดเจลาติไนเซชันแลวใหความรอนตอไป จะทําใหเม็ดแปงพองตัวเพิ่มข้ึนจนถึงจุดท่ีพอง
ตัวเต็มท่ีและแตกออก โมเลกุลของ amylose ขนาดเล็กจะกระจัดกระจายออกมาทําใหความหนืด
ลดลง เม่ือปลอยใหเย็นตัว โมเลกุล amylose ท่ีอยูใกลกันจะเกิดการจัดเรียงตัวใหมดวยพันธะ
ไฮโดรเจนระหวางโมเลกุล เกิดเปนรางแหสามมิติโครงสรางใหมท่ีสามารถอุมน้ําและไมมีการดูด
ซึมน้ําเขามาอีก มีความหนืดคงตัวมากข้ึน เกิดลักษณะเจลเหนียวคลายฟลมหรือผลึก เรียก
ปรากฏการณนี้วาการเกิด retrogradation เม่ือทําใหอุณหภูมิตํ่าลงไปอีกลักษณะการเรียงตัวของ
โครงสรางจะแนนมากข้ึนโมเลกุลอิสระของน้ําท่ีอยูภายในจะถูกบีบออกมา. 

 
ตารางท่ี 2. 7 ปริมาณ amylose และ ปริมาณ amylopectin ท่ีพบในแปงแตละชนิด 

 
 

2.7.3  คุณสมบัติและโครงสรางของกลูโคส 
กลูโคสเปนสารประเภท monosaccharide หรือ simple sugar เปนหนึ่งในสารประเภท

carbohydrates ท่ีสําคัญในทางชีววิทยา ซ่ึงเราสามารถพบกลูโคสในธรรมชาติไดจากหลายๆ ท่ีเชน
ในเซลลของเม็ดเลือด ในพืชสีเขียวท่ีเกิดจากการสังเคราะหแสง โดยใชกาซคารบอนไดออกไซค น้ํา
และแสงแดด   และมี chlorophyll สวนในดานทางเคมี glucose สามารถสังเคราะหไดจากการนํา
แปงมายอยดวยวิธีการตาง ๆ เชน การใชกรด เปนตน โครงสรางของ glucose จะประกอบไปดวย
คารบอนอะตอมท้ังหมด 6 ตัวและหมู  aldehyde  รวมเรียกวา  aldohexose  มี chemical formula คือ 
C6H12O6 สามารถมีโครงสรางไดท้ังแบบ open chain  (acyclic) และ ring (cyclic) form โดย ring 
form จะเปนผลมาจากการเกิด  intramolecular reaction ข้ึนระหวางคารบอนอะตอมในหมู aldehyde 
กับคารบอนอะตอมตัวท่ี 5 ของหมู  hydroxyl  เราจะพบโครงสรางของ glucose ท้ัง 2 รูปแบบ อยูใน
สภาวะสมดุลกัน ในน้ําตาลพวก aldohexose จะมี 4 optical centers ทําใหเกิด 24 = 16 optical 
stereoisomers ซ่ึงจะแบงเปนกลุมได 2 กลุมคือ L และ D อยางละ 8 isomers ซ่ึงมี isomer ท่ีพบมาก
ในชีวิตประจําวันคือ  D-glucose (Glu) ,D-galactose (Gal)  และ D-manose (Man) โดยในสวนของ 

ชนิดของแปง % amylose % amylopectin 
แปงขาวเจา 17 83 
แปงขาวเหนียว 0 - 2 98 - 100 
แปงมันสําปะหลัง 15 85 
แปงมันฝรั่ง 20 80 

แปงขาวสาลี 28 72 
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D isomers  เม่ือพิจารณาใน carbonatom ตัวท่ี 1 พบวาเม่ือเกิดเปน cyclic form จะทําใหเกิดรูปแบบ
ของวงแหวน 2 ชนิด ซ่ึงเรียกวาanomers แบงเปน α–D-glucose และ β–D-glucose ท้ังสอง
โครงสรางนี้มีความแตกตางกันตรงการจัดเรียงตัวของหมู  hydroxyl ท่ีตอกับคารบอนอะตอมตัวท่ี 1 
ในวงแหวน. 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.11  โครงสรางของ glucose. 
2.7.4  กลไกการยอยแปง 

 การยอยแปงโดยท่ัวไปประกอบดวย  3  ข้ันตอน  ดังตอไปนี้: 
 1.  การเจลาติไนเซชั่น  (Gelatinization) เปนข้ันตอนท่ีทําใหเม็ดแปงพองตัว  โดยเม็ดแปง
จะดูดซึมน้ําขณะท่ีไดรับความรอนทําใหเม็ดแปงพองตัว เรียกอุณหภูมิชวงนี้วา อุณหภูมิการเกิดเจล  
(gelatinization  temperature). 

2.  การเกิดลิเคอแฟคชัน  (Liquefaction)  เปนข้ันตอนการลดความหนืดของแปงท่ีเกิดเจล  
โดยการยอยโมเลกุลของแปงแบบสุมของลูกโซกลูโคส  ทําใหแยกเปนสายส้ันๆ มีขนาดโมเลกุล
เล็กลงและมีความหนืดลดลง  กวา  30  ปท่ีผานมามีการใชเอนไซมแอลฟาอะไมเลสแทนการใชกรด
ยอยท่ีอุณหภูมิ  140  องศาเซลเซียส  หรือสูงกวา. 
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รูปท่ี 2.12  โครงสรางอะไมโลส. 

 
 

 
 

                    
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.13  โครงสรงอะไมโลเพกติน. 
 

3.  การเกิดแซ็กคาริฟเคชัน  (Saccharification)  เปนข้ันตอนการยอยแปงใหเปนโมเลกุล
ของน้ําตาล   ภายหลังการยอยจะไดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว,  น้ําตาลโมเลกุลคู  หรือน้ําตาลท่ีมีโมเลกุล
สูงกวา  ผลผลิตท่ีไดคือ  กลูโคส,  มอลโตส หรือมอลโตไตรโอส. 
 

2.7.5  เอนไซมท่ีเก่ียวของกับการยอยแปง 
 

แหลงของเอนไซมสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิดดวยกัน  แบงออกได  4  กลุม  
ดังนี้: 

1.  endoamylase  เปนเอนไซมท่ีทํางานภายในโมเลกุลแปง  จะตัดพันธะ  α-1,4 กลูโคซิดิก  
ระหวางโมเลกุลกลูโคสภายในสวนของอะไมโลสและอะไมโลเพกติน  เอนไซมในกลุมนี้  ไดแก  
แอลฟาอะไมเลส  และผลิตภัณฑท่ีไดจากการทํางานของแอลฟาอะไมเลส  คือ  oligosaccharide  
และ α-limit-dextrins. 
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2.  exoamylase  เปนเอนไซมท่ีตัดพันธะท่ีจับกันของกลูโคสท้ังพันธะ  α-1,4 และ α-1,6 
กลูโคซิดิก  เอนไซมในกลุมนี้ไดแก  กลูโคอะไมเลส  เบตาอะไมเลส  และแอลฟากลูโคซิเดส  ซ่ึง
การทํางานจะตัดโมเลกุลกลูโคสท่ีตําแหนงปลายของอะไมโลสและอะไมโลเพกติน  ดังนั้นผลผลิต
ท่ีไดจากกลูโคสเพียงอยางเดียวเมื่อใชกลูโคอะไมเลส  และแอลฟากลูโคซิเดส  หรือไดมอลโตส  
และ  β-limit-dextrin  เม่ือใชบีตาอะไมเลส. 

3.  debranching  enzyme  เปนเอนไซมท่ีตัดพันธะ  α-1,6 กลูโคซิดิก  เอนไซมในกลุมนี้  
ไดแก  ไอโซอะไมเลสและพูลูแลนเนส  การทํางานของเอนไซมกลุมนี้โดยการยอยพันธะก่ิงของอะ
ไมโลเพคติน  หรือการยอยพันธะ  α-1,6 กลูโคซิดิก  ในพูลูแลน  ผลิตภัณฑท่ีไดจะเปนโพลิแซ็กคา
ไรด. 

4.  transferase  เปนเอนไซมท่ีทําหนาท่ีจับ  α-1,4 กลูโคซิดิก  ของ  donor  molecule  และ
เปล่ียนสวนของ  donor  เพื่อเปน  glycosidic  acceptor  ซ่ึงเปนการสรางพันธะกลูโคซิดิกใหม  
เอนไซมกลุมนี้  ไดแก  amylomaltase  และ  Cyclodextrin  Glucanotransferase  (CGTase) ซ่ึงจะใช
ในการผลิตไซโคลเด็กซทริน  โดยการสราง  cyclic  oligosaccharide  ท่ีมีกลูโคส  7-8  หนวย. 
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ตารางท่ี 2. 8  เอนไซม : แหลงของจุลินทรียและคุณสมบัตบิางประการ 

ที่มา: Nigam  and  Singh , 1195 

 
 

2.8  แอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล  (α - glucosyl  glycerol : Glc - GL) 
 

สารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล เกิดข้ึนจากการกอพันธะระหวางกลีเซอรอล 1 โมเลกุลกับ
น้ําตาลกลูโคสต้ังแต  1 โมเลกุลข้ึนไป  โดยใชเอนไซม  Cyclomaltodextrin  glucanotransferase 
จากแบคทีเรีย Bacillus sp.  สารชนิดนี้มีคุณสมบัติสามารถจับกับเอนไซมอะไมเลสในนํ้าลาย ทําให
ประสิทธิภาพในการยอยและดูดซึมน้ําตาลลดลง มีความหวานตํ่ากวาน้ําตาลทราย 50% ละลายนํ้าได
ดี  ไมใหพลังงาน มีความคงตัวสูง สามารถทนความรอนขณะประกอบอาหารไดโดยไมเสียสภาพ  
ไมมีผลตอโรคกระดูกผุ (carcinogenicity) ปฏิกิริยาการเกิดแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอลเปนดังนี้: 

Microbial sources Molecular weight Optimum temp. (0C) 

α-amylase   
Bacillus subtilis 41,000  
B. amyloliquefaciens 49,000 70 
B. licheniformis 62,000 90 
β-amylase   
B. cereus 35,000 50 
B. circulans 53-63,000 60 
Pseudomonas sp. BQ 6 37,000 45-55 
Glucoamylase   
Aspergillus awamori 83,700-88,000 60 
A. niger I 99,000  
A. oryzae I 76,000 60 
A. oryzae II 38,000 40 
Penicillum oxalicum I 84,000 55-60 
Rhizopus delemar 100,000 40 
Pullulanases   
Aerobacter aerogenes 114,300 50 
B. polymyxa 48,000 60 
Streptomyces sp. no. 280  5 
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 Maltose                           Alpha - Glucosyl  
glycerol 

[Glucose – Glucose] +     Glycerol  [Glucose – Glucose – Glycerol] 
                    Cyclomaltodextrin  glucanotransferas 

                        
รูปท่ี  2.14  ปฏิกิริยาการเกิดแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล.

 

 
ตัวอยางการสังเคราะห  Glc-GL โดยใชเอนไซม  CGTase  มีดังนี ้

 

Nakano et.al. (2003). ไดทําการศึกษาวิจัยถึงการสังเคราะหไกลโคซิลกลีเซอรอลโดยใช
เอนไซมไซโคลเด็กซทรินกลูคาโนแทรนสเฟอเรส  (Cyclodextrin  Glucanotransferases : CGTase) 
โดยมีรายละเอียด ดังนี้: 

Glycerol จะถูก transglycosylate โดยเอนไซม CGTase ใชแปงเปนสารต้ังตนและใช
เอนไซมท่ีไดจากแบคทีเรียสายพันธุ Geobacillus  stearothermophilus และThermoanaerobacter 
sp. ซ่ึงเหมาะท่ีจะใชในกระบวนการ transglycosylation  ผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการนี้จะมี
หลายตัว โดยท่ีโครงสรางท่ัวไปของแตละตัวจะประกอบดวย กลูโคสตอกันดวยพันธะ α -1 , 4 - 
linked  maltooligosyl.  สวนโมเลกุลของกลูโคสท่ีเหลืออยูจะยึดเกาะกับกลีเซอรอลจับกันดวย  O-
α-D -glucosyl - (1     1) - glycerol  ซ่ึงเปนองคประกอบหลักและ O–α–D-glucosy -(1      2)-
glycerol  ซ่ึงเปนองคประกอบรอง.   สําหรับกระบวนการนี้น้ําตาลรีดิวซจะผลิตข้ึนนอยมาก   
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมของแบคทีเรีย  G.stearothermophilus และ Thermoanaerobacter  sp.  อยูท่ี
ประมาณ 60°ซ. และ 80°ซ.  ตามลําดับ. ใชการทําปฏิกิริยาดวย 30% (w/v) glycerol และ 20% (w/v). 
น้ําแปง ท่ีเหมาะสําหรับกระบวนการ  transglycosylation นอกจากน้ี maltosyl  และ maltotriosyl 
glycerols ยังยับยั้งเอนไซม  α- amylase  จากตับออน.   

 
เม่ือไมนานมานี้  O-α-D-glucosyl  glycerol (Glc-GL) ถูกพบในอาหารหมักดั้งเดิมของ

ญ่ีปุนเชน  เหลาสาเก,  เตาเจี้ยว, เหลามิริน  ตัวอยางของ  O-α-D-glucosyl  glycerol (Glc-GL) ท่ีพบ
ในเหลาสาเกมีความเขมขนประมาณ  0.5%,  ซ่ึงชวยในเร่ืองของรสชาติอาหารใหมีรสชาติดีข้ึน  
เปนชนิด   non  reducing  glucoside โดยมีจะหวานเปนคร่ึงหนึ่งของน้ําตาลซูโครส   มีความเสถียร
สูง  เกิดสีท่ีความรอนตํ่าและมีการเกิดปฏิกิริยาเมลลารดตํ่า,   การดูดความช้ืนตํ่า  มีความสามารถใน
การยึดจับกับน้ําสูง ไมทําใหเกิดฟนผุและยอยไดนอย.   ในการทดสอบการยอยดวยเอนไซม α- 
amylase  จากลําไสหนู   ซ่ึง   O-α-D-glucosyl  glycerol (Glc-GL) นี้    จะถูกนําไปใชงานในอาหาร
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ท่ัวไป  เชน  พวกเคร่ืองดื่ม   เคร่ืองสําอางบางอยาง.  นอกจากนี้   O-α-D-glucosyl  glycerol (Glc-
GL), สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมท่ียอยน้ําตาลโมเลกุลคูในลําไสของหนู   ดังนั้น  O-α-D- 
glucosyl  glycerol (Glc-GL) จึงถูกนําไปใชเปนสารใหความหวานท่ีมีแคลอรีตํ่า. 

 
การสังเคราะห O-α-D-glucosyl  glycerol (Glc-GL) โดยใช Candida tropicalis  ในชวง

แรกจะเปล่ียนโครงสรางหลักของแปงและเด็กซทรินไปยังตําแหนงท่ี  1  หรือ  3  ของกลีเซอรอล
และ  O-α-D-glucosyl  glycerol (Glc-GL) พบในอาหารหมักท่ีมีคุณภาพดี  เชน Koji – mold  ซ่ึง
เปนผลิตภัณฑท่ีไดจากกระบวนการ  transglycosylation  สวนกลีเซอรอลและมอสโตสถูก
สังเคราะหไดโดยใชเอนไซม  α-glucosidase  ท่ีไดจากเช้ือราสายพันธุ  Aspergillus  niger   เพื่อ
ศึกษาเอนไซม cyclodextrin  glucanotransferases (CGTases) ในกระบวนการ transglycosylation  
โดยใชกลีเซอรอลและแปงเพื่อสังเคราะห  O-α-D-glucosyl  glycerol (Glc-GL) และยังไดผลิตภณัฑ
จําพวก  maltooligosaccharide  อีกดวย   และศึกษาถึงปฏิกิริยาจากกระบวนการนี้วาจะทําใหเกิด  
reducing sugar  ตํ่ากวากระบวนการเดิมท่ีใชเอนไซม  α-glucosidase  เปนตัวเรงปฏิกิริยาหรือไม.   
นอกจากนี้ยังศึกษาการยับยั้งการทํางานของเอนไซม  α- amylase  จากตับออนโดย  glucosylated   
glycerol.   
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3. วัสดุ อุปกรณ และวธิีการ 
 

3.1  เชื้อจุลินทรีย 
 

 -   Bacillus   circulans  TISTR 1923. 
 -   Bacillus  sp. TISTR 908. 

 

3.2  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

-   Nutrient  Agar  (NA)  ยี่หอ  HIMEDIA.    
-   Nutrient  Broth (NB)  ยี่หอ  HIMEDIA.  
-   อาหาร  Horikoshi  medium  (HS).  
-   อาหาร  Nutrient  Broth  Modified  (NBM). 

 

3.3  สารเคมี 
  

 -   0.5  M   sodium  hydroxide  (NaOH) . 
 -   Amylose.     
 -   0.5  M  glycine – sodium  hydroxide  buffer  [pH 9].    
 -   0.5  M  acetic  acid.    

-   Iodine  reagent.   
-   50 mM acetate buffer (pH 6).  
-   Soluble starch.  
-   Yeast  extract. 
-   Peptone. 
-   K2HPO4 

-   MgSO4·7H2O.   
-   NaCl.   
-   Glycerol  87%. 
-   Ethanol  95%. 
-  50 mM  TEAH (Tetraethylammonium  hydroxide). 
-   0.1 M  HCl.   
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-   Hexane .  
-   NaIO4 
-  Ammonium  acetate. 
-  Acetylacetone.   
-  Isopropanol.   
-  โพแทสเซียมไอโอไดด  (KI). 
-  Iodine  (I2). 
 

3.4  เครื่องมอื    
 

-   เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex  mixture) รุน  KMC – 1300V. 
-   ตูเข่ียเช้ือ  (Laminar air flow)  รุน  CTL 101. 
-   เคร่ืองเขยา (Shaker) รุน  Seriker II. 
-   Hot  plate  stirrer รุน  HTS – 1003. 
-   ตูอบลมรอน  (Hot air oven)  ยี่หอ  memmert  รุน  UNB. 
-   ตูบมเช้ือแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Incubator)  ยี่หอ  Scientific  รุน  Series  2000. 
-   อางควบคุมอุณหภูมิ   (Water  bath) รุน  series  2000. 
-   เคร่ืองเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Shaking  incubator)  รุน  VS – 8480SPN. 
-   หมอนึ่งความดันไอน้ํา  (Autoclave)  ยี่หอ  Yamato รุน SP 300. 
-   เคร่ืองนับจาํนวนโคโลนี  (Colony  counter) รุน  8502-2092. 
-   เคร่ืองวัดความเปนกรด - ดาง (pH  meter)  รุน  1539931.  
-   เคร่ืองช่ังน้ําหนัก  2  ตําแหนง  ยีห่อ  FX – 2000i. 
-   เคร่ืองช่ังน้ําหนัก  4  ตําแหนง  ยีห่อ  Sartorius  A 200S. 
-   เคร่ืองปนเหวีย่งความเร็วสูงระบบทําความเยน็ รุน Suprema  25.   
-   เคร่ืองวัดคาการหักเหของแสง (Spectrophotometer)  รุน UVIKON 2. 
-   ตูดูดควัน (Hood). 
-   Magnetic  stirrer. 
-   เคร่ืองกล่ัน ระเหยแหง  (Evaporator).   
-   เคร่ืองช่ัง (Balance)  รุน HP 0021-45. 
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3.5  วัสดุและอุปกรณ   
-   กระบอกตวง (Cylinder) ขนาด  50   100   250   500   1000  มล. 
-   จานเล้ียงเช้ือ  (Plate)  ขนาดเสนผานศูนยกลาง  9  ซม. 
-   ขวดปรับปริมาตร  (Volumetric flask)  ขนาด  100   200  500  มล. 
-   หลอดทดลองฝาเกลียว (Test  tube)  ขนาด  20  มล. 
-   ขวดรูปชมพู  (Erlenmeyer flask) ขนาด  25  100  150  250  4,000  5,000 มล. 
-   บีกเกอร (Beaker) ขนาด  100  150  200  250  500  1,000 มล. 
-   ขวดแกวปากกวางฝาเกลียว  ขนาด  500  1,000 มล. 
-   หลอดเก็บตัวอยาง Appendrop ขนาด 2 มล. 
-   ขวดน้ํากล่ัน. 
-   ไมโครปเปต  (Micropipette). 
-   ตะเกียงแอลกอฮอล. 
-   ฟอยละอลูมิเนียม.   
-   เข็มเข่ียเช้ือ (Loop).  
-   กระดาษกรอง เบอร 2. 
-   กระบอกฉีดพนแอลกอฮอล  (Foggy). 
-   นาฬกิาจับเวลา. 
-   แทงแกวกวนสาร. 
 

3.6  วิธีการทดลอง 
วิธีการทดลองสําหรับการศึกษาในคร้ังนี้เปนไปตามแผนผังดังตอไปนี:้ 
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รูปท่ี 3. 1  สรุปขั้นตอนการทดลอง. 
 

3.6.1  การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 
การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือสําหรับการศึกษาในคร้ังนี้เปนไปตามแผนผังดังตอไปนี ้
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.2  การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ. 
 

3.6.1.1  การทดสอบการเจริญเติบโตและการสราง  CGTase ท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ.  และ  
37 °ซ.  ในอาหารเล้ียงเชื้อสูตร  Horikoshi  (HS) 

แบคทีเรีย 2  สายพันธุ      (Bacillus  circulans TISTR 1923 และ Bacillus  sp. TISTR 908)  
อาหารเล้ียงเชือ้ 3  ชนิด    (Horikoshi  medium (HS)   Nutrient  Broth (NB)  
                และ Nutrient  Broth  Modified  (NBM)) 
อุณหภูมิ  2  คา                 (30 °ซ.  และ 37 °ซ.) 

3.6.1  การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 

3.6.3  การถายเชื้อและการบมเชื้อ 

3.6.2  การเตรียม  Starter 

3.6.4  การเก็บตัวอยาง 

3.6.5  กระบวนการผลิตเอนไซม  CGTase 

อาหารเล้ียงเชือ้สําหรับการทดลอง 

Horikoshi  medium (HS) Nutrient  Broth  (NB) Nutrient  Broth  Modified  

(NBM) 

3.6.6  การสังเคราะหและการหาปริมาณสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล 
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1. ช่ังสารดังตอไปนี้  Soluble  starch  40  g, Yeast  extract  20  g, Peptone  20 g, K2HPO4  
4  g, MgSO4·7H2O  0.8  g, NaCl   40  g  โดยแยกสารแตละตัวใสฟลาสก (flask) ขนาด 250  มล. , 
จากนั้นเติมน้ํากล่ันลงไปในแตละฟลาสก   ปริมาตร 150  มล.  จะไดท้ังหมด  6   ฟลาสก  นําไปนึ่ง
ฆาเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 121 °ซ.  เวลา  15 นาที ท้ิงไวใหเย็น   จากนั้นนําสารดังกลาวมาผสมกันในฟ
ลาสกขนาด  5,000  มล. และปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันท่ีนึ่งฆาเช้ือแลวใหมีปริมาตร 4,000  มล. กวน
ใหเขากันดวยเคร่ือง  Magnetic  stirrer. 

2. นําอาหารเล้ียงเช้ือสูตร  HS  มาปรับ  pH  ใหได 10 โดยใช 0.5 M  NaOH  เม่ือได  pH 10   
แลวแบงใสฟลาสกขนาด  250  มล.   ใหไดปริมาตร 150 มล. จํานวน  24  ฟลาสก.   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

      รูปท่ี  3. 3  การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อสูตร HS. 

Soluble 
starch  
40 g 

Yeast 
extract      

20  g 

 

Peptone 
 20  g 

 

K2HPO4 

 4  g 

MgSO4 

·7H2O      
0.8  g 

 

NaCl 
40  g 

แยกสารแตละตัวใสฟลาสกขนาด  250 มล.   
จะไดฟลาสกใบท่ี 1 ถึง 6 

เติมนํ้ากล่ันฟลาสกละ  150 มล. 

น่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ือง  Autoclave  อุณหภูมิ 121 °ซ.  เวลา 15 นาที 

เทรวมกันในฟลาสกขนาด  5,000  มล. 

ปรับปริมาตรดวยนํ้ากล่ันท่ีน่ึงฆาเชื้อแลวใหได  4,000  มล. 

ผสมใหเขากันดวยเคร่ือง Magnetic  stirrer 

ปรับ pH ใหได 10 โดย 0.5 M  NaOH 

แบงใสฟลาสกขนาด  250  มล.   ใหไดปริมาตร 150 ml  จํานวน 24  ฟลาสก 
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3.6.1.2  การทดสอบการเจริญเติบโตและการสรางเอนไซม  CGTase ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  
และ 37°ซ.  ในอาหารเล้ียงเชื้อสูตร  Nutrient  Broth  (NB) 
 

เตรียมอาหาร NB  ปริมาตร  3,600  มล. แบงใสฟลาสกขนาด  250  มล.  ใหไดปริมาตร  
150  มล.  จํานวน 24 ฟลาสก  จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือ อุณหภูมิ  121 °ซ.  เวลา 15 นาที   เม่ือครบ
เวลาแลว  ท้ิงไวใหเย็น จะไดคา  pH ท่ี  7.45. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3. 4  การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อสูตร NB. 
 

3.6.1.3   การทดสอบการเจริญเติบโตและการสรางเอนไซม  CGTase  ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  
และ 37°ซ.  ในอาหารเล้ียงเชือ้สูตร  Nutrient  Broth  Modified  (NBM) 

 

1.  ช่ังสารดังตอไปนี้ Soluble  starch   36  g, K2HPO4   3.6  g, MgSO4·7H2O  0.72  g, NaCl  
18  g   โดยแยกสารแตละตัวใสฟลาสกขนาด  150  ml  จากนั้นเติมน้ํากล่ันลงไปในแตละ  ฟลาสก  
ปริมาตร  100  มล. จะไดท้ังหมด  4 ฟลาสก,  นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยเคร่ือง Autoclave  อุณหภูมิ  121°
ซ.  เวลา  15  นาที   ท้ิงไวใหเย็น.  จากนั้นนําสารดังกลาวมาผสมกันในฟลาสกขนาด 500  มล.  กวน
ใหเขากันดวยเคร่ือง  Magnetic  stirrer  แลวนําไปเทผสมลงในฟลาสกอาหาร  NB  ซ่ึงเตรียมดวยวิธี
ดังขอท่ี  2. 

NB  46.8 g 

ฟลาสกขนาด  4,000   มล. 

ปรับปริมาตรดวยนํ้ากล่ันใหได   3,600  มล. 

แบงใสฟลาสขนาด  250  มล.  ใหไดปริมาตร  150  มล. จํานวน  24  ฟลาสก 

น่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ือง  Autoclave 
อุณหภูมิ  121 °ซ. เวลา 15 นาที 
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2.  เตรียมอาหาร  NB  ปริมาตร  3,600  ml  แตปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน  3,200 มล. ใส
ในฟลาสกขนาด  4,000  มล.,  จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือดวยเคร่ือง  Autoclave อุณหภูมิ 121 °ซ.  เวลา 
15 นาที,  เม่ือครบเวลาแลว  ท้ิงไวใหเย็น.  จากน้ันนําสารท่ีเตรียมไวในขอท่ี 1  มาเทผสม  กวนให
เขากันดวยเคร่ือง  Magnetic  stirrer  แลวแบงใสฟลาสกขนาด  250  มล.   ใหไดปริมาตร 150 ml  
จํานวน 24  ฟลาสก.   

 
 
  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
 

       รูปท่ี 3. 5  การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อสูตร NBM. 
 

Soluble 
starch  
36 g 

K2HPO4     
3.6  g       

 

MgSO4 

·7H2O 
0.72  g 

NaCl 
18   g 

NB 
46.8 g 

 

แยกสารแตละตัวใสฟลาสกขนาด  150 มล.     จะไดฟ

ลาสกใบท่ี 1 ถึง 4 

เติมนํ้ากล่ันฟลาสกละ  100 มล. 

น่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ือง  Autoclave 
อุณหภูมิ  121 °ซ.  เวลา 15 นาที 

เทรวมกันในฟลาสกขนาด  500  มล. 

กวนใหเขากันดวยเคร่ือง Magnetic  stirrer 

ฟลาสกขนาด  4,000 มล.  

ปรับปริมาตรดวยนํ้ากล่ันใหได 
 3,200  มล. 

น่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ือง  Autoclave  

อุณหภูมิ  121 °ซ.  เวลา 15 นาที 

ผสมใหเขากันดวยเคร่ือง  Magnetic  stirrer 
(400   +   3,200 =  3,600 มล.) 

แบงใสฟลาสกขนาด  250  มล.   ใหไดปริมาตร 150 มล.  จํานวน 24  ฟลาสก 
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3.6.2  การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย  (Starter) 
การเตรียม  Starter  สําหรับการศึกษาคร้ังนี้เปนไปตามแผนผังดังตอไปนี้ 
 
 
 
 
 
 

แบคทีเรีย  : 
 

อุณหภูม ิ   : 
 

   
 

 รูปท่ี 3.6  สรุปขั้นตอนการเตรียม  Starter. 
 

3.6.2.1  Starter  อาหารเล้ียงเชื้อสูตร  Horikoshi  (HS) 
 

1. ช่ังสารดังตอไปนี้  Soluble  starch  4  g, Yeast  extract  2  g, Peptone  2  g, K2HPO4   0.4  
g, MgSO4·7H2O  0.08  g,  NaCl   4 g. โดยแยกสารแตละตัวใสฟลาสกขนาด 150 มล.   จากนั้นเติม
น้ํากล่ันลงไปในแตละฟลาสก  ปริมาตร 60  มล. จะไดท้ังหมด  6  ฟลาสก  นําไปน่ึงฆาเช้ือ ท่ี
อุณหภูมิ 121 °ซ.  เวลา 15 นาที   ท้ิงไวใหเย็น  จากนั้นนําสารดังกลาวมาผสมกันในฟลาสกขนาด  
1,000  มล.  และปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันท่ีนึ่งฆาเช้ือแลวใหมีปริมาตร  400  มล.กวนใหเขากันดวย
เคร่ือง Magnetic  stirrer.  

2.  นําอาหารเล้ียงเช้ือสูตร  HS    มาปรับ pH ใหได  10 โดยใช 0.5 M  NaOH  เม่ือได  pH 
10  แลวแบงใสหลอดทดลองขนาด  20  มล. ใหไดปริมาตร 15 มล.  จํานวน  24  หลอด.   

3.  เข่ียเช้ือ  B.  circulans  TISTR 1923  มาอยางละ 1 loop ใสลงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร  HS    
ท่ีใสอยูในหลอดทดลองขนาด  20  มล.  ปริมาตร 15  มล.  จํานวน  12  หลอด แลวแยกเล้ียงใน
เคร่ือง Shaking  incubator  ท่ี  200  รอบ/นาที  อุณหภูมิ 30 °ซ.  และ 37 °ซ.  อยางละ 6 หลอด   เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง  สําหรับเช้ือ  Bacillus  sp. TISTR 908 ใหทําเชนเดียวกัน. 
 

Starter  เล้ียงเชื้อสําหรับการทดลอง 

Nutrient  Broth  Modified  (NBM) Horikoshi  medium (HS) Nutrient  Broth  (NB) 

Bacillus  circulans  TISTR 1923 และ Bacillus  sp. TISTR 908 

30  °ซ.  และ  37 °ซ. 

24  ชั่วโมง ระยะเวลา   : 
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รูปท่ี 3.7  การเตรียม Starter  อาหารเล้ียงเชื้อสูตร  HS. 

เติมน้ํากลั่นฟลาสกละ  60  มล. 

นึ่งฆาเชือ้ดวยเครื่อง  Autoclave อุณหภูมิ 121 °ซ.  เวลา 15 นาที 

เทรวมกันในฟลาสกขนาด  1,000  มล. 

ปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่นท่ีนึ่งฆาเชื้อแลวใหได  400  มล. 

ผสมใหเขากันดวยเครื่อง Magnetic  stirrer 

ปรับ pH ใหได 10 โดย 0.5 M  NaOH 

แบงใสหลอดทดลองขนาด  20 มล.  ใหไดปริมาตร  15 มล.  จํานวน 24  หลอด 

Soluble 
starch  

4 g 

Yeast 
extract      

2  g 

 

Peptone 
 2  g 

 

K2HPO4 

 0.4  g 

MgSO4 

·7H2O      
0.08  g 

 

NaCl 
4  g 

แยกสารแตละตัวใสฟลาสกขนาด  150 มล.  จะไดฟลาสกใบท่ี 1 ถึง 6 

เขี่ยเชื้อ Bacillus  circulans  TISTR 1923 มาอยางละ 1 loop เขี่ยเชื้อ Bacillus  sp. TISTR 908 มาอยางละ 1 loop 

ใสในหลอดทดลองขนาด  20  ml  ท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อสตูร  HS
ปริมาตร 15  มล. (จะไดท้ังหมด 12 หลอด) 

ใสในหลอดทดลองขนาด  20  มล.  ท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อสตูร  HS 
ปริมาตร 15 มล. (จะะไดท้ังหมด 12 หลอด) 

แบงเปน  2 กลุม ดังนี้ กลุมท่ี 1 มี  6  หลอด  
กลุมท่ี 2 มี  6  หลอด 

แบงเปน  2 กลุม ดังนี้ กลุมท่ี 1 มี  6  หลอด 
 กลุมท่ี 2 มี  6  หลอด 

กลุมท่ี  1  เลี้ยงในเครื่อง Shaking  incubator  ท่ี  200  รอบ/นาที  อุณหภูมิ 30 °ซ.  
     เชื้อละ 6 หลอด  เปนเวลา 24 ชั่วโมง (จะไดท้ังหมด 12 หลอด ) 

กลุมท่ี  2  เลี้ยงในเครื่อง Shaking  incubator  ท่ี  200  รอบ/นาที   อุณหภูมิ 37 °ซ. 
      เชื้อละ  6  หลอด  เปนเวลา  24 ชั่วโมง (จะไดท้ังหมด 12 หลอด ) 
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3.6.2.2  Starter  อาหารเล้ียงเชื้อสูตร  NB 
1.  เตรียมอาหาร  NB  ปริมาตร  360  มล.  แบงใสหลอดทดลองขนาด     20  มล. ใหได

ปริมาตร  15 มล.  จํานวน  24  หลอด   จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 121 °ซ.  เวลา 15 นาที 
เม่ือครบเวลาแลว  ท้ิงไวใหเย็น  จะไดคา  pH  7.45.   

2.  เข่ียเช้ือ  B.  circulans  TISTR 1923 มาอยางละ 1 loop ใสลงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร  NB  
ท่ีใสอยูในหลอดทดลองขนาด  20  มล.  ปริมาตร 15 มล.  จํานวน  12  หลอด   แลวแยกเล้ียงใน
เคร่ือง  Shaking  incubator  ท่ี  200  รอบ/นาที  อุณหภูมิ  30 °ซ.  และ 37 °ซ. อยางละ 6 หลอด  เวลา  
24  ช่ัวโมง  สําหรับเช้ือ  Bacillus  sp. TISTR 908 ใหทําเชนเดียวกัน. 
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รูปท่ี 3.8  การเตรียม  Starter  อาหารเล้ียงเชื้อสูตร NB. 

NB  4.68 g 

ฟลาสกขนาด  500   มล. 

ปรับปริมาตรดวยนํ้ากล่ันใหได  360  มล. 

แบงใสหลอดทดลองขนาด  20 มล. ปริมาตร  15  มล.  จํานวน  24  หลอด 

น่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ือง  Autoclave 
อุณหภูมิ  121 °ซ.  เวลา 15 นาที 

เขี่ยเชื้อ Bacillus  circulans  TISTR 1923  
มาอยางละ 1 loop 

เขี่ยเชื้อ Bacillus  sp. TISTR 908  
มาอยางละ 1 loop 

ท้ิงไวใหเย็น 

กลุมท่ี  1  เล้ียงในเคร่ือง Shaking  incubator  ท่ี  200  รอบ/นาที  อุณหภูมิ 30 °ซ.  
     เชื้อละ 6 หลอด  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  (จะไดท้ังหมด 12 หลอด ) 

กลุมท่ี  2  เล้ียงในเคร่ือง Shaking  incubator  ท่ี  200  รอบ/นาที  อุณหภูมิ 37 °ซ.   
      เชื้อละ  6  หลอด  เปนเวลา  24 ชั่วโมง (จะไดท้ังหมด 12 หลอด ) 

ใสในหลอดทดลองขนาด  20  มล.  ท่ีมี
อาหารเล้ียงเชื้อสูตร 

Nutrient  Broth  (NB) 
ปริมาตร 15  มล. 

(จะไดท้ังหมด 12 หลอด) 

 

ใสในหลอดทดลองขนาด  20  มล.   
ท่ีมีอาหารเล้ียงเชื้อสูตร 
Nutrient  Broth  (NB) 

ปริมาตร 15  มล. 
(จะไดท้ังหมด 12 หลอด) 

 

แบงเปน  2 กลุม ดังน้ี 
กลุมท่ี 1 มี  6  หลอด 
กลุมท่ี 2 มี  6  หลอด 

 

แบงเปน  2 กลุม ดังน้ี 
กลุมท่ี 1 มี  6  หลอด 
กลุมท่ี 2 มี  6  หลอด 
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3.6.2.3  Starter  อาหารเล้ียงเชื้อสูตร  Nutrient  Broth  Modified  (NBM) 
1. ช่ังสารดังตอไปนี้ Soluble  starch  3.6  g, K2HPO4  0.36 g, MgSO4·7H2O  0.072  g, 

NaCl  1.8  g.  โดยแยกสารแตละตัวใสฟลาสกขนาด  25  มล.  จากนั้นเติมน้ํากล่ันลงไปในแตละ  
ฟลาสก  ปริมาตร  10  มล. จะไดท้ังหมด  4  ฟลาสก  นําไปนึ่งฆาเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ  121 °ซ.  เวลา 15 
นาที  ท้ิงไวใหเย็น.  จากนั้นนําสารดังกลาวมาผสมกันในฟลาสกขนาด  100  มล.  กวนใหเขากัน
ดวยเคร่ือง Magnetic  stirrer  แลวนําไปเทผสมลงในฟลาสกอาหาร NB  ซ่ึงเตรียมดวยวิธีดังขอท่ี  2.   

2.  เตรียมอาหาร  NB  ปริมาตร  360  มล.  แตปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน  320  มล. ใส
ในฟลาสกขนาด  500 มล.  จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือดวยเคร่ือง  Autoclave อุณหภูมิ  121 °ซ. เวลา 15 
นาที  เม่ือครบเวลาแลว  ท้ิงไวใหเย็น.  จากน้ันนําสารท่ีเตรียมในขอท่ี 1 มาเทผสม  กวนใหเขากัน
ดวยเคร่ือง Magnetic  stirrer  แลวแบงใสหลอดทดลองขนาด  20 มล.  ใหไดปริมาตร  15  มล. 
จํานวน  24  หลอด. 

3.  เข่ียเช้ือ  B.  circulans  TISTR 1923 มาอยางละ 1 loop ใสลงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร  
NBM  ท่ีใสอยูในหลอดทดลองขนาด  20  มล. ปริมาตร 15 มล.  จํานวน  12  หลอด  แลวแยกเล้ียง
ในเคร่ือง Shaking  incubator  ท่ี  200  รอบ/นาที  อุณหภูมิ  30 °ซ.  และ 37 °ซ.  อยางละ  6  หลอด 
เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  สําหรับเช้ือ  Bacillus  sp. TISTR 908 ใหทําเชนเดียวกัน. 
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รูปท่ี 3. 9  การเตรียม Starter  อาหารเล้ียงเชื้อสูตร NBM. 

Soluble 
starch  
3.6 g 

K2HPO4     
0.36  g      

 

MgSO4 

·7H2O 
0.072  g 

NaCl 
1.8   g 

NB 

4.68 g 

แยกสารแตละตัวใสฟลาสกขนาด  25  มล.   จะไดฟลาสกใบท่ี 1 ถึง 4 

เติมนํ้ากล่ันฟลาสกละ  10  มล. 

น่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ือง  Autoclave 
อุณหภูมิ  121 °ซ.  เวลา 15 นาที 

เทรวมกันในฟลาสกขนาด  100  มล. 

กวนใหเขากันดวยเคร่ือง Magnetic  stirrer 

ฟลาสกขนาด  500  มล.  

ปรับปริมาตรดวยนํ้ากล่ันใหได  320  มล. 

น่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ือง  Autoclave  

อุณหภูมิ  121 °ซ.  เวลา 15 นาที 

ผสมใหเขากันดวยเคร่ือง  Magnetic  stirrer 
(40  +  320  =  360 มล.) 

แบงใสหลอดทดลองขนาด  20 มล.  ใหไดปริมาตร  15 มล  จํานวน 24  หลอด 

เขี่ยเชื้อ Bacillus  circulans  TISTR 1923 
มาอยางละ 1 loop 

เขี่ยเชื้อ Bacillus  sp. TISTR 908 
 มาอยางละ 1 loop 

กลุมท่ี  1  เล้ียงในเคร่ือง Shaking  incubator  ท่ี  200  รอบ/นาที  อุณหภูมิ 30 °ซ.  
 เชื้อละ 6 หลอด  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  (จะไดท้ังหมด 12 หลอด ) 

กลุมท่ี  2  เล้ียงในเคร่ือง Shaking  incubator  ท่ี  200 รอบ/นาที   อุณหภูมิ 37 °ซ.   
 เชื้อละ  6  หลอด  เปนเวลา  24 ชั่วโมง (จะไดท้ังหมด 12 หลอด ) 

ใสในหลอดทดลองขนาด  20  มล. ท่ีมีอาหารเล้ียงเชื้อ
สูตร NBM ปริมาตร 15  มล. (จะไดท้ังหมด 12 

ใสในหลอดทดลองขนาด  20  มล.  ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ
สูตร NBM ปริมาตร 15  มล. (จะไดท้ังหมด 12 หลอด) 

แบงเปน  2 กลุม ดังน้ี กลุมท่ี 1 มี  6  หลอด 
    กลุมท่ี 2 มี  6  หลอด 

แบงเปน  2 กลุม ดังน้ี กลุมท่ี 1 มี  6  หลอด 
    กลุมท่ี 2 มี  6  หลอด 
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3.6.3  การถายเชื้อและการบมเชื้อ   
การถายเช้ือและการบมเช้ือสําหรับการศึกษาคร้ังนี้เปนไปตามแผนผังดังตอไปนี้   

 
 
 
 
  แบคทีเรีย  : 
 
 
  Starter  :  
 
 
 
  

 
     อาหารเล้ียงเชื้อ  : 
 
 
 
 
 
   
 

 
รูปท่ี 3.10  สรุปขั้นตอนการถายเชื้อและการบมเชื้อ. 

    
 
 

 
 
 

Bacillus  circulans  TISTR 1923   Bacillus  sp. TISTR 908 

Horikoshi  medium  (HS)    Nutrient  Broth  (NB)   
Nutrient  Broth  Modified  (NBM) 

การถายเชื้อ 

การบมเชื้อ 

ถายลงในอาหารเล้ียงเชื้อ 

Horikoshi  medium  (HS)    Nutrient  Broth  (NB)  
Nutrient  Broth  Modified  (NBM) 

30 °ซ. และ 37 °ซ.   

72  ชั่วโมง   

อุณหภูมิ  : 

       ระยะเวลา   : 
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 3.6.3.1  การถายเชื้อและการบมเชื้ออาหารเล้ียงเชื้อสูตร  Horikoshi  (HS) 
นําหลอดทดลองท่ีมี   Starter  อาหารเล้ียงเช้ือ  HS ท่ีมีเช้ือ  B. circulans  TISTR 1923  

จํานวน  12  หลอด   ท่ีแยกเล้ียงท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  และ 37 °ซ.  อยางละ 6 หลอด,   มาถายใสฟ
ลาสกขนาด  250  มล. ท่ีบรรจุอาหารเล้ียงสูตร HS  ปริมาตร 150  ml จํานวน  12  ฟลาสก  แลว
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  และ 37 °ซ.  อยางละ  6  ฟลาสก  โดยแยกเล้ียงในเคร่ือง Shaking  
incubator  ท่ี  200  รอบ/นาที   ตามอุณหภูมิของ   Starter  ท่ีใสลงไปเปนเวลา  72  ช่ัวโมง  สําหรับ
หลอดทดลองท่ีมี  Starter  อาหารเล้ียงเช้ือ HS ท่ีมีเช้ือ  Bacillus  sp. TISTR 908 ใหทําเชนเดียวกัน. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 

              รูปท่ี 3. 11  การถายเชื้อและการบมเชื้ออาหารเล้ียงเชื้อสูตร HS. 

หลอดทดลองที่มี  Starter  อาหารเล้ียงเชื้อ  Horikoshi  
(HS) ท่ีมีเชื้อ   

Bacillus circulans  TISTR 1923 

หลอดทดลองที่มี  Starter  อาหารเล้ียงเชื้อ  
Horikoshi  (HS) ท่ีมีเชื้อ  

 Bacillus  sp. TISTR 908 

 

อุณหภูมิ   30 °ซ.   
เชื้อละ 6 หลอด 

(จะไดท้ังหมด 12 หลอด) 

อุณหภูมิ   37 °ซ.   
เชื้อละ 6 หลอด 

(จะไดท้ังหมด 12 หลอด) 

ฟลาสกขนาด  250 มล.  ท่ีมีอาหารเล้ียงเชื้อ  Horikoshi (HS) 
ปริมาตร  150  มล.  จํานวน  24  ฟลาสก 

แยกเล้ียงตามอุณหภูมิของ  Starter 

บมในเคร่ือง Shaking  incubator   
ท่ี  200 รอบ/นาที  ท่ีอุณหภูมิ   30 °ซ.   

จํานวน  6  ฟลาสก / เชื้อ  เวลา  72 ชั่วโมง 

บมในเคร่ือง Shaking  incubator  
 ท่ี  200  รอบ/นาที   ท่ีอุณหภูมิ   37 °ซ.  จํานวน  

6  ฟลาสก / เชื้อ  เวลา  72 ชั่วโมง 
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3.6.3.2  การถายเชื้อและการบมเชื้ออาหารเล้ียงเชื้อสูตร  NB 
นําหลอดทดลองท่ีมี  Starter  อาหารเล้ียงเช้ือ   NB  ท่ีมีเช้ือ  B.  circulans  TISTR 1923  

จํานวน 12 หลอด  ท่ีแยกเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ.  และ 37 °ซ.  อยางละ  6  หลอด,   มาถายใส ฟลาสก
ขนาด  250  มล.,  ท่ีบรรจุอาหารเล้ียงสูตร NB  ปริมาตร  150 มล.  จํานวน  12  ฟลาสก แลวนําไป
บมท่ีอุณหภูมิ   30 °ซ.  และ 37 °ซ.  อยางละ 6 ฟลาสก. โดยแยกเล้ียงในเคร่ือง Shaking  incubator  
ท่ี  200  รอบ/นาที   ตามอุณหภูมิของ   Starter  ท่ีใสลงไปเปนเวลา  72  ช่ัวโมง. สําหรับหลอด
ทดลองท่ีมี  Starter  อาหารเล้ียงเช้ือ  NB ท่ีมีเช้ือ  Bacillus  sp. TISTR 908 ใหทําเชนเดียวกัน. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 

           รูปท่ี 3. 12  การถายเชือ้และการบมเชื้ออาหารเล้ียงเชื้อสูตร  NB. 
 

 

หลอดทดลองที่มี  Starter  อาหารเล้ียงเชื้อ   
Nutrient  Broth  (NB)   

ท่ีมีเชื้อ  Bacillus circulans  TISTR 1923 

หลอดทดลองที่มี  Starter  อาหารเล้ียงเชื้อ   
Nutrient  Broth  (NB)   

ท่ีมีเชื้อ  Bacillus  sp. TISTR 908 

อุณหภูมิ   30 °ซ.   
เชื้อละ 6 หลอด 

(จะไดท้ังหมด 12 หลอด) 

อุณหภูมิ   37 °ซ.   
เชื้อละ 6 หลอด 

(จะไดท้ังหมด 12 หลอด) 

ฟลาสกขนาด  250  มล. ท่ีมีอาหารเล้ียงเชื้อ  Nutrient  Broth  (NB) 
ปริมาตร  150  มล. จํานวน  24  ฟลาสก 

 

แยกเล้ียงตามอุณหภูมิของ  Starter 

บมในเคร่ือง Shaking  incubator   
ท่ี  200  รอบ/นาที   ท่ีอุณหภูมิ   30 °ซ.   

จํานวน  6   ฟลาสก / เชื้อ เวลา  72 ชั่วโมง 

บมในเคร่ือง Shaking  incubator   
ท่ี  200  รอบ/นาที   ท่ีอุณหภูมิ   37 °ซ.   

จํานวน  6  ฟลาสก / เชื้อ  เวลา  72 ชั่วโมง 
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3.6.3.3  การถายเชื้อและการบมเชื้ออาหารเล้ียงเชื้อสูตร  NBM 
นําหลอดทดลองท่ีมี   Starter  อาหารเล้ียงเช้ือ   NBM  ท่ีมีเช้ือ  B.  circulans  TISTR 1923  

จํานวน 12 หลอด  ท่ีแยกเล้ียงท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ. และ  37°ซ.   อยางละ  6  หลอด   มาถายใสฟลาสก
ขนาด  250  ml  ท่ีบรรจุอาหารเล้ียงสูตร NBM ปริมาตร  150  ml  จํานวน  12  ฟลาสก  แลวนําไป
บมที่อุณหภูมิ  30 °ซ. และ      37 °ซ.  อยางละ  6  ฟลาสก โดยแยกเล้ียงในเคร่ือง Shaking  
incubator  ท่ี  200  รอบ/นาที   ตามอุณหภูมิของ  Starter  ท่ีใสลงไปเปนเวลา 72  ช่ัวโมง  สําหรับ
หลอดทดลองท่ีมี  Starter  อาหารเล้ียงเช้ือ  Nutrient  Broth  Modified  (NBM) ท่ีมีเช้ือ  Bacillus  sp. 
TISTR 908 ใหทําเชนเดียวกัน. 

 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 3. 13  การถายเชื้อและการบมเชื้ออาหารเล้ียงเชื้อสูตร  NBM. 
 

หลอดทดลองที่มี  Starter  อาหารเล้ียงเชื้อ   
Nutrient  Broth  Modified  (NBM)   

ท่ีมีเชื้อ  Bacillus circulans  TISTR 1923 

หลอดทดลองที่มี  Starter  อาหารเล้ียงเชื้อ   
Nutrient  Broth  Modified  (NBM)   

ท่ีมีเชื้อ  Bacillus  sp. TISTR 908 

 

อุณหภูมิ   30 °ซ.   
เชื้อละ 6 หลอด 

(จะไดท้ังหมด 12 หลอด) 

อุณหภูมิ   37 °ซ.   
เชื้อละ 6 หลอด 

(จะไดท้ังหมด 12 หลอด) 

ฟลาสกขนาด  250  มล. ท่ีมีอาหารเล้ียงเชื้อ  Nutrient  Broth  Modified  (NBM) 
ปริมาตร  150  มล. จํานวน  24  ฟลาสก 

 

แยกเล้ียงตามอุณหภูมิของ  Starter 

บมในเคร่ือง Shaking  incubator   
ท่ี  200  รอบ/นาที   ท่ีอุณหภูมิ   37 °ซ.   

จํานวน  6  ฟลาสก / เชื้อ  เวลา  72 ชั่วโมง 

บมในเคร่ือง Shaking  incubator   
ท่ี  200  รอบ/นาที   ท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ.   

จํานวน  6 ฟลาสก / เชื้อ  เวลา  72 ชั่วโมง 
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3.6.4  การเก็บตัวอยาง 
การเก็บตัวอยางสําหรับการศึกษาคร้ังนี้เปนไปตามแผนผังดังตอไปนี ้

 
 
 
 

 
 

              รูปท่ี 3. 14  สรุปขั้นตอนการเก็บตวัอยาง. 
 

 การเก็บตัวอยางอาหารเล้ียงเชื้อสูตร  Horikoshi  (HS) 

-  เชื้อ  B.  circulans  TISTR 1923 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร  HS ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  มี
ท้ังหมด  6  ฟลาสก  โดยแบงออกเปน  2  ซํ้า  (3  ฟลาสก x  2 ซํ้า)  โดยทําการเก็บตัวอยาง
ดังนี้ 
 ฟลาสกท่ี  1     เก็บตัวอยางมาวัดคาการเจริญเติบโต      ช่ัวโมงท่ี    0   3   6   12  24 

                 เก็บตัวอยางมาวัดปริมาณเอนไซมและคา pH  ช่ัวโมงท่ี    0  12  24 
 ฟลาสกท่ี  2     เก็บตัวอยางมาวัดคาการเจริญเติบโต               ช่ัวโมงท่ี    36   48 

                        เก็บตัวอยางมาวัดปริมาณเอนไซมและคา pH ช่ัวโมงท่ี    36   48 
 ฟลาสกท่ี  3     เก็บตัวอยางมาวัดคาการเจริญเติบโต               ช่ัวโมงท่ี    60   72 

          เก็บตัวอยางมาวดัปริมาณเอนไซมและคา pH  ช่ัวโมงท่ี    60   72 
 

-  เชื้อ Bacillus  sp. TISTR 908  ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร Horikoshi (HS) ท่ีอุณหภูมิ 30  
°ซ.  ท้ังหมด  6  ฟลาสก  โดยแบงออกเปน  2  ซํ้า  (3  ฟลาสก x 2 ซํ้า)  โดยทําการเกบ็

ตัวอยางดังนี:้ 
 ฟลาสกท่ี  1     เก็บตัวอยางมาวัดคาการเจริญเติบโต ช่ัวโมงท่ี   0, 3, 6, 12 และ24 

                         เก็บตัวอยางมาวัดปริมาณเอนไซมและคา pH  ช่ัวโมงท่ี   0, 12 และ
24 

 ฟลาสกท่ี  2     เก็บตัวอยางมาวัดคาการเจริญเติบโต  ช่ัวโมงท่ี    36 และ 48 
                        เก็บตัวอยางมาวัดปริมาณเอนไซมและคา pH  ช่ัวโมงท่ี   36  และ 

48 
 ฟลาสกท่ี  3      เก็บตัวอยางมาวัดคาการเจริญเติบโต   ช่ัวโมงท่ี   60 และ 72 

การเก็บตัวอยาง 

การวัดคาการเจริญเติบโต การวัดปริมาณเอนไซมและคาความเปนกรด – ดาง (pH) 
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         เก็บตัวอยางมาวดัปริมาณเอนไซมและคา pH  ช่ัวโมงท่ี    60 และ  
72 

 

หมายเหตุ:  อาหารเล้ียงเช้ือสูตร HS ที่มีเชื้อ   B. circulans   TISTR 1923   และเชื้อ  Bacillus  sp. TISTR 908  ที่อุณหภูมิ  37 °ซ.  ให
ทําเชนเดียวกับวิธีการขางตน 
สําหรับอาหารเล้ียงเช้ือสูตร  NB  และ  NBM ที่อุณหภูมิ  30 °ซ.  และ 37 °ซ.  มีจํานวน  ฟลาสกเทากัน  ทําการเก็บ
ตัวอยางเชนเดียวกัน. 

 
3.6.4.1 วิธีวัดคาการเจริญเติบโต 

วิธีวัดคาการเจริญเติบโตสําหรับการศึกษาคร้ังนี้เปนไปตามแผนผังดังตอไปนี ้
 
 
 
 
  แบคทีเรีย  : 
 
                  อาหารเล้ียงเชื้อ  : 
 
 
 
   
 
 

                          
 

                                       รูปท่ี 3.15  การวัดคาการเจริญเติบโต. 
 

 การวัดคาการเจริญเติบโตของอาหารเล้ียงเชื้อสูตร  Horikoshi  (HS) 
 

ดูดตัวอยาง ณ ช่ัวโมงท่ี   0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60  และ 72  จากอาหารเล้ียงเช้ือสูตร  HS 
ท่ีใสเช้ือ  B. circulans TISTR 1923 ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  และ 37 °ซ.  มาปริมาตรคร้ังละ  0.1  มล. ทํา
การเจือจางโดยการเติมน้ํากล่ัน  0.9 มล.  ใสลงในหลอด   Appendrop   ทําการผสมใหเขากันดวย
เคร่ือง  Vortex  Mixture  จะไดเช้ือท่ีมีความเขมขน 10-1 . จากนั้นดูดเช้ือจากหลอด 10-1 มา 0.1 มล.  

Bacillus  circulans  TISTR 1923   Bacillus  sp. TISTR 908 

Horikoshi  medium  (HS)    Nutrient  Broth  (NB)  
Nutrient  Broth  Modified  (NBM) 

30 °ซ.  และ 37 °ซ.   

0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60  และ  72  ชั่วโมง 

อุณหภูมิ  : 

ระยะเวลา  : 

การวัดคาการเจริญเติบโต 
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แลวเติมน้ํากล่ัน  0.9  มล., ใสลงในหลอด  Appendrop,  ทําการผสมใหเขากันดวยเคร่ือง  Vortex  
Mixture  จะไดเช้ือท่ี  10-2  ทําแบบนี้ซํ้ากันอีก  5  คร้ัง. ก็จะไดเช้ือท่ีถูกทํา  Dilution  ใหเปน 10-7 . 
จากนั้นนําเช้ือท่ี 10-7 มาทําการ  Drop  plate โดยทําซํ้า  2  คร้ัง แลวนําไปบมไวท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.  
เวลา   24  ช่ัวโมง   เม่ือครบเวลา  ทําการนับโคโลนีท่ีข้ึนแลวหารส่ี  (เนื่องจากทําซํ้า  2  ฟลาสก  
และทําการ  Drop  ฟลาสกละ 2 ซํ้า)  จากนั้นนํามาเขาสูตรการคํานวณจํานวนแบคทีเรีย  (CFU/ml). 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 3.16  การวัดคาการเจริญเติบโตของอาหารเล้ียงเชื้อสูตร  HS. 
  
 
 
 
 

ดูดตัวอยางชั่วโมงท่ี  0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72  ในอาหาร  Horikoshi (HS) 

  ท่ีมีเชื้อ Bacillus  circulans  TISTR 1923 ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ. และ 37 °ซ.  
มาอยางละ 0.1 มล.  (ทํา 2 ซํ้า) 

ทําการ Dilute  ตั้งแต  10-1  ถึง  10-7 

จากนั้นนําเชื้อท่ีถูกทํา Dilution  ท่ีเปน 10-4  ถึง 10-7 

มา Drop  plate โดยทําอยางละ  2  ซํ้า 

บมไวท่ีอุณหภมิู  37 °ซ.   
เวลา   24  ชั่วโมง 

ทําการนับโคโลนีท่ีขึ้น  แลวหารส่ี  
 (เนื่องจากทําซํ้า  2  ฟลาสก  และทําการ  Drop  ฟลาสกละ 2 ซํ้า) 

เขาสูตรการคํานวณจํานวนแบคทีเรีย  (CFU/ml) 
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สูตรการคํานวณจํานวนแบคทีเรีย (CFU/ml) 
 
  
  
 

       รูปท่ี  3.17  สูตรการคํานวณจํานวนแบคทีเรีย (CFU/ml). 
 

 ซ่ึง  Dilution    factor  = 1 / Dilution 
 โดย       คาการเจือจาง  (Dilution)   =    ปริมาตรท่ีเติมลงไป 

                          ปริมาตรรวมท้ังหมด 
 

  เม่ือไดโคโลนีประมาณ 108  ข้ึนไปถือวาเช้ือ Active 
หมายเหตุ:  การวัดคาการเจริญเติบโตของอาหารเล้ียงเช้ือสูตร  HS  ที่มีเชื้อ  Bacillus  sp. TISTR 908  ที่อุณหภูมิ  30 °ซ. และ  37 °ซ. 
                   ในชั่วโมงท่ี  0, 3, 6,12, 24,36,     48, 60 และ 72   ใหทําเชนเดียวกับวิธีการขางตน. 

 

สําหรับอาหารเล้ียงเช้ือสูตร  NB  และ  NBM  ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ. และ   37 °ซ. มีจํานวนฟ
ลาสกเทากัน   ใหทําการวัดคาการเจริญเติบโตเชนเดียวกัน. 

 
3.6.4.2  วิธีวัดปริมาณเอนไซมและคาความเปนกรด – เบส  (pH) 
วิธีวัดปริมาณเอนไซมและคาความเปนกรด – เบส  (pH) สําหรับการศึกษาคร้ังนี้เปนไปตาม

แผนผัง ดังตอไปนี:้ 
 
 
 
 
  
 
 
   
 
 

 
        

                             รูปท่ี  3.18  การวัดปริมาณเอนไซมและคาความเปนกรด – เบส  (pH). 

จํานวนแบคทีเรีย (CFU/ml) = จํานวนโคโลนีตอจาน (คาเฉล่ีย)  x  Dilution  factor 
          ปริมาตรของตัวอยางท่ีใสลงในจานอาหาร 

Bacillus  circulans  TISTR 1923   Bacillus  sp. TISTR 908 

Horikoshi  medium  (HS)    Nutrient  Broth  (NB)   
Nutrient  Broth  Modified  (NBM) 

30 °ซ. และ 37 °ซ. 

0, 12, 24, 36, 48, 60  และ  72  ชั่วโมง   

อุณหภูมิ  : 

 ระยะเวลา  :   

การวัดปริมาณเอนไซมและคาความเปนกรด – เบส  (pH) 

 เชื้อ  : 

อาหารเล้ียงเชือ้  : 
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การวัดปริมาณเอนไซมและคาความเปนกรด–ดาง (pH)ของอาหารเล้ียงเช้ือสูตร Horikoshi  
(HS) ดูดตัวอยางช่ัวโมงท่ี  0, 12, 24, 36, 48, 60  และ  72  ช่ัวโมง  ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร HS ท่ีมี
เช้ือ  B.  circulans TISTR 1923 ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ. และ  37 °ซ. มาปริมาตร  10  มล.   แลวนําไปวัด
คาความเปนกรด – เบส  (pH) ดวยเคร่ือง  pH  meter ทํา  2  ซํ้า,   จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ี  8,000  
รอบ/นาที  4  °ซ. เวลา  15  นาที  ดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูงระบบทําความเย็น  แลวดูดเอา
สวนใสดานบนมาทําการทดสอบประสิทธิภาพเอนไซม  CGTase. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

                รูปท่ี 3.19  การวัดปริมาณ CGTaseและคาความเปนกรด – เบส  (pH) ของอาหา 
                                  เล้ียงเชื้อสูตร HS. 
 

3.6.5   การทดสอบประสิทธิภาพเอนไซม  CGTase 
3.6.5.1 การทดสอบประสิทธิภาพเอนไซม CGTase ในการยอย Amylose 

  ก.  การเตรียม  Reaction  mixture 
 Reaction  Mixture  ประกอบดวย   
1.  Supernatant (Crude  enzyme)  0.1 มล.  
2.  Substrate (Amylose)  0.5 มล.  ซ่ึงมีวิธีเตรียมดังนี้   
Amylose  2 mg   ละลายใน  0.05 M  glycine – sodium hydroxide  buffer  (pH 9.0)  

ปริมาตร  0.5 มล. จากนั้นจึงนํามาบมท่ี  37 °ซ. 10  นาที  แลวหยุดปฏิกิริยาโดยใช 0.5 N  acetic  
acid  1  มล.  แลวจึงเติม  Iodine   reagent  500  μl  ซ่ึงประกอบดวย  KI  2  ก./ล.  และ  I2  0.2  ก./ล.  

ดูดตัวอยางชั่วโมงท่ี  0, 12,  24, 36,  48,  60 และ72  ในอาหาร  Horikoshi (HS) ท่ีมีเชื้อ 

Bacillus  circulans  TISTR 1923 ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ. และ 37 °ซ. มาอยางละ 10 มล.  
แลวนําไปวัดคาความเปนกรด – เบส  (pH) ดวยเคร่ือง  pH  meter (ทํา 2 ซํ้า) 

ปนเหว่ียงท่ี  8,000  รอบ/นาที  4 °ซ.  เวลา  15  นาที 

เก็บสวนใส 

นํามาทดสอบประสิทธิภาพเอนไซม  CGTase 
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ปรับปริมาตรท้ังหมดใหเปน 5  มล. ดวยน้ํากล่ัน แลววัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 700 nm ดวยเคร่ือง 
Spectrophotometer.  

 

 ข.  การเตรียม  Blank 
1.  น้ํากล่ัน   0.1 มล.   (แทน  enzyme) 
2.  Substrate   0.5 มล.   Incubate   37  °ซ.  10  นาที   
3.  0.5 N acetic  acid    1   มล. 
4.  Iodine  reagent     500   μl 
ปรับปริมาตรท้ังหมดใหเปน    5   มล. 

 
 

ค.  ขั้นตอนการวัดคาการดูดกลืนแสง (OD)  ทําดังนี้ 
1.  ใสน้ํากล่ันลงใน Cuvette ท่ี 1 และ 2 ในชอง R (Reference) และ S (Sample) ตามลําดับ.  
2. Set  auto  zero  แลวเอา Cuvette น้ํากล่ันในชอง S (Sample) ออก  จากนั้นใส  Blank 

ลงไปแทน. 
3. วัดคา  OD ของ Blank ท่ี  700  nm  แลวบันทึกคาไว  (สมมติ = 0.98). 
4. ใส  Reaction  mixture  จากการทดลองตางๆ ลงไปแทนใน  S (Sample).  
5.   วัดคา  OD  ท่ี  700  nm  แลวบันทึกคาไว  (สมมติ = 0.24). 

 

ง.  การเทียบ % การลดลงของสี 
ตัวอยางการคํานวณ  0.98 – 0.24 = 0.74 คือ คา OD ท่ีลดลงเม่ือเทียบกับ  Blank คิดเปน  % 

ดังนี้   (0.74 / 0.98) x 100  =  75 %  ท่ีลดลงของปริมาณ  Amylose 
     

จ.  การคํานวณ  Enzyme unit 
1  Unit  คือ  ปริมาตรเอนไซม (มล.) ท่ีสามารถทําใหปริมาณ Amylose ลดลง     10 % โดย

น้ําหนัก (มก.) ตอระยะเวลาทําปฏิกิริยา  1  นาที  
ดังนั้นคิดเปน  75 % ตอ 10 นาที  =  0.75  unit  ซ่ึงคํานวณจาก  

   10 %     ใน      1      นาที      =    1 unit 
         ถา      75%      ใน      1      นาที    จะได     75% / 10%   =   7.5    unit  

                            75%      ใน      1      นาที      =     7.5  unit 
                    ถา       75%      ใน     10     นาที    จะได    7.5 / 10          =   0.75   unit 
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หมายเหตุ: การวัดปริมาณเอนไซมและคาความเปนกรด – ดาง  (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือสูตร Horikoshi (HS) 
ที่มีเชื้อ  Bacillus  sp. TISTR 908 ที่อุณหภูมิ  30 °ซ.  และ  37 °ซ.  ชั่วโมงท่ี  0, 12, 24, 36, 48, 60 
และ 72  ใหทําเชนเดียวกับวิธีการขางตน. 

 

สําหรับอาหารเล้ียงเช้ือสูตร  Nutrient  Broth  (NB)  และ  Nutrient  Broth  Modified  
(NBM) ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  และ 37 °ซ.  มีจํานวนฟลาสกเทากัน   ใหทําการวัดปริมาณเอนไซมและ
คาความเปนกรด – เบส  (pH) เชนเดียวกัน. 
 
 การวัดปริมาณเอนไซมในชวงระยะเวลาตางๆ ของสภาวะท่ีถูกเลือก 
 

เม่ือไดสภาวะท่ีเหมาะสมท้ังชนิดของแบคทีเรีย,  อาหารเล้ียงเช้ือ,  อุณหภูมิ  และระยะเวลา
แลว ใหทําการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีสภาวะดังกลาวอีกคร้ัง.  โดยใหทําการเก็บตัวอยางเพ่ือวัดปริมาณ
เอนไซมในชวงระยะเวลากอน  และหลังระยะเวลาท่ีคัดเลือก  ชวงละ  12  ช่ัวโมง  เปนรายช่ัวโมง  
เชน  หากระยะเวลาที่คัดเลือกได  คือ  24  ช่ัวโมง  ใหเก็บตัวอยางต้ังแตช่ัวโมงท่ี  12  ถึง  36  โดย
เก็บตัวอยางทุกช่ัวโมง  สําหรับวิธีวัดปริมาณเอนไซมใหทําเชนเดียวกันกับขอ  3.6.4.2. 

 
3.6.5.2 การทดสอบประสิทธภาพเอนไซม CGTase ในการสราง Cyclodextrin 
ก. การเตรียม Substrate 

 ช่ัง Potato starch 1 กรัม ดวยบีกเกอร ละลาย โดยนํ้ากล่ัน 20 มิลลิลิตร เติม 2 N NaOH 5 

มิลลิลิตร, ทําใหละลายในน้ํารอน หลังจากนั้นเติม 2 N CH3COOH 5 มิลลิลิตร และนํ้ากล่ัน 25 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปนกลางดวย 0.1 N CH3COOH แลวปรับปริมาณดวยน้ํากล่ันโดยใชขวด

ปรับปริมาตร (Volumetric flask) ใหได 100 มิลลิลิตร จนไดเปนสารละลาย Substrate. 

 ข. การเตรียม Reaction mixture 

 ใชไมโครปเปต ดูดน้ํากล่ัน 60 ไมโครลิตร ผสมกับ Substrate 600 ไมโครลิตร 

ค. การวิเคราะหดวยวิธี Methyl orange method 

  ประกอบดวย: 

1.  สารละลาย Reaction mixture 50 ไมโครลิตร. 

2. 6 N HCl 7.5 ไมโครลิตร. 

3. สารละลาย 52.5 ไมโครโมล ของ methyl orange  100 ไมโครลิตร. 
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บมในอางควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 25 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที และวัดคาการดูดกลืนแสง 

(OD.) ท่ี 505 นาโนเมตร. 

ง. การทํากราฟมาตรฐาน 
1. ช่ัง Cyclodextrin  0.2 กรัม ดวยบีกเกอรละลายดวยน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร แลวตมบน  

Hot plate  stirrer จนละลายท้ังหมดแลวปรับปริมาตรดวย Volumetric flask  ใหได 200 มิลลิลิตร. 
 2. เจือจางสารละลาย Cyclodextrin ท่ีความเขมขนตาง ๆ ดวยน้ํากล่ัน ดังนี้: 

สารละลายcyclodextrin  (มล.) 50 40 30 20 10 0 
สารละลาย Substrate (มล.) 0 10 20 30 20 50 

 

3. ทําการวิเคราะหดวยวิธี Methyl orange โดยใชสารละลายความเขมขนตางๆ  ท่ีเตรียมได

แทน Reaction mixture. 

 
3.6.6  กระบวนการผลิตเอนไซม  Cyclodextrin  Glucanotransferases  (CGTase) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

        รูปท่ี 3.20  สรุปกระบวนการผลิตเอนไซม  CGTase. 
 
 

เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 

สภาวะเหมาะสมท่ีถูกคัดเลือก 
สายพันธุแบคทีเรีย 

ชนิดของอาหารเล้ียงเชื้อ 
อุณหภูมิท่ีใชบม 
เวลาท่ีใชเพาะเล้ียง 

เตรียม  Starter 

การถายเชื้อและการบมเชื้อ 
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3.6.6.1  การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อท่ีถูกคัดเลือก 
 

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีถูกคัดเลือกแลวใหไดปริมาตร  1,400 ml ตามวิธีการท่ีกลาวมา
ขางตน  แลวใสลงในฟลาสกขนาด 3,000  มล.,  จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ  121 °ซ.  เวลา 
15 นาที เม่ือครบเวลาแลว  ท้ิงไวใหเย็น.  
หมายเหตุ:     ทํา  4  ซํ้า 
 

3.6.6.2  Starter  อาหารเล้ียงเชื้อท่ีถูกคัดเลือก 
1.  เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีถูกคัดเลือกแลวใหไดปริมาตร  70 ml ใสลงในฟลาสกขนาด   

250 มล.  จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 121°ซ.  เวลา  15  นาที  เม่ือครบเวลาแลว  ท้ิงไวใหเย็น. 
2.  เข่ียเช้ือแบคทีเรียท่ีคัดเลือกแลวมา  1  loop  ใสลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีถูกคัดเลือก   ใน  

ฟลาสกขนาด  250 มล.  ปริมาตร  70  มล.  แลวนําไปเล้ียงในเคร่ือง Shaking  incubator  ท่ี  200    
รอบ/นาที   อุณหภูมิ  37 °ซ.  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง.   
หมายเหตุ:     ทํา  4  ซํ้า 

 
3.6.6.3  การถายเชื้อและการบมเชื้อ 
นําฟลาสกขนาด  250  มล.  ท่ีมี   Starter  ของอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีถูกคัดเลือกแลว  ท่ีมีเช้ือ  

แบคทีเรียท่ีคัดเลือกแลว  จํานวน  4  ฟลาสก   ท่ีเล้ียงท่ีอุณหภูมิท่ีถูกคัดเลือก    มาถายใสฟลาสก
ขนาด  3,000  มล.  ท่ีบรรจุอาหารเล้ียงสูตรดังกลาว   ปริมาตร 1,400  มล.  จํานวน  4  ฟลาสก  แลว
นําไปบมท่ีอุณหภูมิดังกลาว  ดวยเคร่ือง  Magnetic  stirrer เวลา  24  ช่ัวโมง. 

 
 
   
 
 
 
 
 
 

                       รูปท่ี 3. 21  การถายเชื้อและการบมเชื้อท่ีถูกคัดเลือก 1,400 มล. 

ฟลาสกท่ีมี  Starter  ของเชื้อแบคทีเรียท่ีถูกคัดเลือก 
อุณหภูมิท่ีถูกคัดเลือก  (ทํา 4 ซ้ํา) 

ฟลาสกขนาด  3,000  มล.  ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีคัดเลือกแลวปริมาตร 1,400 

มล.  (ทํา 4 ซ้ํา) 

บมท่ีอุณหภูมิท่ีถูกคัดเลือกดวยเคร่ือง  
Magnetic  stirrer เวลา  24  ชั่วโมง 
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3.6.7  การสังเคราะหสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล 
 ขั้นตอนการสังเคราะหสารแอลฟากลูโคซิลกลีเซอรอล 

1. นําอาหารเล้ียงเช้ือท่ีถูกคัดเลือกท่ีมีเช้ือแบคทีเรียท่ีถูกคัดเลือก  ท่ีบมไว  ณ  อุณหภูมิท่ีถูก
คัดเลือก  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  ปริมาตร  1.4  ลิตร  (ทํา  4  ซํ้า)  มากรองผานกระดาษกรองเบอร  2  
แลว  ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  8,000  รอบ/นาที  ท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ.  นาน 15  นาที. 
 2. แยกสวนใสแลวนํามาทดสอบประสิทธ์ิภาพเอนไซม  CGTase ในขอ 3.6.4.2. 

3. ทําใหเขมขนจนมีปริมาตรคงเหลือ  50 มล.  โดยใชเคร่ืองกล่ัน ระเหยแหง (Evaporator) 
ท่ีอุณหภูมิ  55°ซ.   ความดันลด  600  มิลลิเมตรปรอท จากความดันบรรยากาศปกติ. 

4. ทําปฏิกิริยาในฟลาสกขนาด  250  มล. ท่ีมี  50  mM  acetate  buffer (pH 6.0)  ปริมาตร  
25  มล.  ซ่ึงประกอบดวย ดังนี้: 

  -  กลีเซอรอล 10 %. 
  -  Soluble  starch    10 %. 
  -  เอนไซมเขมขน   25  units. 
5.  บมในเคร่ือง   Shaking  Incubator   ท่ีอุณหภูมิ  50 °ซ.  เวลา  72  ช่ัวโมง. 
6.  เติมเอทานอลความเขมขน  95% ปริมาตร  100  มล. แลวปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  8,000

รอบ/นาที   เวลา 15 นาที  จากนั้นแยกสวนใสออกมา. 
7.  สวนท่ีเหลือในหลอด  ปนเหวี่ยงจะถูกนํามาวิเคราะหหาปริมาณ  Glycerol  ท่ีเหลืออยู

จากข้ันตอน 
8.  นําสวนใสท่ีไดมาทําการะเหยเอทานอลออก โดยใชเคร่ืองกล่ัน ระเหยแหง (Evaporator) 

ท่ีอุณหภูมิ  50 °ซ.  ความดันลด  600  มิลลิเมตรปรอท จากความดันบรรยากาศปกติ. 
9.  ผลท่ีไดจากการวิเคราะหปริมาณ  Glycerol  หลังทําปฏิกิริยาจะถูกนําไปคํานวณเทียบ

กับปริมาณ  Glycerol  กอนทําปฏิกิริยา  ซ่ึงจะไดปริมาณ  Glycerol  ที่ถูกใชไปในการสังเคราะห  α-
glucosyl  glycerol. จากนั้นจึงนําคาท่ีไดไปคํานวณหาปริมาณ  α-glucosyl  glycerol  โดยประมาณ. 
 

 หมายเหตุ ขั้นตอนการวิเคราะหหาปริมาณกลีเซอรอล 
    ก.  ขั้นตอน  Glycerol  hydrolysis 
             1.  ใสตัวอยาง  40  μl  ลงในหลอดแกว. 
             2.  เติม  50 mM  TEAH (Tetraethylammonium  hydroxide) ปริมาตร  0.1  
มล. 
             3.  อุนใน  Water  bath  60 °ซ.  นาน  30  นาที. 
             4.  เติม  0.1 M  HCl  ปริมาตร  0.1  มล.   แลวเขยาใหเขากัน. 
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             5.  เติม  Hexane  ปริมาตร  2  มล. แลวเขยาใหเขากัน. 
6.  แยกสวนสารละลายดานบนออกแลวเอาสวนดานลางไปใชวิเคราะหหา 
ปริมาณ  Glycerol  ตอไป. 

 

  ข.  การวัดปริมาณ  Glycerol  ดวยวิธี  Colorimetric 
   1.  การเตรียม  Periodate  reagent  (PD  reagent) 

-   ละลาย  NaIO4  65  มก. ในน้ํากล่ัน 90  มล. แลวเติม 0.5 M acetic acid 
10 มล.  และ Ammonium  acetate  7.7  ก.  แลวผสมใหเขากัน. 

  2.  การเตรียม  Acetylacetone  reagent  (AA  reagent) 
-   เติม  Acetylacetone  2.5  มล.,  ลงใน  Isopropanol  247.5  มล.  ผสมให

เขากันแลวเก็บในท่ีมืด. 
3.  การทําปฏิกิริยาเพื่อวัดปริมาณ  Glycerol 

-   เติม  PD  reagent  1  มล.,  ลงในหลอดท่ีมี  Sample ท่ีเตรียมไว แลวเก็บ
ไวในอุณหภูมิหอง 5 นาที. 

-    เติม  AA  reagent  2.5 มล.,  ลงไปแลวผสมใหเขากัน  อุนใน Water 
bath ท่ี    50 °ซ. นาน 20 นาที. 

-   ท้ิงไวใหเย็นแลววัดคาดูดกลืนแสงท่ี  410 nm  เทียบกับ  Blank ซ่ึง
เตรียมเชนเดียวกันกับข้ันตอน ก และ ข แตเปล่ียนจากตัวอยางเปนน้ํา
กล่ัน  โดยใส Blank  ลงใน  Cuvette  ท่ี 1 และ 2  ในชอง  R 
(Reference) และ S (Sample)  ตามลําดับ   จากนั้น  Set  auto  zero  
แลวเอา Cuvette Blank ในชอง S (Sample) ออก  แลวใสตัวอยางลงไป
แทน.                                                                                                                                   

-    คา  OD  ท่ีได  นําไปคํานวณเทียบกับ  Standard  ของ  Glycerol  87% 
  4.  วิธีทํา  Standard 

-   เตรียม  Glycerol  ท่ีปริมาณ  0  1  2  4  6  8  และ  10  g โดยใช
สารละลาย Glycerol  87%  (D = 1.23 กก./ล.)  ดังนั้นจะใช Glycerol  
ปริมาตร  0  0.813  1.626   3.252    4.878   6.504   และ  8.130  มล./ล. 

-   ทําปฏิกิริยาตามข้ันตอน  ก  และ  ข  โดยใชกลีเซอรอลปริมาตรตางๆ 
แลวจะไดกราฟมาตรฐานของ  Glycerol  เปนเสน  Linear  จากนั้นจึง
หาสมการเสนตรง     y = (mx + c) R2  โดยท่ี 
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y = ความเขมขนของ  Glycerol   m = คาความชันของกราฟ   c = คา
จุดตัดแกน  x = คา  OD ท่ีวัดได   R2 = คาเบ่ียงเบน 
 

3.6.8 การทดสอบประสิทธิภาพของ α-glucosyl glycerol ในการยับยั้งการยอย Amylase 
ดวยเอนไซม α-amylase 

ทําการวิเคราะหโดยการทําปฏิกิริยาการยอย Amylose ดวยเอนไซม α- amylase โดยมี α-
glucosyl glycerol  เปนตัวยับยั้ง ซ่ึงประกอบดวย ดังนี:้ 

1. ตัวยับยั้งคือ Crude α-glucosyl glycerol  100,  200,  300 และ 500 

ไมโครลิตร. 

2. Substrate คือ Amylose  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร วิธีการเตรียม คือ ช่ัง 

Amylose  2 มก.   ละลายใน  0.05 M  glycine – sodium hydroxide  buffer  (pH 
9.0)  จากนั้นจึงนํามาบมท่ี  37 °ซ.  10  นาที  แลวหยุดปฏิกิริยาโดยใช 0.5 N  acetic  acid  1  
ml  แลวจึงเติม  Iodine   reagent  500  μl  ซ่ึงประกอบดวย  KI  2  ก./ล.  และ  I2  0.2  ก./ล. 

3. เอนไซมคือ porcine pancreatic α-amylase 

ปฏิกิริยาเร่ิมโดยการเติมสารละลาย porcine pancreatic α-amylase (500 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ใน 50 mM phosphate buffer, pH 7) 5.0 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และนําไป

วัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 700 นาโนเมตร  สําหรับกรรมวิธีตางๆ ในการทาํปฏิกิริยามี ดังนี้: 

ตารางท่ี 3.1  กรรมวิธีในการทดสอบประสิทธิภาพของ α-glucosyl glycerol  

กรรมวิธี สวนประกอบ 
1 น้ํากล่ัน 100μl Amylose 500 μl α-amylase  5 μl 
2 Crude GG 100 μl Amylose 500 μl α-amylase  5 μl 
3 Crude GG 200 μl Amylose 500 μl α-amylase  5 μl 
4 Crude GG 300 μl Amylose 500 μl   α-amylase  5 μl 
5 Crude GG 400 μl Amylose 500 μl α-amylase  5 μl 
6 Crude GG500 μl Amylose 500 μl α-amylase  5 μl 
7 Crude GG 100 μl Amylose 500 μl น้ํากล่ัน  5 μl 
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4.  ผลการวจิัย 
 

4.1  ผลการศึกษาการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆท่ีสภาวะอาหาร            
เลี้ยงเชื้อ  อณุหภูม ิ และระยะเวลาตาง ๆ 

จากการทดลองตามวิธีการในขอ 3.6.4.1 โดยการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย 2 สายพันธุ คือ 
Bacillus  circulans TISTR 1923 และ Bacillus sp. TISTR 908 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 3 สูตร คือ 
Horikoshi medium (HS) Nutrient Broth (NB) และ Nutrient Broth Modified (NBM) ท่ีอุณหภูมิ 30 
°ซ.  และ 37 °ซ.  เปนระยะเวลา  72 ช่ัวโมง ไดผลการทดลองเปนดังนี้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4. 1  การเจริญของ B.  circulans  TISTR 1923 ในอาหารเล้ียงเชือ้ HS, N 
                 และ NBM โดยเล้ียงท่ี 30°ซ. และ 37°ซ. เปนเวลา 72 ชั่วโมง.  

 
จากผลการทดลองในรูปท่ี 4-1 ทําใหทราบวาช่ัวโมงท่ี 12 เช้ือ B.  circulans TISTR 1923  

สามารถเจริญไดดีท่ีสุด โดยมีคาการเจริญต้ังแต  8.88 – 9.48 log CFU/ml  โดยสังเกตไดจากความ
ขุนท่ีเพิ่มข้ึนของอาหารเล้ียงเช้ือแตละชนิด โดยเช้ือจะเจริญในอาหาร NB ท่ีอุณหภูมิ 37 °ซ. ไดดี
ที่สุด รองลงมาคืออาหาร NB  ท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ.  และ HS ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.  ตามลําดับ.  โดยมีคา
การเจริญเติบโตท่ี  9.48  9.38และ 9.21  log CFU/ml ตามลําดับ นอกจากนี้ยังทําใหทราบวาช่ัวโมงท่ี  
72  เช้ือ  B.  circulans  TISTR 1923  เจริญไดนอยท่ีสุด   เพราะแบคทีเรียบางสวนเริ่มตาย   
เนื่องจากสารอาหารที่อยูในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดตางๆ เร่ิมลดนอยลง   เพราะมีแบคทีเรียเจริญเติบโต
มากข้ึนและเพ่ิมจํานวนอยางรวดเร็ว  ทําใหใชสารอาหารเหลานั้นในกระบวนการ metabolism  จน
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หมด  จึงทําใหเกิดการแยงอาหารกัน  โดยเช้ือ  B. circulans  TISTR 1923 สามารถเจริญเติบโตได
นอยท่ีสุดใน  HS  ท่ีอุณหภูมิ   37 °ซ.  รองลงมาคือ  อาหาร  NBM ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.  และอาหาร 
NBM ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  ตามลําดับ  โดยมีคาการเจริญท่ี  2.70, 3.33  และ  3.70  log CFU/ml  
ตามลําดับ. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     รูปท่ี 4. 2  การเจริญของ Bacillus  sp. TISTR 908 ในอาหารเล้ียงเชื้อ HS, NB  
           และ NBM โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30°ซ.  และ 37°ซ.  เปนเวลา 72 ชั่วโมง.  

 
จากผลการทดลองในรูปท่ี 4-2   ทําใหทราบวาช่ัวโมงท่ี  24  เช้ือ  Bacillus  sp. TISTR 908  

สามารถเจริญไดดีท่ีสุด  โดยมีคาการเจริญต้ังแต  10.28 – 10.45 log CFU/ml  สาเหตุเพราะแบคทีเรีย
มีการเจริญอยางเต็มท่ี ทําใหเกิดการแบงเซลลเพิ่มจํานวนแบคทีเรียข้ึนอยางรวดเร็ว   โดยเจริญใน  
HS  ท่ีอุณหภูมิ  37°ซ.  ไดดีท่ีสุด  (10.45 log CFU/ml) รองลงมาคืออาหาร  NBM ท่ีอุณหภูมิ 37 °ซ.     
(10.43  log CFU/ml)  และ NBM ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.    (10.41 log CFU/ml) ตามลําดับ. นอกจากนี้ยัง
ทําใหทราบวาช่ัวโมงท่ี  72  เช้ือ  Bacillus  sp. TISTR 908 สามารถเจริญไดนอยท่ีสุด เนื่องจาก
สารอาหารท่ีอยูในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดตางๆ ถูกใชไปในกระบวนการ  metabolism  ทําใหมี
แบคทีเรียเจริญมากข้ึนและเพ่ิมจํานวนอยางรวดเร็ว  เกิดการแยงอาหารกัน  ทําใหอาหารลดลงและ
เร่ิมหมดไป,   เม่ือไมมีอาหารแบคทีเรียบางสวนก็จะเร่ิมตาย โดยเช้ือ  Bacillus  sp. TISTR 908  
สามารถเจริญไดนอยท่ีสุดในอาหาร  NBM ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.  (7.70  log CFU/ml)  รองลงมาคือ
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อาหาร NB ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  (7.79 log CFU/ml)  และ NBM ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  (7.82  log 
CFU/ml)  ตามลําดับ. 

 

4.2  ผลการศึกษาปริมาณ CGTase ท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงของแบคทีเรียสายพันธุ          
ตางๆ ท่ีสภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อ  อุณหภูมิและระยะเวลาตาง ๆ 

จากการทดลองตามวิธีการในขอ 3.6.4.2 โดยการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย  2  สายพันธุ  คือ  B. 
circulans TISTR 1923 และ  Bacillus  sp. TISTR 908 ในอาหารเล้ียงเช้ือ  3  สูตร  คือ  HS  NB  
และ  NBM ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ 37°ซ.  ระยะเวลา  72  ช่ัวโมง  ไดผลการทดลองเปนดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี  4. 3  ปริมาณ CGTase ของ B. circulans  TISTR 1923 ในอาหารเล้ียงเชื้อ HS, NB และ  
                  NBM โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30°ซ.  และ 37°ซ.  เปนเวลา 72 ชั่วโมง. 
 

 

จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.3   ทําใหทราบวาเช้ือ  B.  circulans  TISTR 1923  สามารถ
ผลิต CGTase เฉล่ียไดดีท่ีสุดในอาหาร  NBM ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ 37°ซ.  โดยไดปริมาณ 
CGTase เฉล่ีย  0.70 unit/ml  รองลงมาคือ  NB ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.  โดยไดปริมาณ CGTase เฉล่ีย  
0.65 unit/ml  และ NB  ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  กับ  HS ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.  โดยไดปริมาณ CGTase 
เฉล่ีย  0.64  unit/ml  ตามลําดับ.  

 
สําหรับ  B.  circulans TISTR 1923 นั้นมีปริมาณ CGTase สูงสุดท่ี  0.82  unit/ml  ใน

สภาวะการเพาะเล้ียงดวย  NBM  ท่ีอุณหภูมิ  37°ซ. ช่ัวโมงท่ี  60.   
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           รูปท่ี  4. 4  ปริมาณ CG Tase ของ Bacillus  sp. TISTR 908 ในอาหารเล้ียงเชื้อ HS, NB และ  
                               NBM โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30°ซ.  และ 37°ซ.  เปนเวลา 72 ชั่วโมง. 
 

จากผลการทดลองในรูปท่ี 4-4   ทําใหทราบวาเช้ือ  Bacillus  sp. TISTR 908  สามารถผลิต 
CG Tase เฉล่ียไดดีท่ีสุดในอาหาร  NBM ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.  โดยไดปริมาณ CG Tase เฉล่ีย  0.72 
unit/ml รองลงมาคือ  NB ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.  กับ NBM ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  โดยมีปริมาณ CG Tase 
เฉล่ีย  0.68  unit/ml  และ  NB ที่อุณหภูมิ  30 °ซ.  โดยมีปริมาณ CG Tase เฉล่ีย  0.62  unit/ml  
ตามลําดับ. 

 
สําหรับ  Bacillus  sp. TISTR 908  นั้น  มีปริมาณ CG Tase สูงท่ีสุดในสภาวะการ

เพาะเล้ียงดวย  NBM ท่ีอุณหภูมิ  37°ซ.  ณ ช่ัวโมงท่ี  24  โดยมีปริมาณเอนไซมเฉล่ีย  0.870  
unit/ml. 

 

4.3  ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด – เบส (pH) ในการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ท่ีสภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อ  อุณหภูม ิ และระยะเวลาตาง ๆ 

จากการทดลองตามวิธีการในขอ 3.6.4.2 โดยการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย  2  สายพันธุ  คือ  B. 
circulans TISTR 1923 และ  Bacillus  sp. TISTR 908 ในอาหารเล้ียงเช้ือ  3  สูตร  คือ  HS  NB  
และ NBM ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ 37°ซ.    ระยะเวลา  72  ช่ัวโมง  ไดผลการทดลองเปนดังนี้ 
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รูปท่ี  4.5    คาความเปนกรด – เบส (pH) ของ  B.  circulans  TISTR 1923 ในอาหารเล้ียงเชื้อ  
                    HS, NB และ NBM โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30°ซ.  และ 37°ซ.  เปนเวลา 72 ชั่วโมง. 
 

จากผลการทดลองในรูปท่ี 4-5  ทําใหทราบวาการเพาะเล้ียงเช้ือ  B. circulans  TISTR 1923  
ใน  HS  ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  และ  37 °ซ.  มีแนวโนมลดลงสอดคลองกันต้ังแต  pH  9.22  และ  9.21  
ในช่ัวโมงท่ี  0  ลดลงจนถึง  pH  5.97  และ  5.26  ในช่ัวโมงท่ี  72  ท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ.  และ  37 °ซ.  
ตามลําดับ  และมีการเปล่ียนแปลงคา  pH  ลดลงอยางชัดเจนต้ังแต   ช่ัวโมงท่ี  12  ถึง  24  โดยมีคา  
pH  ลดลงจาก 8.80  จนถึง  7.34  และช่ัวโมงท่ี  36  ถึง  48  โดยมีคา  pH  ลดลงจาก  7.19  ถึง  6.28  
ท่ีอุณหภูมิ    30 °ซ.  และช่ัวโมงท่ี  12  ถึง  24  จาก  pH  8.14  ลดลงเหลือ  5.98  ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ. ,  
สวนการเพาะเล้ียงเช้ือ  B.  circulans  TISTR 1923  ในอาหาร NB  ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  และ  37 °ซ.  
มีแนวโนมเพิ่มข้ึนสอดคลองกันต้ังแต  pH  7.17  และ  7.23  ในช่ัวโมงท่ี  0  เพิ่มข้ึนจนถึง  pH  8.63  
และ  8.83  ในช่ัวโมงท่ี   72  ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  และ 37 °ซ.  ตามลําดับ.   และมีการเปล่ียนแปลงคา  
pH  เพิ่มข้ึนอยางชัดเจนต้ังแต  ช่ัวโมงท่ี  12  ถึง  24  โดยมีคา  pH  7.18  และ  7.35  เพิ่มข้ึนจนถึง  
pH  7.79  และ  8.30  ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  และ  37 °ซ.  ตามลําดับ.    สําหรับการเพาะเล้ียงเช้ือ  B.  
circulans  TISTR 1923  ในอาหาร NBM  ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.    และ  37 °ซ.  มีแนวโนมลดลง
สอดคลองกันต้ังแต  pH  6.86  และ  7.01  ในช่ัวโมงท่ี  0  ลดลงจนถึง  pH  5.40  และ  5.29  ใน
ช่ัวโมงท่ี  72  ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  และ 37 °ซ.  ตามลําดับ.  และมีการเปล่ียนแปลงคา  pH  ลดลง
อยางชัดเจนต้ังแต  ช่ัวโมงท่ี  12  ถึง  24  โดยมีคา  pH  ลดลงจาก  6.83  จนถึง  5.97  ท่ีอุณหภูมิ  30 
°ซ.  และ  ช่ัวโมงท่ี  0  ถึง  12  โดยมีคา  pH  ลดลงจาก  7.01  จนถึง  5.89  ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.   
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รูปท่ี 4. 6  คาความเปนกรด – เบส (pH) ของ  Bacillus  sp.  TISTR 908 ในอาหารเล้ียงเชื้อ HS,  
                 NB และ NBM โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30°ซ.  และ 37°ซ.  เปนเวลา 72 ชั่วโมง. 
 

จากผลการทดลองในรูปท่ี 4-6  ทําใหทราบวาการเพาะเล้ียงเช้ือ  Bacillus  sp.  TISTR 908  
ใน  HS  มีแนวโนมคา  pH  ลดลงต้ังแตช่ัวโมงท่ี  0  ถึง  12  โดยมีคา  pH  ลดลงจาก  9.01  ถึง  8.26  
และ  9.03  ถึง  8.36,  จากนั้นจึงมีแนวโนมเพิ่มข้ึนต้ังแตช่ัวโมงท่ี  12  ถึง  72  โดยมีคา  pH  เพิ่มข้ึน
ต้ังแต  8.26  ถึง  9.15  และ  8.36  ถึง  9.32  ซ่ึงสอดคลองกันท้ังท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ.  และ 37 °ซ.  
ตามลําดับ.  สําหรับการเพาะเล้ียง   Bacillus  sp.  TISTR 908  ในอาหาร NB  และ NBM  มีแนวโนม
คา  pH  เพิ่มข้ึนโดยตลอดต้ังแตช่ัวโมงท่ี  0  ถึง  72  โดยมีคา  pH  เพิ่มข้ึนต้ังแต  7.35  ถึง  9.03  
และ  7.41  ถึง  8.67  ตามลําดับ  ท่ีอุณหภูมิ  30 °ซ.  และมีคา  pH  เพิ่มข้ึนต้ังแต  7.34  ถึง  9.16  
และ  7.33  ถึง  9.05  ตามลําดับ  ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.  โดยสังเกตไดชัดเจนท่ีคา  pH  ต้ังแตช่ัวโมงท่ี  
12  ถึง  24  มีคา  pH  เพิ่มข้ึนต้ังแต  7.71  ถึง  8.12  และ  7.46  ถึง  8.18  ตามลําดับ   ท่ีอุณหภูมิ  30 
°ซ.  และมีคา  pH  เพิ่มข้ึนต้ังแต  7.59  ถึง  8.41  และ  7.74  ถึง  8.46  ตามลําดับ  ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.   
 

จากผลการทดลองขอ  4.1 – 4.3  ทําใหทราบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต CGTase เปน
ดังตอไปนี้: 

สายพันธุแบคทีเรีย    :   Bacillus  sp. TISTR 908 
ชนิดอาหารเล้ียงเช้ือ    : Nutrient  Broth  Modified  (NBM) 
อุณหภูมิท่ีใชบม   :  37 °ซ.   
เวลาเพาะเล้ียง      :   24  ช่ัวโมง 
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4.4  ผลการศึกษาปริมาณ CGTase ท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุท่ี                
ถูกคัดเลือกท่ีสภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อ   และอุณหภูมท่ีิคัดเลือก   ณ ระยะเวลาตางๆ 

จากการทดลองเพาะเล้ียงแบคทีเรีย  Bacillus  sp. TISTR 908 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
NBM ท่ีอุณหภูมิ  37°ซ.  โดยเก็บตัวอยางต้ังแตช่ัวโมงท่ี  12 - 36  ไดผลการทดลองเปน
ดังนี้ 
 
 
 
 
 
 

 
 

   
  

        รูปท่ี  4. 7  ปริมาณ CGTase เอนไซมท่ีไดจากการเล้ียง Bacillus  sp.  TISTR 908 ในอาหาร 
                            เล้ียงเชื้อ NBM โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37°ซ.  เปนเวลา 36 ชั่วโมง. 
 

จากผลการทดลองในรูปท่ี 4-7  แสดงใหเห็นวาในช่ัวโมงท่ี  12  ซ่ึงเปนช่ัวโมงเร่ิมตนใน
การวัดปริมาณ CGTase  พบวามีปริมาณ CGTase  0.79  unit/ml  จากน้ันจึงมีปริมาณ CGTase 
เพิ่มข้ึนสูงสุด  0.87  unit/ml  ณ  ช่ัวโมงท่ี  24  และคอยๆ ลดลงจนถึง 0.64  unit/ml  ท่ี 36  ช่ัวโมง.  
สําหรับปริมาณ CGTase ท่ีเพิ่มข้ึนและลดลงสลับกันในบางช่ัวโมงนั้นอาจเกิดข้ึนเนื่องจาก CGTase 
บางสวนท่ีผลิตข้ึนถูกใชไปในการยอย  Soluble  starch  ในอาหารใหเปนผลิตภัณฑตางๆ. 
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4.5 ผลการทดสอบประสิทธิภาพเอนไซม CGTase ในการสราง Cyclodextrin 

1.  กราฟมาตรฐาน Cyclodextrin 

ความเขมขนของ cyclodextrin 
(กรัม/ลิตร) 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

คา OD. ท่ี 505 nm 0.884 0.631 0.493 0.285 0.153 0.06 

กราฟมาตรฐาน Cyclodextrin

y = -0.8231x + 0.8292

R2 = 0.9795
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รูปท่ี  4.8  กราฟมาตรฐาน Cyclodextrin. 

2. การทดสอบประสิทธิภาพเอนไซม CGTase ในการสราง  Cyclodextrin 

ตารางท่ี 4.1  ผลการทดสอบประสิทธิภาพเอนไซม CGTase ในการสราง  Cyclodextrin 

Flask OD. At (nm) ซ้ํา 1 ซ้ํา 2 คาเฉลี่ย ปริมาณ Cyclodextrin 
(กรัมตอลิตร) 

1 505 0.379 0.398 0.389 0.496 
2 505 0.325 0.308 0.317 0.557 
3 505 0.349 0.355 0.352 0.528 

    เฉล่ีย 0.528 
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4.6  ผลการวิเคราะหปริมาณ CGTase  เพ่ือใชสังเคราะห  Crude  α-glucosyl  glycerol 
จากการทดลองตามวิธีการในขอ 3.6.7  โดยเล้ียง  Bacillus  sp. TISTR 908 ในอาหารเล้ียง

เช้ือ NBM ปริมาณ 1.4 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ.  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง,  นําสารละลายเช้ือท่ีไดมา
กรองผานกระดาษกรองเบอร  2  แลว,  ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  8,000  รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ  4 °ซ.  
นาน  15  นาที  แยกสวนใส  แลวนํามาทดสอบประสิทธิภาพ CGTase ไดผลการทดลองเปนดังนี้: 

 

การคํานวณปริมาณ CGTase 
 Flask   1    มีปริมาณ CGTase เขมขน   0.63  unit / ml  ท่ีปริมาตร   1,400   ml 
     ถาปริมาตร   50  ml    คํานวณปริมาตร CGTase ดังนี้ 
     จาก       C1V1  =  C2V2 
    โดย    C1      =  ความเขมขนของ CGTase ต้ังตน 
      V1      =  ปริมาตรต้ังตน 
      C2      =  ความเขมขนของ CGTase ท่ีตองการ 
      V2      =  ปริมาตรท่ีตองการ 
    จากสูตร C1V1  =  C2V2 
               (0.63 unit/ml)(1400ml)   =  C2 (50 ml) 
  ดังนั้น         C2    =  17.64  unit/ml 
 

 ตองการใช  Enzyme ปริมาณ CGTase เขมขน 25  unit/ml 
ถาตองการปริมาณ CGTase เขมขน  25    unit  ตองใชปริมาตร   1  มล. 
ดังนั้นเม่ือ CGTase เขมขนเพียง  17.64  unit  ตองใชปริมาตร  25/17.64 = 1.42 มล. 
ดังนั้น   Flask 1  2  3 และ 4  ตองใช CGTase ปริมาตร 1.42   1.79   2.35  และ  1.79 มล.
ตามลําดับ. 
  

4.7  ผลการศึกษาเบื้องตนในการผลิต  Crude  α - glucosyl  glycerol  โดยใช CGTase  
ท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียตามสภาวะท่ีถูกคัดเลือก 

 

จากการทดลองตามวิธีการในขอ 3.6.7  โดยการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย  Bacillus  sp. TISTR 
 908 ในอาหารเล้ียงเช้ือ NBM ท่ีอุณหภูมิ  37°ซ.  ระยะเวลา  24  ช่ัวโมง  ปริมาตร  1.4  ลิตร โดยทํา
การทดลอง  4 ซํ้า  ไดผลการทดลองเปนดังนี้: 
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Glycerol  ท่ีใชอยูในรูปของเหลวท่ีความเขมขน  87% มีความหนาแนน  1.23  กก./ล  เม่ือ
ตองการใช  Glycerol  10%  ละลายใน  Buffer  25  มล. จะตองใช  Glycerol    2.87  มล.  ซ่ึงคํานวณ
เปนมวล (กรัม) ของ  Glycerol  จะไดคา  m = DV  =  1.23 x 2.87 = 3.53ก.   

 
Glycerol  มีสูตรโครงสรางคือ C3H5[OH]3 เม่ือคํานวณมวลโมเลกุลแลวจะได  92.09 

ก./mol  ซ่ึง  Glycerol   1 ก.,  มีคา  0.0109  mol,  ดังนั้นปริมาณ  Glycerol  ท่ีใชคือ  3.53 x 0.0109 = 
0.0385 mol  เม่ือคํานวณเปนจํานวนโมเลกุลของ  Glycerol  ท่ีใช  เร่ิมตนจะไดคา 0.0385 x 6.02 x 
1023 = 2.316 x 1022  โมเลกุล. 

 
สําหรับ  Glucose  ท่ีเกิดจากการสลายพันธะของ  Polysaccharide  ใน  Soluble Starch  มี

สูตรโครงสรางคือ C6H12O6  เม่ือคํานวณมวลโมเลกุลแลวจะได  180.156 ก./mol  ซ่ึงเม่ือทําปฏิกิริยา
กับ  Glycerol  โดยมี CGTase  เปนตัวเรงปฏิกิริยาแลวจะไดเปนสารใหความหวานช่ือ α-glucosyl  
glycerol  ซ่ึงประกอบดวย Glycerol  1 โมเลกุล  กอพันธะกับ  Glucose  ต้ังแต  1  โมเลกุลข้ึนไป   
ซ่ึงการสังเคราะห  Crude  α-glucosyl  glycerol  จากเอนไซมจะไดเปนผลิตภัณฑหลายตัวโดยมี
สัดสวน ดังนี้: 

Glc - GL     ประมาณ    37%   
Glc2 - GL     ประมาณ   20%   
Glc3 - GL    ประมาณ     7%   
Glc4 - GL    ประมาณ     2%   
Glc       ประมาณ     1% 
Maltose       ประมาณ     1% 
Unknow      ประมาณ   32% 
รวมท้ังหมด                  100 % 
 

หมายเหตุ:  อางอิงจากผลการวิจัยจากขอ  2.3.4  การเปรียบเทียบผลิตภณัฑท่ีผลิตข้ึนโดย  
                  CGTase  และ α-glucosidase 

 

  Glc - GL   คือ  กลูโคส  1  โมเลกุลกอพันธะกับกลีเซอรอล  1  โมเลกุล 
  Glc2 - GL  คือ  กลูโคส  2  โมเลกุลกอพันธะกับกลีเซอรอล  1  โมเลกุล 
  Glc3 - GL  คือ  กลูโคส  3  โมเลกุลกอพันธะกับกลีเซอรอล  1  โมเลกุล 
  Glc4 - GL  คือ  กลูโคส  4  โมเลกุลกอพันธะกับกลีเซอรอล  1  โมเลกุล 
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ดังนั้นมวลโมเลกุลของ  α-glucosyl  glycerol  จึงมีคาดังนี ้
1)  Glc - GL    มวลโมเลกุลคือ     92.09+(180.156)       =   272.25 ก./mol     คิดเปน  0.0037 mol/ก.                         
               คิดเปน  0.0037 x 6.02 x 1023  =  2.23 x 1021  โมเลกุล /ก. 
2)  Glc2 - GL    มวลโมเลกุลคือ     92.09+(180.156x2)  =    452.40  g/mol   คิดเปน  0.0022  mol/ก.     
               คิดเปน  0.0022 x 6.02 x 1023  =  1.33 x 1021  โมเลกุล /ก. 
3)  Glc3 - GL   มวลโมเลกุลคือ    92.09+(180.156x3)    =    632.56  g/mol   คิดเปน  0.0016  mol/ก.     
              คิดเปน    0.0016 x 6.02 x 1023 =  9.63 x 1020  โมเลกุล /ก. 
4)  Glc4 - GL   มวลโมเลกุลคือ    92.09+(180.156x4)    =    812.71  g/mol    คิดเปน  0.0012  mol/ก.     
                           คิดเปน   0.0012 x 6.02 x 1023  =  7.22 x 1020  โมเลกุล /ก. 

 

จากขอมูลการสังเคราะห  Crude α-glucosyl  glycerol  ซ่ึงมีผลิตภัณฑ α-glucosyl  glycerol  
ท้ังหมด  4  ตัว  Glc - GL ,Glc2 - GL ,Glc3 - GL  และ Glc4 - GL คิดเปน  66%  จากผลิตภัณฑ
ท้ังหมดท่ีเกิดข้ึน  เม่ือพิจารณาจากปริมาณกลีเซอรอลท่ีใชไปซ่ึงคิดเปน  100%  และ   α-glucosyl  
glycerol  แตละตัวจะเกิดข้ึนโดยใชกลีเซอรอลในปริมาณที่ตางกันตามสัดสวนของการเกิด          
α-glucosyl  glycerol  แตละตัวดังนี้: 

 

ขวดทดลองท่ี 1 จะมีผลิตภัณฑ  α-glucosyl glycerol ท้ังหมด 66%ใชกลีเซอรอล 100%=4.56 x 1021  
โมเลกุล 

                   Glc - GL     37% ใชกลีเซอรอล  56%=2.55 x 1021โมเลกุล 
      Glc2 - GL    20% ใชกลีเซอรอล  30%=1.37 x 1021โมเลกุล 
      Glc3 - GL              7 %  ใชกลีเซอรอล 11%=5.02 x 1020 โมเลกุล 
       Glc4 - GL     2 %  ใชกลีเซอรอล  3% =1.37 x 1021โมเลกุล 

  

หมายเหตุ:  ขวดทดลองท่ี 2  ถึง  4   คํานวณเชนเดียวกันกับ  ขวดที่  1 
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4.8 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ α-glucosyl glycerol ในการยับย้ังการยอย 
Amylose ดวยเอนไซม α-amylase 

ตาราง 4.2  ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ α-glucosyl glycerol 

กรรมวิธี คาเฉลี่ย    OD. ท่ี 700 nm % การยับย้ัง 
1 0.082 0.00 
2 0.134 14.00 
3 0.204 21.32 
4 0.276 28.84 
5 0.280 29.26 
6 0.289 30.20 
7 0.957 100.00 

 
จากผลการทดลอง พบวา Crude α-glucosyl glycerol (Crude α-GG) มีความสามารถ

ในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม α-Amylase ซ่ึงทําให amylase ถูกยอยไดนอยลง เม่ือเพิ่ม

ปริมาณ (Crude α-GG) จาก 100 ไมโครลิตร เปน 200  300  400 และ 500 ไมโครลิตร ทําใหยับยั้ง

การยอย amylase ได 14.00% 21.32%  28.84%  29.26% และ 30.20% ตามลําดับ, ซ่ึงสังเกตไดวาเม่ือ

เพิ่มปริมาณ(Crude α-GG) จนถึง 300  400  และ 500 ไมโครลิตร,  แลวคาเปอรเซ็นตการยับยั้งจะ

เพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอย แสดงใหเห็นวา (Crude α-GG) สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม α-

amylase ไดประมาณ 30%, ซ่ึงหากสามารถทําให (Crude α-GG) มีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน ก็จะ

สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม α-amylase ไดมากข้ึนดวย และยังสามารถนํา α-GG ไป

ประยุกตใชเปนสวนผสมในสารใหความหวานหรือผลิตภัณฑอาหารและเครื่องดื่มตาง ๆ เพื่อชวย

ลดการยอยแปงซ่ึงสงผลใหชวยในการควบคุมน้ําหนักดวย. 
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5.  สรุปและวิจารณผล 
 

5.1  สภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรยีสกุล  Bacillus sp.  ในอาหารเล้ียงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ ท่ีอุณหภูมิและเวลาตางๆ 

จากผลการทดลองเพาะเล้ียงแบคทีเรีย  2  สายพันธุ  คือ  B.  circulans TISTR 1923 และ  
Bacillus  sp. TISTR 908 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 3 สูตร คือ  HS,  NB และ NBM ท่ี อุณหภูมิ 30°ซ.  และ 
37°ซ.  ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง  พบวา  B.  circulans TISTR 1923 เจริญไดดีท่ีสุดในสภาวะการ
เพาะเล้ียงดวย  NB ท่ีอุณหภูมิ  37°ซ.    ณ ช่ัวโมงท่ี  12  โดยมีคาการเจริญท่ี  9.48 log CFU/ml  
สําหรับ  Bacillus  sp. TISTR 908 นั้นมีคาการเจริญเติบโตสูงสุดอยูท่ี  10.45 log CFU/ml  ในสภาวะ
การเพาะเล้ียงดวย  HS ท่ีอุณหภูมิ  37°ซ.  ณ  ช่ัวโมงท่ี  24.  ท้ังนี้เนื่องจาก Bacillus ท้ัง 2 สายพันธุ    
เปนแบคทีเรียกลุม  Mesophilic  ท่ีเจริญไดดีในสภาวะต้ังแตอุณหภูมิหองจนถึงไมเกิน  40°ซ. , อีก
ท้ังอาหาร NB ยังเหมาะกับการเจริญของแบคทีเรียท่ัวไป และ HS  เปนสูตรอาหารท่ีมีแหลง
คารบอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะตอการเจริญของแบคทีเรียเชนเดียวกัน.  นอกจากนี้แบคทีเรียสวน
ใหญจะมีอัตราการเจริญท่ีสูงในชวงเวลา  12 – 48 ช่ัวโมง  ซ่ึงเปนชวง  log  phase  ของการเจริญ. 
 

5.2  สภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต CGTase ของแบคทีเรียสกุล  Bacillus  sp. ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ท่ีอุณหภูมิและเวลาตางๆ 

จากผลการทดลองการวัดปริมาณเอนไซมจากแบคทีเรีย  2  สายพันธุ  คือ  B.  circulans 
TISTR 1923 และ Bacillus sp. TISTR 908 ในอาหารเล้ียงเช้ือ  3  สูตร  คือ HS, NB  และ NBM ท่ี
อุณหภูมิ 30°ซ.  และ 37°ซ.  ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง  พบวา B. circulans TISTR 1923  นั้นมีปริมาณ 
CGTase สูงท่ีสุด  0.82 unit/ml  ในสภาวะการเพาะเล้ียงดวย  NBM  ท่ีอุณหภูมิ  37°ซ.  ณ  ช่ัวโมงท่ี  
60  สําหรับ  Bacillus  sp. TISTR 908  มีปริมาณ CGTase สูงท่ีสุดในสภาวะการเพาะเล้ียงดวย NBM 
ท่ีอุณหภูมิ  37°ซ.  ณ  ช่ัวโมงท่ี  24  โดยมีปริมาณ CGTase สูงท่ีสุด  0.87 unit/ml  ท้ังนี้อาหาร  NB  
เหมาะกับการเจริญของเช้ือท่ัวไป   เม่ือเติม  Soluble  starch  ลงไปในสูตรอาหาร   ทําใหเช้ือจําเปน
จะตองสราง CGTase มาเพ่ือยอยแปง  อีกท้ังสารประกอบเกลือตางๆ  อาทิเชน  MgSO4•7H2O , 
NaCl  และ  K2HPO4  ท่ีเติมลงไปนั้นมีสวนกระตุนใหเกิดการสราง CGTase  ซ่ึงสอดคลองกับท่ีระบุ
ไวในบทท่ี 2  เร่ืองปจจัยของ  Carbon  sources  และ  Cation  ในการสราง  CGTase. 
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5.3 ผลของความเปนกรด - เบส (pH) ตอการเจริญ และการสราง CGTase ของแบคทีเรีย

สกุล  Bacillus sp. ในอาหารเล้ียงเชื้อชนิดตาง ๆ ท่ีอุณหภูม ิและเวลาตางๆ 
จากผลการทดลองวัดคา  pH  ในการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย  2  สายพันธุ  คือ  B.circulans  

TISTR 1923  และ Bacillus sp. TISTR 908 ในอาหารเล้ียงเช้ือ  3  สูตร  คือ HS, NB  และ  NBM 
ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ  37°ซ.  ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง  พบวา  B. circulans TISTR 1923 ท่ีเพาะเล้ียง
ใน  HS และในอาหาร  NBM ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ 37°ซ.  มีแนวโนมเชนเดียวกัน คือ  คา pH  จะ
แปรผกผันกับระยะเวลา  โดยการเพาะเล้ียงใน HS ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ 37°ซ.  เร่ิมจากช่ัวโมงท่ี  
0  มีคา  pH  9.22  และ  9.21  เม่ือเขาสูช่ัวโมงท่ี  72  คา  pH  ลดลงเหลือ  5.97  และ  5.26  
ตามลําดับ   และมีคา  pH  ลดลงอยางรวดเร็วจากคา  pH  8.80  และ  8.14  ในช่ัวโมงท่ี  12  เหลือคา  
pH  7.34  และ 5.98 ในช่ัวโมงท่ี  24  ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ 37°ซ.  ตามลําดับ.   สวนการเพาะเล้ียง
ในอาหาร  NBM ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ 37°ซ.  เร่ิมจากช่ัวโมงท่ี  0  มีคา  pH   6.86  และ  7.01  เม่ือ
เขาสูช่ัวโมงท่ี  72  คา  pH  ลดลงเหลือ  5.40  และ  5.29  ตามลําดับ   สําหรับ  B.  circulans TISTR 
1923  ท่ีเล้ียงในอาหาร NB ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ 37°ซ.  จะมีแนวโนมการเปล่ียนแปลงคา  pH  
ตรงขามกับ  HS และ NBM คือ  คา  pH  จะแปรผันตามระยะเวลา  โดยเร่ิมจากช่ัวโมงท่ี  0  มีคา  pH  
7.17  และ  7.23  เม่ือเขาสูช่ัวโมงท่ี  72  คา  pH  เพิ่มข้ึนเปน 8.63  และ  8.83  ตามลําดับ. 

 
ชวง pH  5.89 ถึง 8.80  เปนชวง  pH  ท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเช้ือ  B.circulans 

TISTR 1923 ในอาหารเล้ียงเชื้อท้ัง  3  ชนิด  ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ 37°ซ.  ระยะเวลา  72 ช่ัวโมง.  
สําหรับชวง  pH  ท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมไดปริมาณมากท่ีสุดของเช้ือ  B.  circulans TISTR 
1923 ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดตาง ๆ ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ  37°ซ.  คือ  5.30 ถึง 8.45.  

 
สวน  Bacillus  sp. TISTR 908  ท่ีเล้ียงในอาหาร NB และอาหาร NBM  ท่ีอุณหภูมิ  30°

ซ.  และ  37°ซ.  มีแนวโนมเชนเดียวกัน  คือ  คา  pH  จะแปรผันตามระยะเวลา   โดยการเพาะเล้ียง
ในอาหาร NB ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ 37°ซ.  เร่ิมจากช่ังโมงท่ี  0  มีคา  pH 7.35  และ7.34 เม่ือเขา
ช่ัวโมงท่ี  72  คา pH  เพิ่มข้ึนเปน 9.03  และ  9.16  ตามลําดับ.  สวนการเพาะเล้ียงในอาหาร  NBM  
คา  pH  จะคอยๆ เพิ่มข้ึน โดยเร่ิมจากคา  pH  7.41  และ 7.33  ในช่ัวโมงท่ี 0 ไปจนถึง  8.67  และ  
9.05  ในช่ัวโมงท่ี  72  ตามลําดับ.  สําหรับ  Bacillus  sp. TISTR 908  ท่ีเล้ียงใน HS  ท่ีอุณหภูมิ  30°
ซ.  และ 37°ซ.  พบวาคา  pH  ลดลงอยางรวดเร็ว  ต้ังแต ช่ัวโมงท่ี  0 ถึง 12 โดยมีคา  pH  จาก  9.01  
และ  9.03  ลดลงเหลือ  8.26  และ  8.36  ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ  37°ซ.  ตามลําดับ,  และคอยๆ 
เพิ่มข้ึนอยางชาๆ ต้ังแตช่ัวโมงท่ี  12 ถึง 72  จนมีคา  pH  อยูท่ี  9.15  และ  9.32  ตามลําดับ. 
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ชวง pH 8.12 ถึง 8.46  เปนชวง  pH ท่ีเหมาะสมตอการเจริญของเช้ือ Bacillus  sp. TISTR 
908 ในอาหารเล้ียงเช้ือท้ัง  3  ชนิด  ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  และ  37°ซ.  ระยะเวลา  72  ช่ัวโมง  สําหรับ
ชวง  pH  ท่ีเหมาะสมตอการสราง CGTase ไดปริมาณมากท่ีสุดของเช้ือ Bacillus  sp. TISTR 908 
ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดตาง ๆ ที่อุณหภูมิ  30°ซ.  และ  37°ซ.  คือ  7.46  ถึง 8.91.  

 
แนวโนมการเปล่ียนแปลง  pH ไมมีความสัมพันธโดยตรงกับแนวโนมของการเจริญและ

การสรางเอนไซม  CGTase  ของท้ังเช้ือ  Bacillus  circulans TISTR 1923  และ  Bacillus  sp. 
TISTR 908  แตคา  pH  มีความสัมพันธกันกับแนวโนมการเจริญและการสรางเอนไซมในอาหาร
เล้ียงเช้ือแตละชนิดแตกตางกันไป  อาทิเชน  การเจริญของเช้ือ  B. circulans TISTR 1923  ใน HS  
ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  จะเจริญไดดีท่ีสุดในชวง  pH  8.80 ,  แตเม่ือ  pH  ลดตํ่าลงจนอยูในชวง  5.97  
การเจริญก็ลดลงตามไปดวย  ในทางกลับกันการเจริญของเช้ือ  B.  circulans TISTR 1923  ใน
อาหารเล้ียงเช้ือ  NB ท่ีอุณหภูมิ  30°ซ.  จะเจริญไดดีท่ีสุด   ในชวง  pH  7.18  แตเม่ือ  pH  เพิม่สูงข้ึน
จนอยูในชวง  8.63  การเจริญก็ลดลงตามไปดวย. 
 

5.4  การผลิต  Crude  α-glucosyl  glycerol  โดยใช  Crude CGTase 
5.4.1  การผลิต  Crude   CGTase  จากสภาวะท่ีไดเหมาะสม 

จากผลการทดลองสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต CGTase มีสภาวะท่ีเล้ียง Bacillus  sp. 
TISTR 908  ในอาหาร NBM ท่ีอุณหภูมิ  37°ซ.  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง   โดยสามารถผลิต CGTase 
ได  0.38 - 0.63  unit/ml 
 

5.4.2  การสังเคราะห  Crude  α-glucosyl  glycerol   
CGTase  ท่ีผลิตไดถูกนํามาใชสังเคราะห  Crude α-glucosyl glycerol  ตามกระบวนการ   

ซ่ึงปริมาณ α-glucosyl  glycerol  ท่ีไดจะถูกวัดโดยคา  Glycerol  ท่ีถูกใชไปในการทําปฏิกิริยา    
คํานวณเทียบเปนจํานวนโมเลกุลโดยประมาณของ  Crude α-glucosyl  glycerol  แลวคํานวณใหได
คาเปน  mg/ml  ของ  Crude α-glucosyl  glycerol  โดยมีคาอยูในชวง   86.80 – 122.00  mg/ml. 

 
5.4.3 การทดสอบประสิทธิภาพเอนไซม CGTase ในการสราง  Cyclodextrin 

จากผลการทดลอง พบวา มีปริมาณของ Cyclodextrin  เกิดข้ึน  ซ่ึงแสดงวาเอนไซมท่ีผลิต

ข้ึนจากแบคทีเรีย Bacillus sp. TISTR 908 ในอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Broth Modified (NBM)  

สามารถสังเคราะห Cyclodextrin ได ซ่ึงหมายถึงเอนไซมชนิดนี้คือ เอนไซม CGTase.  
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6. ขอเสนอแนะ 

1. ผลิตภัณฑ α-glucosyl glycerol  ท่ีผลิตไดควรมีการทําการวิเคราะหหาองคประกอบของ  
สาร  α-glucosyl glycerol  ท่ีเกิดข้ึน. 

2.  ควรทดสอบ  Bacillus sp. สายพันธุอ่ืน ๆ  เชน  B. macerans  B.megateaium  
B.ohbensis  กับ แบคทีเรีย  Genus  อ่ืนๆ เชน  Micrococcus  sp. หรือ  Klebsiella  pneumoniae. 

3.  ควรศึกษาวิธีการผลิต  CGTase  และ  α-glucosyl glycerol  ใหมีความบริสุทธ์ิ 
4.  ทดลองใชเทคนิคข้ันสูงข้ึนในการวิเคราะห  เชน  ใช  TLC  HPLC  และ  GC-MS  ใน

การวิเคราะหเอนไซม  CGTase  รวมถึงองคประกอบและปริมาณสารตางๆ ท่ีอยูใน  Crude  α-
glucosyl  glycerol  หรือใหไดผลท่ีละเอียดและแมนยํายิ่งข้ึน. 
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ภาคผนวก   ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
สูตรอาหารเล้ียงเชื้อ   Nutrient  Agar  (NA) 
 

  Peptic  digest  of  animal  tissue   5.00  g / l 
  Beef   extract     1.50  g / l 
  Yeast  extract                  1.50       g / l 
  Sodium  chloride                 5.00       g / l 
  Agar                 15.00  g / l 
 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได  1 ล.  นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ  121  °ซ.  เวลา   15   นาที 
 

สูตรอาหารเล้ียงเชื้อ   Nutrient  Broth  (NB) 
 

Peptic  digest  of  animal  tissue   5.00  g / l 
Sodium  chloride     5.00  g / l 
Beef  extract          1.50  g / l 
 Yeast  extract     1.50  g / l 

 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได  1 ล.  นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ  121 °ซ.  เวลา   15   นาที  
 
สูตรอาหารเล้ียงเชื้อ  Horikoshi  (HS) 
 

Soluble  starch     10.00 g / l                                                        
Yeast  extract      5.00 g / l   
Peptone       5.00 g / l 
K2HPO4       1.00 g / l  
 MgSO4·7H2O      0.20 g / l 
NaCl      10.00 g / l 
 

 แยกสารแตละตัวนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ  121 °ซ.  เวลา   15   นาที ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันท่ี
นึ่งฆาเช้ือแลวใหได  1  ล. ปรับ  pH  ใหได 10  โดย  0.5 M  NaOH. 
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สูตรอาหารเล้ียงเชื้อ   Nutrient  Broth  Modify ( NBM ) 
Peptic  digest  of  animal  tissue   5.00  g / l 
Sodium  chloride                10.00  g / l 
Beef  extract     1.50  g / l 

  Yeast  extract     1.50  g / l 
  Soluble  starch                10.00    g / l    
  K2HPO4                    1.00    g / l 
  MgSO4·7H2O     0.20   g / l 
   
แยกสารแตละตัวนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ  121 °ซ.  เวลา  15  นาที ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันท่ี

นึ่งฆาเช้ือแลวใหได  1  ล . 
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ภาคผนวก   ข 
การเตรียมสารเคมี 

 
การเตรียม  0.5  M  NaOH  ปริมาตร  300  มล. 
 

     NaOH  (Na = 23 , O = 16 , H  = 1)  มวลโมเลกุล =  40 
 

Mole  เทากับ  Normal 
 

 
    

                        ภาพท่ี  ข – 1   สูตรคํานวณนอรมอล 
 

       N  =   40  x  0.5  x  0.3  =   6   g. 
 

การเตรียม  Iodine  reagent   ปริมาตร  1 ล. 
 

  ช่ัง  KI      2   g 
 และ ช่ัง  I2    0.2   g  ละลายในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรโดย  Volumetric ให
ได  1  ล. 

 
การเตรียม  0.5 N  acetic  acid   ปริมาตร  500  มล. 
 

วิธีการเตรียม       0.5 N     =     0.5 M 
 Acetic   acid    มี   Density    =   1,050/1,000 ml   =  1.05   กก./ล.   
 Acetic   acid    มี   Density    =   1,050/60.05        =   17.49 M   และมีเนือ้สาร  

99.8 % 
 หมายความวาท่ีปริมาตร  100  ml   มี  Acetic  acid   99.8   ml 

 

  จากสูตร   
 

ภาพท่ี  ข - 2  สูตรการคํานวณ  0.5 N  acetic  acid   

  

สูตร   N  =  มวลโมเลกุล x นอรมัลท่ีตองการ x ปริมาตรท่ีตองการ (ล.) 

M1V1  =  M2V2 
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    (17.49) V1 =     (0.5)(500) 
                 V1 =    14.2938    ประมาณ  14.30  มล. 

 

ดังนัน้   ดูด   Acetic  acid  14.30  มล.  ปรับปริมาตรใหได  500  มล.   โดยนํ้ากล่ัน   (เทกรด
ลงน้ํา) 
การเตรียม  Amylose  2 ก./ล. ละลายใน 0.05 M glycine – sodium  hydroxide  buffer  
(pH 9.0) 
 

  Amylose    2  g (2,000  mg)         Glycine – sodium   hydroxide    1 L 
(1,000 ml) 
   มี Amylose   อยู 52   mg                       ตองใช  Glycine – sodium   hydroxide  =  
26.0 ml 
 

ดังนัน้ ช่ัง  Amylose     52   mg   ละลายใน  Glycine – sodium   hydroxide    26.0   ml 
 
การเตรียมไกลซีน – โซเดียมไฮดรอกไซดบัฟเฟอร  (Glycine-NaOH  buffer) ตามวิธีของ  
Gomori  (1995  อางโดย  Perrin  and  Dempsey , 1974) 
 

เตรียมไดจากการผสมสารละลาย  A 25 มล.  และสารละลาย   B x ml  เพื่อใหได  
pH  ตามตองการ 

 

 สารละลาย  A  :  0.05 M  glycine  ( Glycine  3.75  ก. ละลายในน้ํากล่ันใหไดปริมาตร  1 
ล.) 
 สารละลาย  B  :  0.05 M   NaOH   ( NaOH   2.00  ก. ละลายในนํ้ากล่ันใหไดปริมาตร  1  
ล.) 
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ตารางท่ี  ข - 1  คาความเปนกรด - เบส (pH) 
 

การเตรียม  0.05 M  acetate buffer  pH 6 
  ใช    Sodium   acetate  anhydrous           4.1    g / L 
                   Acetate  acid  , Glacial             ประมาณ   150    μl 
   ปรับปริมาตรใหได      1  L    pH = 6 

 การเตรียม  0.1 M  HCl  ปริมาตร  50  มล. 

  นั่นคือ   กรด 100 g   มี  HCl  อยู  32 g  หรือ   32 / (1 + 35.5)   =  32/36.5   =   
0.877 mol 
 จากคาความหนาแนนสามารถคํานวณปริมาตรของกรด 100 ก. ไดจาก 100 ก. / 1.16 ก./มล. 
= 86.2 มล.  หรือคิดเปนโมลตอลิตรได  0.877 mol / 0.0862 L  =  10.2  M  ถาตองการเตรียมกรด   
0.1 M  HCl  ปริมาตร 50 มล.   สามารถคํานวณจากสูตร 

                 

    ภาพท่ี ข - 3  สูตรการคํานวณ  0.1 M  HCl   

พีเอช B (ml) 
8.6 
8.10 
9.0 
9.2 
9.4 
9.6 
9.8 
10.0 
10.4 
10.6 

2.0 
3.0 
4.4 
6.0 
8.4 
11.2 
13.6 
16.0 
19.3 
22.75 

สูตร   C1V1   =   C2V2 
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  ดังนั้น  V1 = 0.1 x 50 / 10.2  =  0.49 ml 
  ดูด   HCl  0.49  ml  ใสลงไปใน  Beaker  ท่ีมีนํ้ากล่ันประมาณ 500 ml พรอมท้ัง
กวน ตลอดเวลา   ท้ิงไวใหเย็น 
 
 การเตรียม 50 mM TEAH (Tetraethylammonium  hydroxide) ปริมาตร  50 ml 
 

  50 mM TEAH (Tetraethylammonium  hydroxide) ปริมาตร  1  ล. 
  สูตรเคมี   C8 - H20 - N. OH 
  มวลโมเลกุล  =  (12x8) + (1x20) + 14 + 16 +1  =  147.26 
  สูตรคํานวณ            mol  =  g / MW 
       50  mM   =  50 x 10-3  
  ดังนัน้              50 x 10-3 M =  g / MW 
                g     =   (50 x 10-3) (147.26)   =  7.363 g/l 
  แสดงวา  ในน้าํ   1,000  ml   จะมี  TEAH   7.363 g 
     ถา           50   ml   จะมี  TEAH  =  (7.363 x 50)/1,000  =  0.368 g 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      C1   =   10.2  M 
      V1   =   ? ml 
      C2   =   0.1  M 
      V2   =  50  ml 
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ภาคผนวก   ค 
สารเคมี 

 
 

Nutrient  Broth   ยี่หอ  HIMEDIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ค - 1    Nutrient  Broth   ยี่หอ  HIMEDIA. 
 
 
 

Nutrient  Agar  ยี่หอ  HIMEDIA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี   ค - 2   Nutrient  Agar  ยี่หอ  HIMEDIA. 



 91 

 
Soluble  starch     

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี   ค - 3   Soluble  starch. 

 
 

Yeast  extract   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี  ค - 4    Yeast  extract. 



 92 

 
Peptone  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี  ค - 5    Peptone. 

 
 

K2HPO4    
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี  ค - 6    K2HPO4 
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MgSO4·7H2O     
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ค - 7    MgSO4·7H2O. 

 
 

NaCl   

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี  ค - 8    NaCl. 
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Sodium  hydroxide  (NaOH)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี ค - 9    Sodium  hydroxide  (NaOH). 

 
Amylose    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         
รูปท่ี  ค - 10  Amylose. 
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Glycine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี ค - 11  Glycine. 
 

 
 

Acetic  acid , Glacial 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
   รูปท่ี  ค - 12  Acetic  acid , Glacial. 
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Iodine (I2) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

    รูปท่ี  ค - 13     Iodine (I2). 

 
 

โพแทสเซียมไอโอไดด  (KI) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี ค - 14    โพแทสเซียมไอโอไดด  (KI). 
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Glycerol  87% 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี  ค - 15  Glycerol 87%. 
     

 
Ethanol  95% 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปท่ี  ค - 16  Ethanol  95%. 
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Isopropanol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ค - 17  Isopropanol. 
  
 
 Hexane 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ค - 18  Hexane. 
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Acetylacetone 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ค - 19  Acetylacetone. 
 

 
 Ammonium  acetate 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ค - 20  Ammonium  acetate. 
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ภาคผนวก  ง 
วัสดุอุปกรณและเครื่องมอื 

 
กระบอกตวง  (Cylinder) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี ง - 1  กระบอกตวง  (Cylinder). 
 

 
จานเล้ียงเชื้อ  (Plate) ขนาดเสนผาศูนยกลาง  9  cm 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
         รูปท่ี ง - 2  จานเล้ียงเชือ้  (Plate) ขนาดเสนผานศูนยกลาง  9  cm. 
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ขวดปรับปริมาตร  (Volumetric flask)   

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปท่ี  ง – 3   ขวดปรับปริมาตร  (Volumetric  flask). 
 

 
 

หลอดทดลองฝาเกลียว (Test  tube) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี ง - 4    หลอดทดลองฝาเกลียว (Test  tube). 



 102 

ขวดรูปชมพู  (Erlenmeyer flask) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี  ง - 5  ขวดรูปชมพู  (Erlenmeyer flask). 
 

 
บีกเกอร  (Beaker) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี ง - 6   บีกเกอร  (Beaker). 
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ขวดแกวปากกวางฝาเกลียว   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

รูปท่ี  ง - 7  ขวดแกวปากกวางฝาเกลียว. 
 

Appendrop 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี  ง - 8  Appendrop. 
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ขวดน้ํากล่ัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี ง - 9  ขวดนํ้ากล่ัน. 
 
 

ไมโครปเปต  (Micropipette) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 รูปท่ี  ง - 10  ไมโครปเปต  (Micropipette). 
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ตะเกียงแอลกอฮอล 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     รูปท่ี  ง - 11  ตะเกียงแอลกอฮอล. 

 
 

Magnetic 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

     รูปท่ี  ง - 12  Magnetic. 
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ฟอยลอะลูมิเนียม   
 
 
 
 
 
 
 
 

 

     รูปท่ี ง - 13  ฟอยลอะลูมิเนียม. 
 

 
 Loop 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ง - 14  Loop. 
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 กระดาษกรอง  เบอร 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ง - 15  กระดาษกรอง  เบอร 2. 
 

 
 
 กระบอกฉีดพนแอลกอฮอล  (Foggy) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ง - 16  กระบอกฉีดพนแอลกอฮอล  (Foggy). 
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นาฬิกาจับเวลา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ง - 17  นาฬิกาจับเวลา. 
 
 

 
แทงแกวกวนสาร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ง - 18  แทงแกวกวนสาร. 
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Vortex  mixture  รุน  KMC – 1300V 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี  ง - 19  Vortex  mixture   รุน  KMC – 1300V. 

 
 

ตูเขี่ยเชื้อ  (Laminar air flow)  รุน  CTL 101 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ง - 20  ตูเขี่ยเชื้อ  (Laminar air flow)  รุน  CTL 101. 
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เคร่ืองเขยา  (Shaker) รุน  Seriker II 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ีง - 21  เคร่ืองเขยา  (Shaker)  รุน  Seriker II. 
 

 
Hot  plate  stirrer รุน  HTS – 1003 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี ง - 22  Hot  plate  stirrer  รุน  HTS – 1003. 
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ตูอบลมรอน  (Hot air oven)  ยี่หอ  memmert  รุน  UNB 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

           รูปท่ี ง - 23  ตูอบลมรอน  (Hot air oven)  ยี่หอ  memmert  รุน  UNB. 

 
 

ตูบมเชื้อแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Incubator)  ยี่หอ  Scientific  รุน  Series  2000 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ง - 24  ตูบมเชื้อแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Incubator)  ยี่หอ  Scientific  รุน  Series  2000. 
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อางควบคุมอุณหภูมิ  (Water  bath) รุน  series  2000 

 
 

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ง - 25  อางควบคุมอุณหภูมิ  (Water  bath) รุน  series  2000. 

 
 

 
เคร่ืองเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Shaking  incubator)  รุน  VS – 8480SPN 
 

 

 
 
 
 
 
 
  

 
 

รูปท่ี  ง - 26  เคร่ืองเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Shaking  incubator)  รุน  VS – 8480SPN. 
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หมอนึ่งความดันไอน้าํ  (Autoclave)  ยี่หอ  Yamato รุน SP 300 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ง - 27  หมอนึ่งความดันไอน้าํ  (Autoclave)  ยี่หอ  Yamato รุน SP 300. 
 
 
 
 

เคร่ืองนับจํานวนโคโลนี   (Colony  counter)  รุน  8502-2092 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี ง - 28  เคร่ืองนับจํานวนโคโลนี  (Colony  counter)  รุน  8502-2092. 
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เคร่ืองวัดความเปนกรด - เบส  (pH  meter) รุน  1539931  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 

       รูปท่ี  ง - 29  เคร่ืองวัดความเปนกรด - เบส (pH  meter)  รุน  1539931.   

 

เคร่ืองชั่งน้ําหนัก  2  ตําแหนง  ยี่หอ  FX – 2000i 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 รูปท่ี ง - 30  เคร่ืองชัง่น้ําหนัก  2  ตําแหนง  ยี่หอ  FX – 2000i. 
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เคร่ืองชั่งน้ําหนัก  4  ตําแหนง  ยี่หอ  Sartorius  A 200S 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  ง – 31    เคร่ืองชั่งน้ําหนัก  4  ตําแหนง  ยี่หอ  Sartorius  A 200S. 
 
 
 
เคร่ืองปนเหว่ียงความเร็วสูงระบบทําความเย็น  รุน Suprema  25   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี  ง - 32  เคร่ืองปนเหว่ียงความเร็วสูงระบบทําความเย็น รุน Suprema  25. 
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เคร่ืองวัดคาการหักเหของแสง  (Spectrophotometer)  รุน UVIKON 2 

 
 

 
 
 
 
 
 
รูปท่ี  ง - 33  เคร่ืองวัดคาการหักเหของแสง  (Spectrophotometer)  รุน UVIKON 2. 

 
 
 

ตูดูดควัน  (Hood) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

   รูปท่ี ง - 34  ตูดูดควัน  (Hood). 
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เคร่ืองกล่ัน ระเหยแหง  (Evaporator)   

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  ง – 35   เคร่ืองกล่ัน ระเหยแหง  (Evaporator). 

 

 เคร่ืองชั่ง (Balance) รุน  HP  0021 - 45 

 

           
           
           

 

 

           
    

รูปท่ี ง - 36  เคร่ืองชัง่ (Balance) รุน  HP  0021 – 45. 
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ภาคผนวก  จ 
วิธีการยอมแกรม 

 
 

การยอมสีแกรมแบคทีเรีย 
 

การยอมแกรมเปนเทคนิคในการศึกษาจุลินทรีย โดยดูสีท่ียอมติดกับตัวจุลินทรียลักษณะ
การยอมติดท่ีตัวเซลลเปนแบบ differential strain ซ่ึงเปนการใชสียอมมากกวาหนึ่งชนิด สีจะติดตาม
ไซโตพลาสซึมและผนังเซลลทําใหเห็นความแตกตางระหวางเซลลแบคทีเรียชนิดตางๆ ได. 

 
1.  การยอมสีแกรม 
ผูท่ีคิดคนการยอมสีวิธีนี้คือ Hans Christian Gram ในป ค.ศ. 1884 ผลของการยอมสีแกรม

ทําใหจําแนกแบคทีเรียออกได 2 กลุม คือ  
 

1. แกรมบวก (Gram Positive) แบคทีเรียท่ียอมติดสีน้ําเงินมวง. 
2. แกรมลบ (Gram Negative) แบคทีเรียท่ียอมติดสีแดง. 
 
2.  สีและสารละลายท่ีใชท้ังหมด 
 

1. Crystal violet. 
2. สารละลายไอโอดีน. 
3. เอท ธิลแอลกอฮอล 95%. 
4. Safranin. 
5. น้ํากล่ัน. 

 

3.  วิธีการยอมแกรม 
 

1.  smear เช้ือท่ีตองการยอมลงบนสไลดท่ีสะอาด ท้ิงใหแหง จากนั้นตรึงตัวเซลลดวยการ
ผานเปลว ไฟ (ระวังเซลลจะแตกตายกอนดวย) การตรึงเซลลจะชวยใหเซลลแหงติดกับ
แผนกระจกสไลด. 

2.  หยด Ammonium oxalate crystal violet บนเช้ือท่ี smear นานประมาณ 1 - 2 นาที แลวเท
สีท้ิง. 
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3.  หยดสารละลายไอโอดีนตามลงไปนานประมาณ 2 นาทีแลวเททิ้ง สารละลายไอโอดีน
จะชวยใหเซลลยอมติดสีไดดีข้ึน. 

4.  ข้ันตอนนี้เรียกวา Decolorized โดยการลางสีดวยเอทิลแอลกอฮอล 95% นาน 30 วินาที  
แลวจึงตามดวยน้ํากล่ัน. 

5.  หยดสี  Safranin  บนเช้ือนานประมาณ 15-30 วินาที   ลางสีดวยน้ํา แลวจึงมองเซลลผาน
ทางกลองจุลทรรศน. 

 
4. ลักษณะการเปล่ียนแปลงระหวางการยอมแกรมของแบคทีเรีย 

ตารางท่ี  จ – 1   ลักษณะการเปล่ียนแปลงระหวางการยอมแกรมของแบคทีเรีย 
ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้น สีและสารละลายท่ีใช 

แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ 

1. Ammonium oxalate 
crystal violet 

เซลลติดสีมวง เซลลติดสีมวง 

2.  สารละลายไอโอดีน สารละลายไอโอดีนรวมกับ crystal  
violet เปนสารประกอบที่มีโมเลกุล
ขนาดใหญภายในเซลลยังติดสีมวง 

สารละลายไอโอดีนรวมกับ crystal  
violet เปนสารประกอบที่มีโมเลกุล
ขนาดใหญภายในเซลลยังติดสีมวง 

3. เอธิลแอลกอฮอล  95% ไซโตพลาสซึมและผนังเซลลสูญเสีย
นํ้า  จึงเกิดการเหี่ยวหดตัว  ทําใหรู
ของผนังเซลลมีขนาดเล็กสาร 
ประกอบของสีซึ่งมีโมเลกุลขนาด
ใหญไมสามารถละลายออกมาได
เซลลจึงติดสีมวง 

สารพวกลิปดที่ผนังเซลล ถูกละลาย
ออกไป  ทําใหรูของผนังเซลลมีขนาด
ใหญขึ้น  สารละลายของสีจึงสามารถ
ละลายออกจากเซลลได  เซลลไมติดสี 

4. Safranin เซลลไมทําปฏิกิริยากับสีน้ี  เซลลติดสี
มวงตามเดิม 

เซลลติดสีแดงของ  Safranin 

 
 

5.  หลักเกณฑในการยอมแกรม 
 

1.  เซลลปกติ ( vegetative cell ) เทานั้นท่ีติดสีแกรมบวกหรือแกรมลบ แตถาเซลลเกิดแตก
ข้ึนมาจะ  ติดสีเฉพาะแกรมลบเทานั้น. 

2.  การยอมแกรมตองใช crystal violet และสารละลายไอโอดีนเสมอ. 
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3.  แบคทีเรียเทานั้นท่ีใหผลตางกันในการยอมแกรม แตจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ จะติดสียอมแก
รมอยาง ใดอยางหนึ่งเทานั้น เชน เซลลยีสตจะติดสีแกรมบวก. 

4.  การยอมสีแกรมสามารถเปล่ียนแบคทีเรียแกรมบวกเปนแกรมลบได แตไมสามารถ
เปล่ียน แบคทีเรียแกรมลบไปเปนแกรมบวกได. 

5.  ไซโตพลาสซึมติดสีแกรมลบเทานั้น. 
6.  แบคทีเรียแกรมบวกถูกลางสียากกวาแกรมลบ. 
7.  สปอรท่ียังไมเจริญเต็มท่ี (immature endospore) จะติดสีแกรมบวก สวนสปอรท่ีเจริญ

เต็มท่ี         (mature endospore) ไมติดสีแกรม. 
6.  การเตรียมสีในการยอมแกรม 
6.1 Ammonium oxalate crystal violet 

เตรียมสารละลาย Gram's crystal violet และAmmonium oxalate ผสมเขาดวยกัน 
วิธีการเตรียมทําตามข้ันตอนตอไปนี้ 

 

6.1.1 เตรียม Gram's crystal violet 
- Crystal violet 2.0 กรัม 
- เอทธิลแอลกอฮอล 20.0 มิลลิลิตร  ใหทําการละลาย Crystal violet ในเอทธิล

แอลกอฮอล. 
6.1.2 เตรียม Ammonium oxalate 

- Ammonium oxalate , C.P 0.8 กรัม 
- น้ํากล่ัน 80.0 มิลลิลิตร  ละลาย Ammonium oxalate ในน้ํากล่ัน. 
เม่ือไดท้ัง Gram's crystal violet และ Ammonium oxalate แลว จากนั้นใหผสม

สารละลาย 
ท้ังสองเขาดวยกันและคนใหเขากัน. 
6.2 สารละลายไอโอดีน 

- Iodine , C.P 1.0 กรัม. 
- Potassium Iodide, C.P ( KI ) 2.0 กรัม. 
- น้ํากล่ัน 300.0 มิลลิลิตร. 
ผสม Iodine และ Potassium Iodide ในโกรง ใชสากบดใหละเอียด แลวจึงคอยๆ

เติมน้ํากล่ัน 
ลงไป ผสมใหเปนเนื้อเดียวกับน้ําน้ํากล่ัน. 
6.3 Safranin 
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- Safranin 0.25 กรัม 
- เอทิลแอลกอฮอล 10.00 มิลลิลิตร. 
- น้ํากล่ัน 100.00 มิลลิลิตร. 
ละลาย Safranin ในเอทธิลแอลกอฮอล แลวจึงเติมน้ํากล่ัน และทําการคนใหเขากัน 

จากนั้น 
จีงกรองผานกระดาษกรองเอาแตสวนท่ีเปนของเหลวสีแดงไปใช. 
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ภาคผนวก  ฉ 
ขอมูล OD และกราฟมาตรฐาน 

 
การวัดคาการดูดกลืนแสง  (OD) สําหรับการหาปริมาณเอนไซม  CGTase 

 

1. ใสน้ํากล่ันลงใน Cuvette ท่ี 1 และ 2 ในชอง R (Reference) และ S (Sample) 
ตามลําดับ.  

2. Set  auto  zero  แลวเอา Cuvette น้ํากล่ันในชอง S (Sample) ออก  จากนั้นใส         
Blank ลงไปแทน. 

3. วัดคา  OD ของ Blank ท่ี  700  nm  แลวบันทึกคาท่ีไดเทากับ  0.08. 
4. ใส  Reaction  mixture  จากการทดลองตางๆ ลงไปแทนใน  Cuvett  Blank 
5. วัดคา  OD  ท่ี  700  nm  แลวบันทึกคาไว. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ตารางท่ี  ฉ – 1  คาการดูดกลืนแสงท่ี  700 nm  ของเชื้อ  Bacillus   circulans  TISTR 1923 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เชื้อ / อาหารเล้ียงเชื้อ / 
อุณหภูมิ 

ชั่วโมง
ที่ 

คา OD ที่ 700 
nm 

% การลดลง
ของสี 

ปริมาณ
เอนไซม 

 

0 hr 0.034 54.36 0.544 
12 hr 0.031 58.33 0.583 
24 hr 0.023 68.71 0.687 
36 hr 0.025 66.91 0.669 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.638 
0.104 
0.742 
0.534 

48 hr 0.020 73.08 0.731 
60 hr 0.017 77.00 0.770 

Bacillus   circulans   
TISTR 1923 NB 30 

°C 
 

72 hr 0.039 48.30 0.483 
 

0 hr 0.037 50.72 0.507 
12 hr 0.028 62.49 0.625 
24 hr 0.016 78.68 0.787 
36 hr 0.031 59.04 0.590 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.646 
0.089 
0.736 
0.557 

48 hr 0.025 66.32 0.663 
60 hr 0.027 63.57 0.636 

Bacillus   circulans   
TISTR 1923 NB 37 

°C 
 

72 hr 0.021 71.67 0.717 
 

0 hr 0.025 66.11 0.661 
12 hr 0.024 68.48 0.685 
24 hr 0.020 72.99 0.730 
36 hr 0.022 70.74 0.707 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.695 
0.038 
0.733 
0.657 

48 hr 0.019 74.42 0.744 
60 hr 0.027 63.52 0.635 

 

Bacillus  circulans  
TISTR1923  NBM 

30°C 
 

72 hr 0.022 70.15 0.701  
0 hr 0.036 51.67 0.517 
12 hr 0.022 70.34 0.703 
24 hr 0.0180 76.08 0.761 
36 hr 0.015 80.25 0.802 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.690 
0.126 
0.816 
0.565 

48 hr 0.021 71.60 0.716 
60 hr 0.014 81.63 0.816 

Bacillus   circulans  
 TISTR 1923  NBM 
37 °C 

 

72 hr 0.036 51.65 0.517 
 

hr 0.024 67.65 0.676 
12 hr 0.022 70.02 0.700 
24 hr 0.020 73.47 0.735 
36 hr 0.028 63.02 0.630 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.620 
0.179 
0.800 
0.441 

48 hr 0.024 68.63 0.686  
60 hr 0.023 69.56 0.696 

Bacillus   circulans   
TISTR 1923  HS 

30°C 

72 hr 0.058 22.00 0.220  
0 hr 0.025 66.28 0.663 
12 hr 0.041 44.86 0.449 
24 hr 0.024 67.38 0.674 
36 hr 0.024 67.42 0.674 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.638 
0.088 
0.726 
0.550 

48 hr 0.022 71.00 0.710 
60 hr 0.024 68.32 0.683 

Bacillus   circulans   
TISTR 1923  HS 37 

°C 

72 hr 0.029 61.35 0.613 
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ตารางท่ี  ฉ – 2  คาการดูดกลืนแสงท่ี  700 nm  ของเชื้อ  Bacillus  sp. TISTR 908 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            
         
  
 
 
 
 
 
 

 
 
 

เชื้อ / อาหารเล้ียง
เชื้อ / อุณหภูมิ 

ชั่วโมง
ที่ 

คา OD ที่ 700 
nm 

% การ
ลดลงของสี 

ปริมาณ
เอนไซม 

 

0 hr 0.026 65.67 0.657 
12 hr 0.023 68.89 0.689 
24 hr 0.022 71.26 0.713 
36 hr 0.034 54.05 0.541 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.616 
0.071 
0.687 
0.545 

48 hr 0.031 58.45 0.585 
60 hr 0.031 59.21 0.592 

Bacillus  sp. 
TISTR 908 NB 30 

°C 
 

72 hr 0.035 53.48 0.535 
 

0 hr 0.023 69.77 0.698 
12 hr 0.030 59.71 0.597 
24 hr 0.024 67.93 0.679 
36 hr 0.022 71.22 0.712 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.678 
0.042 
0.720 
0.636 

48 hr 0.023 69.14 0.691 
60 hr 0.021 71.86 0.719 

Bacillus  sp. 
TISTR 908 NB 37 

°C 
 

72 hr 0.026 65.24 0.652 
 

0 hr 0.024 67.77 0.678 
12 hr 0.015 80.31 0.803 
24 hr 0.025 66.60 0.666 
36 hr 0.025 66.30 0.663 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.677 
0.072 
0.749 
0.605 

48 hr 0.033 55.59 0.556 
60 hr 0.023 69.40 0.694 

 

Bacillus   sp. 
TISTR 908 NBM 

30°C 
 

72 hr 0.024 67.95 0.680  
0 hr 0.016 78.40 0.784 
12 hr 0.014 81.95 0.819 
24 hr 0.010 86.96 0.870 
36 hr 0.028 62.61 0.626 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.711 
0.108 
0.819 
0.603 

48 hr 0.024 67.43 0.674 
60 hr 0.030 60.43 0.604 

Bacillus  sp. 
TISTR 908 NBM 

37 °C 
 

72 hr 0.024 67.44 0.674 
 

hr 0.032 57.02 0.570 
12 hr 0.022 70.77 0.708 
24 hr 0.032 56.95 0.569 
36 hr 0.050 32.87 0.329 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.562 
0.126 
0.688 
0.436 

48 hr 0.023 69.37 0.694  
60 hr 0.035 53.54 0.535 

Bacillus sp. 
TISTR 908 

HS 30°C 

72 hr 0.035 52.96 0.530  
0 hr 0.045 39.56 0.396 
12 hr 0.025 66.03 0.660 
24 hr 0.032 56.82 0.568 
36 hr 0.039 48.57 0.486 

Average 
SD 

Average+SD 
Average-SD 

0.552 
0.089 
0.642 
0.463 

48 hr 0.027 63.47 0.635 
60 hr 0.034 55.15 0.552 

Bacillus sp. 
TISTR908 
HS 37 °C 

72 hr 0.032 56.98 0.570 
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กราฟมาตรฐานของ  Glycerol  87% 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
รูปท่ี  ฉ - 1  กราฟมาตรฐานของ  Glycerol  87%. 

 
 

OD ท่ี 410 nm Gly Conc. 
0 0 

0.0571 1 
0.1146 2 
0.2408 4 
0.3925 6 
0.5134 8 
0.6592 10 

กราฟมาตรฐาน  Glycerol  87 % 
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ตารางท่ี  ฉ - 3  คา  OD   ท่ี  410  nm  ของ Glycerol 87% 
 

ผลจากการหาปริมาณ  Glycerol  หลังทําปฏิกิริยา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Flask OD ท่ี 410 nm Gly Conc. 
1 0.1770 2.8324 
2 0.1883 3.0031 
3 0.1743 2.7913 
4 0.1854 2.9585 
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ภาคผนวก  ช 
ตารางผลการทดลอง 

 
 

 หนวย  :  log CFU/ml 

ตารางท่ี  ช - 1  คาการเจริญของ Bacillus  circulans  TISTR 1923 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

เวลา  (ชั่วโมง) 
อาหาร ,อุณหภูมิ 

0 3 6 12 24 36 48 60 72 

NB, 30°C   9.30 9.67 9.77 10.09 10.28 9.80 9.10 8.85 7.79 

NB, 37°C    8.30 9.05 9.76 10.15 10.31 9.86 9.00 8.90 8.85 

NBM, 30°C   8.69 8.85 9.00 9.13 10.41 10.29 9.68 9.32 7.82 

NBM, 37°C    8.48 8.68 9.82 9.97 10.43 9.97 9.71 9.32 7.70 

HS, 30°C   8.35 8.62 9.10 9.97 10.33 9.75 9.21 8.70 8.68 

HS, 37°C    8.73 9.83 9.96 10.21 10.45 10.21 10.01 8.76 8.18 
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 หนวย  :  log CFU/ml 

ตารางท่ี  ช - 2  คาการเจริญของ Bacillus  sp. TISTR 908 

 

* หนวย  :  unit/ml 
 

ตารางท่ี  ช - 3  คาการวัดปริมาณ CGTase ของ Bacillus  circulans TISTR 1923 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

เวลา  (ชั่วโมง)  

อาหาร , อุณหภูมิ 
0 12 24 36 48 60 72 

คาเฉลี่ย 
(Average) 

สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

(SD) 

NB, 30°C 0.54 0.58 0.69 0.67 0.73 0.77 0.49 0.64 0.10 

NB, 37°C 0.51 0.63 0.79 0.59 0.66 0.64 0.72 0.65 0.09 

NBM, 30°C 0.66 0.69 0.73 0.71 0.74 0.64 0.70 0.70 0.04 

NBM, 37°C 0.52 0.70 0.76 0.80 0.72 0.82 0.52 0.70 0.13 

HS, 30°C 0.68 0.70 0.74 0.63 0.69 0.70 0.22 0.62 0.18 

HS, 37°C 0.66 0.45 0.67 0.67 0.71 0.68 0.61 0.64 0.09 

เวลา  (ชั่วโมง)  

อาหาร , อุณหภูมิ 0 12 24 36 48 60 72 

คาเฉลี่ย 
(Average) 

สวนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน  (SD) 

NB, 30 °C 0.66 0.69 0.71 0.54 0.59 0.59 0.54 0.62 0.07 

NB, 37 °C 0.70 0.60 0.68 0.71 0.69 0.72 0.65 0.68 0.04 

NBM, 30 °C 0.68 0.80 0.67 0.66 0.56 0.69 0.68 0.68 0.07 

NBM, 37 °C 0.78 0.82 0.87 0.63 0.67 0.60 0.67 0.72 0.10 

HS, 30 °C 0.57 0.71 0.57 0.33 0.69 0.54 0.53 0.56 0.13 

HS, 37 °C 0.40 0.66 0.57 0.49 0.64 0.55 0.57 0.55 0.09 
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 หนวย  :  unit/ml 
 

ตารางท่ี  ช - 4  คาการวัดปริมาณ CGTase ของ Bacillus  sp. TISTR 908 

 

คาความเปนกรด – ดาง (pH) 

30 °ซ. 37 °ซ. 

 
ชั่วโมง 

 
อาหาร 

ซํ้า 1 ซํ้า 2 คาเฉล่ีย ซํ้า 1 ซํ้า 2 คาเฉล่ีย 

NB 7.16 7.18 7.17 7.21 7.24 7.23 
NBM 6.94 6.78 6.86 7.01 7.01 7.01 

 
0 

HS 9.14 9.3 9.22 9.39 9.03 9.21 
NB 7.17 7.19 7.18 7.32 7.37 7.35 

NBM 6.88 6.77 6.83 5.96 5.82 5.89 
 

12 

HS 8.90 8.70 8.80 8.20 8.08 8.14 
NB 7.95 7.63 7.79 8.32 8.28 8.30 

NBM 6.04 5.89 5.97 5.57 5.54 5.56 
 

24 

HS 7.67 7.00 7.34 6.24 5.72 5.98 
NB 8.16 8.07 8.12 8.35 8.35 8.35 

NBM 5.91 5.86 5.89 5.46 5.42 5.44 
 

36 

HS 7.55 6.82 7.19 5.42 5.38 5.40 
NB 8.53 8.20 8.37 8.42 8.40 8.41 

NBM 5.58 5.58 5.58 5.42 5.37 5.40 
 

48 

HS 6.63 5.92 6.28 5.32 5.27 5.30 
NB 8.54 8.35 8.45 8.47 8.55 8.51 

NBM 5.50 5.51 5.51 5.42 5.34 5.38 
 

60 

HS 6.94 5.36 6.15 5.29 5.25 5.27 
NB 8.62 8.64 8.63 8.85 8.80 8.83 

NBM 5.33 5.46 5.40 5.32 5.25 5.29 
 

72 

HS 6.32 5.62 5.97 5.27 5.24 5.26 
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ตารางท่ี  ช – 5  คาความเปนกรด – เบส  (pH)  ของ  Bacillus  circulans  TISTR 1923 

 
 
 
 

คาความเปนกรด – ดาง (pH) 

30 °C 37 °C 

 
ชั่วโมง 

 
อาหาร 

ซํ้า 1 ซํ้า 2 คาเฉล่ีย ซํ้า 1 ซํ้า 2 คาเฉล่ีย 

NB 7.39 7.31 7.35 7.31 7.36 7.34 
NBM 7.37 7.45 7.41 7.33 7.32 7.33 

 
0 

HS 8.89 9.13 9.01 9.05 9.01 9.03 
NB 7.60 7.81 7.71 7.57 7.61 7.59 

NBM 7.43 7.48 7.46 7.81 7.66 7.74 
 

12 

HS 8.22 8.30 8.26 8.37 8.35 8.36 
NB 8.11 8.13 8.12 8.33 8.48 8.41 

NBM 8.05 8.30 8.18 8.39 8.53 8.46 
 

24 

HS 8.35 8.39 8.37 8.51 8.39 8.45 
NB 8.35 8.48 8.42 8.61 8.64 8.63 

NBM 8.20 8.43 8.32 8.70 8.68 8.69 
 

36 

HS 8.56 8.51 8.54 8.84 8.75 8.80 
NB 8.67 8.58 8.63 8.84 8.73 8.79 

NBM 8.06 8.78 8.42 8.86 8.80 8.83 
 

48 

HS 8.94 8.85 8.90 9.04 9.03 9.04 
NB 8.94 8.87 8.91 8.87 8.95 8.91 

NBM 8.24 8.83 8.54 8.98 8.80 8.89 
 

60 

HS 9.04 8.90 8.97 9.38 9.14 9.26 
NB 9.11 8.95 9.03 9.30 9.01 9.16 

NBM 8.48 8.85 8.67 9.07 9.02 9.05 
 

72 

HS 9.13 9.17 9.15 9.44 9.20 9.32 
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ตารางท่ี ช – 6  คาความเปนกรด – เบส (pH) ของ  Bacillus  sp.  TISTR 908 

 
 หนวย  :  unit/ml 
 

ตารางท่ี  ช – 7   ปริมาณ CGTase ท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุท่ีถูกคัดเลือก 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

Bacillus  sp. TISTR 908 อาหาร Nutrient Broth Modified (NBM) อุณหภูมิ  37 °C 

ชั่วโมง ปริมาณเอนไซม ชั่วโมง ปริมาณเอนไซม    ชั่วโมง ปริมาณเอนไซม 

12 0.79 21 0.81 29 0.76 

13 0.79 22 0.80 30 0.72 

14 0.80 23 0.85 31 0.70 

15 0.79 24 0.87 32 0.67 

16 0.82 25 0.86 33 0.69 

17 0.81 26 0.84 34 0.66 

18 0.84 27 0.78 35 0.65 

19 0.83 28 0.80 36 0.64 

20 0.79  

OD ท่ี 700 nm 
Flask 

ซํ้า 1 ซํ้า 2 
คาเฉล่ีย % การลดลงของสี 

ปริมาณเอนไซม 
(unit/ml) 

1 0.03 0.03 0.03 62.50 0.63 
2 0.04 0.03 0.04 50.00 0.50 
3 0.05 0.04 0.05 37.50 0.38 
4 0.04 0.04 0.04 50.00 0.50 
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ตารางท่ี  ช – 8  ปริมาณ  CGTase  เพื่อใชสังเคราะห  Crude  α-glucosyl  glycerol 
 

 
 
 

 

 

ปริมาณ 
α-glucosyl  glycerol  

Flask 

กอนทํา
ปฏิกิริยา

(g) 

หลังทํา 
ปฏิกิริยา 

(g) 

Glycerol 
ที่ถูกใช 

(g) 

จํานวน
โมเลกุล 

Glycerol 

ผลิตภัณฑ 
α-glucosyl  

glycerol 

สัดสวน 
α-glucosyl  

glycerol 

จํานวโมเลกุล 
Glycerol ที่ใชสราง  
α-glucosyl  

glycerol 
(g/25ml) (mg/ml) 

Glc - GL 56 % 2.55 x 1021 1.14 45.60 
Glc2 - GL 30 % 1.37 x 1021 1.03 41.20 
Glc3 - GL 11 % 5.02 x 1020 0.52 20.80 
Glc4 - GL 3 % 1.37 x 1020 0.19 7.60 

1 3.5300 2.8324 0.6976 4.56 x 1021 

รวม 100 % 4.56 x 1021 2.88 115.20 
Glc - GL 56 % 1.93 x 1021 0.87 34.80 
Glc2 - GL 30 % 1.03 x 1021 0.77 30.80 
Glc3 - GL 11 % 3.78 x 1020 0.39 15.60 
Glc4 - GL 3 % 1.03 x 1020 0.14 5.60 

2 3.5300 3.0031 0.5269 3.44 x 1021 

รวม 100 % 3.44 x 1021 2.17 86.80 
Glc - GL 56 % 2.70 x 1021 1.21 48.40 
Glc2 - GL 30 % 1.45 x 1021 1.09 43.60 
Glc3 - GL 11 % 5.31 x 1020 0.55 22.00 
Glc4 - GL 3 % 1.45 x 1020 0.20 8.00 

3 3.5300 2.7913 0.7387 4.83 x 1021 

รวม 100 % 4.83 x 1021 3.05 122.00 
Glc - GL 56 % 2.09 x 1021 0.94 37.60 
Glc2 - GL 30 % 1.12 x 1021 0.84 33.60 
Glc3 - GL 11 % 4.11 x 1020 0.43 17.20 
Glc4 - GL 3 % 1.12 x 1020 0.16 6.40 

4 3.5300 2.9585 0.5715 3.74 x 1021 

รวม 100 % 3.74 x 1021 2.37 94.80 

ปริมาณ α-Glucosyl  Glycerol เฉล่ียทั้ง 4 Flask 104.70  mg/ml 


