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บทคดัย่อ 
 

 งานวจิยันีÊมวีตัถุประสงคเ์พืÉอคดัเลอืกแบคทเีรยีกรดแลกติกจากอาหารหมกัดองและศกึษาสภาวะทีÉเหมาะสมต่อ
การผลติเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดสจากแบคทเีรยีกรดแลกตกิ การแยกเชืÊอแบคทเีรยีกรดแลกตกิจากอาหารหมกัดองจํานวน 
54 ตวัอย่าง  โดยใชอ้าหารเลืÊยงเชืÊอ de Man Rogosa and Sharpe agar ทีÉม ีBromocresol green เป็นอนิดเิคเตอร ์เพืÉอ
คดัเลอืกโคโลนีทีÉเปลีÉยนสขีองอาหารเลีÊยงเชืÊอจากสเีขยีวเป็นสเีหลอืง พบว่าสามารถแยกเชืÊอบรสิทุธิ Íของแบคทเีรยีไดจ้าํนวน 
64 ไอโซเลต  การศกึษาการผลติเอนไซมไ์กลโคซเิดส 4 ชนิดโดยแบคทเีรยีกรดแลกตกิทีÉแยกได ้พบว่าเชืÊอไอโซเลต RJ16 
สรา้งเอนไซมเ์บต้ากลโูคซเิดสสงูทีÉสุดคอื 12.66 มลิลยิูนิตต่อมลิลลิติร และเชืÊอไอโซเลต RJ46 สรา้งเอนไซมเ์บต้าเอน็อะซทิลิ 
กลูโคซามนิิเดสสงูทีÉสุดคอื 13.11 มลิลยิูนิตต่อมลิลลิติร การศกึษาสภาวะทีÉเหมาะสมต่อการผลติเอนไซมเ์บต้ากลูโคซเิดส
โดยเชืÊอไอโซเลต RJ16 ไดแ้ก่ ระยะเวลาทีÉเหมาะสม อุณหภูมทิีÉใชใ้นการเพาะเลีÊยง พเีอชตั Êงต้นของอาหารเลีÊยงเชืÊอ ชนิด
และปรมิาณของแหล่งคารบ์อนและแหล่งไนโตรเจน พบว่าเชืÊอไอโซเลต RJ16 ผลติเอนไซมเ์บต้ากลูโคซเิดสเพิÉมขึÊนเป็น 2 เท่า 
(25.20 มลิลยินูิตต่อมลิลลิติร) เมืÉอเพาะเลีÊยงในอาหารทีÉมนํีÊาตาลกลโูคสความเขม้ขน้รอ้ยละ 4 เป็นแหล่งคารบ์อนและมเีพป
โตนความเขม้ขน้ รอ้ยละ 25 เป็นแหล่งไนโตรเจน ค่าพเีอชตั Êงตน้ของอาหารเลีÊยงเชืÊอเท่ากบั 6.0 ทีÉอุณหภูม ิ45 oซ นาน 36 
ชั Éวโมง การจดัจําแนกเชืÊอแบคทเีรยีกรดแลกตกิไอโซเลต RJ16 โดยการตรวจสอบลกัษณะสณัฐานวทิยาและชวีเคมพีบว่า
เชืÊอไอโซเลต RJ16 เป็นเชืÊอในสกุล  Pediococcus sp. 
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Abstract  

 

The objectives of this research were isolation of lactic acid bacteria from fermented food and 

determination of the condition for β-glucosidase production from isolated lactic-acid bacteria. Lactic acid bacteria 

were isolated from 54 samples of fermented food using de Man Rogosa and Sharpe agar with bromocresol green 

as indicator. The colonies which gave a color change of the medium from green to yellow were selected and the 

pure cultures of 64 isolates were obtained.  Glycosidase production from isolate lactic acid bacteria was carried  

out. It was found that lactic-acid bacteria isolate RJ16 produced the highest amount of β-glucosidase (12.66 

mU/ml) and isolate RJ46 produced the highest amount of β-N-acetyl-glucosaminidase (13.11 mU/ml). Optimal 

conditions for β-glucosidase of isolate RJ16 were determined e.g. time course, temperature, initial pH of the 

medium, quantity and type of carbon source, quantity and type of nitrogen source.  The results found that β-

glucosidase  production was enhanced twofold (25.20 mU/ml) when lactic-acid bacteria isolate RJ16 was grown 

in the  medium containing 4% as carbon source and 25% as nitrogen source at the initial pH of 6.0, and 

cultivation at 45oC for 36 hours.  The morphological characterization and biochemical tests for lactic-acid bacteria 

identification indicated that isolate RJ16 was the genus Pediococcus sp.  
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บทนํา 
 

เอนไซม์ไกลโคซิเดส (glycosidase) มีอีกชืÉอ
หนึÉงว่า ไกลโคไซด์ไฮโดรเลส (glycoside hydrolase)  

สามารถพบไดท้ั Êงพชืและสตัวร์วมไปถงึในจุลนิทรยี์ และ
พบไดท้ั ÊงทีÉเป็นเอนไซมท์ีÉผลติภายในเซลล ์(intracellular 

enzyme) และเอนไซม์ทีÉผลติแลว้ถูกปลดปล่อยออกมา
นอกเซลล ์(extracellular enzyme) เอนไซมเ์บต้ากลูโคซิ
เดสเป็นเอนไซม์ชนิดหนึÉงในกลุ่มไกลโคซเิดส ถูกจดัอยู่
ในกลุ่ม E.C. 3.2.1.21 ทําหน้าทีÉเร่งปฏิกิริยาการเกิด
ไฮโดรไลซิสทีÉตําแหน่งพันธะกลูโคซิดิก ย่อยสลาย
คาร์โบไฮเดรตซึÉงเป็นโพลเิมอรข์องนํÊาตาลให้กลายเป็น
โอลิโกแซคคาไรด์หรือโมโนแซคคาไรด์ การจัดกลุ่ม
เอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสตามลําดับของกรดอะมิโนใน
โครงสรา้งแบ่งออกเป็น family 1 และ family 3 โดยเอนไซม ์
ทีÉอยู่ใน family 1 เป็นเอนไซมท์ีÉพบในแบคทเีรยี พชื และสตัว ์
ส่วนเอนไซมใ์น family 3 เป็นเอนไซมท์ีÉพบในแบคทเีรยี
บางชนดิยสีต ์และเชืÊอรา [5,7,10,11] เอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดส 
ไดร้บัการพฒันาและถูกนํามาใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรม

หลายประเภท เช่น อุตสาหกรรมการผลตินํÊาตาล การผลติ 
เครืÉองดืÉม และอุตสาหกรรมอาหารสตัว ์อย่างไรกต็ามใน
กระบวนการผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส  ยังคงมี
อุปสรรคหลายประการทีÉส่งผลให้ต้องมีการพัฒนา
กระบวนการผลติเอนไซม์ ให้ได้ปรมิาณมากตามความ
ตอ้งการ 

แบคทีเรียกรดแลกติกเป็นกลุ่มแบคทีเรียทีÉมี
ลกัษณะทั Éวไป คอื ติดสแีกรมบวก มรีูปร่างลกัษณะเป็น
ทรงกลม รูปแท่ง มีทั ÊงทีÉเป็นแท่งสั Êนและแท่งยาวหรือ
รปูร่างกึÉงแท่งกึÉงทรงกลม ไม่เคลืÉอนทีÉ สว่นใหญ่ไม่สรา้งสปอร ์
ยกเวน้ในจนีัส Sporolactobacillus ไม่สร้างเอนไซม์คะ
ตาเลส (catalase) บางชนิดสรา้งเอนไซมค์ะตาเลสเทยีม 
(pseudocatalase) ซึÉงขาดกลุ่ม porphyrin ขาดระบบไซโตโครม 
บางชนิดไม่ต้องการอากาศ (strictly anaerobes) บาง
ชนิดต้องการอากาศในปริมาณน้อยและอาจเป็นพวกทีÉ
เ จ ริญ ในสภาพทีÉ มี อ า ก าศห รือ ไม่ มี อ า ก าศก็ ไ ด ้
(facultative anaerobes) แบคทเีรยีกรดแลกตกิส่วนใหญ่
เป็นเชืÊอประจําถิÉน ไม่ก่อใหเ้กดิโรค พบไดใ้นบรเิวณเยืÉอ
บุภายในท่อทางเดินอาหารช่องคลอดของสตัว์เลีÊยงลูก
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ด้วยนม ในอาหารหมกัดองและผลิตภัณฑ์จากนม [12] 

นอกจากนีÊยงัพบในพชืของเสยี อวยัวะสบืพนัธุ ์ลําไสเ้ลก็
และทางเดนิหายใจของคนและสตัว์ แบคทเีรยีกรดแลกติก
เป็นพวกทีÉมคีวามต้องการสารอาหารทีÉซบัซอ้นค่อนขา้ง
สมบูรณ์ เชืÊอจะเจรญิไดใ้นอาหารทีÉม ีgrowth factor และ
วติามนิหลายชนิด เช่น ไบโอตนิและไรโบฟลาวนิ และส่วน
ใหญ่ต้องการสารอนินทรีย์ในปริมาณค่อนข้างสูง เช่น 
แมงกานีส  แมกนีเซ ียม  ฟอสฟอรสั เป็นต้น  [2,3] 

ปจัจุบนัได้มกีารพฒันาการใช้ประโยชน์ของแบคทเีรยี
กลุ่มนีÊเพืÉอใช้เป็นกล้าเชืÊอในกระบวนการผลติอาหาร
หมกัหลายชนิด โดยกจิกรรมหลกัของแบคทเีรยีกรดแลกตกิ 
ต่อผลิตภัณฑ์อาหาร คือ การเปลีÉยนคาร์โบไฮเดรตใน
ส่วนผสมของอาหารให้เป็นผลิตภัณฑ์อืÉนๆ โดยอาศัย
เอนไซมท์ีÉเชืÊอจุลนิทรยีส์รา้งขึÊนในระหว่างกระบวนการหมกั 
เช่น แบคทีเรียกรดแลกติกทีÉใช้ในอาหารประเภทถั Éว
เหลอืงหมกัมกีารผลติเอนไซมเ์บต้ากลูโคซเิดสเพืÉอเปลีÉยน
สารไอโซฟลาโวนส ์(isoflavones) ในถั Éวเหลอืงชนิดกลูโคไซด ์
ซึÉงเป็นไอโซฟลาโวนส์ทีÉอยู่ในรูปทีÉร่างกายดูดซึมและ
นําไปใชป้ระโยชน์ไดย้ากใหอ้ยู่ในรูปของไอโซฟลาโวนส์
ชนิดอะไกลโคน (aglycone) ซึÉงร่างกายสามารถนําไปใช้
ประโยชน์ได ้เช่น เดดซนี (daidzein) เจนีสทนี (genistein) 

และไกลซิทนี (glycitein) มกีารวิจยัทีÉสนับสนุนว่าสาร 
genistein มีคุณสมบตัิเป็นสารแอนตีÊออกซิแดนท์ และ
สามารถลดการเกิดมะเร็งในสตัว์ทดลองและในคนได ้ 
โดยไปขดัขวางการเติบโตของเส้นเลอืดใหม่ในตัวเนืÊองอก 
(angiogenesis) และยงัมรีายงานว่าอาหารหมกัจากถั Éวเหลอืง 
เช่น มโิซะ (miso) และเทมเป้ พบสาร aglycone ทีÉเกดิ
จากปฏกิริยิา hydrolysis ของเอนไซมใ์นระหว่างกระบวนการ
หมกัในปรมิาณสูง ซึÉงต่างจากถั ÉวเหลอืงทีÉไม่ผ่านการหมกั
จะพบกลโูคไซดใ์นปรมิาณ ทีÉมากกว่า [6,9,15]  

นอกจากนีÊยงัมรีายงานว่าเชืÊอแบคทเีรยีกรดแลคตกิ
ทีÉใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตไวน์องุ่นเพืÉอเปลีÉยนกรดมา
ลิกในนํÊ าองุ่นให้เป็นกรดแลกติก ได้แก่ Lactobacillus, 

Oenococcus oeni, และ Pediococcus มกีารผลติเอนไซม์
เบต้ากลูโคซเิดสซึÉงช่วยทําใหเ้กดิกลิÉนในไวน์โดยเปลีÉยน
สารไกลโคไซดท์ีÉมใีนองุ่นทีÉเป็นสารตั Êงต้นของสารให้กลิÉน
รสถูกปลดปล่อยออกมาสู่ไวน์ [8] ดงันั ÊนเชืÊอแบคทเีรีย

กรดแลกติกจงึมคีวามสามารถในการสร้างเอนไซม์ย่อย
สารประกอบจําพวกคาร์โบไฮเดรตดงักล่าวได้ แต่การ 
ศกึษาเกีÉยวกบัการผลติเอนไซม์และลกัษณะเฉพาะของ
เอนไซม์ทีÉผลติโดยแบคทเีรยีกรดแลกติกยงัมไีม่มาก
นัก โดยเฉพาะเอนไซม์ในกลุ่มไกลโคซเิดส ซึÉงเอนไซม์
ทีÉจุลนิทรยี์ผลิตขึÊนเพืÉอใช้ในการย่อยสลายสารประกอบ
คาร์โบไฮเดรตต้องมีสภาวะทีÉเหมาะสมต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์แต่ละชนิด เช่น ระยะเวลาทีÉเหมาะสมทีÉจะพบ
กจิกรรมของเอนไซม์ไดใ้นปรมิาณมาก อุณหภูม ิ ความ
เป็นกรดด่างของอาหาร  แหล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจน เป็นต้น งานวจิยันีÊจงึมวีตัถุประสงค์เพืÉอแยก
และคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลกติกทีÉผลิตเอนไซม์
เบต้ากลูโคซิเดสจากอาหารหมกัดอง  รวมถึงศึกษา
สภาวะทีÉเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเด
สจากเชืÊอทีÉแยกได้ เพืÉอเป็นแนวทางในการนําไปพฒันา
กระบวนการผลติเอนไซมต่์อไป 

 

วสัดอุปุกรณ์และวิธีการศึกษา 
 

การแยกและการคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลกติก 
 เกบ็ตวัอย่างอาหารหมกัดองจาํนวน 54 ตวัอย่าง 
โดยการสุ่มเก็บจากพืÊนทีÉในจังหวัดพะเยา เชียงราย  
เชียงใหม่ และชลบุรี แบ่งตวัอย่างเป็นอาหารหมกัดอง
จากสตัว ์ไดแ้ก่ ปลารา้ ปลาจ่อม ไขป่ลา อาหารหมกัดอง
จากพชื ได้แก่ ผกักาดดอง ถั Éวเน่าแผ่น และผลติภณัฑ์
จากกระบวนการหมกันม ไดแ้ก่ นมเปรีÊยว และโยเกริ์ต                     
 การ เตรียมตัวอย่ า งอาหาร เพืÉ อแยกเชืÊ อ       
แบคทเีรยีกรดแลกตกิ โดยตวัอย่างอาหารทีÉเป็นของแขง็
จะหั Éนใหเ้ป็นชิÊนเลก็ ๆ แลว้ชั ÉงนํÊาหนักใหไ้ด ้25 กรมั ใส่ลง 
ในสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) ปรมิาตร 
225 มลิลลิติร เขย่าใหอ้าหารกระจายตวัเขา้กบัสารละลาย 
แลว้ดดูตวัอย่างอาหาร 1 มลิลลิติรใส่ในหลอดทดลองทีÉม ี 
bromocresol green เป็นอนิดเิคเตอร ์ส่วนตวัอย่างอาหาร
ทีÉเป็นของเหลว ดูดตวัอย่างอาหารปรมิาตร 1 มลิลลิติร 
ใสใ่นหลอดทดลองทีÉบรรจุเหลว MRS ปรมิาตร 10 มลิลลิติร  
ทีÉมี bromocresol green เป็นอินดิเคเตอร์ นําหลอด
อาหารทีÉแยกเชืÊอไปบ่มทีÉอุณหภูม ิ37 oซ เป็นเวลา 24-48 ชั Éวโมง 
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ในสภาวะทีÉไม่มอีอกซเิจน (anaerobe) ใน anaerobic jar 

ตรวจสอบการเจรญิของเชืÊอในอาหารเหลว MRS โดย
เลือกหลอดทดลองทีÉอาหารเลีÊยงเชืÊอเปลีÉยนจากสเีขยีว
เป็นเหลอืง นํามาแยกใหไ้ด้เชืÊอบรสิุทธิ Í โดยทํา spread 

plate และการลาก (streak) บนผวิอาหารแขง็ MRS ทีÉม ี
bromocresol green เป็นอนิดเิคเตอร ์บ่มทีÉอุณหภูม ิ37 oซ 
เป็นเวลา 24-48 ชั Éวโมง ในสภาวะทีÉไม่มีออกซิเจน       
ใน anaerobic jar ตรวจสอบการเจรญิของเชืÊอและคดัเลอืก 
โคโลนีในจานอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉรอบๆ โคโลนีมกีารเปลีÉยน
สขีองอาหารจากสเีขยีวเป็นสเีหลอืง นํามาเพาะเลีÊยงบน
อาหารแขง็ MRS จนไดโ้คโลนีเดีÉยวของเชืÊอบรสิทุธิ Í 
 

การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
แบคทีเรียกรดแลกติก 

ตรวจสอบลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียกรด        
แลกตกิทีÉเจรญิบนผวิหน้าอาหาร ไดแ้ก่ ขนาด รูปร่าง ส ี 
ขอบโคโลนี ผิวหน้าของโคโลนี และตรวจสอบการติด    
สแีกรม ลกัษณะรูปร่าง การจดัเรยีงตวัของเซลล์ภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์   
 

การทดสอบคณุสมบติัทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรด
แลกติกเพืÉอบ่งบอกชนิดของเชืÊอ 

 ตรวจสอบคุณสมบตัิทางชีวเคมขีองแบคทเีรีย
กรดแลกติกทีÉมีการผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสใน
ปรมิาณสงูสดุ เพืÉอยนืยนัเชืÊอในระดบัจนีัส โดยตรวจสอบ
คุณสมบตัดิงัต่อไปนีÊ ความสามารถในการสรา้งเอนไซม์
คะตาเลส (catalase test)  ทดสอบความสามารถในการ
เจริญทีÉอุณหภูมิ 40 และ 50 oซ ความสามารถในการ
เจรญิทีÉ pH ต่างๆ  การทนเกลอื คุณสมบตัิในการหมกั
แบบ heterofermentative หรอื homofermentative คุณสมบตั ิ
การก่อใหเ้กดิ acid curd ใน litmus milk ความสามารถ
ในการทนอุณหภูม ิ55 oซ นาน 15 นาท ีทดสอบการเกดิ  
oxidation-fermentation การสรา้งอนิโดล (indole) การใช ้
citrate เป็นแหล่งคารบ์อน การทดสอบ Voges - Proskauer 

(VP) การรดีวิซไ์นเตรท (nitrate reduction) การย่อยสลาย 
เจลาติน (gelatin liquefaction) การย่อยแป้ง (starch 

hydrolysis) และการสรา้งก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด ์ทําการ

เทียบเคียงลกัษณะของเชืÊอโดยใช้หนังสือ Bergey's 

manual of determinative bacteriology [13] 
 

การคาํนวณปริมาณเอนไซมไ์กลโคซิเดส 
 นําค่าการดูดกลนืแสงทีÉวดัไดไ้ปอ่านค่าปรมิาณ
พาราไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol) จากกราฟมาตรฐาน 
โดยปรมิาณไกลโคซเิดส 1 หน่วย คอื ปรมิาณเอนไซมท์ีÉ
สลายสบัสเตรตพาราไนโตรฟีน ิลไกลโคไซด ์ (p-

nitrophenyl glycoside) ให้เป็นพาราไนโตรฟีนอล 1.0   

ไมโครโมล ในเวลา 1 นาททีีÉอุณหภูม ิ37 oซ 
 

การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไ์กลโคซิเดสและ
การคดัเลือกเชืÊอทีÉผลิตเอนไซมไ์ด้สูงสุด 

ชนิดของเอนไซม์ไกลโคซเิดสทีÉตรวจสอบ ได้แก่ 
เบต้ากลูโคซเิดส ( -glucosidase) เบต้ากาแลกโตซเิดส 
( -galactosidase) แอลฟาแมนโนซเิดส (α-Mannosidase) 
และเบตา้เอน็อะซทิลิกลโูคซามนิิเดส  ( -N-acetylglucosaminidase) 

วเิคราะหป์รมิาณไกลโคซเิดสโดยใชอ้นุพนัธพ์าราไนโตร
ฟีนิลไกลโคไซด์ (p-nitrophenyl glycosides) (sigma) 

เป็นสบัสเตรต แล้ววดัค่าการดูดกลนืแสงของผลติภณัฑ์
พาราไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol) โดยใช้เครืÉอง 
spectrophotometer ทีÉความยาวคลืÉน 400 นาโนเมตร 
การตรวจสอบกิจกรรมของ ไกลโคซิเดส ทําในหลอด
ทดลองทีÉมีส่วนผสมของสารละลายต่อไปนีÊ โซเดียม
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ พีเอช 6.0 
ปรมิาตร 200 ไมโครลติร โซเดยีมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ พีเอช 6.0 ปริมาตร 100 

ไมโครลติร สารละลายเอนไซมป์รมิาตร 100 ไมโครลติร 
เตมิสารละลายสบัสเตรต อนุพนัธพ์าราไนโตรฟีนิลไกลโค
ไซด ์ปรมิาตร 200 ไมโครลติร นําไปบ่มทีÉอุณหภูม ิ37 oซ 

เป็นเวลา 30 นาท ีในอ่างนํÊาควบคุมอุณหภูม ิ เมืÉอครบ
เวลา หยุดปฏิกิริยาโดยเติมโซเดียมบอเรตบัฟเฟอร ์
ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร ์พเีอช 10.0 ปรมิาตร 2.7 มลิลลิติร 
นําไปวดัการเกดิปฏกิริยิาโดยวดัค่าการดูดกลนืแสงดว้ย
เครืÉอง spectrophotometer ทีÉความยาวคลืÉน 400 นาโนเมตร  
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การวิเคราะหป์ริมาณโปรตีน  
ปิเปตสารละลายตวัอย่างทีÉเจอืจางจนเหมาะสม

ดว้ย PBS ปรมิาตร 300 ไมโครลติร ลงในหลอดทดลอง  
เติมสารละลาย Coomassie Brilliant Blue R-250 

ปรมิาตร 3.0 มลิลลิติร ผสมแลว้ตั ÊงทิÊงไว ้10 นาท ีนําไป
วดัค่าการดูดกลนืแสงโดยใช้เครืÉอง spectrophotometer 
ทีÉความยาวคลืÉน 595 นาโนเมตร นําค่าการดูดกลนืแสงทีÉ
ได้ไปอ่านค่าปรมิาณโปรตนีจากกราฟมาตรฐาน โดยใช ้

bovine serum albumin เป็นโปรตนีมาตรฐาน ตามวธิี
ของ Bradford, 1976 [14] 
 

การศึกษาสภาวะทีÉ เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์
เบต้ากลูโคซิเดส 

การศกึษานีÊใชเ้ชืÊอแบคทเีรยีกรดแลกตกิทีÉตรวจ
พบว่ามกีจิกรรมของเอนไซม์ไกลโคซเิดสชนิดทีÉสูงทีÉสุด 
คอื เบต้ากลูโคซเิดส โดยศกึษาระยะเวลาทีÉเหมาะสมใน
การผลติเอนไซม ์ในช่วงเวลา 0 - 72 ชั Éวโมง การศกึษา
อุณหภูมิทีÉเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ทีÉอุณหภูมิ 25, 
30, 37, 45, 50 และ 55 oซ ตามลําดบั การศึกษาค่า         
พเีอชตั Êงต้นของอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉเหมาะสมในการผลิต
เอนไซม์โดยใช้อาหารเหลว MRS ทีÉมีค่าพีเอชตั Êงต้น
เท่ากบั 4.0 - 10.0 ตามลาํดบั 

 

การศึกษาแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนทีÉ
เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเ์บต้ากลูโคซิเดส 

ปิเปตสารละลายเชืÊอปรมิาตร 1 มลิลลิติร ใส่ลง
ในหลอดทดลองทีÉมอีาหาร Basal medium ทีÉมกีลูโคส 
(glucose) ซูโครส (sucrose) แลคโตส (lactose) เซลลูโลส 
(cellulose) และไคโตซาน (chitosan) เป็นแหล่งคารบ์อน 
ส่วนแหล่งไนโตรเจน ใช้อาหาร Basal medium ทีÉมี
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) โพแทสเซียมไนเตรต 
(KNO3) แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4CI) ไดแอมโมเนียม
ซลัเฟต ((NH4)2SO4) ยสีต์เอกซ์แทรก (yeast extract) 

หรอืเพปโตน (peptone) เป็นแหล่งไนโตรเจน นําไปบ่มทีÉ
อุณหภูมทิีÉเหมาะสมต่อการเจรญิของเชืÊอ ในสภาวะไม่มี
ออกซเิจน เมืÉอครบเวลาทีÉเหมาะสมต่อการเจรญิของเชืÊอ 
จงึนําไปตรวจสอบกจิกรรมของเบตา้กลโูคซเิดส 

 

การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคารบ์อนและแหล่ง
ไนโตรเจนทีÉเหมาะสมในการผลิตเอนไซมเ์บต้ากลโูค
ซิเดส 
 ปิเปตสารละลายเชืÊอปรมิาตร 1 มลิลลิติร ใส่ลง
ในหลอดทดลองทีÉมอีาหาร Basal  medium  ทีÉเตมิความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอนทีÉเหมาะสมต่อการเจริญของ
เชืÊอโดยใชค้วามเขม้ขน้รอ้ยละ 0 - 10 (นํÊาหนักต่อปรมิาตร) 
นําไปบ่มทีÉอุณหภูมิทีÉเหมาะสมต่อการเจริญของเชืÊอใน
สภาวะทีÉไม่มอีอกซเิจน เมืÉอครบเวลาทีÉเหมาะสมต่อการ
เจริญของเชืÊอ จึงนําไปตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม์
ไกลโคซเิดส ส่วนการศกึษาแหล่งไนโตรเจนทีÉเหมาะสม 
เลีÊยงเชืÊอในหลอดทดลองทีÉมอีาหาร basal  medium ทีÉ
เติมความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจนทีÉเหมาะสมต่อการ
เจริญของเชืÊอ โดยใช้ความเข้มข้นร้อยละ 0 – 25 

(นํÊาหนักต่อปรมิาตร) นําไปบ่มทีÉอุณหภูมทิีÉเหมาะสมต่อ
การเจรญิของเชืÊอในสภาวะทีÉไมม่อีอกซเิจน เมืÉอครบเวลา
ทีÉเหมาะสมต่อการเจริญของเชืÊอ จึงนําไปตรวจสอบ
กจิกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดส 
 

ผลการทดลอง 
 

การแยกเชืÊอแบคทีเรียกรดแลกติกจากอาหารหมกัดอง 
การแยกเชืÊอแบคทเีรียกรดแลกติกจากอาหาร

หมกัดองและผลติภณัฑน์มทั Êงหมดจํานวน 54 ตวัอย่าง 
ได้แก่ อาหารหมกัดองจากสตัว์จํานวน 18 ตัวอย่าง  
อาหารหมกัดองจากพชืจํานวน 31 ตวัอย่าง ผลติภณัฑ์
จากนมจาํนวน 5 ตวัอย่าง  โดยใชอ้าหาร  MRS broth ทีÉ
ม ีbromocresol green เป็นอนิดเิคเตอร ์ในสภาวะทีÉไม่มี
ออกซิเจนทีÉอุณหภูมิ 37 oซ เป็นเวลา 24 - 48 ชั Éวโมง 
พบแบคทีเรียทั Êงหมดจํานวน 64 ไอโซเลต  และให้
หมายเลขเป็น RJ1–RJ64 นําแบคทีเรียกรดแลกติกทีÉ
แยกได้ทั Êงหมดมาตรวจสอบการติดสแีกรม  ตรวจสอบ
รูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์และตรวจสอบความ 
สามารถในการสร้างเอนไซม์คะตาเลส พบว่าแบคทเีรีย
กรดแลกติกทีÉได้มีรูปร่างเป็นทรงกลม (cocci) จํานวน  
31 ตวัอย่าง  รูปร่างเป็นแท่งสั Êน (short rod) จํานวน 14 
ตัวอย่าง รูปร่างเป็นแบบกึÉงแท่งกึÉงกลม (coccobacilli) 
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จาํนวน 7 ตวัอย่าง และรปูร่างเป็นแท่งยาว (rod) จํานวน 
11 ตวัอย่าง และเชืÊอทุกไอโซเลตไม่มกีารสร้างเอนไซม์
คะตาเลส 
 

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเชืÊอแบคทีเรียกรด          
แลกติกทีÉแยกได้จากอาหารหมกัดอง 

เชืÊอแบคทเีรยีกรดแลกตกิ จาํนวน 64 ไอโซเลต 
ทีÉเพาะเลีÊยงบนอาหาร MRS agar มลีกัษณะทางสณัฐาน
วทิยาแตกต่างกนั โดยมีลกัษณะโคโลนีทีÉพบคอืโคโลนี    
สขีาว สคีรมีและสเีขยีว โคโลนีส่วนใหญ่มลีกัษณะเป็น
เมือกเยิÊม ขอบโคโลนีเรียบ หรือหยัก และแตกแขนง
คลา้ยรากพชื 

 
การบ่งบอกชนิดของแบคทีเรียกรดแลกติกไอโซเลต 
RJ16   

 จากการตรวจสอบลักษณะทางสณัฐานวิทยา
และชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียกรดแลกติก       
ไอโซเลต RJ16 พบว่า เชืÊอมลีกัษณะโคโลนีเป็นจุดเลก็ๆ 
สขีาวขอบเรยีบ เมืÉอตรวจสอบลกัษณะของเชืÊอใต้กล้อง
จุลทรรศน์ทีÉกาํลงัขยาย 100x พบว่า เป็นแบคทเีรยีแกรม
บวกยอ้มตดิสมี่วงของครสิตลัไวโอเลต มรีูปร่างของเซลล์
เป็นทรงกลม มีการจ ัดเรียงตัวเป็น 4 เซลล์ติดก ัน       
เชืÊอม ีการสร้างกรดแต่ไม่สร้างก๊าซ จ ัดอยู่ในกลุ่ม 
heterofermentative และจากการทดสอบลกัษณะชวีเคม ี  
บางประการ ใหผ้ลทดสอบดงัตารางทีÉ 1 เมืÉอเทยีบเคยีง
ลกัษณะของเชืÊอกบัเชืÊออ้างองิ โดยใช้หนังสอื Bergey's 

manual of determinative bacteriology [11] พบว่าเชืÊอ

ไอโซเลต  RJ16 มีล ักษณะเหมือนกับเชืÊอในสกุล   
Pediococcus sp. (ตารางทีÉ 1) 
 

ผลการคัดเลือกเชืÊอแบคทีเรียกรดแลกติกทีÉผลิต
เอนไซมเ์บต้ากลูโคซิเดสปริมาณสูงทีÉสุด 

 การตรวจสอบกจิกรรมของไกลคอซเิดสโดยใช้
สบัสเตรตทีÉมคีวามจําเพาะกบัเอนไซมไ์กลคอซเิดสชนิด
ต่างๆ ได้แก่ พาราไนโตรฟีนิลเบต้าดกีลูโคไพราโนไซด ์
(p-nitrophenyl β-D-glucopyranoside) พาราไนโตรฟีนิล 
เบต้าดีกาแลกโตไพราโนไซด์ (p-nitrophenyl β-D-

galactopyranoside) พาราไนโตรฟีนิลแอลฟาดีแมนโน
ไพราโนไซด์ (p-nitrophenyl α-D-mannopyranoside) 
และพาราไนโตรฟีนิล เบต้าเอน็อะซิติลดีกลูโคซามไินด ์
(p-nitrophenyl-β-N-acetyl D-glucosaminide) แล้ว
นําไปวดัค่าการดดูกลนืแสงโดยใชเ้ครืÉอง spectophotometer 

ทีÉความยาวคลืÉน 400 นาโนเมตร เมืÉอวเิคราะห์กจิกรรม
ของเอนไซมไ์กลคอซเิดส 4 ชนิด พบว่าแบคทเีรียกรด
แลกติกทีÉแยกได้มีการสร้างเอนไซม์ไกลโคซิเดสใน
ปรมิาณทีÉแตกต่างกนั โดยเชืÊอไอโซเลต RJ16 มกีารสรา้ง
เอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดสสงูทีÉสุดเท่ากบั 12.66 มลิลยิูนิตต่อ
มลิลลิติร และไอโซเลต RJ 46 มกีารสรา้งเอนไซม์เบต้า
เอ็นอะซิติลกลูโคซามินิเดส (β-N-acetylglucosaminidase) 

สงูทีÉสุดปรมิาณ 13.10 มลิลยิูนิตต่อมลิลลิติร จงึคดัเลอืก
เชืÊอไอโซเลต RJ16 เพืÉอศกึษาสภาวะทีÉเหมาะสมต่อการ
ผลติเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดส 
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ตารางทีÉ 1  การทดสอบทางสณัฐานวทิยา สรรีวิทยา และทางชีวเคมบีางประการของแบคทีเรียกรดแลกติก ไอโซเลต         
RJ 16 เทยีบเคยีงกบัเชืÊอในสกุล Pediococcus จากหนงัสอื Bergey's manual of determinative bacteriology 

การทดสอบ Isolate RJ16 Pediococcus 
การตดิสแีกรม 

รปูร่างเซลล ์

การจัดเรียงตัวของเซลล์ต่อกันเป็น 4 เซลล ์
(tetrads) 
การสรา้งสปอร ์
การเคลืÉอนทีÉ 
การสรา้งเอนไซมค์าตาเลส 

การสรา้งเอนไซมซ์โูดคาตาเลส 

การเจรญิทีÉอุณหภูม ิ47 องศาเซลเซยีส 

การเจรญิทีÉอุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส 

การทนเกลอื NaCl 

- 6.5% 

- 18% 

การเจรญิทีÉ pH 

- 4.2 

- 8.5 

การเกดิ acid curd ใน litmus milk 

การสรา้งอนิโดล 

Voges - Proskauer 

การใช ้citrate 

การรดีวิซไ์นเตรท 

การย่อยสลายเจลาตนิ 

การย่อยแป้ง 
การสรา้งก๊าซ 

+ 

Cocci 

+ 

 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

- 

 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

Cocci 

+ 

 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

- 

 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

– 

ผลการศึกษาอุณหภูมิ ทีÉ เหมาะสมต่อการผลิต
เอนไซมเ์บต้ากลูโคซิเดส 

 การตรวจหากิจกรรมของเอนไซม์เบต้ากลูโค   
ซิเดสของเชืÊอไอโซเลต RJ16 ทีÉเลีÊยงในอาหารเหลว 
MRS โดยใช้สบัสเตรตพาราไนโตรฟีนิล ดีกลูโคไพราโน
ไซด ์พบว่าเชืÊอไอโซเลต RJ16 ผลติเอนไซมส์งูสดุทีÉ 

อุณหภูม ิ45 oซ คดิเป็นปรมิาณเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดส
เท่ากบั 24.60 มลิลยินูิตต่อมลิลลิติร แต่เมืÉอเพิÉมอุณหภมูิ
การเพาะเลีÊยงเป็น 50 oซ และ 55 oซ พบว่าเชืÊอมีการ
ผลติเอนไซมล์ดลงตามลาํดบั (ภาพทีÉ ř) 
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ระยะเวลาการผลิตเอนไซมเ์บต้ากลูโคซิเดสของเชืÊอ
ไอโซเลต  RJ16 

 การเลีÊยงเชืÊอไอโซเลต RJ16 ในอาหารเหลว 
MRS บ่มทีÉอุณหภูม ิ45 oซ เป็นเวลา 72 ชั Éวโมง แล้ว
นํามาตรวจหากจิกรรมของเบต้ากลูโคซเิดสทุก 6 ชั Éวโมง

โดยใช้สบัสเตรตพาราไนโตรฟีนิล ดีกลูโคไพราโนไซด ์ 

พบว่าเชืÊอไอโซเลต RJ 16 มกีจิกรรมของเอนไซมเ์บต้า 
กลูโคซเิดสสงูสุดทีÉเวลา 36 ชั ÉวโมงของการเพาะเลีÊยงได้
ปรมิาณเอนไซม ์29.34 มลิลยินูิตต่อมลิลลิติร (ภาพทีÉ 2)      

 
 
 

 

  

    ภาพทีÉ 1  การผลติเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดสของเชืÊอไอโซเลต RJ16 ทีÉอุณหภูมแิตกต่างกนั  

ภาพทีÉ 2  ระยะเวลาการผลติเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดสของเชืÊอไอโซเลต RJ16 
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ผลการศึกษาค่าพีเอชตั Êงต้นของอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉ
เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บต้ากลูโคซิเดส 
 การเลีÊยงเชืÊอไอโซเลต RJ 16 ในอาหารเหลว  
MRS ทีÉปรบัค่าพเีอชตั Êงต้นของอาหารให้เท่ากบั 4.0,  
5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0 บ่มเชืÊอทีÉอุณหภูมิ 
45oซ เป็นเวลา 36 ชั Éวโมง  แลว้นํามาตรวจหากจิกรรม
ของเบต้ากลูโคซเิดส พบว่าเชืÊอไอโซเลต RJ 16 ใหค้่า
กิจกรรมของเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสในอาหารทีÉมีค่า         
พเีอชตั Êงต้นเป็นกรดสูงกว่าในอาหารทีÉมีค่าพีเอชตั Êงต้น
เป็นด่าง โดยอาหารเหลว MRS ทีÉมคี่าพเีอชตั Êงต้นของ
อาหารเทา่กบั 6.0 ใหก้จิกรรมของเบตา้กลโูคซเิดส สงูสดุ
เท่ากบั 28.53 มลิลยินูิตต่อมลิลลิติร ดงัภาพทีÉ 3 

 

ผลการศึกษาแหล่งคารบ์อนทีÉเหมาะสมต่อการผลิต
เอนไซมเ์บต้ากลูโคซิเดส 

 การตรวจหาปรมิาณเอนไซม์เบต้ากลูโคซเิดส 
ของเชืÊอไอโซเลต RJ16 ใน basal medium ทีÉมแีหล่ง
คาร์บอน ไดแ้ก่ กลูโคส ซูโครส แลคโตส เซลลูโลส และ
ไคโตซาน บ่มทีÉอุณหภูม ิ45 oซ เป็นเวลา 36 ชั Éวโมง 
พบว่าเชืÊอแบคทเีรยีไอโซเลต RJ16 ใหค้่ากจิกรรมของ
เอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสสูงสุดในอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉมี
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน มีปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 

16.20 มลิลยิูนิตต่อมลิลลิติร รองลงมาไดแ้ก่ แลคโตส  
ไคโตซาน  เซลลูโลส  ให ้ค ่าก ิจกรรมของ เอนไซม์
เบต้ากลูโคซเิดสเท่ากบั 10.20, 0.80 และ 0.50 มลิลยิูนิตต่อ
มลิลลิติร ตามลาํดบั (ภาพทีÉ 4) 
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 ภาพทีÉ 3  ค่าพเีอชทีÉเหมาะสมต่อการผลติเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดสของเชืÊอไอโซเลต RJ16 
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ผลการศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนทีÉ
เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บต้ากลูโคซิเดส 

แบคทเีรยีไอโซเลต RJ16 ทีÉเพาะเลีÊยงใน basal 

medium ทีÉมกีลโูคสความเขม้ขน้แตกต่างกนัตั Êงแต่รอ้ยละ 
0 - 10 เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มทีÉอุณหภูมิ 45 oซ เป็น
เวลา 36 ชั Éวโมง พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต RJ16 มี
แนวโน้มการผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสทีÉสูงขึÊนตาม
ความเข้มข้นของกลูโคสทีÉเพิÉมขึÊน โดยกลูโคสทีÉความ
เขม้ขน้รอ้ยละ 4 ใหค้่ากจิกรรมของเอนไซมส์งูสุดเท่ากบั 

20.90 มลิลยิูนิตต่อมลิลลิติร รองลงมาคอืกลูโคสทีÉความ
เข้มข้นร้อยละ 3, 2 และ 1 ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์
เท่ากบั 19.33, 11.28 และ 13.58 มลิลยิูนิตต่อมลิลลิติร
ตามลําดบั และในอาหารทีÉมคีวามเขม้ขน้ของกลูโคสสูง
กว่าร้อยละ 4 พบว่าแบคทเีรยีมกีารผลิตเอนไซม์ลดลง 
(ภาพทีÉ 5) จงึเลอืกใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคารบ์อนสาํหรบั
การเลีÊยงเชืÊอเพืÉอผลติเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดส 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผลการศึกษาแหล่งไนโตรเจนทีÉเหมาะสมต่อการ
ผลิตเอนไซมเ์บต้ากลูโคซิเดส 

การเลีÊยงแบคทเีรยีไอโซเลต RJ16 ใน basal 

medium ทีÉม ีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกัน ได้แก่   
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) โพแทสเซียมไนเตรต 
(KNO3) แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4CI) ไดแอมโมเนียม
ซลัเฟต ((NH4)2SO4) ยสีต์เอกซ์แทรก (yeast extract) 

และเพปโตน (peptone) บ่มทีÉอุณหภูม ิ45 oซ เป็นเวลา 
36 ชั Éวโมง  พบว่าเพปโตนใหค้่ากจิกรรมของเบต้ากลูโค 
ซิเดสสูงทีÉสุดเท่ากับ 25.90 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร  
รองลงมาไดแ้ก่ ยสีต์เอกซแ์ทรก และโพแทสเซยีมไนเตรต 
ใหค้่ากจิกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดสเท่ากบั 10.97 

และ 1.03 มลิลยินูิตต่อมลิลลิติร ตามลําดบั ส่วนอาหารทีÉ
ใช ้แอมโมเนียมไนเตรต แอมโมเนียมคลอไรด์ และ        
ไดแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน ไม่พบ
กิจกรรมของเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสในอาหารทีÉใช้
เพาะเลีÊยง จึงเลือกใช้เพปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน
สาํหรบัการเลีÊยงเชืÊอเพืÉอผลติเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดส 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 4  แหล่งคารบ์อนทีÉเหมาะสมการผลติเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดสของเชืÊอไอโซเลต RJ16 
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การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนทีÉ
เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บต้ากลูโคซิเดส  
 แบคทเีรยีไอโซเลต RJ16 ทีÉเพาะเลีÊยงใน basal 

medium ทีÉมีเพปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0-25 เป็น
แหล่งไนโตรเจน พบว่าเมืÉอเพิÉมความเขม้ขน้ของเพปโตน 
เชืÊอมกีารผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสเพิÉมสูงขึÊน โดย

เพปโตนทีÉความเข้มข้นร้อยละ 25 ให้กิจกรรมของ
เบต้ากลูโคซเิดสสงูทีÉสุดคอื 29.14 มลิลยิูนิตต่อมลิลลิติร 
รองลงมาคอืเพปโตนทีÉความเขม้ขน้รอ้ยละ 20, 15, 10, 5  
และ 2.5 ให้ค่ากิจกรรมของเบต้ากลูโคซิเดสเท่ากับ  
26.06, 24.08, 21.48, 22.72, 19.16 และ 12.18 มลิลยินูิตต่อ
มลิลลิติร ตามลาํดบั (ภาพทีÉ 6) 
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                       ภาพทีÉ 6   ความเขม้ขน้ของเปปโตนทีÉเหมาะสมการผลติเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดสของเชืÊอไอโซเลต RJ16 

ภาพทีÉ 5  ความเขม้ขน้ของกลโูคสทีÉเหมาะสมการผลติเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดสของเชืÊอไอโซเลต RJ16 
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วิจารณ์และสรปุผล 
 

 การแยกเชืÊอแบคทเีรียกรดแลกติกจากอาหาร
หมกัดองจาํนวน 54 ตวัอย่าง โดยใชอ้าหาร MRS ทีÉเตมิ 

bromocresol green เป็นอนิดเิคเตอร ์พบว่าแยกเชืÊอได้
แบคทเีรยีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ไม่สร้างเอนไซม ์        
คะตะเลส จํานวน 64 ไอโซเลต การจดัจําแนกเชืÊอดว้ย
ว ิธ ีก า ร ก า รท า งช ีว เ คม ี พบว ่า เ ป ็น เ ชื Êอ ใ น สก ุล 
Pediococcus sp. เมืÉอนําเชืÊอไปตรวจสอบการผลิต
เอนไซม์ไกลโคซเิดส พบว่าเชืÊอแบคทเีรยีกรดแลกติกทีÉ
แยกได้มีการผลิตเอนไซม์ไกลคอซิเดส 4 ชนิด คือ 
เบต้ากลูโคซเิดส เบต้ากาแลคโตซเิดส แอลฟาแมนโนซเิดส 
และเบต้าเอน็อะซิทลิกลูโคซามนิิเดส โดยเชืÊอไอโซเลต 
RJ 16 ผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสปริมาณสูงกว่า
เอนไซมไ์กลโคซเิดสชนิดอืÉน  ไดค้่ากจิกรรมของเอนไซม์
เท่ากบั 12.66 มลิลยิูนิตต่อมลิลลิติร การศกึษาปจัจยัทีÉ
เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส ของ
แบคทเีรยีกรดแลกติกไอโซเลต RJ16 ได้แก่ ระยะเวลา  
อุณหภูม ิพีเอช แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน ความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน พบว่าเมืÉอ
เพาะเลีÊยงเชืÊอไอโซเลต RJ 16 ในอาหาร basal medium 

ทีÉมกีลโูคสความเขม้ขน้รอ้ยละ 4 เป็นแหล่งคารบ์อน และ
เพปโตนความเขม้ขน้ร้อยละ 25 เป็นแหล่งไนโตรเจน    
ค่าพเีอชตั Êงตน้ของอาหารเลีÊยงเชืÊอเท่ากบั 6.0 เพาะเลีÊยง
ในสภาวะทีÉไม่มอีอกซเิจนใน anaerobic jar ทีÉอุณหภูม ิ 
45 oซ เวลา 36 ชั Éวโมง เชืÊอใหค้่ากจิกรรมของบตีา้กลโูคซเิดส
เพิÉมขึÊนเป็น 25.20 มลิลยิูนิตต่อมลิลลิติร และวดัปรมิาณ
โปรตนีไดเ้ท่ากบั 0.47 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร เมืÉอศกึษา
ระยะเวลาต่อการเตบิโตของเชืÊอไอโซเลต RJ16 พบว่า
การผลติเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดสจะเพิÉมขึÊนอย่างต่อเนืÉอง
ในช่วง log phase คอืทีÉเวลาระหว่าง 6 ถงึ 18 ชั Éวโมง
ของการเจรญิ และเชืÊอไอโซเลต RJ16 จะสามารถผลติ
เอนไซม์ เบต้ากลูโคซิเดสได้สูงสุดเมืÉ อ เข้าสู่ ระยะ 
stationary phase ซึÉงเพาะเลีÊยงเป็นเวลา 36 ชั Éวโมง จาก
การทดลองพบว่าเมืÉอใชก้ลูโคสรอ้ยละ 4.0 (นํÊาหนักโดย
ปรมิาตร) เป็นแหล่งคารบ์อน สามารถเหนีÉยวนําการผลิต
เอนไซมเ์บต้ากลูโคซเิดสไดส้งูสุด เมืÉอความเขม้ขน้ของ

กลูโคสมากกว่ารอ้ยละ 4.0 (นํÊาหนักโดยปรมิาตร) การ
ผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสลดลง ซึÉงอาจมีสาเหตุ
เนืÉองจากปริมาณของกลูโคสทีÉมากขึÊนทําให้ปริมาณ
ออกซเิจน (dissolved oxygen) ในอาหารลดลง จุลนิทรยี์
จงึใช้ออกซิเจนทีÉอยู่ในอาหารได้ยากขึÊน การเจรญิจึง
ลดลง และผลติเอนไซมไ์ด้น้อยลง หรอือาจเกดิจาก end 

product repression ทีÉเกดิขึÊนจากการย่อยกลโูคสทีÉความ
เขม้ขน้สงู ไปยบัยั Êงการผลติเอนไซมก์เ็ป็นได้ [4] การ
ผลิตเอนไซม์ให้ได้ปริมาณสูงจากเชืÊอทีÉมีการดัดแปลง
พันธุกรรมเป็นอีกทางเลือกหนึÉงทีÉใช้ส่งเสริมการผลิต
เอนไซม์ของเชืÊอแบคทีเรียกรดแลคติกให้มีการผลิต
เอนไซม์ในปรมิาณทีÉสงูขึÊนได ้จากการศกึษาของประมุข 

ภระกูลสุขสถิตย์ และคณะ (2551) พบว่า การผลิต
เอนไซมเ์บต้ากลูโคซเิดสโดยใชเ้ชืÊอยสีต์ Pichia pastoris 
สายพนัธุ์กลายทีÉมกีารโคลนยนีเพืÉอเปลีÉยนตําแหน่งของ
กรดอะมิโนอะลานีนตําแหน่งทีÉ 454 เป็นกรดอะมิโน
แอสปาราจนี (A454N) ซึÉงเป็นตําแหน่งอะไกลโคน หรอื
บรเิวณใกลเ้คยีงกบัตําแหน่งเร่ง (active site) จะทําให้
เอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดสมกีจิกรรมเอนไซมท์ีÉสงูชึÊน ไดค้่า
กจิกรรมของเอนไซมส์งูขึÊนกว่าเดมิรอ้ยละ 32  [1]  
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