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การศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมบางประการของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม 

แอลฟา-อะไมเลสสายพันธุ Bacillus licheniformis DNP0507 ซึง่แยกไดจากดิน 

ในจังหวัดระยอง ประเทศไทย 

Study on some enzymatic characteristics of the α-amylase-producing 

bacteria, Bacillus licheniformis DNP0507, isolated from soil in Rayong 

Province, Thailand 
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บทคัดยอ 

 การวิจัยศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ีอแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสจากดิน

ตะกอนปาชายเลนในจังหวัดระยอง และเพ่ือศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมบางประการของแบคทีเรียผลิตเอนไซม

แอลฟา-อะไมเลสท่ีคัดเลือกได งานวิจัยน้ีทําการแยกแบคทีเรียจากดินตะกอนปาชายเลนปากแมนํ้าระยอง อําเภอเมือง 

จังหวัดระยอง ไดท้ังสิ้นจํานวน 123 ไอโซเลท และพบวาแบคทีเรียรหัสไอโซเลท DNP0507 เปนแบคทีเรียท่ีมี

ความสามารถในการผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส เมื่อทําการระบุสายพันธุแบคทีเรียรหัสไอโซเลท DNP0507 ดวย

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ พบวาแบคทีเรียรหัสไอโซ

เลท DNP0507 คือ แบคทีเรีย Bacillus licheniformis DNP0507 เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีผลิตไดถูกทําใหก่ึง

บริสุทธ์ิดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความเขมขนอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 พบวามคีวาม

บริสุทธ์ิเพ่ิมข้ึน 1.310 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมดิบ และมีคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมเปน 1.819 ยูนิตตอ

มิลลิกรัม ผลการวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมท่ีผลิตไดดวยวิธี SDS-PAGE พบวามีขนาด 58 กิโลดาลตัน

โดยประมาณ การศึกษาวิจัยในครั้งน้ีแสดงใหเห็นความเปนไปไดในการนําเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสไปประยุกตใชใน

อุตสาหกรรมท่ีเก่ียวของตอไป 

คําสําคัญ :  เอนไซมแอลฟา-อะไมเลส, แบคทีเรีย Bacillus licheniformis, ดินตะกอนปาชายเลน, คุณสมบัติของ

เอนไซม 

 

 

 

1 นักศึกษาระดับปริญญาโท หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชากระบวนการอุตสาหกรรมเคมีและส่ิงแวดลอม (M-ICPE)  

  คณะวิทยาศาสตร พลังงานและส่ิงแวดลอม มหาวิทยาลัยเทคโนโลยพีระจอมเกลาพระนครเหนือ วิทยาเขตระยอง  
2 อาจารย คณะวิทยาศาสตร พลังงานและส่ิงแวดลอม มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาพระนครเหนือ วิทยาเขตระยอง 
3 ผูชวยศาสตราจารย คณะวิทยาศาสตร พลังงานและส่ิงแวดลอม มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาพระนครเหนือ วิทยาเขตระยอง 
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Abstract 

This research aimed to isolate and screen the α-amylase-producing bacteria collected from 

mangrove soil in Rayong Province and to study several enzymatic characteristics of the screened α-

amylase producing bacteria. One hundred and twenty-three bacterial isolates were isolated from 

mangrove soil in the Rayong River Estuary, Mueang District, Rayong Province, Bacterium isolate  

DNP0507 was selected for α-amylase-producing bacteria. The DNP0507 was identified as Bacillus 

licheniformis DNP0507 on the basis of 16S rRNA gene sequence analysis and phylogenetic tree data. 

The production of α-amylase was partially purified saturated ammonium sulphate with 30 to 80% 

of concentration were used for enzyme precipitation. The purified enzyme was increasing to 1.310 

fold when compared to crude enzyme. The specific activity of the partially purified enzyme was 1.819 

U/mg. SDS-PAGE revealed that the molecular weight of the produced enzyme was approximately 58 

kDa. This research demonstrated the feasibility of using α-amylase in related industrial applications. 

Keywords:  α-Amylase, Bacillus licheniformis, Mangrove soil, Enzymatic characteristic 

 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

เอนไซมอะไมเลส (Amylase) เปนเอนไซมในกลุมไกลโคซิล ไฮโดรเลส (Glycosyl hydrolase) ท่ีมี

ความสามารถในการยอยสลายพันธะไกลโคไซด (Glycosidic bond) ชนิด α-1, 4 และชนิด α-1, 6 ในโครงสรางของ

คารโบไฮเดรตกลุมแปง (Starch) และไกลโคเจน (Glycogen) ใหไดเปนผลิตภัณฑท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กลง  เชน เดกซ

ทริน (Dextrin) นํ้าตาลไดแซ็กคาไรด (Disaccharides) และนํ้าตาลมอนอแซคคาไรด (Monosaccharides) (Mohanan 

& Satyanarayana, 2018) เอนไซมอะไมเลส แบงออกเปน 2 กลุม ไดแก กลุมเอนโด-อะไมเลส (Endo-amylase) และ

กลุมเอกโซ-อะไมเลส (Exo-amylase) ปจจุบันเอนไซมอะไมเลสถูกใชในอุตสาหกรรมการผลิตหลายประเภท เชน 

กลูโคส เอทานอล สารซักลาง สิ่งทอ และกระดาษ (Wu et al., 2018) สงผลใหเอนไซมอะไมเลสมีสวนแบงทาง

การตลาดของอุตสาหกรรมเอนไซมถึงรอยละ 25 ของตลาดโลก (Suriya et al., 2016) 

เอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (α-Amylase, EC 3.2.1.1) เปนเอนไซมอะไมเลสในกลุมเอนโด-อะไมเลส ซึ่งมี

ความสามารถในการยอยสลายสลายพันธะไกลโคไซดชนิด α-1, 4 ท่ีอยูภายในโครงสราง (Inner glycosidic bond) 

ของแปงใหเปนนํ้าตาลไดแซ็กคาไรดหลายชนิดและนํ้าตาลกลูโคส (Mohanan & Satyanarayana, 2018) จัดเปน

เอนไซมท่ีความความสําคัญตออุตสาหกรรมการผลิตและการวิจัยทางวิทยาศาสตร เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสผลติไดจาก

จุลินทรียท้ังกลุมแบคทีเรีย เชน แบคทีเรียในสกุล Bacillus sp. และกลุมเช้ือรา เชน เช้ือราในสกุล Aspergillus sp.  

แบคทีเรียสายพันธุ Bacillus licheniformis เปนแบคทีเรียชนิดแกรมบวก (Gram-positive) ท่ีสรางเอนโด

สปอร (Endospore) และพบไดท่ัวไปในดิน แบคทีเรียสายพันธุ B. licheniformis เปนแบคทีเรียท่ีมีการใชประโยชนใน

เชิงการคา อุตสาหกรรม และเกษตรกรรมอยางแพรหลายมามากกวาทศวรรษ เน่ืองจากมีความสามารถในการผลิต

เอนไซมไดหลายชนิด เชน เอนไซมแอลฟา-อะไมเลส เอนไซมโปรติเอส (Protease) เอนไซมเบตา-แมนแนนเนส  

(ß-Mannanase) เปนตน (Rey et al., 2004) จึงสงผลใหมีการวิจัยพัฒนาเก่ียวกับการแยกและคัดเลือกแบคทีเรีย การ
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เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย การศึกษาและปรับปรุงคุณลักษณะทางเอนไซม รวมถึงการประยุกตใชเอนไซมอยางตอเน่ือง 

อยางไรก็ตามการนําเอนไซมท่ีผลิตจากแบคทีเรียไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมยังคงประสบปญหาบางประการ 

หน่ึงในปญหาเหลาน้ัน คือ การขาดสายพันธุของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมท่ีมีประสิทธิภาพสูงหรือมีคุณลักษณะท่ี

อุตสาหกรรมตองการ ดังน้ันการศึกษาวิจัยท่ีเนนการเสาะหาสายพันธุของแบคทีเรียจากแหลงธรรมชาติจึงเปนงานวิจัย

พ้ืนฐานท่ีไมสามารถละเลยได บทบาทของแบคทีเรียสายพันธุ B. licheniformis ในธรรมชาติ คือ การยอยสลาย

สารอินทรียในดิน ซึ่งทําใหเกิดวัฏจักรของสารอินทรียในระบบนิเวศ ดินจึงเปนแหลงธรรมชาติท่ีเหมาะสมตอการแยก

และคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ B. licheniformis ท่ีมีคุณลักษณะทางเอนไซมท่ีดี งานวิจัยท่ีผานมาพบวาระบบนิเวศ

ทางทะเลและชายฝงเปนแหลงธรรมชาติท่ีดีในการแยกและคัดเลือกแบคทีเรีย เน่ืองจากระบบนิเวศทางทะเลและ

ชายฝงเปนระบบนิเวศท่ีมีการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ เคมี และชีวภาพอยูตลอดเวลา ทําใหแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูมักมี

การผลิตเอนไซมท่ีมีคุณลักษณะเฉพาะและเหมาะสมตออุตสาหกรรม (Suriya et al., 2016) จากเหตุผลดังกลาวผูวิจัย

จึงดําเนินการแยก คัดเลือก และระบุสายพันธุของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสจากดินตะกอนปาชายเลน

ในจังหวัดระยอง รวมถึงการศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมบางประการของแบคทีเรียท่ีได เพ่ือเปนขอมูลใหแก

ภาคอุตสาหกรรมในการนําแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสสายพันธุทองถ่ินไปประยุกตใชตอไป 

 

วัตถุประสงคการวิจยั  

1. เพ่ือแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสจากดินตะกอนปาชายเลนในจังหวัดระยอง 

2. เพ่ือศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมบางประการของแบคทีเรียผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส สายพันธุ 

Bacillus licheniformis DNP0507 ท่ีแยกและคัดเลือกได 

 

สมมติฐานการวิจัย  

แบคทีเรียท่ีแยกและคัดเลือกไดจากดินตะกอนปาชายเลนในจังหวัดระยองมีคุณลักษณะทางเอนไซมแอลฟา-

อะไมเลส 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

สารเคมีและความปลอดภัยทางชีวภาพ 

 สารเคมี ท่ีใชในงานวิจัยมีคุณภาพอยู ในระดับวิเคราะห (Analytical grade) และระดับจุลชีววิทยา 

(Microbiological grade) กระบวนการวิจัยท่ีเก่ียวของกับแบคทีเรียและอณูชีววิทยา (Molecular biology) ในทุก

ข้ันตอนควบคุมดวยมาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ ระดับ 2 (Biosafety level 2) 

การเก็บตัวอยางดินตะกอนจากปาชายเลนและการแยกแบคทีเรีย 

ดินตะกอนท่ีนํามาใชแยกแบคทีเรียดําเนินการเก็บมาจากปาชายเลนพระเจดียกลางนํ้า ตําบลปากนํ้า อําเภอ

เมืองระยอง จังหวัดระยอง (พิกัด ละติจูด 12.6657056 องศาเหนือ ลองจิจูด 101.2499031 องศาตะวันออก) ในเดือน

กันยายน พ.ศ. 2560 จํานวน 30 ตัวอยาง มีคาความเปนกรดดาง (pH) ของดินตะกอนเฉลี่ย 6.26 และอุณหภูมิของจุด

เก็บตัวอยางเฉลี่ย 30.01 องศาเซลเซียส เก็บรักษาตัวอยางดินตะกอนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและนําไปแยก

แบคทีเรียท้ังหมดภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

การแยกแบคทีเรียท้ังหมดในดินตะกอนดําเนินการโดยเจือจางดินตะกอนนํ้าหนัก 1 กรัมในนํ้ากลั่นปลอดเช้ือ

แบบเปนลําดับทีละสิบเทา (Ten-fold serial dilution) จนถึงระดับความเจือจางของสารแขวนลอยดินตะกอนท่ี 1 ตอ 
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100,000 เทา จากน้ันเกลี่ย (Spread) สารแขวนลอยดินตะกอนท่ีทําการเจือจางในแตละความเจือจางลงบนผิวหนา

ของจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar (HiMedia, India) ท่ีมีคาความเปนกรดดาง 6.3 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อโคโลนี (Colony) ของแบคทีเรียปรากฎข้ึนบนจานอาหารแข็ง จึงทําการแยก

แบคทีเรีย (Bacterial isolation) ท่ีมีสัณฐานของโคโลนีแตกตางกันออกเปนไอโซเลท (Isolate) 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียแตละไอโซเลทลงในหลอดอาหารเหลว Tryptone Soya Broth (HiMedia, India) ท่ีมี

คาความเปนกรดดาง 6.3 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง และนําไปขีด (Streak) ลงบน

ผิวหนาของจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar เพ่ือแยกแบคทีเรียใหเปนไอโซเลทสายพันธุบริสุทธ์ิ (Pure isolate) 

เมื่อไดไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิจึงทําการตั้งช่ือไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีแยกได 

การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส 

การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสใชวิธีคัดเลือกดวยจานอาหารแข็ง Starch Agar 

(HiMedia, India) ซึ่งมีแปงชนิดละลายนํ้า (Soluble amylum) เปนแหลงคารบอนเดี่ยวในอาหารแข็ง การคัดเลือก

แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสดัดแปลงจากงานวิจัยของรติมาและชนัญลญา (2560) โดยหยดสารแขวนลอย

แบคทีเรีย (Bacterial suspension) แตละไอโซเลท อายเุช้ือ 24 ช่ัวโมง ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบนผิวหนาของจาน

อาหารแข็ง Starch Agar บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง  

แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสจะสามารถยอยสลายแปงชนิดละลายนํ้าในจานอาหารแข็งใหเปน

แหลงคารบอนในการเจริญเติบโต เมื่อทําการยอมจานอาหารแข็งดวยสารละลายแกรมไอโอดีน (Gram’s iodine) จะ

ปรากฎวงใส (Hydrolytic zone) โดยรอบโคโลนีของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสภายในระยะเวลา 1-2 

นาที ทําการวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีแบคทีเรีย เพ่ือนําไปคํานวณหาคา

ประสิทธิภาพในการยอยสลาย (Hydrolytic capacity, HC) จากอัตราสวนระหวางขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส 

(มิลลิเมตร) ตอขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีแบคทีเรีย (มิลลิเมตร) 

การระบุสายพันธุของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส 

การระบุสายพันธุของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสใชวิธีทางอณูชีววิทยาโดยดัดแปลงจาก

งานวิจัยของ Ferbiyanto และคณะ (2015) วิธีทางอณูชีววิทยาท่ีใชในงานวิจัย คือ การเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ของ

แบคทีเรียผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) การเพ่ิม

ปริมาณยีน 16S rRNA ดําเนินการดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส Mastercycler 

Nexus gradient (Eppendorf, Germany) ไพรเมอร (Primer) ท่ีใชในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส คือ ไพรเมอร 27F 

(5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) และไพรเมอร  1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′)  (Sigma-

Aldrich, Singapore) สารเคมีในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส คือ สารปฏิกิริยาสําเร็จรูป One PCRTM (Bio-Helix, 

Taiwan) เมื่อเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA เสร็จสิ้นจึงทําการวัดปริมาณยีนท่ีเพ่ิมจํานวนไดดวยเครื่องวัดสารปริมาณนอย 

NanoDrop One (Thermo Scientific, USA) และวิเคราะหขนาดของยีน 16S rRNA ท่ีเพ่ิมปริมาณไดดวยเครื่องแยก

สารพันธุกรรมดวยกระแสไฟฟา (Cleaver Scientific, UK) บนแผนเจลอะกาโรส (1% TBE Agarose gel) (Omnipur, 

Germany) จากน้ันยอมแผนเจลอะกาโรสดวยสียอม Novel Juice DNA Staining Reagent (Bio-Helix, Taiwan)  

ในกรณีท่ียีน 16S rRNA ท่ีเพ่ิมจํานวนไดมีความเขมขนมากกวา 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร จึงสงวิเคราะหลําดับ 

นิวคลีโอไทด (Nucleotide) ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต นําผลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีวิเคราะหไดเปรียบเทียบ

กับลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียในฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
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โดยใชโปรแกรม BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือระบุสายพันธุแบคทีเรียผลิตเอนไซม

แอลฟา-อะไมเลส แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของแบคทีเรียผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไม 

เลสดําเนินการวิเคราะหดวยโปรแกรม Seaview 4.6.4 (Gouy et al., 2010) โดยใช Neighbor-Joining algorithm 

(NJ) และทําการ Bootstrap จํานวน 1,000 ครั้ง 

การทําใหเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสกึ่งบริสุทธิ์ 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (แบคทีเรีย B. licheniformis DNP0507) ลงในหลอด

อาหารเหลว Tryptone Soya Broth ท่ีมีคาความเปนกรดดาง 6.3 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 

ช่ัวโมง และนําไปเหน่ียวนําใหเกิดการผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสในอาหารเหลว Starch Broth (HiMedia, India) ท่ี

มีคาความเปนกรดดาง 6.3 โดยทําการปลูกเช้ือ (Inoculation) แบคทีเรีย B. licheniformis DNP0507 ลงในอาหาร

เหลว Starch Broth ท่ีความเขมขนรอยละ 1 โดยปริมาตรตอปริมาตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา 150 

รอบตอนาที เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

เมื่อครบกําหนดระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงจึงทําการเก็บเก่ียวเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสดิบ (Crude 

enzyme) ท่ีผลิตไดโดยการปนเหว่ียงอาหารเหลว Starch Broth ท่ีใชเพาะเลี้ยงดวยเครื่องปนเหว่ียงความเร็วสูง 

(Centrifugation) ท่ีความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 20 นาที นําเอนไซมดิบท่ีผลิตไดไปสกัดใหก่ึง

บริสุทธ์ิ (Partial purification) ดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ท่ีความเขมขนอ่ิมตัว 

(Saturation concentration) รอยละ 30 ถึงรอยละ 80 โดยดัดแปลงจากงานวิจัยของ Wu และคณะ (2018) จากน้ัน

แยกเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตออกจากเอนไซมดวยชุดเยื่อกรองสําเร็จรูป Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units 

ท่ีมีเยื่อกรองขนาด 30 กิโลดาลตัน (Merck, Germany) เก็บเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสก่ึงบริสุทธ์ิท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส และทําการวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท้ังเอนไซมดิบและเอนไซมก่ึงบริสุทธ์ิดวย

วิธี SDS-PAGE โดยแยกเอนไซมบนแผนอะคริลาไมดสําเร็จรูป Mini-PROTEAN® Precast Gels (Bio-Rad, USA) และ

ยอมสีดวยวิธี Silver staining (Bollag et al., 1996) 

คากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสกึ่งบริสุทธิ์ 

 สารละลายปฏิกิริยา (Reaction mixture) และสภาวะท่ีใชวัดคากิจกรรมของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส

ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Mishra และ Behera (2008) โดยวัดคากิจกรรมของเอนไซมท่ีสภาวะคาความเปนกรดดาง 

7.2 (ควบคุมสภาวะความเปนกรดดางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (Phosphate buffer) ความเขมขน 20 มิลลิโม

ลาร) อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และมีแปงชนิดละลายนํ้าความเขมขนรอยละ 1.1 โดยนํ้าหนักตอปริมาตรเปนสารตั้ง

ตน ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสท่ีเปนผลิตภัณฑจากการยอยแปงชนิดละลายนํ้าวิเคราะหโดยใชวิธี DNS (Miller, 1959) การ

วัดปริมาณของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสในหนวยมิลลิกรัมเพ่ือใชคํานวณหาคากิจกรรมเฉพาะใชชุดวิเคราะหสําเร็จรูป 

Quick StartTM Bradford Protein Assay (Bio-rad, USA) 

คากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสก่ึงบริสุทธ์ิหาไดจากอัตราสวนของคากิจกรรมท้ังหมด (Total 

activity) ของเอนไซมตอปริมาณเอนไซม 1 มิลลิกรัม คากิจกรรมท้ังหมดของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสคํานวณไดจาก

ปริมาณเอนไซมท่ีใชในการยอยแปงชนิดละลายนํ้าเปนนํ้าตาลกลูโคสปริมาณ 1 ไมโครโมลในระยะเวลา 1 นาที ภายใต

สภาวะท่ีกําหนดตอปริมาตรเอนไซม 1 มิลลิลิตร 

 

สรุปผลการวิจัย 
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การแยกแบคทีเรียจากดินตะกอนตัวอยางของปาชายเลนพระเจดียกลางนํ้า จังหวัดระยอง ดวยจานอาหาร

แข็ง Tryptone Soya Agar พบแบคทีเรียท่ีมีสัณฐานของโคโลนีแตกตางกัน ไดแก สีของโคโลนี รูปรางโคโลนี ขอบ

โคโลนี การยกตัวของโคโลนี และขนาดโคโลนี จํานวน 123 ไอโซเลท เมื่อทําการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม

แอลฟา-อะไมเลสดวยจานอาหารแข็ง Starch Agar จากแบคทีเรียท่ีแยกไดท้ังหมด พบแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม

แอลฟา-อะไมเลส จํานวน 25 ไอโซเลท (คิดเปนรอยละ 20.33 จากไอโซเลทท้ังหมด) ซึ่งแบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 

เปนไอโซเลทท่ีมีความนาสนใจในการนํามาศึกษาวิจัยตอ เน่ืองจากแสดงคาประสิทธิภาพในการยอยสลาย (HC) 

คอนขางสูง 

แบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 มีลักษณะสัณฐานโคโลนี ไดแก โคโลนีสขีาวจนถึงสีครีม รูปรางกลมขนาดเล็ก 

ขอบโคโลนีหยักมาก (Erose) โคโลนีนูนแบบกระดุม (Umbonate) และเจริญเติบโตไดดีในจานอาหารแข็ง Tryptone 

Soya Agar ดังแสดงในภาพท่ี 1 แบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 มีคาประสิทธิภาพในการยอยสลายจานอาหารแข็ง 

Starch Agar เทากับ 2.25 ± 0.21 ดังแสดงในภาพท่ี 2 

 

 
ภาพท่ี 1  ลักษณะสณัฐานโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 บนจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar 

ท่ีอายุเช้ือ 24 ช่ัวโมง 

 

 
ภาพท่ี 2  การยอยสลายแปงชนิดละลายนํ้าบนจานอาหารแข็ง Starch Agar โดยแบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 

หลังจากทําการยอมจานอาหารแข็งดวยสารละลายแกรมไอโอดีน 
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การระบุสายพันธุของแบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 โดยวิธีทางอณูชีววิทยา ดําเนินการโดยการเพ่ิมปริมาณ

ยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดรวมกับการศึกษาแผนภูมิ

ตนไมวงศวานวิวัฒนาการ การเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 พบวายีนมีขนาด 1,436 

bp (Base pairs) แสดงในภาพท่ี 3 เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 กับ

ฐานขอมูลของ NCBI โดยใชโปรแกรม BLASTn พบวาแบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรีย 

Bacillus licheniformis BCRC 11702 (Accession number : NR_116023.1) ท่ีรอยละ 96 การวิเคราะหแผนภูมิ

ตนไมวงศวานวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 ดวยโปรแกรม Seaview 4.6.4 โดยใช Neighbor-Joining 

algorithm และการ Bootstrap จํานวน 1,000 ครั้ง เปนดังภาพท่ี 4 ซึ่งแสดงผลการวิเคราะหท่ีสนับสนุนผลการ

เปรียบเ ทียบกับลําดับ นิวคลี โอไทดของแบคทีเรีย กับฐานขอมูล  ดัง น้ันจึงสามารถสรุปไดว าแบคทีเรีย 

ไอโซเลท DNP0507 คือ แบคทีเรีย B. licheniformis DNP0507 

 

 
ภาพท่ี 3  แผนเจลอะกาโรส (1% TBE Agarose gel) ยอมดวยสียอม Novel Juice DNA Staining Reagent 

M คือ สารพันธุกรรมมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder RTU (Bio-Helix, Taiwan) 

DNP0507 คือ ยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 จากการเพ่ิมปริมาณดวยปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส 
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ภาพท่ี 4  แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 วิเคราะหดวยโปรแกรม  

Seaview 4.6.4 โดยใช Neighbor-Joining algorithm และการ Bootstrap จํานวน 1,000 ครั้ง 

 

 การตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความเขมขนอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 สามารถทําให

เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสดิบท่ีผลิตไดกลายเปนเอนไซมแบบก่ึงบริสุทธ์ิ การวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซม

แอลฟา-อะไมเลสท้ังเอนไซมดิบและเอนไซมก่ึงบริสุทธ์ิดวยวิธี SDS-PAGE และยอมสีดวยวิธี Silver staining พบวา

เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย B. licheniformis DNP0507 มีขนาด 58 กิโลดาลตันโดยประมาณ  

ดังภาพท่ี 5 สวนความบริสุทธ์ิของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสหลังจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว

รอยละ 30 ถึงรอยละ 80 พบวามีความบริสุทธ์ิเพ่ิมข้ึน 1.310 เทาจากเอนไซมดิบ (ตารางท่ี 1) เอนไซมแอลฟา-อะไม 

เลสก่ึงบริสุทธ์ิมีคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมเปน 1.819 ยูนิตตอมิลลิกรัม ท่ีสภาวะคาความเปนกรดดาง 7.2 อุณหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 1) 

 

 
ภาพท่ี 5  แผนอะครลิาไมดสําเร็จรูป Mini-PROTEAN® Precast Gels ยอมสีดวยวิธี Silver staining 

M คือ โปรตีนมาตรฐาน Pink Plus Prestained Protein Ladder (GeneDireX, Taiwan) 
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1 คือ เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสดบิท่ีผลิตจากแบคทีเรยี B. licheniformis DNP0507 

2 คือ เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสก่ึงบริสุทธ์ิท่ีผลิตจากแบคทีเรีย B. licheniformis DNP0507 

 แสดงเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีผลติจากแบคทีเรีย B. licheniformis DNP0507 

ตารางท่ี 1 คากิจกรรมเฉพาะและความบริสุทธ์ิของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส 

ขั้นตอนการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์ 

ปริมาณของ

เอนไซมแอลฟา-

อะไมเลสท้ังหมด 

(มิลลิกรัม) 

คากิจกรรมเฉพาะ 

ของเอนไซมแอลฟา- 

อะไมเลส 

(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

ความบริสุทธิ์  

(เทา) 

เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสดิบ 25.785 ± 1.347 1.388 ± 0.233 1.000 

เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสหลังจากการ

ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตอ่ิมตัว 

3.513 ± 0.113 1.819 ± 0.349 1.310 

 

อภิปรายผล 

1. แบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 เปนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินตะกอนของปาชายเลนพระเจดียกลางนํ้า 

จังหวัดระยองดวยจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar และมีความสามารถในการยอยสลายแปงชนิดละลายนํ้าใน

จานอาหารแข็ง Starch Agar ซึ่งแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียไอโซเลท DNP0507 มีความสามารถในการผลิตเอนไซม

แอลฟา-อะไมเลส เมื่อทําการระบุสายพันธุดวยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA พบวาแบคทีเรีย 

ไอโซเลท DNP0507 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรีย B. licheniformis ซึ่งเปนแบคทีเรียท่ีมีรายงานวาพบท่ัวไปในดิน

และสามารถผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสได งานวิจัยท่ีผานมาพบวาแบคทีเรีย B. licheniformis มีความใกลชิดทาง

วิวัฒนาการของยีน 16S rRNA และยีน 16S-23S internal transcribed spacer (ITS) กับแบคทีเรีย B. subtilis และ 

B. amyloliquefaciens (Rey et al., 2004) ซึ่งสอดคลองกับแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการท่ีไดจากการศึกษาวิจัย

ในครั้งน้ี (ภาพท่ี 4) 

2. การวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย B. licheniformis 

DNP0507 ดวยวิธี SDS-PAGE และยอมสีดวยวิธี Silver staining พบวาเอนไซมมีนํ้าหนักโมเลกุล 58 กิโลดาลตัน

โดยประมาณ ซึ่งสอดคลองกับกับงานวิจัยของ Wu และคณะ (2018) รวมถึงงานวิจัยของ  Hmidet  และคณะ (2008) 

ท่ีพบวาเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสจากแบคทีเรีย B. licheniformis B4-423 และแบคทีเรีย B. licheniformis NH1 

ตามลําดับ มีนํ้าหนักโมเลกุลท่ี 58 กิโลดาลตันโดยประมาณเชนกัน 

3. การทําใหเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีผลิตไดก่ึงบริสุทธ์ิดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต

ท่ีความเขมขนอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิเพ่ิมข้ึนเปน 1.310 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับ

เอนไซมดิบ และมีคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมก่ึงบริสุทธ์ิเปน 1.819 ± 0.349 ยูนิตตอมิลลิกรัม เมื่อเปรียบเทียบกับ

งานวิจัยท่ีผานมาของ Raul และคณะ (2014) ซึ่งทําเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis MTCC 

121 ใหก่ึงบริสุทธ์ิดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความเขมขนอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 70 

พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิเพ่ิมข้ึน 3 เทา และมีคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมเปน 7.72 ยูนิตตอมิลลิกรัม งานวิจัย

ของ Wu และคณะ (2018) รายงานการทําเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสจากแบคทีเรีย B. licheniformis B4-423 ใหก่ึง

บริสุทธ์ิดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความเขมขนอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 พบวาเอนไซม
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มีความบริสุทธิเพ่ิมข้ึน 1.61 เทา และมีคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมเปน 559.47 ยูนิตตอมิลลิกรัม จะเห็นไดวาความ

บริสุทธ์ิของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสหลังจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีไดในงานวิจัยน้ี มีความ

ใกลเคียงกับความบริสุทธ์ิของเอนไซมท่ีไดจากงานวิจัยของ Wu และคณะ (2018) เน่ืองมาจากเปนเอนไซมแอลฟา- 

อะไมเลสท่ีผลิตไดจากแบคทีเรียสายพันธุเดียวกันและใชกรรมวิธีในการทําใหเอนไซมก่ึงบริสุทธ์ิในสภาวะเดียวกัน 

อยางไรก็ตามเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีผลิตไดจากแบคทีเรีย B. licheniformis DNP0507 ในการวิจัยน้ียังมีคา

กิจกรรมเฉพาะของเอนไซมท่ียังต่ํากวางานวิจัยท่ีผานมา อาจเน่ืองมาจากสภาวะท่ีใชวัดคากิจกรรมของเอนไซมแอลฟา-

อะไมเลสดัดแปลงจากงานวิจัยของ Mishra และ Behera (2008) ยังไมใชสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวัดคากิจกรรม

ของเอนไซมท่ีผลิตได ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาวิจัยครั้งน้ีเปนขอมูลสําคัญแกภาคอุตสาหกรรมในการนําแบคทีเรียท่ีผลิต

เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสสายพันธุทองถ่ินไปประยุกตใชในอนาคต 

 

ขอเสนอแนะ  

 การศึกษาวิจัยน้ีเปนงานวิจัยเบ้ืองตนจึงควรมีการศึกษาวิจัยตอยอดในเชิงลึก เชน การทําใหเอนไซม

แอลฟา-อะไมเลสมีความบริสุทธ์ิสูงข้ึน การศึกษาคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมในสภาวะท่ีเหมาะสม เปนตน รวมถึง

การศึกษาวิจัยเชิงประยุกตเพ่ือใหเกิดประโยชนสูงสุดตอภาคอุตสาหกรรม เชน การเพ่ิมอัตราการผลิตเอนไซมในระบบ

ถังปฏิกรณชีวภาพ (Bioreactor) เปนตน 
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