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2. โครงการวิจัย   :  การผลิตรีคอมบิแนนท์เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและกลูโค            

อะไมเลสจากจุลินทรีย์เพ่ือใช้ในกระบวนการย่อยแป้งเชิงพาณิชย์ (Production of recombinant alpha 

amylase and recombinant gluco amylase from microbial for using starch liquefaction in 
commercial) 

 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การศึกษาแหล่งคาร์บอนที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์                  

อะไมเลสและการสกัดบริสุทธิ์ 

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  A study of an efficient carbon source for amylase 

production and purification 
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บทคัดย่อ 

เอนไซม์อะไมเลสเป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญในอุตสาหกรรม โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมที่ใช้แป้งเป็น

วัตถุดิบและยังเกี่ยวข้องในกระบวนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง ปัจจุบันนิยมผลิตรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ 

อะไมเลสจากจุลินทรีย์ เนื่องจากเลี้ยงง่ายความต้องการอาหารไม่ซับซ้อน สะดวกในการเก็บเชื้อได้นานโดยไม่ต้อง

ถ่ายเชื้อบ่อยและเป็นแหล่งเอนไซม์ที่มีปริมาณไม่จ ากัด ดังนั้นงานวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ศึกษากรรมวิธีผลิต

และแยกบริสุทธิ์เอนไซม์อะไมเลสจุลินทรีย์ โดยค านึงถึงต้นทุนการผลิต ปริมาณและประสิทธิภาพการท างานของ

เอนไซม์ โดยโคลนยีนแอลฟาอะไมเลสเข้ากับ pQE80L เพ่ือผลิตรีคอมบิแนนท์แอลฟาอะไมเลสในเซลล์แบคทีเรีย 

ชักน าการหลั่งเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจากแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีกิจกรรม (activity) การย่อย

แป้งสูงกว่าที่อุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส การผลิตเอนไซม์อะไมเลสจากแบคทีเรีย สามารถใช้ 1 mM 



Lactose แทน IPTG กระตุ้นให้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้ ผลิตรีคอมบิแนนท์แอลฟาอะไมเลสขนาด

ประมาณ 70 กิโลดาลตัน สกัดบริสุทธิ์ได้เอนไซม์ 12.5 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ประมาณ 5 U/ml 

ที่สภาวะอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและ pH 7.5 และที่สภาวะอุณหภูมิ 70 และ 90 องศาเซลเซียส, pH7.5  

ยังคงมีกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้งที่ใกล้เคียงกับที่สภาวะอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ซึ่งจะเป็น

ประโยชน์ในอุตสาหกรรมแป้งต่างๆ เนื่องจากในกระบวนการท าให้น้ าแป้งเหลว ( liquefaction) นั้น จะต้องใช้

เอนไซม์อะไมเลสช่วยย่อยแป้งในอุณหภูมิที่ค่อนข้างสูง 

ค าส าคัญ: แอลฟาอะไมเลส 
 

Abstract 
  Amylases have potential application in a wide number of industrial processes, 
especially in ethanol industries from cassava. The recombinant protein technology is widely 
used for production of enzymes because ease of growth and manipulation using simple 
laboratory equipment and can generate potentially unlimited supplies of recombinant protein. 
In this study, Recombinant protein production and purification processes must be low cost to 
production, efficiency and yields of high-quality enzyme. The alpha amylase gene was cloned 
into a pQE80L expression vector. The optimum condition for the inducing enzyme 
expression was incubated at 30 degrees C and added 1 mM IPTG or use of 1 mM lactose 
instead of IPTG. The recombinant alpha amylase was allowed the production of 12.5 mg of 
purified recombinant proteins per liter of bacterial culture and had a molecular weight about 70 
KDa. The recombinant alpha amylase showed a maximum activity about 5 U/ml at pH 7.5 and 
optimum temperature of 50 °C. Furthermore, the recombinant alpha amylase able to digest 
soluble starch at pH 7.5 and at a temperature range of 70° C to 90° C. It shows that the 
recombinant alpha amylase would be beneficial for industrial applications, especially in 
liquefying saccharification. 
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5. ค าน า                                 :   

จากวิกฤตการณ์การขาดแคลนน้ ามันดิบ ท าให้เกิดความต้องการพลังงานทดแทนน้ ามันเชื้อเพลิงประเภท

ต่างๆ เช่น พลังงานแสงอาทิตย์ ลม น้ า ไฮโดรเจนและชีวมวล โดยเฉพาะพลังงานทดแทนจากภาคการเกษตร 

สามารถน าปาล์มน้ ามันและสบู่ด า ผลิตเป็นไบโอดีเซล อ้อย ข้าวโพด ข้าวฟ่างและมันส าปะหลัง ผลิตเป็นเอทานอล 

เพ่ือน าไปผสมกับน้ ามันเบนซิน ผลิตเป็นแกสสโซฮอล์ ประเทศไทยมีวัสดุที่มีศักยภาพผลิตเอทานอลหลายชนิด แต่

จากการประเมินขั้นต้นพบว่าตามสภาพที่เป็นอยู่ในปัจจุบัน ทั้งมันส าปะหลังและอ้อยมีความเหมาะสมมากกว่าพืช

ชนิดอ่ืนในการที่มีวัตถุดิบปริมาณมากพอส าหรับการผลิตอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ นอกจากนั้นประเทศไทยมีความ

พร้อมด้านความรู้ความเข้าใจรายละเอียดและเทคโนโลยีที่เกี่ยวกับการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง (อัมพร, 2537)     

เอนไซม์ย่อยแป้งที่เกี่ยวข้องในขบวนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง จะเห็นว่ามี 2 ชนิดด้วยกัน คื อ 

แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส  โดยแอลฟาอะไมเลสจะตัดพันธะ -1, 4 กลูโคซิดิก ระหว่างโมเลกุลกลูโคส

ภายในส่วนของอะไมโลสและอะไมโลเพกติน  ผลผลิตที่ได้คือ oligosaccharide และ -limit-dextrin (ภาพที่ 1) 

ส่วนกลูโคอะไมเลสจะตัดพันธะที่จับกันของกลูโคสทั้งพันธะ -1,4 และ -1,6 กลูโคซิดิก   ซึ่งการท างานจะตัด

โมเลกุลที่ต าแหน่งปลายของอะไมโลสและอะไมโลเพคติน ดังนั้นผลผลิตที่ได้จะเป็นกลูโคสอย่างเดียว (ภาพที่ 1 )   

 

ภาพที่ 1   การท างานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสตัดพันธะ -1, 4 กลูโคซิดิกและการท างานของเอนไซม์

กลูโคอะไมเลสตัดพันธะ -1,4 และ -1,6 กลูโคซิดิก    

เอนไซม์อะไมเลส (Amylase) เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญในอุตสาหกรรมเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะใน

อุตสาหกรรมที่ใช้แป้งเป็นวัตถุดิบ โดยใช้เอนไซม์อะไมเลสร่วมกับเอนไซม์ชนิดอ่ืนเพื่อเปลี่ยนแป้งเป็นน้ าตาลกลูโคส 

เช่น ใช้เอนไซม์อะไมเลสร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสในอุตสาหกรรมขนมปังเพ่ือท าให้เนื้อขนมปังฟูและลดระดับ



โปรตีนในแป้งขนมปัง  และใช้ในอุตสาหกรรมผงซักฟอกชีวภาพเพ่ือก าจัดคราบโปรตีนและคราบแป้งติดแน่นบน

เนื้อผ้า ส าหรับอุตสาหกรรมอาหารในประเทศไทยที่มีการใช้เอนไซม์อะไมเลส ได้แก่ อุตสาหกรรมการแปรรูปแป้ง

และผลิตไซรัป อุตสาหกรรมเบเกอรี่ และขนมปังกรอบ  อุตสาหกรรมสารปรุงแต่งรสชาติอาหาร อุตสาหกรรมการ

ผลิตเครื่องดื่มและนม และอุตสาหกรรมเครื่องดื่มและน้ าผลไม้ นอกจากนี้เอนไซม์อะไมเลส ยังเป็นเอนไซม์ย่อย

แป้งที่เก่ียวข้องในกระบวนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลังอีกด้วย 

การผลิตรีคอมบิแนนท์เอนไซม์อะไมเลสจากจุลินทรีย์ ได้รับความนิยมเป็นอย่างมาก เนื่องจากเลี้ยงง่าย

ความต้องการอาหารไม่ซับซ้อน สะดวกในการเก็บเชื้อได้นานโดยไม่ต้องถ่ายเชื้อบ่อยและเป็นแหล่งเอนไซม์ที่มี

ปริมาณไม่จ ากัด เช่น รายงานของ Khoo และคณะ (1994) ได้ผลิตรีคอมบิเนนท์เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและรี

คอมบิเนนท์เอนไซม์กลูโคอะไมเลส โดยโคลนยีนจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis และจากเชื้อรา Aspergillus 

awamori ตามล าดับ เข้าสู่ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ซึ่งในยีสต์นี้จะมีความสามารถแสดงออกได้ทั้ง

สองเอนไซม์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และท าการแยกบริสุทธิ์เอนไซม์ทั้งสองด้วย  affinity chromatography และ 

gel filtration (Sephadex G-100) ได้เอนไซม์ขนาด 150 กิโลดาลตัน pH และอุณหภูมิที ่เหมาะสมต่อการ

ท างานของเอนไซม์ที่สกัดได้ คือ 6.0 และ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ Wong และคณะ (2002) ท าการโคลน

ยีน barleyalpha-amylase เข้าสู่ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae และทดสอบแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยง

เชื้อพบว่า พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียีสต์จะมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน จะท าให้การสังเคราะห์และการหลั่ง

ของเอนไซม์  

ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้ มีวัตถุประสงค์ศึกษากรรมวิธีผลิตและแยกบริสุทธิ์เอนไซม์กลูโคอะไมเลสและเอนไซม์

แอลฟาอะไมเลสจากจุลินทรีย์ โดยค านึงถึงต้นทุนการผลิต ปริมาณและประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ที่ผลิต

ได้เพ่ือใช้ประโยชน์ในเชิงพาณิชย์ 

 

6. วิธีด าเนินการ                         :  

- อุปกรณ ์    
1. สารเคมีและเอนไซม์  
1.1 สารเคมี  

สารเคมีทีใ่ช้ในการทดลองซื้อมาจากบริษัทที่เป็นตัวแทนจ าหน่ายในประเทศไทย  

1.2 สารเคมีที่ใช้ทดสอบทางชีวโมเลกุล 

 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit) ของ  Fermantas 

 สารเคมีที่ใช้ในการท า Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 



1.3 เอนไซม์ 

 Fast digest Sap I (Fermantas, USA) 

 T4 ligase (Fermantas, USA) 

 GoTaq polymerase (Promega, USA) 
 

2. จุลินทรีย์ พลาสมิด และอาหารเลี้ยงเชื้อ 

2.1 แบคทีเรียและยีสต์ 

 แบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ DH5α 

 ยีสต์ Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc 

 ยีสต์ Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ์ SP90 
2.2 พลาสมิด 

 พลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส (pDAAMY) จากงานวิจัยก่อนหน้า 

 พลาสมิดลูกผสมของยีนกลูโคอะไมเลส (pDGAMY) จากงานวิจัยก่อนหน้า 

 พลาสมิด pGAPZA 

 พลาสมิด pQE80L 
2.3 อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียและยีสต์ 

 อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 2xYT (Himedia, India) 

 อาหารเลี้ยงเชื้อยีสต์ YPD (Himedia, India) 

 อาหารคัดเลือกยีสต์ minimal SD-U  (Clontech, USA)  
 

3. เครื่องมือ 

3.1 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp® PCR System 9700, Applied           

Biosystems) 

3.2 อุปกรณ์การอ่านภาพและบันทึกผล ได้แก่ Gel documentation พร้อมเครื่องพิมพ์ 

3.3 เครื่อง Spectophotometer ส าหรับใช้วัดค่าการดูดกลืนแสง (O.D.) 

3.4 เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอน ควบคุมอุณหภูมิ 

3.5 อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ 

3.6 ไมโครปิเปตขนาด P1,000  P200  P100 และ P2  ไมโครลิตร 

 



- วิธีการ 

1. การน าพลาสมดิลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสเข้าสู่เซลล์ยีสต์โดยวิธ ีLiAc/single-

stranded carrier DNA/PEG method 

เลี้ยงเซลล์ยีสต์  Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง  ที่ 30 องศาเซลเซียส เจือจางยีสต์ให้ได้ค่า optical density ที่ความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากับ 0.4 ในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อต่ออีก 2-4 ชั่วโมง 

จากนั้นแยกตะกอนเซลล์โดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  

ล้างตะกอนเซลล์ด้วย 1X TE (10 mM Tris,pH 7.5; 1 mM EDTA)  ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ละลายเซลล์ด้วย 

1 XLiAC/0.5XTE (100 mM Lithium Acetate, pH 7.5; 5 mM Tris,pH 7.5; 0 . 5  mM EDTA)  บ่ ม ที่

อุณหภูมิห้อง นาน 10 นาที  เติมพลาสมิดลูกผสม (ข้อ 1, 2) 1 ไมโครกรัม denatured salmon sperm DNA 

100 ไมโครกรัม และ 1XLiAC/40% PEG3350/1X TE (100 mM Lithium Acetate, pH 7.5; 40% PEG3350; 

10 mM Tris,pH 7.5; 1 mM EDTA) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในสารแขวนลอยยีสต์ ผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 30 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม DMSO ปริมาตร 88 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 42 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที น ามาหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที่ 4 องศา

เซลเซียส  ล้างตะกอนเซลล์ด้วย 1X TE  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น ามาหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 5 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 1X TE ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าเชื้อไปเกลี่ย

บนอาหาร SC-U ที่ บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 วัน น าโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหาร ตรวจสอบขนาด

ของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสที่สอดแทรกอยู่ในพลาสมิดด้วย colony PCR วิเคราะห์ขนาดด้วย 

0.8 % agarose gel 

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสในยีสต์  โดยน ายีสต์ที่มีพลาสมิดลูก
ผสม เลี้ยงบนอาหารแข็ง YPC (อาหารเลี้ยงยีสต์ YPD ที่เติม 1 เปอร์เซ็นต์ ของแป้ง) บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4-5 วัน หลังจากนั้นน าสารละลายไอโอดีน เทลงบนอาหารแข็ง บ่มที่มืด นาน 15 นาที เทสารละลายไอโอดีน
ออก สังเกตวงใสรอบโคโลนีของยีสต์ 

 
2. การเชื่อมต่อยีนแอลฟาอะไมเลสเข้ากับเวคเตอร์ของแบคทีเรียและตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
2.1 การสังเคราะห์และเชื่อมต่อยีนแอลฟาอะไมเลส (AAMY) เข้ากับเวคเตอร์ pQE80L  

เพ่ิมปริมาณยีน AAMY ด้วยเทคนิค PCR ท าโดยใช้พลาสมิดลูกผสม pDAAMY (พลาสมิดลูกผสมเพ่ือ

ถ่ายฝากเข้ายีสต์)  เป็นแม่แบบในส่วนผสมของปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย pDAAMY  1 ไมโครกรัม, 

1X GoTaq® Colorless Master Mix (Promega, USA) และไพรเมอร์ 0.4 ไมโครโมลาร์(ประกอบด้วย Falpa-



Bam (5' - TTT GGA TCC ATG TTT GCA AAA CGA TTC AAA ACC TCT TTA CTG - 3')  0.2 ไมโครโมลาร์ 

และ Ralpa-Hind (5' -  TTT AAG CTT TCA ATG GGG AAG AGA ACC GCT TAA GCC CGA GTC - 3') 0.2 

ไมโครโมลาร์),  จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยาด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (PCR) ยี่ห้อ GeneAmp® PCR 

System 9700 (Applied Biosystems) มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในขั้นตอนการท าปฏิกิริยาดังนี้ คือ อุณหภูมิ 

95 องศาเซลเซียส 120 วินาที ตามด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณแล้ว ตรวจสอบด้วยวิธี

อิเลคโตรโฟรีซิส ใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล และสกัดบริสุทธิ์ด้วยชุด PCR Kit (Fermentas, USA)  

น าผลผลิตจาก PCR และเวคเตอร์ pQE80L ตัดด้วยเอนไซม์ Bam HI และ Hind III ในส่วนผสมของ

ปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยยีน AAMY  20 นาโนกรัม, 1X Fast Digest buffer และ 1 ไมโครลิตร Fast 

Digest  Bam HI และ Hind III บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรี

ซิสใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล และน ายีน AAMY และเวคเตอร์ pQE80L ที่ตัดด้วยเอนไซม์ Bam HI และ 

Hind III แล้ว มาเชื่อมต่อกันโดยใช้เอนไซม์ T4 DNA ligase ในส่วนผสมของปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตรประกอบด้วย 

ยีน AAMY ที่ตัดด้วยเอนไซม์ Bam HI และ Hind III  10 นาโนกรัม, เวคเตอร์ pQE80L 10 นาโนกรัม, 1x Rapid 

Ligation Buffer, 5 ยูนิต T4 DNA ligase (Thermo Scientific, USA) บ่มที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาท ี 

จากนั้ นน าพลาสมิ ดลู กผสมถ่ ายฝากใน  E. coli สายพันธุ์  DH5  ด้ วยวิธีการ heat shock 

transformation  เริ่มจากการน าแบคทีเรียที่อยู่ในสภาพพร้อมรับดีเอ็นเอ (competent cell) แช่ในน้ าแข็ง

จนกระทั่งละลายประมาณ 2 ใน 3 ส่วน เติมสารละลายดีเอ็นเอที่เชื่อมต่อแล้วจ านวน 5 ไมโครลิตร ผสมลงในสาร

แขวนลอยแบคทีเรีย บ่มในน้ าแข็งนาน 30 นาที น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที  แล้ว

น ามาแช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที เติมอาหาร LB ปริมาตร 900 ไมโครลิตร เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที นาน 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส น าสารแขวนลอยแบคทีเรียที่ปั่นตกตะกอนแล้วทิ้งส่วนน้ าใส 

700 ไมโครลิตร ละลายเชื้อแบคทีเรีย  น าไปเกลี่ยบนอาหาร LB ที่มี Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 

37 องศาเซลเซียส 16-20 ชั่วโมง ตรวจสอบขนาดของยีน AAMY  ที่สอดแทรกอยู่ในพลาสมิดโดยเทคนิค colony 

PCR  ท าโดยใช้โคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหาร เป็นแม่แบบในส่วนผสมของปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย  

1X GoTaq® Colorless Master Mix (Promega, USA),  ไพรเมอร์ 0.4 ไมโครโมลาร์(ประกอบด้วย Falpa-

Bam 0.2 ไมโครโมลาร์ และ Ralpa-Hind 0.2 ไมโครโมลาร์) จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยาด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

อัตโนมัติ (PCR) ยี่ห้อ GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิใน

ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาดังนี้ คือ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 120 วินาที ตามด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 95 องศา



เซลเซียส 30 วินาที อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที  น าดีเอ็นเอ

ที่เพ่ิมปริมาณแล้ว ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล และสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด 

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA)   

2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในการย่อยแป้งจาก มันส าปะหลัง  
เลี้ยงเซลล์ E. coli สายพันธุ์ DH5α ที่มีพลาสมิดลูกผสม ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มี  Ampicillin 100 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1 คืน  ที่ 37 องศาเซลเซียส  จากนั้นย้ายลงในอาหารเหลว LB  ที่ผสม  

Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   เลี้ยงเชื้อต่อจนเซลล์เจริญมีค่า optical density ที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตร (OD600)   เท่ากับ 0.5  เติม  IPTG ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0 mM  เลี้ยงเชื้อต่อเป็นเวลา

อย่างน้อย 6-8  ชั่วโมง  แยกตะกอนเซลล์โดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 20 นาที  

ละลายตะกอนเซลล์ด้วย  purification buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 

8.0 )  ในอัตราส่วนบัฟเฟอร์ 2 มิลลิลิตรต่อตะกอนเซลล์ที่ได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อ 25 มิลลิลิตร เติม  lysozyme 

ความเข้มข้น 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  บ่มบนน้ าแข็ง นาน 30 นาที ท าให้เซลล์แตกด้วยวิธี freeze-thaw  แล้ว

น ามาหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส น าส่วนน้ าใส 

(crude extract) ที่มีเอนไซม์แอลฟลาอะไมเลส หยอดลงในอาหารแข็งที่มี 1% แป้ง ตรวจสอบการย่อยแป้งโดย

โดยเติมสารละลายไอโอดีนลงบนอาหาร 

2.3 การสกัดรีคอมบิแนนท์เอนไซม์อะไมเลสค่อนข้างบริสุทธิ์ 
น า crude extract ที่สกัดได้จากข้อ 2.1  มาผ่านคอลัมน์  nickel nitrilotriacetic acid        

(Ni-NTA) ล้างคอลัมน์ด้วย  Wash Buffer  (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 8.0) 

ปริมาตร 10-20 มิลลิลิตรเติม Elution Buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM imidazole, pH 

8.0) เพ่ือชะ (elute) เอนไซม์อะไมเลสออกจากคอลัมน์ แล้วน าไปหาค่าความเข้มข้นโปรตีนด้วยการวัดค่า OD280 

และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์อะไมเลสด้วยวิธี  SDS-PAGE ใน 8 เปอร์เซ็นต์ อะคลีลาไมด์เจล 

2.4 ศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิที่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส  

น าสารละลายเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจากข้อ 2.3 วางแผนการทดลองแบบ 44 Factorial in CRD 
จ านวน 7 ซ้ า ประกอบด้วย ปัจจัยหลัก คือ อุณหภูมิที่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ได้แก่ 30 
50 70 และ 90 องศาเซลเซียส และ ปัจจัยรอง คือ ค่าความเป็นกรด-ด่างที่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลส ได้แก่ 4.5 5.5 6.5 และ 7.5 
 วัดกิจกรรมของอะไมเลสด้วยวิธี  microplate-based starch–iodine assay (Xiao et al., 2005  ) 
และเปรียบเทียบประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส โดยน าน้ าแป้ง (2.0 g/L) ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร และเอนไซม์อะไมเลสที่ละลายใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.0  ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ใส่ลง

../../../../เอกสารอ้างอิง+protocol/amylase/A_quantitative_starch-iodine_method_for_measuring_.pdf


ใน microplate แล้วน าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติม 1 M HCl ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยา เติม iodine reagent (5 mM I2, 5 mM KI) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตรมิเตอร์ น าค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของสารละลายแป้ง  

บันทึกผล กิจกรรมของเอนไซม์ต่อการย่อยแป้งมันส าปะหลัง โดยใช้สูตรค านวณ ดังนี้ 
 
 

    กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส (U/ml) =     (A580 control - A580 sample)    
                A580/mg starch x 30 min x 0.04 ml 
 
A580 control คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโนเมตรของน้ าแป้งที่ไม่ได้เติมเอนไซม ์ 
A580 sample คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโนเมตรของน้ าแป้งที่ถูกย่อยโดยเอนไซม์ 
A580/mg starch คือ ค่ าการดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่น  580 นาโนเมตรของน้ าแป้ งที่ ความเข้มข้น                 

1 มิลลิกรัม โดยค านวณจากกราฟมาตรฐาน  
30 min คือ เวลาที่ใช้ในการย่อยของเอนไซม์  
0.04 ml คือ ปริมาตรของเอนไซม์ที่ใช้  

 

- เวลาและสถานที่      

ตุลาคม 2561 ถึง กันยายน 2562 

ห้องปฏิบัติการ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร จ.ปทุมธานี 

 

7.ผลการทดลองและวิจารณ์   

เนื่องจากยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสจากงานวิจัยก่อนหน้ามี

การสูญหายออกจากเซลล์ จึงด าเนินการถ่ายฝากพลาสมิดลูกผสมของทั้งสองยีนอีกครั้ง โดยน าพลาสมิดลูกผสมที่มี

ยีนกลูโคอะไมเลสและยีนแอลฟาอะไมเลส ถ่ายฝากเข้าสู่ยีสต์ S.  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc-1 ด้วยวิธี 

LiAc/single-stranded carrier DNA/PEG method ตรวจสอบขนาดของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะ

ไมเลสด้วยเทคนิค colony PCR  พบว่าคัดเลือกโคโลนีของยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนของแอลฟาอะไมเลส  

จ านวน 4 โคลน ส่วนยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนกลูโคอะไมเลส จ านวน 7 โคลน (ภาพที่ 2) จึงน ายีสต์ที่มี 

พลาสมิดลูกผสมของเอนไซม์ทั้งสองชนิดนี้ เลี้ยงบนอาหารแข็ง YPD เพ่ือเก็บไว้เป็น master plate และอีกส่วน

เลี้ยงในอาหารแข็ง YPC (อาหารเลี้ยงยีสต์ YPD ที่เติม 1 เปอร์เซ็นต์ของแป้ง) เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพการย่อย



แป้งของเอนไซม์อะไมเลสจากยีสต์ น าไปบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 วัน หลังจากนั้นน าสารละลาย

ไอโอดีนเทลงบนอาหารแข็งให้ทั่ว บริเวณที่ไม่มีการย่อยแป้งจะเกิดปฏิกิริยาการจับกันของโมเลกุลของแป้งและ

สารละลายไอโอดีน จะเห็นเป็นสีน้ าเงินเข้ม ส่วนบริเวณที่มีการย่อยแป้งของเอนไซม์จะเห็นเป็นวงใสๆรอบโคโลนี

ของยีสต์ จากการทดลองพบว่าเกิดวงใสรอบยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส (ภาพที่ 3ก) และ    

ยีนกลูโคอะไมเลส ในขณะที่ไม่เกิดวงใสบริเวณเซลล์ยีสต์ S.  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc (ภาพที่ 3ข) ซึ่งไม่มี 

พลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลส แสดงว่ายีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟา 

อะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสมีการแสดงออกของเอนไซม์อะไมเลส 

 

 

 

ภาพที่ 2  การตรวจสอบการแทรกของยีนแอลฟาอะไมเลส (ก) และยีนกลูโคอะไมเลส (ข) ในยีสต์                         

S. cerevisiae สายพันธุ์ INVSc ที่เจริญบนอาหารคัดเลือก SC-U 

 

 



 

ภาพที่ 3  การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแอลฟาอะไมเลส (ก) และกลูโคอะไมเลส (ข) ในยีสต์                         

S.  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc บนอาหารแข็ง YPC ที่เติม 1 เปอร์เซ็นต์ของแป้ง 

แต่อย่างไรก็ตามเมื่อน าโคลนของยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมจาก master plate มาตรวจสอบการย่อยแป้ง
อีกครั้ง พบว่า ไม่เกิดวงใสรอบยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสม จึงตรวจสอบยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโค              
อะไมเลสด้วยเทคนิค PCR  พบว่า ไม่มียีนดังกล่าวในยีสต์ ซึ่งอาจเกิดการสูญหายของพลาสมิดจากการแบ่งเซลล์ 
พลาสมิดของยีสต์จะมีจ านวน 10-40 ส าเนาต่อเซลล์ และแต่ละครั้งของการแบ่งเซลล์ของยีสต์จะมีความถี่ในการ
สูญหายของพลาสมิด 1-5 เปอร์เซ็นต์ บางกรณีอาจสูงถึง  50 เปอร์เซ็นต์ได้ (Karim et al., 2013; Gnügge et 
al., 2016) อีกประการหนึ่งสาเหตุการสูญหายของพลาสมิดในยีสต์ เนื่องจากพลาสมิดที่อยู่ในยีสต์ มักอยู่รวมตัว
กัน ไม่กระจายตัวอยู่ในเซลล์ (Scott-Drew and Murray, 1998; Velmurugan et al., 2000) ดังนั้นเมื่อยีสต์ S.  
cerevisiae มีการแบ่ งเซลล์ด้วยวิธี  budding ซึ่ งเป็นการถ่ายทอดลักษณะที่ ไม่สมมาตร (asymmetrical 
inheritance) จึงท าให้เซลล์ใหม่บางเซลล์ไม่มีพลาสมิดอยู่ (Spokoini et al., 2012) นอกจากนี้การถ่ายทอด
ลักษณะนี้ท าให้เกิดความไม่สมมาตรของโปรตีนระหว่างเซลล์ใหม่และเซลล์เก่า ซึ่งอาจมีการสะสมของโปรตีนที่มาก
เกินไป จนเป็นพิษท าให้เซลล์ตายได้ (Erjavec  and Nystrom, 2007) 

 
การเชื่อมต่อยีนแอลฟาอะไมเลสเข้ากับเวคเตอร์ของแบคทีเรียและตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

จึงท าการโคลนยีนแอลฟาอะไมเลสเพ่ือน าเข้าเวคเตอร์ของแบคทีเรีย (expression vector) ส่วนยีน     

กลูโคอะไมเลสเป็นยีนที่ได้จากเชื้อรา Aspergillus  niger เอนไซม์กลูโคอะไมเลสที่สามารถย่อยแป้งได้ ต้องมีการ

ปรับแต่งโปรตีนด้วยการเติมโมเลกุลคาร์โบไฮเดรต (O-glycosylation) โดยจะช่วยขยายส่วน peptide 

backbone และรักษาระยะห่างระหว่างโดเมน catalytic และ starch-binding ให้คงที่  (Williamson et al., 

1992) การเติมโมเลกุลคาร์โบไฮเดรต (O-glycosylation) มักเกิดขึ้นในระบบของสิ่งมีชีวิตจ าพวก eukaryote ใน

บริเวณกอลจิคอมเพล็กซ์ (Golgi apparatus) (Flynne, 2008) ดังนั้นเอนไซม์กลูโคอะไมเลสจึงไม่เหมาะส าหรับ

การผลิตจากระบบของแบคทีเรีย  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williamson%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1546955


เพ่ิมปริมาณยีนแอลฟาอะไมเลส ที่มีขนาดประมาณ 1.9 กิโลเบส ด้วยเทคนิค PCR จากนั้นน ายีน

แอลฟาอะไมเลสท าบริสุทธิ์และย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ แทรกเข้ากับพลาสมิด pQE80L และน าเข้าสู่

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α ตรวจสอบการสอดแทรกของยีนแอลฟาอะไมเลสในพลาสมิด ด้วย colony 

PCR พบว่ามี PCR product ของยีน มีขนาดประมาณ 1.9 กิโลเบส ซึ่งมีขนาดใกล้เคียงกับยีนแอลฟาอะไมเลส 

แสดงว่ามีการสอดแทรกของยีนแอลฟาอะไมเลส จ านวน 13 โคลน (ภาพที่ 4) จึงเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB เพ่ือเก็บ

ไว้เป็น master plate  

 

 

ภาพที่ 4  การตรวจสอบการแทรกของยีนแอลฟาอะไมเลส ในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α 

 
ทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในการย่อยแป้งมันส าปะหลัง  

น า crude extract จากแบคทีเรียที่มีพลาสมิดลูกผสม ที่ชักน าให้เกิดการแสดงออกของเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ

ต่าง ๆ  หยอดบนอาหารแข็ง LB (อาหารเลี้ยงแบคทีเรีย LB ที่เติม 1 เปอร์เซ็นต์ของแป้ง) บ่มที่ 50 องศาเซลเซียส 

นานข้ามคืน หลังจากนั้นน าสารละลายไอโอดีนเทลงบนอาหารแข็งให้ทั่ว บริเวณท่ีไม่มีการย่อยแป้งจะเกิดปฏิกิริยา

การจับกันของโมเลกุลของแป้งและสารละลายไอโอดีน จะเห็นเป็นสีน้ าเงินเข้ม ส่วนบริเวณที่มีการย่อยแป้งของ

เอนไซม์จะเห็นเป็นวงใสๆรอบหลุมของเอนไซม์จากการทดลองพบว่าเกิดวงใสรอบหลุมขของ crude extract จาก

แบคทีเรียที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส ซึ่งเหมือนกับวงใสบริเวณรอบเอนไซม์อะไมเลสทางการค้า 

ในขณะที่ไม่เกิดวงใสบริเวณ crude extract จากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α ซึ่งไม่มีพลาสมิดลูกผสมของ

ยีนแอลฟาอะไมเลส (ภาพที่ 5)  เมื่อวิเคราะห์ผลจากข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่ 1)  พบว่า ค่าเฉลี่ยของบริเวณวงใสที่

มีการย่อยแป้งของอุณหภูมิที่ใช้ชักน าให้เอนไซม์อะไมเลสมีการแสดงออกของยีนที่อุณหภูมิ 25 30 และ 37 องศา

เซลเซียส มีค่าเท่ากับ  1.30 1.46 และ 1.21 ตามล าดับ  นั่นแสดงว่าเอนไซม์อะไมเลสจากแบคทีเรียที่ชักน าให้เกิด

การหลั่งของเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีความเหมาะสมที่ท าให้แบคทีเรียมีการผลิตเอนไซม์อะไมเล

สทีม่ีกิจกรรม (activity) การย่อยแป้งสูงกว่าการชักน าที่อุณหภูมิ 25 และ 37  องศาเซลเซียส เช่นเดียวกับรายงาน



ของ Dragosits et al. (2000) ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิต่อการผลิตฟาจแอนติบอดี (phage antibody) ในเจ้า

บ้านต่างๆ พบว่าเมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย E. coli และชักน าการแสดงออกของฟาจแอนติบอดีที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส มีการผลิตฟาจแอนติบอดีทีอ่ยู่ในรูปที่ละลายได้ (soluble protein) สูงมากกว่าเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ซึ่งอาจเกิดจาการเพาะเลี้ยงในอุณหภูมิที่ต่ า จะเพ่ิมการหลั่งของ recombinant protein ออกนอกเซลล์

ไดม้ากขึ้น (Rinas and Hoffmann, 2004) 

และจากการทดลองใช้สาร Lactose ความเข้มข้น 1, 3 และ 5 mM เปรียบเทียบกับการใช้สาร IPTG 1 

mM ชักน าให้แบคทีเรียผลิตรีคอมบิแนนท์เอนไซม์อะไมเลส เมื่อวิเคราะห์ผลจากข้อมูลทางสถิติ (ตารางที่ 2)  

พบว่า การใช้สาร Lactose ความเข้มข้น 1 mM มีค่าเฉลี่ยของบริเวณวงใสที่มีการย่อยแป้งใกล้เคียงกับการใช้สาร 

IPTG 1 mM (ภาพที่  6) แสดงว่า ในการผลิตรีคอมบิแนนท์เอนไซม์อะไมเลสจากแบคทีเรียสามารถใช้ 1 

mMLactose กระตุ้นการแสดงออกของยีนอะไมเลสได้ ซึ่งจะช่วยลดต้นทุนการผลิตโปรตีนในระดับ large scale ได ้  

 

 

ภาพที่ 5 การย่อยแป้งของรีคอมบิแนนท์เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ชักน าให้มีการแสดงออกของยีนที่อุณหภูมิ      

25 30 และ 37 องศาเซลเซียส บนอาหารแข็งที่เติม 1 เปอร์เซ็นต์ของแป้ง 

 

 



ตารางท่ี 1 ค่าเฉลี่ยของบริเวณวงใสที่มีการย่อยแป้งของเอนไซม์อะไมเลสที่กระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีนที่

อุณหภูมิ 25, 30 และ 37 องศาเซลเซียส  

อุณหภูมิที่ใช้ชักน าให้เอนไซม์อะไมเลสมี           
การแสดงออกของยีน ( 0C ) 

ค่าเฉลี่ยของบริเวณวงใสที่มีการย่อยแป้ง (cm) 

25 1.30a1/ 
30 1.46b 
37 1.21c 

F test ** 
C.V. (%) 5.69 

** : แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/ : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย                                   

โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
 

 
 
ภาพที่ 6 การย่อยแป้งของรีคอมบิแนนท์เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่ชักน าให้มีการแสดงออกของยีนด้วย 1 mM 

IPTG, 1, 3 และ 5 mM lactose (หลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดับ) เทียบกับเอนไซม์อะไมเลสทางการค้า 

(หลุม 5) และ crude extract จากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α (หลุม 6) บนอาหารแข็งที่เติม 1 

เปอร์เซ็นต์ของแป้ง 



ตารางท่ี 2 ค่าเฉลี่ยของบริเวณวงใสที่มีการย่อยแป้งของเอนไซม์อะไมเลสที่กระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีนด้วย 

1 mM IPTG, 1, 3 และ 5 mM lactose  

สารที่ใช้ชักน าให้เอนไซม์อะไมเลสมี             
การแสดงออกของยีน  

ค่าเฉลี่ยของบริเวณวงใสที่มีการย่อยแป้ง (cm) 

1 mM IPTG 1.63a1/ 
1 mM Lactose 1.61a 
3 mM Lactose 1.57b 
5 mM Lactose 1.51c 

F test ** 
C.V. (%) 3.02 

** : แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/ : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย                                   

โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
การสกัดรีคอมบิแนนท์เอนไซม์อะไมเลสค่อนข้างบริสุทธิ์ 

การสกัดรีคอมบิแนนท์เอนไซม์อะไมเลสให้บริสุทธิ์ท าโดยอาศัยคุณสมบัติการเป็น Histidine tagged 
protein เมื่อน าไปผ่านคอลัมน์ Ni-NTA และตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่ามีโปรตีนขนาด
ประมาณ 70 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 7) ซึ่งมีความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์เอนไซม์อะไมเลสที่วัดด้วยวิธี Bradford 
assay ได้โปรตีนความเข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนรวมเท่ากับ 12.5 มิลลิกรัม จากอาหาร
เลี้ยงเซลล์เริ่มต้น 1 ลิตร   

 

 

ภาพที่ 7  ขนาดของรีคอมบิแนนท์เอนไซม์อะไมเลสที่สกัดให้ค่อนข้างบริสุทธิ์ โดยผ่านคอลัมน์ Ni-NTA ได้โปรตีน

ขนาดประมาณ 70 กิโลดาลตัน (lane 2) เปรียบเทียบกับโปรตีนจากเซลล์ E. coli สายพันธุ์ DH5α ที่มีพ

ลาสมิดลูกผสมที่ไม่ผ่านคอลัมน์ Ni-NTA (lane 1) วิเคราะห์ขนาดโปรตีนด้วย 8 เปอร์เซ็นต์ SDS-PAGE  



ศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิที่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 

จากการศึกษาอุณหภูมิที่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส โดยทดสอบที่อุณหภูมิ 30 50 

70 และ 90 องศาเซลเซียส พบว่า ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เอนไซม์อะไมเลสไม่สามารถย่อยแป้งได้ จึงไม่น า

ข้อมูลวิเคราะห์ทางสถิติ และผลการวิเคราะห์ข้อมูลตามตารางที่ 3 และ 4   พบว่า อุณหภูมิที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา

และค่าความเป็นกรด-ด่างของน้ าแป้ง มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้ง มีความแตกต่างกัน

อย่างมีนัยส าคัญยิ่ง โดยที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้งสูง

ที่สุด เท่ากับ 4.65 U/ml รองลงมาคือ อุณหภูมิที่ 70 และ 90 องศาเซลเซียส มีค่าค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะ

ไมเลสในการย่อยแป้ง เท่ากับ 3.22 และ 2.59 U/ ml ตามล าดับ และค่าเป็นกรด-ด่างของน้ าแป้งที่ pH 7.5 มี

ค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้งสูงที่สุด เท่ากับ 4.31 U/ml รองลงมาคือ ค่าเป็นกรด-ด่าง

ของน้ าแป้งที่ pH 4.5, 5.5 และ 6.5 มีค่าค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้ง เท่ากับ 3.85,  311 

และ 2.67 U/ ml ตามล าดับ 

ตารางท่ี 3 ค่าวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายแป้งต่อกิจกรรม

ของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในการย่อยแป้ง  

Source of Variation Degree of 

Freedom 
Sum of Square Mean Square F 

Total 83 153.36   
Treatments 11 143.72 130.65 97.62** 
Temperature (T) 2 62.10 31.05 231.99** 
pH (P) 3 33.92 11.30 84.48** 
T x P 6 47.69 7.94 59.39** 
Error 72 9.63 0.13  

CV = 10.49 %     
** : แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
 

 

 



ตารางท่ี 4 ค่าเฉลี่ยของกิจกรรมของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในการย่อยแป้งที่อุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-ด่าง

ของสารละลายแป้ง 

อุณหภูมิของการท าปฏิกิริยา

ของเอนไซม์ (T) 

ค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายแป้ง (P) T-mean 
4.5 5.5 6.5 7.5 

50 5.72 5.42 3.40 5.67 4.65 
70 3.97 3.79 1.36 3.76 3.22 
90 1.86 1.74 3.25 3.50 2.59 

P-mean 3.85 3.11 2.67 4.31  
 

เมื่อน าข้อมูลของอุณหภูมิที่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส วิเคราะห์ทางสถิติแบบ CRD (ตารางที่ 

5) พบว่า ให้ผลที่สอดคล้องกัน โดยที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จะให้ค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสใน

การย่อยแป้งสูงที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง อยู่ในช่วง 3.40-5.72 U/ml ที่อุณหภูมิ 70 มีค่าเฉลี่ย

กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้ง อยู่ในช่วง 1.36-3.97 U/ml และ ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสมี

ค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้ง อยู่ในช่วง 1.74-3.50 U/ml   

เมื่อน าข้อมูลของค่าความเป็นกรด-ด่างของน้ าแป้งที่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส วิเคราะห์ทาง

สถิติแบบ CRD (ตารางที่ 6) พบว่า ให้ผลที่สอดคล้องกันเช่นเดียวกัน โดยพบว่า น้ าแป้งมันส าปะหลังที่ pH 7.5 มี

ค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้ง อยู่ในช่วง 3.50-5.67 U/ml ของทุกอุณหภูมิที่ท าปฏิกิริยา 

รองลงมาคือ น้ าแป้งมันส าปะหลังที่ pH 4.5 มีค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้ง อยู่ในช่วง 

1.86-5.72 U/ml และน้ าแป้งมันส าปะหลังที่ pH 5.5 มีค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้งสูง 

อยู่ในช่วง 1.74-5.42 U/ml ส่วนน้ าแป้งมันส าปะหลังที่ pH 6.5 มีค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการ

ย่อยแป้งค่อนข้างต่ า อยู่ในช่วง 1.36-3.40 U/ml  

เอนไซม์อะไมเลสที่ใช้ในการทดลองได้นี้ เป็นรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ที่ได้จากยีนอะไมเลสของแบคทีเรีย 

Bacillus subtilis ไอโซเลท D1-1 มีกิจกรรมของเอนไซม์ที่ดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และสภาวะเป็นกลาง 

(pH 7.5) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Souza and Magalhães (2010) รายงานว่าแบคทีเรียสกุล Bacillus เป็น

จุลินทรีย์ที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรม สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้และมีสภาวะที่เหมาะสมในการย่อย

แป้งที่แตกต่างกันในแต่ละไอโซเลท มีสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมตั้งแต่ 33-135 องศาเซลเซียส และค่าความเป็น

กรด-ด่าง 4.0-10.0  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Oliveira%20Magalh%26%23x000e3%3Bes%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031565


นอกจากนี้ที่สภาวะ pH 7.5 อุณหภูมิที่ 70 และ 90 องศาเซลเซียส ยังคงมีกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส

ในการย่อยแป้งที่ใกล้เคียงกับสภาวะที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในอุตสาหกรรมแป้งต่างๆ 

เนื่องจากในการท าให้น้ าแป้งเหลว (liquefaction)จะต้องใช้เอนไซม์อะไมเลสช่วยย่อยแป้งในอุณหภูมิที่ค่อนข้างสูง   

 

ตารางท่ี 5 ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในการย่อยแป้ง  

ค่าความเป็นกรด-ด่างของ
สารละลายแป้ง 

ค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้ง (U/ml) 
50 0C 70 0C 90 0C 

pH 4.5 5.72a1/ 3.97a1/ 1.86b1/ 
pH 5.5 5.42a 3.79a 1.74b 
pH 6.5 3.40b 1.36b 3.25a 
pH 7.5 5.67a 3.76a 3.50a 
F test ** ** ** 

C.V. (%) 7.65 7.58 17.03 
** : แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/ : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย                                   

โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
 
ตารางท่ี 6 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายแป้งต่อกิจกรรมของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในการย่อยแป้ง 

อุณหภูมิของการท าปฏิกิริยา        
ของเอนไซม์ ( 0C ) 

ค่าเฉลี่ยกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้ง (U/ml) 
pH 4.5 pH 5.5 pH 6.5 pH 7.5 

50 5.72a1/ 5.42a1/ 3.40a1/ 5.67a1/ 
70 3.97b 3.79bc 1.36b 3.76b 
90 1.86c 1.74c 3.25a 3.50b 

F test ** ** ** ** 
C.V. (%) 4.12 5.68 19.04 10.64 

** : แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/ : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย                                   

โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 



8. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ :  

การถ่ายฝากพลาสมิดลูกผสมที่มียีนแอลฟาอะไมเลสและพลาสมิดลูกผสมที่มียีนกลูโคอะไมเลสเข้าสู่ยีสต์ 

โดยใช้พลาสมิดประเภท Yeast Replicative plasmid พบว่า พลาสมิดที่อยู่ในยีสต์จะไม่เสถียร (unstable) 

ค่อนข้างสูง และมีการสูญหายของพลาสมิดลูกผสมออกจากเซลล์ของยีสต์ ดังนั้นในการน ายีนแอลฟาอะไมเลส

และพลาสมิดลูกผสมที่มียีนกลูโคอะไมเลสเข้าสู่ยีสต์ ควรใช้พลาสมิดประเภท yeast integrative plasmid หรือ 

yeast episomal plasmid ซึ่งเป็นลักษณะที่จะแทรกยีนเป้าหมายเข้าไปในโครโมโซมของยีสต์ จะมีจ านวน 10-40 

ส าเนาต่อเซลล์ และเม่ือแบ่งตัวของยีสต์จะมีความถี่ในการสูญหายของพลาสมิดน้อยกว่าพลาสมิดประเภทแรก 

เอนไซม์กลูโคอะไมเลสไม่เหมาะส าหรับการผลิตในระบบแบคทีเรีย เนื่องจากเป็นยีนที่ได้จากเชื้อรา 

Aspergillus niger ซึ่งเป็นเซลล์แบบยูคารีโอท (Eukaryotic cell) จึงท าการโคลนยีนแอลฟาอะไมเลสเพ่ือน าเข้า

เวคเตอร์ของแบคทีเรีย (expression vector) และสกัดรีคอมบิแนนท์เอนไซม์อะไมเลสค่อนข้างบริสุทธิ์ มีปริมาณ

เอนไซม์ที่ผลิตได้จากเซลล์แบคทีเรีย 12.5 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ประมาณ 5 U/ml ที่สภาวะ

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและ pH 7.5 การผลิตเอนไซม์อะไมเลสจากแบคทีเรียใช้สาร IPTG ในการกระตุ้นให้

เกิดการผลิตเอนไซม์ขึ้น หากต้องการผลิตในปริมาณมาก สามารถใช้ Lactose ซึ่งมีราคาถูกกว่า กระตุ้นให้

แบคทีเรียผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้เช่นกัน ซึ่งจะท าให้ลดต้นทุนของการผลิตเอนไซม์ได้  

รีคอมบิแนนท์เอนไซม์อะไมเลสจากการทดลองนี้ มาจากยีนอะไมเลสของแบคทีเรีย Bacillus subtilis  

ไอโซเลท D1-1 มีกิจกรรมของเอนไซม์ที่ดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส, pH7.5 และทีส่ภาวะอุณหภูมิ 70 และ 90 

องศาเซลเซียส, pH7.5  ยังคงมีกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้งที่ใกล้เคียงกับที่สภาวะอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในอุตสาหกรรมแป้งต่างๆ เนื่องจากในกระบวนการท าให้น้ าแป้งเหลว 

(liquefaction) นั้น จะต้องใช้เอนไซม์อะไมเลสช่วยย่อยแป้งในอุณหภูมิที่ค่อนข้างสูง   

 

9. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ :  

จากผลการทดลองพบกว่ารีคอมบิแนนท์เอนไซม์อะไมเลสที่ผลิตขึ้น สามารถย่อยแป้งมันส าปะหลังได้

สภาวะกลาง (pH 7.5) ในทุกอุณหภูมิ คือ อุณหภูมิ 50 70 และ 90 องศาเซลเซียส ซึ่งสามารถน าไปใช้ประโยชน์

ในอุตสาหกรรมการท าน้ าแป้งเหลว (liquefaction) ได้  
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