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ABSTRACT 
α-amylase is an important catalytic enzyme for the conversion of starch to sugar in the 

production of ethanol using cassava as a starting material. Bacillus sp. can be used as a source for 
starch hydrolysis and thermotolerant, thus, we aimed to study the starch digestion efficiency by 
Bacillus spp. derived from collected samples. A total of 476 Bacillus isolates were received and the 
starch digestion efficiency was then evaluated by the measurement of clear zone from colony on 1% 
(w/v), liquefaction and amylase activity techniques. The result showed that isolate D1-1 show high 
amylase activity at 2.39 U/ml. Then isolate was identified by partially sequenced and analyzed using 
16S rDNA. The sequenced result was exhibited as B. subtilis with 99% similarity when compared to 
16S rDNA sequences in the GanBank database. In other experiment, α-amylase gene of Bacillus sp. 
D1-1 isolate was obtained by PCR gene cloning technique and the full length nucleotide 
approximately 1,980 bp (GenBank Accession No. EU195860.1) and peptides (659 amino acids) were 
further analyzed.  α-amylase gene could be overexpression within the protein expression vector pQE-
80L and the recombinant was then transformed into E. coli BL21(DE3). The production of 
recombinant protein can be induced by 3 mM IPTG and Lactose. The recombinant α-amylase was 
further purified using HisTALONTM gravity column and the protein product was analyzed by SDS-
PAGE. The size of recombinant α-amylase was molecular weight approximately 73 kDa and crude 
enzyme efficient activity showed as good as commercial enzyme at temperature 70๐C  
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บทคัดยอ 
เอนไซมแอลฟา อะไมเลส เปนตัวเรงปฏิกิริยาในการสลายเม็ดแปงใหเปล่ียนเปนน้ําตาล ซ่ึง

เปนข้ันตอนสําคัญในกระบวนการผลิตเอทานอลโดยใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ  ซ่ึงเช้ือ Bacillus sp. 
บางสายพันธุมีความสามารถในการยอยแปงและทนอุณหภูมิสูง งานวิจัยนี้จึงทําการคัดเลือกเช้ือ 
Bacillus spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมแอลฟา อะไมเลส จากแหลงตางๆ ได Bacillus spp. 
ท้ังส้ิน 476 ไอโซเลท นําไปทดสอบประสิทธิภาพการยอยแปงโดยวิธีวัดการสรางวงใสรอบโคโลนี
บนอาหารท่ีมีแปง 1% (w/v)  ทดสอบการทําใหน้ําแปงเหลว และการศึกษากิจกรรมของเอนไซม 
พบวา ไอโซเลท D1-1 มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมแอลฟา อะไมเลส ไดดีท่ีสุด โดยมีกิจกรรม
ของเอนไซม เทากับ 2.39 U/มิลลิลิตร การจําแนกชนิดของ ไอโซเลท D1-1โดยการเพ่ิมปริมาดีเอ็นเอ
ในสวนของบริเวณ 16s rDNA เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน 
GenBank  พบวามีความคลายคลึงกับเช้ือ B. subtilis ท่ีความเหมือน 99% การโคลนยีนแอลฟา อะไมเลส 
พบขนาดช้ินสวนของยีน เทากับ 1,980 คูเบส (GenBank accession no. EU195860.1) และมีลําดับของ
เปปไทด เทากับ 659 อะมิโนแอซิด เม่ือเช่ือมตอช้ินยีนเขากับ expression vector pQE-80L แลวถาย
ฝากเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) เพื่อการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน พบวา สามารถชักนํา
การแสดงออกของยีนดวยสาร 3 mM IPTG และ 3 mM Lactose เม่ือนํา crude enzyme ท่ีผลิตได มาทํา
ใหบริสุทธ์ิโดยผาน HisTALONTM Gravity Column แลวตรวจวิเคราะหผลดวยวิธี SDS-PAGE พบวา 
รีคอมบิแนนทแอลฟา อะไมเลส มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 73 กิโลดาลตัน และ crude enzyme ท่ี
ผลิตไดมีกิจกรรมของเอนไซมท่ีดีท่ีสภาวะอุณหภูมิ 70 ๐C ซ่ึงเทียบเทากับเอนไซมท่ีผลิตเปนการคา  
คําหลัก: แอลฟา อะไมเลส, การแสดงออกของโปรตีน, Bacillus subtilis, Escherichia coli 

 

คํานํา 
พลังงานทดแทนหรือพลังงานทางเลือกมีความสําคัญตอสภาวการณในปจจุบันอันเนื่องมาจาก

ปญหาการขาดแคลนนํ้ามันดิบ สงผลใหราคาน้ํามันปรับตัวสูงข้ึนอยางรวดเร็ว แกสโซฮอลเปนพลังงาน
ทดแทนชนิดหนึ่ง ซ่ึงมีองคประกอบหลักเปนน้ํามันเบนซินและเอทานอล โดยการผลิตเอทานอลในระดับ
อุตสาหกรรมท่ัวโลก ประมาณรอยละ 93 ไดจากกระบวนการหมัก และวัตถุดิบท่ีใชสวนใหญเปนแปง 
ไดแก ธัญพืช ขาวโพด มันฝร่ัง และมันสําปะหลัง เปนตน ประเทศไทยใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบใน
การผลิตเอทานอล เนื่องจากเปนพืชท่ีปลูกไดตลอดท้ังป สามารถปรับตัวตามสภาพแวดลอมไดดี เก็บเกี่ยว
ผลผลิตไดงายและใหผลผลิตในปริมาณมาก  ในหัวมันสําปะหลังมีแปงเปนองคประกอบหลัก ประมาณ
รอยละ  70-85 ของนํ้าหนักแหง ซ่ึงมันสําปะหลังสด  1 ตัน สามารถผลิตแอลกอฮอลได  180 ลิตร               
ในข้ันตอนของกระบวนการผลิตเอทานอลนั้น เอนไซมอะไมเลสมีบทบาทสําคัญอยางยิ่งในข้ันตอนการ
ยอยแปง (Starch hydrolysis) เพื่อใหไดน้ําตาลกลูโคสซ่ึงเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว โดยเอนไซมอะไมเลส 
ทําหนาท่ีเปนตัวเรงปฏิกิริยาการสลายเม็ดแปงใหเปล่ียนเปนน้ําตาลไดเร็วยิ่งข้ึน จากนั้นยีสตจึงจะสามารถ
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เปล่ียนน้ําตาลใหเปนเอทานอลได (ปาริชาติ และคณะ, 2519) นอกจากการผลิตเอทานอลแลวเอนไซม     
อะไมเลสยังมีความสําคัญในกระบวนการผลิตอ่ืนๆ เชน อุตสาหกรรมอาหารหมักและเคร่ืองดื่ม การทํา
สุรา เหลาสาเก เตาเจี้ยว ซีอ๊ิว อุตสาหกรรมน้ําตาล การผลิต crystalline glucose การผลิต sugar syrup ชนิด
ตาง ๆ อุตสหกรรมทอผา ฟอกหนัง การบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมแปงและกระดาษ เปนตน          
(กรมควบคุมมลพิษ กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอม,  2546)  ซ่ึงจนถึงปจจุบันประเทศไทย
ยังมีปริมาณการนําเขาเอนไซมชนิดตางๆ จากตางประเทศอยูเปนจํานวนมาก 

อะไมเลส จัดเปนเอนไซมประเภท extracellular enzyme สามารถจัดแบงชนิดของเอนไซมตาม
ตําแหนงการยอยแปงเปน 2 ประเภท คือ endoamylase และ exoamylase  เอนไซมจําพวก endoamylase จะ

ตัดพันธะในโมเลกุลของแปงแบบสุมท่ีตําแหนง α (1-4) linkage ไดเปน reducing group และ dextrin ซ่ึงมี

ลูกโซกลูโคสขนาดตางๆ กัน เอนไซมประเภทนี้ ไดแก แอลฟา อะไมเลส (α-amylase) หรือ amylo (1-4) 

dextrinase สวนเอนไซมจําพวก exoamylase จะตัดพันธะในโมเลกุลของแปงท่ีตําแหนง  α (1-4) และ     

α (1-6) bond จาก non-reducing end ไดเปน D-glucose เพียงอยางเดียว เอนไซมประเภทนี้ คือ เบตา         

อะไมเลส (β-amylase) หรือ amylo (1-4) moltosidase หรือ gramma-amylase หรือ amylo (1-4,1-6) 

glucosidase หรือ glucoamylase หรือ α-D-(1-4) glucan glycohydrolase (Adam, 1953) โดยทั่วไป
เอนไซมอะไมเลสจะถูกผลิตโดยเซลลพืช และสัตวตางๆ แตในปจจุบันนักวิชาการไดใหความสนใจการ
ผลิตเอนไซมชนิดนี้จากจุลินทรีย ไดแก เช้ือรา ยีสต และแบคทีเรีย เพิ่มมากข้ึน เนื่องจากเปนส่ิงมีชีวิตท่ี
สามารถเล้ียงเพ่ิมปริมาณไดงายและรวดเร็ว มีความตองการอาหารท่ีไมซับซอน ทนทานตอสภาวะ
อุณหภูมิสูง และมีความหลากหลายทางพันธุกรรม ซ่ึงความแตกตางนี้สืบเนื่องมาจากวิวัฒนาการและความ
หลากหลายทางระบบนิเวศนของแหลงท่ีอยูอาศัย แตการผลิตเอนไซมจากพืชและสัตวโดยตรงจําเปนตอง
ใชปริมาณวัตถุดิบจํานวนมากและมีตนทุนในการผลิตคอนขางสูง (ปาริชาติ และคณะ, 2519 ; สุกัญญา, 
2522) แบคทีเรียจึงมีความเหมาะสมในแงของการผลิตมากกวาจุลินทรียชนิดอ่ืน ๆ เนื่องจากเล้ียงงาย และ
สามารถเพิ่มปริมาณไดอยางรวดเร็ว เอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตไดจากเช้ือแบคทีเรียสวนใหญมักเปน
เอนไซมแอลฟา อะไมเลส (Ingle and Erickson, 1978) แตมีแบคทีเรียบางชนิดท่ีสรางเอนไซมเบตา          
อะไมเลส ซ่ึงไดแก B. megatherium, B. cereus และ B. polymyxa (Ureda and Marshall, 1980; Thomas et al., 
1980 ; Ray et al., 1996; Takasaki, 1979) ในตางประเทศมีการศึกษาและพัฒนา Bacillus sp. สายพันธุตางๆ 
ไดแก  B. subtilis (Beckord and Kneen, 1946) B. diataticus (Windish and Mhatre, 1965 ; Robyt and 
Ackerman, 1972) B. megatherium, B. mesentericus, B. amyloliquefaciens,  B. Polymysea (Robyt and 
Ackerman, 1972)  รวมถึงการผลิตเอนไซมอะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียในรูปการคาเพื่อใชในอุตสาหกรรม
ตางๆ เชน B. subtilis, B. licheniformis เปนตน             

เทคนิคทางชีวโมเลกุลสามารถนํามาประยุกตใชในการพัฒนากระบวนการผลิตเอนไซมให
สามารถควบคุมปริมาณการผลิตไดทุกข้ันตอน โดยใหมีการแสดงออกของยีนในเซลล Escherichia coli  
(E. coli)  เพื่อใหสามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณมากและรวดเร็ว ตลอดจนสามารถทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิ
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ไดโดยงาย  ดังนั้นการนําเทคนิคดังกลาวมาใชในการพัฒนาการผลิตเอนไซม จึงนาจะเปนแนวทางหนึ่งซ่ึง
จะสามารถชวยลดตนทุนการผลิต และปริมาณการนําเขาเอนไซมอะไมเลสในอุตสาหกรรมการผลิต             
เอทานอล และอุตสาหกรรมอ่ืนๆ  

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค เพื่อคัดเลือกเช้ือ Bacillus sp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการเปล่ียนแปงให
เปนน้ําตาล และพัฒนาวิธีการผลิตเอนไซม โดยการโคลนยีนแอลฟา อะไมเลส จากเช้ือ Bacillus sp. ท่ีมี
ศักยภาพในการผลิตเอนไซม แลวใหมีการแสดงออกของยีนในเซลล E. coli เพื่อใหสามารถควบคุมการ
แสดงออกของโปรตีนหรือเอนไซมไดตามตองการ 

 

อุปกรณและวิธีการ 
1. การเก็บรวบรวม และแยกเช้ือ Bacillus spp. ใหบริสุทธ์ิ 
 สุมเก็บตัวอยางดินปา เศษมันเสน ดิน น้ําบริเวณลานตาก มันสําปะหลัง และผลิตภัณฑจากแปง
เนาเสียชนิดตางๆ รวมท้ังส้ิน 35 แหลง นํามาแยกเช้ือ Bacillus spp. ในหองปฏิบัติการ โดยวิธี dilution 
plate technique บนอาหาร Nutrient agar (NA) บมที่อุณหภูมิหอง (28-30๐C) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
คัดเลือกโคโลนีเดี่ยว นํามา streak บนอาหาร NA slant นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
เก็บเช้ือบริสุทธ์ิท่ีอุณหภูมิ 4๐C เพื่อนําไปใชในการศึกษาข้ันตอไป 

2. การคัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. ท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 2.1 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการยอยแปงบนอาหาร starch agar  

นําเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดมาทดสอบประสิทธิภาพการยอยแปงโดยวิธีวัดการสรางวงใส  (clear 
zone) รอบโคโลนี บนอาหารแข็งท่ีมีแปง 1% (w/v) (Buonocore et al., 1976) ถายเช้ือ Bacillus spp. ท่ี
แยกไดจากขอ 1 ลงบนอาหารโดยใชปลายไมจิ้มฟนแตะเช้ือมาจุดลงบนอาหาร บมท่ีอุณหภูมิหอง   
(28-30๐C) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจสอบปฏิกิริยาการยอยแปงดวยสารละลายไอโอดีน บันทึกวัดขนาด
เสนผานศูนยกลางของวงใส (∅) คัดเลือกไอโซเลทท่ีสรางวงใสกวางไวศึกษาตอไป ในขอ 2.2 

2.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการทําใหน้ําแปงเหลว (liquefaction)  
นําเช้ือท่ีคัดเลือกไดจากขอ 2.1 มาเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีแปง 1% (w/v) (Buonocore et al., 

1976)  บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ  37 ๐C เขยาท่ีความเร็ว  200 รอบ/นาที  นาน  24  และ  48  ช่ัวโมง แลวนํามา
ตรวจสอบกิจกรรมการยอยแปงโดยดัดแปลงตามวิธีของ Hesseltine et al. (1963)   

2.3 การวัดกิจกรรมการยอยแปงในรูปของน้ําตาลรีดิวส (Reducing sugar) 
นําเช้ือท่ีไดจากขอ 2.2 มาเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีแปง 1 % เปนองคประกอบ นําเขาเคร่ืองเขยา ท่ี

อุณหภูมิ 37๐C ความเร็ว 250 รอบ/นาที นาน 36 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 
รอบ/นาที (อุณหภูมิ 4๐C) เก็บเฉพาะสวนใส (crude enzyme) นํามาวัดกิจกรรมการยอยแปงตามวิธี Nelson-
Somogyi (Nelson, 1944) วิเคราะหปริมาณโปรตีนท้ังหมด (Lowry, 1951) โดยกําหนดให 1 หนวยยูนิต (U) 
หมายถึง ปริมาณเอนไซมท่ีผลิตน้ําตาลรีดิวซ 1 ไมโครโมลาร/นาที ภายใตสภาวะอุณหภูมิ 40๐C      
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2.4 การศึกษาการยอยแปงของเชื้อ Bacillus spp. ท่ีอุณหภูมิตางๆ    
เล้ียงเช้ือท่ีคัดเลือกได จากขอ  2.3 ในอาหารเหลวท่ีมีแปง  1 % เปนองคประกอบ นําเขาเคร่ือง

เขยาท่ีความเร็ว 200 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 37, 45 และ 55๐C นาน 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบกิจกรรมการยอย
แปงตามวิธีของ  Hesseltine et al.  (1963)  เชนเดียวกับขอ  2.2  บันทึกผล แลวคัดเลือกไอโซเลทท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยอยแปงไดดีในสภาวะอุณหภูมิสูง เพื่อนําไปใชในการโคลนยีนตอไป 

3. การจําแนกเชื้อ Bacillus sp. โดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
 3.1 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ Bacillus sp. 
 เล้ียงเช้ือ  Bacillus sp. ท่ีคัดเลือกไดจากขอ  2  ในอาหารเหลว  Luria-Bertani  (LB broth) ปริมาตร   
100 มิลลิลิตร นําไปเขยาท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีความเร็ว 200 รอบ/นาที นาน 16 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นนําไปเขา
เคร่ืองปนเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที  เก็บสวนท่ีเปนตะกอนเซลลแบคทีเรีย ลางตะกอนเซลล  
ดวย 1X TE buffer 500 ไมโครลิตร ทําการสกัด genomic DNA โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Maloy 
(1990)ตรวจวัดปริมาณและความบริสุทธ์ิของดี เอ็นเอโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ี OD260/280 และตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยแยกบน 1% agarose gel ใน 1XTBE 
buffer ท่ีความตางศักยไฟฟา 250 โวลต เปนเวลา 30 นาที แชแผนเจลในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด  นาน 
5 นาที  ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอท่ีไดดวยเครื่อง Gel Documentation (BIORAD) บันทึกภาพแถบดีเอ็นเอ 
และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20๐C เพื่อใชในการศึกษาข้ันตอไป 
 3.2 การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในสวนบริเวณ 16S rDNA โดยปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain 
Reaction)  
 การจําแนกชนิดโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณอนุรักษ (conserved region) โดยใช universal 
primer Forward F1 : S16,1 (5’ AGAGTTTGATCITGGCTCAG 3’) และ Reverse R5 : S16,12 (5’ 
ACGGITACCTTGTTACGACTT 3’) (Lane, 1991; Alm et al., 1996) เตรียมสวนผสมปฏิกิริยา PCR
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ดังนี้ 10x PCR buffer 2ไมโครลิตร, 4mM dNTP 2 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2    
0.6 ไมโครลิตร, 5 μM primer Forward F1 : S16,1 1 ไมโครลิตร, 5 μM primer Reverse R5 : S16,12 1 
ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase   (5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immolase) 0.15 ไมโครลิตร, ดีเอ็นเอ  (50 นาโน
กรัม/ไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวย ddH2O จากน้ันนําหลอด PCR เขาเคร่ืองเพิ่มปริมาณ      
ดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) โดยมีโปรแกรมอุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบของการทําปฏิกิริยา 
ดังนี้ ข้ันตอน Pre-Denature 95๐C 7 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวยข้ันตอน Denature 94๐C 30 วินาที, 
Annealing  55๐C 30 วินาที, Extension 72๐C 2 นาที จํานวน 30 รอบ และอุณหภูมิ 72๐C   5 นาที  จํานวน     
1 รอบ ตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR ท่ีไดโดยวิธี Electrophoresis บน 1.5% agarose gel  

3.3 การเตรียมผลผลิต PCR ใหบริสุทธ์ิ  
 นําผลผลิต PCR ท่ีเหลือจากจากขอ 3.2 ปริมาตร 17 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดทดลองขนาด  
1.5 มิลลิลิตร เติม 3M NaOAc ปริมาตร 3.4 ไมโครลิตร และ 95% Ethanol ปริมาตร 85 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากันโดยเคร่ือง Vortex นาน 10 วินาที บมไวท่ีอุณหภูมิ 4๐C นาน 15 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ    
0๐C ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เทสวนใสท้ิง ลางตะกอน PCR ดวย 70% Ethanol 300 
ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 0๐C ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทน้ําใสทิ้ง ปลอย
ใหตะกอนดีเอ็นเอแหง ละลายดีเอ็นเอดวย ddH2O ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20๐C  
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 3.4 การหาลําดับเบสในสวนของบริเวณ 16S rDNA 
  3.4.1 การทําปฏิกิริยา cycle sequencing 

เตรียมปฏิกิริยา cycle sequencing ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ดังนี้ ผลผลิต PCR 
(ประมาณ 100 นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร, BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing V3.1 2 ไมโครลิตร, 
Ready Reaction buffer  1 ไมโครลิตร, 5 μM Primer F1 : S16,1 1.6 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวย ddH2O 
รวมปฏิกิริยาท้ังหมด 10 ไมโครลิตร จากน้ันนําเขาเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 
9700) โดยมีข้ันตอนการทําปฏิกิริยาดังนี้ Pre-Denature 96๐C 1 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวยข้ันตอน 
Denature 96๐C 10 วินาที, Annealing  50๐C 5 วินาที, Extension 60๐C 4 นาที จํานวน 25 รอบ  

3.4.2 การลางสีฟลูออเรสเซนตสวนเกิน 
นําปฏิกิริยา cycle sequencing จากขอ 3.4.1 มาลางสีฟลูออเรสเซนตสวนเกิน โดยนํา 

ปฏิกิริยาดังกลาว ใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม stock solution A (ddH2O 16 ไมโครลิตร : 95% Ethanol  64 
ไมโครลิตร) ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 4๐C นาน 15 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 0๐C ความเร็ว 
14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เทน้ําใสทิ้ง ลางตะกอนท่ีไดดวย 70% Ethanol 300 ไมโครลิตร นําไปปน
เหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 0๐C ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทน้ําใสทิ้ง ปลอยตะกอนใหแหงในท่ีมืด 

3.4.3 การวิเคราะหลําดับเบสดวยเคร่ือง ABI PRISM 310® DNA Sequencer 
ละลายตะกอนจากขอ 3.4.2 ท่ีไดดวย Hidi formamide จํานวน 10 ไมโครลิตร จากนั้นปน

ใหอยูท่ีกนหลอด แลวดูดสารละลายท้ังหมดใสหลอด septa นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 95๐C นาน 2 นาที ยายลง
น้ําแข็งทันที แลวนําตัวอยางเขาเคร่ือง ABI PRISM 310® DNA Sequencer เพื่อวิเคราะหลําดับเบสตอไป 

4. การโคลนยีนแอลฟา อะไมเลสจากเชื้อ Bacillus sp. 
 4.1 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ Bacillus sp. ข้ันตอนทําเชนเดียวกับขอ 3.1 
 4.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนแอลฟา อะไมเลส จาก genomic DNA โดยเทคนิค PCR   

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีนแอลฟา อะไมเลส ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชคูไพรเมอร  
Bamy401F 5' TTTGGTACCATGTTTGCAAAACGATTCAAAACCTCTTTACTG 3' และ Bamy401R 
5' TTTAAGCTTTCAATAAGGAAGAGAACCGCTTAAGCCCGAGTC 3'  เตรียมสวนผสมปฎิกิริยา 
PCR ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ดังนี้ 10x PCR buffer 2 ไมโครลิตร, 4mM dNTP 2 ไมโครลิตร, 50 mM 
มิลลิกรัมCl2 0.6 ไมโครลิตร, 5 μM primer Forward (Bamy401F) 1 ไมโครลิตร, 5 μM primer Reverse 
(Bamy401R) 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase (5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immolase) 0.15 ไมโครลิตร,         
ดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวย ddH2O มีข้ันตอนการทําปฏิกิริยา 
PCR ดังนี้ Pre-Denature 95๐C 7 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวย Denature 94๐C 30 วินาที, Annealing  60๐C 
30 วินาที, Extension 72๐C 2 นาที จํานวน 30 รอบ และอุณหภูมิ 72๐C 5 นาที จํานวน 1 รอบ  ตรวจวิเคราะห
ผลผลิต PCR โดยวิธี Electrophoresis บน 1.5% agarose gel 
   4.3 การเตรียมดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิเพื่อการโคลนยีน 
 เตรียมผลผลิต PCR (ยีนแอลฟา อะไมเลส) ใหบริสุทธ์ิ โดยใชชุด QIAquick Gel Extraction Kit 
แลวนําดีเอ็นเอที่ไดมาตรวจสอบคุณภาพวิธี Electrophoresis บน 1.5% agarose gel จะไดช้ินดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 2 กิโลเบส และเก็บตัวอยางดีเอ็นเอที่ไวท่ีอุณหภูมิ -20 ๐C เพื่อใชในข้ันตอนตอไป 
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4.4 การเชื่อมตอชิ้นยีนแอลฟา อะไมเลส เขากับ Cloning vector 
 นํายีนแอลฟา อะไมเลส จากขอ 4.3 มาเช่ือมตอเขากับ T&A Cloning vector (RBC Bioscience) 
เตรียมสวนผสมปฏิกิริยารวม 10 ไมโครลิตร ดังนี้ Ligation Buffer A 1 ไมโครลิตร, Ligation Buffer B 1 
ไมโครลิตร, T&A Cloning vector 2 ไมโครลิตร, T4 DNA Ligase 1ไมโครลิตร, PCR product  (จากขอ 4.3) 
2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวย ddH2O นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 22๐C นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปถายฝากเขา
กับเซลล E. coli สายพันธุ DH5α โดยวิธี heat shock transformation (Fritsch et al., 1989) นํา competent cell 
ท่ีไดรับการถายฝากยีนแลวไปเกล่ียบนอาหาร LB-Ampicillin/IPTG/X-Gal บมท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C  นาน 14-16 
ช่ัวโมง คัดเลือกโคโลนีสีขาวของเซลลแบคทีเรีย  E. coli ท่ีมีช้ิน insert ของยีนแอลฟา อะไมเลส ไปเล้ียงใน
อาหารเหลว LB-Ampicillin (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เขยาท่ีความเร็ว 220 รอบ/นาที นาน  
14-16 ช่ัวโมง เพื่อนําไปใชสกัด พลาสมิดดีเอ็นเอในข้ันตอนตอไป 

4.5 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ   
 สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัด GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit  (Fermentas)  ตรวจสอบ 
พลาสมิดดีเอ็นเอที่ได ดวยวิธี Electrophoresis บน 1.5% agarose gel และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20๐C 

4.6 การตรวจสอบการปรากฏของยีนแอลฟา อะไมเลส ใน Cloning vector โดยเทคนคิ PCR 
นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 4.5 ไปตรวจสอบการปรากฏของยีนดวยเทคนิค PCR โดยใช  

ไพรเมอร M13-F 5' GTTTTCCCAGTCACGAC 3' และ M13-R  5' TCACACAGGAAACAGCTATGA C 3'  
ต้ังรอบของการทําปฏิกิริยา PCR ดังนี้ Pre-Denature 95๐C 7 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวยข้ันตอน Denature 
94๐C 30 วินาที, Annealing  60๐C 30 วินาที, Extension 72๐C 2 นาที จํานวน 25 รอบ และอุณหภูมิ 72๐C      
5 นาที จํานวน 1 รอบ วิเคราะหผลผลิต PCR ดวยวิธี Electrophoresis บน 1.5% agarose gel  

4.7 การเชื่อมตอชิ้นยีนแอลฟา อะไมเลส เขากับ Protein Expression Vector pQE-80L (QIAGEN) 
4.7.1 การเตรียมชิ้นยนีแอลฟา อะไมเลส และ pQE–80L Vector (ขนาด 4,751 คูเบส) 

  นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีนแอลฟา อะไมเลส จากขอ 4.5 และพลาสมิดดีเอ็นเอของ  
pQE–80L vector นํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ HindIII  เตรียมสวนผสมปฏิกิริยาปริมาตร
ท้ังส้ิน 20 ไมโครลิตร ดังนี้ พลาสมิดดีเอ็นเอของยีนแอลฟา อะไมเลส/ pQE–80L Vector 2 ไมโครลิตร, 1X 
FastDigest Buffer 2 ไมโครลิตร, 1U FastDigest enzyme KpnI 1 ไมโครลิตร, 1U FastDigest enzyme 
HindIII 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวย ddH2O ผสมปฏิกิริยาใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ  37๐C นาน 60 นาที 
และหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 80๐C นาน 10 นาที หลังจากนั้นนํามาแยกดวย 1.2% low melting gel 
electrophoresis  ยอมดวย  Gel  Star  (Cambrex)  ตัดแถบดีเอ็นเอที่ตองการบนเคร่ือง  Dark  Reader 
Transilluminator สกัดดีเอ็นเอจากเจลโดยใชชุด QIAquick Gel Extraction Kit จะไดช้ินยีนแอลฟา            
อะไมเลส ขนาดประมาณ 2 กิโลเบส และเวคเตอรขนาดประมาณ 5 กิโลเบส โดยท่ีปลายขางหนึ่งเปน
ตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และอีกขางหน่ึงเปนตําแหนงของเอนไซม HindIII 

  4.7.2 การเชื่อมตอชิ้นยีนแอลฟา อะไมเลส เขากับ pQE–80L Vector 
การเช่ือมตอช้ินยีนเขากับ Expression vector pQE – 80L เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยา

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ดังนี้ ช้ินดีเอ็นเอของยีนแอลฟา อะไมเลส (100 นาโนกรัม) 2 ไมโครลิตร,  
pQE– 80L vector (50 นาโนกรัม) 2 ไมโครลิตร, 1X Ligation Buffer 2 ไมโครลิตร, T4 DNA ligase       
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1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวย ddH2O บมปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 22๐C นาน 1 ช่ัวโมง และหยุดปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิ 65๐C  นาน 10 นาที เก็บหลอดปฏิกิริยา Ligation ไวท่ีอุณหภูมิ 4๐C 

4.8 การถายฝากยีนยีนแอลฟา อะไมเลส เขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α  
ถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม (Ligation) เขาไปเพิ่มปริมาณใน competent cell (E. coli 

สายพันธุ DH5α) โดยวิธี heat shock transformation (Fritsch et al., 1989) แลวนําไปเล้ียงเพิ่มปริมาณ
บนอาหารแข็ง LB-ampicillin (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) (ทําเชนเดียวกับขอ 4.4) คัดเลือกโคโลนีเดี่ยว
มาทําการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (ทําเชนเดียวกับขอ 4.5) เพื่อตรวจสอบการปรากฏของยีนในเซลล
แบคทีเรียท่ีไดรับการถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมตอไป 
 4.9 การตรวจสอบการปรากฏของยีนใน Expression Vector (pQE–80L Vector) 

 4.9.1 การตรวจสอบการปรากฏของยีนดวยเทคนิค PCR 
 ตรวจสอบการปรากฏของยีนในพลาสมิดดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอร pQE (forward) 

5’ CGGATAACAATTTCACACAG 3’ และpQE (reverse) 5’ GTTCTGAGGTCATTACTGG 3’ต้ังรอบของ
การทําปฏิกิริยา PCR ดังนี้ ข้ันตอน Pre-Denature 95๐C 7 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวยข้ันตอน Denature  
94๐C  30 วินาที, Annealing  55๐C 30 วินาที, Extension 72๐C 3 นาที จํานวน 30 รอบ และอุณหภูมิ 72๐C       
5 นาที จํานวน 1 รอบ ตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 1,500 คูเบส โดยวิธี Electrophoresis บน 
1.5% agarose gel เทียบขนาดของดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas)  เก็บ
ตัวอยางท่ีอุณหภูมิ -20๐C 

4.9.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีนดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ   
 นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีสกัดไดไปตรวจสอบความถูกตองในการเช่ือมตอช้ินยีนโดยการตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ HindIII เตรียมสวนผสมปฏิกิริยาปริมาตรท้ังส้ิน 20ไมโครลิตร ดังนี้       
พลาสมิดดีเอ็นเอ 2ไมโครลิตร 1X FastDigest Buffer 2 ไมโครลิตร, 1U FastDigest enzyme KpnI                 
1ไมโครลิตร, 1U FastDigest enzyme HindIII 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวย ddH2O นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 
37๐C นาน 40 นาที และหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 80๐C นาน 10 นาที ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอดวยวิธี 
Electrophoresis บน 1.5% agarose gel  

 4.10  การถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) เพื่อการผลิต
โปรตนี 

ทําการถายฝากยีนอะไมเลสเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) โดยการนําพลาสมิดดีเอ็น
เอของพลาสมิดสายผสม ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดท่ีมีคอมพิเทนตเซลล E. coli สายพันธุ 
BL21 (DE3) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยวิธี heat shock transformation (Fritsch et al., 1989)  จากนั้น
นําไปเกล่ียบนอาหารแข็ง LB-Ampicillin คัดเลือกโคโลนีสีขาวขนาดใหญท่ีคาดวามีช้ินยีนสอดแทรกอยู  
ตรวจสอบการปรากฏของยีนและความถูกตองในการถายฝากดวยเทคนิค PCR (ทําเชนเดียวกับขอ 4.9.1) 

5. การทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตนีของยีนแอลฟา อะไมเลส  
 5.1 การกระตุนการแสดงออกของโปรตีน (fusion protein) ในเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) 
 เตรียมเช้ือ E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) ท่ีมี recombinant plasmid ของยีนแอลฟา อะไมเลส ใน
อาหารเหลว  LB-Ampicillin  (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ  37 ๐C  เขยาดวยความเร็ว        
200 รอบ/นาที วัดความขุนของอาหาร จนกระท่ัง OD600 เทากับ 0.5 จากน้ันทําการเปรียบเทียบการชักนํา
การแสดงออกของยีนดวย isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) และ Lactose เก็บตัวอยางเซลลทุก      
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2 ช่ัวโมง จนครบ 8 ช่ัวโมง นําตัวอยางแตละชวงเวลาไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน      
1 นาที เพื่อเก็บตะกอนเซลล แลวนํามาวิเคราะหขนาดของ recombinant protein บน 8% SDS–PAGE ใน 
Tris-glycine buffer ท่ีความตางศักยคงท่ี 120 โวลต นาน 2 ช่ัวโมง จากนั้นยอมแผนเจลดวยสารละลาย 
PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas) ตรวจดูปริมาณของ fusion protein ในแตละช่ัวโมง  

 5.2 การทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิและการวิเคราะหปริมาณ fusion protein ของเอนไซมแอลฟา         
อะไมเลส  

เล้ียงเซลลของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) ท่ีมี recombinant plasmid ของยีนแอลฟา 
อะไมเลส ในอาหารปริมาตร 1 ลิตร (ทําเชนเดียวกับขอ 5.1) ชักนําการแสดงออกของโปรตีนดวย 3mM 
Lactose นาน 6 ช่ัวโมง  เก็บตะกอนเซลล จากนั้นทําการแยกขนาด fusion protein ดวยชุด HisTALONTM 
Gravity Columns Purification Kit (Clontech) ละลายตะกอนเซลลท่ีไดดวย HisTALON xTractor Buffer 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร/ตะกอนเซลล 100 มิลลิกรัม เติม DNaseI 1 ไมโครลิตร/ตะกอนเซลล 100 มิลลิกรัม 
นําไปบมไวบนน้ําแข็ง เปนเวลา 15 นาที แลวจึงนํามาทําใหเซลลแตกโดยใชเคร่ือง Ultrasonicator เปนเวลา 
1 นาที โดยแบงเปนชวงส้ันๆ ชวงละ 10 วินาที นํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา  
20 นาที เก็บสวนน้ําใส (crude extract) ไวท่ี -20๐C จากนั้นทําการลาง HisTALON Gravity Columns ดวย 
Equilibrate Buffer จํานวน 5-10 column นํา curd extract ท่ีเก็บไวมาผาน column ลางดวย Equilibration 
Buffer 8 เทาของ column ตามดวย Wash Buffer 7 เทาของ column เติม Elute Buffer 5-8 เทาของ column 
เก็บสารละลายโปรตีนท่ีผาน column ออกมาเปนสวนๆ (fraction) สวนละ 1 มิลลิลิตร ทําการวิเคราะห
ปริมาณ fusion protein ท่ีไดดวยวิธี Bradford protein assay โดยนําโปรตีนท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิมาทํา
ปฏิกิริยากับ Bradford Reagent Solution (Fermentas) เปนเวลา 5 นาที วัดคา OD590 วิเคราะหหาความเขมขน
ของโปรตีนท่ีไดโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน และตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ fusion protein ดวย
วิธี SDS-PAGE (Sambrook et al., 1989) วิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของ fusion protein โดยเปรียบเทียบ
กับ protein molecular weight standards   
 5.3 การทดสอบกิจกรรมของ crude protein โดยวิธี Bioassay technique 
 ทําการเล้ียงเพิ่มปริมาณเซลลของ E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) ท่ีมี recombinant plasmid ใน
อาหาร  LB-Ampicillin  ชักนําการแสดงออกของโปรตีนดวยสาร 3 mM  Lactose  นาน  6  ช่ัวโมง                   
(ทําเชนเดียวกับขอ 5.1) ทดสอบกิจกรรมของ crude enzyme ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยหยดลงใน
อาหารแปง (1 ลิตร : มันสําปะหลังบดอบแหง 10 กรัม ผงวุน 20 กรัม และน้ํากล่ัน)  ท่ีเจาะรูขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร บมท่ีอุณหภูมิ 55, 65 และ 70๐C นาน 6 ช่ัวโมง ตรวจสอบกิจกรรมการยอย
แปงมันสําปะหลังของเอนไซมแอลฟา อะไมเลส โดยการเททับดวยสารละลายไอโอดีน สังเกตการเกิดวง
ใส (clear zone) เปรียบเทียบกับเอนไซมท่ีผลิตเปนการคา 

 

ผลการทดลองและวิจารณ 
1. การเก็บรวบรวม และแยกเช้ือ Bacillus spp. ใหบริสุทธ์ิ 
 จากการเก็บรวบรวมตัวอยางเช้ือ Bacillus spp. จากแหลงตางๆ ไดแก ดินปา เศษมันเสน ดิน และ
น้ําบริเวณลานตากมันสําปะหลัง และผลิตภัณฑจากแปงเนาเสียชนิดตางๆ เม่ือนํามาคัดแยกเช้ือโดยวิธี 
dilution spread plate บนอาหาร NA นําบมท่ีอุณหภูมิหอง (28-30๐C) นาน 24 ช่ัวโมง พบวา สามารถแยก
เช้ือ Bacillus spp. บริสุทธ์ิ ไดท้ังส้ิน 476 ไอโซเลท โดย 236 ไอโซเลท สามารถแยกไดจากดินปาใน
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จังหวัดลําพูน พะเยา แพร นาน เพชรบูรณ อุตรดิตถ พิษณุโลก ระนอง ภูเก็ต ชุมพร ตรัง 197 ไอโซเลท 
แยกไดจากน้ําเสียและมันเสนบริเวณลานตากมันสําปะหลัง และ 43 ไอโซเลท แยกไดจากผลิตภัณฑจาก
แปงเนาเสียชนิดตางๆ (Table 1) 

2. การคัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. ท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 2.1 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการยอยแปงบนอาหาร starch agar  

เช้ือ Bacillus spp. ท่ีคัดแยกไดจากแหลงตางๆ ท้ังส้ิน 476 ไอโซเลท ทําการศึกษาประสิทธิภาพ
ในการผลิตเอนไซมอะไมเลส  โดยวิธีวัดการสรางวงใส  (Clear zone) ในอาหารแข็งท่ีมีแปง  1% เปน
องคประกอบ (Figure 1) หลังการตรวจสอบการยอยแปงโดยเททับดวยสารละลายไอโอดีน  พบวา 
สามารถแบงเช้ือ Bacillus spp. ไดเปน 4 กลุม ไดแก กลุมท่ี 1 ไมสรางวงใส จํานวน 198 ไอโซเลท กลุม
ท่ี 2 ระดับตํ่า (∅วงใส 1 - 19 มิลลิเมตร) จํานวน 186 ไอโซเลท กลุมท่ี 3 ระดับปานกลาง (∅วงใส        
20 - 39 มิลลิเมตร) จํานวน 76 ไอโซเลท และกลุมท่ี 4 ระดับดี (∅วงใส > 40 มิลลิเมตร) จํานวน           
16 ไอโซเลท โดยพบวาเช้ือ Bacillus spp. ท่ีเก็บรวบรวมจากน้ําเสียและมันเสนบริเวณลานตากมัน
สําปะหลังใหตัวอยางเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพในการยอยแปงบนอาหารในระดับปานกลางและดี             
(∅ วงใส >20 มิลลิเมตร) จํานวน 43 และ 11 ไอโซเลท คิดเปน 21.8% และ 5.5% ตามลําดับ จากจํานวน
ท่ีแยกไดท้ังส้ิน 197 ไอโซเลท (Table 1) 

2.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการทําใหน้ําแปงเหลว (liquefaction) 
การทดสอบการทําใหน้ําแปงเหลว (liquefaction) เปนข้ันตอนการเปล่ียนแปงใหเปนน้ําตาล โดย

การนําเช้ือ ในกลุมท่ี 3 (ระดับปานกลาง) จํานวน 76 ไอโซเลท และ กลุมท่ี 4 (ระดับดี) จํานวน               
16 ไอโซเลท ซ่ึงผานการคัดเลือกบนอาหาร starch agar (จากขอ 2.1) รวมท้ังส้ิน 92 ไอโซเลท   มาทําการ
เล้ียงเช้ือในอาหารเหลวท่ีมีแปง 1% เปนองคประกอบ จากการทดลองพบเช้ือ Bacillus spp. ท่ีมีกิจกรรม
การยอยแปง ซ่ึงมีการเปล่ียนสีของสารละลายไอโอดีนจากสีเหลืองเปนสีน้ําเงิน (Figure 2) ในระดับ 
ตางๆ ดังนี้ ระดับตํ่า (+ = สีน้ําเงินเขม) จํานวน 29 ไอโซเลท, ระดับกลาง (++ = สีน้ําตาลเขม) จํานวน    
36 ไอโซเลท, ระดับดี (+++ =  สีน้ําตาลอมเขียว) จํานวน 16 ไอโซเลท และระดับดีมาก (++++ = สี
เหลือง) จํานวน 11   ไอโซเลท ซ่ึงไดแก ไอโซเลท LP11-2, LP11-6, C5-1, D1-1, E1-6, Aa1-4, Aa3-1, 
Aa6-2,  G1-2, Y-5 และ 7*-2  ซ่ึง Skoog  et al. (1996) ไดอธิบายการเปล่ียนสีของสารละลายไอโอดีนใน
ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนไววา สีน้ําเงินท่ีเกิดจากการเติมสารแขวนลอยแปงลงในสารละลายไอโอดีน (I2) นั้น 
เกิดจากไอโอดีน (I2) เขาไปแทรกตัวอยูในโครงสรางแบบบันไดเกลียว (helical chain) ของแปง เชน 
amylose ทําใหเห็นเปนสารสีน้ําเงิน ซ่ึงบันทึกผลไดวาเกิดปฏิกิริยาการยอยแปงตํ่ามาก 
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Table 1.  Source sampling of various Bacillus spp. isolates and the results of clear zone induction 
 

Source Code Number of ∅ clear zone (mm.) 
isolates 0 1-19 20-39 > 40 

1. soil         (236)    (120)   (98)   (14)     (4) 
- Chumphon CP 20 4 16 - - 
- Lamphun LP 24 10 8 2 4 
- Nan Nan 23 12 9 2 - 
- Phayao PY 31 8 15 8 - 
- Phrae PR 38 17 19 2 - 
- Phetchabun PS 17 11 6 - - 
- Phitsanulok  PS 17 12 5 - - 
- Phuket PK 19 16 3 - - 
- Ranong RN 23 16 7 - - 
- Uttaradit UTD 8 7 1 - - 
- Trang TR 16 7 9 - - 
       
2. waste water and cassava chip on cassava drying ground        (197)                (77)           (66)           (43)         (11) 
- Buri Ram A,B,C,D 37 20 10 4 3 
- Kamphaeng Phet Aa,Bb,Cc 74 21 19 27 7 
- Kanchanaburi K 12 8 4 - - 
- Nakhon Ratchasima E,F,G,H,I 74 28 33 12 1 
       
3. flour products    (43) (1) (22) (19)      (1) 
- cassava flour 1 3 - 3 - - 
- fermented cassava flour  1* 3 - 3 - - 
- cassava flour (Chok chai)  2 5 - 1 4 - 
- maize flour (G3 Nestle Load) 3 3 - 1 2 - 
- maize flour with germ 4 4 - 3 1 - 
- cassava flour 11436 6 3 - 2 - 1 
- fermented maize flour  7* 3 - - 3 - 
- cassava flour (1 year) 8 3 - 3 - - 
- cassava flour (Kamphaeng Phet) 9 9 1 4 4 - 
- cassava flour 11645 10* 2 - 1 1 - 
- fermented cassava  Y 5 - 1 4 - 

Total        476         198  186    76      16 
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Figure 1. Amylase activity test on 1% soluble starch agar. 

 

 
 
 

 
 
 

    
        
Figure 2.   Effects of amylase activity assay by iodine color changes on 1% starch broth medium. 

- low activity (dark blue color = +)             - moderate activity (dark brown color = ++) 
- high activity (brown-green color = +++)  - very high activity (yellow color = ++++) 

2.3 การวัดกิจกรรมการยอยแปงในรูปของน้ําตาลรีดิวส (Reducing sugar) 
โดยนําเช้ือ Bacillus spp. ท้ัง 11 ไอโซเลท (จากขอ 2.2) มาทําการศึกษากิจกรรมการยอยแปงใน

รูปของน้ําตาลรีดิวส พบวา ไอโซเลทที่ใหคาน้ําตาลรีดิวสสูงสุด 3 อันดับแรก ไดแก ไอโซเลท D1-1 

(2,154.35 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร), E1-6 (1,844.10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และ Aa1-4 (1,823.58 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) รองลงมา คือ ไอโซเลท G1-2, 7*-2, C5-1, Aa3-1, LP11-2, Aa6-2, Y-5 และ LP11-6 ตามลําดับ โดยทุก
ไอโซเลทมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมอะไมเลสไดดี เม่ือเปรียบเทียบกับเช้ือ B. licheniformis (control) 
ยกเวนไอโซเลท LP11-6 ซ่ึงใหคาน้ําตาลรีดิวสนอยท่ีสุด      

สวนคา specific activity คํานวณไดจากสัดสวนของคากิจกรรมของเอนไซมและโปรตีนท้ังหมด 
โดยไอโซเลท   D1-1  ใหคา specific activity สูงสุด เทากับ 2.19 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน รองลงมา คือ ไอโซเลท 
7*-2, E1-6, Aa3-1, G1-2, Aa6-2, LP11-6, Aa1-4, C5-1, LP11-2  และ  Y-5  ตามลําดับ นอกจากนี้ยังใหคา 
Reducing sugar เทากับ 2,154.35 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาณโปรตีน เทากับ 1.09 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
และใหคากิจกรรม (activity) ของเอนไซมสูงสุด เทากับ 2.39 ยูนิต/มิลลิลิตร [1 ยูนิต (U) หมายถึง ปริมาณ
เอนไซม ท่ีผลิตน้ําตาลรีดิวซ 1 ไมโครโมลาร/นาที ภายใตสภาวะอุณหภูมิ 40 ๐C] (Table 2) 

 

 

 

       +            ++          +++         ++++      
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Table 2.  Starch hydrolysis activity assay occurred in amylase enzymes produced by different   
  Bacillus isolates 

Isolates Reducing sugar Enzymes activity  Total protein  Specific activity  
LP11-2 1,477.43 1.64 1.25 1.32 

C5-1 1,644.10 1.83 1.37 1.33 
D1-1 2,154.35 2.39 1.09 2.19 
E1-6 1,844.10 2.05 1.11 1.84 

Aa1-4 1,823.58 2.02 1.43 1.42 
Aa3-1 1,515.89 1.68 1.06 1.58 
Aa6-2 1,285.12 1.43 0.92 1.55 
Y-5 1,141.53 1.27 1.26 1.01 
7*-2 1,685.12 1.87 0.90 2.08 
G1-2 1,767.17 1.96 1.26 1.56 

LP11-6 1,059.48 1.18 0.82 1.43 
B. licheniformis 1,200.51 1.33 1.48 0.90 

     Remarks: One enzyme unit (U) was defined as the amount of enzyme that released 1 μmol of reducing sugar mL-1min-1                              
                      at 400C, with D-glucose as the standard, under the standard assay conditions described above. 
      

2.4 การทดสอบการยอยแปงของเชื้อ Bacillus spp. ท่ีอุณหภูมิตางๆ   
การศึกษาการยอยแปงของเช้ือ Bacillus spp. ท่ีคัดเลือกไดท้ัง 11 ไอโซเลท (จากขอ 2.2) ใน

อาหารเหลวท่ีมีแปง 1 % เปนองคประกอบ เม่ือนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37, 45 และ 55๐C แลวนํามาทดสอบ
การยอยแปงโดยวิธีการทําใหน้ําแปงเหลว (liquefaction) หลังจากบมเช้ือนาน  72 ช่ัวโมง ท่ีสภาวะ
อุณหภูมิ 37 และ 45๐C พบวา เช้ือ Bacillus spp. ท้ัง 11 ไอโซเลท มีกิจกรรมการยอยแปงไดดี โดยใหสีใน
ปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีนในระดับดี (+++ =  สีน้ําตาลอมเขียว) และดีมาก (++++ = สีเหลือง)  สวน
ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 55๐C พบ 2 ไอโซเลท ท่ีมีกิจกรรมการยอยแปงท่ีดี คือ ไอโซเลท D1-1 และ E1-6 
(Table 3)  ซ่ึงเอนไซมท่ีมีประสิทธิภาพในการยอยแปงท่ีอุณหภูมิสูงมีความสําคัญมากในอุตสาหกรรม
การผลิตเอทานอล หรือ อุตสาหกรรมการผลิต crystalline glucose และการผลิต sugar syrup ชนิดตางๆ 
เนื่องจากในกระบวนการผลิตจําเปนตองทําใหแปงสุกโดยใชความรอน แลวจึงใชเอนไซมยอยแปงให
เปนน้ําตาลตอไป ซ่ึงหากวาเอนไซมท่ีไดสามารถทํางานไดท่ีอุณหภูมิสูงก็จะชวยประหยัดพลังงานและ
เวลาในการลดอุณหภูมิของแปงสุกลงได 

งานวิจัยนี้จึงไดคัดเลือกเช้ือ Bacillus sp. ไอโซเลท D1-1 ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยอยแปงท่ีดี 
และสามารถทนตออุณหภูมิ 55๐C เพื่อนําไปใชในการศึกษาการโคลนยีนอะไมเลสตอไป ซ่ึงสอดคลอง
กับรายงานของ Cornelis et al. (1982) รายงานวา แบคทีเรียสกุล Bacillus เปนจุลินทรียท่ีมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรม เกือบทุกสายพันธุสามารถพบอยูตามธรรมชาติ ในดิน น้ํา และอากาศ ซ่ึงทํา
ใหสามารถผลิตเอนไซมและสารสําคัญบางอยางท่ีมีคุณสมบัติท่ีดี เพื่อใหตอบสนองกับความตองการ
ของผูใช หรือวัตถุประสงคของการใชงาน โดยเฉพาะอยางยิ่งการผลิตในระดับอุตสาหกรรมขนาดใหญ 
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Table 3.  The starch hydrolysis activity assay of cassava flour inoculate by 11 Bacillus isolates   

   compared with B. licheniformis at 37, 45 and 55 oC.  

Isolates Hydrolysis Activity 
37 oC 45 oC 55 oC 

G1-2 ++++ ++++ + 
C5-1 ++++ ++++ + 
7*-2 ++++ +++ + 
Aa1-4 +++ ++++ + 
Aa3-1 +++ ++++ + 
Aa6-2 +++ ++++ + 
D1-1 ++++ ++++ ++++ 
E1-6 ++++ ++++ +++ 
LP11-2 ++++ ++++ + 
LP11-6 ++++ ++++ + 
Y-5 ++++ ++++ + 

  Remarks: The level of iodine color changes in starch hydrolysis activity assay.   
- low activity (dark blue color = +)            - moderate activity (dark brown color = ++) 
- high activity (brown-green color = +++) - very high activity (yellow color = ++++)  

3. การจําแนกเชื้อ Bacillus sp. ไอโซเลท D1-1 โดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุล  
จําแนกเช้ือ Bacillus sp. ไอโซเลท D1-1 ซ่ึงผานการคัดเลือกโดยวิธีการทดสอบประสิทธิภาพใน

การผลิตเอนไซมอะไมเลสโดยวิธีการตางๆ ไดแก การวัดการสรางวงใสรอบโคโลนี การทดสอบการทําให
น้ําแปงเหลว (liquefaction) และการวัดกิจกรรมการยอยแปงในรูปของน้ําตาลรีดิวส โดยวิธีการทาง         
ชีวโมเลกุล พบวามีความคลายคลึงกับเช้ือ B. subtilis ท่ีความเหมือน 99 % (Figure 3a, 3b)  

4. การโคลนยีนแอลฟา อะไมเลส จากเชื้อ Bacillus sp. ไอโซเลท D1-1 
การเพิ่มปริมาณยีนอะไมเลส จาก genomic DNA ของเช้ือ B. subtilis ไอโซเลท D1-1 ดวยเทคนิค 

PCR โดยใชไพรเมอร Bamy401F, Bamy401R ซ่ึงมีตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ 
HindIII ท่ีปลาย 5’ พบวาผลผลิต PCR ของช้ินยีนอะไมเลสที่ได มีขนาดประมาณ 2 กิโลเบส (Figure 4a.)  
เม่ือนําช้ินยีนอะไมเลสที่ไดเช่ือมตอเขาสูเวคเตอรพาหะ T&A cloning vector แลวทําการถายฝากยีนเขาสู

เซลล E. coli สายพันธุ DH5α โดยวิธี heat shock transformation (Fritsch et al., 1989) คัดเลือกโคลนท่ีมี
ช้ินยีนอะไมเลสแทรกอยู เม่ือนํามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ พบวาพลาสมิดท่ีสกัดไดมีขนาดประมาณ           
5 กิโลเบส (Figure 4b) แลวนําไปวิเคราะหการเรียงลําดับของสารพันธุกรรม เพื่อตรวจสอบความถูกตอง
ของยีน พบวา ยีนอะไมเลส มีลําดับนิวคลีโอไทด เทากับ 1,980 คูเบส เม่ือเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI 
และมีความคลายคลึงกับยีนแอลฟา อะไมเลส ของเช้ือ B. subtilis (Accession No. EU195860.1) ท่ีความ
เหมือน   99% (Figure 5) เม่ือนําลําดับเบสไปเขาโปรแกรม  http://tools.neb.com/NEBcutter2/  เพื่อหา
ตําแหนง ORF พบวา สามารถแปรรหัสเปนโปรตีนโดยมีลําดับของกรดอะมิโนเทากับ 659 อะมิโนแอซิด 
(Figure 6) และเม่ือเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนกับฐานขอมูลโปรตีน NCBI  พบมีความคลายคลึงกับ
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ลําดับเปปไทด แอลฟา อะไมเลส ของเช้ือ B. subtilis (Accession No. ABW75769.1) ท่ี ความเหมือน 99% 
(Figure 7)  

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3     a. Genomic DNA isolated from Bacillus sp. analyzed on 1% agarose gel.  
    Lane M, 1 kb DNA ladder (Fermentas); lane 2-4, DNA mass standard marker; lane 1-6, 

Genomic DNA from from Bacillus sp. D1-1. 
  b. PCR products of 16S rDNA regions derived from amplifying genomic DNA of Bacillus spp.      

by using specific primer F1:S16, 1 (forward) and R5 : S16,12 (reverse) (Lane, 1991).  
   Lane M, 1 kb DNA ladder (Fermentas); lane 1-7, PCR products from Bacillus sp. D1-1. 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
Figure  4     a.  PCR Product of α-amylase gene (1,980 bp) from Bacillus isolate D1-1.  

           Lane M; 1 kb DNA ladder (Fermentas), lane 1-7; PCR product from Bacillus sp. D1-1.  
        b.  Recombinant plasmid DNA of α-amylase gene separated by 1.5 % agarose gel.  

           Lane M; 1 kb DNA ladder (Fermentas), lane 1; DNA of T&A Cloning vector ligated with  
       α-amylase gene (size ~5 kb) 
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> gb|EU195860.1|  Bacillus subtilis strain FS321 alpha-amylase gene, complete cds 
Length=1980 
 
 Score = 3485 bits (1887),  Expect = 0.0 
 Identities = 1949/1980 (99%), Gaps = 0/1980 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 

 
Query  1     ATGTTTGCAAAACGATTCAAAACCTCTTTACTGCCGTTATTCGCCGGATTTTTATTGCTG  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct  1     ATGTTTGCAAAACGATTCAAAACCTCTTTACTGCCGTTATTCGCTGGATTTTTATTGCTG  60 
 
Query  61    TTTCATTTGGTTCTGGCAGGACCGGCGGCTGCGAGTGCTGAAACGGCGAACAAATCGAAT  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61    TTTCATTTGGTTCTGGCAGGACCGGCGGCTGCGAGTGCTGAAACGGCGAACAAATCGAAT  120 
 
Query  121   GAGCTTACAGCACCGTCGATCAAAAGCGGAACCATTCTTCATGCATGGAATTGGTCGTTC  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   GAGCTTACAGCACCGTCGATCAAAAGCGGAACCATTCTTCATGCATGGAATTGGTCGTTC  180 
 
Query  181   AATACGTTAAAACATAATATGAAGGATATTCATGATGCAGGATATACAGCCATTCAGACA  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   AATACGTTAAAACATAATATGAAGGATATTCATGATGCAGGATATACAGCCATTCAGACA  240 
 
Query  241   TCTCCGATTAACCAAGTAAAGGAAGGGAACCAAGGAAATAAAAGCATGTCGAACTGGTAC  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   TCTCCGATTAACCAAGTAAAGGAAGGGAACCAAGGAAATAAAAGCATGTCGAACTGGTAC  300 
 
Query  301   TGGCTCTATCAGCCGACATCGTACCAAATTGGCAACCGTTACTTAGGAACTGAACAAGAA  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   TGGCTCTATCAGCCGACATCGTACCAAATTGGCAACCGTTACTTAGGAACTGAACAAGAA  360 
 
Query  361   TTTAAAGAAATGTGTGCAGCCGCTGAAGAATATGGCATAAAGGTCATTGTTGACGCGGTC  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   TTTAAAGAAATGTGTGCAGCCGCTGAAGAATATGGCATAAAGGTCATTGTTGACGCGGTC  420 
 
Query  421   ATCAATCATACCACCAGTGACTATGCAGCGATTTCCAATGAAATTAAGAGTATTCCAAAC  480 
             |||||||||||||||||||| ||||| |||||||||||||| |||||||||||||||||| 
Sbjct  421   ATCAATCATACCACCAGTGATTATGCCGCGATTTCCAATGAGATTAAGAGTATTCCAAAC  480 

 
Query  481   TGGACACATGGAAACACACAAATTAAAAACTGGTCTGATCGATGGGATGTCACGCAGAAT  540 
             ||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   TGGACACATGGAAACACGCAAATTAAAAACTGGTCTGATCGATGGGATGTCACGCAGAAT  540 
 
Query  541   TCATTGCTCGGGCTGTATGACTGGAATACACAAAATACACAAGTACAGTCCTATCTGAAA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 
Sbjct  541   TCATTGCTCGGGCTGTATGACTGGAATACACAAAATACACAAGTACAGTCCTATTTGAAA  600 
 
Query  601   CGGTTCTTAGAAAGAGCATTGAATGACGGGGCAGACGGATTTCGCTTTGATGCCGCCAAA  660 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct  601   CGGTTCTTAGAAAGAGCATTGAATGACGGGGCAGATGGATTTCGCTTTGATGCCGCTAAA  660 
 
Query  661   CATATAGAGCTTCCGGATGATGGCAGTTACGGCAGTCAATTTTGGCCGAATATCACAAAT  720 
             ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   CATATAGAGCTTCCGGATGATGGGAGTTACGGCAGTCAATTTTGGCCGAATATCACAAAT  720 
 
Query  721   ACAGCTGCAGAGTTCCAATACGGAAAAATCCTGCAGGATAGTGCCTCCAGAGATGCTTCA  780 
             ||| |||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct  721   ACATCTGCAGAGTTCCAATACGGAGAAATCCTGCAGGATAGTGCCTCCAGAGATGCTGCA  780  
Query  781   TATGCGAATTATATGAATGTGACAGCGTCTAACTATGGGCATTCCATAAGGTCCGCTTTA  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   TATGCGAATTATATGAATGTGACAGCGTCTAACTATGGGCATTCCATAAGGTCCGCTTTA  840  
Query  841   AAGAATCGCAATCTGGGCGTGTCGAATATCTCCCACTATGCATCTGATGTGTCTGCGGAC  900 
             |||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 
Sbjct  841   AAGAATCGTAATCTGGGCGTGTCGAATATCTCCCACTATGCATCTGATGTGTCAGCGGAC  900 
 
Query  901   AAGCTAGTGACATGGGTGGAGTCGCATGATACGTATGCCAATGATGATGAAGAGTCGACA  960 
             ||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   AAGCTAGTGACATGGGTAGAGTCGCATGATACGTATGCCAATGATGATGAAGAGTCGACA  960 

 
Query  961   TGGATGAGCGATGATGATATCCGTTTAGGCTGGGCGGTGATAGCTTCTCGTTCAGGCAGT  1020 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   TGGATGAGCGATGATGATATCCGTTTAGGCTGGGCGGTGATAGCTTCTCGTTCAGGCAGT  1020 

 
 

Figure 5.  Nucleotide sequence alignment of B. subtilis  D1-1 α-amylase gene compared with the same  
   regions of B. subtilis  (accession No. EU195860.1) in GenBank database (NCBI) (99% similarity).  
   The start (ATG) and stop (TGA) codons are highlighted. 
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Query  1021  ACGCCTCTTTTCTTTTCCAGGCCTGAGGGAGGCGGAAATGGTGTGAGATTCCCGGGGAAA  1080 
             |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  ACGCCTCTTTTCTTTTCCAGACCTGAGGGAGGCGGAAATGGTGTGAGATTCCCGGGGAAA  1080 
 
Query  1081  AGCCAAATAGGCGATCGCGGGAGTGCTTTATTTGAAGATCAGGCTATCACTGCGGTCAAT  1140 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1081  AGCCAAATAGGCGATCGCGGGAGTGCTTTATTTGAAGATCAGGCTATCACTGCGGTCAAT  1140 
 
Query  1141  AGATTTCACAATGTGATGGCAGGACAGCCTGAGGAACTCTCGAACCCAAATGGAAACAAC  1200 
             |||||||||||||||||||| |||||||||||||| |||||||| || |||||||||||| 
Sbjct  1141  AGATTTCACAATGTGATGGCTGGACAGCCTGAGGAGCTCTCGAATCCGAATGGAAACAAC  1200 
 
Query  1201  CAGATATTTATGAATCAGCGCGGCTCACATGGCGTTGTGCTGGCAAATGCAGGTTCATCC  1260 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  CAGATATTTATGAATCAGCGCGGCTCACATGGCGTTGTGCTGGCAAATGCAGGTTCATCC  1260 
 
Query  1261  TCTGTTTCTATCAATACGCCAACAAAATTGCCTGATGGCAGATATGACAATAAAGCTGGG  1320 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  TCTGTTTCTATCAATACGCCAACAAAATTGCCTGATGGCAGGTATGACAATAAAGCTGGG  1320 
 
Query  1321  GCAGGTTCATTTCAAGTGAATGATGGTAAACTGACAGGCACGATCAATGCCAGGTCTGTG  1380 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  GCAGGTTCATTTCAAGTGAATGATGGTAAACTGACAGGCACGATCAATGCCAGGTCTGTG  1380 
 
Query  1381  GCTGTGCTTTATCCTGATGATATTGCAAAAGCGCCTCATGTTTTTCTTGAGAATTACAAA  1440 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  GCTGTGCTTTATCCTGATGATATTGCAAAAGCGCCCCATGTTTTTCTTGAGAATTACAAA  1440 
 
Query  1441  ACAGGTGTAACACATTCTTTCAATGATCAACTGACGATTACCTTGCGTGCAGATGCGAAT  1500 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1441  ACAGGTGTAACACATTCTTTCAATGATCAACTGACGATTACCTTGCGTGCAGATGCGAAT  1500 
 
Query  1501  ACAACAAAAGCCGTTTATCAAATCAATAATGGACCAGAGACGGCGTTTAGGGATGGAGAT  1560 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| 
Sbjct  1501  ACAACAAAAGCCGTTTATCAAATCAATAATGGACCAGAGACGGCGTTTAAGGATGGAGAT  1560 
 
Query  1561  CAATTCACAATCGGAAAAGGAGATCCATTTGGCAAAACATACACCATCATGTTAAAAGGA  1620 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1561  CAATTCACAATCGGAAAAGGAGATCCATTTGGCAAAACATACACCATCATGTTAAAAGGA  1620 
 
Query  1621  ACGAACAGTGATGGTATAACGAGGGCCGAGGAATACAGTTTTGTTAAAAGAGATCCAGCT  1680 
             ||||||||| ||||| |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1621  ACGAACAGTAATGGTGTAACGAAGGCCGAGGAATACAGTTTTGTTAAAAGAGATCCAGCT  1680 
 
Query  1681  TCGGCCAAAACCATCGGCTATCAAAATCCGAATCATTGGAGCCAGGTAAATGCTTATATC  1740 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1681  TCGGCCAAAACCATCGGCTATCAAAATCCGAATCATTGGAGCCAGGTAAATGCTTATATC  1740 
 
Query  1741  TATAAACATGATGGGAGCCGGGCAATTGAATTGACCGGATCTTGGCCTGGAAAACCAATG  1800 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1741  TATAAACATGATGGGAGCCGGGCAATTGAATTGACCGGATCTTGGCCTGGAAAACCAATG  1800 
 
Query  1801  ACTAAAAATGCAGACGGAATTTACACGCTGACGCTGCCTGCGGATACGGATACAACCAAC  1860 
             |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct  1801  ACTAAAAATGCAGACGGAATTTACACGCTGACTCTGCCTGCGGACACGGATACAACCAAC  1860 
 
Query  1861  GCCAAAGTGATTTTTAATAATGGCAGCGCCCAAGTGCCCGGCCAGAATCAGCCTGGCTTT  1920 
             || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1861  GCAAAAGTGATTTTTAATAATGGCAGCGCCCAAGTGCCCGGCCAGAATCAGCCTGGCTTT  1920 
 
Query  1921  GATTACGTGCAAAATGGTTTATATAATGACTCGGGCTTAAGCGGTTCTCTTCCTTATTGA  1980 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||| 
Sbjct  1921  GATTACGTGCAAAATGGTTTATATAATGACTCGGGCTTAAGCGGTTCTCTTCCCCATTGA  1980 

 
Figure 5.  (cont.) Nucleotide sequence alignment of B. subtilis  D1-1 α-amylase gene compared with the  

same regions of B. subtilis  (accession No. EU195860.1) in GenBank database (NCBI) (99% 
similarity). The start (ATG) and stop (TGA) codons are highlighted. 
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Protein sequence: 
> 659 aa 
MFAKRFKTSL LPLFAGFLLL FHLVLAGPAA ASAETANKSN ELTAPSIKSG 
TILHAWNWSF NTLKHNMKDI HDAGYTAIQT SPINQVKEGN QGNKSMSNWY 
WLYQPTSYQI GNRYLGTEQE FKEMCAAAEE YGIKVIVDAV INHTTSDYAA 
ISNEIKSIPN WTHGNTQIKN WSDRWDVTQN SLLGLYDWNT QNTQVQSYLK 
RFLERALNDG ADGFRFDAAK HIELPDDGSY GSQFWPNITN TAAEFQYGKI 
LQDSASRDAS YANYMNVTAS NYGHSIRSAL KNRNLGVSNI SHYASDVSAD 
KLVTWVESHD TYANDDEEST WMSDDDIRLG WAVIASRSGS TPLFFSRPEG 
GGNGVRFPGK SQIGDRGSAL FEDQAITAVN RFHNVMAGQP EELSNPNGNN 
QIFMNQRGSH GVVLANAGSS SVSINTPTKL PDGRYDNKAG AGSFQVNDGK 
LTGTINARSV AVLYPDDIAK APHVFLENYK TGVTHSFNDQ LTITLRADAN 
TTKAVYQINN GPETAFRDGD QFTIGKGDPF GKTYTIMLKG TNSDGITRAE 
EYSFVKRDPA SAKTIGYQNP NHWSQVNAYI YKHDGSRAIE LTGSWPGKPM 
TKNADGIYTL TLPADTDTTN AKVIFNNGSA QVPGQNQPGF DYVQNGLYND 
SGLSGSLPY 

Figure 6.  The amino acid sequence of α-amylase gene (659 amino acids) analyzed by NEBcutter2 software. 
 
 

 
Figure 7.    Amino acids sequence of α-amylase gene from B. subtilis D1-1 compare with B. subtilis  
 (Accession No. ABW75769.1) in Protein database (NCBI).  
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การสรางพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีนแอลฟา อะไมเลส ใน Expression Vector pQE–80L 
โดยการตัดช้ินสวนของพลาสมิดดีเอ็นเอตรงสวนของตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ 
HindIII ของ ยีนแอลฟา อะไมเลส และ พลาสมิดเวคเตอร pQE–80L vector สามารถตรวจพบช้ินสวนของ 
Expression Vector pQE–80L ท่ีไดมีขนาดประมาณ 4.8 กิโลเบส และไดช้ินสวนของยีนแอลฟา  อะไมเลส 
ขนาดประมาณ 2 กิโลเบส (Figure 8)  ภายหลังจากนําช้ินสวนของยีนแอลฟา อะไมเลส มาเช่ือมตอกับ 
Expression Vector pQE–80L โดยใชเอนไซม T4 DNA ligase เพื่อใหไดดีเอ็นเอสายผสม ขนาดประมาณ    
7 กิโลเบส  (Figure 9a, 9b) ถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลเจาบาน  E. coli สายพันธุ  DH5α  
สามารถตรวจสอบพบการปรากฏของยีนแอลฟา อะไมเลส ดวยเทคนิคการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  
KpnI และ HindIII ซ่ึงจะไดช้ินดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ ช้ินขนาด 4.8 กิโลเบส สําหรับเวคเตอร pQE–80L และ
ช้ินยีนแอลฟา อะไมเลส ขนาด 1,980 คูเบส สําหรับการตรวจสอบโดยเทคนิค PCR โดยไพรเมอรเวคเตอร 
pQE (forward), pQE (reverse) และการใชไพรเมอรของยีนแอลฟา อะไมเลส Bamy401F, Bamy401R  ทํา
ใหไดขนาดของผลผลิต PCR ประมาณ 2 กิโลเบส และ 1,980 คูเบสตามลําดับ (Figure 10)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8.  The purified DNA fragment of a protein expression vector (pQE–80L) and α-amylase gene  

were digested with enzyme KpnI and HindIII before combined these two DNA fragment as recombinant   
DNA. Lane M; 1 kb ladder (Fermentas), lane 1; Plasmid DNA of expression vector pQE–80L  
digested with specific enzyme KpnI and HindIII, lane 2-5; Plasmid DNA of α-amylase gene 
digested with specific enzyme KpnI and HindIII. 
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Figure 9  a. The recombinant plasmid DNA of alpha amylase gene insert to pQE–80L vector. Lane M;  

1 kb ladder (Fermentas), lane 1; Plasmid DNA fragment of alpha amylase gene insert into  
expression vector pQE–80L, lane 2; Plasmid DNA fragment of expression vector pQE–80L. 

          b. The map of recombinant pQE–80L vector. 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figure 10.   Selected colony of E. coli contained recombinant plasmid DNA (pQE-80L-α-amylase gene) 

were confirmed by enzymes digestion and PCR analysis. Lane M, 1 kb ladder (Fermentas);;  
lane 1-2, Pattern of recombinant plasmid DNA were extracted and digested with specific 
enzyme KpnI and HindIII; lane 3-5, α-mylase gene fragment derived from colony 
amplification using specific primer pQE (forward) and pQE (reverse); lane 6-8, PCR analysis 
of plasmid DNA (pQE–80L-α-amylase gene) using specific primer Bamy401F (forward) and 
Bamy401R (reverse). 
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5. การทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของยีนแอลฟา อะไมเลส 
5.1 การชักนาํการแสดงออกของโปรตีน (fusion protein) ในเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) 

การถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีนแอลฟา อะไมเลส เขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 
(DE3) เพื่อการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน เม่ือทําการเปรียบเทียบการชักนําการแสดงออกของยีนดวย IPTG 
และ  Lactose ท่ีความเขมขน  3 mM เปนเวลานาน  8  ช่ัวโมง เก็บเซลลทุก  2  ช่ัวโมง เม่ือตรวจสอบการ
แสดงออกของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE พบการแสดงออกของโปรตีนสูงสุดในชั่วโมงท่ี 6 หลังจากนั้น
การแสดงออกของโปรตีนจะเร่ิมคงท่ีโดยรีคอมบิแนนทแอลฟา อะไมเลส ท่ีไดมีขนาดประมาณ 73 กิโล
ดาลตัน (Figure 11) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Numan et al. (2001) ไดทําการโคลนยีนแอลฟาอะไมเลส 
จากเช้ือ B. subtilis RSKK246 พบวา เอนไซมแอลฟา อะไมเลส ท่ีผลิตไดมีขนาดประมาณ 65 กิโลดาลตัน 
โดยยีนแอลฟา อะไมเลส ท่ีโคลนไดมีลําดับของนิวคลีโอไทด ประมาณ 1.7 กิโลเบส 
5.2 การทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิและการวิเคราะหปริมาณ fusion protein ของเอนไซมแอลฟาอะไมเลส  

การทํา crude enzyme ซ่ึงไดจากการทํารีคอมบิแนนทพลาสมิดของยีนแอลฟา  อะไมเลส ซ่ึงมี
สวนของ  T5 promoter  ในการทําหนาท่ีถอดรหัสและแปลรหัสของยีนออกมาเปนโปรตีน และมี
ตําแหนงของ   N-terminal 6xHis tag  สามารถทําบริสุทธ์ิโดยใช   HisTALONTM  Gravity  Columns  มี 
TALON Resin (cobalt-based resin) เปนลิแกนน เพื่อใหการทําบริสุทธ์ิเกิดความจําเพาะสูง (Froelich   
et al., 1996; Stephens et al., 1997) โดย TALON Resin จะจับกับกรดอะมิโนฮีสทีดีนท่ีตําแหนงปลาย
ดาน N-terminal ของโปรตีน (His tag) ทําใหโปรตีนท่ีไมจําเพาะอ่ืนๆ ใหหลุดออกจากคอลัมภ แลวจึง
ทําการเพ่ิมความเขมขนของ imidazole ซ่ึงจะเขาไปจับกับคอลัมภแทนกรดอะมิโนฮีสทีดีนของโปรตีน 
ทําใหไดโปรตีนท่ีบริสุทธ์ิหลุดออกมา เม่ือตรวจสอบดวยวิธี SDS-PAGE พบเอนไซมบริสุทธ์ิท่ีไดมี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 73 กิโลดาลตัน (Figure 12)  

 
 
 

 
 
 
                                                                                   

           
 
 
  

Figure 11  a. SDS-PAGE analysis to detect fusion protein α-amylase generated from pQE–80L vector 
        after induction with 3mM IPTG for 6 hrs. Lane M, molecular mass standards; lane 1,           
        E. coli BL21 without induction; lane 2, pQE–80L-α-amylase without induction;      
        lane 3- 6, pQE–80L-α-amylase induction for 2, 4, 6, and 8h respectively. 

      b. SDS-PAGE analysis to detect fusion protein α-amylase generated from pQE–80L vector  
        after induction with 3mM Lactose for 6 hrs. Lane M, molecular mass standards;  
         lane 1, E. coli BL21 without induction; lane 2, pQE–80L-α-mylase without induction;  

 lane 3- 6, pQE–80L-α-amylase induction for 2, 4, 6, and 8hrs respectively. 
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Figure 12.  SDS-PAGE analysis of recombinant α-mylase generated from pQE–80L vector after  

       induction with 3mM Lactose for 6 hrs. Lane M, molecular mass standards; lane 1, flow- through 
      fractions; lane 2, washing fractions; lane 3-8, eluted fractions of recombinant α-mylase 
    from purification column. 
 

 
 
 
 
 
 

Figure 13.  Recombinant α-amylase activity on 1% starch agar at 55๐C, 65๐C and 70๐C for 6 hrs  
     compared with commercial enzyme activity at 70๐C.  

 

จากการวิเคราะหรีคอมบิแนนทแอลฟา อะไมเลส ดวยวิธี SDS-PAGE พบวา มีน้ําหนักโมเลกุล
สูงกวาท่ีคํานวณได  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ  Matagne et al. (1991) ไดทําการเปรียบเทียบการ
วิเคราะหขนาดของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE เทียบกับการวิเคราะหดวยวิธีอ่ืน พบวาการวิเคราะห
ขนาดของโปรตีนดวย  SDS-PAGE ทําใหมีน้ําหนักโมเลกุลท่ีมากกวาการคํานวณท่ีสอดคลองกับยีน
ประมาณ 30-40 % โดยอาจเกิดจากการเปล่ียนแปลงของ carboxylic groups ของ Aspartic acid-Asp-D 
และ Glutamic acid-Glu-E (Kaufmann et al., 2004) 
 5.3 การทดสอบกิจกรรมของ crude protein โดยวิธี Bioassay technique 

การทดสอบกิจกรรมการยอยแปงมันสําปะหลัง โดยวิธี Bioassay plate technique โดยใช crude 
protein หรือ crude enzyme ท่ีไดจากการทํารีคอมบิแนนทพลาสมิด เม่ือนํามาทดสอบในอาหารที่มีแปง
มันสําปะหลัง 1% เปนองคประกอบ นําไปบมท่ีอุณหภูมิตางๆ เปรียบเทียบกับเอนไซมแอลฟา อะไมเลส     
(ท่ีผลิตเปนการคา ความเขมขน 5 ยูนิต/ไมโครลิตร) ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร เทากัน พบวา crude 
enzyme ทํางานไดดีท่ีสุด ท่ีสภาวะอุณหภูมิสูง 55๐C และท่ีอุณหภูมิสูง 70๐C เอนไซมยังคงมีกิจกรรมท่ีดี
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ใกลเคียงกับเอนไซมท่ีผลิตเปนการคา (Figure 13) ซ่ึง crude enzyme ท่ีผลิตไดสามารถพัฒนาศักยภาพให
ดียิ่งข้ึนโดยอาศัยเทคโนโลยีอ่ืนเขาชวย นั่นคือ เทคโนโลยีการทําแหงแบบเยือกแข็ง (Freeze dry) ซ่ึง
จัดเปนวิธีท่ีชวยในการเพ่ิมความเขมขนของเอนไซมใหสูงข้ึน นอกจากนี้การทําแหงแบบเยือกแข็งยัง
ชวยในการคงสภาพกิจกรรมของเอนไซมและยืดอายุการเก็บรักษาคุณสมบัติของเอนไซมใหคงท่ี 
(Carpenter et al., 1990)  

สรุปผลการทดลอง 

การเก็บรวบรวมเช้ือ Bacillus spp.บริสุทธ์ิจากแหลงตางๆ สามารถคัดแยกไดท้ังส้ิน 476 ไอโซเลท 
เม่ือนํามาศึกษาและคัดเลือกเช้ือ Bacillus sp. ท่ีมีศักยภาพในการยอยแปงจากแหลงตางๆ โดยวัดการสราง
วงใส (Clear zone) รอบโคโลนีบนอาหาร starch agar การทําใหน้ําแปงเหลว (liquefaction) ในอาหารที่มี
แปง 1% เปนองคประกอบ และตรวจวัดกิจกรรมการยอยแปงในรูปของน้ําตาลรีดิวส  พบวา เช้ือ Bacillus sp. 
ไอโซเลท D1-1 ซ่ึงแยกไดจากน้ําเสียและเศษมันเสนจากลานมันสําปะหลัง มีประสิทธิภาพในการยอยแปง
ไดดี และสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิสูง 55๐C เม่ือนํามาจําแนกชนิดของจุลินทรียโดยการวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทดในสวนของบริเวณ 16S rDNA แลวเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน GenBank พบวา มีความ
คลายคลึงกับ Bacillus subtilis ท่ีความเหมือน 99%  

การโคลนยีนแอลฟา อะไมเลส จากเช้ือ Bacillus subtilis ไอโซเลท D1-1 ทําไดโดยการเพิ่ม
ปริมาณสวนของยีนอะไมเลสดวยเทคนิค PCR ตรวจพบช้ินสวนของยีนท่ีไดมีขนาด 1,980 คูเบส เม่ือ
นําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวา มีความคลายคลึงกับยีนแอลฟา 
อะไมเลส ของเช้ือ B. subtilis (Accession No. EU195860.1) ท่ีความเหมือน 99 % และมีลําดับของเปปไทด
โปรตีนเทากับ 659 อะมิโนแอซิด ทําการเช่ือมตอเขากับ protein expression vector pQE-80L แลวถายช้ิน
ยีนเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE) เพื่อผลิตรีคอมบิแนนทแอลฟา อะไมเลส พบวาสามารถชักนํา
การแสดงออกของยีนดวย 3 mM IPTG และ 3 mM Lactose ภายในระยะเวลา 6 ช่ัวโมง โดยสามารถนํา 
crude enzyme มาทําใหบริสุทธ์ิโดยผาน HisTALONTM Gravity Columns เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของ
โปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE พบเอนไซมบริสุทธ์ิท่ีไดมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 73 กิโลดาลตัน  

การทดสอบกิจกรรมของ crude enzyme โดยวิธี Bioassay technique ในอาหารท่ีมีแปง                
มันสําปะหลัง พบวา รีคอมบิแนนทแอลฟา อะไมเลส ท่ีผลิตไดยังคงมีกิจกรรมของเอนไซมท่ีดีท่ีสภาวะ
อุณหภูมิ 70๐C เม่ือเทียบกับเอนไซมท่ีผลิตเปนการคา โดยรีคอมบิแนนทโปรตีน (เอนไซมแอลฟา           
อะไมเลส) ท่ีผลิตไดจากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมมีศักยภาพในการยอยแปงไดดี ท่ีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 55๐C 
และท่ีสภาวะอุณหภูมิ 70๐C เอนไซมยังมีกิจกรรมท่ีดีเทียบเทากับผลิตภัณฑทางการคา  

จากการทดลองยังพบวาการใชสาร IPTG และ Lactose ท่ีความเขมขน 3 mM เทากัน มี
ประสิทธิภาพในการกระตุนการแสดงออกของยีนแอลฟา อะไมเลส ไดใกลเคียงกัน แตการใช Lactose จะ
ชวยลดตนทุนการผลิตโปรตีนในระดับ large scale ไดมากยิ่งข้ึน เนื่องจาก Lactose ปริมาตร 1 กิโลกรัม 
ราคาไมถึง 1,000 บาท แตในขณะท่ี IPTG ปริมาตร 1 กรัม ราคาประมาณ 1,800 บาท (AMRESCO®)  
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การนําผลงานไปใชประโยชน 
 จากผลการทดลองพบวา crude enzyme ท่ีผลิตไดมีประสิทธิภาพดีเทียบเทากับเอนไซมท่ีผลิต
เปนการคาท่ีอุณหภูมิ 70๐C ทําใหนักวิจัยของสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และศูนยวิจัยพืชไร
ระยอง สามารถนําเอนไซมท่ีผลิตไดไปใชในการยอยแปงมันสําปะหลังพันธุตางๆในโครงการปรับปรุง
พันธุเพื่อคัดเลือกพันธุกรรมมันสําปะหลังท่ีสามารถผลิตเอทานอลสูง ในชวงอายุ 8, 12 และ 14 เดือน 
โดยไดดําเนินการมาแลว 2 ป 
 แบคทีเรียสายพันธุดั้งเดิม Bacillus subtilis ไอโซเลท D1-1 สามารถนําไปใชในกระบวนการยอย
แปงในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมการเอทานอล ผลิต syrup ส่ิงทอ และ detergent เปนตน 

สามารถนําเทคโนโลยีการผลิตเอนไซมโดยพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่ไดไปปรับใชกับการ 
over expression ในเอนไซมท่ียอยสลาย lingocellulose ในโครงการอ่ืนๆตอไป และสามารถใชเปน
ตนแบบในการผลิตเอนไซมในเชิงพาณิชยซ่ึงสามารถผลิตเอนไซมไดรวดเร็วกวาการใชเช้ือสายพันธุ
ดั้งเดิม และเปนแนวทางในการนําไปพัฒนาตอยอดงานวิจัยรวมกับเอนไซมยอยแปงชนิดอ่ืน เชน 
เอนไซมกลูโคอะไมเลส การสงถายยีนอะไมเลสเขาสูยีสตสายพันธุท่ีมีศักยภาพในการเปล่ียนน้ําตาลให
เปนเอทานอลไดดี หรือ ทนแอลกอฮอลสูงตอไป 
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