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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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บทคัดยอ 
เอนไซมแอลฟา อะไมเลส เปนตัวเรงปฏิกิริยาในการสลายเม็ดแปงใหเปล่ียนเปนน้ําตาล ซ่ึง

เปนข้ันตอนสําคัญในกระบวนการผลิตเอทานอลโดยใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ  ซ่ึงเช้ือ Bacillus sp. 
บางสายพันธุมีความสามารถในการยอยแปงและทนอุณหภูมิสูง งานวิจัยนี้จึงทําการคัดเลือกเช้ือ 
Bacillus spp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมแอลฟา อะไมเลส จากแหลงตางๆ ได Bacillus spp. 
ท้ังส้ิน 476 ไอโซเลท นําไปทดสอบประสิทธิภาพการยอยแปงโดยวิธีวัดการสรางวงใสรอบโคโลนี
บนอาหารท่ีมีแปง 1% (w/v)  ทดสอบการทําใหน้ําแปงเหลว และการศึกษากิจกรรมของเอนไซม 
พบวา ไอโซเลท D1-1 มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมแอลฟา อะไมเลส ไดดีท่ีสุด โดยมีกิจกรรม
ของเอนไซม เทากับ 2.39 U/มิลลิลิตร การจําแนกชนิดของ ไอโซเลท D1-1โดยการเพ่ิมปริมาดีเอ็นเอ
ในสวนของบริเวณ 16s rDNA เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน 
GenBank  พบวามีความคลายคลึงกับเช้ือ B. subtilis ท่ีความเหมือน 99% การโคลนยีนแอลฟา อะไมเลส 
พบขนาดช้ินสวนของยีน เทากับ 1,980 คูเบส (GenBank accession no. EU195860.1) และมีลําดับของ
เปปไทด เทากับ 659 อะมิโนแอซิด เม่ือเช่ือมตอช้ินยีนเขากับ expression vector pQE-80L แลวถาย
ฝากเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) เพื่อการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน พบวา สามารถชักนํา
การแสดงออกของยีนดวยสาร 3 mM IPTG และ 3 mM Lactose เม่ือนํา crude enzyme ท่ีผลิตได มาทํา
ใหบริสุทธ์ิโดยผาน HisTALONTM Gravity Column แลวตรวจวิเคราะหผลดวยวิธี SDS-PAGE พบวา 
รีคอมบิแนนทแอลฟา อะไมเลส มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 73 กิโลดาลตัน และ crude enzyme ท่ี
ผลิตไดมีกิจกรรมของเอนไซมท่ีดีท่ีสภาวะอุณหภูมิ 70 ๐C ซ่ึงเทียบเทากับเอนไซมท่ีผลิตเปนการคา  
คําหลัก: แอลฟา อะไมเลส, การแสดงออกของโปรตีน, Bacillus subtilis, Escherichia coli 

 

คํานํา 
พลังงานทดแทนหรือพลังงานทางเลือกมีความสําคัญตอสภาวการณในปจจุบันอันเนื่องมาจาก

ปญหาการขาดแคลนนํ้ามันดิบ สงผลใหราคาน้ํามันปรับตัวสูงข้ึนอยางรวดเร็ว แกสโซฮอลเปนพลังงาน
ทดแทนชนิดหนึ่ง ซ่ึงมีองคประกอบหลักเปนน้ํามันเบนซินและเอทานอล โดยการผลิตเอทานอลในระดับ
อุตสาหกรรมท่ัวโลก ประมาณรอยละ 93 ไดจากกระบวนการหมัก และวัตถุดิบท่ีใชสวนใหญเปนแปง 
ไดแก ธัญพืช ขาวโพด มันฝร่ัง และมันสําปะหลัง เปนตน ประเทศไทยใชมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบใน
การผลิตเอทานอล เนื่องจากเปนพืชท่ีปลูกไดตลอดท้ังป สามารถปรับตัวตามสภาพแวดลอมไดดี เก็บเกี่ยว
ผลผลิตไดงายและใหผลผลิตในปริมาณมาก  ในหัวมันสําปะหลังมีแปงเปนองคประกอบหลัก ประมาณ
รอยละ  70-85 ของนํ้าหนักแหง ซ่ึงมันสําปะหลังสด  1 ตัน สามารถผลิตแอลกอฮอลได  180 ลิตร               
ในข้ันตอนของกระบวนการผลิตเอทานอลนั้น เอนไซมอะไมเลสมีบทบาทสําคัญอยางยิ่งในข้ันตอนการ
ยอยแปง (Starch hydrolysis) เพื่อใหไดน้ําตาลกลูโคสซ่ึงเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว โดยเอนไซมอะไมเลส 
ทําหนาท่ีเปนตัวเรงปฏิกิริยาการสลายเม็ดแปงใหเปล่ียนเปนน้ําตาลไดเร็วยิ่งข้ึน จากนั้นยีสตจึงจะสามารถ
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เปล่ียนน้ําตาลใหเปนเอทานอลได (ปาริชาติ และคณะ, 2519) นอกจากการผลิตเอทานอลแลวเอนไซม     
อะไมเลสยังมีความสําคัญในกระบวนการผลิตอ่ืนๆ เชน อุตสาหกรรมอาหารหมักและเคร่ืองดื่ม การทํา
สุรา เหลาสาเก เตาเจี้ยว ซีอ๊ิว อุตสาหกรรมน้ําตาล การผลิต crystalline glucose การผลิต sugar syrup ชนิด
ตาง ๆ อุตสหกรรมทอผา ฟอกหนัง การบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมแปงและกระดาษ เปนตน          
(กรมควบคุมมลพิษ กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอม,  2546)  ซ่ึงจนถึงปจจุบันประเทศไทย
ยังมีปริมาณการนําเขาเอนไซมชนิดตางๆ จากตางประเทศอยูเปนจํานวนมาก 

อะไมเลส จัดเปนเอนไซมประเภท extracellular enzyme สามารถจัดแบงชนิดของเอนไซมตาม
ตําแหนงการยอยแปงเปน 2 ประเภท คือ endoamylase และ exoamylase  เอนไซมจําพวก endoamylase จะ

ตัดพันธะในโมเลกุลของแปงแบบสุมท่ีตําแหนง α (1-4) linkage ไดเปน reducing group และ dextrin ซ่ึงมี

ลูกโซกลูโคสขนาดตางๆ กัน เอนไซมประเภทนี้ ไดแก แอลฟา อะไมเลส (α-amylase) หรือ amylo (1-4) 

dextrinase สวนเอนไซมจําพวก exoamylase จะตัดพันธะในโมเลกุลของแปงท่ีตําแหนง  α (1-4) และ     

α (1-6) bond จาก non-reducing end ไดเปน D-glucose เพียงอยางเดียว เอนไซมประเภทนี้ คือ เบตา         

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
เอนไซมอะไมเลสจะถูกผลิตโดยเซลลพืช และสัตวตางๆ แตในปจจุบันนักวิชาการไดใหความสนใจการ
ผลิตเอนไซมชนิดนี้จากจุลินทรีย ไดแก เช้ือรา ยีสต และแบคทีเรีย เพิ่มมากข้ึน เนื่องจากเปนส่ิงมีชีวิตท่ี
สามารถเล้ียงเพ่ิมปริมาณไดงายและรวดเร็ว มีความตองการอาหารท่ีไมซับซอน ทนทานตอสภาวะ
อุณหภูมิสูง และมีความหลากหลายทางพันธุกรรม ซ่ึงความแตกตางนี้สืบเนื่องมาจากวิวัฒนาการและความ
หลากหลายทางระบบนิเวศนของแหลงท่ีอยูอาศัย แตการผลิตเอนไซมจากพืชและสัตวโดยตรงจําเปนตอง
ใชปริมาณวัตถุดิบจํานวนมากและมีตนทุนในการผลิตคอนขางสูง (ปาริชาติ และคณะ, 2519 ; สุกัญญา, 
2522) แบคทีเรียจึงมีความเหมาะสมในแงของการผลิตมากกวาจุลินทรียชนิดอ่ืน ๆ เนื่องจากเล้ียงงาย และ
สามารถเพิ่มปริมาณไดอยางรวดเร็ว เอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตไดจากเช้ือแบคทีเรียสวนใหญมักเปน
เอนไซมแอลฟา อะไมเลส (Ingle and Erickson, 1978) แตมีแบคทีเรียบางชนิดท่ีสรางเอนไซมเบตา          
อะไมเลส ซ่ึงไดแก B. megatherium, B. cereus และ B. polymyxa (Ureda and Marshall, 1980; Thomas et al., 
1980 ; Ray et al., 1996; Takasaki, 1979) ในตางประเทศมีการศึกษาและพัฒนา Bacillus sp. สายพันธุตางๆ 
ไดแก  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)  รวมถึงการผลิตเอนไซมอะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียในรูปการคาเพื่อใชในอุตสาหกรรม
ตางๆ เชน B. subtilis, B. licheniformis เปนตน             

เทคนิคทางชีวโมเลกุลสามารถนํามาประยุกตใชในการพัฒนากระบวนการผลิตเอนไซมให
สามารถควบคุมปริมาณการผลิตไดทุกข้ันตอน โดยใหมีการแสดงออกของยีนในเซลล Escherichia coli  
(E. coli)  เพื่อใหสามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณมากและรวดเร็ว ตลอดจนสามารถทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิ
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ไดโดยงาย  ดังนั้นการนําเทคนิคดังกลาวมาใชในการพัฒนาการผลิตเอนไซม จึงนาจะเปนแนวทางหนึ่งซ่ึง
จะสามารถชวยลดตนทุนการผลิต และปริมาณการนําเขาเอนไซมอะไมเลสในอุตสาหกรรมการผลิต             
เอทานอล และอุตสาหกรรมอ่ืนๆ  

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค เพื่อคัดเลือกเช้ือ Bacillus sp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการเปล่ียนแปงให
เปนน้ําตาล และพัฒนาวิธีการผลิตเอนไซม โดยการโคลนยีนแอลฟา อะไมเลส จากเช้ือ Bacillus sp. ท่ีมี
ศักยภาพในการผลิตเอนไซม แลวใหมีการแสดงออกของยีนในเซลล E. coli เพื่อใหสามารถควบคุมการ
แสดงออกของโปรตีนหรือเอนไซมไดตามตองการ 

 

อุปกรณและวิธีการ 
1. การเก็บรวบรวม และแยกเช้ือ Bacillus spp. ใหบริสุทธ์ิ 
 สุมเก็บตัวอยางดินปา เศษมันเสน ดิน น้ําบริเวณลานตาก มันสําปะหลัง และผลิตภัณฑจากแปง
เนาเสียชนิดตางๆ รวมท้ังส้ิน 35 แหลง นํามาแยกเช้ือ Bacillus spp. ในหองปฏิบัติการ โดยวิธี dilution 
plate technique บนอาหาร Nutrient agar (NA) บมที่อุณหภูมิหอง (28-30๐C) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
คัดเลือกโคโลนีเดี่ยว นํามา streak บนอาหาร NA slant นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
เก็บเช้ือบริสุทธ์ิท่ีอุณหภูมิ 4๐C เพื่อนําไปใชในการศึกษาข้ันตอไป 

2. การคัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. ท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 2.1 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการยอยแปงบนอาหาร starch agar  

นําเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดมาทดสอบประสิทธิภาพการยอยแปงโดยวิธีวัดการสรางวงใส  (clear 
zone) รอบโคโลนี บนอาหารแข็งท่ีมีแปง 1% (w/v) (Buonocore et al., 1976) ถายเช้ือ Bacillus spp. ท่ี
แยกไดจากขอ 1 ลงบนอาหารโดยใชปลายไมจิ้มฟนแตะเช้ือมาจุดลงบนอาหาร บมท่ีอุณหภูมิหอง   
(28-30๐C) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจสอบปฏิกิริยาการยอยแปงดวยสารละลายไอโอดีน บันทึกวัดขนาด
เสนผานศูนยกลางของวงใส (∅) คัดเลือกไอโซเลทท่ีสรางวงใสกวางไวศึกษาตอไป ในขอ 2.2 

2.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการทําใหน้ําแปงเหลว (liquefaction)  
นําเช้ือท่ีคัดเลือกไดจากขอ 2.1 มาเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีแปง 1% (w/v) (Buonocore et al., 

1976)  บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ  37 ๐C เขยาท่ีความเร็ว  200 รอบ/นาที  นาน  24  และ  48  ช่ัวโมง แลวนํามา
ตรวจสอบกิจกรรมการยอยแปงโดยดัดแปลงตามวิธีของ Hesseltine et al. (1963)   

2.3 การวัดกิจกรรมการยอยแปงในรูปของน้ําตาลรีดิวส (Reducing sugar) 
นําเช้ือท่ีไดจากขอ 2.2 มาเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีแปง 1 % เปนองคประกอบ นําเขาเคร่ืองเขยา ท่ี

อุณหภูมิ 37๐C ความเร็ว 250 รอบ/นาที นาน 36 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 
รอบ/นาที (อุณหภูมิ 4๐C) เก็บเฉพาะสวนใส (crude enzyme) นํามาวัดกิจกรรมการยอยแปงตามวิธี Nelson-
Somogyi (Nelson, 1944) วิเคราะหปริมาณโปรตีนท้ังหมด (Lowry, 1951) โดยกําหนดให 1 หนวยยูนิต (U) 
หมายถึง ปริมาณเอนไซมท่ีผลิตน้ําตาลรีดิวซ 1 ไมโครโมลาร/นาที ภายใตสภาวะอุณหภูมิ 40๐C      
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2.4 การศึกษาการยอยแปงของเชื้อ Bacillus spp. ท่ีอุณหภูมิตางๆ    
เล้ียงเช้ือท่ีคัดเลือกได จากขอ  2.3 ในอาหารเหลวท่ีมีแปง  1 % เปนองคประกอบ นําเขาเคร่ือง

เขยาท่ีความเร็ว 200 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 37, 45 และ 55๐C นาน 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบกิจกรรมการยอย
แปงตามวิธีของ  Hesseltine et al.  (1963)  เชนเดียวกับขอ  2.2  บันทึกผล แลวคัดเลือกไอโซเลทท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยอยแปงไดดีในสภาวะอุณหภูมิสูง เพื่อนําไปใชในการโคลนยีนตอไป 

3. การจําแนกเชื้อ Bacillus sp. โดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
 3.1 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ Bacillus sp. 
 เล้ียงเช้ือ  Bacillus sp. ท่ีคัดเลือกไดจากขอ  2  ในอาหารเหลว  Luria-Bertani  (LB broth) ปริมาตร   
100 มิลลิลิตร นําไปเขยาท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีความเร็ว 200 รอบ/นาที นาน 16 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นนําไปเขา
เคร่ืองปนเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที  เก็บสวนท่ีเปนตะกอนเซลลแบคทีเรีย ลางตะกอนเซลล  
ดวย 1X TE buffer 500 ไมโครลิตร ทําการสกัด genomic DNA โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Maloy 
(1990)ตรวจวัดปริมาณและความบริสุทธ์ิของดี เอ็นเอโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ี OD260/280 และตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยแยกบน 1% agarose gel ใน 1XTBE 
buffer ท่ีความตางศักยไฟฟา 250 โวลต เปนเวลา 30 นาที แชแผนเจลในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด  นาน 
5 นาที  ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอท่ีไดดวยเครื่อง Gel Documentation (BIORAD) บันทึกภาพแถบดีเอ็นเอ 
และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20๐C เพื่อใชในการศึกษาข้ันตอไป 
 3.2 การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในสวนบริเวณ 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) เตรียมสวนผสมปฏิกิริยา 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 ปรับปริมาตรดวย ddH2O จากน้ันนําหลอด PCR เขาเคร่ืองเพิ่มปริมาณ      
ดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) โดยมีโปรแกรมอุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบของการทําปฏิกิริยา 
ดังนี้ ข้ันตอน Pre-Denature 95๐C 7 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวยข้ันตอน Denature 94๐C 30 วินาที, 
Annealing  55๐C 30 วินาที, Extension 72๐C 2 นาที จํานวน 30 รอบ และอุณหภูมิ 72๐C   5 นาที  จํานวน     
1 รอบ ตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR ท่ีไดโดยวิธี Electrophoresis บน 1.5% agarose gel  

3.3 การเตรียมผลผลิต PCR ใหบริสุทธ์ิ  
 นําผลผลิต PCR ท่ีเหลือจากจากขอ 3.2 ปริมาตร 17 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดทดลองขนาด  
1.5 มิลลิลิตร เติม 3M NaOAc ปริมาตร 3.4 ไมโครลิตร และ 95% Ethanol ปริมาตร 85 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากันโดยเคร่ือง Vortex นาน 10 วินาที บมไวท่ีอุณหภูมิ 4๐C นาน 15 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ    
0๐C ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เทสวนใสท้ิง ลางตะกอน PCR ดวย 70% Ethanol 300 
ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 0๐C ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทน้ําใสทิ้ง ปลอย
ใหตะกอนดีเอ็นเอแหง ละลายดีเอ็นเอดวย ddH2O ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20๐C  
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 3.4 การหาลําดับเบสในสวนของบริเวณ 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 ปรับปริมาตรดวย ddH2O 
รวมปฏิกิริยาท้ังหมด 10 ไมโครลิตร จากน้ันนําเขาเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 
9700) โดยมีข้ันตอนการทําปฏิกิริยาดังนี้ Pre-Denature 96๐C 1 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวยข้ันตอน 
Denature 96๐C 10 วินาที, Annealing  50๐C 5 วินาที, Extension 60๐C 4 นาที จํานวน 25 รอบ  

3.4.2 การลางสีฟลูออเรสเซนตสวนเกิน 
นําปฏิกิริยา cycle sequencing จากขอ 3.4.1 มาลางสีฟลูออเรสเซนตสวนเกิน โดยนํา 

ปฏิกิริยาดังกลาว ใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม stock solution A (ddH2O 16 ไมโครลิตร : 95% Ethanol  64 
ไมโครลิตร) ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 4๐C นาน 15 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 0๐C ความเร็ว 
14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เทน้ําใสทิ้ง ลางตะกอนท่ีไดดวย 70% Ethanol 300 ไมโครลิตร นําไปปน
เหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 0๐C ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทน้ําใสทิ้ง ปลอยตะกอนใหแหงในท่ีมืด 

3.4.3 การวิเคราะหลําดับเบสดวยเคร่ือง ABI PRISM 310® DNA Sequencer 
ละลายตะกอนจากขอ 3.4.2 ท่ีไดดวย Hidi formamide จํานวน 10 ไมโครลิตร จากนั้นปน

ใหอยูท่ีกนหลอด แลวดูดสารละลายท้ังหมดใสหลอด septa นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 95๐C นาน 2 นาที ยายลง
น้ําแข็งทันที แลวนําตัวอยางเขาเคร่ือง ABI PRISM 310® DNA Sequencer เพื่อวิเคราะหลําดับเบสตอไป 

4. การโคลนยีนแอลฟา อะไมเลสจากเชื้อ Bacillus sp. 
 4.1 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ Bacillus sp. ข้ันตอนทําเชนเดียวกับขอ 3.1 
 4.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนแอลฟา อะไมเลส จาก genomic DNA โดยเทคนิค PCR   

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีนแอลฟา อะไมเลส ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชคูไพรเมอร  
Bamy401F 5' TTTGGTACCATGTTTGCAAAACGATTCAAAACCTCTTTACTG 3' และ Bamy401R 
5' TTTAAGCTTTCAATAAGGAAGAGAACCGCTTAAGCCCGAGTC 3'  เตรียมสวนผสมปฎิกิริยา 
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 ปรับปริมาตรดวย ddH2O มีข้ันตอนการทําปฏิกิริยา 
PCR ดังนี้ Pre-Denature 95๐C 7 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวย 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 การเตรียมดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิเพื่อการโคลนยีน 
 เตรียมผลผลิต PCR (ยีนแอลฟา อะไมเลส) ใหบริสุทธ์ิ โดยใชชุด QIAquick Gel Extraction Kit 
แลวนําดีเอ็นเอที่ไดมาตรวจสอบคุณภาพวิธี Electrophoresis บน 1.5% agarose gel จะไดช้ินดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 2 กิโลเบส และเก็บตัวอยางดีเอ็นเอที่ไวท่ีอุณหภูมิ -20 ๐C เพื่อใชในข้ันตอนตอไป 
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4.4 การเชื่อมตอชิ้นยีนแอลฟา อะไมเลส เขากับ Cloning vector 
 นํายีนแอลฟา อะไมเลส จากขอ 4.3 มาเช่ือมตอเขากับ T&A Cloning vector (RBC Bioscience) 
เตรียมสวนผสมปฏิกิริยารวม 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  (จากขอ 4.3) 
2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวย ddH2O นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 22๐C นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปถายฝากเขา
กับเซลล E. coli สายพันธุ DH5α โดยวิธี heat shock transformation (Fritsch et al., 1989) นํา competent cell 
ท่ีไดรับการถายฝากยีนแลวไปเกล่ียบนอาหาร LB-Ampicillin/IPTG/X-Gal บมท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C  นาน 14-16 
ช่ัวโมง คัดเลือกโคโลนีสีขาวของเซลลแบคทีเรีย  E. coli ท่ีมีช้ิน insert ของยีนแอลฟา อะไมเลส ไปเล้ียงใน
อาหารเหลว LB-Ampicillin (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เขยาท่ีความเร็ว 220 รอบ/นาที นาน  
14-16 ช่ัวโมง เพื่อนําไปใชสกัด พลาสมิดดีเอ็นเอในข้ันตอนตอไป 

4.5 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ   
 สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัด GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit  (Fermentas)  ตรวจสอบ 
พลาสมิดดีเอ็นเอที่ได ดวยวิธี Electrophoresis บน 1.5% agarose gel และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20๐C 

4.6 การตรวจสอบการปรากฏของยีนแอลฟา อะไมเลส ใน Cloning vector โดยเทคนคิ PCR 
นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 4.5 ไปตรวจสอบการปรากฏของยีนดวยเทคนิค 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 ตามดวยข้ันตอน Denature 
94๐C 30 วินาที, Annealing  60๐C 30 วินาที, Extension 72๐C 2 นาที จํานวน 25 รอบ และอุณหภูมิ 72๐C      
5 นาที จํานวน 1 รอบ วิเคราะหผลผลิต PCR ดวยวิธี Electrophoresis บน 1.5% agarose gel  

4.7 การเชื่อมตอชิ้นยีนแอลฟา อะไมเลส เขากับ Protein Expression Vector pQE-80L (QIAGEN) 
4.7.1 การเตรียมชิ้นยนีแอลฟา อะไมเลส และ pQE–80L Vector (ขนาด 4,751 คูเบส) 

  นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมียีนแอลฟา อะไมเลส จากขอ 4.5 และพลาสมิดดีเอ็นเอของ  
pQE–80L vector นํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ HindIII  เตรียมสวนผสมปฏิกิริยาปริมาตร
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 ปรับปริมาตรดวย ddH2O ผสมปฏิกิริยาใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ  37๐C นาน 60 นาที 
และหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 80๐C นาน 10 นาที หลังจากนั้นนํามาแยกดวย 1.2% low melting gel 
electrophoresis  ยอมดวย  Gel  Star  (Cambrex)  ตัดแถบดีเอ็นเอที่ตองการบนเคร่ือง  Dark  Reader 
Transilluminator สกัดดีเอ็นเอจากเจลโดยใชชุด QIAquick Gel Extraction Kit จะไดช้ินยีนแอลฟา            
อะไมเลส ขนาดประมาณ 2 กิโลเบส และเวคเตอรขนาดประมาณ 5 กิโลเบส โดยท่ีปลายขางหนึ่งเปน
ตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และอีกขางหน่ึงเปนตําแหนงของเอนไซม HindIII 

  4.7.2 การเชื่อมตอชิ้นยีนแอลฟา อะไมเลส เขากับ pQE–80L Vector 
การเช่ือมตอช้ินยีนเขากับ Expression vector pQE – 80L เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยา

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 ปรับปริมาตรดวย ddH2O บมปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 22๐C นาน 1 ช่ัวโมง และหยุดปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิ 65๐C  นาน 10 นาที เก็บหลอดปฏิกิริยา Ligation ไวท่ีอุณหภูมิ 4๐C 

4.8 การถายฝากยีนยีนแอลฟา อะไมเลส เขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α  
ถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม (Ligation) เขาไปเพิ่มปริมาณใน competent cell (E. coli 

สายพันธุ DH5α) โดยวิธี heat shock transformation (Fritsch et al., 1989) แลวนําไปเล้ียงเพิ่มปริมาณ
บนอาหารแข็ง LB-ampicillin (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) (ทําเชนเดียวกับขอ 4.4) คัดเลือกโคโลนีเดี่ยว
มาทําการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (ทําเชนเดียวกับขอ 4.5) เพื่อตรวจสอบการปรากฏของยีนในเซลล
แบคทีเรียท่ีไดรับการถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมตอไป 
 4.9 การตรวจสอบการปรากฏของยีนใน Expression Vector (pQE–80L Vector) 

 4.9.1 การตรวจสอบการปรากฏของยีนดวยเทคนิค PCR 
 ตรวจสอบการปรากฏของยีนในพลาสมิดดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอร pQE (forward) 

5’ CGGATAACAATTTCACACAG 3’ และpQE (reverse) 5’ GTTCTGAGGTCATTACTGG 3’ต้ังรอบของ
การทําปฏิกิริยา PCR ดังนี้ ข้ันตอน Pre-Denature 95๐C 7 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวยข้ันตอน Denature  
94๐C  30 วินาที, Annealing  55๐C 30 วินาที, Extension 72๐C 3 นาที จํานวน 30 รอบ และอุณหภูมิ 72๐C       
5 นาที จํานวน 1 รอบ ตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 1,500 คูเบส โดยวิธี Electrophoresis บน 
1.5% agarose gel เทียบขนาดของดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas)  เก็บ
ตัวอยางท่ีอุณหภูมิ -20๐C 

4.9.2 การตรวจสอบการปรากฏของยีนดวยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ   
 นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีสกัดไดไปตรวจสอบความถูกตองในการเช่ือมตอช้ินยีนโดยการตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ HindIII เตรียมสวนผสมปฏิกิริยาปริมาตรท้ังส้ิน 20ไมโครลิตร ดังนี้       
พลาสมิดดีเอ็นเอ 2ไมโครลิตร 1X FastDigest Buffer 2 ไมโครลิตร, 1U FastDigest enzyme KpnI                 
1ไมโครลิตร, 1U FastDigest enzyme HindIII 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวย ddH2O นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 
37๐C นาน 40 นาที และหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 80๐C นาน 10 นาที ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอดวยวิธี 
Electrophoresis บน 1.5% agarose gel  

 4.10  การถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) เพื่อการผลิต
โปรตนี 

ทําการถายฝากยีนอะไมเลสเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) โดยการนําพลาสมิดดีเอ็น
เอของพลาสมิดสายผสม ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดท่ีมีคอมพิเทนตเซลล E. coli สายพันธุ 
BL21 (DE3) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยวิธี heat shock transformation (Fritsch et al., 1989)  จากนั้น
นําไปเกล่ียบนอาหารแข็ง LB-Ampicillin คัดเลือกโคโลนีสีขาวขนาดใหญท่ีคาดวามีช้ินยีนสอดแทรกอยู  
ตรวจสอบการปรากฏของยีนและความถูกตองในการถายฝากดวยเทคนิค PCR (ทําเชนเดียวกับขอ 4.9.1) 

5. การทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตนีของยีนแอลฟา อะไมเลส  
 5.1 การกระตุนการแสดงออกของโปรตีน (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)  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ  37 ๐C  เขยาดวยความเร็ว        
200 รอบ/นาที วัดความขุนของอาหาร จนกระท่ัง OD600 เทากับ 0.5 จากน้ันทําการเปรียบเทียบการชักนํา
การแสดงออกของยีนดวย isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) และ Lactose เก็บตัวอยางเซลลทุก      
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2 ช่ัวโมง จนครบ 8 ช่ัวโมง นําตัวอยางแตละชวงเวลาไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน      
1 นาที เพื่อเก็บตะกอนเซลล แลวนํามาวิเคราะหขนาดของ recombinant protein บน 8% SDS–PAGE ใน 
Tris-glycine buffer ท่ีความตางศักยคงท่ี 120 โวลต นาน 2 ช่ัวโมง จากนั้นยอมแผนเจลดวยสารละลาย 
PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas) ตรวจดูปริมาณของ fusion protein ในแตละช่ัวโมง  

 5.2 การทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิและการวิเคราะหปริมาณ fusion protein ของเอนไซมแอลฟา         
อะไมเลส  

เล้ียงเซลลของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) ท่ีมี recombinant plasmid ของยีนแอลฟา 
อะไมเลส ในอาหารปริมาตร 1 ลิตร (ทําเชนเดียวกับขอ 5.1) ชักนําการแสดงออกของโปรตีนดวย 3mM 
Lactose นาน 6 ช่ัวโมง  เก็บตะกอนเซลล จากนั้นทําการแยกขนาด fusion protein ดวยชุด HisTALONTM 
Gravity Columns Purification Kit (Clontech) ละลายตะกอนเซลลท่ีไดดวย HisTALON xTractor Buffer 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร/ตะกอนเซลล 100 มิลลิกรัม เติม DNaseI 1 ไมโครลิตร/ตะกอนเซลล 100 มิลลิกรัม 
นําไปบมไวบนน้ําแข็ง เปนเวลา 15 นาที แลวจึงนํามาทําใหเซลลแตกโดยใชเคร่ือง Ultrasonicator เปนเวลา 
1 นาที โดยแบงเปนชวงส้ันๆ ชวงละ 10 วินาที นํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา  
20 นาที เก็บสวนน้ําใส (crude extract) ไวท่ี -20๐C จากนั้นทําการลาง HisTALON Gravity Columns ดวย 
Equilibrate Buffer จํานวน 5-10 column นํา curd extract ท่ีเก็บไวมาผาน column ลางดวย Equilibration 
Buffer 8 เทาของ column ตามดวย Wash Buffer 7 เทาของ column เติม Elute Buffer 5-8 เทาของ column 
เก็บสารละลายโปรตีนท่ีผาน column ออกมาเปนสวนๆ (fraction) สวนละ 1 มิลลิลิตร ทําการวิเคราะห
ปริมาณ fusion protein ท่ีไดดวยวิธี Bradford protein assay โดยนําโปรตีนท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิมาทํา
ปฏิกิริยากับ Bradford Reagent Solution (Fermentas) เปนเวลา 5 นาที วัดคา OD590 วิเคราะหหาความเขมขน
ของโปรตีนท่ีไดโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน และตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ fusion protein ดวย
วิธี SDS-PAGE (Sambrook et al., 1989) วิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของ fusion protein โดยเปรียบเทียบ
กับ protein molecular weight standards   
 5.3 การทดสอบกิจกรรมของ crude protein โดยวิธี Bioassay technique 
 ทําการเล้ียงเพิ่มปริมาณเซลลของ E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) ท่ีมี recombinant plasmid ใน
อาหาร  LB-Ampicillin  ชักนําการแสดงออกของโปรตีนดวยสาร 3 mM  Lactose  นาน  6  ช่ัวโมง                   
(ทําเชนเดียวกับขอ 5.1) ทดสอบกิจกรรมของ crude enzyme ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยหยดลงใน
อาหารแปง (1 ลิตร : มันสําปะหลังบดอบแหง 10 กรัม ผงวุน 20 กรัม และน้ํากล่ัน)  ท่ีเจาะรูขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร บมท่ีอุณหภูมิ 55, 65 และ 70๐C นาน 6 ช่ัวโมง ตรวจสอบกิจกรรมการยอย
แปงมันสําปะหลังของเอนไซมแอลฟา อะไมเลส โดยการเททับดวยสารละลายไอโอดีน สังเกตการเกิดวง
ใส (clear zone) เปรียบเทียบกับเอนไซมท่ีผลิตเปนการคา 

 

ผลการทดลองและวิจารณ 
1. การเก็บรวบรวม และแยกเช้ือ Bacillus spp. ใหบริสุทธ์ิ 
 จากการเก็บรวบรวมตัวอยางเช้ือ Bacillus spp. จากแหลงตางๆ ไดแก ดินปา เศษมันเสน ดิน และ
น้ําบริเวณลานตากมันสําปะหลัง และผลิตภัณฑจากแปงเนาเสียชนิดตางๆ เม่ือนํามาคัดแยกเช้ือโดยวิธี 
dilution spread plate บนอาหาร NA นําบมท่ีอุณหภูมิหอง (28-30๐C) นาน 24 ช่ัวโมง พบวา สามารถแยก
เช้ือ Bacillus spp. บริสุทธ์ิ ไดท้ังส้ิน 476 ไอโซเลท โดย 236 ไอโซเลท สามารถแยกไดจากดินปาใน
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จังหวัดลําพูน พะเยา แพร นาน เพชรบูรณ อุตรดิตถ พิษณุโลก ระนอง ภูเก็ต ชุมพร ตรัง 197 ไอโซเลท 
แยกไดจากน้ําเสียและมันเสนบริเวณลานตากมันสําปะหลัง และ 43 ไอโซเลท แยกไดจากผลิตภัณฑจาก
แปงเนาเสียชนิดตางๆ (Table 1) 

2. การคัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. ท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 2.1 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการยอยแปงบนอาหาร starch agar  

เช้ือ Bacillus spp. ท่ีคัดแยกไดจากแหลงตางๆ ท้ังส้ิน 476 ไอโซเลท ทําการศึกษาประสิทธิภาพ
ในการผลิตเอนไซมอะไมเลส  โดยวิธีวัดการสรางวงใส  (Clear zone) ในอาหารแข็งท่ีมีแปง  1% เปน
องคประกอบ (Figure 1) หลังการตรวจสอบการยอยแปงโดยเททับดวยสารละลายไอโอดีน  พบวา 
สามารถแบงเช้ือ Bacillus spp. ไดเปน 4 กลุม ไดแก กลุมท่ี 1 ไมสรางวงใส จํานวน 198 ไอโซเลท กลุม
ท่ี 2 ระดับตํ่า (∅วงใส 1 - 19 มิลลิเมตร) จํานวน 186 ไอโซเลท กลุมท่ี 3 ระดับปานกลาง (∅วงใส        
20 - 39 มิลลิเมตร) จํานวน 76 ไอโซเลท และกลุมท่ี 4 ระดับดี (∅วงใส > 40 มิลลิเมตร) จํานวน           
16 ไอโซเลท โดยพบวาเช้ือ Bacillus spp. ท่ีเก็บรวบรวมจากน้ําเสียและมันเสนบริเวณลานตากมัน
สําปะหลังใหตัวอยางเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพในการยอยแปงบนอาหารในระดับปานกลางและดี             
(∅ วงใส >20 มิลลิเมตร) จํานวน 43 และ 11 ไอโซเลท คิดเปน 21.8% และ 5.5% ตามลําดับ จากจํานวน
ท่ีแยกไดท้ังส้ิน 197 ไอโซเลท (Table 1) 

2.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการทําใหน้ําแปงเหลว (liquefaction) 
การทดสอบการทําใหน้ําแปงเหลว (liquefaction) เปนข้ันตอนการเปล่ียนแปงใหเปนน้ําตาล โดย

การนําเช้ือ ในกลุมท่ี 3 (ระดับปานกลาง) จํานวน 76 ไอโซเลท และ กลุมท่ี 4 (ระดับดี) จํานวน               
16 ไอโซเลท ซ่ึงผานการคัดเลือกบนอาหาร starch agar (จากขอ 2.1) รวมท้ังส้ิน 92 ไอโซเลท   มาทําการ
เล้ียงเช้ือในอาหารเหลวท่ีมีแปง 1% เปนองคประกอบ จากการทดลองพบเช้ือ Bacillus spp. ท่ีมีกิจกรรม
การยอยแปง ซ่ึงมีการเปล่ียนสีของสารละลายไอโอดีนจากสีเหลืองเปนสีน้ําเงิน (Figure 2) ในระดับ 
ตางๆ ดังนี้ ระดับตํ่า (+ = สีน้ําเงินเขม) จํานวน 29 ไอโซเลท, ระดับกลาง (++ = สีน้ําตาลเขม) จํานวน    
36 ไอโซเลท, ระดับดี (+++ =  สีน้ําตาลอมเขียว) จํานวน 16 ไอโซเลท และระดับดีมาก (++++ = สี
เหลือง) จํานวน 11   ไอโซเลท ซ่ึงไดแก 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) ไดอธิบายการเปล่ียนสีของสารละลายไอโอดีนใน
ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนไววา สีน้ําเงินท่ีเกิดจากการเติมสารแขวนลอยแปงลงในสารละลายไอโอดีน (I2) นั้น 
เกิดจากไอโอดีน (I2) เขาไปแทรกตัวอยูในโครงสรางแบบบันไดเกลียว (helical chain) ของแปง เชน 
amylose ทําใหเห็นเปนสารสีน้ําเงิน ซ่ึงบันทึกผลไดวาเกิดปฏิกิริยาการยอยแปงตํ่ามาก 
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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 การวัดกิจกรรมการยอยแปงในรูปของน้ําตาลรีดิวส (Reducing sugar) 
โดยนําเช้ือ Bacillus spp. ท้ัง 11 ไอโซเลท (จากขอ 2.2) มาทําการศึกษากิจกรรมการยอยแปงใน

รูปของน้ําตาลรีดิวส พบวา ไอโซเลทที่ใหคาน้ําตาลรีดิวสสูงสุด 3 อันดับแรก ไดแก 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
ไอโซเลทมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมอะไมเลสไดดี เม่ือเปรียบเทียบกับเช้ือ B. licheniformis (control) 
ยกเวนไอโซเลท LP11-6 ซ่ึงใหคาน้ําตาลรีดิวสนอยท่ีสุด      

สวนคา specific activity คํานวณไดจากสัดสวนของคากิจกรรมของเอนไซมและโปรตีนท้ังหมด 
โดยไอโซเลท   D1-1  ใหคา specific activity สูงสุด เทากับ 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 นอกจากนี้ยังใหคา 
Reducing sugar เทากับ 2,154.35 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาณโปรตีน เทากับ 1.09 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
และใหคากิจกรรม (activity) ของเอนไซมสูงสุด เทากับ 2.39 ยูนิต/มิลลิลิตร [1 ยูนิต (U) หมายถึง ปริมาณ
เอนไซม ท่ีผลิตน้ําตาลรีดิวซ 1 ไมโครโมลาร/นาที ภายใตสภาวะอุณหภูมิ 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 การทดสอบการยอยแปงของเชื้อ Bacillus spp. ท่ีอุณหภูมิตางๆ   
การศึกษาการยอยแปงของเช้ือ Bacillus spp. ท่ีคัดเลือกไดท้ัง 11 ไอโซเลท (จากขอ 2.2) ใน

อาหารเหลวท่ีมีแปง 1 % เปนองคประกอบ เม่ือนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37, 45 และ 55๐C แลวนํามาทดสอบ
การยอยแปงโดยวิธีการทําใหน้ําแปงเหลว (liquefaction) หลังจากบมเช้ือนาน  72 ช่ัวโมง ท่ีสภาวะ
อุณหภูมิ 37 และ 45๐C พบวา เช้ือ Bacillus spp. ท้ัง 11 ไอโซเลท มีกิจกรรมการยอยแปงไดดี โดยใหสีใน
ปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีนในระดับดี (+++ =  สีน้ําตาลอมเขียว) และดีมาก (++++ = สีเหลือง)  สวน
ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 55๐C พบ 2 ไอโซเลท ท่ีมีกิจกรรมการยอยแปงท่ีดี คือ ไอโซเลท D1-1 และ E1-6 
(Table 3)  ซ่ึงเอนไซมท่ีมีประสิทธิภาพในการยอยแปงท่ีอุณหภูมิสูงมีความสําคัญมากในอุตสาหกรรม
การผลิตเอทานอล หรือ อุตสาหกรรมการผลิต crystalline glucose และการผลิต sugar syrup ชนิดตางๆ 
เนื่องจากในกระบวนการผลิตจําเปนตองทําใหแปงสุกโดยใชความรอน แลวจึงใชเอนไซมยอยแปงให
เปนน้ําตาลตอไป ซ่ึงหากวาเอนไซมท่ีไดสามารถทํางานไดท่ีอุณหภูมิสูงก็จะชวยประหยัดพลังงานและ
เวลาในการลดอุณหภูมิของแปงสุกลงได 

งานวิจัยนี้จึงไดคัดเลือกเช้ือ Bacillus sp. ไอโซเลท D1-1 ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยอยแปงท่ีดี 
และสามารถทนตออุณหภูมิ 55๐C เพื่อนําไปใชในการศึกษาการโคลนยีนอะไมเลสตอไป ซ่ึงสอดคลอง
กับรายงานของ Cornelis et al. (1982) รายงานวา แบคทีเรียสกุล Bacillus เปนจุลินทรียท่ีมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรม เกือบทุกสายพันธุสามารถพบอยูตามธรรมชาติ ในดิน น้ํา และอากาศ ซ่ึงทํา
ใหสามารถผลิตเอนไซมและสารสําคัญบางอยางท่ีมีคุณสมบัติท่ีดี เพื่อใหตอบสนองกับความตองการ
ของผูใช หรือวัตถุประสงคของการใชงาน โดยเฉพาะอยางยิ่งการผลิตในระดับอุตสาหกรรมขนาดใหญ 
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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 โดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุล  
จําแนกเช้ือ Bacillus sp. ไอโซเลท D1-1 ซ่ึงผานการคัดเลือกโดยวิธีการทดสอบประสิทธิภาพใน

การผลิตเอนไซมอะไมเลสโดยวิธีการตางๆ ไดแก การวัดการสรางวงใสรอบโคโลนี การทดสอบการทําให
น้ําแปงเหลว (liquefaction) และการวัดกิจกรรมการยอยแปงในรูปของน้ําตาลรีดิวส โดยวิธีการทาง         
ชีวโมเลกุล พบวามีความคลายคลึงกับเช้ือ 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 ดวยเทคนิค 

PCR โดยใชไพรเมอร Bamy401F, Bamy401R ซ่ึงมีตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ 
HindIII ท่ีปลาย 5’ พบวาผลผลิต PCR ของช้ินยีนอะไมเลสที่ได มีขนาดประมาณ 2 กิโลเบส (Figure 4a.)  
เม่ือนําช้ินยีนอะไมเลสที่ไดเช่ือมตอเขาสูเวคเตอรพาหะ T&A cloning vector แลวทําการถายฝากยีนเขาสู

เซลล E. coli สายพันธุ DH5α โดยวิธี heat shock transformation (Fritsch et al., 1989) คัดเลือกโคลนท่ีมี
ช้ินยีนอะไมเลสแทรกอยู เม่ือนํามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ พบวาพลาสมิดท่ีสกัดไดมีขนาดประมาณ           
5 กิโลเบส (Figure 4b) แลวนําไปวิเคราะหการเรียงลําดับของสารพันธุกรรม เพื่อตรวจสอบความถูกตอง
ของยีน พบวา ยีนอะไมเลส มีลําดับนิวคลีโอไทด เทากับ 1,980 คูเบส เม่ือเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI 
และมีความคลายคลึงกับยีนแอลฟา อะไมเลส ของเช้ือ B. subtilis (Accession No. EU195860.1) ท่ีความ
เหมือน   99% (Figure 5) เม่ือนําลําดับเบสไปเขาโปรแกรม  http://tools.neb.com/NEBcutter2/  เพื่อหา
ตําแหนง ORF พบวา สามารถแปรรหัสเปนโปรตีนโดยมีลําดับของกรดอะมิโนเทากับ 659 อะมิโนแอซิด 
(Figure 6) และเม่ือเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนกับฐานขอมูลโปรตีน NCBI  พบมีความคลายคลึงกับ
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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. 

 

 



 

 
17 

 

 
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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การสรางพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีนแอลฟา อะไมเลส ใน Expression Vector pQE–80L 
โดยการตัดช้ินสวนของพลาสมิดดีเอ็นเอตรงสวนของตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ 
HindIII ของ ยีนแอลฟา อะไมเลส และ พลาสมิดเวคเตอร pQE–80L vector สามารถตรวจพบช้ินสวนของ 
Expression Vector pQE–80L ท่ีไดมีขนาดประมาณ 4.8 กิโลเบส และไดช้ินสวนของยีนแอลฟา  อะไมเลส 
ขนาดประมาณ 2 กิโลเบส (Figure 8)  ภายหลังจากนําช้ินสวนของยีนแอลฟา อะไมเลส มาเช่ือมตอกับ 
Expression Vector pQE–80L โดยใชเอนไซม T4 DNA ligase เพื่อใหไดดีเอ็นเอสายผสม ขนาดประมาณ    
7 กิโลเบส  (Figure 9a, 9b) ถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลลเจาบาน  E. coli สายพันธุ  DH5α  
สามารถตรวจสอบพบการปรากฏของยีนแอลฟา อะไมเลส ดวยเทคนิคการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  
KpnI และ HindIII ซ่ึงจะไดช้ินดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ ช้ินขนาด 4.8 กิโลเบส สําหรับเวคเตอร pQE–80L และ
ช้ินยีนแอลฟา อะไมเลส ขนาด 1,980 คูเบส สําหรับการตรวจสอบโดยเทคนิค PCR โดยไพรเมอรเวคเตอร 
pQE (forward), pQE (reverse) และการใชไพรเมอรของยีนแอลฟา อะไมเลส Bamy401F, Bamy401R  ทํา
ใหไดขนาดของผลผลิต PCR ประมาณ 2 กิโลเบส และ 1,980 คูเบสตามลําดับ (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. 

 
 
 

pQ
E–

80
L V

ec
to

r 

M     1      2      3      4       
5 

α-amylase gene 2 
pQE–80L vector 5 



 
20 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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) 

การถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีนแอลฟา อะไมเลส เขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 
(DE3) เพื่อการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน เม่ือทําการเปรียบเทียบการชักนําการแสดงออกของยีนดวย IPTG 
และ  Lactose ท่ีความเขมขน  3 mM เปนเวลานาน  8  ช่ัวโมง เก็บเซลลทุก  2  ช่ัวโมง เม่ือตรวจสอบการ
แสดงออกของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE พบการแสดงออกของโปรตีนสูงสุดในชั่วโมงท่ี 6 หลังจากนั้น
การแสดงออกของโปรตีนจะเร่ิมคงท่ีโดยรีคอมบิแนนทแอลฟา อะไมเลส ท่ีไดมีขนาดประมาณ 73 กิโล
ดาลตัน (Figure 11) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Numan et al. (2001) ไดทําการโคลนยีนแอลฟาอะไมเลส 
จากเช้ือ B. subtilis RSKK246 พบวา เอนไซมแอลฟา อะไมเลส ท่ีผลิตไดมีขนาดประมาณ 65 กิโลดาลตัน 
โดยยีนแอลฟา อะไมเลส ท่ีโคลนไดมีลําดับของนิวคลีโอไทด ประมาณ 1.7 กิโลเบส 
5.2 การทําโปรตีนใหบริสุทธ์ิและการวิเคราะหปริมาณ fusion protein ของเอนไซมแอลฟาอะไมเลส  

การทํา crude enzyme ซ่ึงไดจากการทํารีคอมบิแนนทพลาสมิดของยีนแอลฟา  อะไมเลส ซ่ึงมี
สวนของ  T5 promoter  ในการทําหนาท่ีถอดรหัสและแปลรหัสของยีนออกมาเปนโปรตีน และมี
ตําแหนงของ   N-terminal 6xHis tag  สามารถทําบริสุทธ์ิโดยใช   HisTALONTM  Gravity  Columns  มี 
TALON Resin (cobalt-based resin) เปนลิแกนน เพื่อใหการทําบริสุทธ์ิเกิดความจําเพาะสูง (Froelich   
et al., 1996; Stephens et al., 1997) โดย TALON Resin จะจับกับกรดอะมิโนฮีสทีดีนท่ีตําแหนงปลาย
ดาน N-terminal ของโปรตีน (His tag) ทําใหโปรตีนท่ีไมจําเพาะอ่ืนๆ ใหหลุดออกจากคอลัมภ แลวจึง
ทําการเพ่ิมความเขมขนของ imidazole ซ่ึงจะเขาไปจับกับคอลัมภแทนกรดอะมิโนฮีสทีดีนของโปรตีน 
ทําใหไดโปรตีนท่ีบริสุทธ์ิหลุดออกมา เม่ือตรวจสอบดวยวิธี SDS-PAGE พบเอนไซมบริสุทธ์ิท่ีไดมี
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.  

 

จากการวิเคราะหรีคอมบิแนนทแอลฟา อะไมเลส ดวยวิธี SDS-PAGE พบวา มีน้ําหนักโมเลกุล
สูงกวาท่ีคํานวณได  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ  Matagne et al. (1991) ไดทําการเปรียบเทียบการ
วิเคราะหขนาดของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE เทียบกับการวิเคราะหดวยวิธีอ่ืน พบวาการวิเคราะห
ขนาดของโปรตีนดวย  SDS-PAGE ทําใหมีน้ําหนักโมเลกุลท่ีมากกวาการคํานวณท่ีสอดคลองกับยีน
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 

การทดสอบกิจกรรมการยอยแปงมันสําปะหลัง โดยวิธี Bioassay plate technique โดยใช crude 
protein หรือ crude enzyme ท่ีไดจากการทํารีคอมบิแนนทพลาสมิด เม่ือนํามาทดสอบในอาหารที่มีแปง
มันสําปะหลัง 1% เปนองคประกอบ นําไปบมท่ีอุณหภูมิตางๆ เปรียบเทียบกับเอนไซมแอลฟา อะไมเลส     
(ท่ีผลิตเปนการคา ความเขมขน 5 ยูนิต/ไมโครลิตร) ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร เทากัน พบวา crude 
enzyme ทํางานไดดีท่ีสุด ท่ีสภาวะอุณหภูมิสูง 55๐C และท่ีอุณหภูมิสูง 70๐C เอนไซมยังคงมีกิจกรรมท่ีดี
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ใกลเคียงกับเอนไซมท่ีผลิตเปนการคา (Figure 13) ซ่ึง crude enzyme ท่ีผลิตไดสามารถพัฒนาศักยภาพให
ดียิ่งข้ึนโดยอาศัยเทคโนโลยีอ่ืนเขาชวย นั่นคือ เทคโนโลยีการทําแหงแบบเยือกแข็ง (Freeze dry) ซ่ึง
จัดเปนวิธีท่ีชวยในการเพ่ิมความเขมขนของเอนไซมใหสูงข้ึน นอกจากนี้การทําแหงแบบเยือกแข็งยัง
ชวยในการคงสภาพกิจกรรมของเอนไซมและยืดอายุการเก็บรักษาคุณสมบัติของเอนไซมใหคงท่ี 
(Carpenter et al., 1990)  

สรุปผลการทดลอง 

การเก็บรวบรวมเช้ือ Bacillus spp.บริสุทธ์ิจากแหลงตางๆ สามารถคัดแยกไดท้ังส้ิน 476 ไอโซเลท 
เม่ือนํามาศึกษาและคัดเลือกเช้ือ Bacillus sp. ท่ีมีศักยภาพในการยอยแปงจากแหลงตางๆ โดยวัดการสราง
วงใส (Clear zone) รอบโคโลนีบนอาหาร starch agar การทําใหน้ําแปงเหลว (liquefaction) ในอาหารที่มี
แปง 1% เปนองคประกอบ และตรวจวัดกิจกรรมการยอยแปงในรูปของน้ําตาลรีดิวส  พบวา เช้ือ Bacillus sp. 
ไอโซเลท D1-1 ซ่ึงแยกไดจากน้ําเสียและเศษมันเสนจากลานมันสําปะหลัง มีประสิทธิภาพในการยอยแปง
ไดดี และสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิสูง 55๐C เม่ือนํามาจําแนกชนิดของจุลินทรียโดยการวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทดในสวนของบริเวณ 16S rDNA แลวเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน GenBank พบวา มีความ
คลายคลึงกับ Bacillus subtilis ท่ีความเหมือน 99%  

การโคลนยีนแอลฟา อะไมเลส จากเช้ือ Bacillus subtilis ไอโซเลท D1-1 ทําไดโดยการเพิ่ม
ปริมาณสวนของยีนอะไมเลสดวยเทคนิค PCR ตรวจพบช้ินสวนของยีนท่ีไดมีขนาด 1,980 คูเบส เม่ือ
นําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวา มีความคลายคลึงกับยีนแอลฟา 
อะไมเลส ของเช้ือ B. subtilis (Accession No. EU195860.1) ท่ีความเหมือน 99 % และมีลําดับของเปปไทด
โปรตีนเทากับ 659 อะมิโนแอซิด ทําการเช่ือมตอเขากับ protein expression vector pQE-80L แลวถายช้ิน
ยีนเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE) เพื่อผลิตรีคอมบิแนนทแอลฟา อะไมเลส พบวาสามารถชักนํา
การแสดงออกของยีนดวย 3 mM IPTG และ 3 mM Lactose ภายในระยะเวลา 6 ช่ัวโมง โดยสามารถนํา 
crude enzyme มาทําใหบริสุทธ์ิโดยผาน HisTALONTM Gravity Columns เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของ
โปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE พบเอนไซมบริสุทธ์ิท่ีไดมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 73 กิโลดาลตัน  

การทดสอบกิจกรรมของ crude enzyme โดยวิธี Bioassay technique ในอาหารท่ีมีแปง                
มันสําปะหลัง พบวา รีคอมบิแนนทแอลฟา อะไมเลส ท่ีผลิตไดยังคงมีกิจกรรมของเอนไซมท่ีดีท่ีสภาวะ
อุณหภูมิ 70๐C เม่ือเทียบกับเอนไซมท่ีผลิตเปนการคา โดยรีคอมบิแนนทโปรตีน (เอนไซมแอลฟา           
อะไมเลส) ท่ีผลิตไดจากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมมีศักยภาพในการยอยแปงไดดี ท่ีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 55๐C 
และท่ีสภาวะอุณหภูมิ 70๐C เอนไซมยังมีกิจกรรมท่ีดีเทียบเทากับผลิตภัณฑทางการคา  

จากการทดลองยังพบวาการใชสาร IPTG และ Lactose ท่ีความเขมขน 3 mM เทากัน มี
ประสิทธิภาพในการกระตุนการแสดงออกของยีนแอลฟา อะไมเลส ไดใกลเคียงกัน แตการใช Lactose จะ
ชวยลดตนทุนการผลิตโปรตีนในระดับ large scale ไดมากยิ่งข้ึน เนื่องจาก Lactose ปริมาตร 1 กิโลกรัม 
ราคาไมถึง 1,000 บาท แตในขณะท่ี IPTG ปริมาตร 1 กรัม ราคาประมาณ 1,800 บาท (AMRESCO®)  
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การนําผลงานไปใชประโยชน 
 จากผลการทดลองพบวา crude enzyme ท่ีผลิตไดมีประสิทธิภาพดีเทียบเทากับเอนไซมท่ีผลิต
เปนการคาท่ีอุณหภูมิ 70๐C ทําใหนักวิจัยของสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และศูนยวิจัยพืชไร
ระยอง สามารถนําเอนไซมท่ีผลิตไดไปใชในการยอยแปงมันสําปะหลังพันธุตางๆในโครงการปรับปรุง
พันธุเพื่อคัดเลือกพันธุกรรมมันสําปะหลังท่ีสามารถผลิตเอทานอลสูง ในชวงอายุ 8, 12 และ 14 เดือน 
โดยไดดําเนินการมาแลว 2 ป 
 แบคทีเรียสายพันธุดั้งเดิม Bacillus subtilis ไอโซเลท D1-1 สามารถนําไปใชในกระบวนการยอย
แปงในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมการเอทานอล ผลิต syrup ส่ิงทอ และ detergent เปนตน 

สามารถนําเทคโนโลยีการผลิตเอนไซมโดยพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่ไดไปปรับใชกับการ 
over expression ในเอนไซมท่ียอยสลาย lingocellulose ในโครงการอ่ืนๆตอไป และสามารถใชเปน
ตนแบบในการผลิตเอนไซมในเชิงพาณิชยซ่ึงสามารถผลิตเอนไซมไดรวดเร็วกวาการใชเช้ือสายพันธุ
ดั้งเดิม และเปนแนวทางในการนําไปพัฒนาตอยอดงานวิจัยรวมกับเอนไซมยอยแปงชนิดอ่ืน เชน 
เอนไซมกลูโคอะไมเลส การสงถายยีนอะไมเลสเขาสูยีสตสายพันธุท่ีมีศักยภาพในการเปล่ียนน้ําตาลให
เปนเอทานอลไดดี หรือ ทนแอลกอฮอลสูงตอไป 
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