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An intracellular -galactosidase was extracted from a thermophile B1.2 strain 
isolated from Ta Pai hot spring, Maehongson, Thailand. Different identification methods were 
used to investigate its species including gram staining, endospore staining, catalase test, the 
direct amplified polymorphic DNA-polymerase chain reaction and the partial sequencing of 
the 16S rDNA gene. The B1.2 strain was found to be a gram positive bacteria which its 
endospores located at the terminal end of the vegetative cell. PCR analysis indicated that this 
isolated strain had a high similarity with Anoxybacillus kestanbolinensis and Anoxybacillus  
flavithermus. The enzyme -galactosidase was purifiled by ion-exchange and affinity 
chromatography and concentrated by an ultrafiltration technique. The purified enzyme had a 
specific activity of 1.1 U/mg proteins, with a purification fold of 3.79 and a recovery of 86.4%. 
The molecular mass of the purified enzyme as estimated by native PAGE SDS-PAGE and gel 
filtration was approximately 215, 75 and 215 kDa,respectively. The optimum pH and 
temperature purified -galactosidase were 6.5 and 60 oC, respectively. This enzyme was 
thermally stable in the range of 40-60 oC with the pH stability of 6.0 - 10.0. The Km and Vmax
values for oNPG were calculated to be 28.85 mM and 8.38 ×10-3 mmolL-1min-1 respectively. 
The intracellular -galactosidase from B1.2 was strongly inhibited by EDTA and various 
mono- and divalent cations, such as Zn2+ and Mg2+. This enzyme was also moderately 
inhibited by its hydrolysis products; glucose and galactose. This purified -galactosidase 
could be further used in food and milk industry.  
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บทที ่1 

 
บทนํา 

 
1. ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 

 
จุลินทรียถื์อไดว้่าเป็นแหล่งผลิตเอนไซมท่ี์สาํคญัเน่ืองจากคุณสมบติัท่ีสามารถเพิ่มจาํนวน

ไดร้วดเร็ว และสามารถผลิตสารชีวภาพภายใตส้ภาวะท่ีควบคุมได ้ ซ่ึงในปัจจุบนัไดน้าํมาใชใ้น
อุตสาหกรรมอยา่งแพร่หลาย ไดแ้ก่ อุตสาหกรรมการผลิตยา อุตสาหกรรมการผลิตอาหารและนม 
(Hung and Lee, 2000) โดยเฉพาะอุตสาหกรรมเก่ียวกบันม ซ่ึงองคป์ระกอบสาํคญัในนํ้ านมนั้น
ไดแ้ก่ นํ้าตาลแลคโตส (Lactose) ซ่ึงเป็นนํ้ าตาลท่ีมีเฉพาะในนมเท่านั้น อาจเรียกอีกอยา่งหน่ึงว่า 
"นํ้าตาลนม" พบในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม ประโยชน์ของ Lactose หลายประการ เช่น ทางการแพทย์
และเภสัชกรรม ทางอุตสาหกรรมอาหาร และใชเ้ป็นตวัควบคุมการหมกัของผลิตภณัฑน์มเพราะ 
Lactose เป็นแหล่งอาหารอย่างดีสาํหรับจุลินทรียท่ี์สามารถใช ้Lactose ในการหมกันมได ้ เช่น 
Lactobacillus  และ Bifidobacteria เป็นตน้ ทาํใหเ้กิดกรด Lactic ทาํใหน้ํ้ านมมีรสเปร้ียว แต่อยา่งไร
ก็ตาม   Lactose ก่อใหเ้กิดปัญหาท่ีสาํคญั 3 ประการ คือ สุขภาพ อาหาร และส่ิงแวดลอ้ม ดา้น
สุขภาพ คือ การแพน้ํ้ านม อาการ “Lactose intolerance” หรือ สภาวะท่ีร่างกายไม่สามารถใชน้ํ้ าตาล 
Lactose ซ่ึงเป็นนํ้ าตาลหลกัท่ีพบในนํ้ านมได ้ทาํให้มีอาการทอ้งเสียหลงัจากการด่ืมนมสดเขา้ไป 
เน่ืองจากร่างกายของเราขาดเอนไซมท่ี์เรียกว่า Lactase ปัญหาดา้นอาหารพบว่า ในผลิตภณัฑท่ี์ได้
จากนมหลายชนิด เช่น ไอศครีม นมขน้ นมผง หรือนมคืนรูป จะเกิดการตกผลึกของ Lactose ทาํให้
ผลิตภณัฑท่ี์ไดเ้น้ือไม่ละเอียด เม่ือรับประทานจะรู้สึกสากล้ิน (Dziezak, 1991)  ส่วนปัญหาดา้น
ส่ิงแวดลอ้ม ได้แก่ ของเสียจากอุตสาหกรรมเนยแข็งหรืออุตสาหกรรมผลิตเคซีน ซ่ึงมีปริมาณ 
Lactose สะสมอยูใ่นปริมาณมากจนไม่สามารถยอ่ยสลายไดท้นัในส่ิงแวดลอ้ม ก่อให้เกิดปัญหาค่า 
BOD และ COD ท่ีสูงข้ึน การยอ่ยสลาย Lactose ดว้ยเอนไซม ์ -galactosidase จึงเป็นแนวทางหน่ึง
ในการแกปั้ญหาดงักล่าวขา้งตน้ (Mahoney, 1998)  เอนไซม ์ -galactosidase หรือ Lactase (EC 
3.2.1.23) เป็นเอนไซมใ์นกลุ่ม Glycosidic hydrolase สามารถย่อยสลายพนัธะ 1-4 glycodisic 
linkage ของนํ้ าตาล Lactose ซ่ึงเป็นนํ้ าตาลโมเลกุลคู่ ไดเ้ป็นนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว คือ Glucose  และ 
Galactose  มีการนาํเอนไซม ์ -galactosidase  มาใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมนมเพื่อ 
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ทาํการผลิตผลิตภณัฑอ์าหารหรือผลิตภณัฑน์มท่ีปราศจาก Lactose หรือมี  Lactose   ตํ่าแกปั้ญหาผูมี้
อาการแพน้ม นอกจากน้ียงัไดส้ารละลายผสมระหว่าง Glucose และ Galactose ซ่ึงสามารถนาํไปใช้
ประโยชน์ในทางอุตสาหกรรมได ้   ในปัจจุบนัมีการสนใจศึกษาจุลินทรียช์อบอุณหภูมิสูงมากข้ึน  
เน่ืองจากความสามารถในหลายๆ ดา้นท่ีเหนือกวา่เอนไซมพ์วกชอบอุณหภูมิปานกลาง (Mesozyme) 
ทั้งการทนและเสถียรท่ีอุณหภูมิสูง ทนต่อสารเคมี ตวัทาํละลาย และความเป็นกรด ด่าง ไดดี้กว่าอีก
ดว้ย แหล่งท่ีสามารถพบจุลินทรียช์อบอุณหภูมิสูงในธรรมชาติ เช่น บนพื้นดิน พื้นทะเลท่ีมีอุณหภูมิ
สูง  ลึกลงไปใตดิ้น  บ่อนํ้าพรุ้อนหรือจากส่วนท่ีมีความร้อนจากส่ิงมีชีวิต  จุลินทรียช์อบอุณหภูมิสูง
เป็นแหล่งของเอนไซมท่ี์สาํคญั ซ่ึงหน่ึงในนั้น คือ เอนไซมใ์นกลุ่ม Glycosidase (Sunna et al., 
1997) ซ่ึงสามารถยอ่ยคาร์โบไฮเดรตบริเวณพนัธะ Glycosidic การศึกษาลกัษณะสมบติัของเอนไซม ์ 

-galactosidase ท่ีไดจ้ากเช้ือจุลินทรียช์อบอุณหภูมิสูงจากแหล่งในประเทศจึงเป็นประโยชน์ในการ
นาํไปพฒันาการผลิตในอุตสาหกรรมการผลิตอาหารและนมได ้ 

งานวิจัยน้ีจะมุ่งเน้นการทาํบริสุทธ์ิและศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซม์ -
galactosidase ท่ีไดจ้ากเช้ือจุลินทรียช์อบอุณหภูมิสูงสายพนัธ์ุ B1.2 เพื่อนาํเอนไซมไ์ปประยกุตใ์ช้
ในดา้นอุตสาหกรรมต่อไป 
 
2. วตัถุประสงค์ 

 
เพื่อทาํบริสุทธ์ิและศึกษาลกัษณะสมบติัของเอนไซม ์และสภาวะท่ีมีผลต่อการทาํงาน ของ

เอนไซม ์ -galactosidase จากเช้ือจุลินทรียส์ายพนัธ์ุ B1.2 
 
3. ขอบเขตของงานวจัิย 
 
 3.1 การเตรียมเอนไซม ์ -galactosidase จาก Stock เช้ือแช่เยน็เพื่อใชส้าํหรับดาํเนินงานวิจยั 

3.2 การระบุชนิดสายพนัธ์ุจุลินทรีย ์B1.2 โดยวิธี 16 srDNA 
3.3 การทาํบริสุทธ์ิเอนไซม ์ -galactosidase โดยวิธี Chromatography ดว้ยเคร่ือง Fast 

Protein Liquid Chromatography โดยผา่น Ion-exchanger column (DEAE Sepharose fast flow, XK 
26) และ Affinity column (Agarose p-aminobenzyl-1-thio- -d-galactopyranoside, XK16)  

3.4 การศึกษาลกัษณะสมบติัต่างๆของเอนไซม ์ -galactosidase ท่ีไดจ้ากจุลินทรียส์ายพนัธ์ุ 
B1.2 ประกอบดว้ย อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทาํงานของเอนไซม ์ผลของอุณหภูมิท่ีมีผลต่อความ
เสถียรของเอนไซม ์ค่า pH ท่ีเหมาะสมในการทาํงานของเอนไซม ์  ผลของค่า pH ท่ีมีผลต่อความ

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



3 

 

เสถียรของเอนไซม์   ค่าทางจลศาสตร์ของเอนไซม์ตามทฤษฏีของ Michalis-Menten และ 
Linewaver-Burk ผลของไอออนโลหะต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ผลของชนิดนํ้ าตาลต่อกิจกรรมของ
เอนไซม ์ผลของรีเอเจนตต่์อกิจกรรมของเอนไซม ์การหานํ้าหนกัโมเลกลุของเอนไซม ์
 
4. ประโยชน์ของงานวจัิย 
 

4.1ได้จุลินทรียส์ายพนัธ์ุท่ีชอบอุณหภูมิสูงและมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ -
galactosidase ซ่ึงเป็นประโยชน์ต่อการผลิตในอุสสาหกรรม ไดแ้ก่ อุตสาหกรรมการผลิตผลิตภณัฑ์
เก่ียวกบันม  
 4.2 ทาํให้ทราบลกัษณะสมบติัของเอนไซม ์ -galactosidase และสภาวะท่ีเหมาะสมของ
จุลินทรียช์อบอุณหภูมิสูงท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ -galactosidase เพื่อนาํไปประยุกต์และใช้
ประโยชน์ในดา้นต่างๆ 

4.3 เพื่อนาํไปสู่การทาํบริสุทธ์ิ และการผลิตของเอนไซม ์ -galactosidase สาํหรับงานวิจยั
ต่อไปในอนาคต 
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บทที ่2 
 

เอกสารและงานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 
 
1.  แลคโตส (Lactose) 

 
Lactose (4p-o- -D-galactopyranosyl-D-glucoyranose) หรือ นํ้าตาลนม (Milk sugar)  เป็น

คาร์โบไฮเดรตท่ีสาํคญัพบไดใ้นนํ้านมเท่านั้น ในนํ้านมมี Lactose เฉล่ียประมาณ 4.6-4.8 เปอร์เซ็นต์
(Harper 1992) Lactose มีความสาํคญัในอุตสาหกรรมนม เน่ืองจาก Lactose ถูกทาํให ้สลายตวัได้
ง่ายโดยแบคทีเรีย ทาํใหเ้กิดกรด Lactic ซ่ีงทาํใหน้ํ้ านมมีรสเปร้ียว Lactose ซ่ึงผลิตเป็นการคา้เตรียม
ไดจ้าก เวย ์(Whey) ซ่ึงเป็นผลพลอยไดจ้ากการทาํเนยแข็ง นํ้ าตาล Lactose เป็นนํ้ าตาลท่ี
ประกอบดว้ย Monosacharide 2 โมเลกุล ต่อกนัดว้ยพนัธะแบบ Glycosidic linleage (Matheus and 
Van, 1996)  มีโครงสร้างทางเคมี 2   รูปแบบ คือ Haworth form และ Chair form ดงัแสดงในภาพท่ี 
1  และ 2 โดย Linkage ระหว่าง C-1 ของ กาแลคโตส (Galactose) และ C-4 ของกลูโคส (Glucose) 
ดว้ยพนัธะ  1-,4 glycoside และมี Anomeric 2   แบบ คือ แอลฟา และเบตา้ ( -และ - lactose) 
(ภาพท่ี 3) ซ่ึงข้ึนอยูก่บั Steric configuration ของ H และ OH ตรงตาํแหน่ง C-1 ของ Glucose 
 

ประโยชน์ของ Lactose  
1. ทางแพทยแ์ละเภสัชกรรม เช่น ช่วยในการสร้างเซลสมองของเด็กอ่อน ใชใ้นการทาํยา

เมด็ และยาชนิดแคปซูล  
2. ทางอุตสาหกรรมอาหาร เช่น เป็นตวัควบคุมกระบวนการหมกัในผลิตภณัฑ์นม เพราะ 

Lactose เป็นแหล่งอาหารอยา่งดีสาํหรับจุลินทรีย ์ทาํใหเ้กิดสีและกล่ินในผลิตภณัฑน์มและขนมปัง 
เน่ืองจาก Lactose เม่ือถูกความร้อนจะให้สีนํ้ าตาล (Caramel) หรือปฏิกริยาท่ีเรียกว่า Maillard 
reaction (Harper, 1992) ใชเ้ป็นตวัทาํให้ Lactose ในนมขน้หวานตกตะกอนไดเ้ร็วข้ึน เพราะถา้ 
Lactose ตกตะกอนไม่หมดเวลานาํมารับประทานจะรู้สึกสากล้ิน (Sandy) และใชเ้ป็นส่วนประกอบ
ของ Media ในการเล้ียงเช้ือรา Penicill (Holisinger, 1991) 

ปัญหาท่ีเกิดจาก Lactose 
Lactose เป็นสาเหตุของปัญหาท่ีสาํคญั 3 ประการ คือ สุขภาพ อาหาร และส่ิงแวดลอ้ม 
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1. ปัญหาดา้นสุขภาพ คือ อาการแพน้ํ้ าตาล Lactose (Lactose intolerance) หรือ สภาวะท่ี
ร่างกายไม่สามารถใชน้ํ้ าตาล Lactose ซ่ึงเป็นนํ้ าตาลหลกัท่ีพบไดใ้นนํ้ านม ทาํให้มีอาการทอ้งเสีย
หลงัจากการด่ืมนมสดเขา้ไป (Zadow, 1992) สาเหตุเน่ืองจากร่างกายของเราขาดเอนไซม ์  Lactase 
ซ่ึงทาํหนา้ท่ีสลายนํ้ าตาล Lactose ให้เป็นสารอ่ืนๆท่ีเล็กลง และดูดซึมเขา้สู่กระแสเลือด ซ่ึงปกติ
เซลลท่ี์ลาํไส้เลก็ของเราสามารถผลิตได ้ ถา้ร่างกายไม่สามารถผลิตเอนไซม ์Lactase ได ้นํ้ าตาล 
Lactose จะถูกใชโ้ดยจุลินทรียอ่ื์นๆในลาํไสซ่ึ้งจะทาํใหเ้กิดกรดจาํนวนมาก ส่งผลใหร่้างกายตอ้งรีบ
ขบักรดเหล่านั้นออกมาทางอุจจาระ อาการท่ีมกัพบบ่อยคือ วิงเวียน ปวดทอ้ง ทอ้งเสีย หลงัจากการ
รับประทานอาหารท่ีมีนํ้ าตาล Lactose เขา้ไปประมาณ 30 นาที ถึง 2 ชัว่โมง ส่วนความรุนแรงและ
ปริมาณท่ีทนไดน้ั้นข้ึนอยูก่บัร่างกายของแต่ละคน   

2. ปัญหาดา้นอาหารพบวา่ ในผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากนมหลายชนิด เช่น ไอศครีม นมขน้ นมผง 
หรือนมคืนรูป จะเกิดการตกผลึกของ Lactose ทาํใหผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดเ้น้ือไม่ละเอียด เม่ือรับประทาน
จะรู้สึกสากล้ิน (Dziezak, 1991)   

3. ปัญหาดา้นส่ิงแวดลอ้ม ก่อใหเ้กิดปัญหาค่า BOD และ COD ท่ีสูงข้ึน เกิดจากของเสียจาก
อุตสาหกรรมเนยแขง็หรืออุตสาหกรรมผลิตเคซีน ซ่ึงมีปริมาณ Lactose สะสมอยูใ่นปริมาณมากจน
ไม่สามารถยอ่ยสลายไดท้นัการยอ่ยสลาย Lactose ดว้ยเอนไซม ์ -galactosidase จึงเป็นแนวทาง
หน่ึงในการแกปั้ญหาดงักล่าวขา้งตน้ (Mahoney, 1998)  

 

 
 
ภาพท่ี 1โครงสร้างนํ้าตาล Lactose แบบ Haworth form 
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ภาพท่ี 2 โครงสร้างนํ้าตาล Lactose แบบ Chair form 
 

 
 
ภาพท่ี 3โครงสร้าง Alpha-lactose และ Beta-lactose 
 
2. การจัดจําแนกกลุ่มของจุลนิทรีย์ตามอุณหภูม ิ

 
จุลินทรียซ่ึ์งอาศยัอยูทุ่กหนทุกแห่งบนโลกตั้งแต่บนพื้นดินจนถึงใตม้หาสมุทร ซ่ึงมีสภาพ

เลวร้ายยากท่ีส่ิงมีชีวิตใดอาศยัอยู่ไดก้็ตามการท่ีจุลินทรียอ์าศยัอยู่ไดน้ั้นเกิดจากการปรับตวัอย่าง
ยาวนานทั้งทางดา้นชีวเคมีและทางดา้นพนัธุกรรม จนกระทัง่สามารถปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้ม
บริเวณท่ีอาศยัให้อยู่รอดมาได ้ปัจจยัแวดลอ้มต่างๆ ท่ีมีผลกระทบต่อจุลินทรียอ์ยู่มากมายไดแ้ก่ 
ความร้อน ความเยน็ แก๊ส ความเป็นกรด-ด่าง รังสี ความช้ืน แรงดนัออสโมติก และแรงดนัไฮโดรส
ตาติก แมก้ระทัง่จุลินทรียด์ว้ยกนัเอง (นงลกัษณ์ และปรีชา 2547) 

ชนิดของจุลินทรีย์จะสัมพันธ์กับอุณหภูมิของส่ิงแวดล้อมในสถานท่ีนั้ นๆ กล่าวคือ
จุลินทรียจ์ะตอ้งเจริญเติบโตไดใ้นช่วงอุณหภูมิท่ีเปล่ียนแปลงข้ึนลงนั่นเองโดยมีส่ิงท่ีจาํเป็นตอ้ง
ทราบคือ 
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1. MinimumTemperature คือค่าอุณหภูมิตํ่าสุดท่ีจุลินทรียส์ามารถเจริญเติบโตและดาํเนิน
กิจกรรมทางดา้นเมตาบอลิซึมต่อไปได ้

2. MaximumTemperature คือค่าอุณหภูมิสูงสุดท่ีจุลินทรียส์ามารถเจริญเติบโตและดาํเนิน
กิจกรรมทางดา้นเมตาบอลิซึมต่อไปไดถ้า้อุณหภูมิสูงข้ึนอีกเลก็นอ้ยการเจริญเติบโตจะหยดุลงและ
ถา้ยงัคงสูงข้ึนอีกถึงจุดหน่ึงเอนไซม ์ และ Nucleic acid จะถูกทาํให้สูญเสียกิจกรรมหรือเรียกว่า 
Inactivation อยา่งถาวร และในท่ีสุดจุลินทรียจ์ะตายซ่ึงเป็นหลกัการทัว่ไปท่ีนาํไปใชใ้นการทาํลาย
จุลินทรียด์ว้ยความร้อน  

3. Optimum Temperature    คือช่วงอุณหภูมิแคบๆ ซ่ึงอยูร่ะหว่าง MinimumTemperature 
และ Maximum Temperature คือเป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีจะทาํใหจุ้ลินทรียเ์จริญเติบโตและมี
อตัราของเมตาบอลิซึมสูงสุดจุลินทรียจ์ะแบ่งออกตามช่วงอุณหภูมิท่ีอาศยัอยูด่งัต่อไปน้ี 
 -Psychrophile เจริญเติบโตไดดี้ท่ีอุณหภูมิตํ่ากว่า 15 องศาเซลเซียส สามารถเจริญเติบโตได้
ท่ี 0 องศาเซลเซียส และไม่สามารถเจริญท่ีอุณหภูมิสูงกว่า 20 องศาเซลเซียส เช่น กลุ่มจุลินทรียท่ี์
เจริญเติบโตบนทุ่งหิมะ นํ้าแขง็ ใตท้ะเลลึก เป็นตน้  
 -Mesophile กลุ่มจุลินทรียซ่ึ์งมีความสําคญัท่ีสุดทางดา้นการแพทย ์เจริญเติบโตในช่วง
อุณหภูมิปานกลาง โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของจุลินทรียส่์วนใหญ่ในกลุ่มน้ีอยู่ระหว่าง 20 - 40 

องศาเซลเซียส จุลินทรียท่ี์ก่อใหเ้กิดโรค (Pathogens) ก็จดัอยูใ่นกลุ่มน้ี และบางชนิดเป็นสาเหตุของ
การเน่าเสียของอาหาร โดยเป็นชนิดท่ีสร้าง Cyst หรือ Spore เพื่อใหส้ามารถทนทานต่อความร้อน 

-Thermophile เจริญเติบโตไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูงกว่า 45 องศาเซลเซียส โดยทัว่ไปเจริญเติบโต
ไดใ้นช่วง 45-80 องศาเซลเซียส บางชนิดเจริญเติบโตไดท่ี้ 250 องศาเซลเซียส หลายชนิดเป็น
จุลินทรียป์ระเภทสร้างสปอร์ (Spore-forming bacteria) ดงัเช่น Bacillus, Clostridium ฯลฯ 
 
3. เอนไซม์ทีท่นอุณหภูมิสูง 

 
ปัจจุบนัในภาคอุตสาหกรรมมีความตอ้งการเอนไซมท่ี์ทนอุณหภูมิสูง (Bruins et al.  2003) 

เน่ืองจากความสามารถท่ีเหนือกว่าเอนไซมพ์วกชอบอุณหภูมิปานกลาง (Mesozyme) เช่น ทนและ
เสถียรท่ีอุณหภูมิสูง ทนต่อสารเคมี ตวัทาํละลาย และความเป็นกรด-ด่างได้ดี ขอ้ดีท่ีสําคญัของ
เอนไซม ์ -galactosidase ท่ีทนอุณหภูมิสูงคือเสถียรท่ีอุณหภูมิสูงทาํให้เกิดสมดุลสาํหรับปฏิกิริยา 
Transgalactosylase activity การใชเ้อนไซมท่ี์ทนต่ออุณหภูมิสูงในการไฮโดรไลซ์ Lactose และการ
เกิด Galactooligosaccharide ทาํไดท่ี้อุณหภูมิสูงเท่ากบัขบวนการพาสเจอไรซ์นม เป็นการลด
ปฏิกิริยาขา้งเคียง (Side reaction) ท่ีไม่ตอ้งการท่ีอุณหภูมิสูง เช่น ลดการตกตะกอนโปรตีนของนม 
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ลดการเกิดปฏิกิริยามิลลาร์ดหรือการเปล่ียนรสชาติของนมหลงัผ่านการฆ่าเช้ือ (Stutzenberger, 
1990)  นอกจากน้ีกระบวนการท่ีเกิดข้ึนท่ีอุณหภูมิสูงยงัมีขอ้ดีอีกหลายประการ คือ เพิ่มค่าการ
ละลายของสบัสเตรท ลดความเส่ียงต่อการปนเป้ือนของจุลินทรียอ่ื์น ลดการยบัย ั้งปฏิกิริยาเน่ืองจาก
ผลิตภณัฑ ์(Kristjansson 1989; Petzelbauer et al. 1999; Stutzenberg 1990; Zeikus et al., 1998) 
เอนไซม ์ -galactosidase ท่ีเสถียรท่ีอุณหภูมิสูงสามารถประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมเพราะว่าให้ผล
ผลิตดีกว่าและทาํงานท่ีอุณหภูมิสูงไดดี้ ดงัตารางท่ี 1 และมีขอ้เสีย ดงัตารางท่ี 2 จุลินทรียช์อบ
อุณหภูมิสูงมกัพบในบริเวณท่ีมีอุณหภูมิสูง เช่น นํ้ าพุร้อน บ่อนํ้ าร้อน เป็นตน้การศึกษาเอนไซม ์ -
galactosidase จากเช้ือท่ีทนอุณหภูมิสูงท่ีมีรายงานไว ้ไดแ้ก่ Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus ATCC 11842 (Vasiljevic and Jelen, 2001), Streptococcus thermophilus (Greenberg 
and Mahoney, 1982), Sulfolobus solftaricus (Reuter et al., 1999; Petzelbauer et al., 1999),  
Rhizomucor sp. (Shaikh et al., 1999), Streptococcus thermophilus 11F (Linko et al., 1998), 
Thermoanaerobium sp. 2905 (Ulezlo et al., 2001), Thermotoga maritime (Kim et al., 2004), 
Caldareilla acidophila (Pulvin  et al., 1990), Pyrococcus feriosus (Splechtna et al., 2002), 
Sterigmatomyces elviae CBS8119 (Onishi and Tanaka, 1995), Cryptococcus laurentili OKN-4 
(Ohtsuka et al., 1990), Fusarium moniliforme (Macris and Markakis, 1981), Thermomyces 
lanuginosus (Fisher et al., 1995), Thermomyces lanuginosus-SSBP (Lin et al., 1999)  นอกจากน้ี
ยงัพบว่าเช้ือในกลุ่ม Thermus ส่วนใหญ่สามารถผลิต -galactosidase ท่ีทนอุณหภูมิสูงไดด้ว้ย
เช่นกนั ไดแ้ก่ Thermus sp. T2 (Ulrich et al. 1972; Koyama et al., 1990; Ladero et al., 2002), 
Thermus sp. A4 (Ohtsu et al., 1998), Thermus thermophilus (Macium ska et al., 1998) ตวัอยา่ง
การศึกษาคุณสมบติับางประการของเอนไซม ์ -galactosidase จากจุลินทรียช์อบอุณหภูมิสูง แสดง
ใน ตารางท่ี 3 และนอกจากไดมี้รายงานการศึกษาวิจยัเก่ียวกบัจุลินทรียช์อบอุณหภูมิสูงและสามารถ
ผลิตเอนไซม ์ -galactosidase เช่น การทาํบริสุทธ์ิและศึกษาคุณสมบติัเอนไซม ์(Fisher et al. 1995; 
Lin et al., 1999; Kim et al., 2004)  การประยกุตใ์ชเ้อนไซมท์ั้งในรูปแบบของเอนไซมอิ์สระและ
เอนไซมต์รึงรูป (Petzelbauer et al., 1999; Splechtna et al., 2002; Ladero et al., 2005)   การศึกษา
คุณสมบติัของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างเอนไซม ์(Kang et al., 2005) 
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ตารางท่ี 1 ขอ้ดีของเอนไซมท่ี์ทาํงานและเสถียรท่ีอุณหภูมิสูงในกระบวนการอุตสาหกรรม  
 

คุณสมบัต ิ ข้อดีในกระบวนการผลติ 
ความเสถียรท่ีอุณหภูมิสูง ทนต่ออุณหภูมิสูง, ทนไดน้านกวา่ 
อุณหภูมิเหมาะสมต่อการทาํงานสูง กิจกรรมของเอนไซมน์อ้ยท่ีอุณหภูมิตํ่า, Shelf life ยาว 
ความเสถียรทัว่ไป ทนต่อการทาํบริสุทธ์ิท่ีสภาวะรุนแรง, ได ้Yield สูงกวา่ 
ยนีท่ีสามารถโคลนเขา้ใน E. coli ขั้นตอนการใหค้วามร้อน ทาํใหก้ารทาํบริสุทธ์ิง่ายกวา่ 
อตัราการเกิดปฏิกิริยาเคมี เร่งอตัราการแพร่และกระบวนการทางเคมีอ่ืนๆ 
ความสามารถในการละลาย การละลายของสารประกอบดีท่ีอุณหภูมิสูงข้ึน 
ความหนืด ลดลง,การกวนและการป๊ัมสามารถทาํไดเ้ร็ว 
การทนต่อ denaturing rates ทนต่อตวัทาํละลายอินทรีย ์พีเอชสูงและตํ่า 
การปนเป้ือนของจุลินทรีย ์ ป้องกนัการเจริญของ Pathogen และ Mesophiles 
กิจกรรมเก่ียวกบัชีววิทยาวตัถุดิบ Heating kills รบกวนกิจกรรมของเอนไซมแ์ละจุลินทรีย ์

 
ท่ีมา :  (Kristjanson, 1989) 
 
ตารางท่ี 2 ขอ้เสียของเอนไซมท่ี์ทาํงานและเสถียรท่ีอุณหภูมิสูงในกระบวนการอุตสาหกรรม  
 

คุณสมบัต ิ ข้อเสียในกระบวนการผลติ 
ความเสถียรท่ีอุณหภูมิสูง สารเคมี วตัถุดิบและ Cofactor บางตวัไดรั้บอนัตรายจาก

การใหค้วามร้อน 
อุณหภูมิเหมาะสมต่อการทาํงานสูง อุณหภูมิสูงเกินไปสาํหรับบางกระบวนการผลิต 
ความสามารถในการละลาย การละลายโดยทัว่ไปลดลงสาํหรับก๊าซ เช่น ออกซิเจน 
Thermostability Material stress อุปกรณ์ Stress เพิ่มข้ึนและ Constrains ต่อวตัถุดิบท่ีใช ้

 
ท่ีมา : (Kristjanson, 1989) 
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ตารางท่ี 3 คุณสมบติับางประการของเอนไซม ์ -galactosidase จากจุลินทรียช์อบอุณหภูมิสูง 
 

Source Mol Mass 
(kDa) pHOpt 

TOpt 
(oC) Stable temp Reference (s) 

Rhizomucor sp. 250 4.5 60 T1/2= 150 min at 70 oC 
Shaikh et al., 
1999 

Sulfolobus 
solfataricus 

  80 Stable at 75 oC (77%after 24 h) 
Stable at 65 oC (87% after 24 h) 

Reuter et al., 
1999 

Thermoanaerobium 
sp. 2905  4.5-5.0 80  Ulezlo et al., 

2001 
Thermotoga 
maritime 120 6.5 80-85 

t1/2=16 min at 80o C 
 t1/2= 16 min at 90oC Kim et al., 1994 

Thermus sp. T2 550 6.5  
Stable at 90oC (2 h) 
Stable at 80oC (6 h) 

Ladero et al., 
2002 

Thermus sp.4-1A 570 6  Stable at 75oC (75% after 20 h) 
,65oC (90% after 36 days)  

Cowan et al., 
1984 

T. aquaticus YT-1 700 5.5 80 
Thermostability was enhanced 
by CaCl2 

 Berger et al., 
1997 

Thermus sp. A4 75 6.5  
Stable at 70 oC  
(100% after 20 h) 

Ohtsu et al., 
1998 

Thermus 
thermophilus 

 6.6 87 Stable at 75oC (98% after 5 h) 
Stable at 85oC 

Maciunsha et al., 
1998 

Thermus sp. IB-21 73 5.0-6.0 90 t1/2 = 74 at 70 oC t1/2 = 23 h at  
80oC t1/2 = 4.7 h at 90oC 

Kang et al., 2005 

Sterigmatomyces 
elviae CBS8119 

170 4.5-5.0 80 Stable at 80 oC (1h) 
Onisshi and 
tanaka, 1995 

Thermomyces 
lanuginosus 75-80 6.7-7.2  

Stable at 47 oC (2h) t1/2 = 191 h 
at 50 oC 

Fischer et al., 
1995 

Thermomyces 
lanuginosus-SSBP 

200 6 65 Stable  50 oC (30 min) Lin et al., 1999 

Cryptococus 
laurentii OKN-4 

1000 4.3 60 Stable below 57.5 oC (10 min) Ohtsuka et al., 
1990 

Fusarium 
moniliforme  3.8-5.0 50-60 T1/2= 6 at 50 oC 

Macris and 
Markakis, 1981 
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4. เอนไซม์ -galactosidase 
 
เอนไซม ์ -galactosidase หรือ Lactase (EC 3.2.1.23) เป็นเอนไซมก์ลุ่ม Glycoside 

hydrolase สามารถยอ่ยสลายพนัธะ  1-,4 glycosidic linkage ของนํ้ าตาล Lactose ไดเ้ป็นนํ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียวคือ Glucose และ Galacose (Gekas and Lopez-Leiva 1985; Nakayama and Amachi 
1999) ดงัภาพท่ี 4 เอนไซม ์ -galactosidase ในมนุษยจ์ะถูกผลิตข้ึนจากบริเวณเยื่อบุผิวลาํไส้เล็ก 
ส่วนในธรรมชาติสามารถพบได้ทัว่ไป ทั้งในพืช สัตว์ ตลอดจนเช้ือจุลินทรีย  ์ทั้ง ยีสต์ รา และ
แบคทีเรีย ดงัตารางท่ี 4 

 

 
ภาพท่ี 4 ปฏิกิริยาการยอ่ยสลาย Lactose ดว้ย เอนไซม ์ -galactosidase 
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ตารางท่ี 4 แหล่งของเอนไซม ์ -galactosidase ในธรรมชาติ  
 

Plant : Peach, Apricot, Kefir grains, Tips of seed, Coffee berry 
Animal organs : Intestine, Brain and tissue 
Bacteria : Aeromonas cavie, Agrobacterium rediobactor, Bacillus acidocaldarius, B. 
Circulans, B.coagulans, B. Subtilis, B. Stearothermophilus, Bifidobacterium sp., B. Bifidum, B. 
Longum, Clostridium acetobutylicum, Escherichia coli, Lactobucillus bulgaricus, L. casei, L. 
helveticus, L. sake, Lactococus lactis, Leuconstoc citrovorum, Streeptococcus thermophilis, 
Thermus aquaticus, Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes 
Yeasts : Candida pseudotropicalis, Crytococcus laurentii, Kluyveromyces (Saccharomyces) 
lactis, K. Fragilis, K. marxlanus, Lipomyces sp., Torulopsis sphaerica, T. Versalttis, 
Brettanomyces amomalus, Wingea robertsii 
Fungi or molds : Alternaria alternara, Aspergillus cellulosae, A. flavus, A. foetidus, A. 
nidulans, A. niger A. oryzae, A. phoeninis, A. terreus, A. wentii, Aspergillus sp., Chaetomium 
globosum, C. cochiliodies, C. funicola, C. thermophile var. coprophile, Fusarium moniliforme, 
F. axysporum var. lini, Geolrichum candida, Humicala grisea var. thermoidea, H. lamuginosa, 
Macrophomina phaseoli, Malbranchea pulchella var. sulfurea, Mucor miehei, M. pusillus, 
Mucor muccedo, M. javanicus, Neurospora crassa, Paecilomyces varioti, Penicillium sp., P. 
multicolor, P. canescens, P. citrinum, P. luteum, p. chrysogenum, P. frequntans, P. 
cycroptium, Phycomyces blakeleeamus, Rhizopus acidus, R. niveus, R. nigricans, R. deemar, R. 
chinensis, Scopulariopsis sp., Sclerotium tuliparum, Spicaria sp., Sporotrichum sp., S. 
thermophile, Sterigmatomyces elviae, Thermomyces lanuginosus, Torula thermophila, 
trichoderma viride 
Actinomecetes : Actinomyces viscosus, Nocardia sp., Saccharopolyspora rectivirgula, 
Streptomyces lividans,     S. venezuelae, S. Violaceus 
Archacbacteria : Caldariella acidophila, Sulfolobus solfataricus, Pyrococcus woesei, 
Haloferex alicantei 

 
ท่ีมา : (Gekas and López-Leiva, 1985; Nakayama and Amachi, 1999) 
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5. การสร้างเอนไซม์ย่อยนํา้ตาล Lactose 
 
สภาพปกติท่ีมีนํ้ าตาล Glucose เพียงพอจุลินทรีย ์จะดึงเอานํ้ าตาล Glucose มาใช ้ยนีท่ีใชใ้น

การสังเคราะห์เอนไซมย์อ่ยนํ้ าตาล Lactose จึงไม่จาํเป็นตอ้งเปิดทาํงาน แต่เม่ือนํ้ าตาล Glucose ขาด
แคลน แลว้ในสภาพแวดลอ้มมีนํ้ าตาล Lactose เอนไซมก์็จะถูกผลิตข้ึนภายในยีนท่ีสร้างเอน็ไซม์
ยอ่ยนํ้ าตาล Lactose แบ่งยอ่ยเป็นยนีโครงสร้างอีก 3 หน่วย คือ 3 Polypeptide ในแบคทีเรียโดยมี
การสังเคราะห์สาย Polypeptide หลายสายพร้อมกนั และมีการควบคุมร่วมกนั (Co-Ordinate 
regulation) เม่ือมีการลอกรหสักจ็ะมีการลอกไปทั้ง 3 ยนี คือ เบตา้กาแลคโตซิเดส ( -galactosidase) 
เพอร์มิเอส (Permiase) และ อะซิติลเลส (Acetylase) (สุนนัทา 2547) โดยทั้ง  3 ยนีน้ีมีโปรโมเตอร์
ร่วมกนันั้นเอง (Polycistronic) 

-galactosidase มี 2 หนา้ท่ี คือ หนา้ท่ีในการยอ่ย (Hydrolase)  Lactose เป็น Glucose และ 
Galactose อีกหนา้ท่ีนึงคือเปล่ียนโครงสร้าง (Isomerase) ใหเ้ป็น Allolactose ซ่ึงเป็นตวัควบคุมใน
กระบวนการลอกรหัส  โดย  Allolactose เป็นนํ้ าตาลอีกไอโซเมอร์หน่ึงของนํ้ าตาล Lactose มี
โครงสร้างท่ีจบัไดพ้อดีกบั Allosteric site ของ Repressor protein เม่ือจบัเขา้ไปแลว้ Repressor 
protein เสียฟังกช์ัน่จบักบัโอเปอเรเตอร์ไม่ได ้การลอกรหสัก็จะเกิดข้ึน สรุปไดว้่าการลอกรหสัของ
เอนไซมย์อ่ยนํ้ าตาล Lactose ถูกควบคุมดว้ยการมีอยู่ของนํ้ าตาล Lactose เอง ส่วนสารท่ีเป็นตวั
ยบัย ั้ง Repressor protein เรียกวา่ Inducer ในระบบน้ีกคื็อ Allolactose นัน่เอง 
 
6. กลไกในการทาํงานของ เอนไซม์ -galactosidase  

 
เอนไซม ์ -galactosidase จะมีกลไกในการเร่งปฏิกิริยา 2 ปฏิกิริยา คือ เร่งปฏิกิริยาการยอ่ย

สลาย Lactose ไดเ้ป็น Galactose กบั Glucose และ ปฏิกิริยา Transgalactosylation ไดผ้ลิตเป็น 
Galactooilgosaccharide (Wallenfels and Malhotra, 1961) จากงานวิจยัพบว่ากลไกการทาํงานของ
เอนไซม์มีอย่างน้อยอยู่ 3 ขั้นตอน โดยในขั้นตอนสุดทา้ยจะเป็นขั้นตอนท่ีกาํหนดอตัราการ
เกิดปฏิกิริยา 

ขั้นท่ี  1 : Lactose + Enzyme                  -------------->    Lactose-enzyme complex 
ขั้นท่ี  2 : Lactose-enzyme complex        -------------->    Galactosyl-enzyme  + Glucose 

       ขั้นท่ี  3 : Galactosyl-enzyme + Glucose -------------->   Galactosyl-acceptor + Enzyme 
ในปฏิกิริยาการยอ่ยสลายนํ้าตาล Lactose ท่ีมีนํ้ าเป็นตวัรับ (Acceptor) หลงัจากนํ้าตาล 

Glucose ถูกตดัออกไป Galactose จะฟอร์มตวัและถูกปล่อยออกมาเป็น Galactose อิสระในกรณีท่ีมี
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นํ้าตาลอยูใ่นสารละลายและทาํหนา้ท่ีเป็นตวัรับจะเกิดการฟอร์มตวัเป็น Galactooilgosaccharide 
โดย Transferase activity (Wallenfels and Malhotra ,1961) ดงัภาพท่ี 5 

 
Gal-OR       E+Gal-OR   ROH 

 
E+Lac         E-Gal-Glc    E-Gal+ 

 

Glc 
 
   Gal        H2O 

 
ภาพท่ี 5 กลไกการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม ์ -galactosidase E : เอนไซม,์ Lac :Lactose, 
Gal:Galactose, Gal+ :Carbonium transition state, Glc :Glucose, ROH : นํ้าตาลตวัรับ, Gal-OR : 
Galactosyl sugar (Galactooligosaccharide)  
ท่ีมา : (Mahoney, 1998) 

(Substrate) 
Lactose 

-galactosidase 
 

(Donor)   +    (Acceptor)             (Product) 
              Gal-E          H2O   Gal, Glc 
         Gal   Gal-Gal 
         Glc   Gal-Glc 
         Gal-Glc  Gal-Gal-Glc 
         Gal-Gal-Glc  Gal-(Gal)2-Glc 
         Gal-(Gal)2-Glc Gal-(Gal)3-Glc 
         Gal-(Gal)3-Glc Gal-(Gal)4-Glc 
 
ภาพท่ี 6 ตวัรับและการเกิดปฏิกิริยา Transgalactosylation ของเอนไซม ์ -galactosidase  
ท่ีมา : (Matsumoto et al., 1993) 
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กลไกโดยทัว่ไปของปฏิกิริยาจะมีการยา้ย Galactose ใหก้บั Nucleophile acceptor  ท่ีมี
หมู่ไฮดรอกซิล ซ่ึงถา้ยา้ยใหต้วัรับท่ีเป็นนํ้าจะได ้Galactose อิสระออกมาถา้ยา้ยให ้Monosaccharide 
จะไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็น Disaccharide เม่ือยา้ยใหก้บั Disaccharide ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ะเป็น Trisaccharide 
ต่อไปเร่ือยๆจนโมเลกลุมีขนาดใหญ่ข้ึนกลายเป็น Oligosaccharide เรียกวา่ Galactooligosaccharide   
โดยจะกลบัมาเป็นสบัสเตรตของเอนไซมอี์กและถูกยอ่ยสลายอยา่งชา้ (ภาพท่ี 6) โดยทัว่ไปการ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดไลซิสจะเกิดข้ึนมากกวา่ปฏิกิริยา Transgalactosylation เน่ืองจากความเขม้ขน้ของ
นํ้ามีมากกวา่  อตัราการเกิด Galactooligosaccharide สามารถเพิ่มข้ึนไดโ้ดยการลดปริมาณนํ้าหรือ
เพิ่มความเขม้ขน้ของนํ้าตาลตวัรับใหสู้งข้ึน (Mahoney, 1998)  
 
7. กลไลการควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ -galactosidase  

 
Lac operon เป็นทฤษฎี Operon ทฤษฎีแรกท่ี Jacques Monod และ Francois Jacob (ค.ศ. 

1960) ไดใ้ชอ้ธิบายกลไกการควบคุมการถอดรหัสในโปรคาริโอตโดยอาศยัโปรตีนควบคุม โดย 
Lac operon เป็น Operon ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์เอนไซม ์ -galactosidase ท่ีใชส้าํหรับเม
แทบอลิซึม (Metabolism) ของนํ้ าตาลแลคโตสซ่ึงยีนโครงสร้าง (Structural gene) ท่ีเป็น
องคป์ระกอบของ Lac operon (สุนนัทา, 2547) ไดแ้ก่  

 1. -galactosidase (Z) gene สาํหรับสังเคราะห์เอนไซม ์ -galactosidase เพื่อทาํหนา้ท่ียอ่ย
สลายนํ้าตาง Lactose ใหเ้ป็นนํ้าตาล Galactose และ นํ้าตาล Glucose 

 2. Galactoside permease (Y) gene สาํหรับสังเคราะห์เอนไซม ์Galactoside permease ซ่ึง
ทาํหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการนาํนํ้าตาล Lactose เขา้สู่เซลล ์ 

 3. Thiogalactoside transacetylase (A) gene ใชส้าํหรับการสร้างเอนไซม ์Thiogaclactoside 
transacetylase ซ่ึงทาํหนา้ท่ีเติมหมู่ Acetyl (Acetylation) ใหก้บั Galactoside ท่ีไม่ถูกยอ่ยและนาํส่ง
ออกนอกเซลล ์ส่วนของ DNA ท่ีทาํหนา้ท่ีควบคุม Lac operon จะอยูต่อนตน้ของยีนโครงสร้าง 
(ภาพท่ี 7)โดยประกอบดว้ย โปรโมเตอร์ ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีเอนไซม ์RNA polymerase เขา้จบัเพื่อ
เร่ิมตน้การถอดรหสั และ Operator (O) ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีโปรตีนยบัย ั้ง (Repressor) เขา้จบั โดยใน
ภาวะท่ีเซลลไ์ม่มีนํ้ าตาล Lactose แบคทีเรีย E.coli ไม่จาํเป็นตอ้งใชก้ลุ่มเอนไซมใ์น Lac operon 
ดงันั้นการสังเคราะห์ mRNA สาํหรับเอนไซมใ์น Lac operon จะถูกยบัย ั้งดว้ยโปรตีนยบัย ั้ง Lac 
repressor ซ่ึงสังเคราะห์มาจากยนีควบคุม I โดย Lac repressor จะเขา้จบักบั Operator และยบัย ั้งการ
ทาํงานของเอนไซม ์RNA polymerase ซ่ึงการยบัย ั้งน้ีไม่ไดเ้ป็นการยบัย ั้งอย่างสมบูรณ์ ยงัมีการ
สังเคราะห์เอนไซมใ์น Lac operon ไดบ้า้งในปริมาณตํ่าๆ ซ่ึงสามารถเกิดข้ึนไดใ้นขณะท่ี Lac 
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repressor หลุดออกจาก Operator เป็นคร้ังคราว การควบคุมการแสดงออกของยนีโดย Repressor ไป
ยบัย ั้งการถอดรหสัของยนี เรียกวา่ “Negative Regulation” (Nelson and Cox, 2000) 

แบคทีเรีย E.coli เม่ือถูกเล้ียงในภาวะท่ีมีนํ้ าตาล Lactose จะมีการกระตุน้ Lac operon ใหมี้
การสังเคราะห์กลุ่มเอนไซมท่ี์จาํเป็นในการใชน้ํ้ าตาล Lactose โดยโมเลกุลของ Lactose ท่ีเขา้ไปใน
เซลล์ส่วนหน่ึงจะถูกเอนไซม์ -galactosidase ซ่ึงมีอยู่แลว้ปริมาณตํ่าๆ ในเซลลเ์ปล่ียนให้เป็น 
Allolactose ซ่ึงเป็น Isomer ของ Lactose จากนั้น Allolactose จะเขา้จบักบั Lac repressor ทาํให้
โมเลกลุของ Lac repressor เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง ไม่สามารถจบักบั Operator ไดอี้กต่อไป 
ส่งผลใหเ้ซลลส์ามารถสังเคราะห์เอนไซม ์ -galactosidase ได ้และสังเคราะห์ไดสู้งถึง 1,000 เท่า 
เม่ือเทียบกบัภาวะท่ีไม่มีนํ้ าตาล Lactose ในเซลล ์ซ่ึงกรณีน้ีจะเรียก Allolactose ว่าเป็น “Inducer” 
นอกจาก Allolactose แลว้พบว่า -galactoside ตวัอ่ืน เช่น Isopropylthiogalactoside (IPTG) ก็
สามารถทาํหนา้ท่ีเป็น Inducer ได ้ 

 

 
 
ภาพท่ี 7 Lac operon ในสภาวะถูกยบัย ั้งการถอดรหสั; I = ยนีควบคุมซ่ึงทาํหนา้ท่ีสังเคราะห์ Lac 
repressor, PI = Promoter ของยนี I      
ท่ีมา: (Nelson and Cox 2000) 
 
8. อนุพนัธ์ของ Lactose 

  
อนุพนัธ์ของ Lactose หรือ Lactose analogues เป็นสารท่ีมีผลต่อการทาํงานของ Lac operon 

เช่นเดียวกบั Lactase โดยตาํแหน่ง Galactosides ในส่วนท่ีเป็นนํ้ าตาล Glucose จะถูกแทนท่ีดว้ยหมู่
ฟังกช์นัอ่ืนตวัอยา่งเช่น 
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- Phenyl- -D-galactose (phenyl-Gal) เป็นสารตั้งตน้สาํหรับเอนไซม ์ -galactosidase  แต่
ไม่สามารถไปยบัย ั้งการทาํงานของ Repressor  ดงันั้น Phenyl-Gal จึงไม่เป็นตวัชกันาํ (Inducer)   ใน
เซลลป์กติท่ีผลิตเอนไซม ์ -galactosidase ในปริมาณท่ีนอ้ยมากๆ นั้นไม่สามารถท่ีจะเจริญไดใ้น
อาหารท่ีมี Phenyl-Gal เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังาน แต่เซลลก์ลายพนัธ์ุท่ีไม่มี Repressor 
นั้นจะสามารถเจริญไดใ้นอาหารดงักล่าว  ดงันั้นในอาหาร Minimal medium ท่ีมี Phenyl-Gal เป็น
แหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานเพียงแหล่งเดียวนั้นจึงสามารถใชเ้ป็นอาหารคดัเลือกสาํหรับเซลล์
ท่ีกลายพนัธ์ในส่วนของ Repressor และ Operator ได ้ 

-  Isopropyl- -D-thio-galactoside (IPTG) เป็นอนุพนัธ์ของ Lactose ตวัหน่ึงท่ีมกัถูกใชเ้ป็น
ตวัชกันาํ (Inducer) ของ Lac operon IPTG ไม่ใช่สารตั้งตน้ (Substrate) สาํหรับเอนไซม ์ -
galactosidase  แต่จะทาํหนา้ท่ีในการเขา้ไปจบักบัตาํแหน่ง Repressor และไปยบัย ั้งการทาํงานใน
ส่วนน้ี (ภาพท่ี 8) 

- Allolactose จดัเป็นไอโซเมอร์ของ Lactose กล่าวคือ Lactose คือ Galactose-( 1->4)-
glucose ส่วน Allolactose คือ Galactose- ( 1->6)-glucose Lactose สามารถเปล่ียนไปเป็น 
Allolactose ไดโ้ดยอาศยัเอนไซม ์ -galactosidase และ Allolactose ยงัเป็นตวัชกันาํ (Inducer) ของ 
Lac operon อีกดว้ย (ภาพท่ี 9) 

 
ภาพท่ี 8 โครงสร้างทางเคมีของ Isopropyl- -D-thio-galactoside (IPTG) 
ท่ีมา : (Hansen, 1998) 

 
ภาพท่ี 9 โครงสร้างทางเคมีของ Allolactose 
ท่ีมา : (Wells, 1984) 
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สาํหรับอนุพนัธ์ของ Lactose ท่ีใชเ้ป็นตวับ่งช้ีกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase โดย
อาศยัปฏิกิริยาท่ีเกิดสารท่ีมีสีข้ึน ไดแ้ก่ o-nitrophenyl-3-D-galactopyranoside (ONPG) (ภาพท่ี 10) 

ONPG มกัถูกใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการวิเคราะห์เอนไซม์ -galactosidase โดยหลงัการ
เกิดปฏิกิริยาการย่อยสลายได ้Orthonitrophenol  (ONP) ท่ีมีสีเหลือง โดยปริมาณกิจกรรมของ
เอนไซม ์ -galactosidase จะแปรผนัตรงตามความเขม้ของสีเหลืองท่ีเกิดข้ึน 
 

 
ภาพท่ี 10 โครงสร้างทางเคมีของ o-nitrophenyl-3-D-galactopyranoside (ONPG) 
ท่ีมา : (Wells 1984) 
 
9. จลนพลศาสตร์ของเอนไซม์  

 
เอนไซมท์าํปฏิกิริยากบัสับสเตรทเกิดเป็นเอนไซมส์ับสเตรทคอมเพลกซ์แลว้จึงสลายใน

ขั้นตอนท่ี 2 ใหผ้ลผลิต และเอนไซมก์ลบัคืนมา อตัราเร็วของปฏิกิริยาในการเปล่ียน S ไปเป็น P 
ข้ึนอยูก่บัอตัราเร็วในการ เปล่ียน ES ไปเป็น P และ E นัน่คือ อตัราเร็วในการเกิด P จะข้ึนอยูก่บั
ความเขม้ขน้ของ ES เม่ือ k1 k2 k3 และ k4 คือ ค่าความเร็วคงท่ี (Velocity constant) หรือ ค่า
อตัราเร็วคงท่ี (rate constant) ของปฏิกิริยาทั้ง 4 ท่ี Steady state อตัราเร็วในการเกิด ES จะเท่ากบั
อตัราเร็วในการสลาย ES ทาํให[้ES] คงท่ี  (กญัจนา, 2540) จะได ้ 

 
            k1     k2 

เอนไซม์ (E) + สับสเตรท (S) <--> เอนไซม์ - สับสเตรท คอมเพลกซ์ (ES) <--> เอนไซม์ (E) + ผลผลติ (P) 
             k2     k4 

 
 

[S]([E] -  [ES])   =    k2  + k3    =    KM 

   [ES]                    k1 
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KM คือ ค่าคงท่ีไมคีลิส-เมนเทน (Michaelis-Menten constant) ของปฏิกิริยาของเอนไซมท่ี์ Steady 
state มีหน่วยเป็นโมล/ลิตร  
Vmax คือ ความเร็วสูงสุด (Maximum velocity) ของการทาํงานของเอนไซม ์ 

 
Vmax=  k3 [ES] 

 
การวดัปริมาณของเอนไซมใ์นตวัอยา่ง คือ การวดัอตัราเร็วของปฏิกิริยา ซ่ึงเร่งโดยเอนไซม์

ภายใตส้ภาวะ ท่ีเหมาะสมเพราะเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัปริมาณของเอนไซมท่ี์มีอยู ่ผลท่ีไดอ้อกมา
เป็น Enzyme unit มีหน่วยเป็นไมโครโมล นาโนโมล หรือ พิโกโมล ของสับสเตรทท่ีถูกใชไ้ปหรือ
ของผลผลิตท่ีเกิดข้ึนในเวลา 1 นาที (กญัจนา, 2540) 
 
สมการไมคีลีส-เมนเทน (Lehninger  et al., 1993) 

ความสมัพนัธ์ระหวา่งอตัราเร็วของปฏิกิริยา และความเขม้ขน้ของ S เม่ือทราบ Vmax และ 
KM คือ 

 
V   =    Vmax [S] 

           KM + [S] 
 
ท่ี  V = Vmax /2 หรือ คร่ึงหน่ึงของความเร็วสูงสุด (Half maximal) จะได ้KM= [S] 
แต่ละระบบของเอนไซมส์บัสเตรท KM และ Vmax จะไม่ข้ึนกบั [E] แต่จะเปล่ียนตามโครงสร้างของ
สบัสเตรท pH และอุณหภูมิ 
 
สมการไลน์วีเวอร์ -เบอร์ก (Lehninger et al., 1993) 

เป็นสมการจากการกลบัสมการไมคีลิส-เมนเทน  
 

         1     =     KM   .        1   +      1 
              v            Vmax         [S]         Vmax 

 
เม่ือเขียนกราฟระหวา่ง 1/v และ [S] จะไดก้ราฟเสน้ตรงท่ีมีความชนั =  KM/Vmax และจุดตดัแกน 1/v 
คือ 1/Vmax และจุดตดัแกน 1/[S] คือ -1/KM ทาํใหส้ามารถหาค่า KM และ Vmax ท่ีถูกตอ้งได ้
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10. โครมาโตกราฟี (Chromatography) 
 
Chromatography เป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้ในการแยกสารชีวโมเลกุลเน่ืองจากมีหลกัการ

ประยุกตใ์ชไ้ดห้ลากหลาย สารท่ีแยกไดน้ั้นสามารถนาํมาวิเคราะห์หรือวดัปริมาณไดท้นัที แลว้ยงั
สามารถเตรียมสารในปริมาณมากได ้หลกัการแยกและทาํผลิตภณัฑใหบริสุทธ์ิแบงออกไดหลายวิธี
ข้ึนอยกูบัคุณสมบติัเฉพาะตวัของสารแตละชนิด (รุ้งสิริ, 2550) ดงัตารางท่ี 5   
 
ตารางท่ี 5 หลกัการแยกและทาํผลิตภณัฑใหบริสุทธ์ิ 
 

คุณสมบติั วิธีการ ขนาด 
ขนาด หรือ มวล 

 
- Centrifugation 
- Gel filtration 
- Dialysis , Ultrafiltration 

เลก็  - ใหญ 
เลก็ 
เลก็ 

ประจุ 
 

- Ion-exchange chromatography 
- Electrophoresis 
- Isoelectric focusing 

เลก็  - ใหญ 
เลก็ 
เลก็ 

ความสามารถในการละลาย 
 

- Change in pH 
- Change in ionic strength 
- Decrease in dielectric constant 

ใหญ 
เลก็  - ใหญ 
ใหญ 

ความจาํเพาะกบัสารบางชนิด - Affinity chromatography 
- Affinity elution 

เลก็ 
เลก็  - ใหญ่ 

 
ท่ีมา  : (Price, 1984) 

 
1. การแยกและทาํผลิตภณัฑใหบริสุทธ์ิโดยอาศยัคุณสมบติัในการละลายแบงออกเป็น 3 วิธี 

1.1 การเปล่ียนแปลงคา pH (Isoelectric Precipitation) 
1.2 การเปล่ียนแปลงคาความแรงอิออน (Change in ionic strength) 
1.3 การลดคาคงท่ีไดอิเลคตริค (Decrease in dielectric constant) 
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2. การแยกและทาํผลิตภณัฑใหบริสุทธ์ิ โดยอาศยัคุณสมบติัดานขนาด หรือ มวล 
2.1 เจลฟิลเตรชนั (Gel filtration) 
2.2 อุตราฟิลเตรชนั (Ultrafiltration) 
2.3 ไดอะไลซิส (Dialysis) 

3. การแยกและทาํเอนไซมใหบริสุทธ์ิ โดยอาศยัคุณสมบติัดานประจุ 
3.1โครมาโตรกราฟ่ีแลกเปล่ียนประจุ (Ion- exchange chromatography) 
3.2 ไอโซอิเลคตริคโฟกสัซิง (Isoelectric focusing) 

4. การแยกและทาํเอนไซมใหบริสุทธ์ิ โดยอาศยัคุณสมบติัดานความจาํเพาะ 
4.1 โครมาโตกราฟ่ีจาํเพาะ (Affinity chromatography) 

 
10.1 Ion-exchange chromatography 
 
วิธีการ Ion-exchange chromatography สารจะถูกดึงไวโ้ดยแรงดึงดูดระหว่าง หมู่ บน 

Stationary phase ซ่ึงมีประจุตรงขา้มกบัสารท่ีตอ้งการแยก Ion-exchange chromatography มี 2 แบบ
คือ Anion-exchange (ภาพท่ี 11) และ Cation-exchange ซ่ึงเรียกตามประจุของสารในคอลมัน์จะ
บรรจุดว้ย Stationary phase ท่ีมีประจุตรงขา้ม (รุ้งสิริ 2550) Anion-exchange ท่ีนิยมใช่ไดแ้ก่ DEAE 
Sepharose Fast Flow มีลกัษณะเป็น Weak anion exchanger โดยกลุ่มของ Ion exchange คือ 
Diethylaminoethyl (–O–CH2CH2–N+(C2H5)2H)  

ภาพท่ี 11 Ion-exchange chromatography 
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ขั้นตอนการชะสารทาํไดโ้ดย 
1. การเปล่ียนแปลง pH เพื่อ Neutralize หมู่ท่ีมีประจุทั้งท่ีอยูบ่นโมเลกุลของสารและบน

Stationary phase 
2. เพิ่มความเขม้ขน้ของเกลือในบฟัเฟอร์ท่ีใชช้ะ เพื่อไปแทนท่ีอิออนท่ีจบัอยู ่
3. ใช ้pH หรือ Salt gradient เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการแยก Matrix ตวักลางท่ีใชแ้ยกสาร

แบ่งออกตามประจุชัว่คราว 

10.2 Gel filtration Chromatography 
 
Gel filtration Chromatography มีช่ือเรียกอีกอย่างอ่ืนว่า Gel permeation หรือ Size-

Exclusion Chromatography มีหลกัการแยกตามขนาด และรูปร่างโมเลกุลของสาร สภาวะท่ีใชใ้น
การแยกจะเป็นแบบ Non-denaturing conditions  ซ่ึงเหมาะสมสาํหรับการแยกโปรตีนท่ีมีนํ้ าหนกั
โมเลกุลต่างกนั  นอกจากนั้นยงัใชส้าํหรับการขจดัเอาเกลือออก (Desalting)โปรตีนท่ีแยกโดยวิธีน้ี
ยงัคงโครงร่าง Quaternary อยูด่งัภาพท่ี 13 สามารถใชห้า Molecular weight ของสารไดโ้ดยเทียบกบั 
Standard protein ท่ีทราบ Molecular weight ชนิดของ Matrix ท่ีใชใ้นการ Form Stationary phase 
ไดแ้ก่ Cross-linked dextran polymer (Sephadex G-10 ถึง G-200) และ Cross-linked 
polyacrylamide (Biogel P-2 ถึง P-300)  

 
 

 
 
ภาพท่ี 12 การแยกสารตามขนาดดว้ยวิธี Gel filtration chromatograph  
ท่ีมา : Gerald, Frenkel. Determination of protein molecular weight [Online] Accessed Spring 
2008. 

Available from http://newarkbioweb.rutgers.edu/bio301s/ 
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10.3 Affinity chromatography 
 
หลกัการและประสิทธิภาพในการแยกโปรตีนท่ีตอ้งการ ข้ึนอยู่กบัคุณสมบติัของสารจาํ 

เพาะท่ีเรียกว่า ลิแกนด ์ (Biospecific ligand) ถูกเหน่ียวนาํ ใหติ้ดอยูบ่นเฟสคงท่ี (Stationary phase) 
ดว้ยพนัธะโควาเลนท ์เฟสคงท่ีน้ีเรียกอีกช่ือหน่ึงว่า เมทริกซ์ (Matrix) กลุ่มลิแกนด ์(Ligand) ท่ียดึ
ติดกบั Matrix น้ีเรียกว่า ลิแกนดต์รึง( Immobilized ligand ) มีความจาํเพาะในการจบักบัสารท่ี
ตอ้งการแยก หลงัจากท่ีชะไล่สารอ่ืนท่ีไม่จาํเพาะกบั Ligand ออกไปจากคอลมัน์แลว้ทาํการปรับ
สภาวะเพื่อใหส้ารท่ีตอ้งการแยกหลุดออกจากการยดึจบัโดย Ligand (ภาพท่ี 13 ) ( ifton, 1991) 
สาํหรับตวัอยา่งของกลุ่มสารท่ีตอ้งการแยกและชนิดของ Ligand แสดงดงัตารางท่ี 6 

 
   + 

Immobilize the ligand 
 
  + L       L 

 
Adsorb sample substance(s) 

 
   L  S     L       S     +  Impurities 
          (Sample) 

Desorb bound substance (s) 
 
   L      S         L            +         S  
 
 
ภาพท่ี 13 หลกัการของ Affinity chromatography แสดงการจบักนัระหวา่งสารท่ีสนใจ (S) กบั 
Ligand (L) ขณะอยูใ่นคอลมัน์ 
ท่ีมา : ( ifton, 1991) 
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ตารางท่ี 6 ชนิดของสารท่ีตอ้งการแยกกบั Ligand จาํเพาะท่ีเคลือบบน Stationary phase 
 

สารทีต้่องการแยก Ligand 
Enzyme Substrate analogue , Inhibitor , Cofactor 
Antibody Antigen , Virus , Cell 
Lectin Polysaccharide , Glycoprotein , Cell surface receptor , Cell 
Nucleic acid Comprementary base sequence , Histone , Nucleic acid 

polymerase , Binding protein 
Hormone , Vitamin Receptor , Carrier protein 
Cell Cell surface specific protein , Lectin 

 
ท่ีมา : ( ifton, 1991) 
 
11. การแยกโปรตีนโดยวธีิเจลอเิลคโตรโฟรีซีส (Gel electrophoresis of protein) 

 
การแยกโปรตีนโดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซีส (Electrophoresis) สามารถนาํไปประยกุตใ์ชไ้ดใ้น

งานต่างๆ  เช่น การเปรียบเทียบและการวิเคราะห์รูปแบบ (Pattern) ของสารตวัอยา่งโปรตีนจาก
เน้ือเยื่อหรือเซลลท่ี์มาจากแหล่งต่างๆ การตรวจสอบความผิดปกติของโปรตีนท่ีอาจเกิดจาการผ่า
เหล่า (Mutation) การแยกและทาํให้บริสุทธ์ิ การทดสอบคุณสมบติัของโปรตีนทางอิมมูโนวิทยา 
และการตรวจหาขนาดของโปรตีน (Molecular weight) เจลพอลิอะคริลาไมด์ (Polyacrylamide Gel) 
เกิดจากปฏิกิริยาการเช่ือมต่อกนัของ Acrylamide monomer จนไดเ้ป็นสายโซ่ยาวและเช่ือมกนัเป็น
โครงข่ายดว้ยพนัธะโคเวเลนต ์(Covalent bond) ซ่ึงมีหมู่ฟังกช์นั 2 หมู่ (Bi-functional compound) 
เช่น  N,N'-methylene bisacrylamide ปฏิกิริยาดงักล่าวทาํใหไ้ดโ้ครงสร้างท่ีมีลกัษณะเป็นรูพรุน ซ่ึง
มีขนาดแตกต่างกนัตามขนาดโมเลกุลของโปรตีนท่ีตอ้งการแยก ดงันั้นระหว่างการแยกดว้ยบน 
Polyacrylamide Gel  ดว้ยกระแสไฟฟ้า โมเลกุลโปรตีนจะถูกคดักรองดว้ยตะแกรงสามมิติ  
(Sieving effect)  จึงทาํใหโ้มเลกลุขนาดใหญ่เคล่ือนท่ีชา้กวา่โปรตีนขนาดเลก็ และการแยกโปรตีนท่ี
ทาํงานไดต้ามธรรมชาติ (Native protein) ดว้ยกระแสไฟฟ้าบน Polyacrylamide Gel ในสารละลาย
บฟัเฟอร์ท่ีไม่ทาํใหโ้ปรตีนเสียสภาพ (Non-dissociating buffer หรือ Non-denaturing buffer) เช่น 
ทริสคลอไรด์ (Tris-HCl) นั้น ข้ึนอยู่กบัความหนาแน่นของประจุและขนาดของโปรตีน
ความสามารถในการคดักรองของการแยกดว้ยวิธีน้ีข้ึนอยู่กบัว่า ขนาดของรูพรุนของเจล มีค่า
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ใกลเ้คียงกบัขนาดของโปรตีนท่ีเคล่ือนท่ีไปบนเจล มากนอ้ยเพียงใด รูพรุนของ Polyacrylamide Gel  
จะแปรผกผนักบัความเขม้ขน้ของ Acrylamide หากความเขม้ขน้ของ Acrylamide เพิ่มข้ึน ขนาดของ
รูพรุนและสดัส่วนของตวัเช่ือมโครงข่าย Bisacrylamide จะลดลงในทางปฏิบติั สดัส่วนของตวัเช่ือม
โครงข่ายจะมีค่าคงท่ีและประสิทธิภาพของรูพรุนจะเปล่ียนแปลงไปตามการเลือกใชค้วามเขม้ขน้
ของ Acrylamide การแยกโปรตีนส่วนใหญ่ใชเ้จลท่ีมีความเขม้ขน้ของ Acrylamide อยูใ่นช่วงร้อย
ละ 5 - 15 ซ่ึงเจล ท่ีมีร้อยละของ Acrylamide ตํ่าจะใหข้นาดรูพรุนใหญ่ท่ีสุดซ่ึงเหมาะสาํหรับแยก
โปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ใหเ้ป็นแถบดว้ยกระแสไฟฟ้า และการเพิ่มความเขม้ขน้ของ Acrylamide จะ
ช่วยแยกโปรตีนท่ีมีขนาดเลก็ไดดี้ข้ึน (David, 2003) 

หลกัการทัว่ไปของการแยกโปรตีนโดย Gel electrophoresis คือ โปรตีนท่ีมีประจุจะถูก
บงัคบัให้เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าไปยงัขั้วไฟฟ้าท่ีมีประจุตรงขา้ม การเคล่ือนท่ีน้ีจะถูกตา้นโดย
ปฏิกิริยาระหวา่งสารกบัร่างแหเจลซ่ึงทาํหนา้ท่ีเป็น Molecular sieve ดงันั้นการเคล่ือนท่ีของโปรตีน
จึงข้ึนอยูก่บัขนาด รูปร่าง และปรุจุสุทธิของโปรตีน การแยกโปรตีนดว้ย Polyacrylamide Gel มี 2 
ระบบคือ  

1. ระบบท่ีไม่ทาํใหโ้ปรตีนเสียสภาพ (Non-denaturing gel หรือ Native gel electrophoresis) 
วิธีน้ีโปรตีนอยูใ่นสภาพธรรมชาติ ซ่ึงสามารถนาํโปรตีนท่ีแยกไดน้ี้ไปตรวจสอบหา Activity ได ้แต่
ไม่สามารถแยกความแตกต่างของรูปร่าง ขนาด หรือประจุของโปรตีนได ้คือ โปรตีนท่ีมีนํ้ าหนกั
โมเลกลุต่างกนัอาจเคล่ือนท่ีไดเ้ท่ากนัในระบบน้ี ดงันั้นระบบน้ีจึงเหมาะสาํหรับใชแ้ยกหรือจาํแนก
โปรตีนชนิดต่างๆออกจากกนัแต่ไม่เหมาะสาํหรับใชต้รวจหรือยนืยนัความบริสุทธ์ิ หรือหานํ้ าหนกั
โมเลกลุของโปรตีน  

2. ระบบท่ีทาํใหโ้ปรตีนเสียสภาพ (Denature systems) โปรตีนท่ีแยกไดไ้ม่สามารถนาํมา
ทดสอบหา Activity ได ้ แต่สามารถบอกขนาดนํ้ าหนกัโมเลกุลของโปรตีนต่างกนัได ้ ระบบน้ีจึง
นาํมาใชต้รวจสอบความบริสุทธ์ิและขนาดของโปรตีน รวมทั้งสามารถนาํไปตรวจหาคุณสมบติัของ
โปรตีนทางอิมมูโนวิทยา โดยวิธีการทาํ Western blot การแยกโปรตีนในระบบน้ีไดแ้ก่ วิธี SDS-
PAGE ซ่ึง SDS เป็นสาร Detergent ทาํใหโ้ปรตีนเสียสภาพ นอกจากน้ียงัมีสาร Acid-urea, Triton-
acid-urea เป็นตน้ การแยกดว้ยกระแสไฟฟ้าบน Polyacrylamide Gel ท่ีมี SDS เป็นส่วนประกอบ 
(SDS-PAGE) เป็นวิธีท่ีใชต้รวจสอบความบริสุทธ์ิของโปรตีนระหว่างขั้นตอนการทาํโปรตีนให้
บริสุทธ์ิ นอกจากน้ียงัเป็นวิธีท่ีใชใ้นการศึกษาและหานํ้ าหนกัโมเลกุลของโปรตีนหรือหน่วยยอ่ย 
(Subunit) ของโปรตีน เม่ือใชคู้่กบัเทคนิคทาง Gel filtration chromatography ก็จะทาํใหท้ราบว่า
โปรตีนนั้นๆประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยก่ีหน่วย หลกัการของ SDS-PAGE คือ SDS ซ่ึงเป็น Detergent 
ท่ีมีประจุลบไปเกาะกบัโปรตีนอยา่งแน่นหนามากทาํใหโ้ปรตีนทั้งหมดมีประจุลบ นอกจากน้ี SDS 
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ยงัทาํให้โปรตีนเสียสภาพ เปล่ียนสภาพจากทรงกลม (Globular) ไปอยู่ในสภาพท่ีเหยียดตรง      
(ภาพท่ี 14) โปรตีนท่ีประกอบดว้ยหน่วยหลายหน่วยเกาะกนัอยูก่็จะแยกออกเป็นแต่ละหน่วยยอ่ย 
ดงันั้นการเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าของโปรตีนทุกตวัในกรณีน้ี จึงเป็นการเคล่ือนท่ีโดยอาศยัความ
แตกต่างในนํ้ าหนกัโมเลกุลเพียงอยา่งเดียว โดยจะเป็นการเคล่ือนท่ีไปสู่ขั้วไฟฟ้าบวกในอตัราส่วน
ผกผนักบัค่า Log ของนํ้ าหนกัโมเลกุล ซ่ึงหมายความว่าจะสามารถหานํ้ าหนกัโมเลกุลของโปรตีน
ได ้ จากระยะการเคล่ือนท่ีของโปรตีนท่ีตอ้งการทราบนํ้ าหนกัโมเลกุลกบัโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบ
นํ้ าหนกัโมเลกุลแลว้ นอกจากน้ีการปรากฏของแถบโปรตีนเพียงแถบเด่ียวใน SDS-PAGE ยงัเป็น
ตวับ่งช้ีถึงความบริสุทธ์ิของโปรตีน (David, 2003) 

 

 
 

ภาพท่ี 14 การเขา้จบัของ SDS กบัโปรตีน ซ่ึงจะทาํใหโ้ปรตีนมีรูปร่างเป็นเสน้เหยยีดและมีประจุลบ 
Gibthai. Gel electrophoresis of protein [Online]. Accessed 10 April 2011.  
 Available from http://www.gibthai.com/services/technical_detail.php?ID=20 

 
สาํหรับการวิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE นั้น ของผสมโปรตีนจะถูกทาํใหเ้สียสภาพโดยความ

ร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 - 5 นาทีในสารละลายท่ีมี SDS มากเกินพอและมีสาร
ประเภทไทออล (Thiol) เป็นองคป์ระกอบ เช่น 2-เมอร์แคปโทเอทานอล (2-mercaptoethanol) เพื่อ
ทาํลายพนัธะไดซลัไฟด ์(Disulphide bond) ในโปรตีน ภายใตภ้าวะดงักล่าวน้ีโปรตีนส่วนใหญ่จะ
เกาะกบั SDS ในอตัราส่วนโดยนํ้ าหนกัท่ีคงท่ี (1.4 กรัมของ SDS ต่อ Polypeptide 1 กรัม) จากนั้น
นาํของผสมโปรตีนแต่ละตวัอยา่งใส่ลงบนเจล ทรงกระบอกแต่ละแท่งหรือแต่ละช่องบนเจลแผน่ 
และนาํไปแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า ซ่ึงทั้งเจลและ Buffer ท่ีใชใ้นการแยกมี SDS เป็นองคป์ระกอบอยู ่
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โปรตีนเทียบเคียงจะใหผ้ลในลกัษณะเดียวกบัเจลช่องอ่ืน ๆ โดยโปรตีนจะเคล่ือนท่ีไปตามนํ้ าหนกั
โมเลกุลของตวัเอง ภายหลงัจากการแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า ตาํแหน่งของแถบโปรตีนท่ีแยกออกจาก
กนัจะปรากฏข้ึนเม่ือยอ้มดว้ยสี เช่น สีคูแมซีบลู (Coomassie Blue) หรือสีสารประกอบของเงิน 
(Silver stain) การแยกดว้ยวิธี SDS-PAGE  SDS จะจบัโปรตีนในอตัราส่วนโดยนํ้ าหนกัหนกัท่ีคงท่ี
ตลอดทั้งเจล (ภาพท่ี 15) กล่าวคือ โปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่มี SDS เกาะอยูม่าก ทาํใหโ้ปรตีนทุกชนิดมี
ค่าความหนาแน่นของประจุต่อนํ้าหนกัโปรตีนเท่ากนั การแยกโปรตีนดว้ยวิธีน้ีจึงอาศยัการแยกโดย
ขนาดเพียงอยา่งเดียว โดยไม่มีจาํนวนประจุมาเก่ียวขอ้ง  

 

 
 
ภาพท่ี 15 การวิเคราะห์โปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE แบบ Discontinuous gel  
Gibthai. Gel electrophoresis of protein [Online]. Accessed 10 April 2011.  
 Available from http://www.gibthai.com/services/technical_detail.php?ID=20 

 
เน่ืองจากระยะทางท่ีเคล่ือนท่ีไปของสาย Polypeptide บนเจลมีความสัมพนัธ์โดยตรงกบั

ขนาดของ Polypeptide เท่านั้น การแยกโปรตีนท่ีสนใจบน เจล น้ีทาํไดโ้ดยเทียบนํ้ าหนกัโมเลกุล
ระหว่างโปรตีนตวัอย่างกบัโปรตีนเทียบเคียง สามารถแยกโปรตีนบนเจล เพื่อนาํไปศึกษา
องคป์ระกอบได ้อตัราเร็วในการเคล่ือนท่ีของสารแสดงดว้ยสมการดงัน้ี  
  

V = E.q/f 
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เม่ือ v = ความเร็วในการเคล่ือนท่ีของโมเลกลุ 
E = ความเขม้ของสนามไฟฟ้า 
q = ประจุสุทธิบนโมเลกลุ 
f = frictional coefficient ข้ึนอยูก่บันํ้ าหนกัและรูปร่างโมเลกลุ 
การเคล่ือนท่ีของโมเลกุลท่ีมีประจุในสนามไฟฟ้าแสดงโดยเทอมของ การเคล่ือนท่ีใน

สนามไฟฟ้า (u) ซ่ึงหมายถึงความเร็วต่อหน่วยของความเขม้ของสนามไฟฟ้า ซ่ึงข้ึนตรงกบั 
อตัราส่วนประจุ/มวล u = v/E = E.q/f .E เม่ือ v = E.q/f u = q/f  ค่า f จะแปรตามขนาดไม่ไดแ้ปรตาม
รูปร่าง 
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บทที ่3 

 
วธีิดาํเนินการวจิยั 

 
ตอนที ่1 การเตรียมเอนไซม์ -galactosidase 
 
1. การตรวจสอบลกัษณะโคโลนีเดี่ยวและกจิกรรมของเอนไซม์ของเช้ือ B1.2 
  

1.1 การตรวจสอบลกัษณะโคโลนีและการปนเป้ือนของเช้ือ B1.2 
  
 1. จุลินทรียท่ี์ใชใ้นการดาํเนินงานวิจยั คือ จุลินทรียส์ายพนัธ์ุ B1.2 ท่ีคดัแยกไดจ้ากโป่งนํ้ า
ร้อนท่าปาย จงัหวดัแม่ฮองสอนโดยการศึกษาจุลนิพนธ์ของ นายวิษณุ ศรีลา ในปี พ.ศ. 2549 

2. Refresh เช้ือจุลินทรียส์ายพนัธ์ุ B1.2 โดยนาํเช้ือ B1.2 ท่ีเก็บใน Eppendrof  อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ถ่ายลงใน Lactose broth ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มขา้มคืนท่ี 
50 องศาเซลเซียส ในตูบ่้มควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 

3. นาํเช้ือ B1.2 จากขอ้ 2 มา Streak บน Lactose agar บ่มขา้มคืนต่อท่ี 50 องศาเซลเซียส ใน
ตูบ่้มควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) เพื่อใหเ้กิดโคโลนีเด่ียว 

4. ตรวจสอบลกัษณะโคโลนีท่ีไดเ้ป็นโคโลนีเด่ียวและไม่เกิดการปนเป้ือน 
 
1.2 การหากจิกรรมของเอนไซม์ของเช้ือ B1.2 
 
1. นาํโคโลนีเด่ียวของเช้ือจุลินทรียส์ายพนัธ์ุ B1.2 มาใส่ใน Lactose - mineral  salt media 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ บ่มในตูบ่้มควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) ท่ีอุณหภูมิ 50  องศา
เซลเซียส เป็น เวลา 15 ชัว่โมง 

2. นาํเช้ือท่ีบ่มจากขอ้ 1 มาปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถ่ายลงใน Flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมี
อาหาร Lactose - mineral salt media ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นาํไปเพาะเล้ียงในเคร่ืองเขยา่ท่ีควบคุม 
อุณหภูมิ (C24 Incubator shake; New Brunswick Scientific, USA.)  ท่ีความเร็วรอบ 150 rpm และ
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 ชัว่โมง 
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3. นาํเช้ือท่ีผา่นการบ่มไปหากิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase ดงัขอ้ 3.3 
 
2. การเกบ็รักษาเซลล์ 

 
2.1 การเกบ็ใน Lactose agar slant 
 
1. นาํโคโลนีเด่ียวของเช้ือ B1.2 ใส่ใน Lactose – mineral salt media ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

และ บ่มในตูบ่้มควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น เวลา 15 
ชัว่โมง 

2. นาํเช้ือ B1.2 จากขอ้ 1 มา Streak ใน Lactose agar slant และบ่มขา้มคืนท่ี 50 องศา
เซลเซียส 

3. นาํ Lactose agar slant ท่ีบ่มไวม้าเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
2.2 การเกบ็ในลกัษณะของเซลล์แช่แข็ง 
 
1. นาํโคโลนีเด่ียวของเช้ือ B1.2 มาใส่ใน Lactose-mineral  salt media ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

และ บ่มในตูบ่้มควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) ท่ีอุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส เป็น เวลา 15 
ชัว่โมง 

2. นาํเช้ือ B1.2 ท่ีไดจ้ากขอ้ 1 มา 900 ไมโครลิตร ใส่ลงใน Eppendrof ท่ีมี 80% Glyceral 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

3. นาํเช้ือไปเกบ็ในตู ้Freeze ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (Nuaire, Japan) 
 

3. การเลีย้งเช้ือ B1.2 ทีผ่ลติเอนไซม์ -galactosidase 
  

3.1 การเลีย้งจุลนิทรีย์ 
 
1. นาํโคโลนีเด่ียวของเช้ือ B1.2 มาใส่ใน Lactose-mineral salt media ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

และ บ่มในตูบ่้มควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) ท่ีอุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส เป็น เวลา 15 
ชัว่โมง 
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 2. นาํเช้ือท่ีบ่มไดจ้ากขอ้ 1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถ่ายลงใน Flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมี
อาหาร Lactose-mineral  salt media ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นาํไปเพาะเล้ียงในเคร่ืองเขยา่ท่ีควบคุม 
อุณหภูมิ  (C24 Incubator shake; New Brunswick Scientific, USA.) ท่ีความเร็วรอบ 150  rpm และ
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 ชัว่โมง 

3. นาํนํ้ าหมกัท่ีไดใ้นขอ้ท่ี 2 ถ่ายลงใน Flask ขนาด 1000 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร Lactose-
mineral salt media  ปริมาตร 500 มิลลิลิตร นาํไปเพาะเล้ียงในเคร่ืองเขยา่ท่ีควบคุม อุณหภูมิ  (C24 
Incubator shake; New Brunswick Scientific, USA.) ท่ีความเร็วรอบ 150  rpm และอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 ชัว่โมง 
 
3.2 การหากจิกรรมของเอนไซม์ -galactosidase โดยให้การทาํเซลล์แตก  
 
1. ป่ันเหวี่ยงนํ้าหมกัท่ีไดจ้ากขอ้ 3.1 ขอ้ 3 มาแยกเซลลห์ลงัจากการเพาะเล้ียงเช้ือดว้ยเคร่ือง

ป่ันเหวี่ยง (Hsiangtai CN 1040; Hsiangtai Machinery, Taiwan) ท่ีความเร็วรอบ 4000 rpm เป็นเวลา 
10 นาที และสะสมตะกอนโดยเกบ็ตะกอนเซลลท์ั้ง Flask  

2. นาํตะกอนเซลลท่ี์ไดจ้ากการป่ันเหวี่ยงแขวนลอยใน 50 mM sodium phosphate buffer  
(pH 6.5) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร 

3. นาํตะกอนเซลลท่ี์ไดไ้ปแตกเซลลด์ว้ยเคร่ือง   French Pressure Cell Press (SLM -
AMINCO® Spectronic Instrument; USA) ความดนั 1500 psi โดยแตกเซลลใ์นแต่ละตวัอยา่งซํ้ า 3 
คร้ัง 

4. นาํสารละลายท่ีไดจ้ากการแตกเซลลไ์ปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ  4000  rpm (Hsiangtai 
CN 1040; Hsiangtai Machinery, Taiwan) เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนั้นนาํส่วนใสไปวดัปริมาณ
กิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase และปริมาณโปรตีน ตามขอ้ 3.3 และ 3.4 ตามลาํดบั 

 
3.3 การหากจิกรรมของเอนไซม์ -galactosidase (Nakkharat and Haltrich, 2006) 
 
1. นาํ 22 mM o-nitrophenyl-3-D-galactopyranoside (oNPG) ปริมาตร 480 ไมโครลิตร ใส่

ใน Eppendrof และนาํไปบ่มท่ีเคร่ือง Dry bath (Lab net international, USA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 2. นาํตวัอยา่งเอนไซมป์ริมาตร 20 ไมโครลิตร ใส่ลงใน 22 มิลลิโมลาร์ oNPG และนาํไป
บ่มต่อท่ี 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
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 3. หยดุปฏิกิริยาดว้ย 0.4 M Na2CO3 ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 
4. วดัค่าการดูดกลืนแสง ดว้ยเคร่ือง UV - spectrophotometer  (Spectronic®Genesys™ 

8.SG8 073930; USA.) ท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร 
กาํหนดให ้1 หน่วย (Unit, U) ของ -galactosidase คือ ปริมาณของเอนไซมท่ี์ทาํใหเ้กิด 1 

µmole ของ oNP จาก oNPG ในเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะท่ีทาํการทดลอง 
สามารถคาํนวณหา Activity ไดจ้าก 

 
Activity (U/ml) =   OD420   x   480 + 20   x   750+500   x   1   x  Dilution factor 

      Slope            20                 500           min 
 
3.4 การหาปริมาณโปรตีน (Bradford, 1976) 
 
1. ปิเปตสารตวัอยา่ง 0.1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง 
2. เติม Dry reagent ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท้ิงท่ีอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที 
3. วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง UV-spectrophotometer (Spectronic®Genesys™ 8.SG8 

073930; USA.) ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 
4. หาปริมาณโปรตีนของสารตวัอยา่งโดยนาํค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอยา่งมาหารดว้ย

ค่าความชนัของกราฟมาตรฐานโปรตีน 
 
ตอนที ่2 การศึกษาและระบุชนิดสายพนัธ์ของเช้ือ 
 
4. การย้อมสี จุลนิทรีย์สายพนัธ์ุ B1.2 (สุวณ ีสุภเวชย์, 2540) 

 
การยอ้มสีจุลินทรียส์ายพนัธ์ุ B1.2 เพื่อให้เห็นรูปร่างลกัษณะ การเรียงตวั เพื่อจาํแนก

แบคทีเรียออกเป็นกลุ่มๆ ไดต้ามคุณลกัษณะของการติดสี เพื่อดูส่วนประกอบบางอยา่งของเซลล ์
 
4.1 การเตรียมอุปกรณ์และ Fix แบคทเีรียลงบนสไลด์ 
 
1. ทาํความสะอาดสไลดล์า้งและเช็ดใหส้ะอาด นาํไปลนไฟจากตะเกียงตรงกลางสไลดเ์พื่อ

ไล่ความช้ืน 
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2. เผา Loop ใหร้้อนแดง 
  3. นาํจุลินทรียส์ายพนัธ์ุ  B1.2  มาประมาณ 1-2 Loop มาป้ายบนสไลดแ์ลว้ทาํใหก้ระจาย
ออกเป็นแผน่ (Film) หรือ หยดลงบนสไลด ์1 หยดเลก็ๆ จากนั้น เกล่ียเช้ือใหเ้ป็นฝ้าบาง ๆ (Smear) 

4. วางสไลดไ์วใ้หแ้หง้ในอากาศ 
5. นาํสไลดท่ี์มีเช้ืออยูน่ั้นไปผา่นเปลวไฟไปมา 3 คร้ัง เพื่อใหเ้ช้ือติดแน่นบนแผน่สไลด ์
 
4.2 การย้อมสี 

 
4.2.1 Simple staining 
 
เป็นการยอ้มสีแบคทีเรียดว้ยสีเพียงชนิดเดียว วิธีน้ีเห็นรูปร่างโดยทัว่ไปของ

แบคทีเรียว่ากลมหรือเป็นแท่ง  เรียงตวักนัเป็นอยา่งไร วิธีการยอ้มง่าย ทาํไดร้วดเร็วสีท่ีนิยมใชก้นั
มากคือ Methylene blue เห็นเซลลแ์บคทีเรียติดสีนํ้ าเงิน เพราะว่าการยอ้มสีวิธีน้ีอาศยัหลกัการ
แลกเปล่ียน Ion ของสี และ Ion ของสารประกอบท่ีอยูใ่นแบคทีเรีย Ion ท่ีแลกเปล่ียนกนัเป็น Ion ท่ีมี
ประจุอยา่งเดียวกนัโดย Ion ของสีจะเขา้ไปแทนท่ี Ion ของสารประกอบในแบคทีเรีย 
วิธีการทดลอง 

- Fix เช้ือลงบนแผน่สไลด ์ 
- วางสไลดท่ี์  Fix  แลว้  ลงบน  Stainning rack 
- หยดสี Methylene blue ลงไปจนท่วมบริเวณท่ีละเลง  (Smear)  เช้ือท้ิงไว ้1 นาที 
- ลา้งสีออกดว้ยนํ้าเบาๆใหน้ํ้ าไหลผา่น ลา้งจนกวา่นํ้าท่ีไหลผา่นออกมาไม่มีสี 
- สะบดัและท้ิงไวใ้หแ้หง้ 
- ส่องกลอ้งดูดว้ย Oil immersion objective  
- สงัเกตและบนัทึกผล 

 
4.2.2 Gram staining 
 

เป็นการยอ้มสีเพื่อจาํแนกแบคทีเรียออกเป็น 2 พวกใหญ่ ๆ คือ Gram positive (สีนํ้ าเงินอม
ม่วง) และ Gram negative (สีแดง) แบคทีเรียท่ีติดสี Crystal violet จะเป็นพวก Gram positive ส่วน
พวกท่ีติดสี Safranin  จะเป็น Gram negative พวกท่ีติดสี Gram negative จะมีปริมาณ Lipid ท่ี Cell 
wall มากกว่า Gram positive ปกติ lipid มีคุณสมบติัคือละลายไดใ้น Alcohol ในการยอ้มเม่ือราด 
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Alcohol   ลงไป Alcohol จึงละลาย Lipid  ออก ทาํใหเ้กิดรูขนาดกวา้งท่ี Cell wall นั้น Complex 
ของสีท่ีอยูภ่าย   ในเซลลก์ห็ลุดออกมา   เม่ือยอ้มทบัอีกคร้ังดว้ย  Safranin  จึงทาํใหแ้บคทีเรียนั้นติด
สีแดง ส่วนพวกท่ี Cell wall มี  Lipid นอ้ยก็ตรงขา้ม พวกน้ีหลงัจากราด Alcohol แลว้รูเปิดท่ี Cell 
wall มีขนาดแคบ Complex  ของสีก็ไม่สามารถลอดผา่นออกมาได ้  ยงัคงติดสีเดิมของ  Crystal  
violet 
วิธีการทดลอง 

- Fix เช้ือลงบนแผน่สไลด ์ 
- วางสไลดท่ี์ Fix แลว้ลงบน Staining rack 
- หยด Crystal violet ลงไปจนท่วมบริเวณท่ีละเลงเช้ือท้ิงไว ้1 นาที 
- ลา้งสีออกดว้ยนํ้า แลว้สะบดั 
- หยด Gram iodine (เป็น Mordant คือเป็นสารท่ีจะไปจบักบั Crystal violet ได ้Complex 
ใหญ่ข้ึน) ลงไป ท้ิงไวน้าน 1 นาที 
- ลา้งออกดว้ยนํ้าแลว้สะบดั 
- Decolorize โดยจบัปลายขา้งหน่ึงของสไลดท์าํมุม   45 องศาเซลเซียส แลว้ค่อย ๆ หยด   
Decolorizer  ลงบริเวณท่ียอ้มจนสีนํ้ าเงินจางเกือบหมด สังเกตไดจ้าก Alcohol ท่ีหยดลง
จากขอบสไลด ์
- ลา้งออกดว้ยนํ้าแลว้สะบดั 
- ยอ้มทบัอีกคร้ังดว้ย  Safranin นาน 15 วินาที 
- ลา้งออกดว้ยนํ้าแลว้สะบดัรอจนสไลดแ์หง้ 
- นาํไปส่องกลอ้งจุลทรรศน์ ดูดว้ย Oil immersion objective 
- สงัเกตแลว้บนัทึกผล 

   
   4.2.3 Endospore staining 

 
ใชย้อ้มดู Endospore ของแบคทีเรียท่ีสร้าง Spore ได ้สังเกตการติดสีของ Endospore   

vegetative cell ของแบคทีเรียเห็นเซลลห์ลายรูปแบบ ไดแ้ก่ เซลลท่ี์เป็นแท่งๆติดสีแดงทั้งเซลลเ์รียง
ต่อกนัเป็นสาย เซลลเ์ป็นแท่งสีแดงภายในมีสปอร์ค่อนขา้งกลมสีเขียวเซลลเ์ป็นแท่งสีแดงภายในมี
สปอร์สีขาว (สปอร์ยงัไม่แก่) และสปอร์ค่อนขา้งกลมติดสีเขียว 
วิธีการทดลอง 

 - Smear และ Fix เช้ือลงบนสไลด ์ 
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- หยด Malachite green ลงไปบริเวณท่ีละเลงเช้ือไว ้
- เอาสไลดไ์ปลนไฟจนสียอ้มระเหยเป็นไอนํ้ า เติมสีลงไปอีก ระวงัอยา่ให้สีแห้งและระวงั
ไม่ใหไ้ฟแรงเกินไปจนสไลดแ์ตก ลนไฟนาน 10  วินาที 

 - ลา้งนํ้าจนนํ้าท่ีหยดออกมาจากสไลดไ์ม่มีสีเขียวแลว้สะบดั 
- หยด Safranin ลงไปท้ิงไวน้าน 30 วินาที 
- ลา้งนํ้าสะบดัเบาๆแลว้ท้ิงไวใ้หแ้หง้ 
- นาํไปส่องกลอ้งจุลทรรศน์ดูดว้ย Oil immersion objective 
- สงัเกตแลว้บนัทึกผล 

 
5. การระบุสายพนัธ์ุจุลนิทรีย์โดยวธีิ 16s rDNA 
 

การระบุสายพนัธ์ุจุลินทรีย ์โดยวิธี 16s rDNA ทาํโดยการส่งตวัอยา่งไอโซเลท B1.2 ไปยงั
หอ้งปฏิบติัการเกบ็รักษาสายพนัธ์ุจุลินทรีย ์หน่วยปฏิบติัการกลางวิจยัไบโอเทค ศูนยพ์นัธุวิศวกรรม
และเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ  จาํแนกโดยวิธี  16S rDNA sequencing (Partial length) ผลการแยก
ดีเอนเอของแบคทีเรียตวัอยาง B1.2 และทาํการเพิ่มจาํนวนดีเอนเอบริเวณปลาย 5’ ของ 16S rDNA 
เพื่อหาลาํดบันิวคลีโอไทดของบริเวณดงักลาวนาํมาวิเคราะหผลเพื่อการจาํแนกชนิดของตวัอยาง 
B1.2 โดยเปรียบเทียบความเหมือนระหวางลาํดบันิวคลีโอไทดของแบคทีเรียตวัอยางกบัสายพนัธุท่ี
มีรายงานในฐานขอมูลของ Genbank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) กบัแบคทีเรียตวัอยาง B1.2
  
ตอนที ่3 การทาํบริสุทธ์ิเอนไซม์ -galactosidase 
 
6. การแยกเอนไซม์ด้วยโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลีย่นประจุ (Ion-exchange chromatography) 
 

การทาํบริสุทธ์ิเอนไซมจ์ะใชว้ิธี Chromatography ดว้ยเคร่ือง Fast Protein Liquid 
Chromatography (ÄKTATM FPLC with Frac-950; Amersham Pharmacia, Sweden) โดยผา่น      
Ion-exchanger column (DEAE Sepharose fastflow, XK 26) (Amersham Pharmacia Biotech AB, 
Sweden)  

1. ลา้งสายของเคร่ืองโดยการตั้งค่า Pump wash ไปท่ี A&B เคร่ืองจะป้ัม Buffer A (50 mM 
sodium phosphate buffer pH 6.5) และ Buffer B (50 mM sodium phosphate buffer pH 6.5 + 1 M 
NaCl) ท่ี 20 มิลลิลิตร/นาที  
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2. ต่อขอ้ต่อใหแ้น่นแลว้ใชอ้ตัราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที ใหน้ํ้ าเตม็ขอ้ต่อ 
3. ต่อสาย Column และลา้งดว้ย Buffer A ท่ี 2 มิลลิลิตร/นาที ใหไ้ด ้5 เท่า ของ Bedvolume  
4. ใส่ตวัอยา่งเอนไซมโ์ดยใชอ้ตัราการไหล 2 มิลลิลิตร/นาที และ เก็บตวัอยา่ง Fraction ละ 

10 มิลลิลิตร 
5. ชะดว้ย Buffer B โดยตั้งค่าท่ี Set Concentration/Gradient ปรับค่า Set Concentration B 

เป็น 0.0% B และปรับ Set Gradient Target เป็น 100% B  
6. เกบ็ Fraction จนถึงท่ี 100% B  
7. ปรับค่า Set Concentration Lenght และ Set Gradient Target ใหเ้ป็น 0 จากนั้นปล่อยให ้

Buffer A ลา้ง Column ใชอ้ตัราการไหล 2 มิลลิลิตร/นาที จนครบ 5 เท่า Bedvolume 
8. ลา้งสายของเคร่ืองและคอลมัน์ดว้ย 20% เอธานอล โดย Set Gradient Target เป็น 50% B   
9. นาํสารท่ีไดใ้นแต่ละ Fraction ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมม์ารวมกนันาํไปหากิจกรรมของ 

เอนไซม ์และหาปริมาณโปรตีน ดงัขอ้ 3.3 และ 3.4 ตามลาํดบั 
10. เพิ่มความเขม้ขน้ของเอนไซมด์ว้ยหลอด Amicon (Millipore, USE) ท่ีมีขนาดรูพรุน 10 

kDa    
10.1 เติมนํ้ ากลัน่ลงในหลอด Amicon  ดา้นบน ปิดฝาหลอดแลว้นาํไปป้ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 4000 rpm 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ทาํทั้งหมด 2 คร้ัง  
10.2 เทนํ้ ากลัน่ทั้งดา้นบนและดา้นล่างของหลอด Amicon ออก แลว้ใส่ตวัอย่าง

ของเอนไซมล์งดา้นบนของหลอด Amicon นาํไปป้ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
เทตวัอยา่งเอนไซมท่ี์อยูด่า้นบนของหลอดเกบ็ไว ้ทาํการวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม ์

 
7. การแยกเอนไซม์ด้วย Affinity chromatography 

 
การทาํบริสุทธ์ิเอนไซมด์ว้ยเคร่ือง Fast Protein Liquid Chromatography (AKTA TM 

FPLC with Frac-950; Amersham Pharmacia, Sweden) ผา่นคอลมัน์ท่ีบรรจุ (Agarose p-
aminobenzyl-1-thio- -d-galactopyranoside, XK 26 x 3.5 cm)  

1. ลา้งสายของเคร่ืองโดยการตั้งค่า Pump wash ไปท่ี A&B เคร่ืองจะป้ัม Buffer A (50 mM 
sodium phosphate buffer pH 6.5) และ Buffer B (50 mM sodium phosphate buffer pH 6.5 + 1 M 
NaCl) ท่ี 1 มิลลิลิตร/นาที  

2. ต่อขอ้ต่อใหแ้น่นแลว้ใชอ้ตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตร/นาที ใหน้ํ้ าเตม็ขอ้ต่อ 
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3. ต่อสาย Column และลา้ง Column ดว้ย Buffer A ท่ี 0.5 มิลลิลิตร/นาที ใหไ้ด ้5 เท่า ของ
Bedvolume  

4. ใส่ตวัอยา่งเอนไซมโ์ดยใชอ้ตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตร/นาที เก็บตวัอยา่ง Fraction ละ 5 
มิลลิลิตร 

5. ทาํการชะดว้ย Buffer B โดยตั้งค่าท่ี Set Concentration/Gradient ปรับค่า Set 
Concentration B เป็น 0.0% B และปรับ Set Gradient Target เป็น 100% B   

6. เกบ็ Fraction จนถึงท่ี 100% B  
7. ปรับค่า Set Concentration Lenght และ Set Gradient Target ใหเ้ป็น 0 จากนั้นปล่อยให้

Buffer A ลา้ง Column ใชอ้ตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตร/นาที จนครบ 5 เท่า Bedvolume 
8. ลา้งสายของเคร่ืองและคอลมัน์ดว้ย 20% เอธานอล โดย Set Gradient Target เป็น 50% B   
9. นาํสารท่ีไดใ้นแต่ละ Fraction ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมม์ารวมกนันาํไปหากิจกรรมของ  

เอนไซม ์และหาปริมาณโปรตีน ดงัขอ้ 3.3 และ 3.4 ตามลาํดบั 
10. เพิ่มความเขม้ขน้ของเอนไซมด์ว้ยหลอด Amicon (Millipore, USE) ท่ีมีขนาดรูพรุน 10 

kDa    
10.1 เติมนํ้ ากลัน่ลงในหลอด Amicon  ดา้นบน ปิดฝาหลอดแลว้นาํไปป้ันเหวี่ยงท่ี 

ความเร็ว 4000 rpm 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ทาํทั้งหมด 2 คร้ัง  
10.2 เทนํ้ ากลัน่ทั้งดา้นบนและดา้นล่างของหลอด Amicon ออก แลว้ใส่ตวัอยา่ง

ของ เอนไซมล์งดา้นบนของหลอด Amicon นาํไปป้ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
เทตวัอยา่งเอนไซมท่ี์อยูด่า้นบนของหลอดเกบ็ไวว้ิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม ์
 
ตอนที ่4 การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ (Characterization) 

 
8. อุณหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์บริสุทธ์ิ -galactosidase 

 
1. นาํเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ -galactosidase มาบ่มท่ีอุณหภูมิ 40-80 องศาเซลเซียส ในเคร่ือง 

Dry bath (Lab net international, USA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
  2. นาํไปหากิจกรรมของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ ดงัขอ้ท่ี 3.3 
 
9. อุณหภูมิทีม่ีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์บริสุทธ์ิ -galactosidase 
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1. นาํเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ  -galactosidase  มาบ่มท่ีอุณหภูมิ  40-80 องศาเซลเซียส ในเคร่ือง 
Dry bath (Lab net international, USA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และเก็บผลการทดลองทุก 
1 ชัว่โมง จนครบ 12 ชัว่โมง  

2. นาํไปหากิจกรรมของเอนไซมท่ี์เหลืออยูเ่ทียบกบักิจกรรมของเอนไซมเ์ร่ิมตน้ 
 

10. pH ทีเ่หมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์บริสุทธ์ิ -galactosidase 
  

1. นาํเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ -galactosidase มาทดสอบในช่วง pH 3-10  
2. นาํไปหากิจกรรมของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ ดงัขอ้ท่ี 3.3 

 
11. pH ทีม่ีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์บริสุทธ์ิ -galactosidase 
 

1. เตรียมบพัเฟอร์ท่ีอยูใ่นช่วง pH 3-10 ไดแ้ก่ 
                    -  50 mM Citrate buffer (pH 3, pH 4, pH 5) 
        -  50 mM Sodium phosphate buffer (pH 6, pH 6.5, pH 7) 
        -  50 mM Tris buffer (pH 8) 
        -  50 mM Glycine-NaOH buffer (pH 9, pH 10) 

2. นาํเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ -galactosidase มาทดสอบในช่วง pH 3-10 ในเคร่ือง Dry bath (Lab 
net international, USA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และเก็บผลการทดลองทุก 1 ชัว่โมง จน
ครบ 12 ชัว่โมง  
  3. นาํไปหากิจกรรมของเอนไซมท่ี์เหลืออยูเ่ทียบกบักิจกรรมของเอนไซมเ์ร่ิมตน้ 
 
12. การหาค่าจลน์ศาสตร์ของเอนไซม์บริสุทธ์ิ -galactosidase 
 

1. หาค่าจลศาสตร์ของเอนไซมโ์ดยใชส้ับสเตรตเป็น oNPG ท่ีความเขม้ขน้ในช่วง 0-30 
mM  

2. หากิจกรรมของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ ดงัขอ้ท่ี 3.3.3 ท่ีใชค้วามเขม้ขน้ oNPG ต่างๆ ดงักล่าว 
3. เขียนกราฟระหว่างปริมาณ oNP ท่ีเกิดข้ึนกบัความเขม้ขน้ของ   oNPG ท่ีใชท้าํปฏิกิริยา 

ตามทฤษฎีของ Michalis-Menten เพื่อหาค่า Km และ Vmax 
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4. เขียนกราฟระหว่างส่วนกลบัของปริมาณ oNP ท่ีเกิดข้ึนกบั ส่วนกลบัของความเขม้ขน้
ของ oNPG ท่ีใชท้าํปฏิกิริยา ตามทฤษฎีของ Lineweaver-Burk  เพื่อหาค่า Km และ Vmax 

 
13. ชนิดของไอออนทีม่ีผลต่อกจิกรรมของเอนไซม์บริสุทธ์ิ -galactosidase 
 
 1. นาํเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ  -galactosidase  มาทดสอบกบัไอออนชนิดต่างๆ คือ  NaCl, KCl, 
MgCl2.6H2O, FeSO4.7H2O, MnCl2.4H2O, CaCl2.2H2O, CoCl2.6H2O, ZnSO4.7H2O และ 
CuCl2.2H2O โดยศึกษาท่ีความเขม้ขน้ 1, 10 และ 100 มิลลิโมลาร์ 

2. นาํไปหากิจกรรมของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ ดงัขอ้ท่ี 3.3 
 

14. ชนิดของนํา้ตาลทีม่ีผลต่อกจิกรรมของเอนไซม์บริสุทธ์ิ -galactosidase 
 
 1. นาํเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ   -galactosidase  มาทดสอบกบันํ้ าตาลชนิดต่างๆ คือ  Galactose, 
Glucose, Lactose, Xylital และ Xylose โดยศึกษาท่ีความเขม้ขน้ 1, 10 และ 100 มิลลิโมลาร์ 

2. นาํไปหากิจกรรมของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ ดงัขอ้ท่ี 3.3 
 
15. ชนิดของรีเอเจนต์ทีม่ีผลต่อกจิกรรมของเอนไซม์บริสุทธ์ิ -galactosidase 
 
 1. นาํเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ -galactosidase มาทดสอบกบัรีเอเจนตช์นิดต่างๆคือ DTT, EDTA, 
Urea และ 2- mercaptoethanol โดยศึกษาท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ 

2. นาํไปหากิจกรรมของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ ดงัขอ้ท่ี 3.3 
 
16. การหานํา้หนักโมเลกลุของเอนไซม์   

 
16.1 Native-PAGE   
 
1. ประกอบแผ่นเจลโดยเจลชั้นบนเป็น Polyacrylamide gel 5% และเจลชั้นล่างเป็น 

Polyacrylamide gel 12%  
2. แยกโปรตีนแผน่เจลดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-glycine สาํหรับ Native-PAGE   
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3. โหลด Marker ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และตวัอยา่งเอนไซมป์ริมาตร 8 ไมโครลิตร ลงใน
แผ่นเจลท่ีเตรียมไว  ้โดยแบ่งเป็นสองส่วน ส่วนแรกคือ ผสมสีสังเคราะห์สําหรับผสมโปรตีน 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กบัตวัอยา่งเอนไซมป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร เพื่อใชส้าํหรับการยอ้มสีดว้ย 
Coomassie brilliant blue และส่วนท่ีสองคือ ผสมสีสาํหรับ Native-PAGE 4xgel loading dye No 
bromophenol blue  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กบัตวัอยา่งเอนไซมป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร เพื่อใช้
ยอ้มกิจกรรมของเอนไซม ์  

4. ติดตั้งอุปกรณ์ในการแยกวิเคราะห์ดว้ยกระแสไฟฟ้าโดยตั้งกระแสไฟฟ้า 25 มิลลิแอมป์ 
3 ชัว่โมง หรือจนสีของโปรตีนบอกขนาดวิ่งจนสุดแผน่เจล 

5. สาํหรับเจลท่ียอ้มสีดว้ย Coomassie brilliant blue จะนาํเจลท่ีไดม้าแช่ในสารละลาย Stain 
ระยะเวลา 1 ชัว่โมง แช่ในสารละลาย Destain I ระยะเวลา 1 ชัว่โมง และแช่ในสารละลาย Destain II 
ระยะเวลา 2 ชัว่โมง หลงัจากนั้นนาํมาแช่ในนํ้ากลัน่ 

6. สาํหรับเจลยอ้มกิจกรรมของเอนไซมจ์ะส่องดูรังสี UV โดยนาํกระดาษกรองมาหยดสาร 
4-methylumbelliferyl -D-galactosidase ความเขม้ขน้ 3.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จนท่วมแลว้นาํมา
ประกบดา้นบนและล่างของเจล ต่อมานาํไปวางบนเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส, เวลา 
30 นาทีหลงัจากนั้นมาหยดตวัหยดุปฏิกิริยา 1 M Carbonate-bicarbonate buffer (pH 10) และนาํไป
ส่องดูรังสี UV ทนัที (Nguyen et al., 2006) 

 
16.2 SDS-PAGE 
 
1. ประกอบแผ่นเจลโดยเจลชั้นบนเป็น Polyacrylamide gel 5% และเจลชั้นล่างเป็น 

Polyacrylamide gel 12% 
2. แยกโปรตีนแผน่เจลดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-glycine สาํหรับ SDS-PAGE 
3. โหลด Marker ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และตวัอยา่งเอนไซมป์ริมาตร 8 ไมโครลิตร ลงใน

แผ่นเจลท่ีเตรียมไว  ้โดยแบ่งเป็นสองส่วน ส่วนแรกคือ ผสมสีสังเคราะห์สําหรับผสมโปรตีน 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กบัตวัอยา่งเอนไซมป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร เพื่อใชส้าํหรับการยอ้มสีดว้ย 
Coomassie brilliant blue และส่วนท่ีสองคือ ผสมสี สาํหรับ SDS-PAGE  4xgel loading dye No 
bromophenol blue ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กบัตวัอยา่งเอนไซมป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร เพื่อใชย้อ้ม
กิจกรรมของเอนไซม ์   

4. ติดตั้งอุปกรณ์ในการแยกวิเคราะห์ดว้ยกระแสไฟฟ้าโดยตั้งกระแสไฟฟ้า 25มิลลิแอมป์ 3 
ชัว่โมง หรือจนสีของโปรตีนบอกขนาดวิ่งจนสุดแผน่เจล 
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5. สาํหรับเจลท่ียอ้มสีดว้ย Coomassie brilliant blue จะนาํเจลท่ีไดม้าแช่ในสารละลาย Stain 
ระยะเวลา 1 ชัว่โมง, แช่ในสารละลาย Destain I ระยะเวลา 1 ชัว่โมง และแช่ในสารละลาย Destain 
II ระยะเวลา 2 ชัว่โมง หลงัจากนั้นนาํมาแช่ในนํ้ากลัน่ 

6. สาํหรับเจลยอ้มกิจกรรมของเอนไซมจ์ะส่องดูรังสี UV โดยนาํกระดาษกรองมาหยดสาร 
4-methylumbelliferyl -D-galactosidase ความเขม้ขน้ 3.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จนท่วมแลว้นาํมา
ประกบดา้นบนและล่างของเจล ต่อมานาํไปวางบนเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส, เวลา 
30 นาทีหลงัจากนั้นมาหยดตวัหยดุปฏิกิริยา 1M Carbonate-bicarbonate buffer (pH 10) และนาํไป
ส่องดูรังสี UV ทนัที (Nguyen et al., 2006) 

 
16.3 เจลโครมาโทกราฟี (Gel chromatography) 
 
การหานํ้ าหนกัโมเลกุลของเอนไซมด์ว้ยเคร่ือง Fast Protein Liquid Chromatography 

(AKTA TM FPLC with Frac-950; Amersham Pharmacia, Sweden) โดยผา่น Gel filtration ท่ี
คอลมัภบ์รรจุ Biogel P-100 (XK 26 x 10 cm) 

1. ลา้งสายของเคร่ืองโดยการตั้งค่า Pump wash ไปท่ี A&B เคร่ืองจะป้ัม Buffer A (50 mM 
sodium phosphate buffer pH 6.5) และ Buffer B (50 mM sodium  phosphate buffer  pH 6.5 + 1 M 
NaCl) ท่ี 2 มิลลิลิตร /นาที  

2. ต่อขอ้ต่อใหแ้น่นแลว้ใชอ้ตัราการไหล 2 มิลลิลิตร/นาที ใหน้ํ้ าเตม็ขอ้ต่อ 
3. ต่อสาย Column และลา้ง Column ดว้ย Buffer A ท่ี 2 มิลลิลิตร/นาที ใหไ้ด ้5 เท่า ของ 

Bedvolume  
4. ใส่ตวัอยา่งสารมาตรฐานโปรตีนความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ท่ีทราบนํ้ าหนกั

โมเลกุลคือ (Lysozyme, Trypsin, Protenase, Lipase และ Amyloglucosidase) โดยใชอ้ตัราการไหล 
0.1 มิลลิลิตร/นาทีและเกบ็ตวัอยา่ง Fraction ละ 5 มิลลิลิตรจนกระทัง่ Peak ของกราฟตกลงจนสุด 

5. ลา้ง Column ดว้ยบฟัเฟอร์ A โดยตั้งค่าอตัราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที Gradient target = 
0% และ Gradient length = 0 นาที   

6. นาํตวัอยา่งเอนไซมม์าโหลดลงคอลมัน์ทาํเหมือนกบัสารมาตรฐาน 
7. นาํสารมาตรฐานท่ีไดม้าสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหว่างมวลโมเลกุลกบัเวลาท่ีโปรตีน

ถูกชะออกมาเพื่อหานํ้าหนกัโมเลกลุของ -galactosidase 
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บทที ่4 

 
ผลการทดลอง 

 
ตอนที ่1 การเตรียมเอนไซม์ -galactosidase จาก Stock เช้ือ 

ภาพท่ี 16 ไอโซเลทจุลินทรียท์นอุณหภูมิสูงสายพนัธ์ุ ท่ีคดัแยกไดจ้ากจากการแยก
เช้ือจุลินทรียจ์ากโป่งนํ้าร้อนท่าปาย จงัหวดัแม่ฮ่องสอน

1. การเตรียมเอนไซม์ -galactosidase จาก Stock เช้ือ

การศึกษาจุลินทรียท์นอุณหภูมิสูงสายพนัธ์ุ ท่ีคดัแยกไดจ้ากจากการแยกเช้ือจุลินทรีย์
จากโป่งนํ้ าร้อนท่าปาย จงัหวดัแม่ฮ่องสอน ท่ีเก็บไวเ้ป็น  เช้ือ ท่ีอุณหภูมิ องศาเซลเซียส 
พบว่าสามารถเจริญไดดี้ในอาหารท่ีมีแลคโตสเป็นแหล่งคาร์บอน  และ 

มีลกัษณะโคโลนี เลก็ นูน ขาวขุ่น ขอบเรียบ ภาพท่ี 16 ซ่ึงเป็นลกัษณะ
เดียวกบังานวิจยัของ วิษณุ ศรีลา ในปี พ ศ จากนั้น นาํเช้ือท่ีเจริญมาแตกเซลลเ์พื่อนาํเอนไซม์
มาทดสอบกิจกรรมพบวา่ไอโซเลท  สามารถผลิตเอนไซม ์ -  หยาบไดแ้ละมีค่า
กิจกรรมของเอนไซมท่ี์วดัไดเ้ท่ากบั หลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา ชัว่โมง สามารถนาํมา
ทาํบริสุทธ์ิและศึกษาลกัษณะสมบติัต่างๆ ของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิต่อไปได้
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ตอนที ่ ผลการศึกษาและระบุชนิดสายพนัธ์ของเช้ือ

ผลการศึกษาลกัษณะของจุลนิทรีย์โดยทางจุลชีววทิยา

การย้อมสีแบบแกรม
 

ภาพท่ี 17 สีและลกัษณะของเช้ือจุลินทรีย ์  ท่ียอ้มติดสีม่วง
 

การศึกษาลกัษณะจุลินทรียข์องเช้ือจุลินทรีย ์ โดยทางจุลชีววิทยาดว้ยวิธีการยอ้มสี
แบบแกรมเป็นการยอ้มสีเพื่อจาํแนกแบคทีเรียออกเป็น พวกใหญ่ ๆ คือ แบคทีเรียท่ีติดสี

จะเป็นพวก สีนํ้ าเงินอมม่วง และ แบคทีเรียท่ีติดสี จะเป็น
สีแดง พวกท่ีติดสี จะมีปริมาณ ท่ี มากกว่า

ปกติ มีคุณสมบติัคือละลายไดใ้น ในการยอ้มเม่ือหยด ลงไปจึง
ละลาย ออก ทาํใหเ้กิดรูขนาดกวา้งท่ี ทาํให้ ของสีท่ีอยูภ่ายในเซลลก์็หลุด
ออกมา เม่ือยอ้มทบัดว้ย จึงทาํใหแ้บคทีเรียนั้นติดสีแดง ส่วนแบคทีเรียท่ี มี

นอ้ยหลงัจากหยด แลว้รูเปิดท่ี มีขนาดแคบ ของสีก็ไม่สามารถ
ลอดผา่นออกมาได้ ยงัคงติดสีเดิมของ สุวณี  จากภาพท่ี 17 แสดงว่า
แบคทีเรีย เป็นแบคทีเรียแกรมบวก เน่ืองจากติดสีนํ้าเงินอมม่วงและมีรูปร่างเป็นแท่ง
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การย้อมสีเอนโดสปอร์

ภาพท่ี 18 เอนโดสปอร์ของเช้ือจุลินทรีย ์  ท่ีบริเวณปลายทั้งสองดา้น 

การศึกษาลกัษณะจุลินทรียข์องเช้ือจุลินทรีย ์ ดว้ยวิธีการยอ้มสีเอนโดสปอร์ โดยทาง
จุลชีววิทยาเพื่อสงัเกตการติดสีของ ของแบคทีเรียเห็นเซลลห์ลายรูปแบบ 
ไดแ้ก่ เซลลท่ี์เป็นแท่งๆติดสีแดงทั้งเซลลเ์รียงต่อกนัเป็นสาย เซลลเ์ป็นแท่งสีแดงภายในมีสปอร์
ค่อนขา้งกลมสีเขียว เซลลเ์ป็นแท่งสีแดงภายในมีสปอร์สีขาว (สปอร์ยงัไม่แก่) และสปอร์ค่อนขา้ง
กลมติดสีเขียว สุวณี  จากการศึกษาพบว่าเช้ือจุลินทรีย ์ ท่ีผา่นการยอ้มสีเอนโดสปอร์มี
การสร้างสปอร์ไดภ้ายในเซลลโ์ดยจะพบการติดสีเขียวของ  ท่ีสปอร์ทัว่ไปภายใน
เซลลแ์ละสปอร์ท่ีออกมาอยูร่อบนอกเซลลด์งัแสดงในภาพท่ี 18 

การระบุสายพนัธ์ุจุลนิทรีย์โดยวธีิ 

รายงานการจําแนกชนิดแบคทเีรีย
 

การรายงานการจาํแนกชนิดแบคทีเรีย  ทาํโดยการส่ง
ตวัอย่างไอโซเลท 1.2 ไปยงัห้องปฏิบติัการเก็บรักษาสายพนัธ์ุจุลินทรีย ์หน่วยปฏิบติัการกลาง
วิจยัไบโอเทค ศูนยพ์นัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ จาํแนกโดยวิธี  16

 ผลการแยกดีเอนเอของแบคทีเรียตวัอยาง 1.2 และเพิ่มจาํนวนดีเอนเอ
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บริเวณปลาย 5  ของ 16 เพื่อหาลาํดบันิวคลีโอไทดของบริเวณดงักลาว ภาพท่ี 19 และนาํมา
วิเคราะหผลเพื่อการจาํแนกชนิดของตวัอยางโดยการเปรียบเทียบความเหมือนระหวางลาํดบันิวคลี
โอไทด ของแบคที เ รี ยตัวอย างกับสายพัน ธุ ท่ี มี ร า ยง านในฐานข อมู ลของ  

กบัแบคทีเรียตวัอยาง 1.2 แสดงในภาพท่ี 20 และ พบวามีความ
ใกลเคียงกบั และ มากท่ีสุด ซ่ึงสอดคล
องกบัการศึกษาลาํดบัความสัมพนัธทางวิวฒันาการและการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบันิ
วคลีโอไทดบริเวณปลาย 5  ของ 16 ซ่ึงพบวาแบคทีเรียตวัอยางน้ีมีลาํดบัความสัมพนัธทาง
วิวฒันาการอยใูนกลุมเดียวกบั และ

แตมีวิวฒันาการท่ีแตกตางออกไป โดยเม่ือวิเคราะหความเหมือนกนั
ของลาํดบันิวคลีโอไทด พบวาแบคทีเรียตวัอยางมีลาํดบันิวคลีโอไทดบริเวณปลาย 5  ของ 16

เหมือนกบั ของ
และ เทากบั  97.3% 98.1% และ 98.0% แสดงในตารางท่ี ดงันั้น
จึงไมสามารถจาํแนกสปชีสของแบคทีเรียสายพนัธุน้ีไดแนชดั โดยแบคทีเรียตวัอยางอาจเปนแบค
ทีเรียสายพนัธุใหมท่ีใกลเคียงกบั และ

หากตองการผลการจาํแนกในระดบัสปชีส ท่ีแนชดัจะตอง
ทาํการศึกษาลกัษณะอ่ืนๆ ประกอบดวย เชน การเปรียบเทียบความเหมือนกนัของดีเอนเอทั้งหมด
เทียบกบั หรือศึกษาลกัษณะอ่ืนๆ เพิ่มเติม

>B
TGAGTTTGATTCCCCTGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACGAATCAAAAG
CTTGCTTTTGATTCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTGTAGACGGGGATAACACCGA
GAAATCGGTGCTAATACCGGATAACACGAATGTCGCATGACGTTTCGTTGAAAGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGG
ATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC
GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAA
GTAGCGCAGTAACTGGCGTTACTGTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATT

ภาพท่ี 19 ลาํดบันิวคลีโอไทดบริเวณปลาย 5  ของ 16 ของแบคทีเรียตวัอยาง 1.2 

 ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
             5          15         25         35         45  
B.12           GTGCCTAATA CATGCAAGTC GAGCGGACGA ATCAAAAGCT TGCTTTT-GA   
An. Flavothermus   GTGCCTAATA CATGCAAGTC GAGCGGACGA ATCGAAAGCT TGCTTTT-GA 
An. kestanbolinensis GTGCCTAATA CACGCAAGTC GAGCGGACGA ATTGAAAGCT TGCTTTT-GA
An. pushchinoensis  GTGCCTAATA CATGCAAGTC GAGCGGACGA TTCGAAAGCT TGCTTTTCGA   
Conserve   ********** ** ******* **********  *  ****** ******* **  
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     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|   
        55         65         75         85         95                   
B.12          TTCGTTAGCG GCGGACGGGT GAGTAACACG TGGGCAACCT GCCCTGTAGA   
An. flavothermus  TTCGTTAGCG GCGGACGGGT GAGTAACACG TGGGCAACCT GCCCTGTAGA   
An. kestanbolinensis TTCGTTAGCG GCGGACGGGT GAGTAACACG TGGGCAACCT GCCCTGTAGA
An. pushchinoensis  ATCGTTAGCG GCGGACGGGT GAGTAACACG TGGGCAACCT GCCCTGTAGA   
Conserve    ********* ********** ********** ********** **********   

    ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|   
       105        115        125        135        145       
B.12    CGGGGATAAC ACCGAGAAAT CGGTGCTAAT ACCGGATAAC ACGAA-TGTC 
An. flavothermus  CGGGGATAAC ACCGAGAAAT CGGTGCTAAT ACCGGATAAC ACGAAATGTC   
An. kestanbolinensis CGGGGATAAC ACCGAGAAAT CGGTGCTAAT ACCGGATAAC ACGAAATGCC
An. pushchinoensis  CGGGGATAAC ACCGAGAAAT CGGTGCTAAT ACCGGATAAC ACGAAATGTC   
Conserve   ********** ********** ********** ********** ***** ** *   

 ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
           155        165        175        185        195               
B.12    GCATGACGTT TCGTTGAAAG -CGGCGCAAG CTGTCGCTAC AGGATGGGCC   
An. flavothermus  GCATGACGTT TCGTTGAAAG ACGGCGCAAG CTGTCGCTAC AGGATGGGCC   
An. kestanbolinensis GCATGACGTT TCGTTGAAAG ACGGCGCAAG CTGTCGCTAC AGGATGGGCC
An. pushchinoensis  GCATGACGTT TCGTTGAAAG GCGGCGCAAG CTGCCGCTAC AGGATGGGCC   
Conserve   ********** **********  ********* *** ****** **********   

    ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|   
       205        215        225        235        245   
B.12       CGCGGCGCAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA GGCGACGATG   
An. flavothermus  CGCGGCGCAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA GGCGACGATG   
An. kestanbolinensis CGCGGCGCAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA GGCGACGATG
An. pushchinoensis  CGCGGCGCAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA GGCGACGATG   
Conserve   ********** ********** ********** ********** **********   

 ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
           255        265        275        285        295           
B.12        CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT GATCGGCCAC ACTGGGACTG AGACACGGCC   
An. flavothermus  CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT GATCGGCCAC ACTGGGACTG AGACACGGCC   
An. kestanbolinensis CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT GATCGGCCAC ACTGGGACTG AGACACGGCC
An. pushchinoensis  CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT GATCGGCCAC ACTGGGACTG AGACACGGCC   
Conserve   ********** ********** ********** ********** **********   
     

    ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|   
       305        315        325        335        345         
B.12            CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCGCAA TGGACGAAAG   
An. flavothermus  CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCGCAA TGGACGAAAG   
An. kestanbolinensis CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCGCAA TGGACGAAAG
An. pushchinoensis  CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCGCAA TGGACGAAAG   
Conserve   ********** ********** ********** ********** ********** 

     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|   
          355        365        375        385        395 

B.12            TCTGACGGAG CAACGCCGCG TGAGCGAAGA AGGCCTTCGG GTCGTAAAGC   
An. flavothermus  TCTGACGGAG CAACGCCGCG TGAGCGAAGA AGGCCTTCGG GTCGTGAAGC   
An. kestanbolinensis TCTGACGGAG CAACGCCGCG TGAGCGAAGA AG-CCTTCGG GTCGTAAAGC
An. pushchinoensis  TCTGACGGAG CAACGCCGCG TGAGCGAAGA AGGCCTTCGG GTCGTAAAGC   
Conserve   ********** ********** ********** ** ******* ***** **** 

    ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|   
       405        415        425        435        445               
B.12            TCTGTTGTTA GGGAAGAACA AGTAGCGCAG TAACTGGCGT TACTGTGACG   
An. flavothermus  TCTGTTGTTA GGGAAGAACA AGTAGCGCAG TAGCTGGCGT TACCTTGACG   
An. kestanbolinensis TCTGTTGTTA GGGAAGAACA AGTAACGCAG TAACTGGCGT TACCGTGACG
An. pushchinoensis  TCTGTTGTTA GGGAAGAACA AGTAACGTAG TAACTGGCGT TACTATGACG   
Conserve   ********** ********** **** ** ** ** ******* ***  ***** 
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    ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
       455        465        475        485        495              
B.12       GTACCTAACG AGAAAGCCAC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT   
An. flavothermus  GTACCTAACG AGAAAGCCAC GGCTAAATAC GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT 
An. kestanbolinensis GTACCTAACG AGAAAGCCAC GGTTAACTAC GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT
An. pushchinoensis  GTACCTAACG AGAAAGCCAC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT   
Conserve   ********** ********** ** *** *** ********** **********   

    ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|   
       505        515        525        535        545               
B.12      ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGAATTAT TGGGCGTAAA GCGCGCGCAG   
An. flavothermus  ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGAATTAT TGGGCGTAAA GCGCGCGCAG   
An. kestanbolinensis ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGAATTAT TGGGCGTAAA GCGCGCCCAG
An. pushchinoensis  ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGAATTAT TGGGCGTAAA GCGCGCGCAG   
Conserve   ********** ********** ********** ********** ****** ***   
    ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|   
       555        565        575        585        595               
B.12           GCGGTTCCTT AAGTCTGATG TGAAAGCCCA CGGCTCAACC GTGGAGGGTC   
An. flavothermus  GCGGTTCCTT AAGTCTGATG TGAAAGCCCA CGGCTCAAC- GTGGAGGGTC   
An. kestanbolinensis GCGGTTC-TT AAGTCTGATG TGAAAGCC-A CGGTTCAACC GTGGAGGGTC
An. pushchinoensis  GCGGTTCCTT AAGTCTGATG TGAAAGCCCA CGGCTCAACC GTGGAGGGTC   
Conserve   ******* ** ********** ******** * *** *****  **********   
     

 ... 
B.12         ATT 
An. flavothermus  ATT 
An. kestanbolinensis ATT
An. pushchinoensis  ATT 
Conserve     *** 

ภาพท่ี 20 ลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณปลาย 5’ ของ 16S rDNA ของแบคทีเรียตวัอย่าง B1.2 
เปรียบเทียบกบั Anoxybacillus sp. 
 
ตารางท่ี 7 ความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทดบริเวณปลาย 5’ ของ 16S rDNA  ในแบคทีเรียตวั   
อยาง B1.2  เปรียบเทียบกบั Anoxybacillus sp. 
 

  Seq-> 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1 B1.2  100 93 96.8 95.3 96.8 98.1 97.1 92.3 97.3 98 91.3 86.5 
2 An. Amylolyticus 93 100 93.3 96 93.8 92.5 94 96.1 92.3 92.2 96.1 89.7 
3 An. ayderensis  96.8 93.3 100 95.1 98 97.1 98.5 92.2 95.6 96.6 91.7 87.1 
4 An. Contaminans 95.3 96 95.1 100 95.6 95.1 95.8 96.3 94.6 94.8 93.2 87.4 
5 An. gonensis   96.8 93.8 98 95.6 100 96.5 98.8 92.7 95.8 96.8 92 87.1 
6 An. flavothermus   98.1 92.5 97.1 95.1 96.5 100 96.6 92 97.5 97.8 90.8 86.4 
7 An. Kamchatkensis 97.1 94 98.5 95.8 98.8 96.6 100 92.8 96 97 92.2 87 
8 An. voinovskiensis  92.3 96.1 92.2 96.3 92.7 92 92.8 100 91.6 91.7 93.3 87.5 
9 An. kestanbolinensis   97.3 92.3 95.6 94.6 95.8 97.5 96 91.6 100 97.1 90.5 85.9 
10 An. pushchinoensis   98 92.2 96.6 94.8 96.8 97.8 97 91.7 97.1 100 90.8 86.9 
11 An. rupiensis   91.3 96.1 91.7 93.2 92 90.8 92.2 93.3 90.5 90.8 100 91.3 
12 Bacillus subtilis 86.5 89.7 87.1 87.4 87.1 86.4 87 87.5 85.9 86.9 91.3 100 
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ภาพท่ี 21 ภาพความสัมพนัธทางวิวฒันาการของแบคทีเรียสายพนัธุ 1.2 เปรียบเทียบกบัแบคทีเรีย
ในสกลุ

ตอนที ่ ผลจากการทาํบริสุทธ์ิเอนไซม์ 
 
การทาํบริสุทธ์ิเอนไซม์ -galactosidase จากจุลินทรียท์นอุณหภูมิสูง B1.2 ทาํโดยนาํ

เอนไซมห์ยาบ B1.2 ท่ีผา่นการทาํใหเ้ซลลแ์ตกมาผา่นขั้นตอนการทาํใหบ้ริสุทธ์ิ โดยการนาํเอนไซม์
ผา่น คอลมัน์ DEDA sepharose ทาํการชะคอลมัน์โดยใชส้ารละลายบฟัเฟอร์พบว่าโปรตีนทั้งหมด
ในสารละลายเอนไซมจ์ะออกมาจากคอลมัน์ในช่วงหลอดท่ี 3-80 เม่ือชะไล่ (Elute) เอนไซมโ์ดย
การเพิ่มความเขม้ขน้ของเกลือแบบเส้นตรง พบกิจกรรมของเอนไซม์ -galactosidase ท่ีความ
เขม้ขน้ของเกลือ 0.330 โมลาร์ - 0.450 โมลาร์ ในช่วงหลอดท่ี 53-65 และไม่พบกิจกรรมของ
เอนไซม ์ -galactosidase ในส่วนอ่ืน แสดงว่าการผา่นคอลมัน์ DEDA sepharose เอนไซมส์ามารถ
จบัไดดี้กบัตวัแลกเปล่ียนประจุ นาํเอนไซมท่ี์ไดไ้ปวดัค่ากิจกรรมเอนไซมท่ี์ค่าการดูดกลืนแสง 420 
นาโนเมตร วดัค่าโปรตีนท่ี 280 นาโนเมตร และพลอตกราฟความสัมพนัธ์กบั Fraction ต่างๆ แสดง
ใน ภาพท่ี 22 นาํหลอดท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมม์ารวมกนัและเพิ่มความเขม้ขน้ดว้ย Amicon Ultra-
4 ขนาด 10 KDa จากนั้นนาํเอนไซมม์าผา่น คอลมัน์ Affinity ทาํการชะคอลมัน์โดยใชส้ารละลาย
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บฟัเฟอร์พบว่าโปรตีนในสารละลายเอนไซมจ์ะออกมาจากคอลมัน์ในช่วงหลอดท่ี 5 - 60 เม่ือชะไล่ 
(Elute) เอนไซม์โดยการเพิ่มความเขม้ขน้ของเกลือแบบเส้นตรง พบกิจกรรมของเอนไซม์ -
galactosidase ท่ีความเขม้ขน้ของเกลือ 0.100 โมลาร์ - 0.170 โมลาร์ ในช่วงหลอดท่ี 24-30 แสดงว่า
คอลมัน์มีความจาํเพาะในการจบักบัเอนไซมจ์ากนั้นนาํหลอดท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมม์ารวมกนั
และนาํเอนไซมบ์ริสุทธ์ิท่ีไดไ้ปเพิ่มความเขม้ขน้ดว้ย Amicon Ultra-4 ขนาด 10 KDa วดัค่ากิจกรรม
เอนไซมท่ี์ค่าการดูดกลืนแสง 420 นาโนเมตร วดัค่าโปรตีนท่ี 280 นาโนเมตร และพลอตกราฟ
ความสมัพนัธ์กบั Fraction ต่างๆ แสดงใน ภาพท่ี 23 

ผลการทาํเอนไซม์ -galactosidase ให้บริสุทธ์ิ แสดงในตารางท่ี 8 พบว่าการทาํบริสุทธ์ิ
เอนไซมด์ว้ยวิธี DEAE chromatography  และ Affinity chromatography และถูกทาํใหเ้ขม้ขน้ข้ึน 
โดยวิธี Ultrafiltration จะทาํให้ค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์พิ่มข้ึนและปริมาณโปรตีนลดลงเม่ือเทียบ
กบั Crude extract ค่า Purification (Fold) มีค่าเพิ่มข้ึนเป็น 2.24 และ 3.79 ตามลาํดบั ค่า Recovery 
(%) มีค่า 94.1 และ 86.4 % ตามลาํดบั จากการทดลองจะเห็นว่าเอนไซม ์ -galactosidase หลงัจาก
ผา่นการทาํบริสุทธ์ิ มีค่า Specific activity มากกวา่ก่อนการทาํบริสุทธ์ิ แสดงใหเ้ห็นว่าประสิทธิภาพ
ของคอลมัน์แบบแลกเปล่ียนไอออนชนิด DEAE Sepharose และคอลมัน์แบบ Affinity มี
ประสิทธิภาพในการจบัโปรตีนในคอลมัน์ไดดี้ ค่า Specific activity ท่ีไดจึ้งมีค่าสูงข้ึน และปริมาณ
โปรตีนมีค่าลดลง แต่ถือไดว้่าเป็นระดบัความบริสุทธ์ิท่ีเพิ่มข้ึนในระดบัตํ่า เม่ือเทียบกบัรายงานการ
ทาํบริสุทธ์ิเอนไซม ์ -galactosidase จากแบคทีเรียทนร้อน Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. 
Rittmannii  ท่ีมีระดบัความบริสุทธ์ิของเอนไซมเ์ม่ือผา่น DEAE cellulose chromatography และ 
Affinity column เพิ่มเป็น 3.95 และ 11.99 เท่า ตามลาํดบั (Gul-Guvene et.al., 2006) การศึกษา
เอนไซม ์ -galactosidase จาก Lactobacillus reuteri 2 สายพนัธ์ุ คือ L103 และ L461 มีระดบัความ
บริสุทธ์ิของเอนไซมเ์ม่ือผา่น Affinity column เพิ่มเป็น 16.5 เท่า และ 54 เท่า ตามลาํดบั (Nguyen et 
al., 2006) การศึกษาเอนไซม ์ -galactosidase จาก Talaromyces thermophilus CBS 236.58 มีระดบั
ความบริสุทธ์ิของเอนไซมเ์ม่ือผา่น DEAE cellulose chromatography และ Affinity column เพิ่มเป็น 
3.1 และ 10.2 เท่า ตามลาํดบั (Nakkharat and Haltrich, 2006) การศึกษาเอนไซม ์ -galactosidase 
จาก Thermotoga maritime มีระดบัความบริสุทธ์ิของเอนไซม์เม่ือผ่าน DEAE cellulose 
chromatography และ Affinity column เพิ่มเป็น 3.5 และ 10.4 เท่า ตามลาํดบั (Li et al., 2009)สังเกต
ไดว้่าเอนไซม ์ -galactosidase จาก จุลินทรียท์นอุณหภูมิสูง B1.2 เปรียบเทียบกบังานวิจยัอ่ืนเม่ือ
ผา่น DEAE cellulose chromatography ใหผ้ลการทาํบริสุทธ์ิท่ีดีแต่เม่ือผา่น Affinity column จบักบั 
Affinity column ไดไ้ม่แน่นมากจึงถูกชะออกมา ท่ี NaCl ความเขม้ขน้ตํ่า (Gul-Guven et al., 2006)  
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ภาพท่ี 22 ความสมัพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 420 นาโนเมตร 
และ ความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรดก์บั Fraction number หลงัผา่น DEAE sepharose 
column  โดย    (        ) Absorbance 280 nm; (         ) Absorbance 420 nm ; (         ) ความเขม้ขน้
เกลือโซเดียมคลอไรด ์ 

 
 
ภาพท่ี 23 ความสมัพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 420 นาโนเมตร 
และ ความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรดก์บั Fraction number หลงัผา่น Affinity column โดย     
(         ) Absorbance 280 nm;  (         )  Absorbance 420 nm ; (         ) ความเขม้ขน้เกลือโซเดียม
คลอไรด ์             
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ตารางท่ี 8 การทาํบริสุทธ์ิเอนไซม ์ -galactosidase จาก Thermophile B1.2   
        

Purification steps 

Total 
Activity  

Toatal 
Protein 

Specific 
Activity Purification Recovery 

(U) (mg) (U/mg) (Fold) (%) 
Crude extract 25.8 89.6 0.29 1 100 

DEAE + Ultrafiltration 24.3 37.1 0.65 2.24 94.1 
Affinity + Ultrafiltration 22.3 20.3 1.1 3.79 86.4 

 
ตอนที ่4 ผลการศึกษาลกัษณะสมบัติเอนไซม์บริสุทธ์ิ 
 
4. การศึกษาค่าอุณหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์ -galactosidaseบริสุทธ์ิ  

 
การศึกษากิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase ท่ีอุณหภูมิต่างๆ คือ 40, 45, 50, 55, 60, 65,  

70, 75 และ 80 องศาเซลเซียสโดยใช ้oNPG ละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6.5 
เป็นสบัสเตรท กิจกรรมของเอนไซมจ์ะมีค่าสูงในช่วงอุณหภูมิ 50 – 60 องศาเซลเซียส ท่ีอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส กิจกรรมของเอนไซมจ์ะมีค่าสูงท่ีสุดเท่ากบั 2.17 U/ml เม่ืออุณหภูมิสูงกว่า   65 องศา
เซลเซียส กิจกรรมของเอนไซมล์ดลงอยา่งรวดเร็ว ดงัแสดงในภาพท่ี 24 ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะอุณหภูมิ
ท่ีเพิ่มข้ึนนั้นทาํให้โครงสร้างของโปรตีนถูกทาํลาย ดงันั้นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทาํงานของ
เอนไซม ์ -galactosidase จาก B1.2 เท่ากบั อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีค่าอุณหภูมิท่ีใกลเ้คียง
กบัเอนไซม ์ -galactosidase จาก Rhizomucor sp. มีอุณหภูมิเหมาะสมเท่ากบั 60 องศาเซลเซียส 
(Shaikh et al., 1999), Cryptococus laurentii OKN-4 มีอุณหภูมิเหมาะสมเท่ากบั 60 องศาเซลเซียส 
(Ohtsuka et al., 1990),  Streptococcus thermophilus   มีอุณหภูมิเหมาะสมเท่ากบั 55 องศาเซลเซียส 
(Lin et al., 1999) และ Fusarium moniliforme มีอุณหภูมิเหมาะสมเท่ากบั 50-60 องศาเซลเซียส 
(Macris and Markakis, 1981)  
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ภาพท่ี 24 ผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase จากจุลินทรียท์นอุณหภูมิสูง 
B1.2 
 
5. การศึกษาอุณหภูมิทีม่ีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ -galactosidase บริสุทธ์ิ 
  

การศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิ ทาํโดย
การบ่มเอนไซมท่ี์อุณหภูมิต่างๆคือ 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 และ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
12 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 40, 45, 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส เอนไซม ์ -galactosidase มีความเสถียร
ดี (ภาพท่ี 25) กิจกรรมของเอนไซมจ์ะค่อยๆ ลดลงอยา่งชา้ๆ และยงัมีกิจกรรมของเอนไซมม์ากกว่า
ร้อยละ 50 ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส กิจกรรมของเอนไซมเ์ร่ิมลดลงอยา่งรวดเร็วกิจกรรมของ
เอนไซมน์อ้ยกว่าร้อยละ 40  แต่สาํหรับอุณหภูมิ 70, 75 และ 80 องศาเซลเซียส นั้น กิจกรรมของ
เอนไซมล์ดลงอย่างรวดเร็วตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 1 ของการบ่มเอนไซม ์ผลการทดสอบพบว่าเอนไซมมี์
ความเสถียรในช่วง 40-60 องศาเซลเซียส ในการศึกษาเอนไซม ์ -galactosidase  จาก Thermus sp. 
4-1A  มีความเสถียรท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 วนั และท่ี  75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
ชัว่โมง (Cowan et al., 1984)  ในการศึกษาการแยกและคุณลกัษณะสมบติัของเอนไซม ์   -
galactosidase ทั้งสามชนิดจาก Bacillus circulans  พบว่า เอนไซม ์ -galactosidase ชนิดท่ี I และ
ชนิดท่ี III จะมีความไวต่ออุณหภูมิมาก โดยกิจกรรมของเอนไซม ์   -galactosidase จะลดลงท่ี
อุณหภูมิสูงกว่า 35 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีเอนไซม ์ -galactosidase ชนิดท่ี II จะเสถียรท่ีอุณหภูมิ
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ระหว่าง 25 ถึง 50องศาเซลเซียส (Vetere and Paoletti , 1998) การศึกษา   Cryptococus laurentii 
OKN-4 จะเสถียรท่ีอุณหภูมิตํ่ากวา่ 57.5๐C เป็นเวลา 10 นาที (Ohtsuka et al., 1990), Thermus sp. T2 
จะเสถียรท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมงและ 80องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
(Ladero et al., 2002), Rhizomucor sp. จะเสถียรท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส (Shaikh et al., 1999) 
นัน่คือเอนไซม ์ -galactosidase ท่ีไดจ้ากจุลินทรียต่์างๆ ชนิดกนัมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิแตกต่าง
กนัออกไป 

 

 
ภาพท่ี 25 อิทธิพลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิโดย   (       )    
40 ºC; (          ) 45 ºC; (          ) 50 ºC; (   X   ) 55 ºC; (        ) 60 ºC; (          ) 65 ºC; (         ) 70 ºC; 
(        ) 75 ºC; (       ) 80oC 
 
6. การศึกษาค่าพเีอชทีเ่หมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์ -galactosidase 
  

การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ -galactosidase ท่ีพีเอชต่างๆ คือ สารละลายซิเตรท
บฟัเฟอร์ พีเอช 3.0-6.0  สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 6.0-10 พบว่า  พีเอชท่ีต่างกนัมีผลต่อ
การทาํงานของเอนไซม ์ -galactosidase ดงัแสดงในภาพท่ี 26 โดยค่าพีเอชท่ีเหมาะสมจะอยูใ่นช่วง 
6.0-7.0 กิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase จาก B1.2 จะมีค่าสูงสุดท่ี พีเอช 6.5 โดยมีค่ากิจกรรม
ของเอนไซมเ์ท่ากบั 1.68 U/ml ดงันั้น พีเอช ท่ีเหมาะสมในการทาํงาน  คือ พีเอช 6.5 ซ่ึงมีความ
ใกลเ้คียงกบัเอนไซม ์   -galactosidase จาก Thermotoga maritime, Thermus sp. T2 และ Thermus 
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sp. A4 มีพีเอช ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 6.5 (Kim et al., 1994, Ladero et al., 2002, Ohtsu et al., 1998) 
Thermus thermophilus  มี พีเอช ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 6.6 (Maciu ska et al., 1998) และ Sulfolobus 
solfataricus  มี พีเอช ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 6 (Kim et al., 2006) อธิบายไดว้่าท่ี พีเอช สูงมากหรือตํ่า
มากมีผลทาํใหป้ระจุของเอนไซมห์รือสบัสเตรทเปล่ียนแปลงไปจนไม่เหมาะสมท่ีจะทาํปฏิกิริยากนั
ได ้หรืออาจทาํใหโ้ครงสร้างของเอนไซมเ์สียสภาพไดต้ลอดจนโครงสร้างสามมิติของบริเวณตวัเร่ง
เปล่ียนแปลงไปดว้ย เพราะพีเอชมีผลโดยตรงต่อโครงสร้างทุติยภูมิ ตติยภูมิและจตุรภูมิของโปรตีน
(สุนนัทา,  2547)  ซ่ึงเหล่าน้ีเป็นสาเหตุหลกัของการลดลงของกิจกรรมของเอนไซม ์ 

 

 
ภาพท่ี 26 ผลของค่าพีเอชท่ีมีต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase จากจุลินทรียท์นอุณหภูมิสูง 
B1.2 
 
7. การศึกษาค่าพเีอชทีม่ีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ -galactosidase บริสุทธ์ิ 
 

การศึกษาผลของพีเอชท่ีมีต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิ โดยการบ่ม
เอนไซมท่ี์พีเอชต่างๆคือ สารละลาย 50 mM Citrate buffer (pH 3-5), สารละลายโซเดียมฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ 50 mM (pH 6-7), สารละลาย 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8), สารละลาย 50 mM 
Glycine-NaOH buffer (pH 9-10) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง พบว่าท่ี พีเอช 3.0-4.0 กิจกรรมของเอนไซม์
ลดลงอยา่งรวดเร็วค่ากิจกรรมของเอนไซมน์อ้ยกว่าร้อยละ 10 ท่ีพีเอช 5.0 กิจกรรมของเอนไซม์
ลดลงเร็วในช่วงแรกค่ากิจกรรมของเอนไซมน์อ้ยกว่าร้อยละ 50 แต่ท่ีพีเอช 6-10 พบว่าเอนไซมมี์
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กิจกรรมมากกว่าร้อย 60 เม่ือผา่นไป 12 ชัว่โมง (ภาพท่ี 27) เม่ือเปรียบเทียบกบัการศึกษาคุณสมบติั
ของเอนไซม ์ -galactosidase จาก Bacillus circulans พบว่าเอนไซม ์ -galactosidase ทั้งสามชนิด
ของ Bacillus circulans มีความเสถียรต่อค่าพีเอชดงัน้ี คือ เอนไซม ์ -galactosidase ชนิดท่ี I จะ
เสถียรท่ีพีเอชระหว่าง 5.5 ถึง 9.5 สาํหรับเอนไซม ์ -galactosidase ชนิดท่ี II จะเสถียรท่ีพีเอชระ
หวา่ง 4.5 ถึง 9.0 ในขณะท่ี เอนไซม ์ -galactosidase ชนิดท่ี III  จะเสถียรท่ีพีเอชระหวา่ง 4.5 ถึง 8.5 
(Vetere and Paoletti, 1998)  การศึกษา Aspergillus oryzae พบว่าเอนไซมมี์ความคงตวัท่ีดีท่ีสุด
ในช่วงพีเอช 4.0-9.0 (Tanaka et al., 1991), การศึกษาเช้ือ Lactobacillus acidophilus พบว่าพีเอชที
เอนไซมเ์สถียรอยูใ่นช่วงพีเอช 5.8-8.0 (Gupta et al., 1994), การศึกษา Lactobacillus reuteri พบว่า
มีความเสถียรท่ีพีเอช 8 (Nguyen et al., 2006) โดยการท่ีช่วงพีเอชตํ่าๆ จะทาํใหเ้อนไซมมี์ความ
เสถียรตํ่ านั้ นเน่ืองมาจากเอนไซม์ทุกชนิดเป็นโปรตีนซ่ึงเป็นโมเลกุลท่ีมีประจุ ดังนั้ นการ
เปล่ียนแปลงพีเอช จึงมีผลต่อสถานะของไอออนท่ีเปล่ียนไปน้ี ส่งผลต่อคอนฟอร์เมชัน่ของเอนไซม ์
และโครงสร้างสามมิติของบริเวณเร่งดว้ย (สุนนัทา, 2547)   

 

 
ภาพท่ี 27 อิทธิพลของค่าพีเอชต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิโดย   (           )   
พีเอช 3.0; (    )  พีเอช 4.0; (         )  พีเอช5.0;  (    X    ) พีเอช 6.0; (          ) พีเอช 6.5; (       ) 
พีเอช 7.0; (    )  พีเอช 8.0; (           ) พีเอช 9.0;  ( ) พีเอช 10.0   
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8. การหาค่าจลศาสตร์ของเอนไซม์ 
 
 จากการศึกษาหาค่าพารามิเตอร์ทางจลศาสตร์ของเอนไซม ์โดยการหาปริมาณ  oNP ท่ี
เกิดข้ึนท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และพีเอช 6.5 โดยใช ้oNPG เป็นสับสเตรท จากการทดลอง
พบว่าอตัราเร็วสูงสุดของปฏิกิริยา (Vmax) เท่ากบั 4.93×10-3 mmolL-1min-1 และค่าคงท่ี Michaelis-
Menten (Km) เท่ากบั 13.32 มิลลิโมลาร์ ดงัภาพท่ี 28 และ 29 เม่ือเทียบจากการศึกษาเอนไซม ์ -
galactosidase จาก Lactobacillus reuteri  สายพนัธ์ุ  L461 พบว่าเอนไซมใ์หค้่า Km  เท่ากบั 0.98 mM 
และ Vm เท่ากบั 190×10-3 mmolL-1min-1 (Nguyen et al., 2006), Thermoacidophilic Alicyclobacillus 
acidocaldarius subsp. rittmannii ท่ีแยกไดจ้าก Antarctica พบว่ามีค่า Km เท่ากบั 8.9 mM (Gul-
Guven et al., 2007), การศึกษาเอนไซม ์ -galactosidase จาก Aspergillus oryzae มีค่า Km เท่ากบั 7.2 
X 10-4 M (Tanaka et al., 1991), Bacteroides polypragmatus มีค่า Km เท่ากบั 0.43 mM 
(Girishchandra B.P. et al., 1984), Aspergillus oryzae มีค่า Km เท่ากบั 12 mM และ Vm เท่ากบั 35 
µmol min−1mg−1 (Fraguas. et al., 1999)  ตามลาํดบั การดูประสิทธิภาพของเอนไซมน์ั้น ถา้ Vmax มี
ค่าสูงมากๆ และ Km มีค่าตํ่ามากๆ แสดงว่าเอนไซมน์ั้นจะสามารถเร่งปฏิกิริยาใหด้าํเนินไปโดยเร็ว
มาก (เจริญศรี, 2536) 

 
ภาพท่ี 28 Lineweaver Burk plot ของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิจากไอโซเลท B1.2 
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ภาพท่ี 29 Michaelis-Menten ของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิจากไอโซเลท B1.2  
 
9. การศึกษาผลของไอออนโลหะต่อกจิกรรมของเอนไซม์ 

 
การศึกษาผลของไอออนโลหะทั้งหมด 9 ชนิดต่อกิจกรรมของเอนไซม ์(ตารางท่ี 9) พบว่า 

ไอออน Na+และ K+ ท่ีความเขม้ขน้ 1, 10 และ 100 มิลลิโมลาร์ มีผลเพียงเลก็นอ้ยต่อกิจกรรมของ
เอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิ สาํหรับไอออน Zn2+และ Cu2+ มีผลเป็นตวัขดัขวางกิจกรรมของ
เอนไซม ์ แต่ Fe3+  นั้นจะส่งเสริมกิจกรรมของเอนไซมใ์หเ้พิ่มข้ึนท่ีความเขม้ขน้ 1 mM เท่านั้น ส่วน 
Mg2+, Mn2+, Co2+และ Ca2+  ท่ีความเขม้ขน้ 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ มีผลเป็นตวัส่งเสริมกิจกรรมของ
เอนไซม ์แต่ท่ีความเขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร์ มีผลยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์ ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
การศึกษาเอนไซม ์ -galactosidase จาก Thermotoga maritime (Kim et al., 1999) พบว่า Zn2+  เป็น
ตัวขัดขวางกิจกรรมของเอนไซม์ และ การศึกษาเอนไซม์ -galactosidase จาก Talaromyces 
thermophilus CBS 236.58  พบว่า ไอออน Zn2+และ Cu2+ ท่ีความเขม้ขน้ 1, 10 และ 100 มิลลิโมลาร์ 
มีผลเป็นตวัขดัขวางกิจกรรมของเอนไซม ์ แต่ Fe3+  นั้นจะส่งเสริมกิจกรรมของเอนไซมใ์หเ้พิ่มข้ึนท่ี
ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ เท่านั้น (Nakkharat and Haltrich, 2006) โดยผลการทดลองน้ีให้
แนวโนม้ไปในทางเดียวกบัการศึกษา เอนไซม ์ -galactosidase ท่ีต่างๆ กนัไปมกัจะมีพวก Mono 
และ Divalent เป็นตวัส่งเสริมกิจกรรมเอนไซม ์เก่ียวกบักลไกของการกระตุน้ของมนัทั้งน้ีจาก
การศึกษาล่าสุดพบว่าโครงสร้างของบริเวณเร่งปฏิกิริยาของ Na+ และ Mg2+ มีลกัษณะใกลเ้คียงกบั
บริเวณเร่งปฏิกิริยาของ lacZ ซ่ึงเป็นส่วนท่ีทาํใหเ้กิดความเสถียรของเอนไซม ์(Nguyen et al., 2006)  

y = 0.001ln(x) - 0.000
R² = 0.991oN

P (
mm

ol/m
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ตารางท่ี 9 ผลของไอออนท่ีมีต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิ 
 

ประเภทของโลหะ 
Relative galactosidase activity (%) 
1 mM  10 mM  100 mM  

None 100 100 100 

Na+ 98 93 93 

K+ 101 102 96 

Mg2+ 97 112 0 

Fe2+ 247 0 0 

Mn2+ 111 317 0 

Ca2+ 91 107 0 

Co2+ 103 196 0 

Zn2+ 90 58 0 

Cu2+ 61 67 0 
 

 
10. การศึกษาผลของชนิดนํา้ตาลต่อกจิกรรมของเอนไซม์ 
  
 การศึกษาผลของนํ้ าตาลท่ีมีต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิ (ตารางท่ี 
10) พบว่า นํ้ าตาลทุกประเภท นั้น จะเป็นตวัยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์ทั้งท่ีความเขม้ขน้ตํ่าและ
ความเขม้ขน้สูง สอดคลอ้งกบัการศึกษาเอนไซม ์ -galactosidase จาก Talaromyces thermophilus 
CBS 237  พบว่านํ้ าตาล Glucose และ Lactose  มีผลยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์(Nakkharat and 
Haltrich, 2006) การศึกษา Asperqillus terreus varieties MRU-26 และ Asperqillus terreus varieties 
MLU-3 พบวา่นํ้าตาล glucose มีผลยั้บย ั้งการทาํงานของเอนไซม ์(Zaidi N.,1986) การศึกษาเอนไซม ์

-galactosidase  ท่ีไดจ้าก Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. rittmannii  (Gul-Guven et al., 
2006) กพ็บวา่นํ้าตาล Lactose เป็นตวัส่งเสริมใหเ้อนไซมมี์กิจกรรมท่ีเพิ่มข้ึนแต่เม่ือเวลาผา่นไป การ
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ทาํงานของเอนไซมจ์ะทาํให ้Lactose จะกลายเป็น Glucose และ Galactose ซ่ึงเป็นตวัยบัย ั้งกิจกรรม
ของเอนไซมเ์ช่นเดียวกบัการทดลองคร้ังน้ี 
 
ตารางท่ี 10 ผลของนํ้าตาลท่ีมีต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิ 
 

ประเภทของนํา้ตาล Relative galactosidase activity  (%) 
1 mM 10 mM 100 mM 

oNPG 100 100 100 

Galactose 76 58 20 

Glucose 81 77 59 

Lactose 86 68 27 

Xylitol 90 83 74 

Xylose 91 84 76 
 
11. การศึกษาผลของรีเอเจนต์ต่อกจิกรรมของเอนไซม์ 
 

การศึกษาผลของรีเอเจนตท่ี์มีต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิ (ตารางท่ี 
11) พบว่า EDTA และ 2-Mercaptoethanol จะเป็นตวัยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์ทั้งท่ีความเขม้ขน้
ตํ่าและความเขม้ขน้สูง ส่วน DTT และ Urea มีผลยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมเ์พียงเลก็นอ้ยเอนไซม์
มีความเสถียรมากท่ีสุด ส่วน EDTA มีผลยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม์มากท่ีสุด สอดคลอ้งกบั
การศึกษาเอนไซม ์ -galactosidase จาก Lactobacillus reuteri พบว่า DTT ทาํให้เอนไซมเ์สถียร
ท่ีสุดส่วน EDTA มีผลยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมม์ากท่ีสุด (Nguyen et al., 2006)  กิจกรรมของ
เอนไซมล์ดลงน้ีอาจเป็นเพราะสารพิษนั้นทาํใหโ้ครงสร้างของโปรตีนถูกทาํลาย (สุนนัทา, 2547) 
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ตารางท่ี 11 ผลของรีเอเจนตท่ี์มีต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิ 
 

ประเภทของ 
รีเอเจนต์ 

Relative galactosidase activity (%) 
0.1 mM 1 mM 10 mM 

None 100 100 100 

DTT 95 96 99 

EDTA 95 95 16 

Urea 99 100 96 

2-Mercaptoethanol 96 89 83 
 
12. การหานํา้หนักโมเลกลุของเอนไซม์ 

 
การหานํ้ าหนกัโมเลกุลของเอนไซม ์ -galactosidase โดย Native PAGE และ SDS-PAGE 

พบว่า Native PAGE ใหค่้าอยูท่ี่แถบประมาณ 215 kDa และจาก SDS-PAGE ให้ค่าอยูท่ี่แถบ
ประมาณ 75 kDa  ภาพท่ี 30 และ 31 อาจเป็นไปไดว้่าเอนไซม ์ -galactosidase จากจุลินทรียส์าย
พนัธ์ุ B1.2 ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ย 3 หน่วย คือ 75 kDa 3 หน่วยประกอบกนัเป็นโครงสร้างของ
เอนไซม ์จากการศึกษานํ้ าหนกัโมเลกุลของ -galactosidase จาก Lactobacillus reuteri 2 สายพนัธ์ุ 
คือ L103 และ L461   พบว่าทั้ง 2 สายพนัธ์ุมีนํ้ าหนกัโมเลกุลท่ีหาโดย Native PAGE เท่ากบั 105 
kDa ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยเท่ากบั 35 kDa กบั 75 kDa ตามลาํดบั (Nguyen et al., 2006) การศึกษา 
Rhizomucor sp. มีนํ้ าหนกัโมเลกุล 250 kDa (Shaikh et al., 1999), Thermus sp. T2 มีนํ้ าหนกั
โมเลกุล 550 kDa (Ladero et al., 2002), Thermus sp. A4 มีนํ้ าหนกัโมเลกุล 75 kDa  (Ohtsu et al., 
1998) แสดงใหเ้ห็นวา่เอนไซมแ์ต่ละชนิดมีโครงสร้างและนํ้ าหนกัโมเลกุลท่ีแตกต่างกนัออกไปเป็น
ลกัษณะเฉพาะของเอนไซม ์
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12.1 Native Polyacryamide Gel Electrophoresis (Native PAGE) 
 

 
         A 

 
ภาพท่ี 30 Native PAGE ของเอนไซม ์ -galactosidaseบริสุทธ์ิ  ท่ีไดจ้ากไอโซเลท B1.2 โดยแถวท่ี 
1 เป็นโปรตีนบอกขนาด (Maker) แถวท่ี 2 และ 5 เป็นเอนไซม ์ -galactosidase แบบหยาบ แถวท่ี 3 
และ 6 เอนไซม ์ -galactosidase ท่ีผา่น DEAE sepharose chromatography และ แถวท่ี 4 และ 7 เป็น
เอนไซม ์      -galactosidase ท่ีผา่นAffinity column แถวท่ี 1-4 เป็นการยอ้มเจลโดยใชส้ารละลาย
ยอ้มโปรตีน Coomassie Brilliant blue R-250 แถวท่ี 5-7 เป็นการยอ้มสารเรืองแสง 4-
Methylumbelliferyl  -D-galactoside 
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12.2 Sodium Dodecyl sulfate - Polyacryamide Gel Electrophoresis  (SDS PAGE)      
         

 
B 

ภาพท่ี 31 SDS PAGE ของเอนไซม ์ -galactosidase บริสุทธ์ิ  ท่ีไดจ้ากไอโซเลท B1.2 โดยแถวท่ี 1 
เป็นโปรตีนบอกขนาด(Maker) แถวท่ี 2 และ 5  เป็นเอนไซม ์ -galactosidase แบบหยาบแถวท่ี 3 
และ 6 เอนไซม ์ -galactosidaseท่ีผา่น DEAE sepharose chromatography และแถวท่ี 4 และ 7 เป็น
เอนไซม ์ -galactosidaseท่ีผา่น Affinity column แถวท่ี1-4 เป็นการยอ้มเจลโดยใชส้ารละลายยอ้ม
โปรตีน Coomassie Brilliant blueR-250  แถวท่ี 5-7 เป็นการยอ้มสารเรืองแสง 4-
Methylumbelliferyl  -D-galactoside 
  

12.3 เจล โครมาโทกราฟี (Gel  chromatography)  
 

เม่ือนาํสารละลายเอนไซม ์B1.2 ท่ีผา่นการทาํบริสุทธ์ิมาหานํ้ าหนกัโมเลกุลของเอนไซม์
ดว้ยเคร่ือง Fast Protein Liquid Chromatography (AKTA TM FPLC with Frac-950; Amersham 
Pharmacia, Sweden) โดยผา่น Gel filtration ท่ีคอลมัน์บรรจุ Biogel P-100 เปรียบเทียบกบัสาร
มาตรฐานคือ Lysozyme; MW 14600, Trypsin; MW 23800, Protenase K; MW 28900, Lipase; 
MW 45000 และ Amyloglucosidase; MW 97000 ไดผ้ลดงัภาพท่ี 32 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



63

 

 
 
ภาพท่ี 32 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งค่า Log ของนํ้ าหนกัโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานทั้ง  5 
ชนิดกบัเวลาของโปรตีนมาตรฐานถูกชะออกมา 

  
จากผลการทดลองเม่ือนาํสารละลายเอนไซมบ์ริสุทธ์ิผ่านคอลมัน์บรรจุ Biogel P-100 

โปรตีนท่ีแยกไดมี้กิจกรรมของเอนไซม ์ในช่วง Fraction ท่ี 7-8 นํ้าหนกัโมเลกลุของโปรตีนตวัอยา่ง 
B1.2 ท่ีไดมี้ขนาดใหญ่เน่ืองจากโปรตีนถูกชะออกมาจากคอลมัน์ในช่วงเวลาแรกเม่ือเปรียบเทียบกบั
กราฟมาตราฐาน  
 การหานํ้าหนกัโมเลกลุของเอนไซมท่ี์แยกไดโ้ดยวิธี Gel filtration ดว้ยคอลมัภบ์รรจุ Biogel 
P-100 เม่ือนาํผลการทดลองมาเทียบกบักราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่า Log ของนํ้ าหนัก
โมเลกลุของโปรตีนมาตรฐานทั้ง 5 ชนิด กบัเวลาท่ีโปรตีนมาตรฐานถูกชะออกมา พบว่าสารละลาย
เอนไซมมี์นํ้ าหนกัโมเลกุล 215 KDa ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการหานํ้ าหนกัโมเลกุลของเอนไซมโ์ดยวิธี 
native PAGE ใหค่้าอยูท่ี่แถบประมาณ 215 kDa เม่ือเปรียบเทียบกบัการศึกษา Lactobacillus reuteri  
2 สายพนัธ์ุคือ L103 และ L461 พบว่ามีนํ้ าหนกัโมเลกุลของเอนไซม ์ -galactosidase คือ 105 KDa  
(Nguyen et.al., 2006) การศึกษา Kluyveromyces lactis ซ่ึงให้ค่านํ้ าหนกัโมเลกุลคือ 200 kDa 
(Cavaille and Combes, 1995) ซ่ึงใหผ้ลการวิจยัท่ีใกลเ้คียงกนักบัการวิจยัของ Hussein L. และคณะ 
ในปี 1988 คือ 230 kDa และยงัมีงานวิจยัอ่ืนๆอีกท่ีเก่ียวขอ้ง เช่น การหานํ้ าหนกัโมเลกุลของ
เอนไซม ์ -galactosidase ของ Bacillus megaterium, strain KM (Pollard H.B. and Steers E.Jr., 
1973) มีค่านํ้ าหนกัโมเลกลุคือ 230 kDa แสดงใหเ้ห็นวา่เอนไซมแ์ต่ละชนิดมีโครงสร้างและนํ้ าหนกั
โมเลกลุท่ีแตกต่างกนัออกไปเป็นลกัษณะเฉพาะของเอนไซม ์
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บทที ่5 
 

สรุปผลการศึกษา 
 
เอนไซม ์ -galactosidase ทนอุณหภูมิสูงมีประโยชน์ต่อกระบวนการอุตสาหกรรมการผลิต

อาหารและนมเน่ืองจากสามารถทาํงานและเสถียรท่ีอุณหภูมิสูงอีกทั้งยงัทนต่อสารเคมีหรือตวัทาํ
ละลายไดอี้กดว้ย (Sundaram, 1988) ซ่ึงในกระบวนการท่ีอุณหภูมิสูงจะมีขอ้ดีคือ เพิ่มค่าการละลาย
ของสับสเตรตทาํให้เพิ่มผลไดข้องผลิตภณัฑ ์ลดการยบัย ั้งปฏิกิริยาเน่ืองจากผลิตภณัฑแ์ละ ลดการ
ปนเป้ือนจากจุลินทรียอ่ื์น (Kristjansson, 1989 ; Zeikus et al., 1998) เอนไซม ์ -galactosidase ซ่ึง
ผลิตภายในเซลลจุ์ลินทรียท์นอุณหภูมิสูงสายพนัธ์ุ B1.2 ท่ีคดัแยกไดจ้ากจากการแยกเช้ือจุลินทรีย์
จากโป่งนํ้าร้อนท่าปาย จงัหวดัแม่ฮ่องสอน ประเทศไทย วิษณุ ถูกนาํมาใชใ้นการศึกษา การ
ระบุชนิดสายพนัธ์ุเช้ือประกอบดว้ย การยอ้มสีแกรม การยอ้มสีเอนโดสปอร์พบว่าจุลินทรีย ์B1.2 
เป็นแบคทีเรียแกรมบวกมีการสร้างเอนโดสปอร์ และการระบุสายพนัธ์ุจุลินทรียโ์ดยวิธี 16s rDNA 
มีความใกลเคียงกบั Anoxybacillus kestanbolinensis และ Anoxybacillus flavithermus มากท่ีสุด การ
ทาํบริสุทธ์ิเอนไซม ์ -galactosidase  จากเช้ือ B1.2 ดว้ยวิธี DEAE chromatography  และ Affinity 
chromatography จะทาํให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เพิ่มข้ึนและปริมาณโปรตีนลดลงเม่ือเทียบกบั 
Crude extract ค่า Specific activity มีค่าเพิ่มข้ึน ค่า Purification (fold) มีค่าเพิ่มข้ึนเป็น 2.24 และ 
3.79 ตามลาํดบั ค่า % Recovery  มีค่า 94.1% และ 86.4 % ตามลาํดบั เอนไซม ์ -galactosidase 
หลงัจากผ่านการทาํบริสุทธ์ิ มีค่า Specific activity มากกว่าก่อนการทาํคุณสมบติัของเอนไซม์
บริสุทธ์ิ เท่ากบั 1.1 U/mg protein มีความบริสุทธ์ิประมาณ 3.79 เท่า และ Recovery 86.4%.  
นํ้ าหนกัโมเลกุลของเอนไซมห์าโดยวิธี Native-PAGE และ SDS-PAGE คือ 215 และ 75 kDa 
ตามลาํดบั สอดคลอ้งกบัวิธี Gel  chromatography คือ 215 kDa  เอนไซมบ์ริสุทธ์ิทาํงานไดดี้ท่ีพีเอช 
6.5 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เสถียรท่ีอุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส และท่ีพีเอช 6.0-10.0 ค่าทาง
จลพลศาสตร์คือ Km = 13.32 mM และ Vmax = 4.93 ×10-3 mmolL-1min-1 ตามสาํดบั เอนไซม ์ -
galactosidase  ซ่ึงผลิตภายในเซลลจุ์ลินทรียถู์กยบัย ั้งโดยไอออนของ Zn2+, Cu2+  สาร EDTA และ
การผลิต Glucose และ Galactose  โดยเอนไซมมี์ความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน % Recovery  ลดลงไม่มาก
สามารถทนอุณหภูมิไดสู้งและทาํงานไดใ้นช่วง pH ท่ีเหมาะสมสามารถนาํไปใชใ้นกระบวนการ
อุตสาหกรรมการผลิตอาหารและนมได้
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์และการเตรียมสารเคมี 
 
1.อาหารเลีย้งเช้ือ 
 

1.1 Lactose broth 
 
Lactose (Difco, U.S.A.)    5 กรัม 
Peptone (Scharlau, Spain)   5 กรัม 
Beef extract (Pronadisa, Spain)   3 กรัม 
ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร จากนั้นนาํไปทาํใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึง

ความดนัไอ (Tomy 35-325; Tomy Kogyo, Japan) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
ปอนดต่์อตางน้ิว นาน 15 นาที 
 

1.2 Lactose agar 
 
Lactose (Difco, U.S.A.)    5 กรัม 
Peptone (Scharlau, Spain )   5 กรัม 
Beef extract (Pronadisa, Spain)   3 กรัม 
Agar (Scharlau, Spain)    15 กรัม 
ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร จากนั้นนาํไปทาํใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึง

ความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตางน้ิว นาน 15 นาที 
 

1.3 Lactose – mineral salt medium  
 
Lactose (Difco, U.S.A.)    10 กรัม 
Peptone (Scharlau, Spain)   10 กรัม 

  Yeast extract (Scharlau, Spain)   10 กรัม 
  (NH4)2SO4 (Fluka, Buchs Switzerland)  5 กรัม 
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  K2HPO4 (Riedel-de Haën, Germany)  3 กรัม 
KH2PO4 (Riedel-de Haën, Germany)  1 กรัม 
MgSO4 . 7H2O (Fluka, Buchs Switzerland)  0.5 กรัม 
ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร วดั pH ดว้ยเคร่ืองวดั pH (Schott GG 840) 

ปรับpH ใหไ้ด ้7.0 ดว้ย NaOH (LAB-SCAN) จากนั้นนาํไปทาํใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตางน้ิว นาน 15 นาที 
 
2. สารละลาย 
 

2.1 สารละลายสําหรับการหากจิกรรมของเอนไซม์ 
 

2.1.1 สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 0.4 โมลาร์ 
 
ชัง่ Na2CO3 (Riedel-de Haën, Germany) (MW 105.99) 42.396 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ 1 

ลิตร เกบ็ในท่ีเยน็ 
 

2.1.2 สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 50 มิลลโิมลาร์ pH 6.5  (Buffer A) 
 
ชัง่ NaH2PO4

. 2H2O (Riedel-de Haën, Germany) (MW 156.03) 7.8015 กรัม และชัง่ 
Na2HPO4

. 2H2O (Riedel-de Haën, Germany) (MW 178.05) 8.9025 กรัม  ละลายทั้ง 2 สารในนํ้ า
กลัน่ 1 ลิตร ปรับ pH ใหไ้ด ้pH ตามท่ีตอ้งการดว้ย NaOH เกบ็ในท่ีเยน็ 
 

2.1.3 สารละลาย 2-Nitrophenyl- -D-Galactopyranoside (oNPG) 22 มิลลโิมลาร์ 
 
ชัง่ oNPG (SIGMA, U.S.A.) (MW 301.25) 0.0998 กรัม ละลายใน 50 mM Sodium 

phosphate buffer   pH 6.5 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เกบ็ในท่ีเยน็ 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



74

 

2.2 สารละลายสําหรับหาปริมาณโปรตีน 
 

เตรียมสารละลาย Bradford dye reagent โดยละลาย Coomassie-Brilliant blue G-250 
(Fluka, Buchs Switzerland) จาํนวน 100 มิลลิกรัม ใน 50 มิลลิลิตร ของ 95% เอทานอล (Lab Scan, 
Ireland) เติม 100 มิลลิลิตร ของ 85% phosphoric acid (Lab Scan, Ireland) ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 
ลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่เกบ็ไวใ้นขวดสีชาสารละลายท่ีไดมี้ความเสถียรท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 สปัดาห์ 
 

2.3 สารละลายสําหรับการทาํบริสุทธ์ิ 
 

2.3.1 สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 50 มิลลโิมลาร์ pH 6.5  (Buffer A) 
 
ชัง่ NaH2PO4

. 2H2O (Riedel-de Haën, Germany) (MW 156.03) 7.8015 กรัม  และชัง่ 
Na2HPO4

. 2H2O (Riedel-de Haën, Germany) (MW 178.05) 8.9025 กรัม  ละลายทั้ง 2 สารในนํ้ า
กลัน่ 1 ลิตร ปรับ pH ใหไ้ด ้pH ตามท่ีตอ้งการดว้ย NaOH เกบ็ไวใ้นท่ีเยน็ 

 
2.3.2 สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 50 มิลลโิมลาร์ pH 6 + สารละลายโซเดียม

คลอไรด์ 1 โมลาร์ (Buffer B) 
 
ชัง่ NaH2PO4

. 2H2O (Riedel-de Haën, Germany) (MW 156.03) 7.8015 กรัม  ชัง่ Na2HPO4
. 

2H2O (Riedel-de Haën, Germany) (MW 178.05) 8.9025 กรัม และชัง่ NaCl (Fluka, Buchs 
Switzerland) (MW 58.44) 58.44 กรัม ละลายทั้ง 3 สารในนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร ปรับ pH ใหไ้ด ้pH ตามท่ี
ตอ้งการดว้ย NaOH เกบ็ในท่ีเยน็ 
 

2.4 สารละลายสําหรับการศึกษาคุณลกัษณะสมบัต ิ
 

2.4.1 สารละลายสําหรับ pH ทีเ่หมาะสมและความเสถียรทีม่ีต่อเอนไซม์ 
 
2.4.1.1 สารละลาย 50 mM Citrate buffer (pH 3-5) 
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ชัง่ Citric acid (Fluka, Buchs Switzerland) (MW 192.13) 9.6065 กรัม   ละลายในนํ้ากลัน่ 1 
ลิตร และชัง่   Tri-sodium citrate (Fluka, Buchs Switzerland) (MW 294.10) 14.705 กรัม  ละลายใน
นํ้ ากลัน่ 1 ลิตร วดั pH ของสารละลาย Sodium citrate ใชส้ารละลาย Citric acid ปรับกรดใหไ้ด ้pH 
ท่ีตอ้งการ เกบ็ในท่ีเยน็ 

 
2.4.1.2 สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 50 มิลลโิมลาร์ (pH 6-7) 

 
ชัง่ NaH2PO4

. 2H2O (Riedel-de Haën, Germany) (MW 156.03) 7.8015 กรัม  และชัง่ 
Na2HPO4

. 2H2O (Riedel-de Haën, Germany) (MW 178.05) 8.9025 กรัม  ละลายทั้ง 2 สารในนํ้ า
กลัน่ 1 ลิตร ปรับ pH ใหไ้ด ้pH ตามท่ีตอ้งการดว้ย NaOH เกบ็ในท่ีเยน็ 

 
2.4.1.3 สารละลาย 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8) 

 
ชัง่ Tris (Riedel-de Haën, Germany) (MW 121.14) 6.057 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร 

ปรับ pH ใหไ้ด ้pH 8 ดว้ย HCl (Lab Scan, Thailand) 
 
2.4.1.4 สารละลาย 50 mM Glycine-NaOH buffer (pH 9-10) 

 
ชัง่ Glycine  (Difco, USA.) (MW 75.07) 3.7535 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร ปรับ pH ให้

ได ้pH ท่ีตอ้งการดว้ย NaOH (Lab Scan, Thailand) 
 

2.4.2 สารละลายสําหรับไอออนทีม่ีผลต่อกจิกรรมของเอนไซม์ 
 
2.4.2.1 สารละลายไอออน Na+ ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่  NaCl (Fluka, Buchs Switzerland; MW 58.44) มา 1.40 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายไอออน NaCl ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG 
ปริมาตร 450 ไมโครลิตร              
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2.4.2.2 สารละลายไอออน K+ ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 
 
ชัง่ KCl (Fluka, Buchs Switzerland; MW  74.6) มา 1.79 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 มิลลิลิตร 

นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ากลัน่ต่อไปใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ หลงัจากนั้น
นาํสารละลายไอออน KCl ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG ปริมาตร 450 
ไมโครลิตร  

 
2.4.2.3 สารละลายไอออน Mg2+ ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่ MgCl2.6H2O (Fluka, Buchs Switzerland; MW 203.3) มา 4.88 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายไอออน MgCl2.6H2O  ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย 
oNPG ปริมาตร 450 ไมโครลิตร   

 
2.4.2.4 สารละลายไอออน Fe2+ ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่ FeSO4.7H2O (Fluka, Buchs Switzerland; MW 277.9) มา 6.67 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร  นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายไอออน FeSO4.7H2O  ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย 
oNPG ปริมาตร 450 ไมโครลิตร   

 
2.4.2.5 สารละลายไอออน Mn2+ ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่ MnCl2.4H2O (Fluka, Buchs Switzerland; MW 197.9) มา 4.75 ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์
หลงัจากนั้นนาํสารละลายไอออน MnCl2.4H2O  ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย 
oNPG ปริมาตร 450 ไมโครลิตร   
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2.4.2.6 สารละลายไอออน Ca2+ ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 
 
ชัง่ CaCl2.2H2O (AnalaR@,England; MW 147.1) มา 3.53 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 มิลลิลิตร 

นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ากลัน่ต่อไปใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ หลงัจากนั้น
นาํสารละลายไอออน CaCl2.2H2O ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG ปริมาตร 
450 ไมโครลิตร              

2.4.2.7 สารละลายไอออน Co2+ ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 
 
ชัง่ CoCl2.6H2O (Fluka, Buchs Switzerland; MW 237.9) มา 5.71 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายไอออน CoCl2.6H2O ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย 
oNPG ปริมาตร 450 ไมโครลิตร  

 
2.4.2.8 สารละลายไอออน Zn2+ ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่ ZnSO47H2O (Fluka, Buchs Switzerland; MW 287.54) มา 6.90 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายไอออน ZnSO47H2O ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย 
oNPG ปริมาตร 450 ไมโครลิตร  

 
2.4.2.9 สารละลายไอออน Cu2+ ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่ CuCl2.2H2O (Fluka, Buchs Switzerland; MW 170.5) มา 4.10 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายไอออน CuCl2.2H2O ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย 
oNPG ปริมาตร 450 ไมโครลิตร  
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2.4.3 สารละลายนํา้ตาลทีม่ีผลต่อกจิกรรมของเอนไซม์ 
 
2.4.3.1 สารละลายนํา้ตาล Galactose ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่  Galactose (Fluka, Buchs Switzerland; MW 180.16) มา 4.33 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายนํ้ าตาล Galactose ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG 
ปริมาตร 450 ไมโครลิตร              

 
2.4.3.2 สารละลายนํา้ตาล Glucose ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่ Glucose  (Fluka,Buchs Switzerland; MW 180.16) มา 4.33 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายนํ้ าตาล Glucose  ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG 
ปริมาตร 450 ไมโครลิตร  

 
2.4.3.3 สารละลายนํา้ตาล Lactose ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่ Lactose (Fluka, Buchs Switzerland; MW 360.32) มา 8.65 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายนํ้ าตาล Lactose ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG 
ปริมาตร 450 ไมโครลิตร   

 
2.4.3.4 สารละลายนํา้ตาล Xylitol  ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่ Xylitol (Fluka, Buchs Switzerland; MW 152.15) มา 3.65 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร  นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายนํ้ าตาล Xylitol  ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG 
ปริมาตร 450 ไมโครลิตร  
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2.4.3.5 สารละลายนํา้ตาล Xylose ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 
 
ชัง่ Xylose (Fluka, Buchs Switzerland; MW 150.13) มา 3.61กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 

มิลลิลิตร  นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 16 และ 160 มิลลิโมลาร์ 
หลงัจากนั้นนาํสารละลายนํ้ าตาล Xylose ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG 
ปริมาตร 450 ไมโครลิตร   
 

2.4.4 สารละรีเอเจนต์ทีม่ีผลต่อกจิกรรมของเอนไซม์ 
 

2.4.4.1 สารละลาย DTT ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 
 
ชัง่  DTT (MW 180.16) มา 4.33 กรัม ละลายนํ้ากลัน่ 15 มิลลิลิตร นาํมาเจือจางแบบอนุกรม

ดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 160 16 และ 1.6 มิลลิโมลาร์ หลงัจากนั้นนาํสารละลาย DTT 
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG ปริมาตร 450 ไมโครลิตร              

 
2.4.4.2 สารละลาย EDTA  ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่   EDTA  ( C10H16N2O8; MW  292.25) มา 7.01 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 มิลลิลิตร นาํมา

เจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 160 16 และ 1.6 มิลลิโมลาร์ หลงัจากนั้น
นาํสารละลาย EDTA ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG ปริมาตร 450 
ไมโครลิตร  

 
2.4.4.3 สารละลาย Urea ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 

 
ชัง่ Urea (MW 60) มา 1.44 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 มิลลิลิตร นาํมาเจือจางแบบอนุกรมดว้ย

นํ้ ากลัน่ต่อไปให้ไดค้วามเขม้ขน้ 160 16 และ 1.6 มิลลิโมลาร์ หลงัจากนั้นนาํสารละลายนํ้ าตาล 
Lactose ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG ปริมาตร 450 ไมโครลิตร   
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2.4.4.4 สารละลาย 2-mercaptoethanol ความเข้มข้น 1600 มิลลโิมลาร์ 
 
ชัง่ 2-mercaptoethanol (C2H6O3; MW 78) มา 1.87 กรัม ละลายนํ้ ากลัน่ 15 มิลลิลิตร นาํมา

เจือจางแบบอนุกรมดว้ยนํ้ ากลัน่ต่อไปใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 160 16 และ 1.6 มิลลิโมลาร์ หลงัจากนั้น
นาํสารละลาย 2-mercaptoethanol ปริมาตร 30 ไมโครลิตร มาผสมกบัสารละลาย oNPG ปริมาตร 
450 ไมโครลิตร  
 

2.5 สารเคมีสําหรับหานํา้หนักโมเลกลุของเอนไซม์ 
 

2.5.1 สารละลายสําหรับ SDS-PAGE 
 
2.5.1.1 สารละลาย 10 % SDS (Sodium dodecyl sulfate)  

 
ชัง่ SDS (Bio Basic Inc; MW 288.38) 10 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และ

ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่ใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
 
2.5.1.2 สารละลาย 0.5 M Tris-HCl pH 6.8  

 
ชัง่ Tris-base (Riedel-de Haën, Germany; MW 121.14) 6.06 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่และ

ปรับ pH ดว้ย HCl หลงัจากนั้นปรับปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลตร ดว้ยนํ้ากลัน่  
 
2.5.1.3 สารละลาย 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 

 
ชัง่ Tris-base 18.17 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ และปรับ pH ดว้ย HCl หลงัจากนั้นปรับ

ปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลตร ดว้ยนํ้ากลัน่  
 
2.5.1.4 สารละลาย 30% (w/v) Bis-Acrylamide  

 
เตรียม Acrylamide (Fluka, Buchs Switzerland; MW 71.08) 29.7% และ N,N’-methyene-

bisacrylamide (Fluka, Buchs Switzerland; MW 71.08) 0.3% ผสมใหเ้ขา้กนั 
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2.5.1.5 สารละลาย 10% (w/v) Amonium Persulphate 
 
ชัง่ Amonium Persulphate (Bio Basic Inc; MW 288.20) 0.1 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 
2.5.1.6 สารละลายสําหรับล้างสีย้อม Destain I (Destaining solution) 

   
Methanol (Fluka, Buchs Switzerland; MW 32.04)      160   มิลลิลิตร 
Acetic acid (AMRESCO, USA; MW 192.13)           40              มิลลิลิตร 
นํ้ากลัน่           200                มิลลิลิตร  

 
2.5.1.7 สารละลายสําหรับล้างสีย้อม Destain II (Destaining solution) 

 
Methanol (Fluka, Buchs Switzerland; MW 32.04)         20  มิลลิลิตร 
Acetic acid (AMRESCO, USA; MW 192.13)         28  มิลลิลิตร 
นํ้ากลัน่          352  มิลลิลิตร  

 
2.5.1.8 สารละลายสําหรับสีย้อมโปรตีน สําหรับ SDS-PAGE (Stain Solution) 

 
เตรียมท่ีความเขม้ขน้ คือ 0.1 % Coomassie brilliant blue R250 in methanol,10% acetic 

acid  
Coomassie brilliant blue R-250 (GibcoBRL, USA, MW 825.98)    0.5       กรัม  
Methanol (Fluka, Buchs Switzerland, MW 32.04)          200       มิลลิลิตร 
Acetic acid (Amresco, USA, MW 192.13)                                   50       กรัม 
นํ้ากลัน่                                   500      มิลลิลิตร 

 
2.5.1.9 สีสังเคราะห์สําหรับผสมโปรตีน (4xgel loading dye) สําหรับ SDS-PAGE 

 
นาํ 4 mM EDTA (Fluka, Buchs Switzerland; MW 292.25), 40% glycerol (Riedel-de 

Haën, Germany; MW 92.09), 100 mM DTT (Fluka, Buchs Switzerland; MW 154.25), 4% SDS, 
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1.45 mM bromophenol blue (Fluka, Buchs Switzerland; MW 699.99) และ 200 mM Tris-HCl 
(Riedel-de Haën, Germany; MW 121.14) pH 7.5 นาํมาผสมใหเ้ขา้กนั  

 
2.5.1.10 สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-glycine  

 
เตรียม 25 mM Tris-HCl (Riedel-de Haën, Germany; MW 121.14) pH 8.3, 0.1% SDS และ 

192 mM Glycine (GibcoBRL,USA; MW 75.05) ผสมใหเ้ขา้กนั  
 
2.5.1.11 4-methylumbelliferyl -D-galactosidase  

 
นาํ 0.5 M Acetate buffer pH 10 ผสมกบั 3.5 mg/ml 4-Methylumbeliferyl -D-

galactosidase (Fluka, Buchs Switzerland; MW 338.32) ใหเ้ขา้กนั 
 
2.5.1.12 Polyacrylamide Gel 12% (Separating gel) 

 
นํ้ากลัน่       6.4  มิลลิลิตร 
30% (w/v) Bis-Acrylamide       8  มิลลิลิตร 
1.5 M Tris-HCl pH 8.8     5.2  มิลลิลิตร 
10% SDS      0.2  มิลลิลิตร 
10% APS      0.2  มิลลิลิตร 
TEMED (Fluka, Buchs Switzerland;  MW 166.21)           0.012  มิลลิลิตร 

 
2.5.1.13 Polyacrylamide Gel 5% (Stacking gel) 

 
นํ้ากลัน่       4.4  มิลลิลิตร 
30% (w/v) Bis-Acrylamide    1  มิลลิลิตร 
0.5 M Tris-HCl pH 6.8     0.760  มิลลิลิตร 
10% SDS                  0.06  มิลลิลิตร 
10% APS                 0.06  มิลลิลิตร 
TEMED                 0.012  มิลลิลิตร 
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2.5.2 สารละลายสําหรับ Native-PAGE 
 
2.5.2.2 สารละลาย 0.5 M Tris-HCl pH 6.8  

 
ชัง่ Tris-base (Riedel-de Haën, Germany; MW 121.14) 6.06 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่และ

ปรับ pH ดว้ย HCl หลงัจากนั้นปรับปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลตร ดว้ยนํ้ากลัน่  
 
2.5.2.3 สารละลาย 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 

 
ชัง่ Tris-base 18.17 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ และปรับ pH ดว้ย HCl หลงัจากนั้นปรับ

ปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลตร ดว้ยนํ้ากลัน่  
 
2.5.2.4 สารละลาย 30% (w/v) Bis-Acrylamide  

 
เตรียม Acrylamide (Fluka, Buchs Switzerland; MW 71.08) 29.7% และ N,N’-methyene-

bisacrylamide (Fluka, Buchs Switzerland; MW 71.08) 0.3% ผสมใหเ้ขา้กนั 
 
2.5.2.5 สารละลาย 10% (w/v) Amonium Persulphate 

 
ชัง่ Amonium Persulphate (Bio Basic Inc; MW 288.20) 0.1 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 
2.5.2.6 สารละลายสําหรับล้างสีย้อม  

 
 Methanol (Fluka, Buchs Switzerland; MW 32.04)   160   มิลลิลิตร 
Acetic acid (AMRESCO, USA; MW 192.13)     40              มิลลิลิตร 
นํ้ากลัน่        200                  มิลลิลิตร  

 
2.5.2.7 สารละลายสําหรับล้างสีย้อม Destain II (Destaining solution) 
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Methanol (Fluka, Buchs Switzerland; MW 32.04)    20  มิลลิลิตร 
Acetic acid (AMRESCO, USA; MW 192.13)   28  มิลลิลิตร 
 นํ้ากลัน่       352  มิลลิลิตร 

 
2.5.2.8 สีสังเคราะห์สําหรับผสมโปรตีน (4xgel loading dye) สําหรับ Native-

PAGE  
 
นาํ 4 mM EDTA (Fluka, Buchs Switzerland; MW 292.25) , 40% glycerol (Riedel-de 

Haën, Germany; MW 92.09) , 1.45 mM bromophenol blue (Fluka, Buchs Switzerland; MW 
699.99) และ 200 mM Tris-HCl (Riedel-de Haën, Germany; MW 121.14) pH 7.5 นาํมาผสมใหเ้ขา้
กนั 

 
2.5.2.9 สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-glycine  

 
เตรียม 25 mM Tris-HCl (Riedel-de Haën, Germany; MW 121.14) pH 8.3, และ 192 mM 

Glycine (GibcoBRL,USA; MW 75.05) ผสมใหเ้ขา้กนั  
 
2.5.2.10 4-methylumbelliferyl -D-galactosidase  

 
นาํ 0.5 M Acetate buffer pH 10 ผสมกบั 3.5 mg/ml 4-Methylumbeliferyl -D-

galactosidase (Fluka, Buchs Switzerland; MW 338.32) ใหเ้ขา้กนั 
 
2.5.2.11 Sepharose gel 12% (Separating gel) 

 
นํ้ากลัน่       6.4  มิลลิลิตร 
30% (w/v) Bis-Acrylamide    8  มิลลิลิตร 
1.5 M Tris-HCl pH 8.8     5.2  มิลลิลิตร 
10% APS      0.2  มิลลิลิตร 
TEMED (Fluka, Buchs Switzerland;  MW 166.21)            0.012  มิลลิลิตร 
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2.5.2.12 Sepharose gel 5% (Stacking gel) 
 
นํ้ากลัน่        4.4  มิลลิลิตร 
30% (w/v) Bis-Acrylamide     1  มิลลิลิตร 
0.5 M Tris-HCl pH 6.8                          0.760  มิลลิลิตร 
10% APS                   0.06  มิลลิลิตร 
TEMED                    0.012  มิลลิลิตร 

 
2.5.3 สารละลายสําหรับ Gel filtration 

 
2.5.3.1 Lysozyme (Hen egg white, Fluka, Switzerland; MW 14600)    

 
ผสมเอนไซมใ์น Buffer (50 mM NaPP + 100 mM NaCl, pH 6.5) ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 

10 มิลลิกรัม /มิลลิลิตร 
 
2.5.3.2 Trypsin (Albumin from hen egg white, Sigma, USA; MW 23800)    

 
ผสมเอนไซมใ์น Buffer (50 mM NaPP + 100 mM NaCl, pH 6.5) ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 

10 มิลลิกรัม /มิลลิลิตร 
 

2.5.3.3 Protenase K (Albumin from bovince serum, USB, UK; 28900)    
 
ผสมเอนไซมใ์น Buffer (50 mM NaPP + 100 mM NaCl, pH 6.5) ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 

10 มิลลิกรัม /มิลลิลิตร 
 
2.5.3.4  Lipase (Aspergillus niger, Fluka, Switzerland; MW 45000)    

 
ผสมเอนไซมใ์น Buffer (50 mM NaPP + 100 mM NaCl, pH 6.5) ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 

10 มิลลิกรัม /มิลลิลิตร 
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2.5.3.5 Amyloglucosidase (Sigma, USA; MW 97000)   
 
ผสมเอนไซมใ์น Buffer (50 mM NaPP + 100 mM NaCl, pH 6.5) ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 

10 มิลลิกรัม /มิลลิลิตร 
 

2.6 สารเคมีสําหรับการการศึกษาและระบุสายพนัธ์ของเช้ือ 
 

2.6.1 สารเคมีสําหรับการศึกษาลกัษณะของจุลนิทรีย์โดยทางจุลชีววทิยา/ชีวเคมี 
 
2.6.1.1 Gram crystal violet 0.25% 

 
ชัง่ Crystal violet (Fluka, Buchs Switzerland) 0.5 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร 
 

2.6.1.2 Gram iodine 
 
ชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Lab-Scan, Thailand) 0.4 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร และเติมไอโอดีน (Fluka, Buchs Switzerland) 20.0 กรัม หลงัจากนั้นเติมโพแทสเซียมไอ
โอไดด ์(Riedel-de Haen) 1 กรัม แลว้คนใหเ้ขา้กนั 

 
2.6.1.3 Gram safranin (Counterstain) 0.2 % 

 
ชัง่ Safranin T (Fluka, Buchs Switzerland) 0.2 กรัม ละลายในนํ้ากลัน่ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 
2.6.1.4 Malachite green 0.5% 

 
ชัง่ Malachite green oxalate (Fluka, Buchs Switzerland) 0.5 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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2.6.1.5 สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 3% (Catalase reagent) 
 
นํา 30% ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรให้เป็น 10 

มิลลิลิตรดว้ยนํ้ากลัน่ 
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ตารางท่ี 12 ความสมัพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ oNP กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 
นาโนเมตร 
 

ปริมาตรสารละลาย 
oNP 0.864 
ไมโครโมลต่อ
มิลลลิติร 

ปริมาตร50 mM 
NaH2PO4.2H2O 

pH 6.5 
ไมโครลติร 

ความเข้มข้น
สารละลาย oNP 
ไมโครโมลต่อ
มิลลลิติร 

OD 420 

คร้ังที ่
1 

คร้ังที ่
2 

คร้ังที ่
3 เฉลีย่ 

0 1000 0 0 0 0 0 

25 975 0.0613 0.11 0.109 0.109 0.109 

50 950 0.0326 0.195 0.194 0.195 0.195 

75 925 0.0488 0.276 0.275 0.276 0.276 

100 900 0.0651 0.374 0.378 0.376 0.376 

125 875 0.0814 0.493 0.496 0.498 0.496 

150 850 0.0997 0.625 0.626 0.622 0.624 

200 800 0.1302 0.815 0.81 0.814 0.813 
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ภาพท่ี 33 กราฟมาตรฐานสารละลาย oNP  
 
2. กราฟมาตรฐานโปรตีน 
 

การเตรียมกราฟมาตรฐานของโปรตีน โดยวิเคราะห์ตามวิธีของ Bradford (Bradford, 1976) 
วิธีน้ีอาศยัการจบักนัระหว่างสี Coomassie-Brilliant blue G-250 กบัโปรตีนซ่ึงทาํใหค่้าการดูดกลืน
แสงสูงสุดของสีเล่ือน (shift) จาก 465 นาโนเมตร (สีแดง) ไปท่ี 595 นาโนเมตร (สีนํ้ าเงิน) เป็นวิธีท่ี
รวดเร็วและมีความไวสูง เหมาะสาํหรับหาปริมาณโปรตีนในช่วง 1 ถีง 140 ไมโครกรัม 

2.1 เตรียมสารละลาย Bradford dye reagent โดยละลาย Coomassie-Brilliant blue G-250 
(Fluka, Buchs Switzerland) จาํนวน 100 มิลลิกรัม ใน 50 มิลลิลิตร ของ 95% เอทานอล (Lab Scan, 
Ireland) เติม 100 มิลลิลิตร ของ 85% phosphoric acid (Lab Scan, Ireland) ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 
ลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่เกบ็ไวใ้นขวดสีชาสารละลายท่ีไดมี้ความเสถียรท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 สปัดาห์ 

2.2 เตรียมสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) (Fluka, Buchs Switzerland) ท่ีความ
เขม้ขน้ 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในนํ้ากลัน่  

2.3 ปิเปต BSA ในแต่ละความเขม้ขน้ใส่หลอดทดลองละ 0.1 มิลลิลิตร และเติม Dye 
reagent ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท้ิงท่ีอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที 

2.4 วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง UV spectrophotometer (Spectronic®Genesys™ 
8.SG8 073930; USA) ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรนาํค่าท่ีไดไ้ปเขียนกราฟมาตรฐานความ
เขม้ขน้ของโปรตีนกบัค่าการดูดกลืนแสง ดงัภาพท่ี 34 และ ตารางท่ี 13 

y = 6.138x
R2 = 0.997
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2.5 การหาปริมาณโปรตีน 
จากกราฟมาตรฐานของโปรตีน จะไดส้มการ y  

โดย   y   คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 
          x   คือ ความเขม้ขน้ของโปรตีน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

สามารถคาํนวณหาปริมาณโปรตีนไดด้งัน้ี 
 

 
 
ตารางท่ี 13 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของโปรตีนกบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ี 
595 นาโนเมตร 
 

BSA 
(mg/ml) 

OD 595 
คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0 0 0 0 

0.2 0.114 0.116 0.118 0.116 

0.4 0.258 0.268 0.252 0.259 

0.6 0.354 0.34 0.334 0.343 

0.8 0.437 0.431 0.461 0.444 

1 0.581 0.582 0.578 0.58 
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ภาพท่ี 34 กราฟมาตรฐานโปรตีน 
 
3. กราฟมาตรฐาน เจลฟิลเตรช่ัน 

 
3.1 โปรตีนท่ีใชคื้อ Lysozyme (Hen egg white, Fluka, Switzerland; MW 14600) Trypsin 

(Albumin from hen egg white, Sigma, USA; MW 23800),  Protenase K (Albumin from bovince 
serum, USB, UK; 28900), Lipase (Aspergillus niger, Fluka, Switzerland; MW 45000), 
Amyloglucosidase (Sigma, USA; MW 97000)   

3.2 ผสมโปรตีนท่ีทราบนํ้ าหนกัโมเลกุลใน Buffer (50 mM NaPP + 100 mM NaCl, pH 
6.5) ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 10 mg/ml 
 3.3 หานํ้ าหนกัโมเลกุลของเอนไซมด์ว้ยเคร่ือง Fast Protein Liquid Chromatography 
(AKTA TM FPLC with Frac-950; Amersham Pharmacia, Sweden) โดยผา่น Gel filtration ท่ี
ภายในคอลมัน์บรรจุ Biogel P-100 อตัราการไหล 0.1 ml/min เขียนกราฟมาตรฐานนํ้ าหนกัโมเลกุล
ของโปรตีนกบัเวลาท่ีถูกชะออกจากคอลมัน์ ดงัภาพท่ี 35 และ ตารางท่ี 14 
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ตารางท่ี 14 ความสมัพนัธ์ระหวา่งนํ้าหนกัโมเลกลุของโปรตีนกบัเวลาท่ีถูกชะออกจากคอลมัน์ 
 

Protein MW Elute(ml) Time(Min) 
Lysozyme 14600 75.00 570.00 

Trypsin 23800 72.00 720.00 

Protenase K 28900 70.00 700.00 

Lipase 45000 65.00 650.00 

Amyloglucosidase 97000 40.00 400.00 
 

 
 
ภาพท่ี 35 กราฟมาตรฐานเจลฟิลเตรชัน่ 
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4. การคาํนวณหาพารามิเตอร์ของการทาํบริสุทธ์ิของเอนไซม์ 
 
Specific activity  
 Specific activity (U / mg)  =   activity  (U / mg) 
        protein  (mg / ml) 
Total activity 
 Total activity (U)  =  activity  (U / mg) x volume  (ml) 
 
Total protein 
 Total protein  (mg)  =  protein  (mg / ml) x volume  (ml) 
 
Purification fold 
 Purification fold   =  Specific activity (U / mg) 
       Specific activity of crude (U/mg) 
% Recovery 

% Recovery   =  Total activity (U) 
       Total activity of crude (U) 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
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ภาคผนวก ค 
 

ข้อมูลผลการทดลอง 
  
ตอนที ่1. การเตรียมเอนไซม์ -galactosidase 
 
ตารางท่ี 15 การหากิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase จากการทาํใหเ้ซลลแ์ตก 
 

เช้ือ กจิกรรมของเอนไซม์ -galatocsidase (U/ml) 

B 1.2 1.72 
 
ตอนที ่2 การทาํบริสุทธ์ิเอนไซม์ -galactosidase 
 
ตารางท่ี 16 ผลการทาํบริสุทธ์ิเอนไซม ์ -galactosidase 
 

Purification Step 
Total 

activity 
(U) 

Total 
Protein 

(mg) 

Specific 
activity 
(U/mg 

protein) 

Purification 
(Fold) 

Recovery 
(%) 

Crude enzyme 25.8 89.6 0.29 1 100 

DEAE+Ultrafiltration 24.3 37.1 0.65 2.24 94.1 

Affinity+Ultrafiltration 22.3 20.3 1.1 3.79 86.4 
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ตอนที ่3. การศึกษาคุณลกัษณะสมบัติของเอนไซม์ (Characterization) 
 
ตารางท่ี  17 การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม ์ -galactosidase (Dilute 10 
เท่า)  
 

อุณหภูมิ 
(°C) 

OD 420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Relative 
activity คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

40 0.152 0.15 0.152 0.151 1.027 47.34 

45 0.165 0.164 0.16 0.163 1.106 50.99 

50 0.241 0.242 0.245 0.243 1.647 75.91 

55 0.291 0.293 0.294 0.293 1.987 91.55 

60 0.32 0.318 0.321 0.32 2.17 100 

65 0.195 0.193 0.192 0.193 1.312 60.48 

70 0.142 0.145 0.144 0.144 0.975 44.94 

75 0.136 0.135 0.131 0.134 0.91 41.92 

80 0.13 0.131 0.128 0.13 0.88 40.57 
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ตารางท่ี 18 การศึกษา pH ท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม ์ -galactosidase (Dilute 10 เท่า) 
 

pH 
OD 420 Enzyme 

activity (U/ml) 
% Relative 

activity คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

3 0.002 0.001 0.001 0.001 0.009 0.54 

4 0.015 0.014 0.018 0.016 0.106 6.31 

5 0.112 0.116 0.11 0.113 0.765 45.37 

6 0.224 0.224 0.226 0.225 1.525 90.47 

6.5 0.248 0.251 0.246 0.248 1.686 100.00 

7 0.215 0.212 0.214 0.214 1.450 86.04 

8 0.132 0.133 0.13 0.132 0.894 53.02 

9 0.098 0.097 0.097 0.097 0.661 39.19 

10 0.059 0.057 0.058 0.058 0.394 23.36 
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ตารางท่ี 19 การศึกษา pH ท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase (pH 3, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD 420 Enzyme 
activity (U/ml) 

 % Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.036 0.035 0.035 0.035 0.240 100 

1 0.01 0.012 0.01 0.011 0.072 30.169 

2 0.005 0.003 0.003 0.004 0.025 10.371 

6 0.005 0.001 0.003 0.003 0.020 8.485 

0 0.036 0.035 0.035 0.035 0.240 100 
 
ตารางท่ี 20 การศึกษา pH ท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase (pH 4, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.172 0.171 0.172 0.172 1.165 100 

1 0.054 0.051 0.053 0.051 0.346 29.716 

2 0.043 0.042 0.044 0.043 0.292 25.054 

3 0.029 0.031 0.03 0.030 0.204 17.480 

4 0.027 0.03 0.031 0.029 0.199 17.091 

5 0.03 0.028 0.03 0.029 0.199 17.091 

6 0.017 0.017 0.017 0.017 0.115 9.905 

12 0.005 0.005 0.005 0.005 0.034 2.913 
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ตารางท่ี 21 การศึกษา pH ท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase (pH 5, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.267 0.27 0.274 0.270 1.835 100 

1 0.199 0.193 0.197 0.196 1.333 72.627 

2 0.176 0.181 0.18 0.179 1.215 66.215 

3 0.158 0.156 0.154 0.156 1.059 57.707 

4 0.155 0.156 0.155 0.155 1.054 57.461 

5 0.153 0.152 0.151 0.152 1.032 56.228 

6 0.152 0.154 0.151 0.152 1.034 56.351 

7 0.151 0.153 0.15 0.151 1.027 55.981 

8 0.149 0.15 0.149 0.149 1.014 55.241 

9 0.143 0.15 0.144 0.146 0.989 53.885 

10 0.143 0.146 0.148 0.146 0.989 53.885 

11 0.136 0.138 0.141 0.138 0.939 51.172 

12 0.123 0.126 0.128 0.126 0.853 46.486 
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ตารางท่ี 22 การศึกษา pH ท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase (pH 6, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.286 0.285 0.286 0.286 1.939 100 

1 0.237 0.24 0.236 0.238 1.613 83.202 

2 0.224 0.236 0.224 0.228 1.548 79.818 

3 0.209 0.198 0.2 0.202 1.373 70.832 

4 0.206 0.206 0.208 0.207 1.403 72.349 

5 0.2 0.201 0.199 0.200 1.358 70.015 

6 0.198 0.199 0.2 0.199 1.351 69.665 

7 0.201 0.202 0.197 0.200 1.358 70.015 

8 0.193 0.192 0.19 0.192 1.301 67.098 

9 0.192 0.191 0.196 0.193 1.310 67.565 

10 0.19 0.189 0.188 0.189 1.283 66.165 

11 0.191 0.188 0.201 0.193 1.312 67.682 

12 0.189 0.186 0.186 0.187 1.269 65.464 
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ตารางท่ี 23 การศึกษา pH ท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase (pH 6.5, Dilute 10 
เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.291 0.292 0.292 0.292 1.980 100 

1 0.278 0.281 0.28 0.280 1.898 95.878 

2 0.264 0.256 0.259 0.260 1.763 89.021 

3 0.241 0.24 0.244 0.242 1.640 82.850 

4 0.222 0.226 0.225 0.224 1.523 76.908 

5 0.226 0.224 0.225 0.225 1.527 77.136 

6 0.218 0.218 0.225 0.220 1.496 75.536 

7 0.215 0.211 0.214 0.213 1.448 73.137 

8 0.215 0.219 0.216 0.217 1.471 74.279 

9 0.21 0.218 0.216 0.215 1.457 73.594 

10 0.216 0.21 0.217 0.214 1.455 73.480 

11 0.21 0.208 0.214 0.211 1.430 72.222 

12 0.201 0.202 0.201 0.201 1.367 69.023 
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ตารางท่ี 24 การศึกษา pH ท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase (pH 7, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.273 0.277 0.272 0.274 1.860 100 

1 0.237 0.24 0.236 0.238 1.613 86.736 

2 0.221 0.224 0.223 0.223 1.511 81.261 

3 0.211 0.214 0.218 0.214 1.455 78.220 

4 0.206 0.199 0.205 0.203 1.380 74.206 

5 0.202 0.201 0.202 0.202 1.369 73.597 

6 0.195 0.191 0.19 0.192 1.303 70.070 

7 0.189 0.187 0.188 0.188 1.276 68.610 

8 0.182 0.184 0.182 0.183 1.240 66.664 

9 0.181 0.183 0.18 0.181 1.231 66.177 

10 0.179 0.182 0.184 0.182 1.233 66.299 

11 0.182 0.184 0.182 0.183 1.240 66.664 

12 0.177 0.169 0.173 0.173 1.174 63.136 
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ตารางท่ี 25 การศึกษา pH ท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase (pH 8, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.262 0.264 0.263 0.263 1.785 100 

1 0.224 0.239 0.23 0.231 1.568 87.845 

2 0.212 0.219 0.211 0.214 1.453 81.380 

3 0.199 0.214 0.211 0.208 1.412 79.098 

4 0.199 0.192 0.191 0.194 1.317 73.774 

5 0.192 0.19 0.191 0.191 1.297 72.634 

6 0.193 0.19 0.191 0.191 1.299 72.760 

7 0.191 0.194 0.19 0.192 1.301 72.887 

8 0.182 0.187 0.19 0.186 1.265 70.859 

9 0.186 0.181 0.187 0.185 1.254 70.225 

10 0.181 0.184 0.187 0.184 1.249 69.972 

11 0.178 0.182 0.181 0.180 1.224 68.577 

12 0.165 0.172 0.169 0.169 1.145 64.141 
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ตารางท่ี 26 การศึกษา pH ท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase (pH 9, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.279 0.278 0.279 0.279 1.892 100 

1 0.237 0.228 0.23 0.232 1.573 83.116 

2 0.22 0.223 0.22 0.221 1.500 79.289 

3 0.203 0.207 0.204 0.205 1.389 73.429 

4 0.199 0.204 0.198 0.200 1.360 71.874 

5 0.201 0.202 0.204 0.202 1.373 72.592 

6 0.201 0.202 0.201 0.201 1.367 72.233 

7 0.195 0.193 0.197 0.195 1.324 69.961 

8 0.195 0.196 0.198 0.196 1.333 70.439 

9 0.196 0.192 0.194 0.194 1.317 69.602 

10 0.197 0.191 0.193 0.194 1.315 69.483 

11 0.186 0.183 0.181 0.183 1.244 65.775 

12 0.172 0.174 0.178 0.175 1.186 62.666 
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ตารางท่ี 27 การศึกษา pH ท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม ์ -galactosidase (pH 10, Dilute 10 
เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.254 0.255 0.256 0.255 1.731 100 

1 0.218 0.212 0.216 0.215 1.462 84.442 

2 0.212 0.211 0.212 0.212 1.437 83.004 

3 0.201 0.205 0.204 0.203 1.380 79.736 

4 0.191 0.188 0.19 0.190 1.287 74.377 

5 0.191 0.194 0.186 0.190 1.292 74.638 

6 0.189 0.192 0.191 0.191 1.294 74.769 

7 0.183 0.184 0.183 0.183 1.244 71.893 

8 0.188 0.18 0.183 0.184 1.247 72.024 

9 0.181 0.183 0.181 0.182 1.233 71.239 

10 0.184 0.182 0.181 0.182 1.238 71.501 

11 0.178 0.176 0.182 0.179 1.213 70.063 

12 0.166 0.167 0.168 0.167 1.134 65.488 
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ตารางท่ี 28 การศึกษาอุณหภูมิท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ -galactosidase (40 องศา
เซลเซียส, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.228 0.226 0.227 0.227 1.541 100 

1 0.216 0.213 0.218 0.216 1.464 95.000 

2 0.212 0.211 0.21 0.211 1.432 92.944 

3 0.206 0.21 0.212 0.209 1.421 92.210 

4 0.201 0.202 0.202 0.202 1.369 88.833 

5 0.199 0.195 0.198 0.197 1.339 86.924 

6 0.198 0.199 0.192 0.196 1.333 86.483 

7 0.197 0.19 0.191 0.193 1.308 84.868 

8 0.191 0.19 0.192 0.191 1.297 84.134 

9 0.194 0.193 0.19 0.192 1.306 84.722 

10 0.184 0.185 0.184 0.184 1.251 81.198 

11 0.181 0.179 0.184 0.181 1.231 79.876 

12 0.18 0.183 0.177 0.180 1.222 79.289 
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ตารางท่ี 29 การศึกษาอุณหภูมิท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ -galactosidase (45 องศา
เซลเซียส, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.228 0.229 0.228 0.228 1.550 100 

1 0.216 0.21 0.218 0.215 1.457 94.010 

2 0.209 0.21 0.211 0.210 1.425 91.966 

3 0.205 0.208 0.206 0.206 1.401 90.361 

4 0.19 0.193 0.191 0.191 1.299 83.792 

5 0.19 0.191 0.192 0.191 1.297 83.646 

6 0.19 0.191 0.19 0.190 1.292 83.354 

7 0.191 0.188 0.191 0.190 1.290 83.208 

8 0.182 0.181 0.186 0.183 1.242 80.142 

9 0.182 0.181 0.186 0.183 1.242 80.142 

10 0.181 0.18 0.182 0.181 1.229 79.266 

11 0.182 0.184 0.178 0.181 1.231 79.412 

12 0.179 0.18 0.181 0.180 1.222 78.828 
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ตารางท่ี 30 การศึกษาอุณหภูมิท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ -galactosidase (50 องศา
เซลเซียส, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.223 0.22 0.221 0.221 1.502 100 

1 0.185 0.187 0.186 0.186 1.263 84.059 

2 0.18 0.184 0.182 0.182 1.235 82.251 

3 0.182 0.178 0.176 0.179 1.213 80.745 

4 0.176 0.178 0.176 0.177 1.199 79.841 

5 0.171 0.17 0.171 0.171 1.158 77.130 

6 0.166 0.169 0.17 0.168 1.143 76.075 

7 0.161 0.161 0.159 0.160 1.088 72.460 

8 0.158 0.154 0.154 0.155 1.054 70.200 

9 0.156 0.156 0.157 0.156 1.061 70.652 

10 0.156 0.155 0.151 0.154 1.045 69.597 

11 0.152 0.15 0.151 0.151 1.025 68.242 

12 0.151 0.151 0.15 0.151 1.023 68.091 
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ตารางท่ี  31 การศึกษาอุณหภูมิท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ -galactosidase (55 องศา
เซลเซียส, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.221 0.22 0.22 0.220 1.496 100 

1 0.198 0.193 0.197 0.196 1.330 88.934 

2 0.192 0.19 0.192 0.191 1.299 86.816 

3 0.19 0.19 0.192 0.191 1.294 86.514 

4 0.19 0.195 0.19 0.192 1.301 86.967 

5 0.157 0.156 0.158 0.157 1.066 71.238 

6 0.146 0.148 0.146 0.147 0.996 66.549 

7 0.146 0.148 0.146 0.147 0.996 66.549 

8 0.143 0.143 0.144 0.143 0.973 65.037 

9 0.142 0.142 0.142 0.142 0.964 64.432 

10 0.142 0.139 0.137 0.139 0.946 63.222 

11 0.14 0.136 0.138 0.138 0.937 62.617 

12 0.13 0.133 0.131 0.131 0.891 59.592 
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ตารางท่ี  32 การศึกษาอุณหภูมิท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ -galactosidase (60 องศา
เซลเซียส, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.228 0.224 0.226 0.226 1.534 100 

1 0.217 0.218 0.22 0.218 1.482 96.613 

2 0.22 0.216 0.22 0.219 1.484 96.761 

3 0.216 0.215 0.219 0.217 1.471 95.876 

4 0.208 0.203 0.208 0.206 1.401 91.303 

5 0.202 0.198 0.199 0.200 1.355 88.353 

6 0.188 0.19 0.188 0.189 1.281 83.486 

7 0.18 0.178 0.182 0.180 1.222 79.651 

8 0.171 0.17 0.169 0.170 1.154 75.226 

9 0.159 0.16 0.159 0.159 1.082 70.506 

10 0.144 0.147 0.145 0.145 0.987 64.310 

11 0.132 0.135 0.133 0.133 0.905 59.000 

12 0.125 0.128 0.13 0.128 0.867 56.493 
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ตารางท่ี  33 การศึกษาอุณหภูมิท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ -galactosidase (65 องศา
เซลเซียส, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.221 0.22 0.222 0.221 1.500 100 

1 0.181 0.187 0.186 0.185 1.254 83.568 

2 0.18 0.177 0.18 0.179 1.215 81.003 

3 0.17 0.168 0.171 0.170 1.152 76.780 

4 0.157 0.155 0.159 0.157 1.066 71.048 

5 0.142 0.139 0.142 0.141 0.957 63.807 

6 0.131 0.129 0.13 0.130 0.882 58.829 

7 0.127 0.131 0.127 0.128 0.871 58.075 

8 0.113 0.113 0.116 0.114 0.774 51.589 

9 0.1 0.103 0.1 0.101 0.686 45.706 

10 0.092 0.095 0.093 0.093 0.634 42.236 

11 0.085 0.083 0.086 0.085 0.575 38.314 

12 0.076 0.078 0.08 0.078 0.529 35.298 
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ตารางท่ี  34 การศึกษาอุณหภูมิท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ -galactosidase (70 องศา
เซลเซียส, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.231 0.228 0.227 0.229 1.552 100 

1 0.004 0.001 0.003 0.003 0.018 1.166 

2 0.004 0.001 0.001 0.002 0.014 0.875 

3 0.003 0.001 0.001 0.002 0.011 0.729 

12 0.003 0.001 0.001 0.002 0.011 0.729 
 
ตารางท่ี 35 การศึกษาอุณหภูมิท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ -galactosidase (75 องศา
เซลเซียส, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.23 0.229 0.231 0.230 1.561 100 

1 0.004 0.001 0.003 0.003 0.018 1.160 

2 0.004 0.001 0.001 0.002 0.014 0.870 

3 0.003 0.001 0.001 0.002 0.011 0.725 

12 0.003 0.001 0.001 0.002 0.011 0.725 
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ตารางท่ี 36 การศึกษาอุณหภูมิท่ีมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ -galactosidase (80 องศา
เซลเซียส, Dilute 10 เท่า) 
 

Time 
(hr) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.228 0.227 0.224 0.226 1.536 100 

1 0.004 0.001 0.003 0.003 0.018 1.178 

2 0.004 0.001 0.001 0.002 0.014 0.884 

3 0.003 0.001 0.001 0.002 0.011 0.737 

12 0.003 0.001 0.001 0.002 0.011 0.737 
 
ตารางท่ี 37 การศึกษาชนิดของไอออนท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (None 
,Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.207 0.213 0.212 0.211 1.430 100.000 
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ตารางท่ี 38 การศึกษาชนิดของไอออนท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Na+, Dilute 
10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.204 0.206 0.207 0.206 1.396 97.627 

10 0.196 0.195 0.195 0.195 1.326 92.722 

100 0.18 0.206 0.201 0.196 1.328 92.880 
 

ตารางท่ี 39 การศึกษาชนิดของไอออนท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (K+, Dilute 
10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.215 0.211 0.21 0.212 1.439 100.633 

10 0.217 0.213 0.214 0.215 1.457 101.899 

100 0.207 0.195 0.202 0.201 1.367 95.570 
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ตารางท่ี 40 การศึกษาชนิดของไอออนท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Mg2+, 
Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.203 0.203 0.205 0.204 1.382 96.678 

10 0.24 0.23 0.236 0.235 1.597 111.709 

100 1.4 1.357 1.378 1.378 9.356 654.275 
 
ตารางท่ี 41 การศึกษาชนิดของไอออนท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Fe2+, Dilute 
10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.514 0.527 0.517 0.519 3.525 246.520 

10 1.172 1.178 1.182 1.177 7.992 558.863 

100 0 0 0 0.000 0.000 0.000 
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ตารางท่ี 42 การศึกษาชนิดของไอออนท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Mn2+, 
Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.23 0.235 0.238 0.234 1.591 111.235 

10 0.667 0.678 0.657 0.667 4.530 316.773 

100 0 0 0 0.000 0.000 0.000 
 
ตารางท่ี 43 การศึกษาชนิดของไอออนท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Ca2+, Dilute 
10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.196 0.186 0.192 0.191 1.299 90.823 

10 0.222 0.232 0.221 0.225 1.527 106.804 

100 0 0 0 0.000 0.000 0.000 
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ตารางท่ี 44 การศึกษาชนิดของไอออนท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Co2+, Dilute 
10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.212 0.219 0.22 0.217 1.473 103.007 

10 0.417 0.407 0.417 0.414 2.808 196.361 

100 0 0 0 0.000 0.000 0.000 
 
ตารางท่ี 45 การศึกษาชนิดของไอออนท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Zn2+, Dilute 
10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.19 0.187 0.194 0.190 1.292 90.348 

10 0.116 0.128 0.122 0.122 0.828 57.912 

100 0 0 0 0.000 0.000 0.000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



120

 

ตารางท่ี 46 การศึกษาชนิดของไอออนท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Cu2+, Dilute 
10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.123 0.135 0.126 0.128 0.869 60.760 

10 0.143 0.144 0.137 0.141 0.959 67.089 

100 0 0 0 0.000 0.000 0.000 
 
ตารางท่ี 47 การศึกษาชนิดของนํ้ าตาล ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (None 
,Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.326 0.324 0.336 0.329 2.231 100.000 
 
ตารางท่ี 48 การศึกษาชนิดของนํ้ าตาล ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Galactose 
,Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.253 0.254 0.244 0.250 1.699 76.166 

10 0.189 0.191 0.193 0.191 1.297 58.113 

100 0.068 0.061 0.065 0.065 0.439 19.675 
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ตารางท่ี 49 การศึกษาชนิดของนํ้ าตาล ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Glucose 
,Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.271 0.262 0.267 0.267 1.810 81.136 

10 0.254 0.252 0.254 0.253 1.720 77.079 

100 0.201 0.19 0.189 0.193 1.312 58.823 
 
ตารางท่ี 50 การศึกษาชนิดของนํ้ าตาล ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Lactose 
,Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.287 0.281 0.278 0.282 1.914 85.801 

10 0.226 0.224 0.223 0.224 1.523 68.255 

100 0.087 0.093 0.09 0.090 0.611 27.383 
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ตารางท่ี 51 การศึกษาชนิดของนํ้ าตาล ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Xylital 
,Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.292 0.298 0.293 0.294 1.998 89.553 

10 0.272 0.273 0.278 0.274 1.862 83.468 

100 0.244 0.247 0.242 0.244 1.659 74.340 
 
ตารางท่ี 52 การศึกษาชนิดของนํ้ าตาล ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Xylose 
,Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.305 0.294 0.301 0.300 2.036 91.277 

10 0.279 0.275 0.277 0.277 1.880 84.280 

100 0.253 0.251 0.249 0.251 1.704 76.369 
 
ตารางท่ี 53 การศึกษาชนิดของ Reagents ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (None 
,Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

0 0.24 0.239 0.241 0.240 1.629 100.000 
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ตารางท่ี 54 การศึกษาชนิดของ Reagents ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (DTT 
,Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.229 0.23 0.228 0.229 1.554 95.424 

10 0.228 0.232 0.23 0.230 1.561 95.840 

100 0.238 0.236 0.238 0.237 1.611 98.896 
 

ตารางท่ี 55 การศึกษาชนิดของ Reagents ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (EDTA 
,Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.228 0.231 0.227 0.229 1.552 95.285 

10 0.228 0.227 0.228 0.228 1.545 94.868 

100 0.038 0.04 0.038 0.039 0.262 16.112 
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ตารางท่ี 56 การศึกษาชนิดของ Reagents ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์ -galactosidase (Urea 
,Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.24 0.238 0.239 0.239 1.622 99.591 

10 0.24 0.238 0.24 0.239 1.625 99.730 

100 0.231 0.234 0.228 0.231 1.568 96.257 
 
ตารางท่ี 57 การศึกษาชนิดของ Reagents ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ -galactosidase 
(Mercaptoethanol, Dilute 10 เท่า) 
 

Concentration 
(mM) 

OD420 Enzyme 
activity (U/ml) 

% Residue 
activity  คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 

1 0.227 0.232 0.234 0.231 1.568 96.257 

10 0.212 0.215 0.213 0.213 1.448 88.895 

100 0.197 0.198 0.2 0.198 1.346 82.645 
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ตารางท่ี 58 ผลการหาค่าจลศาสตร์ของเอนไซม ์ -galactosidase 
 

Concentratio
n 

ปริมาณ oNP ทีเ่กดิขึน้ต่อนาท ี(mM 
oNP/min)   1/S 1/V 

(mM oNPG) คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 เฉลีย่ 
1/mM 
oNPG 

1/mM 
oNP/mi

m 

1.5071 0.000413 0.000391 0.000391 0.000398 0.664 2511 

3.0141 0.000869 0.000934 0.000945 0.000916 0.332 1091.739 

4.5212 0.001216 0.00126 0.001282 0.001253 0.221 798.295 

6.0282 0.001423 0.001466 0.001466 0.001452 0.116 688.803 

7.5353 0.001792 0.001814 0.001846 0.001817 0.133 550.219 

9.0423 0.002042 0.002064 0.002009 0.002038 0.111 490.604 

10.5494 0.002227 0.002205 0.002151 0.002194 0.095 455.792 

12.0564 0.002335 0.002389 0.002368 0.002364 0.083 422.986 

18.0846 0.002791 0.00277 0.002824 0.002795 0.055 357.785 

24.1129 0.00315 0.003074 0.003106 0.00311 0.041 321.548 

30.1411 0.003486 0.003563 0.003541 0.00353 0.033 283.292 
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คาํอธิบายสัญลกัษณ์และคาํย่อ 
 

    เบตา้ 
%    เปอร์เซ็นต ์
ml    มิลลิลิตร 
L    ลิตร 
mg    มิลลิกรัม 
M    โมลาร์ 
mmol    มิลลิโมลาร์ 
nM    นาโนเมตร 
KDa    กิโลดลัตนั 
mmolL-1min-1   มิลลิโมลต่อลิตรต่อนาที 
oC    องศาเซลเซียส 
h    ชัว่โมง 
U    หน่วยของเอนไซม ์
OD    ค่าการดูดกลืนแสง 
rpm    รอบต่อนาที 
BOD    Bilogical Oxygen Demand 
COD    Chemical Oxygen Demand 
psi    Pound per square inch
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