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วสูิต แกว้มหา: การศึกษาเชืÊอจุลินทรียย์อ่ยแป้งใหไ้ดผ้ลผลิตทีÉมีค่า DP จาํเพาะ และการแยก
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 เอนไซม์อลัฟาอะไมเลสทีÉหลัÉงออกสู่ภายนอกเซลล์จุลินทรียจ์ากเชืÊอ W1 ทีÉคดัแยกไดจ้าก
ดินและนํÊ า บา้นสวนดาํเนินสะดวก จงัหวดัราชบุรี มีความสามารถในการย่อยแป้งให้มีค่า DP อยู่
ในช่วงระหว่าง ś – Ş เพืÉอใช้ในการผลิต microcapsule จึงมีการศึกษาลกัษณะโดยการยอ้มแกรม
จุลินทรีย ์พบวา่ เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลกัษณะเป็นแท่ง และนาํมาผลิตเอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลส
และแยกบริสุทธิÍ โดยผ่านกระบวนการตกตะกอนดว้ย ethanol, Q Sepharose anion-exchange และ 

Sephacryl S-200 gel filtration chromatography ตามลําดับ  เอนไซม์ถูกทําให้ เข้มข้นขึÊ น  โดยวิธี 

ultrafiltration พบว่า คุณสมบติัของเอนไซม์บริสุทธิÍ  มีค่า specific activity เท่ากบั 4,428.502 U/mg 

protein มีความบริสุทธิÍ เพิÉมขึÊ นประมาณ  řŠ.ś เท่า และ  recovery řř.Ŝ% นํÊ าหนักโมเลกุลของ
เอนไซม์ทีÉหาโดยวิธี SDS-PAGE คือ 38.6 kDa สอดคล้องกับวิธี gel chromatography คือ 39 kDa 

เอนไซมบ์ริสุทธิÍ นีÊสามารถทาํงานไดดี้ทีÉสุดทีÉ pH ş และอุณหภูมิ 60 oC     ซึÉ งเอนไซม์มีความเสถียร
ทีÉ pH 7 และช่วงอุณหภูมิ 30 - 50 oC    ค่า Km และ Vmax ของเอนไซมที์Éไดคื้อ 0.01 mg/ml และ 51.02 

μmol.ml-1min-1 ตามลาํดบั เอนไซม์อลัฟาอะไมเลสของเชืÊอชนิดนีÊ ถูกยบัย ัÊงด้วยไอออนของ Cu2+ 

ในขณะทีÉไอออนของ Co2+, Mn2+, Fe2+, Ca2+, Mg2+ และ K+เป็นตวักระตุน้ให้มีค่ากิจกรรมเอนไซม์
สูงขึÊน จากการศึกษาสารตัÊงต้นทัÊง ş ชนิด พบว่า สารตัÊงต้นทีÉเหมาะสมทีÉสุดคือ แป้งข้าวเหนียว  

เมืÉอศึกษาสภาวะทีÉ เหมาะสมในการย่อยแป้งของเอนไซม์ให้ได้ผลผลิตทีÉ มี DP ในช่วง ś – Ŝ 

(maltotriose และ maltotetraose) ในปริมาณทีÉสูงสุด พบว่า สภาวะทีÉเหมาะสมคือ pH 7 อุณหภูมิ  

ŞŘ oC และระยะเวลาในการบ่มอย่างน้อย ŞŘ นาที ผลิตภณัฑ์ทีÉได้นีÊ สามารถนําไปศึกษาการใช้
ประโยชน์ในการผลิต microcapsule ต่อไป  
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An extracellular -amylase was extracted from W1 strain isolated from soil and water samples at 

Bansuan Damnoen Saduak, Rachaburi province. W1 strain is capable of converting starch to products having 

specific degree of polymerization (DP) between 3 – 6. W1 strain was investigated using Gram’s staining and it 

was shown to be a Gram-positive rod bacterium. The -amylase was produced from W1 strain and purified 

through 80% ethanol precipitation, Q sepharose anion-exchange, Sephacryl S-200 gel filtration chromatography 

and concentrated by an ultrafiltration, respectively. The purified amylase has specific activity of  

4,428.502 U/mg protein with the enzyme purity increased 1.38 folds and the recovery yield of ř ř .Ŝ %. The 

molecular mass of the purified enzyme as estimated by SDS-PAGE and gel filtration chromatography were 

approximately 38.6 and 39 kDa, respectively. The optimum pH and temperature for the -amylase production 

were 7 and 60 oC, respectively. This enzyme had pH stability of 7.0 with thermal stability in the range of  

30-50 oC. Km and Vmax values for -amylase were 0.01 mg/ml and 51.02 μmol.ml-1min-1, respectively.  

The -amylase from W1 strain was inhibited by Cu2+ but various mono- and divalent cations, such as Co2+, 

Mn2+, Fe2+, Ca2+, Mg2+ and K+ stimulated the activity of this enzyme. The optimum substrate for the enzyme was 

waxy starch. DP production was examined by analysing the hydrolysated soluble starch that were maltotriose 

and maltotetraose (between 3 – 4 of DP) using HPAC. The production of DP was optimized with optimum pH, 

temperature and time of 7, 60 oC and for a duration at least 60 minutes, respectively. Further studies on the 

production of microcapsules and its properties are being investigated. 
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บททีÉ 1 

บทนํา 
 

1.  ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 
แป้ง (starch) เป็นคาร์โบไฮเดรตทีÉสะสมอยู่ในพืชชัÊนสูง พบในคลอโรพลาสต์ (ในใบ)  

และในส่วนทีÉพืชใชเ้ป็นแหล่งสะสมอาหาร เช่น เมล็ดและหวั แป้งจดัเป็นแหล่งอาหารทีÉใหพ้ลงังาน
สูง นอกจากนีÊ แป้งยงัเป็นผลิตภณัฑ์หลกัจากพืชเศรษฐกิจทีÉสําคญัของประเทศ เช่น มนัสําปะหลงั      

มนัฝรัÉง ขา้วโพด ข้าว และขา้วสาลี (Nigam และ Singh, 1995) โครงสร้างของแป้งประกอบด้วย    

พอลิเมอร์พืÊนฐาน 2 ชนิด ได้แก่ อะไมโลส (amylose) และอะไมโลเพคติน (amylopectin) โดย     

อะไมโลสเป็นพอลิเมอร์เชิงเส้นทีÉประกอบด้วยกลูโคสประมาณ 2,000 หน่วย เชืÉอมต่อกันด้วย
พันธะ -1,4-glucosidic ดังภาพทีÉ  1 ส่วนอะไมโลเพคตินเป็นพอลิเมอร์เชิงกิÉงทีÉประกอบด้วย
กลูโคส ส่วนทีÉเป็นเส้นตรงเชืÉอมต่อกนัดว้ยพนัธะ -1,4-glucosidic และส่วนทีÉเป็นกิÉงสาขาจะเชืÉอม
กนัดว้ยพนัธะ -1,6-glucosidic ดงัภาพทีÉ 2 (กลา้ณรงค ์และ เกืÊอกลู, 2543)  

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 1 โครงสร้างอะไมโลส   ภาพทีÉ 2 โครงสร้างอะไมโลเพคติน 

(กลา้ณรงค ์และ เกืÊอกลู, 2543)      (กลา้ณรงค ์และ เกืÊอกลู, 2543) 

 

จากคุณสมบติัเฉพาะของแป้ง ไดมี้การนาํแป้งมาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เพืÉอปรับปรุง
คุณสมบติัของอาหาร เช่น การทาํใหเ้กิดเจล ควบคุมการคงตวัและเนืÊอสัมผสัของอาหารจาํพวกซอส 

ซุป และนํÊ าปรุงรส ป้องกนัเนืÊอสัมผสัของอาหารเสียรูปเนืÉองจากการบวนการแช่แขง็และคืนรูปจาก
การเยอืกแขง็ (freeze-thaw) สภาวะกรด การทาํพาสเจอไรเซซนั และสเทอริไรเซซนั เป็นตน้  
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นอกจากนีÊ ยงัมีการนาํแป้งมาใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมอืÉนๆ เช่น อุตสาหกรรมกระดาษ 

อุตสาหกรรมสิÉ งทอ อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมกาว และอุตสาหกรรมแป้งดัดแปร เป็นต้น 

เนืÉองจากโครงสร้างของแป้งมีนํÊ าตาลกลูโคสเป็นหน่วยยอ่ย ดงันัÊนแป้งจึงเป็นแหล่งนํÊ าตาลกลูโคส 

ซึÉ งเป็นวตัถุดิบหลกัในอุตสาหกรรมนํÊาตาล นํÊาเชืÉอม หรืออุตสาหกรรมการหมกัต่างๆ อยา่งไรก็ตาม
การนําแป้งธรรมชาติ (native starches) ไปใช้ในอุตสาหกรรมยงัมีข้อจาํกัดอยู่มาก ต่อมาจึงทํา     
การพฒันาแป้งดดัแปร (modified starches) ทีÉไดจ้ากกระบวนการทางเคมีโดยการใชก้รด และการใช้
เอนไซม ์ซึÉ งเป็นทีÉตอ้งการของภาคอุตสาหกรรมมากกวา่  

ในช่วงทศวรรษทีÉผา่นมามีการนาํเอนไซมม์าใชใ้นการยอ่ยแป้ง แทนการใช้กรด เนืÉองจาก
การย่อยแป้งดว้ยกรดตอ้งทาํปฏิกิริยาร่วมกบัความร้อนทีÉอุณหภูมิสูง ซึÉ งประสิทธิภาพในการย่อย
แป้งนัÊนขึÊนอยูก่บัความเขม้ขน้ของกรด เวลา และอุณหภูมิ ทัÊงยงัก่อใหเ้กิดผลิตภณัฑอื์ÉนทีÉไม่ตอ้งการ 

เช่น เกิดสารเฟอร์ฟูรอล ดงันัÊนในปัจจุบนัการย่อยแป้งด้วยกรดจึงถูกแทนทีÉด้วยการใช้เอนไซม ์

เพราะใช้สภาวะทีÉ ไม่ รุนแรง  การเกิดปฏิกิ ริยามีความจําเพาะต่อชนิดผลิตภัณฑ์  ควบคุม                

การเกิดปฏิกิริยาได้ง่าย ไม่เกิดผลิตภณัฑ์ขา้งเคียง รวมทัÊงไม่ตอ้งใช้อุปกรณ์ทีÉมีความทนทานต่อ        

การกดักร่อนสูงเช่นเดียวกบัการใชก้รด (พกัตร์ประไพ, 2546) 

เอนไซมที์Éนาํมาใชใ้นการยอ่ยแป้ง ไดแ้ก่ เอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลส (EC 3.2.1.1) หรือ -D-

(1,4)-glucan-gluconohydrolase เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม hydrolase สามารถสลายพันธะ  -D-(1,4)-

glucosidic linkage เท่านัÊ น ลักษณะการทาํงานเป็นแบบสุ่มตัด ทาํให้ได้ผลิตภณัฑ์เป็น กลูโคส,   

มอลโตส, มอลโตไตรโอส, มอลโตเตตระโอส และเดกซ์ตริน เป็นตน้ ดงัภาพทีÉ 3 แสดงลกัษณะการ
ยอ่ยแป้งของเอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลส (Shafiei และ Ziaee, 2010)   

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 3 แสดงบริเวณทีÉเอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลสสามารถตดัสายโมกุลของแป้ง 

(ทีÉมา : http://www.science-projects.com/enzymes.htm) 
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ในสัตวส์ามารถผลิตเอนไซม์ดงักล่าวได ้ซึÉ งพบในส่วนประกอบของนํÊ าลาย และตบัอ่อน 

ขณะทีÉในพืชพบเอนไซม์นีÊ ในเมล็ดทีÉกาํลงังอก นิยมนําไปใช้ในอุตสาหกรรมเครืÉองดืÉม สําหรับ
แบคทีเรียทีÉสามารถยอ่ยแป้งไดน้ัÊน ไดแ้ก่ Bacillus subtilis, B. licheniformi, B. stearothermophillus, 
B. amyloliquefaciens และ P. saccharophila (Demirkan และคณะ, 2005) นอกจากนีÊ ยงัพบเชืÊอราทีÉ
สามารถย่อยแป้ง ได้แก่  A. oryzae, A. fumigatus และ  A. niger ซึÉ งคัดแยกได้จากแหล่งต่างๆ  

ตามธรรมชาติ เช่น ในดิน  และแหล่งนํÊ าเสีย เป็นต้น โดยเอนไซม์ทีÉมาจากแหล่งต่างกันจะมี
คุณสมบติัทีÉแตกต่างกนัไป และนํÊ าหนกัโมเลกุลของเอนไซม์จากสัตว ์พืช และจุลินทรียจึ์งมีค่าไม่
เท่ากนั (Whistler และคณะ, 1984) 

จากทีÉกล่าวมาขา้งตน้ จึงมีผูน้าํเอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลส มาประยุกตใ์ชใ้นทางอุตสาหกรรม
ด้านต่างๆอย่างแพร่หลายมากขึÊน ได้แก่ การใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น การทาํขนมปัง โดย
เอนไซม์อลัฟาอะไมเลส จะทาํหน้าทีÉย่อยแป้งโดไปเป็นนํÊ าตาลเดกซ์ตริน ต่อมายีสต์จะทาํการ
เปลีÉยนนํÊ าตาลเดกซ์ตริน ให้เป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และแอลกอฮอล์ โดยกลูเตนจะทาํหน้าทีÉ
กักเก็บก๊าซทีÉได้จากยีสต์ ทําให้แป้งโดสามารถขึÊนฟูได้ดี (proofing and baking) นอกจากนีÊ ยงั
สามารถใช้ในการแปรรูปแป้งเป็นสารให้ความหวานและนํÊ าเชืÉอม (syrups) ได้หลายชนิด เช่น 

maltodexrtrins, maltose syrups, glucose syrups แล ะ  fructose syrups ซึÉ ง  syrups แ ต่ ล ะ ช นิ ด มี
คุณสมบติัทางกายภาพและปริมาณความหวาน (DE: dextrose equivalent) ทีÉแตกต่างกนั ซึÉ งสามารถ
นาํไปเป็นวตัถุดิบในการผลิตอาหารได้หลากหลาย ได้แก่ ขนมหวาน ไอศกรีม ซอส รวมทัÊง soft 

drinks เป็นตน้ ใชใ้นอุตสาหกรรมสิÉงทอ เพืÉอลดขนาดเส้นใยของสิÉงทอ ใชใ้นอุตสาหกรรมกระดาษ 

เพืÉอย่อยแป้งให้มีความหนืด (viscosity) ลดลงสําหรับการผลิตกระดาษ ใช้ในการผลิตยา โดยนํา
เอนไซม์อะไมเลสมาเป็นส่วนประกอบในยาช่วยย่อยต่างๆ สําหรับผูที้Éมีระบบการย่อยอาหารใน
ทางเดินอาหารไม่สมบูรณ์ หรือไม่ปกติ และใชท้าํ encapsulation ในทางอาหารและทาง การแพทย ์ 

อย่างไรก็ตาม เอนไซม์ทีÉใช้ย่อยแป้งในปัจจุบัน ยงัขาดคุณสมบัติบางประการทีÉสําคญัสําหรับ
อุตสาหกรรม เช่น ผลิตภณัฑ์ทีÉได้จากการย่อยแป้งมักเป็น maltodextrin ทีÉมีขนาดใหญ่และเล็ก
ปะปนกนั ทาํให้ไดผ้ลิตภณัฑ์ทีÉมีคุณสมบติัทีÉไม่ตอ้งการปะปนมาดว้ย  ซึÉ งหากมีจุลินทรียส์ามารถ
ผลิตเอนไซมย์่อยแป้งให้ได ้maltodextrin ทีÉมีขนาดหรือ degree of polymerization (DP)  เหมาะสม
อยูใ่นช่วงทีÉไม่กวา้งจนเกินไปจะทาํใหแ้กไ้ขปัญหานีÊได ้จึงมีการคดัแยกจุลินทรียที์Éผลิตเอนไซมย์อ่ย
แป้งให้ได ้maltodextrin ทีÉมี DP อยูใ่นช่วงระหวา่ง 3 – 6 (maltotriose, maltotetraose, maltopentose 

และ maltohexose)  

จากการศึกษาทีÉผา่นมามีการคดัแยกเชืÊอจุลินทรียที์Éสามารถผลิตเอนไซมย์อ่ยแป้งเพืÉอให้ได้
ผลิตภณัฑ์ทีÉมีค่า DP จาํเพาะ จากตวัอยา่งดินและนํÊ าตามธรรมชาติ และจากบ่อบาํบดันํÊ าเสียทัÊงหมด 
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10 แห่ง  ซึÉ งนํามาทําการคัดแยกเชืÊ อจุ ลินทรีย์ได้ทัÊ งหมด  100 โคโลนี  โดยพบว่ามี เชืÊ อทีÉ มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมย์อ่ยแป้งไดท้ัÊงหมด 38 โคโลนี (วชิรวิชย ์และคณะ, 2549) ต่อมา
ไดมี้การนาํจุลินทรียที์Éสามารถผลิตเอนไซมย์อ่ยแป้งจากทีÉคดัแยกไดจ้าํนวน 25 เชืÊอ มาทดสอบการ
ย่อยแ ป้ ง เพืÉ อวิ เคราะ ห์ห าผลผลิต ทีÉ มี ค่ า  DP โดย เค รืÉ อง  high-performance anion-exchange 

chromatography (HPAC) พบว่าเชืÊอจุลินทรียร์หัส B1BA (W1) และ LTS1A (W2) มีความสามารถ
ในการยอ่ยแป้งให้ไดผ้ลิตภณัฑ์ทีÉมีค่า DP อยูใ่นช่วง 3-6 (ดาวนภา และคณะ, 2550) ดงันัÊน งานวิจยั
นีÊ จึงผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอจุลินทรียร์หสั Wř เพืÉอศึกษาการแยกบริสุทธิÍ และคุณลกัษณะทีÉ
เหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม ์และศึกษาผลผลิตทีÉเกิดจากยอ่ยแป้งของเอนไซมอ์ะไมเลสให้
ได ้DP อยูใ่นช่วงระหวา่ง 3-6 ตามทีÉตอ้งการได ้ซึÉ งหากงานวิจยันีÊสําเร็จลงไดก้็จะเป็นประโยชน์ใน
การนาํเอนไซม์ไปผลิต microencapsulation ให้มีประสิทธิภาพสูงสุดต่อไปได้ หากงานวิจยันีÊ ต่อ
ยอดจนสําเร็จและสามารถผลิตในระดับอุตสาหกรรมได้ จะส่งผลให้ผลผลิตทางการเกษตรมี
มูลค่าเพิÉมสูงขึÊนอีกดว้ย  

 

2.  วตัถุประสงค์ 

เพืÉอแยกบริสุทธิÍ เอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอจุลินทรีย์รหัส W1 ทีÉสามารถย่อยแป้งให้ได้
ผลผลิตมีค่า DP ในช่วงระหว่าง 3-6 และศึกษาคุณลกัษณะทีÉเหมาะสมของเอนไซม์อะไมเลสจาก
เชืÊอได ้

 

3.  ขอบเขตงานวจัิย 

3.1   ศึกษาการแยกบริสุทธิÍ เอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 โดยวธีิตกตะกอนดว้ย ethanol, anion-

exchange และ gel filtration chromatography 

3.2   ศึกษาคุณลกัษณะทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลสทีÉแยกบริสุทธิÍ  
3.3   ศึกษาผลผลิตทีÉ มีค่า DP ในช่วงระหว่าง 3-6 จากการย่อยแป้งในสภาวะต่างๆ  ของ

เอนไซมอ์ะไมเลสทีÉแยกบริสุทธิÍ  
4.  ประโยชน์ทีÉคาดว่าจะได้รับ 

4.1  ไดเ้อนไซมอ์ะไมเลสบริสุทธิÍ จากเชืÊอจุลินทรียร์หสั W1 

4.2  ไดคุ้ณลกัษณะทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลสบริสุทธิÍ  
4.3  ไดผ้ลผลิตทีÉมีค่า DP ในช่วงระหวา่ง 3-6 ตามทีÉตอ้งการ
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บททีÉ 2 

เอกสารและงานวจิัยทีÉเกีÉยวข้อง 

 

ř.  แป้ง (Starch)  (กลา้ณรงค ์และ เกืÊอกลู, 2543) 

แป้งเป็นโพลิเมอร์ของกลูโคสทีÉมีขนาดโมเลกุลใหญ่ มีสูตรทัÉวไปคือ (C6H10O5)n แป้งมี
หน่วยพืÊนฐานเป็น anhydroglucose unit เชืÉอมต่อกันด้วยพนัธะ α-glycosidic linkage ทีÉคาร์บอน
ตาํแหน่งทีÉ 1 ของหน่วยกลูโคสกบัคาร์บอนตาํแหน่งทีÉ 4 ของหน่วยกลูโคสทีÉอยูถ่ดัไปดา้นปลายของ
โมเลกุลแป้งจะมี anomeric carbon (C1) ซึÉ งวา่งอยูไ่ม่ไดจ้บักบัโมเลกุลอืÉนๆ ดงันัÊนแต่ละโมเลกุลของ
แป้งจะมีด้านปลายทีÉมีคุณสมบัติรีดิวซ์ (reducing end) นัÉนคือ แป้งหนึÉ งโมเลกุลจะมีตาํแหน่ง 

reducing end 1 ตาํแหน่งโมเลกุลแป้งแบ่งออกเป็น 2 ชนิดหลกัๆ ตามขนาดโมเลกุลและลกัษณะการ
จดัเรียงตวั ส่วนหนึÉงประมาณ ŚŘ% ละลายไดใ้นนํÊ าร้อน เรียกวา่ อะไมโลส (amylose) อีกส่วนหนึÉง
ประมาณ  ŠŘ% ไม่ละลายในนํÊ าร้อน เรียกว่า อะไมโลเพกติน (amylopectin) ซึÉ งอะไมโลสและ 

อะไมโลเพคตินมีคุณสมบติัทีÉแตกต่างกนัดงัแสดงในตารางทีÉ 1  

 

ตารางทีÉ 1 สมบติัทีÉแตกต่างกนัของอะไมโลสและอะไมโลเพคติน (Beynum และ Roels, 1985) 

อะไมโลส อะไมโลเพคติน 

1. ประกอบดว้ยโมเลกุลกลูโคสทีÉต่อกนัเป็น         

เส้นตรงดว้ยพนัธะ α-1,4 

1.โมเลกุลกลูโคสทีÉต่อกนัดว้ยพนัธะ α-1,4 และ
มีการแตกกิÉงดว้ยพนัธะ α-1,6 

2. ประกอบดว้ยกลูโคส 200-6000 หน่วย 2. แต่ละกิÉงมีกลูโคส 20-25 หน่วย 

3. ละลายนํÊาไดน้อ้ยกวา่ 3. ละลายนํÊาไดดี้กวา่ 
4. เมืÉอตม้ในนํÊาจะมีความขน้หนืดนอ้ย 4. ขน้หนืดมากและใส 

5. ใหสี้นํÊาเงินกบัสารละลายไอโอดีน 
5. ใหสี้ม่วงแดงหรือสีนํÊาตาลแดงกบัสารละลาย 

ไอโอดีน 

6. ตม้แลว้ทิÊงไวจ้ะจบัตวัเป็นวุน้และแผน่แขง็ได ้ 6. ไม่จบัตวัเป็นวุน้และแผน่แขง็ 
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     ř.ř   อะไมโลส (amylose) (กลา้ณรงค ์และ เกืÊอกลู, 2543) 

อะไมโลสเป็นโพลิเมอร์เชิงเส้นทีÉประกอบด้วยกลูโคสประมาณ  1,000 – 6,000 หน่วย 

เชืÉอมต่อกนัดว้ยพนัธะ α-1, 4-glycosidic linkage อาจพบกิÉงกา้นสาขาในโมเลกุลของอะไมโลสได้
บา้งในปริมาณเล็กนอ้ย (Hizukuri, 1985) 

โดยทัÉวไปแป้งจากธญัพืช เช่น แป้งขา้วโพด แป้งสาลี แป้งขา้วฟ่าง มีปริมาณอะไมโลสสูง
ประมาณ 22-30% ส่วนแป้งจากรากและหัว เช่น แป้งมนัสําปะหลัง แป้งมนัฝรัÉง แป้งสาคูจะมี
ปริมาณอะไมโลสตํÉากว่าคืออยู่ในช่วง 18-24% นํÊ าหนักโมเลกุลอะไมโลสอยู่ในช่วง 105 ถึง 106 

ดาลตนั โดยอะไมโลสในแป้งแต่ละชนิดจะมีนํÊ าหนกัโมเลกุลทีÉแตกต่างกนัไป เนืÉองจากแป้งแต่ละ
ช นิ ด มี  degree of polymerization (DP) ของอะไมโลสแตก ต่ างกัน  แ ป้ งมัน ฝ รัÉ งและแ ป้ ง 

มนัสําปะหลงัมี DP ของอะไมโลสอยูใ่นช่วง 1,000 ถึง 6,000 สูงกวา่แป้งขา้วโพดและแป้งสาลี ซึÉ งมี 

DP ของอะไมโลสในช่วง 200 ถึง 1,200 แป้งทีÉมีสายของอะไมโลสยาวมากจะมีแนวโนม้ในการเกิด
รีโทรเกรเดชนั (retrogradation) ลดลง (Hizukuri, 1985) ปริมาณและสมบติัของอะไมโลสในแป้งแต่
ละชนิดแสดงดงัตารางทีÉ 2 และ 3 

 

ตารางทีÉ 2 ปริมาณของอะไมโลสในแป้งชนิดต่างๆ (กลา้ณรงค ์และ เกืÊอกลู, 2543) 

แป้ง 
ปริมาณอะไมโลส (% น.น. แห้ง) 

Apparent 

ปริมาณอะไมโลส (% น.น. แห้ง) 

Absolute 

ขา้วสาลี 

ขา้วโพด 

ขา้วเจา้ 
ขา้วบาร์เลย ์

มนัฝรัÉง 

มนัสาํปะหลงั 

พุทธรักษา 
ถัÉวเขียว 

28.8 

29.4 

25.0 

25.5 

36.0 

23.5 

43.2 

37.9 

25.8 

22.5 

20.5 

23.6 

16.9 

17.8 

22.7 

30.7 

 

อะไมโลสสามารถรวมตวัเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกบัไอโอดีนและสารประกอบอินทรีย์
อืÉ นๆ  เช่น  butanol, fatty acid, surfactant, phenol และ  hydrocarbon ดังภาพ ทีÉ  4 สารประกอบ
เชิงซ้อนเหล่านีÊ จะไม่ละลายในนํÊ า โดยอะไมโลสจะพนัเป็นเกลียวลอ้มรอบสารประกอบอินทรีย ์

(Galliard และ Bowler, 1987) อะไมโลสทีÉมีความยาวสายโซ่มากกว่า 45 หน่วยกลูโคสเมืÉอรวมตวั
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กับไอโอดีนจะให้สีนํÊ าเงินม่วง ซึÉ งใช้เป็นลักษณะเฉพาะทีÉบ่งบอกถึงแป้งทีÉ มีอะไมโลสเป็น
องคป์ระกอบ และใชใ้นการตรวจสอบปริมาณอะไมโลสในแป้ง 

 

ตารางทีÉ 3 ความสัมพนัธ์ระหว่างความยาวของอะไมโลสและสีของสารประกอบเชิงซ้อนของ 

อะไมโลสกบัไอโอดีน (กลา้ณรงค ์และ เกืÊอกลู, 2543) 

Chain length (glucose unit) Number of helix turns Color 

12 2 None 

12-15> 2 Brown 

20-30 3-5 Red 

35-40 6-7 Purple 

>45 9 Blue 

 

 
 

ภาพทีÉ 4 ภาพจาํลองการจบัตวัของอะไมโลสกบัสารอินทรีย ์(Buleon และคณะ, 1998) 

 

การตรวจสอบปริมาณอะไมโลส โดยการทาํให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อนกบัไอโอดีน และ
วดัสีทีÉเกิดขึÊนเป็นวธีิการทีÉง่ายและนิยมใชก้นัมาก แต่อาจมีขอ้ผิดพลาดไดจ้ากความไม่อยูต่วัของสีทีÉ
เกิดขึÊน นอกจากนีÊไขมนัทีÉเกิดสารเชิงซอ้นกบัอะไมโลสอยูเ่ดิมจะทาํใหอ้ะไมโลสโมเลกุลนัÊนจบักบั
ไอโอดีนไม่ได ้ทาํให้ค่าทีÉวเิคราะห์ไดต้ ํÉากวา่ความเป็นจริง ในกรณีนีÊตอ้งทาํการสกดัไขมนัออกก่อน
การวิเคราะห์ปริมาณอะไมโลส อาจใช้วิธีการวดัเอนทรัลปีในการหลอมเหลวของ starch - lipid 

complex แต่ประสิทธิภาพของวิธีการนีÊ จะขึÊนกับความสามารถในการละลายของอะไมโลสใน
ตวัอยา่งแป้งแต่ละชนิด วิธีการทีÉมีความแม่นยาํมากกวา่คือการใช้ gel permeation chromatography 

(GPC) (Salomonsson และ Sundberg, 1994) แต่วธีิการนีÊไม่เหมาะกบัตวัอยา่งทีÉมีจาํนวนมาก  
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     1.2   อะไมโลเพคติน (amylopectin) (กลา้ณรงค ์และ เกืÊอกลู, 2543) 

อะไมโลเพคตินเป็นโพลิเมอร์เชิงกิÉงของกลูโคส ส่วนทีÉเป็นเส้นตรงของกลูโคสเชืÉอมต่อกนั
ดว้ย พนัธะ α-1,4-glycosidic linkage และส่วนทีÉเป็นกิÉงสาขาทีÉเป็นโพลิเมอร์กลูโคสสายสัÊนมี DP 

อยูใ่นช่วง 10 ถึง 60 หน่วย เชืÉอมต่อกนัดว้ยพนัธะ α-1,6-glycosidic linkage ดงัภาพทีÉ 5  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 5 โครงสร้างของอะไมโลเพคติน 

 

  หน่วยกลูโคสทีÉมีพนัธะ  glycosidic linkage มีอยู่ประมาณ 5% ของปริมาณหน่วยกลูโคส
ในอะไมโลเพคตินทัÊงหมด อะไมโลเพคตินมีนํÊ าหนกัโมเลกุลประมาณ 1,000 เท่าของอะไมโลสคือ 

ประมาณ 107 ถึง 109 ดาลตนั และมีการคืนตวัตํÉาเนืÉองจากอะไมโลเพคตินมีลกัษณะโครงสร้างเป็น
กิÉงอะไมโลเพคติน ทาํหนา้ทีÉเป็นโครงสร้างหลกัของเม็ดแป้ง ดงันัÊนเมืÉอมีอะไมโลเพคตินเพียงอยา่ง
เดียวจึงยงัสามารถรวมตวัเป็นเมด็แป้งได ้

โมเดลโครงสร้างของอะไมโลเพคตินเป็นแบบการแตกกิÉงแบบสุ่ม (random branching) 

หลงัจากนัÊน clustered branching model ถูกเสนอเป็นตน้แบบของโมเดลทีÉยอมรับกนัในปัจจุบนัซึÉ ง
เสนอโดย Hizukuri (1986) ลกัษณะทีÉสาํคญัของโมเดลนีÊ  ดงัภาพทีÉ 6 ก็คือจะมีการแบ่งสายโซ่กิÉงเป็น
กลุ่มๆ ตามขนาดความยาวของสายโซ่ทีÉ มีช่วงทีÉแน่นอน (certain periodicity) อะไมโลเพคติน
ประกอบดว้ยสายโซ่ (chain) 3 ชนิด คือ  

(1)  สาย A (A–chain) เชืÉอมต่อกบัสายอืÉนทีÉตาํแหน่งเดียว ไม่มีกิÉงเชืÉอมต่อออกจากสายชนิด
นีÊ  (unbranched structure)   

(2)  สาย B (B-chain) มีโครงสร้างแบบกิÉงเชืÉอมต่อกบัสายอืÉนๆ 2 สาย หรือมากกวา่ สายโซ่
แบบ  B นีÊ ยงัแบ่งเป็นกลุ่มย่อย B1, B2, B3 และ B4 ซึÉ งมีความยาวคร่อมหนึÉ ง สอง สาม  และ 

สีÉคลสัเตอร์ (cluster) ตามลาํดบั   
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(3)  สาย C (C–chain) แบบสายแกนซึÉงประกอบดว้ยหมู่รีดิวซิง 1 หมู่ในอะไมโลเพคติน แต่
ละโมเลกุลประกอบดว้ยสาย C หนึÉงสายเท่านัÊน ความยาวของสายกิÉงอะไมโลเพคตินมีตัÊงแต่ขนาด
เล็กซึÉ งมี DP ประมาณ 15 หน่วย ประกอบดว้ยสาย A และสาย B ขนาดเล็ก จนถึงโมเลกุลขนาดใหญ่
ซึÉ งมี DP ประมาณ 45-60 หน่วย ประกอบดว้ยสาย B สายยาว สายโซ่เหล่านีÊ อยูร่วมตวักนัเป็นกลุ่ม
กอ้น (cluster)  

 

 
 

ภาพทีÉ 6 โครงสร้างของอะไมโลเพคตินทีÉเสนอโดย (1) Haworth (2) Staudinger (3) Meyer และ (4) 

Meyer (Buleon  และคณะ, 1998) 

 

1.3   Degree of Polymerization (DP) (สุรพล, ŚŝŝŞ) 

ค่า DP ของผลิตภัณฑ์  คือการแสดงถึงจํานวนของหน่วย monomer ในโมเลกุลของ
ผลิตภัณฑ์ ซึÉ งในหัวข้อเรืÉ องเกีÉยวกับแป้งก็สามารถอธิบายได้ว่า DP คือ จาํนวนโดยเฉลีÉยของ 

anhydroglucose units ต่อ 1 สายโมเลกุล เช่น dextrose DP เท่ากบั 1, maltose DP เท่ากับ 2 (ภาพทีÉ 
ş) หรือ amylose ประกอบดว้ย 200 anhydroglucose units ดงันัÊน DP = 200 
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dextrose DP = 1 

 
maltose DP = 2 

 
ภาพทีÉ 7 DP ของโมเลกุลผลิตภณัฑเ์ดกซ์โทรสและมอลโตส 

(ทีÉมา : http://www.thaitapiocastarch.org/article25_th.asp) 

 

1.4   Dextrose Equivalent (DE) หรือ Reducing Value (สุรพล, ŚŝŝŞ) 

DE คือ การอธิบายหรือแสดงค่าปริมาณซึÉ งจะทาํการคาํนวณเปรียบเทียบออกมาในหน่วย
ของ dextrose และแสดงเป็นหน่วยเปอร์เซ็นต์ของนํÊ าหนกัแห้ง เช่น dextrose มีค่า DE = 100 แต่ถา้
เป็น maltose จะมีค่า DE = 50 

ส่ ว น  1 โ ม เล กุ ล ข อ ง  hydrolyzed amylose ห รื อ  amylopectin ทีÉ ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย 

anhydroglucose 100 หน่วยซึÉ งอาจประกอบด้วย  1 reducing end group ก็จะทําให้ มีค่า DE = 1 

เช่นกัน  ค่า DE โดยทัÉวไปจะใช้มากกับพวก  depolymerized starch หรือ  converted starch เช่น 

dextrins หรือ syrups และนํÊาตาล 

Maltodextrin แบ่งได้ ตามค่า ทีÉมีค่าสมมูลเด็กซ์โทรส (Dextrose Equivalent, DE) มอลโต
เดกซ์ตรินทีÉมีค่า dextrose equivalent ตํÉามีค่าอยู่ระหว่าง 5-20 maltodextrin ทีÉมีค่า DE สูง แสดงว่า
โมเลกุลของสตาร์ซ ถูกยอ่ยไดน้ํÊ าตาลกลูโคสมาก จะมีความหวานมากกวา่ maltodextrin ทีÉมีค่า DE 

ตํÉา  
นํÊาตาลรีดิวส์ (reducing sugar) คือ นํÊาตาลทีÉมีกลุ่มอลัดีไฮด์ (aldehyde) หรือคีโตน (ketone) 

ทีÉเป็นอิสระ ถูกออกซิไดส์ ไดง่้ายดว้ยตวัออกซิไดส์(oxidizing agent) อยา่งอ่อน ตวัอยา่งของนํÊาตาล
พวกนีÊ ไดแ้ก่ นํÊ าตาลโมเลกุลเดีÉยว (monosaccharide) ทุกชนิดเช่น นํÊ าตาลกลูโคส (glucose) นํÊ าตาล
กาแลคโตส (galactose) นํÊ าตาลฟรุกโตส (fructose) นํÊ าตาลโมเลกุลคู่ (disaccharide) บางชนิด เช่น 

นํÊาตาลแล็กโทส (lactose) นํÊาตาลมอลโตส (maltose) (พิมพเ์พญ็ และ นิธิยา, ŚŝŝŞ) 
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Ś.  การผลติมอลโตเดกซ์ตริน (กลา้ณรงค ์และ เกืÊอกลู, 2543) 

มอลโตเดกซ์ตรินถูกตัÊงชืÉอเรียกก่อนทีÉจะมีการผลิตและใชใ้นทางการคา้ตัÊงแต่ช่วงปี řšŝŘ 

ซึÉ งหมายถึงกลุ่มโมเลกุลใหญ่ๆ ทีÉสามารถถูกยอ่ยดว้ยกลุ่มอะไมเลสแลว้ใหน้ํÊ าตาลมอลโตสได ้เช่น 

maltotriose, maltotetraose, maltopentose และ maltohexose เป็นตน้ (Alexander, 1992) ปัจจุบนัเป็น
ทีÉทราบทัÉวๆ กันว่า มอลโตเดกซ์ตรินจัดเป็นผลิตภัณฑ์นํÊ าเชืÉอมทีÉ มีค่า DE ตํÉากว่า ŚŘ การผลิต 

มอลโตเดกซ์ตริน นัÊนมีอยู ่Ś แบบคือ (ř) แบบขัÊนตอนเดียวและ (Ś) แบบสองขัÊนตอน   

(ř)  แบบขัÊนตอนเดียว  คือ การย่อยแป้งโดยกรด (อุณหภูมิมากกว่า řŘŝ องศาเซลเซียส) 

หรือ เอนไซม์อะไมเลส (อุณหภูมิ ŠŚ- řŘŝ องศาเซลเซียส) แลว้หยุดปฏิกิริยาโดยปรับ pH หลงัให้
ความร้อน ทาํการกรองกับสารช่วยกรอง ปรับสี กลิÉนโดยคาร์บอน (ผงถ่าน) แล้วกรองอีกครัÊ ง 

จากนัÊนตม้ระเหยใหมี้ความเขม้ขน้สูงขึÊนแลว้ทาํแหง้โดยเครืÉองทาํแหง้แบบพน่ผง (spray dryer) 

(Ś)  แบบสองขัÊนตอน เริÉมตน้ดว้ยการย่อยแป้งดว้ยเอนไซม์อะไมเลส ทีÉอุณหภูมิ šŝ องศา
เซลเซียส และหยดุปฏิกิริยาโดยความร้อน řřŘ ถึง řŠŘ องศาเซลเซียส ขนาดของ DE จะไดป้ระมาณ 

Ś-ŝ จากนัÊนก็ใช้นํÊ าย่อยอะไมเลสอีกครัÊ งหนึÉ ง (หรืออีกชนิดหนึÉ ง) ทีÉ Šŝ องศาเซลเซียส จนได ้DE 

ประมาณ ŝ-ŚŘ จึงหยุดปฏิกิริยาโดยการปรับ pH หรือความร้อน จากนัÊนก็ทาํการกรองกบัสารช่วย
กรอง ปรับสีกลิÉนกบัผงคาร์บอนแลว้ กรอง ตม้ระเหยใหมี้ความเขม้ขน้สูงขึÊน และทาํแห้งโดยเครืÉอง
ทาํแหง้แบบพน่ฝอย (spray dryer) 

อุตสาหกรรมมอลโตเดกซ์ตริน ได้ขยายตัวอย่างรวดเร็วในช่วง ŚŘ ปี ทีÉผ่านมา มีการ
นาํไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมหลายประเภทโดยเฉพาะอย่างยิÉงอุตสาหกรรมอาหารและยา 
ดงันีÊ  
 

2.1   การผลติผงปรุงรส 

ผงปรุงรสเป็นอุตสาหกรรมทีÉ มีการนํามอลโตเดกซ์ตริน  มาใช้ประโยชน์มากทีÉ สุด  

มอลโตเดกซ์ตริน จะทาํหน้าทีÉเป็นตวัจบัสารปรุงรสทีÉอยู่ในรูปนํÊ ามันและช่วยให้การทาํแห้งมี
ประสิทธิภาพดีขึÊน กระบวนการทาํแหง้มีหลายวิธี แต่เป็นทีÉนิยมมากทีÉสุดคือ การทาํแหง้แบบพ่นผง
และเอก็ซ์ทรูชนั 

Ś.ř.ř  การทาํแหง้แบบพน่ผง (spray dryer)  

เป็นกระบวนการทีÉนิยมมากทีÉสุด กระบวนการมีดงันีÊ  นํÊ ามนัทีÉมีกลิÉนรส (flavor oil) 

จะถูกอิมัลซิไฟด์ในสารผสมของคาร์โบไฮเดรตและมอลโตเดกซ์ตริน ก่อนทีÉอุณหภูมิ şŘ-ŠŘ  

องศาเซลเซียส จากนัÊนนาํไปทาํให้เย็นจนมีอุณหภูมิ ŝŘ องศาเซลเซียส  ใส่นํÊ ามนัลงไปให้อิมลัซิ
ไฟด์เป็นเวลา řŘ นาทีทีÉ ŜŘ-ŝŘ องศาเซลเซียส นาํไปทาํให้แห้งแบบพ่นผง จะได้ผงปรุงรสทีÉแห้ง
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และสามารถเก็บไดน้าน คาร์โบไฮเดรตทีÉใชร่้วมกบัมอลโตเดกซ์ตรินไดแ้ก่ กมัอราบิค แป้งดดัแปร
ดว้ยสารทีÉมีหมู่ octenyl succinate หรือผลิตภณัฑ์ทีÉผลิตออกมาเป็นทางการคา้ ได้แก่ capsule และ 

N-Loc ของ National Starch, Amiogum 23 ของ American Maize เป็นตน้ มอลโตเดกซ์ตรินจะไป
รวมตวักบัคาร์โบไฮเดรตเหล่านีÊ เกิดเป็นร่างแหจบัโมเลกุลของสารปรุงรสไว ้ทาํใหผ้ลิตภณัฑ์ทีÉไดมี้
ความคงตวั ไม่ดูดความชืÊน และไม่เกิดกลิÉนหืน 

Ś.ř.Ś  เอก็ซ์ทรูชนั (extrution) 

กระบวนการผลิตมีดงันีÊ  สารละลายของซูโครสและมอลโตเดกซ์ตริน จะถูกให้ความ
ร้อนพร้อมกบัอิมลัซิฟายเออร์จนถึงอุณหภูมิ řŚŘ-řŚŝ องศาเซลเซียส จากนัÊนทาํให้เยน็ถึงอุณหภูมิ 

řřŘ องศาเซลเซียส  ใส่นํÊ ามันสารปรุงรสลงไป นําไปผ่านเครืÉ องเอ็กซ์ทรูเดอร์ (extruder) สารทีÉ
ออกมาจากเครืÉองจะใส่ลงในตวัทาํละลายทีÉร่างแหของชูโครสและมอลโตเดกซ์ตรินทีÉไม่ละลายนํÊ า 
เช่น โอโซโพพานอล (isopopanal) ผงปรุงรสจะตกตะกอนออกมา นอกจากนีÊ ตวัทาํละลายยงัช่วย
แยกนํÊามนัส่วนทีÉคงเหลืออยูที่Éผวิของอนุภาคปรุงรสออกดว้ย 

ปัจจุบนัมีผลิตภณัฑ์ทีÉผลิตทางการคา้เพืÉอใชใ้นอุตสาหกรรมนีÊ โดยเฉพาะ เช่น Microspore 

buds ของ A.E. Staley มอลโตเดกซ์ตรินชนิดนีÊ มีพืÊนทีÉผิวกวา้งและเป็นตวัทีÉชอบนํÊ ามนัทีÉดี, soludex 

ไดรั้บการพฒันาโดย penford Products ผลิตภณัฑ์นีÊ จะมีรูพรุน มีพืÊนทีÉผิวมากกวา่ปกติ Ş เท่าเพืÉอดูด
ซึมนํÊามนัสารทีÉชอบนํÊามนั 

 

Ś.Ś   Bulking agents 

มอลโตเดกซ์ตริน ใชใ้นการนีÊมากเป็นอนัดบั Ś โดยจะใชใ้นผลิตภณัฑ์ผสมทีÉแห้งเนืÉองจาก
ดูดความชืÊนน้อย ผลิตภณัฑ์ทีÉใช้ ได้แก่ เครืÉองดืÉมผสมผง, ซอสสําเร็จรูป, gravy mixes, cake และ 

cookie mixes เป็นตน้ 

 

Ś.ś   การใช้ในทางการแพทย์ 

Ś.ś.ř  อาหารเหลว 

มอลโตเดกซ์ตริน ใช้เป็นคาร์โบไฮเดรตในอาหารเด็กอ่อนทีÉไม่มีนํÊ าตาลแลกโทรส
เป็นส่วนประกอบ มีทัÊงในรูปของเหลวหรือผงทีÉใช้ผสมนํÊ า ในประเทศเยอรมนัจะมีมอลโตเดกซ์
ตรินทีÉมี DE เท่ากบั řŠ  ในประเทศบราซิลอาหารเด็กอ่อนสูตรโปรตีนถัÉวเหลืองใชซู้โครสและมอล
โตเดกซ์ตรินเป็นคาร์โบไฮเดรต 
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การใช้ประโยชน์มอลโตเดกซ์ตริน อีกประการคือ ใช้เป็นอาหารให้กบัผูป่้วยทีÉเป็น
โรคเกีÉยวกบัลาํไส้ ซึÉ งอยูใ่นภาพทีÉสามารถรับประทานไดโ้ดยตรงหรือพน่ทางหลอดให้อาหาร 

Ramsey และคณะ (řšŠŘ) ไดศึ้กษาถึงการใช้มอลโตเดกซ์ตรินในอาหารทีÉมีแคลลอรีÉ
สูงทีÉให้โดยตรงกบัเส้นเลือดดาํรอบนอกหวัใจสําหรับผูป่้วยในกรณีพิเศษ มอลโตเดกซ์ตรินทีÉใชใ้น
ผลิตภณัฑ์นีÊ จะตอ้งลดขนาดของ DP ลงให้เหลือ Ŝ-řŘ โดยวิธี ultra filtration และ reverse osmosis 

นอกจากนีÊ ย ังมีงานศึกษาของ  Smith (1982) ในการผลิตอาหารเส ริมโพแทสเซียม  ซึÉ งจะ
ประกอบดว้ยเกลือโพแทสเซียมหลายชนิดและมอลโตเดกซ์ตรินทีÉมีค่า DE เท่ากบั řŘ จะใชใ้นการ
รักษาผูป่้วยโรค Hypokalemia 

2.3.2  ยาเมด็ 

ได้มีสิทธิบัตรและงานวิจัยมากมายทีÉกล่าวถึงการใช้มอลโตเดกซ์ตรินในยาเม็ด 

Kanig (řšşŝ) ได้รายงานวิธีการในการตอกยาเม็ดจากเดก ซ์โทสโดยตรงโดยการใส่มอลโท 

เดกซ์ตรินอยา่งน้อย řŝ% โดยนาํส่วนผสมของเดกซ์โทรสผงและมอลโตเดกซ์ตรินผงสเปรยล์งใน
สารละลายมอลโตเดกซ์ตรินทาํแห้งจนมีความชืÊนน้อยกว่า řŘ% และนาํไปทาํเป็นเม็ด ยงัมีอีกสูตร
หนึÉงในการผลิตเดกซ์โทรสเมด็ (Nelson และคณะ, 1977) โดยใชม้อลโตเดกซ์ตรินทีÉมี DE ตํÉา Ś-Ŝ% 

ผสมกบัเดกซ์โทรสส่วนผสมจะเกาะกนัเป็นกอ้น 

นอกจากนีÊ ยงัมีการนาํมอลโตเดกซ์ตรินมาใชเ้ป็นสารช่วยยึดเกาะ ในการผลิตยาเม็ด
ทีÉใชเ้คีÊยวทีÉดา้นนอกแขง็แต่นุ่มดา้นใน (Valentine, 1987) 

2.3.3  การใชป้ระโยชน์อืÉนๆ 

มอลโตเดกซ์ตรินจะใช้เป็นส่วนประกอบในการเคลือบยาเม็ด ของหวานทีÉเป็นเม็ด
และธาตุอาหารต่างๆ ตวัอยา่งเช่นส่วนผสมมอลโตเดกซ์ตริน และเกลือโซเดียมคลอไรด์ ใชเ้คลือบ
โพแทสเซียมคลอไรด์ ส่วนผสมมอลโตเดกซ์ตรินและกรดฟูมาริกใช้เคลือบเพืÉอลดการการระคาย
เคืองของหลอดอาหารและลาํไส้ เป็นตน้ 

 

Ś.Ŝ   สารทดแทนไขมัน 

ในช่วง řŘ-řŚ ปีทีÉผา่นมาประชากรในประเทศทีÉพฒันาแลว้ให้ความสนใจเกีÉยวกบัการลด
นํÊ าหนกัและสุขภาพมากขึÊน ไดมี้การวิจยัมากมายเพืÉอหาสารทีÉใช้ทดแทนไขมนั จนกระทัÉงนกัวิจยั
จาก Akademie der wissenschaften ger DDR (řšşŠ) เยอรมนัตะวนัออก ไดค้น้พบมอลโตเดกซ์ตริน 

(ทีÉไดจ้าการยอ่ยแป้งมนัฝรัÉง) สามารถเกิดเจล ซึÉ งเจลทีÉเกิดขึÊนสามารถนาํไปใชท้ดแทนส่วนทีÉไขมนั
หรือนํÊ ามนัทีÉมิผลิตภณัฑ์ทีÉมีไขมนัสูง เช่น ไอศรีมหรือนํÊ าสลดั เจลนีÊ จะให้ลกัษณะเป็นครีม ให้รส
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สัมผสัเหมือนไขมนัและลดปริมาณแคลลอรีÉได ้ปัจจุบนัไดมี้การผลิตภณัฑ์เหล่านีÊทางการคา้จาํนวน
มากทีÉสาํคญัไดแ้ก่ 

2.4.1  Paselli SA2 ผลิตโดย Avebe ของฮอลแลนด์ เป็นมอลโตเดกซ์ตริน จากแป้งมนัฝรัÉง
และมีค่า DE เท่ากบั 2 ผลิตภณัฑ์นีÊ จะใหเ้จลทีÉทนต่อความร้อน ให้เนืÊอสัมผสัเหมือนไขมนัและไม่มี
รส ผลิตภณัฑ์นีÊ จะใชใ้นเบเกอรีÉ  ใชท้ดแทนไขมนัได ้50% นอกจากนีÊ ยงัใชใ้น certain dips, frosting, 

frozen dessert และ spread 

2.4.2  Matin MO40 เป็นมอลโตเดกซ์ตริน DE ตํÉาทีÉได้จากแป้งข้าวโพด ขายโดยบริษัท 

Grain processing corporation (GPC) สหรัฐอเมริกา จะให้โครงสร้างคลายเจลเมืÉอแขวนลอยในนํÊ า
ใหร้สสัมผสัเหมืนไขมนั ใชใ้นนํÊาสลดั มาร์การีนและ spread 

2.4.3  Instand N-0il II เป็นผลิตภัณฑ์ทีÉได้จากแป้งมันสําปะหลัง จาํหน่ายโดย Nation 

starch  

ผลิตภณัฑ์ทัÊง 3 ชนิดทีÉกล่าวมามีค่า DE ทีÉต ํÉากวา่ 5 สามารถเกิดเจลทีÉเหมาะสมในการแทนทีÉ
ไขมนัในไอศกรีม มายองเนส นํÊาสลดั ของหวานและเครืÉองแต่งหน้าของหวาน นอกจากนีÊ  Maltrin 

MO40 ยงัใหคุ้ณสมบติัและรสเหมือนไขมนั 

2.4.4  Oatrim  ได้รับการพัฒนาจาก  Northern regginal research center (1990)  โดยการ
ยอ่ยรําขา้วโอต๊หรือแป้งขา้วโอต๊ดว้ยแอลฟาอะไมเลส จะได ้maltose และกลูตา้แคน ซึÉ งเมืÉอนาํมาใช้
ในอาหารจะลดไขมนัและคอเรสเตอรอล 

 

2.5   ของหวาน 

ได้มีการนํามอลโตเดกซ์ตริน มาใช้ในของหวานเหนือจาก frozen dessert ดงันีÊ  Katt และ
คณะ (1986) ได้มีการนํามอลโตเดกซ์ตริน 60% มาใช้แทนแป้งในการทาํพุดดิÊง มีการนํามอลโต
เดกซ์ตริน มาใช้ในของหวานทีÉมีเจลลาตินเป็นส่วนประกอบซึÉ ง Brown และ Draper (1986) และ
คณะ (1986a, 1986b) ได้จดสิทธิบัตรแล้ว โดยสิทธิบัตรหนึÉ งได้กล่าวถึงการนําส่วนผสมของ
นํÊ าเชืÉอมข้าวโพดผงและมอลโตเดกซ์ตริน  ทีÉ มีขนาดอนุภาค 20-200 mesh มาผลิตเจลลาตินทีÉ
สามารถละลายนํÊ าเยน็ได ้สิทธิบตัรทีÉสอง ใช ้sorbitan  ผสมกบัมอลโตเดกซ์ตริน เพิÉมความสามารถ
ในการกระจายผลิตภณัฑ์ สิทธิบตัรทีÉสาม ส่วนผสมของมอลโตเดกซ์ตริน และนํÊ าเชืÉอมขา้วโพดผง
ถูกควบคุมอุณหภูมิให้อยูที่É 42-82 องศาเซลเซียส ทาํให้ไดผ้ลิตภณัฑที์Éละลายและแขวนลอยง่าย ให้
ความใส ซึÉ งไดมี้การนาํมาในของหวานทีÉมีเจลลาตินเป็นส่วนประกอบหลายอยา่งแลว้ 
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Steensen และ Weaver (1986) ไดท้าํการผลิตของหวานเจลลาตินทีÉใช ้aspatame เป็นสารให้
ความหวาน นอกจากนีÊไดเ้ติม manital และมอลโตเดกซ์ตรินลงไปดว้ย พบวา่ผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยทีÉได้
จะมีความหวานและรสชาติใกลเ้คียงทีÉใช้ชูโครสมาก นอกจากนีÊ  Evans และคณะ (1976) ยงัพบว่า
ส่วนผสมของอะไมโลเพคตินทีÉไม่มีกิÉงและมอลโตเดกซ์ตริน DE ตํÉา จะทาํให้โปรตีนรวมตวัใน
สารละลายเพืÉอใชใ้นการผลิตไอศกรีมและผลิตภณัฑที์Éเป็นวปิครีม 

 

2.6   สารเคลอืบอาหาร 

ไดมี้การนาํมอลโตเดกซ์ตริน ไปใชเ้คลือบอาหารหลายประเภทดงันีÊ  มีการนาํมอลโตเดกซ์
ตรินไปเคลือบเป็นกรด เพืÉอป้องกนัปฎิกิริยาระหวา่งกรดกบัส่วนประกอบอืÉนๆในอาหารทาํให้เก็บ
ไดน้านขึÊน Hurni (1988) ไดใ้ช้ส่วนผสมทีÉประกอบดว้ยมอลโตเดกซ์ตริน กมัและแป้งร่วมกบัสาร
ให้ความหวานและเครืÉองปรุงต่างๆ ผลิตสารเคลือบอาหารทีÉนาํไปใชก้บัอาหารทีÉตอ้งนวดและทอด 

หรือใช้ในสตูวโ์ดยนํÊ าในสตูวจ์ะเปลีÉยนสารเคลือบเหล่านีÊนัÊนให้กลายเป็นรสของสตูว ์นอกจากนีÊ  
Porter และ Woznicki (1987, 1988) ยงักล่าวถึงการใชม้อลโตเดกซ์ตรินเคลือบในของหวาน 

 

2.7   งานก่อสร้าง 

ถึงแมจ้ะไม่มีเอกสารอา้งอิง แต่เป็นทีÉรู้จกักนทัÉวไปวา่มอลโตเดกซ์ตรินจะใชเ้ป็นส่วนผสม
ในดินทีÉจะใช้อุดรอยรัÉวหรือรอยแตกทีÉเกิดจากการเจาะ และยงัใช้เพิÉมสารละลายของแคลเซียมใน
ดินทีÉมีปูนขาว ซึÉ งจะช่วยควบคุมความหนืดของของเหลวขณะทีÉถูกปัËมเขา้ไปในรอยแตก 

 

2.8   อุตสาหกรรมนมและอืÉนๆ 

มีการนาํมอลโตเดกซ์ตริน มาใช้ทดแทนไขมนัในนํÊ ามนัสลดั บิสกิต แพนเคก้ ครีมเทียม 

icing และ fonant งานวิจัยในด้านนีÊ มีมากมาย ตัวอย่างเช่น  Horn และ Kimball (1971) ได้ผลิต
ขนมกมัทีÉใช้มอลโตเดกซ์ตริน ทดแทนสารให้ความหวาน (ซูโครสและหรือ นํÊ าเชืÉอมขา้วโพด)  

70% จะช่วยลดเวลาในการทําแห้งและปรับปรุงความยืดหยุ่น ความเหนียวและความนุ่มของ
ผลิตภณัฑ์ ส่วนในของหวานพวก marshmallow และ nougat ไดมี้การใช้มอลโตเดกซ์ตริน DE ตํÉา
ทดแทนโปรตีนของวิปครีม 70% (Horn และคณะ, 1971) มีการทดแทนส่วนของกลูโคสอย่างน้อย 

10% ในลูกกวาด (Horn และ Godzicki, 1974) ลูกกวาดทีÉได้จะดูดความชืÊนได้ดีกว่าเดิม แต่ยงัคง
ความแข็งแรงและความใสไวไ้ด ้ นอกจากนีÊ ยงัมีการนาํมอลโตเดกซ์ตรินไปใชใ้นการทาํหมากฝรัÉง 

เป็นตน้ 
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ś.  เอนไซม์ทีÉเกีÉยวข้องกบัการย่อยแป้ง (พกัตร์ประไพ และ วชิยั, ŚŝŜŞ) 

แหล่งของเอนไซมส์ามารถผลิตไดจ้ากจุลินทรียห์ลายชนิดดว้ยกนั เอนไซม์ทีÉเกีÉยวขอ้งกบั
การยอ่ยแป้งแบ่งออกได ้4 กลุ่ม ดงันีÊ  

 

3.1   Endoamylase   

เป็นเอนไซมที์Éทาํงานภายในโมเลกุลของแป้ง ตดัพนัธะ α- 1, 4 glucosidic ระหวา่งโมเลกุล
กลูโคสภายในส่วนของอะไมเลสและอะไมโลเพคติน  เอนไซมใ์นกลุ่มนีÊ  ไดแ้ก่ และผลิตภณัฑ์ทีÉได้
จากการทาํงานของ α-amylase คือ oligosaccharide และ α-limit-dextrins 

 

3.2   Exoamylase  

เป็นเอนไซม์ทีÉตัดพันธะทีÉจับกันของกลูโคสทัÊ งพันธะ α-1, 4 และ α-1, 6 glucosidic 

เอนไซมใ์นกลุ่มนีÊไดแ้ก่ glucoamylase, β-amylase และ α-glucosidase ซึÉ งการทาํงานจะตดัโมเลกุล 

กลูโคส ทีÉตาํแหน่งปลายของอะไมเลสและอะไมโลเพคติน  ดงันัÊนผลผลิตทีÉไดจ้ะเป็นกลูโคสเพียง
อย่างเดียว เมืÉอใช้ glucoamylase และ α-glucosidase หรือได้ maltose และ α-limit dextrin  เมืÉอใช ้

β-amylase 

 

3.3   Debranching enzyme   

เป็นเอนไซม์ทีÉตัดพันธะ  α- 1, 6 glucosidic  เอนไซม์ในกลุ่มนีÊ  ได้แก่ isoamylase และ 

pullulanase การทาํงานของเอนไซม์กลุ่มนีÊ โดยการย่อยพนัธะกิÉงของอะไมโลเพคตินหรือการย่อย
พนัธะ α- 1, 6 glucosidic ใน pullulan  ผลิตภณัฑที์Éไดจ้ะเป็นโพลีแซค-คาไรด ์

 

3.4   transferase  

เป็นเอนไซม์ทีÉทาํหน้าทีÉตดั α- 1, 4 glucosidic ของ donor molecule และเปลีÉยนส่วนของ 

donor  เป็น glycosidic accepter ซึÉ งเป็นการสร้างพนัธะไกลโคซิดิกใหม่ เอนไซม์ในกลุ่มนีÊ ได้แก่ 

amylomaltase และ cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) ซึÉ งใชใ้นการผลิต cyclodextrin  
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4.  ชนิดของเอนไซม์อะไมเลส  

4.1   แอลฟาอะไมเลส (α- amylase)  

ตดัภายในสายโพลิเมอร์ของสตาร์ซ (starch) ทีÉพนัธะไกลโคซิลทีÉตาแหน่ง α- 1, 4 แบบสุ่ม 

ทาให้ย่อยสตาร์ซ  (starch) เป็นนํÊ าตาลอย่างรวดเร็วได้เป็นนํÊ าตาลกลูโคส  (glucose) มอลโตส 

(maltose) และ  oligosaccharide เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส  พบทัÉวไปในระบบการย่อยอาหาร 

(digestive system) ของมนุษย ์และสัตว ์เช่น นํÊ าลาย ตบัอ่อน ในอุตสาหกรรมอาหารใชใ้นการยอ่ย
แป้ง (starch hydrolysis) ในขัÊนตอนการทาํ liquefaction เพืÉอลดความหนืดของนํÊ าแป้ง หลงัการเกิด
เจลาติไนซ์ (gelatinization) เพืÉอผลิตนํÊาเชืÉอมกลูโคส  

 

4.2   เบต้าอะไมเลส (β-amylase)  

ตดัสตาร์ซ (starch) ทีÉพนัธะไกลโคซิลทีÉตาํแหน่ง α- 1, 4 เฉพาะส่วนปลายสายทีÉไม่รีดิวส์ 

(non reducing end) เขา้มาทีละ 2 หน่วย ทาํให้ได้นํÊ าตาลมอลโตส (maltose) ไม่พบในนํÊ าย่อยของ
มนุษยแ์ต่ พบในรา (mold) แบคทีเรีย (bacteria) เช่น Bacillus cereus และพบในผลไมร้ะหว่างการ
สุก (ripe) ทัÊงแอลฟาอะไมเลส และเบตา้อะไมเลส พบในเมล็ดธัญพืช (cereal grain) เช่น ขา้วสาลี 

ขา้วบาร์เลย  ์ในการผลิตเบียร์ มีการเพาะเมล็ดธัญพืชให้งอก (malting) แล้วจึงเตรียมเวอร์ต (wort) 

ระหว่างนีÊ เอนไซม์อะไมเลสในขา้วมอลต์ จะย่อยสตาร์ซ (starch) หากการย่อยไดน้ํÊ าตาลมาก เมืÉอ
นาํไปหมกัก็จะไดแ้อลกอฮอล์สูงทีÉอุณหภูมิสูงแอลฟาอะไมเลสทาํงานไดดี้กว่าเบตา้อะไมเลสได ้

เด็กตรินสูงปริมาณแอลกอฮอลต์ํÉา ถา้อุณหภูมิตํÉา เบตา้อะไมเลส ทาํงานไดดี้ ไดน้ํÊาตาลมอลโตสมาก 

ไดเ้ด็กตรินตํÉาเมืÉอนาํไปหมกัจะไดป้ริมาณแอลกอฮอลสู์ง  

 

4.3   แกมม่าอะไมเลส ( - amylase)  

ตัดภายในสายโพลิเมอร์ของสตาร์ซ  (starch) ได้หลายพันธะทัÊ งทีÉพ ันธะไกลโคซิลทีÉ
ตาํแหน่ง α- 1, 4 และ α- 1, 6 จึงสามารถย่อยอะไมโลเพกติน (amylopectin) ซึÉ งมีโมเลกุลเป็น
กิÉงกา้นสาขาโดยจะตดัส่วนปลายสายทีÉไม่รีดิวส์ (non reducing end) เขา้มาทีละ 1หน่วย ไดน้ํÊ าตาล
กลูโคส (glucose) ผลิตไดโ้ดยรา (mold) แบคทีเรีย (bacteria)  
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ตารางทีÉ Ŝ  แหล่งของจุลินทรียแ์ละคุณสมบติั (พกัตร์ประไพ และ วเิชียร, 2546) 

Microbial sources Molecular weight (Da) Optimum temp. (oC) 

-amylase 

Bacillus subtilis 
B. amyloliquefaciens 
B. licheniformis 
 

-amylase 

B. cereus 
B. circulans 
Psudomonas sp. BQ 6 

 

Glucoamylase 

Aspergillus awamori 
A. niger I 
A. oryzae I 
A. oryzae II 
Penicillium oxalicum I 
Rhizopus delemar 
 

Pullulanases 

Aerobacter aerogenes 
B. polymyxa 
Streptomyces sp. no. 280 

 

 

41,000 

49,000 

62,000 

 

 

35,000 

53-63,000 

37,000 

 

 

83,700-88,000 

99,000 

76,000 

38,000 

84,000 

100,000 

 

 

1,143,000 

48,000 

 

 

 

 

70 

90 

 

 

50 

60 

45-55 

 

 

60 

 

60 

40 

55-60 

40 

 

 

50 

60 

5 

 

 

 

 

 

 



19 

 

5.  กระบวนการผลติเอนไซม์อะไมเลสจากจุลนิทรีย์ (ดวงพร, 2530)  

การผลิตอะไมเลสระดบัอุตสาหกรรมจากจุลินทรีย์ มีทัÊงราและแบคทีเรีย สําหรับรา ไดแ้ก่ 

Rhizopus sp., A.oryzae, A. niger แ ล ะ  A. candidus ส่ ว น แ บ ค ที เ รี ย  ไ ด้ แ ก่  B. subtilis, 
B.stearothermophilus, B. coagulans, Clostridium sp. และ  Ps. Saccharophila ใน ปี  ค .ศ .1965 ทีÉ
สหรัฐอเมริกามีการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสเป็นอุตสาหกรรมโดยใชร้า  A. oryzae เรียกชืÉอทางการคา้
ของเอนไซม์ว่า taka-amylase วิธีทีÉใช้ในการผลิตอะไมเลสจากจุลินทรียโ์ดยทัÉวไปแบ่งเป็น 2 วิธี
ใหญ่ๆ คือ  

 

5.1   กระบวนการหมักในอาหารเหลว  

นิยมใชใ้นการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสจากแบคทีเรียและเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส จากรา โดย
เลีÊ ยงในถงัหมกัขนาดใหญ่ อาหารทีÉใช้เลีÊ ยงจะฆ่าเชืÊอด้วยการใช้ความร้อนทีÉอุณหภูมิ 100 – 115 

องศาเซลเซียส นาน 15 – 30 นาที ปริมาณตน้เชืÊอ 3 - 5% จะตอ้งควบคุมการให้อากาศและการกวน 

วธีินีÊ จะใชร้ะยะเวลาสัÊนในการเพิÉมปริมาณการผลิตและควบคุมสภาพต่างๆ ไดง่้าย แต่มีขอ้เสียคือมี
โอกาสปนเปืÊ อนจากจุลินทรียอื์Éนไดง่้ายและประสิทธิภาพของจุลินทรียล์ดลงจึงจาเป็นตอ้งคดัเลือก
จุลินทรียที์Éมีประสิทธิภาพสูงๆอยูเ่สมอ  

 

5.2   กระบวนการหมักแบบแห้ง  

วธีินีÊ นิยมใชก้บัรามากวา่แบคทีเรีย โดยจะเลีÊยงเชืÊอในสภาพทีÉเป็น mold bran คือในราขา้วทีÉ
มีความชืÊนประมาณ 50% และจะแบ่งเป็นวธีิยอ่ยต่างๆ กนั ขึÊนกบัภาชนะทีÉใช ้เช่น drum method (ใช้
ท่อกระบอก) tray-chamber method (ใช้ถาด) วิธีนีÊ ดีทีÉสามารถผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิด แต่มี
ข้อเสียคือต้องใช้แรงงานมากกว่าแบบการหมักในอาหารเหลว แต่ก็เหมาะสาหรับประเทศทีÉมี
ค่าแรงงานถูก มีโอกาสในการปนเปืÊ อนจากจุลินทรียอื์Éนง่ายกว่า การเลีÊ ยงแบบการหมกัในอาหาร
เหลว 

 

Ş.  โครมาโตกราฟี (Chromatography) 

chromatography เป็นเทคนิคทีÉ นิยมใช้ในการแยกสารชีวโมเลกุลเนืÉองจากมีหลักการ
ประยุกตใ์ชไ้ดห้ลากหลาย สารทีÉแยกไดน้ัÊนสามารถนาํมาวิเคราะห์หรือวดัปริมาณไดท้นัที แลว้ยงั
สามารถเตรียมสารในปริมาณมากได ้หลกัการแยกและทาํผลิตภณัฑ์ให้บริสุทธิÍ แบ่งออกไดห้ลายวิธี
ขึÊนอยูก่บัคุณสมบติัเฉพาะตวัของสารแต่ละชนิด (รุ้งสิริ, 2550) ดงัตารางทีÉ 5 
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ตารางทีÉ 5 หลกัการแยกและทาํผลิตภณัฑใ์หบ้ริสุทธิÍ  (รุ้งสิริ, 2550) 

คุณสมบัติ วธีิการ ขนาด 

ขนาด หรือ มวล - Centrifugation 

- Gel filtration 

- Dialysis , Ultrafiltration 

เล็ก - ใหญ่ 

เล็ก 

เล็ก 

ประจุ - Ion-exchange chromatography 

- Electrophoresis 

- Isoelectric focusing 

เล็ก - ใหญ่ 

เล็ก 

เล็ก 

ความสามารถในการละลาย - Change in pH 

- Change in ionic strength 

- Decrease in dielectric constant 

ใหญ่ 

เล็ก - ใหญ่ 

ใหญ่ 

ความจาํเพาะกบัสารบางชนิด - Affinity chromatography 

- Affinity elution 

เล็ก 

เล็ก - ใหญ่ 

 

6.1   Ion-exchange Chromatography 

ไอออนเอกซ์เชนจโ์ครมาโตกราฟี เป็นเทคนิคทีÉใชแ้ยกโมเลกุลชนิดต่างๆ ออกจากกนัโดย
อาศยัความแตกต่างของค่าประจุ (Net charge) ของโมเลกุลเหล่านัÊน นัÉนคือสารทีÉจะนาํมาแยกจะตอ้ง
มีความสามารถในการแตกตวัให้ประจุ ไอออนเอกซ์เชนจเ์รซิน (ion-exchange resin) เป็นวสัดุทีÉจะ
ใชบ้รรจุลงในคอลมัน์เพืÉอเป็น solid support matrix สาํหรับให้สารตวัอยา่งจบัเรซินทาํจากสารหลาย
ชนิด ปรับแต่งให้มีสมบติัจาํเพาะของการมีประจุต่างกนั จึงทาํใหโ้มเลกุลทีÉมีประจุตรงขา้ม สามารถ
เขา้มาจบักบัเรซินไดด้ว้ยแรงระหว่างประจุ (ionic force หรือ electrostatic force) ซึÉ งสามารถถูกไล่
หรือแทนทีÉไดห้ากมีโมเลกุลอืÉนทีÉมีความสามารถในการจบักบัเรซินไดดี้กวา่เขา้มาแข่งขนัแยง่จบั จึง
เรียกเรซินวา่เป็นตวักลางของการแลกเปลีÉยนประจุหรือไอออนเอกซ์เซนเจอร์ (ion exchanger) สาร
ทีÉใช้เป็นเรซินได้แก่สารพวกเซลลูโลส (cellulose) อะการ์โรส (agarose) โพลีอามีน (polyamine) 

สารอะคริลิค (acrylic) หรือโคพอลีเมอร์ (copolymer) ของสตยัรีนและไดไวนิลเบนซินทีÉเรียกวา่เป็น 

“cross-linked styrene divinylbenzene” ลักษณะทีÉสําคัญของสารเหล่านีÊ  คือ  มีความเป็นรูพรุน 

(porosity) ซึÉ งมีผลดีเฉพาะในแง่การเพิÉม พืÊนทีÉผวิของการแลกเปลีÉยนประจุ 

ธรรมชาติทางเคมีของสารซึÉ งเป็นเรซินทีÉกล่าวมาทัÊงหมดนัÊนไม่มีประจุ อยา่งมากก็มีสมบติั
เป็นโพลาร์เล็กน้อย เช่น จากหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ในเซลลูโลส ดังนัÊนเพืÉอให้เรซินสามารถทาํ
หน้าทีÉแลกเปลีÉยนประจุ สารทีÉใช้ทาํเรซินจะถูกนาํมาปรับแต่งโครงสร้างให้เกิดพนัธะโควาเลนท์
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ยึดแน่นกับหมู่ฟังก์ชัน (functional group) ซึÉ งเรียกว่าเป็นลิแกนด์ (ligand) ลิแกนด์นีÊ เองคือส่วน
ของเรซินทีÉแตกตวัให้ประจุ ตวัอยา่งเช่น หมู่คาร์บอกซิลแตกตวัให้ประจุลบ หมู่ไดเอทธิลอะมิโน-

เอทธิล (diethylaminoethyl) แตกตวัใหป้ระจุบวก จากสมบติัการเป็นประจุของหมู่ลิแกนดท์าํใหแ้บ่ง 

เรซินออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ 

(1) แคทไอออนเอกซ์เชนจ์เรซิน (cation-exchange resin) หรือแคทไอออนเอกซ์เชนเจอร์ 

เป็นเรซินชนิดแลกเปลีÉยนประจุบวก โดยทีÉลิแกนด์ของเรซินชนิดนีÊ เป็นหมู่จาํพวกกรด เมืÉออยู่ใน 

ionized form จะมีสมบติัเป็นประจุลบ ประจุของแคทไอออนเอกซ์เชนจเ์รซินจึงเป็นประจุลบ หมู่ทีÉ
เป็นลิแกนด์นีÊอาจเรียกว่าเป็น fixed ions ทาํหน้าทีÉเสมือนเป็น stationary phase ของการแลกเปลีÉยน
ประจุโมเลกุลทีÉจะเขา้จบักบัเรซินหรือทีÉเรียกว่า เคาน์เตอร์ไอออน (counterion) จึงตอ้งเป็นประจุ
บวก (cation) 

(2) แอนไอออนเอกซ์เชนจ์เรซิน (anion-exchange resin) หรือแอนไอออนเอกซ์เชนเจอร์ 

เป็นเรซินชนิดแลกเปลีÉยนประจุลบ สมบติัตางๆ ก็จะเป็นลกัษณะทีÉตรงกนัขา้มกบัแคทไอออนเอกซ์
เชนจเ์รซินคือลิแกนดเ์ป็นหมู่ฟังกช์นัจาํพวกเบส สภาพ ionized form มีสมบติัประจุบวก ทีÉสาํคญัคือ 

พวกอนุพนัธ์ของหมู่แอมโมเนียม ดงัทีÉยกตวัอย่างไวใ้นตารางทีÉ 6 เมืÉอประจุของลิแกนด์เป็นบวก
โมเลกุลทีÉจะเป็นเคาน์เตอร์ไอออนไดจ้ะตอ้งเป็นประจุลบ (anion) 

 

ตารางทีÉ Ş ตวัอยา่งไอออนเอกซ์เชนจเ์รซิน (รุ้งสิริ, 2550) 

Ligands Resin type 
Effective 

pH range 
Applications 

 

Triethylaminoethyl 

(TEAE) 

(Quaternary ammonium) 

R-CH2N
+(CH3)3 

Tertiary ammonium 

R-CH2N
+ (CH3)2 

 

anion exchange 

strong 

 

 

 

intermediate 

 

 

 

2-11 

 

 

 

2-7 

 

 

 

strong acids, e.g. 

nucleotides 

 

 

weak acids, e.g. 

organic acids 
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ตารางทีÉ Ş ตวัอยา่งไอออนเอกซ์เชนจเ์รซิน (ต่อ) 

Ligands Resin type 
Effective 

pH range 
Applications 

 

Diethylaminoethyl(DEAE) 

R-(CH2)2N
+-CH2CH3 

               CH2 CH3 

 

Sulphonated 

R-SO-
3 

Carboxylated 

R-CH2-O-CH2-COO- 

Carboxymethyl (CM) 

R-CH2-COO- 

 

anion exchange 

weak 

 

 

cation exchange 

strong 

 

intermediate 

 

weak 

 

 

3-6 

 

 

 

2-11 

 

6-10 

 

7-10 

 

 

weakly polyanionic, 

e.g. proteins 

 

 

amino acids 

 

weak cations; e.g. 

peptides 

weakly polycationic 

e.g. proteins 

 

 

 

 
 

ภาพทีÉ Š การแยกสารตามประจุดว้ยวธีิ ion-exchange chromatography 

(ทีÉมา http://biotechniquesden.blogspot.com/2012/12/chromatography.html) 
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6.2   Gel Filtration Chromatography 

เทคนิค เจลฟิ ล เตรชันโครมาโตกรา ฟี  (gel filtration chromatography) ห รือ  Size 

exclution หรือ Molecular sieve chromatography เป็นเทคนิคการแยกสารโดยอาศยัคุณสมบติัความ
แตกต่ างกนัของขนาด มวลและรูปร่ างของสารตวัอยา่ง ซึÉ งคุณสมบติัของเม็ดเจลมีลกัษณะเป็น
ช่องว่างภายในทีÉเกิดจากการเชืÉอมไขว้้  ของโพลีเมอร์ ทีÉใช้ในการสร้างเจล (gel matrix) โดย
ภายในเม็ดเจลแต่ละเม็ดมีขนาดช่องว่างทีÉจาํเพาะยอมให้ สารทีÉมีขนาดโมเลกุลค่าหนึÉ งผา่นเข้้
าไปในเม็ดเจลได้  ส่วนสารทีÉมีขนาดใหญ่กว่ าไม่สามารถผ่านเข้าไปได้ถูกชะออกมากับ
สารละลายบฟัเฟอร ทีÉใช้้ ชะหลุดออกจากคอลมัน์ ก่ อน จากหลกัการขา้งต้้ นเห็นไดว้่า
สามารถแยกสารทีÉมีขนาดเล็กและใหญ่ ออกจากกนัได ้โครงสร้างของเม็ดเจลและการแยกสาร
ตามขนาดโมเลกุลในขณะผา่นลงมาตามคอลมัน์ แสดงดงัภาพทีÉ š 

 

 
 

ภาพทีÉ 9 การแยกสารตามขนาดดว้ยวธีิ Gel filtration chromatography 

(ทีÉมา : http://www.erin.utoronto.ca/~w3bio/JBC372/lecture02_2004/img014.gif) 

 

(a)  แสดงดงัลกัษณะของเม็ดเจล ประกอบด้้ วยสส่วนเมทริกซ์เกิดจากการเชืÉอมไขว้้
ของโพลีเมอร์สายยาว โดยระหวา่งเส้นสายเหล่ านีÊ มีช่ องว่างอยู ่จากรูปเห็นไดว้่ ามีสารทีÉมี
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ขนาดโมเลกุลเล็กผา่นเขา้ไปวนอยู่ในช่ องว่างนีÊ  ส่วนสารทีÉมีขนาดใหญ่ ไม่สามารถเข้้ าไป
ภายในช่ องวา่งดงักล่าวได ้

(b)  แสดงการเคลืÉอนทีÉของสารตวัอยา่งขณะเคลืÉอนเข้้ าสู่ชัÊนเจล 

(c)  โมเลกุลทีÉมีขนาดเล็กแทรกผ่านเข้้ าไปในช่ องว่างภายในเจล ทาํให้วนเวียนอยู่
ภายในเม็ดเจลทาํให้ใช้้ เวลานานกว่ าจะหลุดออกมาภายนอกเจลได้้  ในขณะทีÉสารทีÉมีขนาด
ใหญ่ ถูกชะผ่ านลงมาตามคอลมัน์ก่อน 

(d)  สารโมเลกุลใหญ่ เคลืÉอนทีÉผา่นออกจากคอลมัน์์  ในขณะทีÉสารขนาดเล็กกาํลงัถูก
ชะให้้ ไหลผ่ านลงมาตามคอลมัน์์  ดงันัÊนสารทีÉมีขนาดเล็กย อมหลุดออกมาจากคอลมัน์์
ในภายหลงั 

(e)  แสดง elution diagram ของโครมาโตแกรม (chromatogram) ใช้บอกถึงลําดับหรือ
ช่วงเวลาของการแยกสารทีÉมีขนาดต่ างกนัออกจากกนั โดยการเพิÉมขึÊนของกราฟในช่วงแรกเป็น
ค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 280 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนทีÉมีขนาดอนุภาคใหญ่
ส่วนเส้นกราฟในช่วงหลงัเป็ นของโปรตีนทีÉมีขนาดเล็ก 

 

ตารางทีÉ ş สารทีÉใช้้ เป็ นตวักลางในการเชืÉอมไขวก้นัเป็นเม็ดเจล สําหรับเทคนิคเจลฟิ ลเตร
ชั น 

โครมาโตกราฟี (Gibthai, 2013) 

ชืÉอ ชนิดของสารทีÉใช้  
ช่วงของนํÊาหนักโมเลกุลทีÉยอมให้  

ผ่านเข้าในเม็ดเจล ( kD ) 

Sephadex G-řŘ 

Sephadex G-Śŝ 

Sephadex G-ŝŘ 

Sephadex G-řŘŘ 

Sephadex G-ŚŘŘ 

 

Bio-Gel P-Ś 

Bio-Gel P-Ş 

Bio-Gel P-řŘ 

Bio-Gel P-śŘ 

Bio-Gel P-řŘŘ 

Dextran 

Dextran 

Dextran 

Dextran 

Dextran 

 

Polyacrylamide 

Polyacrylamide 

Polyacrylamide 

Polyacrylamide 

Polyacrylamide 

0.05 - 0.7 

1 - 5 

1 - 30 

4 - 150 

5 – 600 

 

0.1 - 1.8 

1 - 6 

1.5 - 20 

2.4 - 40 

5 - 100 
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Bio-Gel P-śŘŘ Polyacrylamide 60 – 400 

ตารางทีÉ ş สารทีÉใช้้ เป็ นตวักลางในการเชืÉอมไขวก้นัเป็นเม็ดเจล สําหรับเทคนิคเจลฟิ ลเตร
ชั น 

โครมาโตกราฟี (ต่อ) 

ชืÉอ ชนิดของสารทีÉใช้  
ช่วงของนํÊาหนักโมเลกุลทีÉยอมให้  

ผ่านเข้าในเม็ดเจล ( kD ) 

Sepharose ŞB 

Sepharose ŜB 

Sepharose ŚB 

 

Sephacryl S100-HR 

Sephacryl S200-HR 

Sephacryl S300-HR 

Sephacryl S400-HR 

Sephacryl S500-HR 

Agarose 

Agarose 

Agarose 

 

Acrylic 

Acrylic 

Acrylic 

Acrylic 

Acrylic 

10 - 4,000 

60 - 20,000 

70 - 40,000 

 

1-100 

5-250 

10-1500 

20-8000 

40-20,000 

 

 

6.3   High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

HPLC เป็นเครืÉ องมือใช้สําหรับแยกสารประกอบทีÉสนใจทีÉผสมอยู่ในตัวอย่าง โดย
กระบวนการแยกสารประกอบทีÉสนใจจะเกิดขึÊนระหว่างเฟส 2 เฟส คือ เฟสอยู่กับทีÉ (stationary 

phase) หรือ คอลัมน์ (column) กับเฟสเคลืÉอนทีÉ  (mobile phase) ซึÉ งจะถูกแยกออกมาในเวลาทีÉ
ต่างกนั สารผสมทีÉอยูใ่นตวัอยา่งสามารถถูกแยกออกจากกนัไดน้ัÊนจะขึÊนอยูก่บัความสามารถในการ
เขา้กนัไดดี้ของสารนัÊนกบัเฟสทีÉเคลืÉอนทีÉหรือเฟสทีÉอยูก่บัทีÉ โดยสารประกอบตวัไหนทีÉสามารถเขา้
กันได้ดีกับเฟสทีÉ เคลืÉอนทีÉ  สารนัÊนก็จะถูกแยกออกมาก่อน ส่วนสารทีÉเข้ากันได้ไม่ดีกับเฟสทีÉ
เคลืÉอนทีÉ หรือเขา้กนัไดดี้กบัเฟสอยูก่บัทีÉ ก็จะถูกแยกออกมาทีหลงัโดยสารทีÉถูกแยกออกมาไดนี้Ê จะ
ถูกตรวจวดัสัญญาณดว้ยตวัตรวจวดัสัญญาณ (detector) และสัญญาณทีÉบนัทึกไดจ้ากตวัตรวจวดัจะ
มีลกัษณะเป็นพีค ซึÉ งจะเรียกวา่ โครมาโตแกรม (chromatogram) จาํแนกไดอ้ยา่งกวา้งตามกลไกการ
แยกได ้4 ประเภท ไดแ้ก่ 

(1)  Adsorption chromatography 

(2)  Partition chromatography 
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(3)  Ion-exchange chromatography 

(4)  Size exclusion chromatography 

 

 
ภาพทีÉ řŘ ส่วนประกอบหลกัของเครืÉอง HPLC  

(ทีÉมา : http://www.mfu.ac.th/center/stic/index.php/chemical-analysis-instrument-menu/item/126-

high-performance-liquid-chromatography-hplc.html ) 

 

ส่วนประกอบหลกัของเครืÉอง HPLC ประกอบด้วย (ภาพทีÉ řŘ) 

(1)  Mobile phase / Solvent (Reservoir) ตวัทาํละลายทีÉใช้ในการชะหรือแยกตวัอย่าง เป็น
เฟสเคลืÉอนทีÉมีลกัษณะเป็นของเหลว ทาํหนา้ทีÉในการนาํสารตวัอยา่งและตวัทาํละลายเขา้สู่เฟสทีÉอยู่
กบัทีÉทีÉบรรจุอยูใ่นคอลมัน์ซึÉ งกระบวนการแยกจะเกิดขึÊนภายในคอลมัน์ 

(2)  Pump ทาํหนา้ทีÉดึงตวัทาํละลายซึÉงทาํหนา้ทีÉเป็นเฟสเคลืÉอนทีÉเขา้สู่ระบบ HPLC 

(3)  Injector / Autosampler ทาํหนา้ทีÉในการฉีดสารตวัอยา่งเขา้ระบบ HPLC 

(4)  Column ภายในบรรจุด้วยเฟสทีÉอยู่กับทีÉ  มีลักษณะเป็นของแข็งหรือเจล ทาํให้เกิด
กระบวนการแยกองคป์ระกอบของสารทีÉสนใจ โดยกระบวนการแยกเกิดขึÊนระหวา่งเฟสทีÉเคลืÉอนทีÉ
กบัเฟสทีÉอยูก่บัทีÉ 

(5)  Detector เป็นตวัตรวจวดัสัญญาณ ทาํหนา้ทีÉในการตรวจวดัสัญญาณของสารทีÉสนใจทีÉ
ไดจ้ากกระบวนการแยก  

ลกัษณะตวัอยา่งทีÉเหมาะสมในการทดสอบ ตวัอยา่งตอ้งเป็นสารละลายทีÉสะอาด ใส ไม่มีสี 

ไม่ตกตะกอน ไม่แขวนลอย ซึÉ งผา่นขัÊนตอนการเตรียมตวัอยา่งทีÉเหมาะสม สามารถแยกหรือสกดัสิÉง
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ทีÉสนใจออกจากสิÉ งรบกวนได้เป็นอย่างดี ซึÉ งกระบวนการเตรียมตวัอย่างทีÉดี มีผลอย่างมากกับ 

chromatogram ทีÉได ้

7.  การแยกโปรตีนโดยวธีิเจลอเิลคโตรโฟรีซีส (Gel electrophoresis) (Gibthai, 2013)  

อิเล็กโตรโฟรีซีส เป็นวิธีการแยกโปรตีนดว้ยไฟฟ้า เพืÉอเปรียบเทียบและวิเคราะห์รูปแบบ 

(pattern) ของสาร ตัวอย่างโปรตีนจากเนืÊอเยืÉอหรือเซลล์ทีÉมาจากแหล่งต่าง ๆ ตรวจสอบความ
ผิดปกติของโปรตีนทีÉอาจเกิดจากการผา่เหล่า (mutation) แยกและทาํให้บริสุทธิÍ  ทดสอบคุณสมบติั
ของโปรตีนทางอิมมูโนวิทยา และตรวจหาขนาดของโปรตีน  (molecular weight) แล้ววิเคราะห์
โปรตีนทีÉแยกไดด้ว้ยเทคนิคการยอ้มสี การวดั activity หรือการตรวจวดัดว้ยวิธีอืÉน ทัÊงนีÊ จะขอกล่าว 

เฉพาะวิธี ยoly-acrylamide gel electrophoresis (PAGE) ซึÉ ง เป็นวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีสทีÉใช้ในการ
วเิคราะห์โปรตีน 
 

7.1   Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) 

เป็นการแยกโปรตีนโดยใช้  polyacrylamide gel โดย  polyacrylamide gel นีÊ จะเกิดจาก
ปฏิกิริยาการเชืÉอมต่อกนั ของโมเลกุลเดียว monomer ของ acrylamide จนได้เป็น สายโซ่ยาวและ
เชืÉอมกนัเป็นโครงข่ายด้วยพนัธะโคเวเลนต์ (covalent bond) ซึÉ งมีหมู่ฟังก์ชัน 2 หมู่ (bi-Functional 

compound) เช่น N, N’-methylene bisacrylamide มีตวัเร่ง ปฏิกิริยาเป็น ammonium persulfate และ 

N, N, N’, N’- tetramethylene diamine (TEMED) โดย TEMED จะเร่งปฏิกิริยา การเกิดอนุมูลอิสระ
จาก persulfate ทาํให้เกิดการโพลีเมอร์ไลซ์ขึÊน ปฏิกิริยาดงักล่าวทาํให้ไดโ้ครงสร้างทีÉมีลกัษณะเป็น
รูพรุน รูพรุนของ polyacrylamide gel จะแปรผกผนักบัความ เขม้ขน้ของ acrylamide ในส่วนผสม
ของเจล กล่าวคือ ถา้ความเขม้ขน้ของ acrylamide ตํÉา ขนาดของรูพรุนจะใหญ่ ซึÉ งเหมาะ สาํหรับแยก
โปรตีนทีÉมีขนาดใหญ่ และถ้าเพิÉมความเข้มข้นของ acrylamide ให้สูงขึÊน ขนาดรูพรุนจะเล็กลง 

เหมาะสําหรับแยก  โปรตีนขนาดเล็ก  การแยกโปรตีนส่วนใหญ่ใช้เจลทีÉ มีความ  เข้มข้นของ 

acrylamide อยูใ่นช่วงร้อยละ 5 - 15 ซึÉ งความเขม้ขน้ทีÉเหมาะสมกบัขนาดของโปรตีนแสดงในตาราง
ทีÉ Š ดงันีÊ  

 

ตารางทีÉ 8 ความเขม้ขน้ของ Acrylamide ทีÉเหมาะสมกบัขนาดของโปรตีน (Walker, ŚŘŘŚ) 

ความเข้มข้นของ Acrylamide (%)  ขนาดนํÊาหนักโมเลกุลของโปรตีนทีÉต้องการแยก 

(kDa) 

5  60 – 200  

10  15 – 70  
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15  10 – 50  

 

polyacrylamide gel สําหรับการวิเคราะห์โปรตีนทีÉ  นิยมใช้มีสองชนิด คือ ชนิดทีÉมีความ
เขม้ขน้ของ acrylamide เท่ากนัทัÊงแผน่ในส่วนของ resolving gel (หรือ running gel) และชนิดทีÉเป็น 

gradient gel ซึÉ งเป็นเจลทีÉมีความเข้มข้นของ acrylamide เปลีÉยนไปอย่างต่อเนืÉอง ทาํให้การแยก
โปรตีนในเจลชนิดนีÊ ดีกวา่ เนืÉองจากโปรตีนจะเคลืÉอนทีÉไปหยุดตรงทีÉขนาด ของรูพรุนเท่ากบัขนาด
ของโปนตีน ทาํใหเ้ห็นแถบโปรตีนชดัขึÊน การเตรียมเจลชนิดนีÊสามารถทาํไดโ้ดยใช ้gradient mixer 

หรือ อาจซืÊอเจลสําเร็จรูป ซึÉ งมีให้เลือกหลายช่วงความเข้มข้น เช่น 4 – 12% acrylamide gel, 4 – 

15% acrylamide gel ตามความเหมาะสมของโปรตีนตวัอยา่ง  

สิÉงทีÉตอ้งพิจารณาในการทดลองคือ (วรีะศกัดิÍ , 2544) 

(1)  ลกัษณะทางกายภาพของเจล  

(2)  ตอ้งการใชบ้ฟัเฟอร์ทีÉทาํใหโ้ปรตีนแตกตวัหรือไม่  
(3)  ตอ้งการใชร้ะบบบฟัเฟอร์แบบต่อเนืÉองหรือไม่ต่อเนืÉอง  

(4)  ค่า pH และความเขม้ขน้ไอออนิกทีÉใชใ้นการแยก  

(5)  ความเขม้ขน้ของ acrylamide gel ทีÉเหมาะสมกบัขนาดของโปรตีนตวัอยา่งทีÉใชศึ้กษา  
(6)  ความเขม้ขน้ของโปรตีนตวัอยา่ง ในการนาํตวัอยา่งโปรตีนมาใชใ้นวธีิวิเคราะห์นีÊ  ควร 

ทราบ ปริมาณโปรตีนทัÊงหมดของตวัอยา่งก่อน เนืÉองจากถา้ตวัอยา่งมีปริมาณนอ้ยเกินไปอาจจะมอง
ไม่เห็นแถบโปรตีนเกิดขึÊน แมย้อ้มดว้ย Silver strain  

 

7.Ś  การแยกโปรตีนด้วย Polyacrylamide มี 2 ระบบ คือ  

7.2.1 ระ บ บ ทีÉ ไ ม่ ทํ า ให้ โ ป ร ตี น เสี ย ส ภ าพ  (Non-denaturing gel ห รื อ  Native gel 

electrophoresis)  

วิธีนีÊ โปรตีน อยูใ่นสภาพธรรมชาติ ซึÉ งสามารถนาํโปรตีนทีÉแยกไดนี้Ê ไปตรวจสอบ
หา activity ได้ แต่ไม่สามารถแยกความแตกต่างของ รูปร่าง ขนาด หรือประจุของโปรตีนได้ คือ 

โปรตีนทีÉมีนํÊ าหนกัโมเลกุลต่างกนัอาจเคลืÉอนทีÉไดเ้ท่ากนัในระบบนีÊ  ดงันัÊนระบบนีÊ  จึงเหมาะสาํหรับ
ใช้แยกหรือจาํแนกโปรตีนชนิดต่างๆ ออกจากกนั แต่ไม่เหมาะสําหรับใช้ตรวจเพืÉอยืนยนัความ
บริสุทธิÍ  หรือหานํÊ าหนักโมเลกุลของโปรตีน การแยกโปรตีนในระบบนีÊ ได้แก่ วิธี isoelectric 

focusing (IEF) ซึÉ งจะแยกตามค่า pI ของโปรตีนแต่ละชนิด  
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7.2.2  ระบบทีÉทาํใหโ้ปรตีนเสียสภาพ (Denature systems)  

โปรตีนทีÉแยกได้ไม่สามารถนํามาทดสอบหา activity ได้ แต่สามารถบอกขนาด
นํÊ าหนกัโมเลกุลของโปรตีนทีÉต่างกนัได ้ระบบนีÊ จึงนาํมาใชต้รวจสอบความบริสุทธิÍ และขนาดของ
โปรตีน รวมทัÊ งสามารถนําไปตรวจหาคุณสมบัติของโปรตีนทางอิมมูโนวิทยา โดยวิธีการทํา 
western blot การแยกโปรตีนในระบบนีÊ ได้แก่  วิธี  sodium dodecyl sulfate poly-acrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) ซึÉ ง SDS เป็นสาร detergent ทาํให้โปรตีนเสียสภาพ นอกจากนีÊ ยงัมี
สาร acid-urea, triton-acid-urea เป็นต้น และวิธี Two-dimension gel electrophoresis ในมิติแรกจะ
ใช้เทคนิค IEF และในมิติทีÉสองใช้เทคนิค SDS-PAGE ซึÉ งจะเป็นการเพิÉมความไวในการตรวจหา
โปรตีนปนเปืÊ อนในงานวจิยันีÊจะใชว้ธีิ SDS-PAGE ดงันัÊนจะขอกล่าวเฉพาะวธีิ SDS-PAGE  

 

7.ś   วธีิ SDS-PAGE 

หลกัการของ SDS-PAGE คือ SDS ซึÉ งเป็น detergent ทีÉมีประจุลบจะไปเกาะกบัโปรตีน ทาํ
ให้โปรตีนทัÊงหมดมี ประจุลบ โดย SDS จะจบักบัโปรตีนในอตัราส่วนโดยนํÊ าหนกัคงทีÉ (1.4 กรัม
ของ SDS ต่อพอลิเพปไทด์ 1 กรัม) ทาํให้โปรตีนทุกชนิดมีค่าความหนาแน่นของประจุต่อนํÊ าหนกั
โปรตีนเท่ากนั นอกจากนีÊ  SDS ยงัทาํให้โปรตีนเสียสภาพ เปลีÉยนสภาพจากทรงกลม (globular) ไป
อยูใ่นสภาพทีÉเหยียดตรง โปรตีนทีÉประกอบดว้ยหน่วยหลายหน่วยเกาะกนัอยูจ่ะแยกออกเป็นแต่ละ 

หน่วยย่อย ดังนัÊ นการเคลืÉอนทีÉในสนามไฟฟ้าของโปรตีน จึงเป็นการเคลืÉอนทีÉโดยอาศยัความ
แตกต่างของนํÊ าหนกัโมเลกุลเพียงอยา่งเดียว โดยจะเป็นการเคลืÉอนทีÉจากขัÊวไฟฟ้าลบไปสู่ขัÊวไฟฟ้า
บวกในอตัราส่วนผกผนักบัค่า log ของนํÊ าหนกัโมเลกุล ซึÉ งสามารถหานํÊ าหนกัโมเลกุลของโปรตีน
ได ้จากระยะการเคลืÉอนทีÉของโปรตีนทีÉตอ้งการทราบนํÊ าหนกัโมเลกุลกบัโปรตีนมาตรฐานทีÉทราบ
นํÊ าหนักโมเลกุลแลว้ นอกจากนีÊ การปรากฏของแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวใน SDS-PAGE ยงัเป็น
ตวับ่งชีÊ  ถึงความบริสุทธิÍ ของโปรตีน 
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ภาพทีÉ 11 การเขา้จบัของ SDS กบัโปรตีน ซึÉ งจะทาํให ้โปรตีนมีรูปร่างเป็นเส้นเหยยีดและ 

มีประจุลบ 

(ทีÉมา : http://www.gibthai.com/services/technicaldetail. php?ID=20) 

 

 
 

ภาพทีÉ 12 การวเิคราะห์โปรตีนดว้ยวธีิ SDS-PAGE แบบ discontinuous gel 

(ทีÉมา : http://www.gibthai.com/services/technicaldetail. php?ID=20) 

 

สําหรับการวิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE นัÊน ตวัอยา่งโปรตีนจะถูกทาํให้เสียสภาพโดยความ
ร้อนทีÉอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-5 นาที ในสารละลายทีÉมี SDS มากเกินพอและมีสาร
ประเภทไทออล (Thiol) เป็นองค์ประกอบ เช่น -mercaptoethanol เพืÉอทาํลายพนัธะไดซัลไฟด์ 
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(disulphide bond) ในโปรตีน  ภายใต้สภาวะดังกล่าวนีÊ โปรตีนส่วนใหญ่จะเกาะกับ  SDS ใน
อตัราส่วนโดยนํÊ าหนกัทีÉคงทีÉ จากนัÊนนาํตวัอยา่งโปรตีนแต่ละตวัอยา่งใส่ในแต่ละช่องของแผน่เจล 

และนาํไปแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า ซึÉ งทัÊงเจลและบฟัเฟอร์ทีÉใชใ้นการแยกมี SDS เป็นองคป์ระกอบอยู ่
โปรตีนมาตรฐานจะให้ผลในลกัษณะเดียวกบัเจลช่องอืÉนๆ โดยโปรตีนจะเคลืÉอนทีÉไปตามนํÊ าหนกั
โมเลกุลของตวัเองภายหลงัจากการแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า ตาํแหน่งของแถบโปรตีนทีÉแยกออกจาก
กนัจะปรากฏขึÊนเมืÉอยอ้มดว้ยสี เช่น สีคูแมซีบลู (coomassie blue) หรือ silver stain  

การแยกโปรตีนทีÉเราสนใจบนเจลนีÊทาํไดโ้ดยเทียบนํÊาหนกัโมเลกุลระหวา่งโปรตีนตวัอยา่ง
กบัโปรตีนมาตรฐาน ในกรณีทีÉเรามัÉนใจวา่ นํÊ าหนกัของโปรตีนทีÉเราตอ้งการ แตกต่างจากโปรตีน
อืÉนๆ อยา่งชดัเจน เราสามารถแยกโปรตีนบนเจลเพืÉอนาํไปศึกษาองคป์ระกอบได ้โดยทีÉไม่ตอ้งเทียบ 

กบัโปรตีนมาตรฐานทีÉทราบนํÊาหนกัโมเลกุลแลว้ 

 

8.  ตรวจเอกสารและงานวจัิยทีÉเกีÉยวข้อง 

ในปี ค.ศ. 1960 ได้มีการผลิตนํÊ าตาลกลูโคสโดยใช้เอนไซม์เพียงอย่างเดียว ซึÉ งมีการนํา
เอนไซม์ต่างๆ  มาใช้ในขัÊ นตอนการผลิตนํÊ าตาลกลูโคส  ในขัÊ นตอนของ  liquefaction และ 

dextrinization ใช้เอนไซม์อัลฟาอะไมเลสจากแบคทีเรีย  และในขัÊนตอน  saccharification ใช้
เอนไซมก์ลูโคซิเดสทีÉไดจ้ากเชืÊอรา ไดผ้ลิตภณัฑ ์คือ เดกซ์โทรสเขม้ขน้ 95% 

ในปี ค.ศ. 1988 มีการเตรียมเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสทีÉเสถียร และละลายได ้โดยการเติม
มอลโตเดกซ์ตรินใน fermentation broth เพืÉอยบัย ัÊงการจบัตวักนัของเอนไซม์ และช่วยปรับปรุงให้
เอนไซม์ละลายไดดี้ขึÊน นอกจากนีÊ ยงัมีการนาํมอลโตเดกซ์ตรินไปใชเ้ป็นสารให้ความหวานเทียม 

เช่น nutrasweet ซึÉ งกระจายตวัไดง่้ายในนํÊา นม และนํÊาผลไม ้

ซึÉ งเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสทีÉนาํมาใช้ในอุตสาหกรรมส่วนมากผลิตได้จากการเพาะเลีÊ ยง
จุลินทรียช์นิดต่างๆ เช่น รา ยีสต์ และแบคทีเรีย เป็นตน้ เพราะสามารถผลิตเอนไซม์ไดใ้นปริมาณ
มากและมีตน้ทุนในการผลิตตํÉา (ปราณี, 2537) 

จากทีÉกล่าวมาข้างต้น จึงมีผูส้นใจทาํการแยกบริสุทธิÍ และศึกษาคุณลักษณะทีÉมีผลต่อ
เอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลส และมีรายงานการศึกษาไวด้งัต่อไปนีÊ  

ในปี ค.ศ. 2003 Nirmala และคณะ ได้มีการศึกษาเอนไซม์อลัฟาอะไมเลส ซึÉ งผลิตจาก 

malted finger millet ทาํเอนไซม์ให้บริสุทธิÍ  โดยการตกตะกอนด้วย acetone, DEAE-Sephacel ion-

exchange และ Sephacryl S-200 gel permeation chromatography พบวา่มีความบริสุทธิÍ ของเอนไซม์
เพิÉมขึÊนถึง 26, 17 และ 31 เท่า ตามลาํดบั เอนไซม์มีนํÊ าหนักโมเลกุลของประมาณ 45 กิโลดาลตนั 
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โดย pH และอุณหภูมิทีÉ เหมาะสมต่อการทาํงานประมาณ  5.0 - 5.5 และ 45 - 50 องศาเซลเซียส 

ตามลาํดบั ส่วนไอออนของโลหะทีÉมีผลยบัย ัÊงเอนไซม ์ไดแ้ก่ Al3+, Fe2+ และ Hg2+ (5 มิลลิโมลาร์)  

ในปี ค.ศ. 2004 Konsula และคณะ ได้มีการศึกษาเอนไซม์อลัฟาอะไมเลส ซึÉ งผลิตจาก
จุลินทรีย ์B. subtilis ทีÉคดัแยกมาจากนมแกะสด โดยพบว่าอุณหภูมิทีÉเหมาะสม 40 องศาเซลเซียส 

และ pH 7.0 เป็นสภาวะทีÉผลิตเอนไซมไ์ดป้ริมาณมากทีÉสุด เมืÉอใช้อาหารเลีÊ ยงเชืÊอทีÉมีความเขม้ขน้
ของแป้งตํÉา นอกจากนีÊ ยงัพบวา่ทีÉอุณหภูมิ 135 องศาเซลเซียส และ pH 6.5 ให้ค่ากิจกรรมสูงสุดและ
มีความเสถียรต่ออุณหภูมิสูงเมืÉอมี Ca2+ ร่วมด้วย อีกทัÊงยงัได้ทาํการศึกษาชนิดของแป้งทีÉมีผลต่อ
ปฏิกิริยาการย่อยแป้ง พบว่าแป้งมนัฝรัÉง สามารถเกิดปฏิกิริยากบัเอนไซม์แลว้ให้ปริมาณนํÊ าตาล
รีดิวซ์มากทีÉสุด เมืÉอเปรียบเทียบกบัแป้งชนิดอืÉนๆในทุกช่วงอุณหภูมิ  

ในปี ค.ศ. 2005 Demirkan และคณะ ได้มีการศึกษาเอนไซม์อลัฟาอะไมเลส ซึÉ งผลิตจาก
จุลินทรีย ์B. amyloliquefaciens ทาํเอนไซม์ให้บริสุทธิÍ ดว้ย 4 ขัÊนตอน คือ การตกตะกอนดว้ย 80% 

เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต, dialysis, Q Sepharose column และ SP Sepharose column เอนไซม์มี
นํÊ าหนักโมเลกุลของประมาณ 52 กิโลดาลตัน โดยอุณหภูมิและ pH ทีÉ เหมาะสมต่อการทาํงาน 

เท่ากบั 6.0 และ 55 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั ความสามารถในการยอ่ยของเอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลส 

บน  starch granules จากการ various ชนิดของแป้ง โดยใช้การวิเคราะห์ด้วย scanning electron 

microscopy และ kinetic assays 

ในปี ค.ศ. 2006 Noman และคณะ ศึกษาการทาํบริสุทธิÍ  เอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลสจาก post-

harvest Pachyrhizus erosus L. tuber โดยใช้วิธีโครมาโตกราฟี DEAE- และ CM-cellulose columns 

พบว่ามีความบริสุทธิÍ ของเอนไซม์เพิÉมขึÊนถึง 110 เท่า จาก crude extract ด้วยค่า recovery เท่ากับ 

22.8% มีนํÊ าหนกัโมเลกุลของประมาณ 40 กิโลดาลตนั จากการทาํ SDS-PAGE โดยเอนไซม์นีÊ เป็น
ชนิด α-type โดย EDTA เป็นรีเอเจนทที์Éมีผลยบัย ัÊงเอนไซม ์ยงัพบวา่เอนไซม์นีÊ เป็น glycoprotein ทีÉ
มีนํÊ าตาลอยู่ประมาณ 2.6 % โดยใช้ phenol-sulfuric acid method เป็นวิธีวิเคราะห์ ส่วน pH และ
อุณหภูมิทีÉเหมาะสมต่อการทาํงาน เท่ากบั 7.5 และ 37 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั มีค่า Km เท่ากับ 

0.29% เมืÉอใช้แป้งเป็นสับสเตรต ส่วนไอออนของโลหะทีÉมีผลยบัย ัÊงเอนไซม์อย่างรุนแรง ได้แก่ 

Cu2+, Fe2+ และ Zn2+  มีผลปานกลาง ไดแ้ก่ Li2+, Hg+ และ Cd2+ และมีผลเพียงเล็กน้อย ไดแ้ก่  Ag+, 

Mg2+ และ K+ ส่วน Calcium ion ทาํให้กิจกรรมของเอนไซม์เพิÉมขึÊนเป็นสองเท่า ในขณะทีÉ Fe3+, 

Mn2+ และ Na+ ทาํใหกิ้จกรรมเพิÉมขึÊนเล็กนอ้ย 

ในปี ค.ศ. 2008 Hmidet และคณะ ได้มีการศึกษาการแยกบริสุทธิÍ เอนไซม์และคุณสมบติั
ของเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสทีÉทนความร้อนจากเชืÊอแบคทีเรีย Bacillus licheniformis NH1 ศึกษา
การโคลนนิÉง  ศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด์ และศึกษาการแสดงออกของยีน amyN ในเชืÊอ E.coli โดย
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เอนไซมถู์กทาํให้บริสุทธิÍ โดยการตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟต 40 – 60 %  คดักรองโดยใชว้ิธี
โครมาโตกราฟี Sephadex G-100 และ mono Q Sepharose โดยจากการศึกษาพบว่าเอนไซมมี์ความ
บริสุทธิÍ ขึÊ น มีค่า specific activity เพิÉมขีÊ น 3.08 เท่า และ recovery มีค่าเท่ากับ 15.9 % มีนํÊ าหนัก
โมเลกุล  58 กิโลดาลตนั  มีความเสถียรในช่วง pH 5.0 - 10.0 และทาํงานได้ดีทีÉสุดในช่วง pH 6.5 

อุณหภมิูทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานทีÉสุดคือ 90 องศาเซลเซียส   

ในปี ค.ศ. 2010 Hmidet และคณะ ได้มีการศึกษาเอนไซม์อัลฟาอะไมเลสจาก Bacillus 
mojavensis A21 และศึกษาการแยกบริสุทธิÍ เอนไซมแ์ละคุณสมบติัทางชีวเคมีของเอนไซม ์โดยการ
แยกบริสุทธิÍ เอนไซม์อลัฟาอะไมเลสด้วย ultrafiltration, Sephadex G-75 และ mono Q Sepharose 

anion-exchange chromatography ตามลาํดบั พบว่าได้ค่า specific activity เพิÉมขึÊนถึง 15.3 เท่า และ 

recovery มีค่าเท่ากบั 11% มีนํÊ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์ประมาณ 58 กิโลดาลตนั ด้วยวิธี SDS-

PAGE และ gel filtration โดย  pH และอุณหภูมิทีÉ เหมาะสมต่อการทํางาน  เท่ากับ  6.5 และ  80  

องศาเซลเซียส ตามลาํดบั ซึÉ งเอนไซมช์นิดนีÊ ถูกยบัย ัÊงการทาํงานของเอนไซมด์ว้ย EDTA และ Ca2+ 

ไม่สามารถช่วยกระตุน้การทาํงานของเอนไซมใ์ห้เพิÉมขึÊนได ้ผลผลิตหลกัทีÉเกิดจากการยอ่ยแป้ง คือ 

maltohexaose, maltopentaose และ maltotriose ลาํดับกรดอะมิโน 10 ชนิดแรกจากทางด้านปลาย
สาย N-terminal ของเอนไซม์อัลฟาอะไมเลสทีÉผ่านการแยกบริสุทธิÍ คือ ASVNGTLMQY เมืÉอ
เปรียบเทียบกบัลาํดบักรดอะมิโนของเอนไซมอ์ะไมเลสอืÉนๆ พบวา่ ลาํดบักรดอะมิโน ในตาํแหน่ง
ทีÉ 3 เป็นกรดอะมิโน Val ในขณะทีÉอะไมเลสจาก Bacillus licheniformis NH1 และ Bacillus sp. SG-

1 มี Leu และ Thr ในตาํแหน่งทีÉ 3 ตามลาํดบั 

ในปี ค.ศ. 2010 Mollania และคณะ ไดศึ้กษาการแยกบริสุทธิÍ และคุณสมบติัของเอนไซมอ์ะ
ไมเลสจากเชืÊอ Geobacillus sp. LH 8 ซึÉ งคดัแยกได้จากนํÊ าพุร้อนของ Larijah ทีÉอุณหภูมิ 65 องศา
เซล เซี ยส  โดย เอนไซม์อัลฟ าอะไม เลส ถูกสกัดและแยกบ ริสุ ท ธิÍ ด้วยวิ ธี  ion-exchange 

chromatography ประมาณค่านํÊ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอชนิดนีÊ ด้วยวิธี SDS-

PAGE มีค่าประมาณ 52 กิโลดาลตนั โดย pH และอุณหภูมิทีÉเหมาะสมต่อการทาํงาน เท่ากบัช่วง 

 5 - 7 และ 80 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั เอนไซม์ชนิดนีÊ ถูกกระตุน้ด้วย Mn2+, Ca2+, K+, Cr3+ และ 

Al3+ ในขณะทีÉ Mg2+, Ba2+, Ni2+, Zn2+, Fe3+, Cu2+ และ EDTA เป็นตวัยบัย ัÊงการทาํงานของเอนไซม์
ทาํให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ลดลง ค่า Km และ Vmax  มีค่าเท่ากับ 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 6.5  

ไมโครโมลต่อนาที ตามลาํดบั  
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ในปี ค.ศ. 2010 Priya และคณะ ไดศึ้กษาการแยกบริสุทธิÍ  คุณสมบติัของเอนไซม์และการ
ยบัย ัÊงเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสจาก Rhyzopertha dominica เอนไซม์อลัฟาอะไมเลสจากเชืÊอชนิดนีÊ
แยกบริสุทธิÍ โดยวิธีตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต, Sephadex G-25 และ Sephadex G-100 

column นํÊ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์เท่ากบั 52 กิโลดาลตนั pH และอุณหภูมิทีÉเหมาะสมต่อการ
ทาํงานของเอนไซม์เท่ากบั 7.0 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั พลงังานการกระตุน้การทาํงาน 

(Activation energy) มีค่า 3.9 กิโลแคลลอรีÉ ต่อโมล ค่ากิจกรรมเอนไซมเ์มืÉอใชส้ารตัÊงตน้เป็น starch, 

amylose และ amylopectin ในทางตรงกันข้ามเมืÉอใช้ dextrins เป็นสารตัÊ งต้นทีÉทาํให้ค่ากิจกรรม
เอนไซมต์ํÉากวา่สารตัÊงตน้ชนิดอืÉน เอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลสชนิดนีÊ มีค่า Km 0.98 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

เมืÉอใช้ starch เป็นสารตัÊ งต้น เมืÉอศึกษาการยบัย ัÊงเอนไซม์ citric acid, oxalic acid, salicylic acid, 

HgCl2 , tannic acid และสารยบัย ัÊงเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสจาก wheat เป็นตวัยบัย ัÊงการทาํงานของ
เอนไซม ์แต่ Ca2+ และ Mg2+ เป็นตวักระตุน้การทาํงานของเอนไซมช์นิดนีÊ  

ในปี ค.ศ. 2010 Shafiei และคณะ ได้มีการทาํบริสุทธิÍ เอนไซม์อัลฟาอะไมเลสจากเชืÊอ 

Nesterenkonia sp. F โดยการตกตะกอนด้วย  80% ethanol, Q Sepharose anion-exchange และ 

Sephacryl S-200 gel filtration chromatography ตามลาํดบั พบว่าได้ค่า specific activity เพิÉมขึÊนถึง 

10.8 เท่า เอนไซม์มีนํÊ าหนักโมเลกุลของประมาณ  100 กิโลดาลตัน  โดย  pH และ อุณหภูมิทีÉ
เหมาะสมต่อการทาํงาน เท่ากบั 7.5 และ 45 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั โดยเอนไซม์มีค่ากิจกรรมสูง
ทีÉ 0.5 โมลาร์ NaCl หรือ 1 โมลาร์ KCl และมีค่ากิจกรรมเสรียรเมืÉอใชค้วามเขม้ขน้ของเกลือระหวา่ง 

1 โมลาร์ และ 4 โมลาร์ ส่วนไอออนโลหะทีÉมีผลยบัย ัÊงเอนไซม์ ได้แก่ Fe3+, Cu2+, Zn2+ และ Al3+ 

ในขณะทีÉ Ca2+ ช่วยกระตุน้กิจกรรมของเอนไซม ์และ EDTA เป็นรีเอเจนท์ทีÉมีผลยบัย ัÊงการทาํงาน
ของเอนไซม ์แต่ PMSF และ -mercaptoethanol ไม่มีผลในการยบัย ัÊงดว้ย 

ในปี ค.ศ. 2010 Michelin และคณะ ได้ทาํการศึกษาเชืÊอรา Paecilomyces variotii โดยทาํ
บ ริ สุ ท ธิÍ ด้ วยวิ ธี  DEAE-cellulose ion exchange chromatography, Sephadex G-100 gel filtration 

และ  electroelution จากการศึกษาพบว่าเอนไซม์อัลฟาอะไมเลสมีขนาดนํÊ าหนักโมเลกุล  75  

กิโลดาลตัน  (SDS-PAGE) และมีค่า pI เท่ากับ  4.5 อุณหภูมิและ  pH ทีÉ เหมาะสมคือ 60 องศา
เซลเซียส และ 4.0 ตามลาํดบั เอนไซมนี์Ê เสถียรเป็นเวลา 1 ชัÉวโมงทีÉอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และมี
ค่าครึÉ งชีวิต (t50) เป็นเวลา 53 นาทีทีÉอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ซึÉ งแป้งสามารถช่วยป้องกนัการ
ยบัย ัÊงการทาํงานของเอนไซม์จากความร้อนได ้พบว่าเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสนีÊ มีความเสถียรเพิÉม
มากขึÊนเมืÉออยู่ภายใตส้ภาวะทีÉเป็นด่าง เอนไซม์ถูกกระตุน้การทาํงานดว้ยแคลเซียมและโคบอลต ์

เอนไซม์นีÊ เป็นไกลโคโปรตีนทีÉมีปริมาณคาร์โบไฮเดรต Śś% มีความสามารถในการย่อยแป้งเป็น
หลักและสามารถย่อย amylose และ amylopectin ได้ในปริมาณทีÉรองลงมาค่า Kmของเอนไซม์
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อลัฟาอะไมเลสทีÉไดจ้ากการทดลองยอ่ยแป้งของ Reagent®  และ Sigma®  คือ 4.3 และ 6.2 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั นอกจากนีÊ ผลผลิตทีÉไดจ้ากการย่อยแป้งสามารถวิเคราะห์ดว้ยวิธี thin-layer 

chromatography (TLC) จากการทดลองพบว่า oligosaccharides ทีÉไดเ้ป็น maltose และ maltotriose 

ลาํดบักรดอะมิโนบางส่วนของเอนไซม์นีÊ มีความเหมือนกบัเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสทีÉไดจ้ากเชืÊอ 

Bacillus sp. ซึÉ งเป็นการยนืยนัวา่เอนไซมที์ÉศึกษานีÊ เป็นเอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลส 

         ในปี ค.ศ. 2011 Bozic และคณะ ไดท้าํการศึกษาเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสทีÉมีประสิทธิภาพ
สูงในการย่อยแป้งผลิตได้จากเชืÊอ B. licheniformis ATCC 9945 กระบวนการผลิตเอนไซม์ในถัง
หมกั (bioreactor) แบบ batch เป็นเวลา 24 ชัÉวโมงทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แลว้นาํเอนไซม์มา
ทาํบริสุทธิÍ โดย gel filtration พบวา่ค่า specific activity เพิÉมขึÊน 6 เท่า มี recovery เท่ากบั 38% และมี
นํÊ าหนักโมเลกุลขนาด 31 กิโลดาลตนั เมืÉอวิเคราะห์โดย SDS-PAGE นอกจากนีÊ ได้ทาํการศึกษา
คุณสมบติัของเอนไซม์ทีÉทาํบริสุทธิÍ แลว้ จากการศึกษาพบว่า pH และอุณหภูมิทีÉเหมาะสมต่อการ
ทาํงานของเอนไซม์ คือ 6.5 และ 90 องศาเซลเซียส ตามลาํดับเมืÉอศึกษาผลของ CaCl2 ต่อความ
เสถียรของเอนไซม์พบว่า CaCl2 สามารถสงวนค่ากิจกรรมเอนไซม์ (enzyme activity) ได้ 55% 

หลงัจากบ่มเอนไซมที์É 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา Ş ชัÉวโมง และเมืÉอศึกษาผลของไอออนโลหะต่อ
กิจกรรมเอนไซม์ พบว่า Co2+, Ni2+ และ Ca2+ มีผลกระตุน้กิจกรรมเอนไซม์ได้เล็กน้อย ในขณะทีÉ 
Hg2+ มีผลยบัย ัÊงกิจกรรมเอนไซม์อย่างสมบูรณ์ สําหรับการศึกษาอตัราการเกิดปฏิกิริยา hydrolysis 

ใน starch granules ชนิดต่างๆ ได้แก่ triticale, ขา้วสาลี, มนัฝรัÉง, horseradish และแป้งขา้วโพด ทีÉ
ความเขม้ขน้ 1% เมืÉอทาํปฏิกิริยาเป็นเวลา 4 ชัÉวโมง พบวา่อตัราการเกิดปฏิกิริยา hydrolysis มีค่าร้อย
ละ 63, 60, 59, 52 และ 37 ตามลาํดบั จากคุณสมบติัขา้งตน้ของเอนไซมบ์ริสุทธิÍ แสดงวา่เอนไซม์มี
ประสิทธิผลสูงในการยอ่ยแป้งหลากหลายชนิดไดที้ÉอุณหภูมิตํÉากวา่อุณหภูมิทีÉเกิดการ gelatinization 

เอนไซม์อัลฟาอะไมเลสนีÊ จึงมีศักยภาพสูงในการนําไปใช้ประโยชน์ในเชิงพาณิชย์และใน
อุตสาหกรรม 

สําหรับในประเทศไทย ได้มีการคัดแยกเชืÊอจุลินทรีย์ทีÉสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง  

พร้อมทัÊงไดมี้การศึกษาคุณสมบติัของเชืÊอดงักล่าวไวด้งันีÊ  
ในปี พ.ศ. 2549 วชิรวิทย ์และคณะ ไดท้าํการคดัแยกเชืÊอจุลินทรียที์Éสามารถผลิตเอนไซม์

ยอ่ยแป้ง เพืÉอใหไ้ดผ้ลิตภณัฑ์ทีÉมีค่า DP จาํเพาะ จากตวัอยา่งดินและนํÊ าตามธรรมชาติ และบ่อบาํบดั
นํÊ าเสียในโรงงานทีÉผลิตแป้งทัÊงหมด 10 แห่ง พบว่าไดเ้ชืÊอทีÉสามารถผลิตเอนไซม์ยอ่ยแป้งทัÊงหมด 

38 สายพนัธ์ุ และนาํผลผลิตทีÉไดม้าวดัค่า DP พบวา่ใหค้่า DP อยูใ่นช่วง 2 - 3 ซึÉ งเป็นนํÊ าตาล maltose 

และ moltotriose 
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ในปี พ.ศ. 2550 ดาวนภา และคณะ ได้ศึกษารูปแบบการย่อยแป้งของเชืÊอทีÉผลิตเอนไซม์
ยอ่ยแป้งทัÊงหมด 25 สายพนัธ์ุ ทีÉคดัแยกโดยวชิรวทิย ์พงศาวภิาวฒัน์และคณะ เพืÉอวเิคราะห์หาค่า DP 

โดยเครืÉอง HPAC พบวา่ เชืÊอจุลินทรียร์หสั B1BA (W1) และ LTS1A (W2) สามารถผลิตเอนไซมที์Éมี
ผลผลิตทีÉมีค่า DP อยู่ในช่วง 3 - 6 ซึÉ งเป็นนํÊ าตาล moltotriose, maltotetraose, maltopentaose และ 

maltohexaose ในปริมาณสูง และมี glucose กบั maltose ตํÉา 
ในปี  พ .ศ. 2551 ลักษนาวดี และศิริรัตน์  ได้นําเชืÊ อจุลินทรีย์รหัส W1 และ W2 ทีÉผลิต

เอนไซม์ย่อยแป้ง ซึÉ งคดัแยกได้จากตวัอย่างดินและนํÊ า ทีÉให้ผลผลิตทีÉมีค่า DP อยู่ในช่วงระหว่าง  

3 - 6 จากการทดลองพบวา่เชืÊอรหัส W1 ทาํงานไดดี้ทีÉอุณหภูมิ 45 - 60 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้
แป้ง 1.5 - 2.0% ค่า pH 5.5 - 7.5 และระยะเวลาในการบ่มทีÉ 12 ชัÉวโมงส่วนเชืÊอรหสั W2 ทาํงานไดดี้
ทีÉอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  ความเข้มข้นแป้ง 1.0% ค่า pH 6.5 และระยะเวลาในการบ่มทีÉ  48 

ชัÉวโมง 

ในปี พ.ศ. 2552 แก้วสุคนธ์ และพรชนก ได้นําเชืÊ อจุลินทรีย์รหัส  W1 และ W2 ทีÉผลิต
เอนไซมย์่อยแป้งให้ไดผ้ลผลิตทีÉมีค่า DP อยูใ่นช่วงระหวา่ง 3-6 จากการทดลองพบวา่เชืÊอรหัส W1 

สามารถทาํงานไดดี้ทีÉสุดทีÉอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้แป้ง 1.0%  ค่า pH 5.5 และเชืÊอ
รหัส  W2 สามารถทํางานได้ดีทีÉ สุดทีÉ อุณหภูมิ  55 องศาเซลเซียส  ความเข้มข้นแป้ง 1.0% ค่า  
pH 5.5 - 6.0  

จากงานวิจยัทีÉผ่านมายงัไม่มีการแยกบริสุทธิÍ เอนไซม์อะไมเลสย่อยแป้งทีÉให้ผลผลิตมีค่า 
DP ในช่วงระหว่าง 3 - 6 และศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์ ดงันัÊนงานวิจยันีÊ จึงสนใจทีÉจะผลิต
เอนไซม์อะไมเลสย่อยแป้งจากเชืÊอจุลินทรียร์หัส W1 ให้ผลผลิตมีค่า DP อยู่ในช่วงระหว่าง 3 - 6 

เพืÉอนาํมาศึกษาการแยกบริสุทธิÍ และคุณลกัษณะทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลสจาก
เชืÊอจุลินทรียช์นิดนีÊ  เพืÉอนาํไปใชป้ระโยชน์ทางดา้นอุตสาหกรรมอาหารและทางการแพทยต่์อไป 
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บททีÉ 3 

อปุกรณ์และวธิีดําเนินการวจิัย 

 

1. สารเคมีทีÉใช้ในการทดลอง 

สารเคมี        บริษัทผู้ผลติ  

Absolute ethanol      Carlo Erba  

Acetic acid       LAB-SCAN  

Acrylaminde      Fluka  

Agar        Lab M Limited  

Beef extract       Lab M Limited  

Bovin serum albumin     Fluka  

Bromophenol blue      Fluka  

Calcium chloride     Fluka  

Coomassie brilliant blue R-250    Fluka  

Dipotassium hydrogen phosphate ahydrous  Scharlau  

3,5-dinitrosalicylic acid (DNS)    Fluka 

EDTA        Fluka  

95% Ethanol      Upmarketting General Supply 

Ferrous sulfate haptahydrate      Fluka  

Glucose       Fluka  

Glycerol       Amresco  

Glycine        Fluka  

Hydrochloric acid      LAB-SCAN  

Iodine         Riedel-deHaen  

Mannesium sulfate haptahydrate     Fluka  

Methanol       LAB-SCAN  

Peptone       Lab M Limited  
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85% Phosphoric acid      MERCK  

Potassium dihydrogen phosphate     MERCK  

Potassium iodide      Riedel-deHaen  

Potassium sodium (+) tartrate     LAB-SCAN  

Sodium acetate       LAB-SCAN  

Sodium chloride      UNIVAR  

Sodium dodecyl sulfate      SIGMA  

Sodium hydrogen carbonate     UNIVAR  

Sodium hydroxide      MERK  

Sodium phosphate monobasic-dihydrate    Riedel-deHaen  

Soluble starch       Fluka  

Starch from potatoes      Fluka  

Tris base       Riedel-deHaen  

Triton X-100       Amresco  

Tryptone       Lab M Limited  

Yeast extract       Lab M Limited  

นา้กลัÉน  

นํÊา deionize 

 

2. เครืÉองมือ  

เครืÉองมือและอุปกรณ์      บริษัทผู้ผลติ 

Autoclave        Tomy Model SX-700  

Auto pipette       Gilson 

Biological safety cabinet class II Type AIB3    NUAIRE  

Centrifuge         Beckman-Coulter 

Fast protein liquid chromatography (FPLC)    AKTA 

High performance anion-exchange chromatography (HPAC)  Dionex 

Hot air oven        Scientific Promotion 

Hot plate       FRAMO-GERATETECHNI 

       D-7821 
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Incubator        United Instrument 

Incubator shaker  New Brunswick Scientific 

EDISON  

Micro tube       BIOLINE 

Microcentrifuge       Hettich Zentrifugen 

Microplate reader      TECAN 

Mini-PROTEAN 3 cell (SDS-PAGE)    BIO-RAD  

Nylon syringe filter      LUBITECH 

pH meter        Denver Instrument  

Pump        ROCKER300 

Pump        ROCKER300 

Sonicate       KUDOS 

Syringe        NIPRO 

Water bath        Group Digital Heat  

Vortex         Poly Science Gilson  
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วธีิดําเนินการวจัิย 

 

1.  การตรวจสอบเพืÉอยนืยนัลกัษณะและกจิกรรมของเอนไซม์จากเชืÊอ W1  

1.1   การยอ้มสีจุลินทรียส์ายพนัธ์ุ W1  

ยอ้มสีเชืÊอ W1 เพืÉอให้เห็นรูปร่างลกัษณะการเรียงตวั เพืÉอจาํแนกแบคทีเรียออกเป็นกลุ่มๆ 

ได้ตามคุณลักษณะของการติดสี  ด้วยวิธี Gram staining (อนันต์, 2536) ซึÉ งการยอ้มสีเพืÉอจาํแนก
แบคทีเรียแบ่งออกเป็น 2 พวกใหญ่ๆ คือ แกรมบวก (Gram positive) ยอ้มติดสีนํÊ าเงินอมม่วงซึÉ งเป็น
สีของ Crystal violet และแกรมลบ (Gram negative) ยอ้มติดสีแดงซึÉ งเป็นสีของ Safranin พวกทีÉติด
สี Gram negative จะมีปริมาณ lipid ทีÉ cell wall มากกว่า Gram positive ปกติ lipid มีคุณสมบติัคือ
ละลายได้ใน alcohol ในการยอ้มเมืÉอหยด alcohol ลงไป alcohol จึงละลาย lipid ออก ทาํให้เกิดรู
ขนาดกวา้งทีÉ cell wall และ complex ของสีทีÉอยู่ภายในเซลล์ก็หลุดออกมา เมืÉอยอ้มทบัอีกครัÊ งดว้ย 

Safranin จึงทาํใหแ้บคทีเรียนัÊนติดสีแดง ส่วนพวกทีÉ cell wall มี lipid นอ้ยก็ตรงขา้ม พวกนีÊหลงัจาก
หยด alcohol แล้วรูเปิดทีÉ  cell wall มีขนาดแคบ complex ของสีก็ไม่สามารถลอดผ่านออกมาได ้

ยงัคงติดสีเดิมของ Crystal violet 

 

2.  การเพาะเลีÊยงเชืÊอ W1 เพืÉอผลติเอนไซม์อะไมเลส 

นําโคโลนีเดีÉยวของเชืÊอรหัส W1 มาเพาะเลีÊ ยงในอาหารสูตร Luria-Bertani (LB) broth 

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 24 ชัÉวโมง เพืÉอกระตุ้นให้เชืÊอเจริญเติบโต หลังจากนัÊนถ่ายเชืÊอปริมาตร 20 มิลลิลิตรลงใน 

starch broth ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ซึÉ งเป็นอาหารสาํหรับเลีÊยงเชืÊอเพืÉอผลิตเอนไซมย์อ่ยสลายแป้ง 

ภายใตส้ภาวะเดียวกนั หลงัจากนัÊนทาํการปัÉนเหวีÉยงดว้ยเครืÉองปัÉนเหวีÉยงควบคุมอุณหภูมิ (AvantiTM 

Model J-25, Beckman-Coulter) ทีÉ 7,500xg เป็นเวลา 20 นาที ทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพืÉอกาํจดั
ตะกอนเซลล์ ส่วนใสทีÉได้ใช้เป็น crude extract หลงัจากนัÊนวดัปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของ
เอนไซม ์

 

ś.  การแยกบริสุทธิÍเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 

นาํ crude extract ทีÉไดจ้ากขอ้ Ś ตกตะกอนโปรตีนด้วยเอทานอลเยน็ (cold ethanol) ความ
เขม้ขน้ 95% โดยค่อยๆ เติมลงใน crude extract ให้เป็น 80% saturation แล้วทิÊงไวข้า้มคืนในห้อง
เยน็ บนเครืÉองกวนแม่เหล็ก จากนัÊนปัÉนตกตะกอนโปรตีนทีÉ 12,000xg เป็นเวลา 15 นาที ทีÉอุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส นาํตะกอนโปรตีนทีÉไดม้าละลายดว้ยโพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 
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50 มิลลิโมลาร์ pH  7 (บฟัเฟอร์ A) หลงัจากนัÊนทาํให้บริสุทธิÍ มากขึÊนดว้ยเครืÉอง fast protein liquid 

chromatography (FPLC) (AKTA, GE Healthcare) โดยวิธีโครมาโตกราฟีผ่าน  anion-exchange 

chromatography (Q Sepharose Fast Flow, GE Healthcare Bio-Sciences AB ข น า ด  11 x 1.6 

เซนติเมตร) โดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์ A เป็นตัว equilibrate คอลัมน์   และชะโปรตีนด้วย
สารละลายบฟัเฟอร์ A ทีÉมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ช่วงความเขม้ขน้ Ř – ř โมลาร์ อตัราการ
ไหล Ś มิลลิลิตรต่อนาที  แล้วนํามากําจัดเกลือและเพิÉมความเข้มข้นด้วย ultrafiltration ขนาด 

molecular weight cut off (MWCO) 10 กิ โลดาลตัน  (Vivaspin, GE Healthcare) ปัÉ น เหวีÉ ยงด้วย
ความเร็วรอบ  3,000xg เป็นเวลา 15 นาที  ทีÉ  4 องศาเซลเซียส  และวิธีโครมาโตกราฟีผ่าน  gel 

filtration chromatography (Sephacryl S-200, Amersham Pharmacia Biotech AB ขน าด  17 x 1.6 

เซนติเมตร)โดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์ A เป็นตวั equilibrate คอลมัน์และชะโปรตีนดว้ยอตัราการ
ไหล Ř.ř มิลลิลิตรต่อนาที (ใชส้ารละลายโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ข) ในการเทียบหานํÊ าหนกั
โมเลกุลของโปรตีนตวัอย่างในขัÊนตอนนีÊดว้ย) แลว้นาํมาเพิÉมความเขม้ขน้ดว้ย ultrafiltration ขนาด 

MWCO 10 กิโลดาลตนั อีกครัÊ งในสภาวะเดียวกนั วดัปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซมเ์มืÉอ
ผา่นแต่ละขัÊนตอนของการแยกบริสุทธิÍ เอนไซม ์

 

Ŝ.  การวดัปริมาณโปรตีน 

หาความเขม้ขน้โปรตีนโดยวิธีของ Bradford (Bradford, 1976) โดยปิเปตสารตวัอย่าง 10 

ไมโครลิตร ใส่ลงใน 96 wells plate และเติม Bradford dye reagent ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มทีÉ
อุณหภูมิห้อง (28 องศาเซลเซียส) 5 นาที หลงัจากนัÊนวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเครืÉอง microplate 

reader (Sunrise, TECAN) ทีÉความยาวคลืÉน  595 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณโปรตีนของสาร
ตวัอยา่งโดยนาํค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอยา่งทีÉวดัไดม้าคาํนวณจากสมการของกราฟมาตรฐาน
โปรตีน โดยใชส้ารละลาย bovine serum albumin (BSA)  
 

ŝ.  การวดัค่ากจิกรรมของเอนไซม์อะไมเลส 

วัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์  โดยใช้วิ ธี  dinitrosalicylic acid method (DNS) (Bernfeld, 

1955)  ปิเปตสารตวัอยา่งปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในสารละลาย 2% soluble starch ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร บ่มในอ่างนํÊ าร้อนทีÉอุณหภูมิ ŞŘ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ŚŘ นาที หลงัจากนัÊนเติม DNS 

reagent ปริมาตร ŞŘŘ ไมโครลิตร และนาํไปตม้ในอ่างนํÊ าร้อนอุณหภูมิ šŝ องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
řŝ นาที แล้วแช่ในนํÊ าเย็นทันที หลังจากนัÊนนําสารตวัอย่างปริมาตร ŚŘŘ ไมโครลิตร วดัค่าการ
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ดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน  ŝŝŘ นาโนเมตร ด้วยเครืÉ อง microplate reader และคํานวณหาค่า
กิจกรรมเอนไซม ์เทียบจากกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส 

กาํหนดให้ 1 หน่วย (Unit, U) คือ ปริมาณของเอนไซม์ทีÉทาํให้เกิด 1 ไมโครโมลของ reducing 

sugar จากการยอ่ยสารละลาย 1% soluble starch ในเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะทีÉกาํหนด 

 

Ş.  การศึกษานํÊาหนักโมเลกุลของอะไมเลสโดยเทคนิค Sodium dodecyl sulfate-polyacryamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli ,1970) 

นําเอนไซม์มาวิเคราะห์หาความบริสุทธิÍ และนํÊ าหนักโมเลกุลภายใตส้ภาวะทีÉทาํให้เสีย
สภาพทางธรรมชาติ (denaturing conditions) โดยการนาํโปรตีนตวัอยา่งมาผสมกบั sample loading 

dye ในอตัราส่วน 2 ต่อ 1 นําไปต้มในอ่างนํÊ าร้อนทีÉอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที ใช้
ตัวอย่างทีÉ เตรียมไว้ 20 ไมโครลิตร แยกบนแผ่นเจลโพลีอะคริลาไมด์  12 เปอร์เซ็นต์ ด้วย
กระแสไฟฟ้า 25 มิลลิแอมป์ ใช้เวลาประมาณ 1-2 ชัÉวโมง หรือสียอ้มเคลืÉอนทีÉลงมาจนสุดแผน่เจล 

ยอ้มแผน่เจลโพลีอะคริลาไมด์ดว้ย coomassie brilliant blue R-250 เป็นเวลา 1 ชัÉวโมงครึÉ ง หลงัจาก
นัÊ นล้างสีออกด้วย Destain solution I เป็นเวลา 1 ชัÉวโมง และ Destain solution II  ทิÊงไวข้้ามคืน 

เทียบตาํแหน่งของแถบโปรตีนทีÉปรากฏกบัแถบโปรตีนมาตรฐานทีÉทราบนํÊ าหนกัโมเลกุล (Protein 

Marker Broad Range 2 – 212 kDa, BioLabs) 

 

ş.  การศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ Wř ทีÉแยกบริสุทธิÍ 
ş.1   การศึกษาผลของ pH ทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม ์

ศึกษาผลของ pH ทีÉเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ ทาํโดยการบ่มเอนไซมใ์นบฟัเฟอร์
ต่างๆ ในช่วง pH 3.0 - 10.0 บฟัเฟอร์ทีÉใช ้คือ glycine-HCl buffer  ความเขม้ขน้ ŝŘ มิลลิโมลาร์ (pH 

3.0 – 4.0), acetate buffer ความเขม้ขน้ ŝŘ มิลลิโมลาร์ (pH 5.0 – 7.0), Tris-HCl buffer ความเขม้ขน้ 

ŝŘ มิลลิโมลาร์ (pH 8.0) และ glycine-NaOH buffer ความเข้มข้น ŝŘ มิลลิโมลาร์ (pH 9.0 – 10.0) 

บ่มเป็นเวลา 20 นาที ทีÉอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนัÊนวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ภายใตส้ภาวะ
ทีÉกาํหนด  

ş.2   การศึกษาผลของ pH ทีÉมีผลต่อความเสถียรต่อการทาํงานของเอนไซม ์

ศึกษาผลของ pH ทีÉมีผลต่อความเสถียรของเอนไซม ์ทาํโดยการบ่มเอนไซมใ์นบฟัเฟอร์ช่วง 

pH ต่างๆ เช่นเดียวกบัการทดลองในขอ้ ş.1 เป็นเวลา Ŝ ชัÉวโมง ทีÉอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส วดัค่า
กิจกรรมของเอนไซมที์Éเหลืออยูทุ่ก ř ชัÉวโมง ภายใตส้ภาวะทีÉกาํหนด 
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ş.3   การศึกษาผลของอุณหภูมิทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม ์

ศึกษาผลของอุณหภูมิทีÉ เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ ทาํโดยการบ่มเอนไซม์ใน
บฟัเฟอร์ทีÉเหมาะสมทีÉสุดจากการทดลองในข้อ ş.1 คือ pH 7 เป็นเวลา 20 นาที ในช่วงอุณหภูมิ  

30 – 80 องศาเซลเซียส วดัค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ภายใตส้ภาวะทีÉกาํหนด 

7.4   การศึกษาผลของอุณหภูมิทีÉมีผลต่อความเสถียรต่อการทาํงานของเอนไซม ์

ศึกษาผลของอุณหภูมิทีÉ มีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ ทําโดยการบ่มเอนไซม์ใน
บฟัเฟอร์ทีÉเหมาะสมทีÉสุดจากการทดลองในขอ้ 7.1 คือ pH 7 ในช่วงอุณหภูมิ 30-80 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 ชัÉวโมง วดัค่ากิจกรรมของเอนไซมที์Éเหลืออยูทุ่ก 15 นาที ภายใตส้ภาวะทีÉกาํหนด 

7.5   การศึกษาผลของไอออนโลหะและรีเอเจนตต่์อกิจกรรมของเอนไซม ์

ศึกษาผลของไอออนโลหะและรีเอเจนตต่์อกิจกรรมของเอนไซม ์ทาํโดยการบ่มเอนไซมใ์น
สารละลายบฟัเฟอร์ทีÉมีไอออนโลหะและรีเอเจนตค์วามเขม้ขน้ 5 และ 20 มิลลิโมลาร์ ทีÉอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียสและ pH 7 เป็นเวลา 15 นาที จากนัÊนบ่มทีÉอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 

นาที แลว้วดัค่ากิจกรรมของเอนไซมที์Éเหลืออยูภ่ายใตส้ภาวะทีÉกาํหนด 

7.6   การศึกษาการทาํงานของเอนไซมที์Éมีความจาํเพาะต่อสารตัÊงตน้ 

ศึกษาการทาํงานของเอนไซมที์Éมีความจาํเพาะต่อสารตัÊงตน้ชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ soluble starch, 

แป้งขา้วโพด (corn starch), แป้งสาลี (wheat starch), แป้งขา้วเจา้ (rice starch), แป้งมนัสําปะหลงั 

(casava starch) แป้งขา้วเหนียว (waxy starch) และแป้งมนัฝรัÉง (potato starch) ทีÉมีความเขม้ขน้ 1% 

บ่มทีÉอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนัÊนวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมภ์ายใตส้ภาวะ
ทีÉกาํหนด 

7.7   การศึกษาคุณสมบติัของค่าทางจลศาสตร์ของเอนไซม ์

ศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางจลศาสตร์โดยใช้ soluble starch เป็นสารตัÊงต้นทีÉความเข้มข้น 

ช่วง  1.0 - 3.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนัÊนหากิจกรรมของเอนไซม์ภายใตส้ภาวะทีÉกาํหนด เขียน
กราฟระหวา่ง 

V
1

 กบั 
][

1
S

 แลว้คาํนวณหาค่า  Km  และ  Vmax โดยใช ้Michaelis-Menten equation  
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Š.  การศึกษาผลของสภาวะต่างๆ ทีÉมีต่อค่า DP จากการย่อยแป้งของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ Wř 

ทีÉแยกบริสุทธิÍ 
Š.ř   การศึกษาผลของ pH ทีÉมีต่อการผลิต DP จาํเพาะ 

ปิเปตเอนไซม์ในบฟัเฟอร์ช่วง pH ต่างๆ เช่นเดียวกบัการทดลองในขอ้ ş.1 ปริมาตร 100 

ไมโครลิตรลงใน 2% soluble starch ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลว้บ่มในอ่างนํÊ าร้อนทีÉอุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที นาํไปให้ความร้อนประมาณ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 

นาที เพืÉอหยดุการทาํงานของเอนไซม ์

Š.2   การศึกษาผลของอุณหภูมิทีÉมีต่อการผลิต DP จาํเพาะ 

ปิเปตเอนไซมใ์นบฟัเฟอร์ทีÉ pH เหมาะสมจากการทดลองในขอ้ Š.1 คือ pH 7 ปริมาตร 100 

ไมโครลิตรลงใน 2% soluble starch ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลว้บ่มในอ่างนํÊ าร้อนทีÉอุณหภูมิช่วง 

śŘ - 8Ř องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที นาํไปให้ความร้อนประมาณ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที เพืÉอหยดุการทาํงานของเอนไซม ์ 

Š.3   การศึกษาผลของระยะเวลาทีÉมีต่อการผลิต DP จาํเพาะ 

ปิเปตเอนไซมใ์นบฟัเฟอร์ทีÉ pH และอุณหภูมิทีÉเหมาะสมจากการทดลองในขอ้ Š.1 และ 8.2 

คือ 7 และ 60 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงใน 2% soluble starch ปริมาตร 

100 ไมโครลิตร แล้วบ่มในอ่างนํÊ าร้อนอุณหภูมิทีÉเหมาะสมจากการทดลองในขอ้ 8.2 แล้วเก็บผล
ตามระยะเวลา 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 นาที นาํไปให้ความร้อนประมาณ 95 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที เพืÉอหยดุการทาํงานของเอนไซม ์ 

หลังจากนัÊ นนําตัวอย่างจากการทดลองในข้อ  8.ř  - 8.3 ไปปัÉ น เหวีÉ ยงด้วย เค รืÉ อง 

microcentrifuge (MIKRO, Hettich Zentrifugen) ทีÉ 8000xg เป็นเวลา 10 นาที นาํส่วนใสมาเจือจาง
ตวัอย่างให้ลดลง 10 เท่า ด้วยนํÊ าปราศจากไอออน กรองผ่านตวักรอง cellulose acetate ขนาด 0.2 

ไมโครเมตร  แล้วว ัดค่ า  DP โดยใช้ เค รืÉ อง  high performance anion-exchange chromatography 

(HPAC) กรณีทีÉยงัไม่นาํตวัอยา่งมาวดัค่า DP ทนัที  ใหเ้ก็บตวัอยา่งไวที้Éอุณหภูมิ -8Ř  องศาเซลเซียส 

8.4   การวเิคราะห์ค่า DP ดว้ยเครืÉอง HPAC 

ในการวิเคราะห์หาค่า DP ของตัวอย่าง ทําโดยการฉีดตัวอย่างเข้าไปในเครืÉ อง HPAC  

(ICS – 3000, Dionex) โดยกาํหนดสภาวะต่างๆ ดงันีÊ   
8.4.1  Column ชนิด CarboPac 200 Analytical ขนาด 4 X 250 มิลลิเมตร และ  CarboPac 

PA–200 Guard ขนาด 4 X 50 มิลลิเมตร 
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8.4.2  ใช ้Gradients ประกอบดว้ยสาร ś ชนิด คือ 

(1) Eluent A คือ นํÊาปราศจากไอออน (deionized water)  

(2) Eluent B คือ  Ř.ŝ โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide)  

(3) Eluent C คือ  ř.Ř โมลาร์ โซเดียมอะซิเตต (sodium acetate) 

โดยสารแต่ละชนิดต้องผ่านการกรองด้วย cellulose acetate membrane ขนาด 0.45 

ไมโครเมตร และผา่นการไล่ก๊าซดว้ยเครืÉอง sonicator เป็นเวลา 30 นาที 

Š.4.3  ปรับ gradient pump นํÊาปราศจากไอออน โซเดียมไฮดรอกไซด์และโซเดียมอะซิเตต 

เป็น 75, 20 และ 5% ตามลาํดบั ความดนัอยูใ่นช่วงระหว่าง 2000 – 3000 psi และตัÊงอตัราการไหล
เท่ากบั Ř.ŝ มิลลิลิตรต่อนาที เวลาทีÉใชใ้นการฉีดสารตวัอยา่งแต่ละชนิดเท่ากบั Ś6 นาที 
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บททีÉ 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1  การตรวจสอบลกัษณะและกจิกรรมของเอนไซม์จากเชืÊอ W1 

 

 

 
 

ภาพทีÉ řś การตรวจสอบการผลิตเอนไซมย์อ่ยแป้งและลกัษณะของเชืÊอ W1 

  (ก)  การเกิด clear zone บน starch agar plate ของเชืÊอ W1  

  (ข)  ยอ้มแกรมดูลกัษณะและการติดสีของเชืÊอ W1 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  

กาํลงัขยาย 100x 

 

 จากการศึกษาลกัษณะของเชืÊอจุลิทรียร์หสั W1 ทีÉคดัแยกไดจ้ากดินและนํÊ า บา้นสวนดาํเนิน
สะดวก จงัหวดัราชบุรี และเก็บไวที้É อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นํามาเลีÊ ยงบนอาหารแข็งทีÉ มี
ส่วนประกอบของแป้ง พบว่า มีลักษณะโคโลนีแผ่ แบน ขาวขุ่น ขอบหยกั หลังจากนัÊ นหยด
สารละลายไอโอดีนรอบๆ โคโลนีของเชืÊอ เกิดบริเวณใส (clear zone) รอบโคโลนี (ภาพทีÉ řś ก) 

แสดงวา่ เชืÊอจุลินทรียร์หสั W1 ทีÉคดัแยกได ้ยงัคงมีความสามารถในการยอ่ยแป้งได ้หลงัจากนัÊนจึง
ตรวจสอบลักษณะและการติดสีของเชืÊ อด้วยวิธี Gram’s staining ส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

(ก) 

(ข) 
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กาํลงัขยาย 100x พบว่า มีลกัษณะเป็นแท่ง ยอ้มติดสีม่วง แสดงว่าเป็นแบคทีเรียแกรมบวก (ภาพทีÉ 
řś ข) เมืÉอตรวจสอบลกัษณะเชืÊอและการผลิตเอนไซมย์่อยแป้งแลว้ จึงสามารถนาํไปผลิตเอนไซม์
เพืÉอแยกบริสุทธิÍ และศึกษาคุณลกัษณะทีÉเหมาะสมต่อไปได ้

 

4.2  การแยกบริสุทธิÍเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอจุลนิทรีย์รหัส W1 

หลังจากตรวจสอบเชืÊอจุลินทรีย์รหัส W1 แล้ว นําเชืÊอมาเลีÊ ยงในอาหารเหลวทีÉมีแป้งความ
เขม้ขน้ 1% (w/v) เป็นส่วนประกอบแลว้แยกส่วนของตะกอนเซลลอ์อก ส่วนใสทีÉไดใ้ชเ้ป็นเอนไซม์
สกดัหยาบ (crude extract) ในการแยกบริสุทธิÍ เอนไซม ์เมืÉอนาํไปวดัค่ากิจกรรมเอนไซมแ์ละปริมาณ
โปรตีน พบวา่มีค่าเท่ากบั 13,405 U และ 55.5 mg protein ตามลาํดบั (ตารางทีÉ š) นาํส่วนของ crude 

extract ทีÉได้ไปแยกบริสุทธิÍ โดยวิธีตกตะกอนด้วยเอทานอล (80% saturation) ละลายตะกอนด้วย
สารละลายบฟัเฟอร์ A ตามดว้ยขัÊนตอนการแยกให้บริสุทธิÍ ดว้ย anion-exchange chromatography ทีÉ
มีตวักลางเป็น Q sepharose ชะคอลมัน์ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ A  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 14  โครมาโตแกรมของการทาํบริสุทธิÍ เอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอจุลินทรีย์รหัส W1 ผ่าน
ขัÊนตอน anion-exchange chromatography โดยใช ้Q sepharose เป็นตวักลาง 

โดย        คือ ค่า OD280 (mAU) 

         คือ ค่า conductivity (mS/cm)        

คือ ค่ากิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส (U) 
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จากผลการทดลองทีÉไดด้งัแสดงในภาพทีÉ 14 พบวา่ โปรตีนทีÉไม่สามารถจบักบัตวักลางของ
คอลมัน์จะถูกชะออกมาจากคอลมัน์ในช่วง fraction ทีÉ 1 - 16 โดยนาํโปรตีนทีÉถูกชะออกมาในช่วง
ดงักล่าวไปหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส ซึÉ งไม่พบว่ามีค่ากิจกรรมของเอนไซม์  โปรตีนทีÉ
จบักบั Q sepharose จะถูกชะออกมาจากคอลมัน์ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ B (สารละลายบฟัเฟอร์ A 

ทีÉมี  NaCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์) โดยทาํเป็นขัÊนตอน (stepwise) ทีÉมีความเขม้ข้นของเกลือช่วง 

0.2 - 1 โมลาร์ ซึÉ งใน fraction ทีÉ 17 - 24 ช่วงของเกลือ NaCl ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ พบค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์อะไมเลส แต่เมืÉอความเข้มข้นของเกลือ NaCl เพิÉมสูงขึÊ น ไม่พบค่ากิจกรรมของ
เอนไซม ์จึงนาํ fraction ทีÉพบค่ากิจกรรมเอนไซมอ์ะไมเลสมารวมกนั แลว้นาํมากาํจดัเกลือและเพิÉม
ความเขม้ขน้ดว้ย ultrafiltration เพืÉอนาํไปแยกบริสุทธิÍ ในขัÊนตอนต่อไป 

 

 
ภาพทีÉ řŝ  โครมาโตแกรมของการทาํบริสุทธิÍ เอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอจุลินทรียร์หสั W1 ผา่น

ขัÊนตอน gel filtration chomatography โดยใช ้Sephacryl S-200 เป็นตวักลาง 

โดย        คือ ค่า OD280 (mAU) 

คือ ค่ากิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส (U) 

 

นาํเอนไซม์เขม้ขน้ทีÉไดม้าแยกบริสุทธิÍ ต่อโดยใช้เทคนิค gel filtration chromatography ทีÉมี
ตวักลางเป็น Sephacryl S-200 ชะคอลมัน์ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ A จากผลการทดลองดงัภาพทีÉ  řŝ
ปรากฏว่า โปรตีนเคลืÉอนทีÉออกจากคอลัมน์ตามขนาดของโมเลกุลซึÉ งถูกแยกออกเป็น 2 peaks 

(กราฟเส้นทึบสีนํÊ าเงิน) ซึÉ งอยู่ในช่วง fraction ทีÉ ś - Ş หลังจากนัÊนนําไปวดัค่ากิจกรรมเอนไซม ์ 
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พบว่า fraction ทีÉ 5 ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส (กราฟเส้นประสีแดง) สูงทีÉสุด จึงเลือก 

fraction ทีÉมีกิจกรรมเอนไซม์สูงทีÉสุดไปเพิÉมความเขม้ขน้ดว้ย ultrafiltration เพืÉอนาํไปวิเคราะห์หา
ขนาดโมเลกุลของเอนไซม ์คุณลกัษณะทีÉเหมาะสมและค่า DP ทีÉเหมาะสมต่อไป 

 

ตารางทีÉ š ขัÊนตอนการแยกบริสุทธิÍ ของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอรหสั W1 

Purification 

steps 

Volume 

(ml) 

Total 

activity (U) 

Total 

protein 

(mg) 

Specific 

activity 

(U/mg) 

Recovery 

(%) 

Purification 

(fold) 

Crude extract 900 13,405.489 55.466 241.690 100 1 

Ethanol, 80% 50 7,593.953 12.326 616.106 56.6 2.5 

Q sepharose + 

ultrafiltration 
2 2,041.944 0.525 3,890.177 15.2 16.1 

Sephacryl S-200 

+ ultrafiltration 
2.5 1,525.459 0.344 4,428.502 11.4 18.3 

 

 ขัÊนตอนการแยกบริสุทธิÍ เอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 โดยวิธีตกตะกอนดว้ย ethanol ผา่น
ขัÊนตอน anion-exchange chromatography โดยใช้คอลัมน์ Q sepharose ผ่านขัÊนตอน gel filtration 

chromatography โดยใชค้อลมัน์ Sephacryl S-200 และถูกทาํใหเ้ขม้ขน้ขึÊนดว้ยวธีิ ultrafiltration จาก
ตารางทีÉ š พบวา่ ค่ากิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉผา่นการแยกบริสุทธิÍ เพิÉมสูงขึÊน แต่
มีปริมาณโปรตีนลดลงเมืÉอเทียบกบั crude extract ของแต่ละขัÊนตอน หลงัจากผ่านขัÊนตอนสุดทา้ย
ของการแยกบริสุทธิÍ  ปรากฏว่า total activity, total protein, specific activity และ purification fold 

เท่ากบั 1,525.459 U , 0.344 mg , 4,428.502 U/mg และ 18.3 เท่า ตามลาํดบั ซึÉ งเมืÉอเปรียบเทียบกบั
งานวิจัยของ Shafiei และคณะ  (ŚŘřŘ) เอนไซม์ผลิตจากเชืÊ อ Nesterenkonia sp. F มีค่า specific 

activity และ purification สูงกวา่โดยใชข้ัÊนตอนการแยกบริสุทธิÍ เดียวกนั ซึÉ งรายงานผลการทดลองทีÉ
ได้คือ řŠř U/mg และ  řŘ.Š  เท่า ตามลําดับ  แต่เอนไซม์อัลฟาอะไมเลสจากเชืÊ อ  W1 ยงัมีค่า 
purification น้อยกว่าเมืÉอเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Noman และคณะ  (2006) เป็นเอนไซม์
อัลฟาอะไมเลสทีÉผลิตจากเชืÊ อจาก  post-harvest Pachyrhizus erosus L. tuber ซึÉ งได้รายงานค่า 
purification เพิÉมขึÊน 110 เท่า และงานวิจยัของ Michelin และคณะ (2010) เป็นเอนไซม์อลัฟาอะ
ไมเลสทีÉผลิตจากเชืÊอรา Paecilomyces variotii รายงานค่า purification เพิÉมขึÊน Şś.ř เท่า 
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Ŝ.ś  การประมาณค่านํÊาหนักโมเลกุลเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1  

4.3.1   การศึกษานํÊาหนกัโมเลกุลของอะไมเลสโดยใชเ้ทคนิค SDS-PAGE 

การนําเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉผ่านการแยกบริสุทธิÍ ของแต่ละขัÊนตอนมา
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE เพืÉอหานํÊ าหนักโมเลกุลในสภาวะทีÉทาํให้โปรตีนเสียสภาพ ดัง
แสดงในภาพทีÉ 16 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ เอนไซม์อะไมเลสทีÉผ่านการแยกบริสุทธิÍ ใน
ขัÊนตอนสุดทา้ยทีÉผา่น gel filtration chromatography (แถวทีÉ ŝ) ปรากฏแถบของโปรตีนเด่นชดัเพียง
แถบเดียว เมืÉอเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐานในแถวทีÉ  ř มีนํÊ าหนักโมเลกุลอยู่ระหว่าง
ประมาณ śŜ.Ş กบั 42.7 กิโลดาลตนั ดงันัÊนจึงคาํนวณหานํÊ าหนกัโมเลกุลของเอนไซมอ์ะไมเลสดว้ย
วิธีเปรียบเทียบค่า Rf กบัโปรตีนมาตรฐาน ไดผ้ลดงัภาพทีÉ  řş ซึÉ งเทียบไดจ้ากกราฟความสัมพนัธ์
ระหว่างค่า log ของนํÊ าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกบัค่า Rf  พบว่า เอนไซม์อะไมเลสจาก
เชืÊอ W1 มีนํÊาหนกัโมเลกุลประมาณ śŠ.Ş กิโลดาลตนั (การคาํนวณ ในภาคผนวก ข) 

 

 
 

ภาพทีÉ ř6  SDS-PAGE ของเอนไซม์เอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 โดย แถวทีÉ 1 : protein maker ; 

แถวทีÉ 2 : เอนไซมอ์ะไมเลสสกดัหยาบ (rude extract) ; แถวทีÉ ś : เอนไซมอ์ะไมเลสผา่น
การตกตะกอนดว้ยเอทานอลเยน็ ; แถวทีÉ 4 : เอนไซม์อะไมเลสผา่นการแยกบริสุทธิÍ โดย
ใชเ้ทคนิค anion-exchange chromatography และ แถวทีÉ 5 : เอนไซม์อะไมเลสสผา่นการ
แยกบริสุทธิÍ โดยใชเ้ทคนิค gel filtration chromatography  
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ภาพทีÉ řş  ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า log ของนํÊาหนกัโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกบัค่า Rf 

โดย     คือโปรตีนมาตรฐาน ไดแ้ก่ (a) Maltose-binding protein (MW 42.7 kDa), 

(b) Thioredoxin reductase (MW 34.6 kDa),  

(c) Triosephosphate isomerase (MW 27.0 kDa), 

(d) Trypsin inhibitor (MW 20.0 kDa) 

  คือ Amylase 

 

4.3.2   การศึกษานํÊาหนกัโมเลกุลของอะไมเลสโดยใชเ้ทคนิค gel filtration chromatography 

การวิเคราะห์เอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉผ่านการแยกบริสุทธิÍ ด้วยเทคนิค gel 

filtration chromatography เพืÉอหานํÊ าหนักโมเลกุลในสภาวะทีÉโปรตีนไม่เสียสภาพ  โดยใช้
คอลัมน์บรรจุตัวกลางเป็น  Sephacryl S-200 เป รียบเทียบกับสารโปรตีนมาตรฐาน  คือ 

Thyroglobulin (MW 670,000 Da), -globulin (MW 158,000 Da), Ovalbumin (MW 44,000 

Da), Myoglobin (MW 17,000 Da), Vitamin B12 (MW 1,350 Da) ใช้สภาวะเดียวกันในการ
ทดลอง ไดผ้ลดงัภาพทีÉ řŠ 

 

(a) (b)
(c)

(d)
Amylase

y = -0.7983x + 1.978

R² = 0.9993
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ภาพทีÉ řŠ  ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า log ของนํÊาหนกัโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานทัÊง 5 ชนิดกบั

เวลาทีÉโปรตีนมาตรฐานถูกชะออกมา 
โดย     คือโปรตีนมาตรฐานทัÊง ŝ ชนิด    คือ Amylase 

 

ผลการทดลองพบว่าเมืÉอนาํเอนไซม์อะไมเลสทีÉผ่านการแยกบริสุทธิÍ มาผ่านคอลมัน์ทีÉมี
ตวักลางเป็น sephacryl S-200 โปรตีนถูกซะออกมาจากคอลมัน์โดยใช้บฟัเฟอร์ A ทีÉเวลา řšŚ.ŝš 

นาที มีค่ากิจกรรมเอนไซม์อะไมเลส และนาํค่าเวลาทีÉโปรตีนตวัอย่างถูกชะออกจากคอลมัน์ไป
คาํนวณหาค่านํÊ าหนกัโมเลกุล โดยเปรียบเทียบกบักราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า log ของนํÊ าหนัก
โมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานทัÊง 5 ชนิดกบัเวลาทีÉโปรตีนมาตรฐานถูกชะออกมา (ภาพทีÉ řŠ)  พบวา่
เอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊ อ W1 มีนํÊ าหนักโมเลกุลประมาณ  śš กิโลดาลตัน  (การคํานวณ  ใน
ภาคผนวก ข)  จากการประมาณค่านํÊ าหนกัโมเลกุลของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 ดว้ยเทคนิค 

SDS-PAGE และ gel filtration chromatography นัÊนให้ค่านํÊ าหนักโมเลกุลทีÉมีความสอดคล้องกัน 

คือประมาณ śŠ.Ş และ śš กิโลดาลตนั ตามลาํดบั 

เมืÉอเปรียบเทียบกบัการศึกษานํÊ าหนกัโมเลกุลของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอแบคทีเรีย เช่น  

B. amyloliquefaciens, Geobacillus sp. LH 8 และ Rhyzopertha dominica พบว่ามีนํÊ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 52 กิโลดาลตนั (Demirkan และคณะ, 2005; Mollania และคณะ, 2010 และ  Priya และ
คณะ , 2010 ตามลําดับ ) จากเชืÊ อ  post-harvest Pachyrhizus erosus L. tuber มีนํÊ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 40 กิโลดาลตนั (Noman และคณะ, 2006) จากเชืÊอ B. mojavensis A21 มีนํÊ าหนักโมเลกุล
ประมาณ  58 กิโลดาลตัน  (Hmidet และคณะ ,  2010) จากเชืÊ อ  B. licheniformis NH1 มีนํÊ าหนัก
โมเลกุลประมาณ 100 กิโลดาลตนั (Shafiei และคณะ, 2010) จากเชืÊอ B. licheniformis ATCC 9945 
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มีนํÊ าหนักโมเลกุลประมาณ 31 กิโลดาลตัน (Bozic และคณะ, 2011) ส่วนนํÊ าหนักโมเลกุลของ
เอนไซม์อะไมเลส ทีÉ ผ ลิตได้จากเชืÊ อ  Paecilomyces variotii มีนํÊ าหนักโมเลกุลประมาณ  75  

กิโลดาลตัน (Michelin และคณะ, 2010) งานวิจัยนีÊ พบว่าการประมาณค่านํÊ าหนักโมเลกุลของ
เอนไซม์อลัฟาอะไมเลสจากเชืÊอ W1 นัÊนมีค่าทีÉใกล้เคียงกับนํÊ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์อลัฟา 
อะไมเลสจากเชืÊอแบคทีเรียและราในหลายๆ งานวจิยัทีÉผา่นมา  

 

Ŝ.Ŝ  การหาคุณลกัษณะของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ 
4.4.1  การศึกษาผล pH ทีÉมีต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ  

การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉ pH ต่างๆ (สารละลาย Citrate 

buffer, pH  3.0 - 5.0 ; สารละลาย potassium phosphate buffer, pH 6.0 - 7.0 ;  สารละลาย   Tris-

HCl buffer, pH 8.0  และสารละลาย glycine-NaOH buffer, pH 9.0 - 10.0) พบว่า pH ทีÉต่างกนัมีผล
ต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลส ดงัแสดงในภาพทีÉ 19 ซึÉ งค่า pH ทีÉเหมาะสมและมีค่ากิจกรรม
เอนไซม์สูงทีÉสุดคือ pH 7 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ทีÉวดัได้เท่ากบั 53.893 U/ml และค่ากิจกรรมของ
เอนไซมที์É pH 6 ยงัคงมีมากกวา่ ŠŘ % เมืÉอเปรียบเทียบกบัค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุดในการทดลองนีÊ  
โดยค่ากิจกรรมทีÉวดัได้เท่ากับ 49.132 U/ml ซึÉ ง pH 6 และ ş เป็นช่วงของสารละลาย potassium 

phosphate buffer ทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลส ทีÉช่วง pH 5 – 9 ยงัคงมีกิจกรรม
ของเอนไซม์อะไมเลสมากกว่า ŝŘ % และทีÉ pH 3, 4 และ řŘ เหลือกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเล
สนอ้ยกวา่ ŝŘ % เมืÉอเปรียบเทียบกบัค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุด 

 

 
ภาพทีÉ 1š ผลของ pH ทีÉมีต่อกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ  
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เมืÉอเปรียบเทียบอิทธิพลของ pH ทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลสจาก
เชืÊอ W1 กบังานวิจยัอืÉนๆ ทีÉผา่นมา โดยมีค่า pH ทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์อะไมเลสทีÉ
ผลิตจากเชืÊอแบคทีเรียอยูใ่นช่วงกรดอ่อนจนถึงด่างอ่อน (pH 5 – 7.5) ส่วนจากเอนไซมอ์ะไมเลสทีÉ
ผลิตจากเชืÊอรา Paecilomyces variotii มีค่า pH ทีÉเหมาะสมเป็นกรด (Michelin และคณะ, 2010) ซึÉ ง
สามารถอธิบายไดว้า่ pH ทีÉสูงหรือตํÉามากมีผลทาํให้ประจุของเอนไซมห์รือสารตัÊงตน้เปลีÉยนแปลง
ไปจนไม่เหมาะสมทีÉจะทาํปฎิกริยากันได้ หรืออาจทาํให้โครงสร้างของเอนไซม์เสียสภาพได้
ตลอดจนโครงสร้างเปลีÉยนแปลงไปด้วย เพราะ  pH มีผลโดยตรงต่อโครงสร้างของโปรตีน ซึÉ ง
เหล่านีÊ เป็นสาเหตุหลกัของการลดลงของกิจกรรมของเอนไซม ์(สุนนัทา, 2547) 

 

4.4.2  การศึกษาผลของอุณหภูมิทีÉมีต่อการทาํงานของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยก
บริสุทธิÍ  
จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉอุณหภูมิต่างๆ คือ 30, 40,  

50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ในสารละลาย potassium phosphate buffer pH ş พบว่า เอนไซม ์

อะไมเลสทาํงานไดดี้ทีÉสุดทีÉอุณหภูมิ ŞŘ องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมทีÉวดัได้เท่ากบั 50.253 U/ml  

(ภาพทีÉ 20)  ทีÉอุณหภูมิ 50 และ şŘ องศาเซลเซียส ยงัคงมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ทีÉมากกว่า ŠŘ% เมืÉอ
เทียบกับค่ากิจกรรมเอนไซม์ทีÉสูงทีÉสุด ซึÉ งวดัค่ากิจกรรมเอนไซม์ได้เท่ากับ 45.661 และ 45.117 

U/ml ตามลาํดบั 

 

 
ภาพทีÉ Ś0 ผลของอุณหภูมิทีÉมีต่อกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ  
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อุณหภูมิทีÉเหมาะสมทีÉไดจ้ากการทดลองมีค่าเหมือนกบัอุณหภูมิทีÉเหมาะสมต่อการทาํงาน
ของเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสทีÉผลิตไดจ้ากเชืÊอรา Paecilomyces variotii (Michelin และคณะ, 2010) 

ส่วนอุณหภูมิทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสแบคทีเรียชนิดอืÉนๆ อยู่ในช่วง
อุณหภูมิ 37 - 55 องศาเซลเซียส และยงัมีงานวิจยัอีกหลายงานวิจยัทีÉเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสจาก
แบคทีเรียสามารถทนต่ออุณหภูมิสูงไดใ้นช่วง 80 - 90 องศาเซลเซียส (Hmidet และคณะ, 2008 และ 

2010; Mollania และคณะ, 2010; Bozic และคณะ, 2011) หากเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสสามารถทน
ต่ออุณหภูมิสูงไดจ้ะทาํเหมาะสมต่อการนาํไปใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมไดม้ากยิÉงขึÊน เพราะลด
การถูกทาํลายจากอุณหภูมิของเอนไซมที์ÉเกิดขึÊนจากกระบวนการผลิตในโรงงานอุตสาหกรรมได ้

 

4.4.3  การศึกษาผล pH ทีÉมีต่อความเสถียรของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ  
การศึกษาผลของ pH ทีÉมีต่อความเสถียรของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉ pH ต่างๆ 

(สารละลาย Citrate buffer, pH  3.0 - 5.0 ; สารละลาย potassium phosphate buffer, pH 6.0 - 7.0 ;  

สารละลาย   Tris-HCl buffer, pH 8.0  และสารละลาย  glycine-NaOH buffer, pH 9.0 - 10.0) เป็น
เวลา Ŝ ชัÉวโมง ทีÉอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมทุ์ก ř ชัÉวโมง ไดผ้ลการ
ทดลองดงัแสดงในภาพทีÉ Śř พบว่า เอนไซม์มีความเสถียรทีÉ pH 7 ซึÉ งเมืÉอเวลาผ่านไป Ŝ ชัÉวโมง 

เอนไซมย์งัคงมีค่ากิจกรรมเอนไซมเ์หลือมากกวา่ ŝŘ% ซึÉ งมีค่ากิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากบั 17.487 U/ml 

ทีÉ pH Ş เมืÉอเวลาผา่นไป ś ชัÉวโมง ค่ากิจกรรมเอนไซมย์งัคงเหลืออยูป่ระมาณ ŝŘ% แต่เมืÉอเวลาผา่น
ไป Ŝ ชัÉวโมง ค่ากิจกรรมเอนไซมเ์หลือนอ้ยกวา่ ŝŘ% คือ 12.852 U/ml ทีÉ pH 8 หลงัจากเวลาผา่นไป 

Ś ชัÉวโมงพบวา่ ค่ากิจกรรมเอนไซม์ลดลงเหลือนอ้ยกวา่ ŝŘ% ส่วน pH อืÉนๆ เป็นช่วงทีÉมีความเป็น
กรดและด่างค่อนขา้งสูงจึงมีผลทาํให้ค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ดลงเหลือนอ้ยกวา่ ŝŘ% ตัÊงแต่ชัÉวโมง
แรก ดงันัÊนช่วง pH ทีÉเหมาะสมต่อการเก็บรักษาเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 คือ pH 7 (สารละลาย 

potassium phosphate buffer) จากการทดลองจะเห็นได้ว่าทีÉ pH ทีÉเหมาะสมทีÉสุด เมืÉอเวลาผ่านไป
เพียง ř ชัÉวโมง ก็สามารถทาํใหกิ้จกรรมของเอนไซมล์ดลงถึง śŘ%  ดงันัÊนเพืÉอใหป้ระสิทธิภาพของ
เอนไซม์ยงัคงสูงอยู่และสามารถทาํงานได้ดี จึงควรบ่มทีÉ pH ş ในระยะเวลาไม่ควรเกินกว่า  ř 

ชัÉวโมง 

จากการทดลองของ Hmidet และคณะ (2008) รายงานไวว้่า เอนไซม์อลัฟาอะไมเลสจาก
เชืÊอ B. licheniformis NH1 เอนไซมมี์ความเสถียรอยูใ่นบฟัเฟอร์ช่วง pH ทีÉ ŝ – řŘ ซึÉ งเป็นช่วงทีÉเป็น
ช่วงทีÉกวา้งในบฟัเฟอร์ทีÉเป็นกรด – เบส ส่วนเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสจากเชืÊอ B. mojavensis A21 

(Hmidet และคณะ, 20řŘ) และ Nesterenkonia sp. F (Shafiei และคณะ, ŚŘřŘ) พบว่า เอนไซม์มี 

ความเสถียรอยู่ในบฟัเฟอร์ทีÉ pH Ş.ŝ ซึÉ งเป็นช่วงของกรดอ่อน ซึÉ งเอนไซมส่์วนใหญ่มีความเสถียร 
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เมืÉออยู่ในบฟัเฟอร์ทีÉเป็นกลาง กรดอ่อนหรือเบสอ่อน เพราะเมืÉอเอนไซม์อยู่ในบฟัเฟอร์ทีÉ pH เป็น
กรดแก่หรือเบสแก่ จะทาํใหโ้ปรตีนมีประจุเปลีÉยนแปลงไป บางครัÊ งอาจทาํใหโ้ปรตีนเสียสภาพและ
ตกตะกอนลงมา จนไม่สามารถเกิด renaturation ได้ ดงันัÊน การศึกษาผลของ pH ทีÉมีผลต่อความ
เสถียรของเอนไซมส์ามารถนาํมาใชใ้นขัÊนตอนการสกดัแยกและการทาํโปรตีนให้บริสุทธิÍ  โดย  pH 

ของสารละลายทีÉใชใ้นการสกดัแยกโปรตีนนัÊนตอ้งมีความเหมาะสมต่อโปรตีน เพืÉอให้โปรตีนอยู่
ในสภาพเดิม (อาภสัสรา, 2537) 

 

 
ภาพทีÉ Ś1  ผลของ pH ทีÉมีต่อความเสถียรของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ  โดยทีÉ  

(    ) pH 3; ( ) pH 4; ( ) pH 5; ( ) pH 6; ( ) pH 7; ( ) pH 8; ( ) pH 9 แล ะ 

( ) pH 10 

 

4.4.4  การศึกษาผลของอุณหภูมิทีÉมีต่อความเสถียรของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยก
บริสุทธิÍ  
การศึกษาผลของอุณหภูมิทีÉ มีต่อความเสถียรของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊ อ W1 ทีÉ

อุณหภูมิต่างๆ คือ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ในสารละลาย potassium phosphate 

buffer pH ş เป็นเวลา ŞŘ นาที โดยวดัค่ากิจกรรมเอนไซมทุ์ก řŝ นาที ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงใน
ภาพทีÉ ŚŚ พบว่า ช่วงอุณหภูมิ 30 – 50 องศาเซลเซียส เมืÉอเวลาผ่านไป ŞŘ นาที ยงัคงมีค่ากิจกรรม
เอนไซม์มากกว่า ŠŘ% ซึÉ งเป็นช่วงอุณหภูมิทีÉไม่สูงมากนัก แต่เมืÉอใช้อุณหภูมิสูงขึÊนเป็น ŞŘ องศา
เซลเซียส เมืÉอเวลาผา่นไป řŝ นาที ค่ากิจกรรมเอนไซมย์งัคงเหลือมากกวา่ šŘ% แต่เมืÉอเวลาผา่นไป  

śŘ นาที ทาํให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ลดลงเหลือประมาณ şŘ% เมืÉอใช้อุณหภูมิสูงขึÊนเป็น şŘ องศา
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เซลเซียส ทาํให้ค่ากิจกรรมเอนไซมล์ดลงเหลือประมาณ şŘ% เมืÉอเวลาผ่านไปเพียง řŝ นาที ซึÉ งค่า
กิจกรรมเอนไซมล์ดลงจนนอ้ยกวา่ ŝŘ% เมืÉอเวลาผา่นไป Ŝŝ นาทื และเมืÉอใชอุ้ณหภูมิสูงขึÊนเป็น ŠŘ 

องศาเซลเซียส ค่ากิจกรรมเอนไซม์คงเหลือน้อยกว่า ŝŘ% เมืÉอเวลาผ่านไปเพียง řŝ นาที เท่านัÊน 

ดงันัÊนการเก็บรักษาเอนไซมจึ์งควรเก็บในช่วงอุณหภูมิทีÉต ํÉากวา่ ŝŘ องศาเซลเซียส ความสามารถใน
การทาํงานของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 จึงจะเสถียร จากการทดลองวดัค่ากิจกรรมเอนไซม์
โดยใช้อุณหภูมิ ŞŘ องศาเซลเซียส ซึÉ งเป็นอุณหภูมิทีÉ เหมาะต่อการทาํงานของเอนไซมที์Éสุด จะเห็น
ไดว้่าจากภาพทีÉ ŚŚ เมืÉอเวลาผ่านไปเพียง śŘ นาที ทาํให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ลดลงถึง śŘ% ดงันัÊน
เพืÉอให้เอนไซม์ยงัคงมีประสิทธิภาพสูงและทาํงานได้ดี จึงควรบ่มทีÉอุณภูมิ ŞŘ องศาเซลเซียส ใน
ระยะเวลาไม่เกิน śŘ นาที 

จากการทดลองของ Hmidet และคณะ (20řŘ) รายงานไวว้า่ เอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลสจาก
เชืÊอ B. mojavensis A21 มีความเสถียรอยู่ในช่วงอุณหูมิทีÉ ŜŘ – ŞŘ องศาเซลเซียส อลัฟาอะไมเลสทีÉ
ผลิตจากเชืÊอรา Paecilomyces variotii (Michelin และคณะ, ŚŘřŘ) พบว่า เอนไซม์มีความเสถียรทีÉ
ช่วงอุณหภูมิทีÉ ŝŘ – ŞŘ  

 

 
ภาพทีÉ ŚŚ  ผลของอุณหภูมิทีÉมีต่อความเสถียรของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ   

โดยทีÉ ( ) 30 oC; ( ) 40 oC; ( ) 50 oC; ( ) 60 oC; ( ) 70 oC และ ( ) 80 oC  
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Ŝ.Ŝ.ŝ  การศึกษาผลของไออนโลหะและชนิดของรีเอเจนต์ต่อกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส 

จากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ  
ผลการศึกษาผลของไอออนโลหะและรีเอเจนต์ทัÊ งหมด  řř ชนิด ต่อกิจกรรมของ

เอนไซม์อะไมเลส ได้ผลดังตารางทีÉ  10 โดย CoCl2 , MnCl2 และ FeSO4 ความเข้มข้น ŝ mM มี
ความสามารถกระตุ้นให้เอนไซม์มีค่ากิจรรมสูงขึÊน เป็น 280.4 , 215.7 และ157.0% เมืÉอเทียบกับ
หลอดควบคุม และเมืÉอความเขม้ขน้ของ CoCl2 , MnCl2 และ FeSO4 เพิÉมขึÊนเป็น ŚŘ mM จะทาํให้ค่า
กิจกรรมเอนไซม์เพิÉมสูงขึÊ นเป็น 457.9 , 596.6 และ 294.7% ตามลําดับ CaCl2 , MgCl2 และ KCl 

สามารถกระตุน้ค่ากิจกรรมเอนไซมใ์ห้เพิÉมขึÊนเล็กนอ้ยและเมืÉอเพิÉมความเขม้ขน้ของไอออนโลหะ
เป็น ŚŘ mM ก็ยงัคงมีค่ากิจกรรมเอนไซมใ์กลเ้คียงเดิม ส่วน BaCl2 , NaCl และ ZnSO4 ความเขม้ขน้ 

ŝ mM สามารถกระตุน้ค่ากิจกรรมเอนไซมไ์ดเ้ล็กนอ้ยคือ 125.0 , 110.2 และ 136.3% ตามลาํดบั แต่
เมืÉอเพิÉมความเขน้ขน้ของ BaCl2 , NaCl และ ZnSO4 เป็น ŚŘ mM แลว้จะมีผลยบัย ัÊงการทาํงานของ
เอนไซม์ให้ลดลงเหลือ 67.8 , 97.9 และ 78.6% ตามลําดับ แต่ไอออนของโลหะ CuCl2 ทีÉความ
เขม้ขน้ ŝ mM และ 20 mM มีผลยบัย ัÊงการทาํงานของเอนไซมซึ์É งทาํให้มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ลดลง
เหลือเพียง 83.8 และ 73.9% ตามลาํดบั ทัÊงนีÊก็เป็นเพราะวา่ เกลือของโลหะสามารถจบักบัประจุลบ
ของโปรตีน (ionic interaction) ทาํให้โปรตีนตกตะกอนลงมา ส่งผลให้เกิดการเสียสภาพธรรมชาติ
ของโปรตีน  ซึÉ ง Noman และคณะ (ŚŘŘŞ) รายงานว่า CuŚ+, Fe2+ และ  Zn2+ มีผลยบัย ัÊ งเอนไซม์
อลัฟาอะไมเลสจาก post-harvest Pachyrhizus erosus L. tuber อยา่งรุนแรง Mg2+ และ K+ มีผลเพียง
เล็กนอ้ย ส่วน CaŚ+ มีผลทาํใหกิ้จกรรมเอนไซมมี์ค่าเพิÉมขึÊนเป็นสองเท่า ในขณะทีÉ Mn2+ และ Na+ ทาํ
ให้กิจกรรมเพิÉมขึÊนเล็กน้อย ยงัมีรายงานอีกว่า Cu2+ และ Zn2+ มีผลยบัย ัÊงการทาํงานของเอนไซม์
อลัฟาอะไมเลสจากเชืÊอ Nesterenkonia sp. F (Shafiei และคณะ, 2010) และจากเชืÊอ Geobacillus sp. 

LH 8 (Mollania และคณะ, 2010) เช่นกนั ซึÉ งเอนไซมนี์Ê ถูกกระตุน้ดว้ย Mn2+, Ca2+, K+ ส่วนรีเอเจนต ์

EDTA อาจไม่มีผลต่อการทาํงานของเอนไซม์เนืÉองจากกระตุ้นให้เอนไซม์มีค่ากิจกรรมต่างจาก
หลอดควบคุมเพียงเล็กน้อย  ซึÉ งรายงานว่า EDTA ความเข้มข้นเพียงแค่ 1 mM ก็มีผลยบัย ัÊงการ
ทาํงานของเอนไซม์ทีÉได้จากเชืÊอ Bacillus mojavensis A21 (Hmidet และคณะ, 2010), Geobacillus 
sp. LH 8 (Mollania และคณะ, 2010) และ Nesterenkonia sp. F (Shafiei และคณะ, Ś010) เนืÉองจาก 

EDTA จะไปแยง่จบักบั metal ion ทีÉจบัอยูก่บัเอนไซมแ์ละตกตะกอน ทาํให้เอนไซม์นัÊนขาดตวัเร่ง
ปฏิกิรยา ทาํให้กิจกรรมของเอนไซม์มีค่าลดลง แต่อย่างไรก็ตามเอนไซม์ชนิดนีÊ  EDTA ไม่มีผล
ยบัย ัÊงเอนไซม์ เนืÉองจากเป็นเอนไซม์ทีÉผ่านการแยกบริสุทธิÍ จึงทาํให้ไม่มีไอออนโลหะ  เกลือหรือ 

cofactor เจือปนอยู ่ 
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ตารางทีÉ řŘ อิทธิพลของไอออนโลหะและรีเอเจนตที์Éมีต่อกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส 

จากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ  

Metal ion 
Relative activity (%) 

5 mM 20 mM 

Control 100 100 

CaCl2·2H2O 161.5 144.1 

MgCl2·7H2O 139.1 136.5 

BaCl2·2H2O 125.0 67.8 

CoCl2·6H2O 280.4 457.9 

MnCl2·4H2O 215.7 596.6 

CuCl2·2H2O 83.8 73.9 

KCl 131.1 123.2 

FeSO4·7H2O 157.0 294.7 

NaCl 110.2 97.9 

ZnSO4·7H2O 136.3 78.6 

EDTA 96.4 105.5 

 

 

Ŝ.Ŝ.ŝ  การศึกษาผลของสารตัÊงตน้ทีÉมีความจาํเพาะต่อเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ Wř ทีÉแยก
บริสุทธิÍ  
จากตารางทีÉ řř เมืÉอเปลีÉยนสารตัÊงตน้ทัÊง 7 ชนิด ซึÉ งเป็นแป้งชนิดต่างๆ และเปรียบเทียบ

ค่ากิจกรรมเอนไซมข์อง Soluble starch โดยมีความเขม้ขน้ 1% ของแป้งเท่ากนั ผลปรากฏวา่ เมืÉอใช้
แป้งขา้วเหนียวเป็นสารตัÊงตน้ทาํให้ค่ากิจกรรมเอนไซมมี์ค่าสูงขึÊนเป็น řŚŘ.ś% เมืÉอเปรียบเทียบกบั 

Soluble starch ส่วนแป้งข้าวเจ้า แป้งข้าวโพด  แป้งมันฝรัÉง แป้งมันสําปะหลัง  และ แป้งสาลี 

เอนไซมมี์ค่ากิจกรรมตํÉากวา่ของ Soluble starch คือ 96.9, 85.1, 83.6, 80.6 และ 73.9% ตามลาํดบั ซึÉ ง
เมืÉอเปรียบเทียบค่ากิจกรรมเอนไซม์ของแป้งทัÊง 7 ชนิดนีÊ แลว้ แป้งขา้วเหนียวมีค่ากิจกรรมเอนไซม ์
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สูงทีÉสุด แต่ลกัษณะของการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลสทีÉผลิตจากแบคทีเรียแต่ละชนิดอาจทาํงาน
ไดแ้ตกต่างกนั ถึงแมว้่าสารตัÊงตน้บางชนิดทีÉมีอะไมโลสสูงกว่า แต่เอนไซม์อาจจะทาํงานไดไ้ม่ดี 

และมีค่ากิจกรรมเอนไซม์น้อยกว่าได้ ขึÊ นอยู่กับความสามารถในการจับกันของเอนไซม์กับ 

สารตัÊงตน้ หากเป็นสารตัÊงตน้จบักบัส่วน active site ของเอนไซม์ไดแ้น่นและรวดเร็วก็จะสามารถ
ทาํให้เกิดปฏิกิริยาไดอ้ยา่งรวดเร็วและมีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูง ดงันัÊนแป้งขา้วเหนียวจึงเป็นสารตัÊง
ตน้ทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ  โดยงานวิจยัต่างๆ มี
รายงานของ Konsula และคณะ (2004) โดยศึกษาชนิดของแป้งทีÉมีผลต่อปฏิกิริยาการยอ่ยแป้ง พบวา่
แป้งมนัฝรัÉง สามารถเกิดปฏิกิริยากบัเอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลสทีÉผลิตจาก B. subtilis แลว้มีค่ากิจกรรม
เอนไซมสู์งทีÉสุด ส่วน Hmidet และคณะ (2010) รายงานไวว้า่ เชืÊอ B. mojavensis A21 ผลิตเอนไซม์
อฟัาอะไมเลสยอ่ยอะไมโลสทีÉเป็นสารตัÊงตน้ไดดี้ทีÉสุด 

 

ตารางทีÉ 11 ผลของสารตัÊงตน้ทีÉมีความจาํเพาะต่อเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1  

ทีÉแยกบริสุทธิÍ  
Substrate Relative activity (%) 

Soluble starch 100 

แป้งมนัฝรัÉง 83.6 

แป้งขา้วโพด 85.1 

แป้งมนัสาํปะหลงั 80.6 

แป้งขา้วเจา้ 96.9 

แป้งขา้วเหนียว 120.3 

แป้งสาลี 73.9 
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Ŝ.Ŝ.Ş  การศึกษาค่าทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม ์

จากการหาค่าพารามิ เตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์  โดยการหาปริมาณ
carbohydratesรีดิวซ์ทีÉ เกิดขึÊนจากการย่อย soluble starch ภายใต้สภาวะการทดลองทีÉอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส และ pH  7 และประมาณค่าพารามิเตอร์ทางจลศาสตร์ ดงัแสดงในภาพทีÉ Ś3 และ 24 

พบว่า ค่าคงทีÉ Michaelis-Menten Constant (Km) เท่ากับ 0.Řř มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และอตัราเร็ว
สูงสุดของปฎิกิริยา (Vmax) เท่ากบั 51.02 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตรต่อนาที แสดงให้เห็นว่า เมืÉอมี ค่า 
Km ตํÉา ทาํใหค้วามเร็วในการรวมตวัของเอนไซมแ์ละสารเริÉมตน้สูง โดยบอกถึงความสามารถในการ
จบั (affinity) หรือใช้ในการกาํหนดค่าความแข็งแรงของพนัธะระหว่างเอนไซม์และสารตัÊงตน้ได ้

ถา้จบักนัไดแ้ข็งแรงจะมีค่า Km ทีÉต ํÉาคือ การแตกตวั (dissociation) ของเอนไซม์กบัสารตัÊงตน้จะตํÉา 
แต่ถา้จบักนัไดไ้ม่แขง็แรงจะมีค่า Km ทีÉสูง ทาํใหก้ารแตกตวัระหวา่งเอนไซมก์บัสารตัÊงตน้จะเกิดขึÊน
ไดง่้าย และมีผลทาํใหอ้ตัราการยอ่ยแป้งเพิÉมสูงขึÊนดว้ย 

ในการทดลองของ Noman และคณะ (2006) เอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลสทีÉผลิตจากเชืÊอ  post-

harvest Pachyrhizus erosus L. tuber รายงานค่า Km เท่ากับ 0.29% การทดลองของ Mollania และ
คณะ (2010) เอนไซม์ทีÉผลิตจากเชืÊอ post-harvest Pachyrhizus erosus L. tuber พบว่าค่า Km เท่ากบั 

3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนการทดลองของ Priya และคณะ (2010) เอนไซม์ทีÉผลิตจากเชืÊ อ 

Rhyzopertha dominica รายงานค่า Km เท่ากับ 0.98 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร การทดลองของ Shafiei 

และคณะ (ŚŘřŘ) เอนไซม์ทีÉผลิตจากเชืÊอ Nesterenkonia sp. พบว่าค่า Km เท่ากบั Ŝ.ŝ มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในการทดลองของ Michelin และคณะ (ŚŘřŘ) เป็นเอนไซมที์ÉผลิตจากเชืÊอรา Paecilomyces 
variotii ซึÉ งค่า Kmของเอนไซม์อลัฟาอะไมเลสทีÉได้จากการทดลองย่อยแป้งของ Reagent®  และ 

Sigma®  คือ 4.3 และ 6.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดับ เมืÉอเปรียบเทียบค่าทีÉได้จากจุลินทรีย ์

ชนิดอืÉนกับเอนไซม์อัลฟาอะไมเลสจากเชืÊ อ  W1 นัÊ นมีค่า Km ทีÉแตกต่างกันไปและเอนไซม ์

อลัฟาอะไมเลสทีÉผลิตไดน้ัÊนมีค่าตํÉากวา่ค่า Km ทีÉรายงานไว ้ซึÉ งแสดงใหเ้ห็นถึงความเร็วของเอนไซม์
ในการรวมตวักบัสารตัÊงตน้ทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาไดเ้ร็วขึÊนและมีค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งขึÊนดว้ย  
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ภาพทีÉ 23 Michaelis-Menten ของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 

 

 

 

 

 
ภาพทีÉ Ś4 Lineweaver Burk plot ของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอ W1 
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Ŝ.ŝ  การวเิคราะห์สภาวะต่างๆ ทีÉมีผลต่อการผลติ DP จําเพาะ โดยใช้เทคนิค HPAC 

Ŝ.ŝ.ř  การศึกษาผล pH ทีÉมีต่อการผลิต DP จาํเพาะ 

 

 
 

ภาพทีÉ 25   ผลของ pH ทีÉมีต่อการผลิต carbohydrates (ppm.U-1ml-1) โดยทีÉ 

 
 

 จากการศึกษาผลของ pH ทีÉ มีต่อการผลิต DP จําเพาะ จากการย่อยแป้งของเอนไซม ์

อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ  โดยวิเคราะห์ค่า DP ทีÉเกิดขึÊนจากการบ่มสารตัÊงตน้กบัเอนไซม ์

ในช่วงบฟัเฟอร์ pH ś – řŘ เป็นเวลา ŚŘ นาที ทีÉอุณหภูมิ ŞŘ องศาเซลเซียส ไดผ้ลปรากฏดงัภาพทีÉ Śŝ 

พบว่าบัฟเฟอร์ pH 7 มีค่า DP ช่วง ś - Ŝ คือ maltotriose และ maltotetraose สูงทีÉ สุด มีค่าเท่ากับ 

5.9993 และ  3.8976 ppm.U-1ml-1 ตามลําดับ  ซึÉ งเป็นช่วง DP ทีÉต้องการในการนําไปผลิตเป็น 

microcapsulation ส่วนบฟัเฟอร์ pH 5 – 6 มีค่าของ DP 3 – 4 แต่ยงัคงมีในปริมาณนอ้ย ช่วงบฟัเฟอร์ 

pH 8 – 10 เป็นช่วง pH ทีÉทาํให้เอนไซม์เกิดการย่อยให้ได้ผลผลิตเป็น glucose และ  maltose ใน
ปริมาณทีÉสูงมาก ซึÉ งเป็นช่วงของ DP ทีÉไม่ตอ้งการ จึงเป็นช่วง pH ทีÉไม่เหมาะสมต่อการทาํงานของ
เอนไซม์เพืÉอย่อยสารตัÊ งต้นให้ได้ผลิตภัณฑ์เพืÉอนําไปผลิตเป็น microcapulation ต่อไป  ดังนัÊ น
บฟัเฟอร์ pH 7 จึงเป็นบฟัเฟอร์ทีÉเหมาะสมทีÉสุด เพืÉอใช้ในการผลิต maltotriose และ maltotetraose  

ในการทดลองต่อไป 
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Ŝ.ŝ.Ś  การศึกษาผลของอุณหภูมิทีÉมีต่อการผลิต DP จาํเพาะ 

 

 
 

ภาพทีÉ 26   ผลของอุณหภูมิทีÉมีต่อการผลิต carbohydrates (ppm.U-1ml-1) โดยทีÉ 

 
 

 จากการศึกษาผลของอุณหภูมิทีÉมีต่อการผลิต DP จาํเพาะ จากการย่อยแป้งของเอนไซม ์

อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ  โดยวิเคราะห์ค่า DP ทีÉเกิดขึÊนจากการบ่มสารตัÊงตน้กบัเอนไซม ์

ในช่วงอุณหภูมิ śŘ – ŠŘ องศาเซลเซียส และใช้บฟัเฟอร์ pH ş ซึÉ งเป็น pH ทีÉเหมาะสมทีÉสุดต่อการ
ผลิต DP ในช่วง ś – Ŝ ซึÉ งบ่มเป็นระยะเวลา ŚŘ นาที ปรากฏดงัภาพทีÉ ŚŞ พบว่าอุณหภูมิ ŞŘ องศา
เซลเซียส มีค่า DP ช่วง ś – Ŝ คือ maltotriose และ maltotetraose สูงทีÉสุด มีค่าเท่ากับ 3.0002 และ
2.705 ppm.U-1ml-1 ตามลําดับ  ทีÉ อุณ ห ภู มิ  ŝŘ  และ  şŘ  องศาเซ ล เซี ยส  มี  maltotriose และ 

maltotetraose ค่อนข้างสูงเช่นกัน แต่ยงัคงมี glucose, maltose, maltopentaose และ maltohexaose 

ปะปนอยู ่ดงันัÊนอุณหภูมิ ŞŘ องศาเซลเซียส จึงเป็นอุณหภูมิทีÉเหมาะสมทีÉสุดต่อการผลิต maltotriose 

และ maltotetraose ในการทดลองต่อไป 
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Ŝ.ŝ.ś  การศึกษาผลของระยะเวลาทีÉมีต่อการผลิต DP จาํเพาะ 

 
 

ภาพทีÉ 27   ผลของระยะเวลาทีÉมีต่อการผลิต carbohydrates (ppm.U-1ml-1) โดยทีÉ 

 
 

 จากการศึกษาผลของระยะเวลาทีÉมีต่อการผลิต DP จาํเพาะ จากการย่อยแป้งของเอนไซม ์

อะไมเลสจากเชืÊอ W1 ทีÉแยกบริสุทธิÍ  โดยวิเคราะห์ค่า DP ทีÉเกิดขึÊนจากการบ่มสารตัÊงตน้กบัเอนไซม ์

ทีÉบฟัเฟอร์ pH ş และอุณหภูมิ ŞŘ องศาเซลเซียส ซึÉ งเป็นสภาวะทีÉเหมาะสมทีÉสุดต่อการผลิต DP ทีÉ
ตอ้งการ โดยวดัค่า DP ในช่วงเวลาต่างๆ คือช่วงวลา řŘ – ŞŘ นาที ปรากฏดงัภาพทีÉ Śş พบว่า เมืÉอ
บ่มเวลานานขึÊนทาํให้เอนไซม์มีความสามารถทาํงานในการย่อยสารตัÊ งต้นได้ maltotriose และ 

maltotetraose เพิÉ ม สูงขึÊ น เรืÉ อยๆ  ส่วน  glucose, maltose, maltopentaose และ  maltohexaose มีค่ า
เพิÉมขึÊนเช่นกัน แต่เพิÉมในปริมาณน้อย  เนืÉองจากค่าของ maltotriose และ maltotetraose มีค่าเพิÉม
สูงขึÊ นเรืÉ อยๆ และยงัไม่คงทีÉแสดงว่า เมืÉอเวลาผ่านอย่างน้อย ŞŘ นาที เอนไซม์อะไมเลสยงัคง
สามารถทาํงานได้ ดงันัÊนจึงตอ้งมีการศึกษาระยะเวลาในการบ่มเพิÉมขึÊนเพืÉอนาํไปใช้ในการผลิต 

maltotriose และ maltotetraose ใหไ้ดสู้งทีÉสุดต่อไป  

อย่างไรก็ตาม จากการศึกษาสภาวะทีÉเหมาะสมต่อการผลิต DP จาํเพาะ มีความสอดคลอ้ง
กนั ซึÉ งสภาวะทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม ์คือ pH 7 และ อุณหภูมิ ŞŘ องศาเซลเซียส และ
ในสภาวะเดียวกนันีÊ เป็นสภาวะทีÉสามารถผลิต maltotriose และ maltotetraose ไดสู้งสุดเช่นกนั  
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บททีÉ 5 

สรุปผลการศึกษา 
 

 ในงานวิจยันีÊ  ไดศึ้กษาการแยกบริสุทธิÍ และคุณลกัษณะของเอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลสจากเชืÊอ 

W1 ทีÉคดัแยกจากดินและนํÊ า บริเวณบ้านสวนดาํเนินสะดวก จงัหวดัราชบุรี(วชิรวิชย ์และคณะ, 

2549) อีกทัÊงยงัวเิคราะห์ผลิตภณัฑ์ทีÉเกิดจากการทาํงานของเอนไซมเ์พืÉอใหไ้ดผ้ลิตภณัฑ์ทีÉเหมาะสม
ต่อการนาํไปผลิตเป็น microcapsule จากการทดลองพบวา่ เชืÊอจุลินทรียร์หสั W1 ทีÉผา่นการยอ้มแก
รมดว้ยวิธี Gram’s staining และส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ เชืÊอจุลินทรียนี์Ê มีลกัษณะเป็นแท่ง ยอ้ม
ติดสีม่วงแสดงวา่ เป็นแบคทีเรียแกรมบวก หลงัจากนัÊนนาํไปเลีÊยงในอาหารเหลวทีÉมีองค์ประกอบ
ของแป้งเพืÉอผลิตเอนไซมย์อ่ยแป้ง และผา่นขัÊนตอนการแยกบริสุทธิÍ โดยวธีิตกตะกอนดว้ย ethanol, 

Q Sepharose anion-exchange แ ล ะ  Sephacryl S-200 gel filtration chromatography ต าม ลํ า ดั บ 

เอนไซม์ถูกทาํให้เขม้ขน้ขึÊน โดยวิธี ultrafiltration พบว่า จะทาํให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เพิÉมขึÊน
และปริมาณโปรตีนลดลงเมืÉอเทียบกบั crude extract คุณสมบติัของเอนไซม์บริสุทธิÍ  มีค่า specific 

activity เท่ากับ  4,428.ŝŘŚ U/mg protein มีความบริสุทธิÍ เพิÉมขึÊ น řŠ.ś เท่า และ recovery řř.Ŝ% 

หลังจากนัÊ นหานํÊ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์โดยวิธี  SDS-PAGE เมืÉอเทียบกับกราฟโปรตีน
มาตรฐานสามารถคาํนวณนํÊ าหนกัโมเลกุลของเอนไซม์ชนิดนีÊ ไดเ้ท่ากบั 38.6 kDa และหานํÊ าหนัก
โมเลกุลดว้ยวิธี gel filtration chromatography โดยเทียบกบักราฟโปรตีนมาตรฐานเช่นกนั คาํนวณ
นํÊ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์นีÊ ได้เท่ากบั 39 kDa ซึÉ งมีนํÊ าหนักโมเลกุลทีÉสอดคล้องกนัทัÊงสองวิธี 

เอนไซม์อลัฟาอะไมเลสบริสุทธิÍ สามารถทาํงานได้ดีทีÉ  pH ş และอุณหภูมิ 60 oC ซึÉ งเอนไซม์ยงั
เสถียรทีÉ pH 7 และช่วงอุณหภูมิ 30 - 50 องศาเซลเซียส ค่าทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซมมี์ค่า Km 

และ Vmax ทีÉได้คือ 0.01 mg/ml และ 51.02 μmol.ml-1min-1 ตามสําดบั เอนไซม์อลัฟาอะไมเลสของ
เชืÊอชนิดนีÊ ถูกยบัย ัÊงด้วยไอออนของ Cu2+ ความเข้มขน้ 5 mM ในขณะทีÉไอออนของ Co2+, Mn2+, 

Fe2+, Ca2+, Mg2+ และ K+ เป็นตวักระตุน้การทาํงานของเอนไซม์ชนิดนีÊ ให้มีค่ากิจกรรมเอนไซม์
สูงขึÊน แต่ Ba2+, Na+ และ Zn2+ สามารถกระตุน้การทาํงานของเอนไซมใ์ห้มีค่ากิจกรรมสูงขึÊนไดเ้มืÉอ
มีความเข้มข้น 5 mM แต่ยบัย ัÊงการทํางานของเอนไซม์เมืÉอมีความเข้มข้น 20 mM  สารตัÊ งต้นทีÉ
เหมาะสมทีÉสุดคือ แป้งขา้วเหนียว เมืÉอศึกษาสภาวะทีÉเหมาะสมในการยอ่ยแป้งของเอนไซมใ์หไ้ดผ้ล
ผลิตทีÉมี DP ในช่วง ś – Ŝ (maltotriose และ maltotetraose) ในปริมาณทีÉสูงสุด คือสภาวะทีÉ pH 7 
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และอุณหภูมิ ŞŘ oC ระยะเวลาอย่างนอ้ย ŞŘ นาที แต่ยงัคงมีผลิตภณัฑ์ชนิดอืÉนคือ glucose, maltose,  

maltopentaose และ maltohexaose ปะปนอยู่เล็กน้อย   สภาวะทีÉเหมาะสมต่อการผลิต maltotriose 

และ maltotetraose ให้มีปริมาณสูงสุด เป็นสภาวะทีÉสอดคลอ้งกบัสภาวะทีÉเหมาะสมต่อการทาํงาน
ของเอนไซม์จากเชืÊอ W1 ดงันัÊนจึงเลือกสภาวะทีÉเหมาะสมไปผลิต maltotriose และ maltotetraose 

ให้มีปริมาณสูงและผลิตภณัฑ์ทีÉไดนี้Êสามารถนาํไปศึกษาการใชป้ระโยชน์ในการผลิต microcapsule 

ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีÊยงเชืÊอจุลทิรีย์และการเตรียมสารเคมี 

 

1.  อาหารเลีÊยงเชืÊอ 

 1.1   LB broth 

Tryptone 10   กรัม 

Yeast extract  5   กรัม 

 NaCl  10   กรัม 

  ละลายส่วนประกอบทัÊงหมดในนํÊากลัÉน ř ลิตร จากนัÊนนาํไปทาํใหป้ลอดเชืÊอดว้ยหมอ้นึÉง
ความดนัไอ ทีÉอุณหภูมิ řŚř องศาเซลเซียส ความดนั řŝ ปอนด์ต่อตารางนิÊว นาน řŝ นาที 

  

1.2  Starch broth 

 Yeast extract  5   กรัม 

 Peptone  10  กรัม 

 Beef extract    5 กรัม 

 MgSO4.7H2O  0.5 กรัม 

 KH2PO4  0.05 กรัม 

 MnSO4  0.01  กรัม 

 CaCl2  0.1 กรัม 

 FeSO4.7H2O  0.1 กรัม 

  Starch from potato  10 กรัม 

  ละลายแป้งในนํÊ ากลัÉน 400 มิลลิลิตร ต้มแป้งจนสุก และละลายส่วนประกอบทีÉ เหลือ
ทัÊงหมดในนํÊ ากลัÉน 400 ลิตร ตม้ดว้ยไฟอ่อนๆ จนสารละลายหมด แลว้นาํมาผสมกนัปรับปริมาตร
ด้วยนํÊ ากลัÉนเป็น 1 ลิตร จากนัÊนนําไปทาํให้ปลอดเชืÊอด้วยหม้อนึÉ งความดันไอ ทีÉอุณหภูมิ řŚ1  

องศาเซลเซียส ความดนั řŝ ปอนดต่์อตารางนิÊว นาน řŝ นาที 
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 1.3  Starch agar 

Yeast extract  2 กรัม 

Peptone  5  กรัม 

MgSO4.7H2O  0.5  กรัม 

KH2PO4  0.5 กรัม 

NaCl  1.5 กรัม 

CaCl2  0.1 กรัม  

Starch from potato  10  กรัม 

 Agar  15 กรัม 

  ละลายแป้งในนํÊ ากลัÉน 400 มิลลิลิตร ต้มแป้งจนสุก และละลายส่วนประกอบทีÉ เหลือ
ทัÊงหมดในนํÊ ากลัÉน 400 ลิตร แลว้นาํมาผสมกนัปรับปริมาตรดว้ยนํÊ ากลัÉนเป็น 1 ลิตร จากนัÊนนาํไป
ทาํให้ปลอดเชืÊอด้วยหม้อนึÉ งความดันไอ ทีÉอุณหภูมิ řŚř องศาเซลเซียส  ความดัน řŝ ปอนด์ต่อ
ตารางนิÊว นาน řŝ นาที 

 

2.  สารเคมี 
 2.1   DNS (3,5-dinitrosalicylic acid) Reagent  

ชัÉง DNS 10 กรัม ละลายนํÊ ากลัÉน 500 มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากันบน hot plate ค่อยๆ เติม
สารละลาย Sodium hydroxide (Sodium hydroxide 16 กรัม ละลายในนํÊ ากลัÉน 200 มิลลิลิตร) ผสม
ให้เขา้กนัแลว้เติม Sodium potassium tartrate จาํนวน 300 กรัม จากนัÊนเติมนํÊ ากลัÉนให้ไดป้ระมาณ 

900 มิลลิลิตร ตม้ดว้ยไฟอ่อนๆ จนสารละลายหมด ตัÊงทิÊงไวใ้ห้เยน็ ปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร เก็บ
ไวใ้นขวดสีชาอุณหภูมิหอ้ง  

 

 2.2  Bradford Dye Reagent  

เจือจาง Bradford dye reagent (BIO-RAD) เขม้ขน้ 1 ส่วน ด้วยนํÊ ากลัÉน 4 ส่วน นาํไปกรอง
ผา่นกระดาษกรอง whatman no. 1 เก็บในขวดสีชา 
 

 2.3  2% Soluble Starch  

ละลาย Soluble starch 2 กรัม ในนํÊ ากลัÉน 70 มิลลิลิตรโดยการตม้ในอ่างนํÊ าเดือดจน Soluble 

starch สุก เห็นเป็นสารละลายใส ทิÊงไวใ้ห้เย็น หลงัจากนัÊนเติม 1 M CaCl2 1 มิลลิลิตร แล้วปรับ
ปริมาตรดว้ยนํÊากลัÉนใน volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร 
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2.4  การเตรียมบัฟเฟอร์สําหรับวเิคราะห์หาคุณลกัษณะทีÉเหมาะสมของเอนไซม์ 

2.4.1   50 mM Citrate buffer (pH 3 – 5) 

(ř)   ชัÉง  Citric acid (MW 210.14)  3.1521 กรัม  ละลายในนํÊ ากลัÉนปริมาตร śŘŘ 

มิลลิลิตร 

(2)   ชัÉง Sodium citrate (MW 291.4)  4.4115 กรัม ละลายในนํÊ ากลัÉนปริมาตร śŘŘ 

มิลลิลิตร 

 

ตารางทีÉ řŚ  อตัราส่วนของสารในการเตรียม Citrate buffer 

pH Citric acid (ml) Sodium citrate (ml) Total volume (ml) 

3 93 7 100 

4 66 34 100 

5 41 59 100 

 

2.4.2   50 mM Phosphate buffer (pH 6 – 7) 

(ř)   ชัÉง  dibasic sodium phosphate (MW 174.18)  1.7418 กรัม  ละลายในนํÊ ากลัÉน
ปริมาตร ŚŘŘ มิลลิลิตร 

(Ś)   ชัÉง monobasic sodium phosphate (MW 136.09)  1.3609 กรัม ละลายในนํÊ ากลัÉน
ปริมาตร ŚŘŘ มิลลิลิตร 

 

ตารางทีÉ řś  อตัราส่วนของสารในการเตรียม Phosphate buffer 

pH K2HPO4 (ml) KH2PO4 (ml) Total volume (ml) 

Ş řŚ.ś Šş.ş 100 

ş 61 39 100 

 

2.4.3   50 mM Tris-HCl buffer (pH 8)  

ชัÉง Tris base (MW 121.14)  0.6057 กรัม ละลายในนํÊ ากลัÉนปริมาตร ŠŘ มิลลิลิตร ปรับ 

pH ดว้ย 50 mM HCl ใหไ้ด ้8 ปรับปริมาตรดว้ยนํÊากลัÉนเป็น 100 มิลลิลิตร 
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2.4.4   50 mM Glycine-NaOH buffer (pH 9 – 10)   

ชัÉง glycine (MW 75.07)  0.37535 กรัม ละลายในนํÊ ากลัÉนปริมาตร ŠŘ มิลลิลิตร ปรับ 

pH ดว้ย 50 mM NaOH ใหไ้ด ้š และ řŘ ปรับปริมาตรดว้ยนํÊากลัÉนเป็น 100 มิลลิลิตร 

 

2.5  การเตรียมสารละลายไอออนของโลหะและรีเอเจนต์  

2.ŝ.1  50 mM CaCl2·2H2O (MW 147.01) 

ชัÉง CaCl2·2H2O  Ř.ŘşŜ กรัม ละลายในนํÊาปราศจากไอออน ปรับปริมาตรดว้ยขวดปรับ
ปริมาตรขนาด řŘ มิลลิลตร 

 

2.ŝ.2  50 mM MgCl2·7H2O (MW 203.3) 

ชัÉง MgCl2·7H2O  Ř.řŘŚ กรัม ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน ปรับปริมาตรด้วยขวด
ปรับปริมาตรขนาด řŘ มิลลิลตร 

 

2.ŝ.3  50 mM BaCl2·2H2O (MW 244.28) 

ชัÉง BaCl2·2H2O  Ř.řŚŚ กรัม ละลายในนํÊาปราศจากไอออน ปรับปริมาตรดว้ยขวดปรับ
ปริมาตรขนาด řŘ มิลลิลตร 

 

2.ŝ.4  50 mM CoCl2·6H2O (MW 237.93) 

ชัÉง CoCl2·6H2O  Ř.řřš กรัม ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน ปรับปริมาตรด้วยขวด
ปรับปริมาตรขนาด řŘ มิลลิลตร 

 

2.ŝ.5  50 mM MnCl2·4H2O (MW 197.9) 

ชัÉง MnCl2·4H2O  Ř.Řšš กรัม ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน ปรับปริมาตรด้วยขวด
ปรับปริมาตรขนาด řŘ มิลลิลตร 

 

2.ŝ.6  50 mM CuCl2·2H2O (MW 170.48) 

ชัÉง CuCl2·2H2O  Ř.ŘŠŝ กรัม ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน ปรับปริมาตรด้วยขวด
ปรับปริมาตรขนาด řŘ มิลลิลตร 

 

 



77 

 

2.ŝ.7  50 mM KCl (MW 74.56) 

ชัÉง KCl  Ř.Řśş กรัม  ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน ปรับปริมาตรด้วยขวดปรับ
ปริมาตรขนาด řŘ มิลลิลตร 

 

2.ŝ.8  50 mM FeSO4·7H2O (MW 278.02) 

ชัÉง FeSO4·7H2O  Ř.řśš กรัม ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน ปรับปริมาตรด้วยขวด
ปรับปริมาตรขนาด řŘ มิลลิลตร 

 

2.ŝ.9  50 mM NaCl (MW 58.44) 

ชัÉง NaCl  Ř.ŘŚš กรัม  ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน ปรับปริมาตรด้วยขวดปรับ
ปริมาตรขนาด řŘ มิลลิลตร 

 

2.ŝ.10  50 mM ZnSO4·7H2O (MW 287.54) 

ชัÉง ZnSO4·7H2O  Ř.řŜŜ กรัม ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน ปรับปริมาตรด้วยขวด
ปรับปริมาตรขนาด řŘ มิลลิลตร 

 

2.ŝ.11  50 mM EDTA (MW 292.25) 

ชัÉง NaOH  Ř.ŘŚ กรัม ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน และชัÉง EDTA  0.146 กรัม คน
ให้ EDTA ละลายจนหมด แล้วปรับปริมาตรด้วยนํÊ าปราศจากไอออน โดยใช้ขวดปรับปริมาตร
ขนาด řŘ มิลลิลตร 
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2.Ş  การเตรียมสารสําหรับการวเิคราะห์ผลด้วยวธีิ SDS-PAGE 

2.Ş.1  สารละลาย 10% (w/v) Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)  

ชัÉง SDS 10 กรัม ละลายในนํÊากลัÉน 25 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

 

2.Ş.2  สารละลาย 10% (w/v) Ammonium Persulfate สําหรับ electrophoresis  

ชัÉง ammonium persulfate (ProPureTM proteomics grade, AMRESCO®) 0.1 กรัม ละลาย
ในนํÊากลัÉน 1 มิลลิลิตร (เก็บแช่แขง็ใชไ้ด ้1 อาทิตย)์ 

 

2.Ş.3  Stain Solution  

ชัÉง  Commasie Brilliant blue R-250  0.5 กรัม และเติม methanol ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

ละลายสารจนหมดแล้วจึงเติม acetic acid ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัและปรับปริมาตร
ดว้ยนํÊากลัÉนเป็น 500 มิลลิลิตร 

 

2.Ş.4  Destain Solution I 

เติม methanol ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ลงใน acetic acid ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ผสมให้
เขา้กนัและปรับปริมาตรดว้ยนํÊากลัÉนเป็น 500 มิลลิลิตร 

 

2.Ş.5  Destain Solution II 

เติม methanol ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงใน acetic acid ปริมาตร 35 มิลลิลิตร  ผสมให้เขา้
กนัและปรับปริมาตรดว้ยนํÊากลัÉนเป็น 500 มิลลิลิตร 

 

2.Ş.Ş  0.5 M Tris-HCl pH 6.8  

ชัÉง Tris-base (MW 121.1) 6.06 กรัม ละลายในนํÊาปราศจากไอออน 70 มิลลิลิตร ปรับ pH 

ดว้ยสารละลาย HCl เป็น 6.8 และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร จากนัÊนนาํไปทาํใหป้ลอดเชืÊอดว้ย
หมอ้นึÉงความดนัไอ ทีÉอุณหภูมิ řŚř องศาเซลเซียส ความดนั řŝ ปอนดต่์อตารางนิÊว นาน řŝ นาที 

 

2.Ş.ş  1.5 M Tris-HCl pH 8.8  

ชัÉง Tris-base  18.17 กรัม ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน  70 มิลลิลิตร ปรับ  pH ด้วย
สารละลาย HCl เป็น 8.8 และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร จากนัÊนนําไปทาํให้ปลอดเชืÊอด้วย
หมอ้นึÉงความดนัไอ ทีÉอุณหภูมิ řŚř องศาเซลเซียส ความดนั řŝ ปอนดต่์อตารางนิÊว นาน řŝ นาที 
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2.Ş.8  Electrophoresis Buffer pH 8.3  (10X)  

Tris-base 30.29 กรัม 

Glycine  144  กรัม 

SDS  10  กรัม 

ละลายสารทัÊงหมดด้วยนํÊ ากลัÉนปริมาตร 800 มิลลิลิตร วดั pH ซึÉ งจะมีค่าประมาณ 8.3 

ปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร 

 

2.Ş.š  สีสังเคราะห์สําหรับผสมกบัโปรตีน (3x  Gel loading dye)  

0.5 M Tris-HCl, pH 6.8  3  มิลลิลิตร  

10% (w/v) SDS  4.8 มิลลิลิตร  

glycerol  2.4  มิลลิลิตร 

-mercaptoethanol 1.2 มิลลิลิตร 

bromophenol blue (0.05%(w/v)) 0.006  กรัม 

DI water 4.6 มิลลิลิตร 

ละลายสารทัÊงหมดใหเ้ขา้กนัแลว้เก็บสารละลายไวที้É -ŚŘ องศาเซลเซียส 

 

2.Ş.řŘ  แผ่นเจลสําหรับแยกวิเคราะห์โปรตีน  

(1)  Separating gel 12%  

DI water 1.6  มิลลิลิตร  

30% Bis-acrylamide  2.0 มิลลิลิตร 

1.5 M Tris-HCl pH 8.8  1.3  มิลลิลิตร  

10% (w/v) SDS  0.05  มิลลิลิตร  

10% (w/v) ammonium persulfate  0.05 มิลลิลิตร  

N, N, N’, N’-Tetramethyl ethylenediamine  

(TEMED)  0.002  มิลลิลิตร  

ผสมสารทัÊงหมดให้เข้ากันและค่อยๆ เทลงแผ่นกระจกทีÉประกอบไวแ้ล้วให้ถึง
ระดบัทีÉตอ้งการ เติมนํÊ ากลัÉนทีÉผิวหนา้เจลเพืÉอไล่ฟองอากาศออกและปรับระดบัผิวหนา้เจลให้เรียบ
อยูใ่นระนาบเดียวกนั ทิÊงไวใ้หเ้จลแขง็ตวั เทนํÊากลัÉนออกและซบัดว้ยกระดาษทิชชู  
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(2)  Stacking gel 5%  

DI water Ś.ř  มิลลิลิตร 

30% Bis-acrylamide  Ř.ŝ  มิลลิลิตร 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8  Ř.śŠ  มิลลิลิตร 

10% (w/v) SDS  Ř.Řś  มิลลิลิตร 

10% (w/v) ammonium persulfate  0.03  มิลลิลิตร 

TEMED  0.003  มิลลิลิตร  

ผสมสารทัÊงหมดให้เขา้กนัและค่อยๆ เทลงทบับนเจลชัÊน Separating gel ทีÉแข็งตวั
แลว้ สอดแผน่กาํหนดร่องเจลลงบนเจลทีÉยงัไม่แข็งตวั ระวงัอยา่งใหเ้กิดฟองอากาศ ทิÊงไวใ้ห้เจลแข็ง
ตวั ดึงแผน่กาํหนดร่องเจลออก ลา้งดว้ยนา้กลัÉนและเตรียมประกอบชุดวิเคราะห์ SDS-PAGE (Mini-

PROTEAN® Tetra Cell, BIO-RAD) 

 

2.ş  การเตรียมสารสําหรับวเิคราะห์ผลด้วยเครืÉอง HPAC 

2.ş.1  0.5 M Sodium hydroxide (NaOH) 

ชัÉง NaOH (MW 40)  20 กรัม ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน ปรับปริมาตรดว้ยขวดปรับ
ปริมาตรขนาด řŘŘŘ มิลลิลตร กรองดว้ย cellulose acetate membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร และ
ผา่นการไล่ก๊าซดว้ยเครืÉอง sonicator เป็นเวลา 30 นาที 

 

Ś.ş.Ś   ř M Sodium acetate (NaOAc) 

ชัÉง NaOAc (MW 136.08)  136.08 กรัม ละลายในนํÊ าปราศจากไอออน ปรับปริมาตรดว้ย
ขวดปรับปริมาตรขนาด  řŘŘŘ  มิล ลิลตร  กรองด้วย  cellulose acetate membrane ขนาด  0.45 

ไมโครเมตร และผา่นการไล่ก๊าซดว้ยเครืÉอง sonicator เป็นเวลา 30 นาที 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 
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ภาคผนวก ข 

กราฟมาตรฐานและการคํานวณ 

 

ř.  กราฟมาตรฐานสารละลาย Glucose  

ř .1   เตรียมสารละลาย  glucose (Fluka) ทีÉ ความเข้มข้น  0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 และ  1.4 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในนํÊากลัÉน 

ř.2   ปิเปตสารละลาย  glucose ในแต่ละความเข้มข้นใส่ละ 200 ไมโครลิตร และเติม  DNS 

reagent ปริมาตร ŞŘŘ ไมโครลิตร ตม้ในอ่างนํÊ าร้อนอุณหภูมิ šŝ องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

หลงัจากนัÊนแช่นํÊาเยน็ทนัที 

ř.3   ปิเปตสารตวัอย่างทีÉได้ ŚŘŘ ไมโครลิตร ลงใน šŞ wells plate วดัค่าการดูดกลืนแสงด้วย
เครืÉอง microplate reader ทีÉความยาวคลืÉน 550 นาโนเมตร นาํค่าทีÉไดไ้ปเขียนกราฟมาตรฐานความ
เขม้ขน้ของสารละลาย glucose กบัค่าการดูดกลืนแสง ดงัตารางทีÉ 14 และภาพทีÉ 28 

 

ตารางทีÉ řŜ   ความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของ Glucose กบัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 

550 นาโนเมตร 

ความเข้มข้น Glucose (mg/ml) 
OD550 (AU) 

ครัÊงทีÉ 1 ครัÊงทีÉ 2 ครัÊงทีÉ 3 ค่าเฉลีÉย 

0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 

0.2 0.095 0.083 0.080 0.086 

0.4 0.214 0.220 0.218 0.217 

0.6 0.327 0.346 0.333 0.335 

0.8 0.455 0.470 0.451 0.459 

1.0 0.578 0.586 0.592 0.585 

1.2 0.734 0.701 0.694 0.710 

1.4 0.843 0.828 0.851 0.841 
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ภาพทีÉ 28  กราฟมาตรฐานของ glucose โดยการวิเคราะห์ดว้ยวธีิ DNS method 

 

1.Ŝ   การหาปริมาณ glucose 

จากกราฟมาตรฐานของ glucose จะไดส้มการ y = 0.ŝŠŞŠx 

โดย  y  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 550 นาโนเมตร 

x  คือ  ความเขม้ขน้ของ glucose (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 

สามารถคาํนวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสไดด้งันีÊ  
 

Activity (U)   =   
 

โดย  A  คือ  OD550 ของสารตวัอยา่ง 

B คือ  OD550 ของ Enzyme blank 

C คือ  OD550 ของ Substrate blank 

a คือ  dilution factor 

MW คือ นํÊาหนกัโมเลกุลของ glucose เท่ากบั řŠŘ.řŞ 

 

 

 

y = 0.5868x

R² = 0.9967
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Ś.  กราฟมาตรฐานสารละลายโปรตีน (Bovine serum albumin) 

2.1   เตรียมสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) (Fluka) ทีÉความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 

และ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในนํÊากลัÉน 

2.2    ปิเปตสารละลาย BSA ในแต่ละความเขม้ขน้ใส่ šŞ wells plate หลุมละ 10 ไมโครลิตร และ
เติม Bradford dye reagent ปริมาตร ŚŘŘ ไมโครลิตร ทิÊงทีÉอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที 

2.3   วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเครืÉอง microplate reader ทีÉความยาวคลืÉน 595 นาโนเมตร นาํค่าทีÉ
ไดไ้ปเขียนกราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของโปรตีนกบัค่าการดูดกลืนแสง ดงัตารางทีÉ 15  และภาพ
ทีÉ 29 

 

ตารางทีÉ řŝ  ความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของ BSA กบัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉนทีÉ 
595 นาโนเมตร 

ความเข้มข้น BSA (mg/ml) 
OD595 (AU) 

ครัÊงทีÉ 1 ครัÊงทีÉ 2 ครัÊงทีÉ 3 ค่าเฉลีÉย 

0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 

0.1 0.189 0.167 0.172 0.176 

0.2 0.290 0.333 0.278 0.300 

0.3 0.433 0.451 0.424 0.436 

0.4 0.556 0.577 0.584 0.572 

0.5 0.684 0.689 0.697 0.690 
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ภาพทีÉ Śš  กราฟมาตรฐานของ BSA โดยการวิเคราะห์ดว้ยวธีิ Bradford method 

 

2.Ŝ   การหาปริมาณโปรตีน 

จากกราฟมาตรฐานของโปรตีน จะไดส้มการ y = 1.4225x 

โดย  y  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 595 นาโนเมตร 

x  คือ  ความเขม้ขน้ของโปรตีน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 

สามารถคาํนวณหาปริมาณโปรตีนไดด้งันีÊ  
 

protein (mg/ml)    =   x dilution factor 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 1.4225x

R² = 0.9941

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

O
D 59

5 
(A

U)

BSA (mg/ml)



86 

 

ś.  การคํานวณหาพารามิเตอร์ของการทาํบริสุทธิÍของเอนไซม์ 

 

Total activity (U)   =  Activity (U/mg) x Volume (ml) 

 

Total protein (mg)   =  Protein (mg/ml) x Volume (ml) 

 

Specific activity (U/mg)   =   

 

Recovery (%)   =   

 

Purification (fold)   =   

 

 

4.  กราฟโปรตีนมาตรฐานของ SDS-PAGE 

4.1  จากผลการทดลองหานํÊ าหนกัโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE สามารถวดัหาระยะการเคลืÉอนทีÉ
ของแถบโปรตีนมาตรฐานแต่ละชนิด และระยะการเคลืÉอนทีÉของ loading dye เพืÉอหาค่า Rf  ดงันีÊ  

 

Rf  =  
ระยะการเคลืÉอนทีÉของแถบโปรตีน

ระยะการเคลืÉอนทีÉของ
 

 

4.2  เขียนกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า log นํÊาหนกัโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกบัค่า Rf โดย
ใชต้ารางทีÉ řŞ เพืÉอคาํนวณหานํÊาหนกัโมเลกุลของแถบโปรตีนทีÉผา่นการแยกบริสุทธิÍ  
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ตารางทีÉ řŞ  ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า log นํÊาหนกัโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกบัค่า Rf  

Protein marker 
MW  

(kDa) 
log MW 

ระยะการเคลืÉอนทีÉ 
ของแถบโปรตีน 

(cm) 

ระยะการเคลืÉอนทีÉ 
ของ loading dye  

(cm) 

Rf 

Maltose-binding protein 42.7 1.63 2.40 5.5 0.44 

Thioredoxin reductase 34.6 1.54 3.00 5.5 0.55 

Triosephosphate isomerase 27.0 1.43 3.80 5.5 0.69 

Trypsin inhibitor 20.0 1.30 4.65 5.5 0.85 

 

จากกราฟมาตรฐานของโปรตีน (ภาพทีÉ řş) จะไดส้มการ y = - 0.7983x + 1.978 

โดย  y  คือ  ค่า log Molecular Weight 

x  คือ  ค่า Rf   

 

วดัระยะการเคลืÉอนทีÉของแถบโปรตีนตวัอยา่งทีÉผา่นการแยกบริสุทธิÍ ได ้ Ś.şŘ เซนติเมตร 

และระยะการเคลืÉอนทีÉของ loading dye ได ้ 5.5 เซนติเมตร 

 

Rf   =   = 0.49 

 

ค่า Rf ของแถบโปรตีนตวัอยา่งทีÉผา่นการแยกบริสุทธิÍ เท่ากบั Ř.Ŝš 

คาํนวณหาค่า MW จากสมการจจะได ้

 

log MW  = - 0.7983(0.49) + 1.978 

  MW  = 10(1.587) 

    =  38.6 

ดงันัÊน โปรตีนตวัอยา่งทีÉผา่นการแยกบริสุทธิÍ มีนํÊาหนกัโมเลกุลประมาณ śŠ.Ş กิโลดาลตนั 
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5.  กราฟมาตรฐานเจลฟิลเตรชันโครมาโตกราฟี 

5.1   โปรตีนทีÉใชคื้อ Gel Filtration Standard (BIO-RAD) ประกอบดว้ย Thyroglobulin (bovine), 

-globulin (bovine), Ovalbumin (chicken), Myoglobin (horse), Vitamin B12 

5.2   วิเคราะห์ด้วยเครืÉอง FPLC โดยผ่าน gel filtration chomatography ทีÉภายในคอลมัน์บรรจุ 

Sephacryl S-200 โดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์ A เป็นตวัชะ อตัราการไหล 0.1 มิลลิลิตรต่อนาที ได้
โครมาโตแกรมดงัภาพทีÉ 30  หานํÊ าหนกัโมเลกุลของเอนไซมโ์ดยเขียนกราฟมาตรฐานค่า log ของ
นํÊาหนกัโมเลกุลของโปรตีนกบัเวลาทีÉถูกชะออกจากคอลมัน์ โดยใชต้ารางทีÉ 17 

 
 

ภาพทีÉ  śŘ  โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานโปรตีน  gel filtration chromatography (Sephacryl  

S-200) ทัÊง ŝ ชนิด 

 

ตารางทีÉ řş   ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า log นํÊาหนกัโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกบัปริมาตรทีÉถูกชะ
ออกจากคอลมัน์ 

Standard protein MW(Da) log MW Retention time (min) 

Thyroglobulin (bovine) 670,000 5.826 121.81 

-globulin (bovine) 158,000 5.199 142.83 

Ovalbumin (chicken) 44,000 4.643 179.20 

Myoglobin (horse) 17,000 4.230 210.56 

Vitamin B12 1,350 3.130 305.60 
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จากกราฟมาตรฐานของโปรตีน (ภาพทีÉ řŠ) จะไดส้มการ y = -0.014x + 7.2869 

โดย  y  คือ  ค่า log Molecular Weight 

x  คือ  ค่า Retention time (min) 

 

โปรตีนตวัอยา่งทีÉผา่นการแยกบริสุทธิÍ มีค่า Retention time เท่ากบั 192.59 นาที 

คาํนวณหาค่า MW จากสมการจะได ้

 

log MW  = -0.014(192.59) + 7.2869 

  MW  = 10(4.591) 

    =  38,994 

ดงันัÊน โปรตีนตวัอยา่งทีÉผา่นการแยกบริสุทธิÍ มีนํÊาหนกัโมเลกุลประมาณ śš กิโลดาลตนั 

 

6.  กราฟมาตรฐานของcarbohydratesแต่ละชนิดเมืÉอฉีดด้วยเครืÉอง HPAC 

6.ř  สารมาตรฐาน glucose มี retention time ประมาณ 3.367 นาที 

 

 
 

ภาพทีÉ śř  โครมาโตแกรมสารมาตรฐาน glucose จากการวิเคราะห์ดว้ยวธีิ HPAC 
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 ภาพทีÉ śŚ  กราฟมาตรฐานของ glucose 

 

การหาปริมาณ glucose ในสารตวัอยา่ง 

จากกราฟมาตรฐานของ glucose จะไดส้มการ y = 5.8397x 

โดย y คือพืÊนทีÉทีÉ retention time ประมาณ 3.367 นาที 

 x คือความเขม้ขน้ของ glucose (ppm) 

 

สามารถคาํนวณหาปริมาณ glucose ไดด้งันีÊ  
glucose (ppm)     = 

Area   x dilution factor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 5.8397x

R² = 0.9936
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6.Ś  สารมาตรฐาน maltose มี retention time ประมาณ 3.750 นาที 

 

 
 

ภาพทีÉ śś  โครมาโตแกรมสารมาตรฐาน maltose จากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPAC 

 

 
 

ภาพทีÉ śŜ  กราฟมาตรฐานของ maltose  
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การหาปริมาณ maltose ในสารตวัอยา่ง 

จากกราฟมาตรฐานของ maltose จะไดส้มการ y = 1.5688x 

โดย y คือพืÊนทีÉทีÉ retention time ประมาณ 3.750 นาที 

 x คือความเขม้ขน้ของ maltose (ppm) 

 

สามารถคาํนวณหาปริมาณ maltose ไดด้งันีÊ  
maltose (ppm)     = 

Area   x dilution factor 

 

6.ś  สารมาตรฐาน maltotriose มี retention time ประมาณ 4.700 นาที 

 

 
 

ภาพทีÉ śŝ  โครมาโตแกรมสารมาตรฐาน maltotriose จากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPAC 
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ภาพทีÉ śŞ  กราฟมาตรฐานของ maltotriose 

 

การหาปริมาณ maltotriose ในสารตวัอยา่ง 

จากกราฟมาตรฐานของ maltotriose จะไดส้มการ y = 1.1162x 

โดย y คือพืÊนทีÉทีÉ retention time ประมาณ 4.700 นาที 

 x คือความเขม้ขน้ของ maltotriose (ppm) 

 

สามารถคาํนวณหาปริมาณ maltotriose ไดด้งันีÊ  
maltotriose (ppm)     = 

Area   x dilution factor 
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6.Ŝ  สารมาตรฐาน maltotetraose มี retention time ประมาณ 7.733 นาที 

 

 
 

ภาพทีÉ śş  โครมาโตแกรมสารมาตรฐาน maltotetraose จากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPAC 

 

 
ภาพทีÉ śŠ  กราฟมาตรฐานของ maltotetraose 
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การหาปริมาณ maltotetraose ในสารตวัอยา่ง 

จากกราฟมาตรฐานของ maltotetraose จะไดส้มการ y = 1.359x 

โดย y คือพืÊนทีÉทีÉ retention time ประมาณ 7.733 นาที 

 x คือความเขม้ขน้ของ maltotetraose (ppm) 

 

สามารถคาํนวณหาปริมาณ maltotetraose ไดด้งันีÊ  
maltotetraose (ppm)     = 

Area   x dilution factor 

 

6.ŝ  สารมาตรฐาน maltopentaose มี retention time ประมาณ 8.450 นาที 

 

 
 

ภาพทีÉ śš  โครมาโตแกรมสารมาตรฐาน maltopentaose จากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPAC 
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ภาพทีÉ ŜŘ  กราฟมาตรฐานของ maltopentaose 

 

การหาปริมาณ maltopentaose ในสารตวัอยา่ง 

จากกราฟมาตรฐานของ maltopentaose จะไดส้มการ y = 1.099x 

โดย y คือพืÊนทีÉทีÉ retention time ประมาณ 8.450 นาที 

 x คือความเขม้ขน้ของ maltopentaose (ppm) 

 

สามารถคาํนวณหาปริมาณ maltopentaose ไดด้งันีÊ  
maltopentaose (ppm)     = 

Area   x dilution factor 
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6.5  สารมาตรฐาน maltohexaose มี retention time ประมาณ 10.567 นาที 

 

 
 

ภาพทีÉ Ŝř  โครมาโตแกรมสารมาตรฐาน maltohexaose จากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPAC 

 

 
ภาพทีÉ ŜŚ  กราฟมาตรฐานของ maltohexaose 
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การหาปริมาณ maltohexaose ในสารตวัอยา่ง 

จากกราฟมาตรฐานของ maltohexaose จะไดส้มการ y = 0.8603x 

โดย y คือพืÊนทีÉทีÉ retention time ประมาณ 10.567 นาที 

 x คือความเขม้ขน้ของ maltohexaose (ppm) 

 

สามารถคาํนวณหาปริมาณ maltohexaose ไดด้งันีÊ  
maltohexaose (ppm)     = 

Area   x dilution factor 
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ภาคผนวก ค 

ข้อมูลผลการทดลอง 

 

ř.  การแยกบริสุทธิÍเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอรหัส W1 

ตารางทีÉ řŠ  ค่ากิจกรรมเอนไซมอ์ะไมเลสหลงัจากการแยกบริสุทธิÍ ของแต่ละขัÊนตอน 

 

Step 
Dilution 

(fold) 

OD550 (AU) 
Enzyme 

blank 

Substrate 

blank 

Enzyme  

activity 

(U/ml) 

Volume 

(ml) 

Total  

activity 

(U) 

ครัÊงทีÉ   
1 

ครัÊงทีÉ   
2 

ครัÊงทีÉ  
 3 

เฉลีÉย 

Crude extract 10 0.330 0.380 0.482 0.397 0.067 0.154 14.895 900 13405.489 

Ethanol, 80% 100 0.360 0.322 0.376 0.353 0.030 0.154 151.879 50 7593.953 

Q sepharose  

+ ultrafiltration 
1000 0.243 0.223 0.224 0.230 0.014 0.130 1020.972 2 2041.944 

Sephacryl S-200  

+ ultrafiltration 
500 0.256 0.268 0.299 0.274 0.016 0.152 610.184 2.5 1525.459 

 

ตารางทีÉ řš  ปริมาณโปรตีนของเอนไซมอ์ะไมเลสหลงัจากการแยกบริสุทธิÍ ของแต่ละขัÊนตอน 

 

Step 

OD595 (AU) 
Protein 

(mg/ml) 

Volume 

(ml) 

Total  

protein 

(mg) 

ครัÊงทีÉ   
1 

ครัÊงทีÉ   
2 

ครัÊงทีÉ   
3 

เฉลีÉย 

Crude extract 0.088 0.086 0.089 0.088 0.062 900 55.466 

Ethanol, 80% 0.314 0.350 0.388 0.351 0.247 50 12.326 

Q sepharose  

+ ultrafiltration 
0.354 0.379 0.387 0.373 0.262 2 0.525 

Sephacryl S-200  

+ ultrafiltration 
0.194 0.199 0.195 0.196 0.138 2.5 0.344 
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ตารางทีÉ ŚŘ  ผลการแยกบริสุทธิÍ เอนไซมอ์ะไมเลสจากเชืÊอรหสั W1  

 

Step 
Volume 

(ml) 

Activity 

(U/ml) 

Total 

activity 

(U) 

Protein 

(mg/ml) 

Total 

protein 

(mg) 

Specific 

activity 

(U/mg) 

Recovery 

(%) 

Purification 

(fold) 

Crude extract 900 14.895 13405.489 0.062 55.466 241.690 100 1 

Ethanol, 80% 50 151.879 7593.953 0.247 12.326 616.106 56.6 2.5 

Q sepharose  

+ ultrafiltration 
2 1020.972 2041.944 0.262 0.525 3890.177 15.2 16.1 

Sephacryl S-200  

+ ultrafiltration 
2.5 610.184 1525.459 0.138 0.344 4428.502 11.4 18.3 
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Ś.  การศึกษาคุณลกัษณะสมบัติของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ Wř ทีÉแยกบริสุทธิÍ 
(Characterization) 

ตารางทีÉ Śř  การศึกษา pH ทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลส (เจือจาง ŚŘ เท่า) 
 

pH 

OD550 (AU) 
Enzyme 

blank 

Substrate 

blank 

Enzyme  

activity 

(U/ml) 

Relative  

activity 

(%) 

ครัÊงทีÉ  
1 

ครัÊงทีÉ  
2 

ครัÊงทีÉ  
 3 

เฉลีÉย 

3 0.233 0.241 0.263 0.246 0.011 0.245 21.039 39.0 

4 0.268 0.308 0.288 0.288 0.011 0.245 25.043 46.5 

5 0.450 0.411 0.484 0.448 0.011 0.245 40.209 74.6 

6 0.541 0.513 0.574 0.543 0.011 0.245 49.132 91.2 

7 0.584 0.559 0.636 0.593 0.011 0.245 53.893 100 

8 0.495 0.443 0.495 0.478 0.011 0.245 42.984 79.8 

9 0.402 0.367 0.413 0.394 0.011 0.245 35.070 65.1 

10 0.285 0.300 0.311 0.299 0.011 0.245 26.052 48.3 

 

ตารางทีÉ ŚŚ  การศึกษาอุณหภูมิทีÉเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมอ์ะไมเลส (เจือจาง ŚŘ เท่า) 
 

Temperature 

(oC) 

OD550 (AU) 
Enzyme 

blank 

Substrate 

blank 

Enzyme  

activity 

(U/ml) 

Relative  

activity 

(%) 

ครัÊงทีÉ  
1 

ครัÊงทีÉ  
2 

ครัÊงทีÉ  
 3 

เฉลีÉย 

30 0.446 0.420 0.401 0.422 0.023 0.278 36.459 72.6 

40 0.488 0.441 0.463 0.464 0.025 0.294 40.135 79.9 

50 0.535 0.520 0.498 0.518 0.021 0.279 45.661 90.9 

60 0.583 0.58 0.579 0.581 0.036 0.268 50.253 100 

70 0.483 0.521 0.564 0.523 0.031 0.294 45.117 89.9 

80 0.352 0.339 0.410 0.367 0.025 0.290 30.979 61.7 
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ตารางทีÉ Śś  การศึกษา pH ทีÉมีผลต่อความเสถียรของเอนไซมอ์ะไมเลส (เจือจาง ŚŘ เท่า) 
 

pH 
Time 

(h) 

OD550 (AU) 
Enzyme 

blank 

Substrate 

blank 

Enzyme 

activity 

(U/ml) 

Relative  

activity  

(%) 

ครัÊงทีÉ 
1 

ครัÊงทีÉ 
2 

ครัÊงทีÉ 
3 

เฉลีÉย 

3 

0 0.355 0.347 0.345 0.349 0.025 0.116 30.099 100 

1 0.178 0.162 0.121 0.154 0.025 0.116 11.622 38.6 

2 0.150 0.130 0.141 0.140 0.025 0.116 10.361 34.4 

3 0.152 0.114 0.119 0.128 0.025 0.116 9.226 30.7 

4 0.114 0.131 0.123 0.123 0.025 0.116 8.690 28.9 

4 

0 0.355 0.347 0.345 0.349 0.025 0.116 30.099 100 

1 0.176 0.138 0.135 0.150 0.025 0.116 11.244 37.4 

2 0.146 0.140 0.134 0.140 0.025 0.116 10.329 34.3 

3 0.136 0.149 0.116 0.134 0.025 0.116 9.730 32.3 

4 0.137 0.140 0.116 0.131 0.025 0.116 9.478 31.5 

5 

0 0.355 0.347 0.345 0.349 0.025 0.116 30.099 100 

1 0.151 0.160 0.181 0.164 0.025 0.116 12.600 41.9 

2 0.120 0.149 0.135 0.135 0.025 0.116 9.825 32.6 

3 0.122 0.136 0.138 0.132 0.025 0.116 9.573 31.8 

4 0.128 0.120 0.125 0.124 0.025 0.116 8.847 29.4 

6 

0 0.355 0.347 0.345 0.349 0.025 0.116 30.099 100 

1 0.239 0.225 0.247 0.237 0.025 0.116 19.505 64.8 

2 0.187 0.197 0.189 0.191 0.025 0.116 15.154 50.3 

3 0.207 0.188 0.177 0.191 0.025 0.116 15.122 50.2 

4 0.171 0.168 0.161 0.167 0.025 0.116 12.852 42.7 
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ตารางทีÉ Ś3  การศึกษา pH ทีÉมีผลต่อความเสถียรของเอนไซมอ์ะไมเลส (เจือจาง ŚŘ เท่า) (ต่อ) 

 

pH 
Time 

(h) 

OD550 (AU) 
Enzyme 

blank 

Substrate 

blank 

Enzyme 

activity 

(U/ml) 

Relative  

activity  

(%) 
ครัÊงทีÉ 

1 

ครัÊงทีÉ 
2 

ครัÊงทีÉ 
3 

เฉลีÉย 

7 

0 0.355 0.347 0.345 0.349 0.025 0.116 30.099 100 

1 0.235 0.277 0.264 0.259 0.025 0.116 21.554 71.6 

2 0.215 0.265 0.230 0.237 0.025 0.116 19.473 64.7 

3 0.210 0.237 0.220 0.222 0.025 0.116 18.117 60.2 

4 0.191 0.235 0.221 0.216 0.025 0.116 17.487 58.1 

8 

0 0.355 0.347 0.345 0.349 0.025 0.116 30.099 100 

1 0.205 0.197 0.217 0.206 0.025 0.116 16.604 55.2 

2 0.188 0.139 0.174 0.167 0.025 0.116 12.883 42.8 

3 0.186 0.151 0.158 0.165 0.025 0.116 12.694 42.2 

4 0.146 0.146 0.147 0.146 0.025 0.116 10.928 36.3 

9 

0 0.355 0.347 0.345 0.349 0.025 0.116 30.099 100 

1 0.163 0.150 0.150 0.154 0.025 0.116 11.685 38.8 

2 0.162 0.151 0.158 0.157 0.025 0.116 11.937 39.7 

3 0.138 0.129 0.129 0.132 0.025 0.116 9.573 31.8 

4 0.143 0.130 0.114 0.129 0.025 0.116 9.289 30.9 

10 

0 0.355 0.347 0.345 0.349 0.025 0.116 30.099 100 

1 0.15 0.137 0.153 0.147 0.025 0.116 10.960 36.4 

2 0.163 0.122 0.132 0.139 0.025 0.116 10.235 34.0 

3 0.141 0.137 0.132 0.137 0.025 0.116 10.014 33.3 

4 0.124 0.128 0.152 0.135 0.025 0.116 9.825 32.6 
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ตารางทีÉ Ś4  การศึกษาอุณหภูมิทีÉมีผลต่อความเสถียรของเอนไซมอ์ะไมเลส (เจือจาง ŚŘ เท่า) 
 

Temperature 

(oC) 

Time 

(min) 

OD550 
Enzyme 

blank 

Substrate 

blank 

Enzyme  

activity 

(unit/ml) 

Relative  

activity 

(%) 

ครัÊงทีÉ 
1 

ครัÊงทีÉ 
2 

ครัÊงทีÉ 
3 

เฉลีÉย 

30 

0 0.492 0.519 0.39 0.467 0.036 0.083 40.376 100.0 

15 0.408 0.45 0.426 0.428 0.036 0.083 36.687 90.9 

30 0.421 0.439 0.398 0.419 0.036 0.083 35.867 88.8 

45 0.411 0.417 0.399 0.409 0.036 0.083 34.890 86.4 

60 0.398 0.394 0.426 0.406 0.036 0.083 34.606 85.7 

40 

0 0.492 0.519 0.39 0.467 0.036 0.083 40.376 100.0 

15 0.373 0.431 0.417 0.407 0.036 0.083 34.701 85.9 

30 0.419 0.391 0.399 0.403 0.036 0.083 34.322 85.0 

45 0.418 0.403 0.388 0.403 0.036 0.083 34.322 85.0 

60 0.399 0.371 0.346 0.372 0.036 0.083 31.390 77.7 

50 

0 0.492 0.519 0.39 0.467 0.036 0.083 40.376 100.0 

15 0.417 0.443 0.469 0.443 0.036 0.083 38.106 94.4 

30 0.42 0.432 0.465 0.439 0.036 0.083 37.728 93.4 

45 0.436 0.414 0.419 0.423 0.036 0.083 36.214 89.7 

60 0.421 0.434 0.413 0.423 0.036 0.083 36.183 89.6 
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ตารางทีÉ Ś4  การศึกษาอุณหภูมิทีÉมีผลต่อความเสถียรของเอนไซมอ์ะไมเลส (เจือจาง ŚŘ เท่า) (ต่อ) 

 

Temperature 

(oC) 

Time 

(min) 

OD550 
Enzyme 

blank 

Substrate 

blank 

Enzyme  

activity 

(unit/ml) 

Relative  

activity 

(%) 

ครัÊงทีÉ 
1 

ครัÊงทีÉ 
2 

ครัÊงทีÉ 
3 

เฉลีÉย 

60 

0 0.492 0.519 0.39 0.467 0.036 0.083 40.376 100.0 

15 0.407 0.46 0.407 0.425 0.036 0.083 36.372 90.1 

30 0.383 0.349 0.327 0.353 0.036 0.083 29.593 73.3 

45 0.317 0.337 0.316 0.323 0.036 0.083 26.787 66.3 

60 0.293 0.333 0.339 0.322 0.036 0.083 26.629 66.0 

70 

0 0.492 0.519 0.39 0.467 0.036 0.083 40.376 100.0 

15 0.325 0.365 0.337 0.342 0.036 0.083 28.584 70.8 

30 0.318 0.286 0.31 0.305 0.036 0.083 25.021 62.0 

45 0.216 0.218 0.213 0.216 0.036 0.083 16.602 41.1 

60 0.207 0.214 0.22 0.214 0.036 0.083 16.413 40.7 

80 

0 0.492 0.519 0.39 0.467 0.036 0.083 40.376 100.0 

15 0.249 0.26 0.245 0.251 0.036 0.083 19.976 49.5 

30 0.254 0.292 0.201 0.249 0.036 0.083 19.755 48.9 

45 0.277 0.228 0.241 0.249 0.036 0.083 19.724 48.9 

60 0.227 0.217 0.224 0.223 0.036 0.083 17.265 42.8 
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ตารางทีÉ Śŝ   การศึกษาไอออนโลหะและรีเอเจนตค์วามเขม้ขน้ของ ŝ มิลลิโมลาร์ ทีÉมีผลต่อกิจกรรม
ของเอนไซมอ์ะไมเลส (เจือจาง ŚŘ เท่า) 

 

Metal 

ion 

OD550 (AU) 

เฉลีÉย 
Enzyme 

blank 

Substrate 

blank 

Enzyme 

activity 

(U/ml) 

Relative 

activity 

(%) 
ครัÊงทีÉ

1 

ครัÊงทีÉ 
2 

ครัÊงทีÉ 
3 

Control 0.234 0.200 0.235 0.223 0.025 0.121 18.157 100.0 

Ca 0.333 0.305 0.385 0.341 0.025 0.121 29.319 161.5 

Mg 0.295 0.311 0.288 0.298 0.025 0.121 25.251 139.1 

Ba 0.284 0.260 0.269 0.271 0.025 0.121 22.697 125.0 

Co 0.534 0.599 0.575 0.569 0.025 0.121 50.917 280.4 

Mn 0.429 0.475 0.431 0.445 0.025 0.121 39.156 215.7 

Cu 0.218 0.198 0.160 0.192 0.025 0.121 15.224 83.8 

K 0.285 0.283 0.280 0.283 0.025 0.121 23.801 131.1 

Fe 0.326 0.342 0.329 0.332 0.025 0.121 28.499 157.0 

Na 0.240 0.270 0.218 0.243 0.025 0.121 20.017 110.2 

Zn 0.293 0.293 0.292 0.293 0.025 0.121 24.747 136.3 

EDTA 0.205 0.239 0.204 0.216 0.025 0.121 17.495 96.4 
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ตารางทีÉ Ś6   การศึกษาไอออนโลหะและรีเอเจนต์ความเข้มข้นของ 20 มิลลิโมลาร์ ทีÉมีผลต่อ
กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส (เจือจาง ŚŘ เท่า) 

 

Metal 

ion 

OD550 (AU) 

เฉลีÉย 
Enzyme 

blank 

Substrate 

blank 

Enzyme 

activity 

(U/ml) 

Relative 

activity  

(%) 
ครัÊงทีÉ

1 

ครัÊงทีÉ 
2 

ครัÊงทีÉ 
3 

Control 0.199 0.182 0.189 0.190 0.058 0.116 11.937 100 

Ca 0.288 0.260 0.189 0.246 0.058 0.116 17.203 144.1 

Mg 0.191 0.233 0.284 0.236 0.058 0.116 16.289 136.5 

Ba 0.145 0.149 0.154 0.149 0.058 0.116 8.091 67.8 

Co 0.667 0.623 0.635 0.642 0.058 0.116 54.661 457.9 

Mn 0.859 0.780 0.811 0.817 0.058 0.116 71.215 596.6 

Cu 0.152 0.144 0.175 0.157 0.058 0.116 8.816 73.9 

K 0.237 0.217 0.204 0.219 0.058 0.116 14.712 123.2 

Fe 0.433 0.470 0.404 0.436 0.058 0.116 35.175 294.7 

Na 0.203 0.169 0.190 0.187 0.058 0.116 11.685 97.9 

Zn 0.164 0.155 0.170 0.163 0.058 0.116 9.383 78.6 

EDTA 0.239 0.169 0.183 0.197 0.058 0.116 12.600 105.5 
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ตารางทีÉ Ś7  การศึกษาสารตัÊงตน้ทีÉมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส (เจือจาง ŚŘ เท่า) 
 

Substrate 

OD550 (AU) 
Enzyme 

blank 

Substrate 

blank 

Enzyme 

activity 

(U/ml) 

Relative  

activity 

(%) 

ครัÊงทีÉ 
1 

ครัÊงทีÉ 
2 

ครัÊงทีÉ 
3 

เฉลีÉย 

Soluble starch 0.381 0.353 0.457 0.397 0.025 0.114 46.198 100 

แป้งมนัฝรัÉง 0.290 0.350 0.358 0.333 0.025 0.033 38.595 83.5 

แป้งขา้วโพด 0.305 0.320 0.389 0.338 0.025 0.027 39.306 85.1 

แป้งมนัสาํปะหลงั 0.327 0.348 0.288 0.321 0.025 0.017 37.225 80.6 

แป้งขา้วเจา้ 0.430 0.313 0.400 0.381 0.025 0.018 44.786 96.9 

แป้งขา้วเหนียว 0.438 0.389 0.598 0.475 0.025 0.189 55.563 120.3 

แป้งสาลี 0.253 0.288 0.365 0.302 0.025 0.124 34.154 73.9 

 

ตารางทีÉ 28  การศึกษาค่าจลศาสตร์ของเอนไซมอ์ะไมเลส (เจือจาง ŚŘ เท่า) 
 

Concentration 

 of soluble  

starch  

 (%), [S] 

OD550 (AU) 

Enzyme 

blank 

Substrate 

blank 

Enzyme  

activity 

(U/ml),  

V 

1/[S]  

(ml/g 

starch) 

1/V 

 

(ml.min/ 

μmol) 

ครัÊงทีÉ 
1 

ครัÊงทีÉ 
2 

ครัÊงทีÉ 
3 

เฉลีÉย 

1 0.367 0.3790 0.380 0.375 0.078 0.041 27.931 1.00 0.036 

1.5 0.439 0.431 0.413 0.428 0.078 0.071 32.740 0.67 0.031 

2 0.461 0.447 0.476 0.461 0.078 0.134 35.626 0.50 0.028 

3 0.521 0.509 0.517 0.516 0.078 0.230 40.312 0.33 0.025 
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ś.  การศึกษาค่า DP จากการย่อยแป้งของเอนไซม์อะไมเลสจากเชืÊอ Wř ทีÉแยกบริสุทธิÍ  
ตารางทีÉ 29  การศึกษาผลของ pH ทีÉมีต่อการย่อยแป้งของเอนไซม์อะไมเลสให้ได้ค่า DP จาํเพาะ 

(เจือจาง ŚŘ เท่า) 
 

pH 
Concentration (ppm.U-1ml-1) 

glucose maltose maltotriose maltotetraose maltopentaose maltohexaose 

3 0.7202 0.1270 0.1885 0.1483 0.1327 0.1723 

4 0.7172 0.1317 0.2868 0.3000 0.1333 0.1239 

5 0.3733 1.3296 3.0146 2.6557 0.8170 0.6588 

6 0.3073 1.2828 3.1070 2.4498 0.7163 0.5205 

7 0.4874 2.5130 5.9993 3.8976 1.1944 0.9128 

8 23.0861 3.6531 2.0702 3.0523 1.2962 1.0205 

9 0.2222 5.8033 0.7754 1.6724 0.7203 0.5652 

10 0.2219 5.1608 0.1002 0.1212 0.0737 0.0766 

 

ตารางทีÉ  ś0   การศึกษาผลของอุณหภูมิทีÉมีต่อการย่อยแป้งของเอนไซม์อะไมเลสให้ได้ค่า DP 

จาํเพาะ (เจือจาง ŚŘ เท่า) 
 

Temperature  

(oC) 

Concentration (ppm.U-1ml-1) 

glucose maltose maltotriose maltotetraose maltopentaose maltohexaose 

30 0.4450 0.2948 1.1747 0.9904 0.2948 0.2236 

40 0.3565 0.4096 1.5298 1.2862 0.3729 0.2617 

50 0.5532 0.7350 2.4731 2.1880 0.6673 0.4765 

60 0.4669 0.9906 3.0002 2.7050 0.8156 0.5789 

70 0.4556 0.5935 2.0014 1.9895 0.6315 0.4327 

80 0.4449 0.1863 0.4884 0.5390 0.2204 0.1746 
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ตารางทีÉ  ś1   การศึกษาผลของระยะเวลาทีÉมีต่อการย่อยแป้งของเอนไซม์อะไมเลสให้ได้ค่า DP 

จาํเพาะ (เจือจาง ŚŘ เท่า) 
 

Time  

(min) 

Concentration (ppm.U-1ml-1) 

glucose maltose maltotriose maltotetraose maltopentaose maltohexaose 

10 1.7412 0.2394 0.7546 0.7977 0.3894 0.2356 

20 1.7561 0.3570 1.1707 1.3428 0.5379 0.3627 

30 1.8188 0.4279 1.5181 1.7390 0.6794 0.4729 

40 1.9109 0.5233 1.8141 2.1147 0.8189 0.5449 

50 1.8604 0.6998 2.4494 2.7524 1.0254 0.7386 

60 1.3631 0.8152 2.8766 3.1955 1.1914 0.8042 
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คําอธิบายสัญลกัษณ์และคําย่อ 

 

%    เปอร์เซ็นต ์

μmol    ไมโครโมล 

AU    หน่วยของค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance Unit) 
๐C    องศาเซลเซียส 

h     ชัÉวโมง 

kDa    กิโลดาลตนั 

log    ลอการิทึม 

M    โมลาร์ 

mAU    หน่วยของค่าการดูดกลืนแสง (milli Absorbance Unit) 

mg    มิลลิกรัม 

min    นาที 

ml    มิลลิลิตร 

mM    มิลลิโมลาร์ 

MW    นํÊาหนกัโมเลกุล 

OD    ค่าการดูดกลืนแสง (Obtical Density) 

ppm    หน่วยของความเขม้ขน้ (Part Per Million) 

[S]    ความเขม้ขน้ของสารตัÊงตน้ 

U    หน่วยของเอนไซม ์(Unit) 

V    อตัราเร็วในการเกิดปฏิกิริยา 
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