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การศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมบางประการของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมอะไมเลส 

สายพันธุ Pseudomonas plecoglossicida DNP0201 ซึ่งแยกไดจากดนิปาชายเลน

ในจังหวัดระยอง ประเทศไทย 

Study on several enzymatic characteristics of the amylase-producing 

bacteria, Pseudomonas plecoglossicida DNP0201, isolated from 

mangrove soil in Rayong Province, Thailand 
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บทคัดยอ 

 การวิจัยศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ีอแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสจากดินตะกอนปา

ชายเลนปากแมนํ้าระยอง จังหวัดระยอง และเพ่ือศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมบางประการของแบคทีเรียผลิต

เอนไซมอะไมเลสท่ีคัดเลือกได งานวิจัยน้ีทําการแยกแบคทีเรียจากดินตะกอนปาชายเลนปากแมนํ้าระยองไดท้ังสิ้น

จํานวน 123 ไอโซเลท และพบวาแบคทีเรียรหัสไอโซเลท DNP0201 เปนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิต

เอนไซมอะไมเลสจากการวิเคราะหดวยจานอาหารแข็ง Starch Agar เมื่อทําการระบุสายพันธุแบคทีเรียรหัสไอโซเลท 

DNP0201 ดวยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ พบวา

แบคทีเรียรหัสไอโซเลท DNP0201 คือ แบคทีเรีย Pseudomonas plecoglossicida DNP0201 ซึ่งมีขอมูลเก่ียวกับ

การผลิตเอนไซมอะไมเลสคอนขางนอย เอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตไดถูกทําใหก่ึงบริสุทธ์ิดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือ

แอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความเขมขนอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 พบวามีความบริสุทธ์ิเพ่ิมข้ึน 1.33 เทาเมื่อ

เปรียบเทียบกับเอนไซมดิบ และมีคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมเปน 2.24 ยูนิตตอมิลลิกรัม ผลการวิเคราะหนํ้าหนัก

โมเลกุลของเอนไซมท่ีผลิตไดดวยวิธี SDS-PAGE พบวามีขนาด 58 กิโลดาลตันโดยประมาณ การศึกษาวิจัยน้ีเปน

รายงานครั้งแรกท่ีพบแบคทีเรีย P. plecoglossicida จากดินตะกอนปาชายเลนของจังหวัดระยอง ท่ีมีความสามารถใน

การผลิตเอนไซมอะไมเลส 

คําสําคัญ :  เอนไซมอะไมเลส, แบคทีเรีย Pseudomonas plecoglossicida, ดินตะกอนปาชายเลน, คุณสมบัติของ

เอนไซม 
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Abstract 

 This research aimed to isolate and screen the amylase-producing bacteria collected from 

mangrove soil in the Rayong River Estuary, Rayong Province and to study several enzymatic 

characteristics of the screened amylase-producing bacteria. One hundred and twenty-three bacterial 

isolates were obtained from mangrove soil in the Rayong River Estuary and the bacterium with isolate 

number DNP0201 was selected as the amylase-producing candidate by Starch Agar analysis. The 

DNP0201 was identified as Pseudomonas plecoglossicida DNP0201, the narrow formation of the 

amylase-producing bacterium, by 16S rRNA gene sequence analysis and phylogenetic tree data. The 

amylase was precipitated by saturated ammonium sulphate at a range from 30 to 80% for purification, 

It was increasing of 1.33 fold when compared to the crude enzyme. The specific activity of the 

partially purified enzyme was 2.24 U/mg. SDS-PAGE revealed that the molecular weight of the enzyme 

was approximately 58 kDa. This research is the first report of P. plecoglossicida isolated from 

mangrove soil in Rayong Province that has been reported to produce amylase.  

Keywords:  Amylase, Pseudomonas plecoglossicida, Mangrove soil, Enzymatic characteristic   

 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

เอนไซมอะไมเลส (Amylase) เปนกลุมของเอนไซมท่ีมีความสามารถในการยอยสลายพันธะไกลโคไซด 

(Glycosidic bond) ชนิด α-1, 4 และชนิด α-1, 6 ในโครงสรางของแปง (Starch) ไกลโคเจน (Glycogen) และพอลิ

แซคคาไรดท่ีมีความเก่ียวของกับแปง (Starch-related polysaccharide) ใหไดเปนผลิตภัณฑท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กลง 

เ ช น  โ อ ลิ โ ก แซ ค ค า ไ ร ด  (Oligosaccharides) ไ ด แ ซ คค า ไ ร ด  (Disaccharides) แ ละ ม อ นอ แ ซค ค า ไ ร ด  

(Monosaccharides) เอนไซมอะไมเลสแบงออกเปน 2 กลุมตามลักษณะการยอยสลายสายโซพอลิแซคคาไรด ไดแก 

กลุมเอนโด-อะไมเลส (Endo-amylase) และกลุมเอกโซ-อะไมเลส (Exo-amylase) เอนไซมอะไมเลสในกลุมเอนโด-อะ

ไมเลส เชน เอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (α-Amylase, EC 3.2.1.1) มีสมบัติในการยอยสลายพันธะไกลโคไซดชนิด α-1, 

4 ท่ีอยูภายในโครงสราง (Inner glycosidic bond) ของแปงใหเปนนํ้าตาลไดแซ็กคาไรดหลายชนิดและนํ้าตาลกลูโคส 

สวนเอนไซมอะไมเลสในกลุมเอกโซ-อะไมเลส เชน เอนไซมเบตา-อะไมเลส (ß-Amylase, EC 3.2.1.2) และเอนไซม

กลูโคอะไมเลส (Glucoamylase, EC 3.2.1.3) มีสมบัติในการยอยสลายพันธะไกลโคไซดชนิด α-1, 4 ดานฝงปลายท่ี

ไมรีดิวซ (Non-reducing end) ของแปงใหเปนนํ้าตาลมอลโทสและนํ้าตาลกลูโคส (Mohanan & Satyanarayana, 

2018) ในปจจุบันเอนไซมอะไมเลสถูกใชในกลุมอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและเคมีชีวภาพท่ีเก่ียวของกับการยอย

สลายแปง สงผลใหเอนไซมอะไมเลสมีสวนแบงทางการตลาดของอุตสาหกรรมเอนไซมถึงรอยละ 25 ของตลาดเอนไซม

โลก (Suriya et al., 2016) 

แบคทีเรียสายพันธุ Pseudomonas plecoglossicida เปนแบคทีเรียกอโรค (Pathogen) ท่ีมีรายงานทาง

จุลชีววิทยาเชิงวิวัฒนาการครั้งแรกในป ค.ศ. 2000 (Nishimori et al., 2000) โดยแยกไดจากปลาอายุ (Ayu, 

Plecoglossus altivelis) สัณฐานของเซลลแบคทีเรียเปนรูปทอน (Rod) ชนิดแกรมลบ (Gram-negative) แบคทีเรีย

เจริญเติบโตไดดีในบนจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar ท่ีมีคาความเปนกรดดางระหวาง 5 ถึง 9 อุณหภูมิ 
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ระหวาง 10 ถึง 30 องศาเซลเซียส และมีรายงานตั้งแตป ค.ศ. 1994 วาแบคทีเรียสายพันธุ P. plecoglossicida ทําให

เกิดภาวะทองมานเน่ืองจากเลือดออก (Haemorrhagic ascites) ในปลาอายุ ปลาเทราตสายรุง (Rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss) และปลาจวด (Large yellow croaker, Larimichthys crocea) (Mao et al., 2013) แม

ยังไมปรากฎรายงานการใชประโยชนแบคทีเรียสายพันธุ P. plecoglossicida ในอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและ

เคมีชีวภาพ แตรายงานในป ค.ศ. 2018 แสดงใหเห็นเปนครั้งแรกวาแบคทีเรียสายพันธุ P. plecoglossicida สามารถ

ผลิตพอลิเมอรชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate, PHB) ท่ีนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม

พลาสติกชีวภาพและวัสดุเชิงการแพทยได (Sabarinathan et al., 2018) ในชวงหลายทศวรรษท่ีผานมาแบคทีเรียสาย

พันธุอ่ืนในสกุล Pseudomonas sp. มีการนําไปใชประโยชนอยางแพรหลายในอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและเคมี

ชีวภาพ เน่ืองจากมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไดหลายชนิด เชน เอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (Hana et al., 2013) 

เอนไซมเบตา-อะไมเลส (Mohanan & Satyanarayana, 2018) และเอนไซมลิเพส (Lipase) (Khannous et al., 

2014) เปนตน 

ปญหาสําคัญของการนําแบคทีเรียรวมถึงเอนไซมท่ีผลิตไดจากแบคทีเรียไปใชประโยชนในอุตสาหกรรม

เทคโนโลยีชีวภาพและเคมีชีวภาพ คือ การขาดสายพันธุของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงหรือมีคุณลักษณะท่ี

อุตสาหกรรมตองการ ดังน้ันการศึกษาวิจัยท่ีเนนการเสาะหาสายพันธุแบคทีเรียจากแหลงธรรมชาติจึงเปนงานวิจัย

พ้ืนฐานท่ีไมสามารถละเลยได งานวิจัยท่ีผานมาพบวาระบบนิเวศทางทะเลและชายฝงเปนแหลงธรรมชาติท่ีมีศักยภาพ

ในแยก (Isolation) สายพันธุแบคทีเรียเพ่ืออุตสาหกรรม เน่ืองจากเปนระบบนิเวศท่ีมีพลวัตรหรือการเปลี่ยนแปลงทาง

กายภาพ เคมี และชีวภาพอยูเสมอ จึงทําใหแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูมักมีคุณลักษณะพิเศษ รวมถึงมีคุณลักษณะทาง

เอนไซมท่ีเหมาะสมตออุตสาหกรรม (Suriya et al., 2016)  

จากเหตุผลดังกลาวผูวิจัยจึงดําเนินการแยก คัดเลือก และระบุสายพันธุของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม 

อะไมเลสจากดินตะกอนปาชายเลน ปากแมนํ้าระยอง จังหวัดระยอง รวมถึงการศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมบาง

ประการของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได เพ่ือเปนขอมูลใหแกอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและเคมีชีวภาพในการนํา

แบคทีเรียสายพันธุทองถ่ินไปประยุกตใชตอไป 

 

วัตถุประสงคการวิจัย 

1. เพ่ือแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสจากดินตะกอนปาชายเลนในจังหวัดระยอง 

2. เ พ่ือศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมบางประการของแบคทีเรียผลิตเอนไซมอะไมเลสสายพันธุ  

Pseudomonas plecoglossicida DNP0201 ท่ีแยกและคัดเลือกได 

 

สมมติฐานการวิจัย 

แบคทีเรียท่ีแยกและคัดเลือกไดจากดินตะกอนปาชายเลนในจังหวัดระยองมีคุณลักษณะทางเอนไซมอะไมเลส 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

สารเคมีและความปลอดภัยทางชีวภาพ 

 สารเคมี ท่ีใชในงานวิจัยมีคุณภาพอยู ในระดับวิเคราะห (Analytical grade) และระดับจุลชีววิทยา 

(Microbiological grade) กระบวนการวิจัยท่ีเก่ียวของกับจุลชีววิทยาในทุกข้ันตอนควบคุมดวยมาตรฐานความ

ปลอดภัยทางชีวภาพ ระดับ 2 (Biosafety level 2) 
 

 

การเก็บตัวอยางดินตะกอนจากปาชายเลนและการแยกแบคทีเรีย 

ดินตะกอนท่ีนํามาใชแยกแบคทีเรียดําเนินการเก็บมาจากปาชายเลนพระเจดียกลางนํ้า ปากแมนํ้าระยอง 

ตําบลปากนํ้า อําเภอเมืองระยอง จังหวัดระยอง (พิกัด ละติจูด 12.6657056 องศาเหนือ ลองจิจูด 101.2499031 

องศาตะวันออก) ในเดือนกันยายน พ.ศ. 2560 (ปลายฤดูฝน) จํานวน 30 ตัวอยาง ตัวอยางดินตะกอนมีคาความเปน

กรดดาง (pH) เฉลี่ย 6.26 และตัวอยางดินตะกอนมีอุณหภูมิ ณ จุดเก็บตัวอยางเฉลี่ย 30.01 องศาเซลเซียส เก็บรักษา

ตัวอยางดินตะกอนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ (Autoclaved plastic bag) และนําไปแยก

แบคทีเรียท้ังหมดภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

การแยกแบคทีเรียท้ังหมดในดินตะกอนท่ีเก็บไดดําเนินการโดยเจือจางดินตะกอนนํ้าหนัก 1 กรัมในนํ้ากลั่น

ปลอดเช้ือ (Autoclaved and distilled water) แบบเปนลําดับทีละสิบเทา (Ten-fold serial dilution) จนถึงระดับ

ความเจือจางของสารแขวนลอยดินตะกอน (Soil suspension) ท่ี 10-5 เทา จากน้ันทําการเกลี่ย (Spread) สาร

แขวนลอยดินตะกอนท่ีทําการเจือจางในแตละความเจือจางลงบนผิวหนาของจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar 

(HiMedia, India) ซึ่งมีคาความเปนกรดดาง 6.3 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อโคโลนี 

(Colony) ของแบคทีเรียปรากฎข้ึนบนจานอาหารแข็ง จึงทําการแยกแบคทีเรียท่ีมีสัณฐานของโคโลนีแตกตางกัน

ออกเปนไอโซเลท (Isolate) 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียแตละไอโซเลทลงในหลอดอาหารเหลว Tryptone Soya Broth (HiMedia, India) ท่ีมี

คาความเปนกรดดาง 6.3 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง และนําไปขีด (Streak) ลงบน

ผิวหนาของจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar เพ่ือแยกแบคทีเรียใหเปนไอโซเลทสายพันธุบริสุทธ์ิ (Pure isolate) 

เมื่อไดไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิจึงทําการตั้งช่ือไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีแยกได 

การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลส 

การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสดําเนินการโดยวิธีคัดเลือกดวยจานอาหารแข็ง Starch Agar 

(HiMedia, India) ซึ่งเปนจานอาหารแข็งท่ีมีแปงชนิดละลายนํ้าหรืออะไมลัม (Soluble amylum) เปนแหลงคารบอน

เดี่ยว การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสดัดแปลงจากงานวิจัยของรติมาและชนัญลญา (2560) โดยหยดสาร

แขวนลอยแบคทีเรีย (Bacterial suspension) ท่ีมีอายุเช้ือ 24 ช่ัวโมง แตละไอโซเลทปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบน

ผิวหนาของจานอาหารแข็ง Starch Agar บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง 

แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสจะสามารถยอยสลายแปงชนิดละลายนํ้าในจานอาหารแข็งใหเปนแหลง

คารบอนเพ่ือการเจริญเติบโต เมื่อทําการยอมสีจานอาหารแข็งดวยสารละลายแกรมไอโอดีน (Gram’s iodine) จะ

ปรากฎวงใส (Hydrolytic zone) โดยรอบโคโลนีของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสภายในระยะเวลา 1-2 นาที ทํา

การวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีแบคทีเรีย เพ่ือนําไปคํานวณหาคา 
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ประสิทธิภาพในการยอยสลาย (Hydrolytic capacity, HC) จากอัตราสวนระหวางขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส 

(มิลลิเมตร) ตอขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีแบคทีเรีย (มิลลิเมตร) 

การระบุสายพันธุของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลส 

การระบุสายพันธุของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสใชวิธีทางอณูชีววิทยาโดยดัดแปลงจากงานวิจัยของ 

Ferbiyanto และคณะ (2015) วิธีทางอณูชีววิทยาท่ีใชในงานวิจัย คือ การเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย

ผลิตเอนไซมอะไมเลสดวยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) การเพ่ิมปริมาณยีน 16S 

rRNA ดําเนินการดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส Mastercycler Nexus gradient 

(Eppendorf, Germany) ไพร เมอร  (Primer)  ท่ี ใช ในปฏิ กิริ ย าลู ก โซพอลิ เมอ เรส  คือ  ไพร เมอร  27F (5′-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) และไพรเมอร 1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′) (Sigma-Aldrich, 

Singapore) สารเคมีในปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส คือ สารปฏิกิริยาสําเร็จรูป One PCRTM (Bio-Helix, Taiwan) เมื่อ

เพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA เสร็จสิ้นจึงทําการวัดปริมาณยีนท่ีเพ่ิมจํานวนไดดวยเครื่องวัดสารปริมาณนอย NanoDrop 

One (Thermo Scientific, USA) และวิเคราะหขนาดของยีน 16S rRNA ท่ีเพ่ิมปริมาณไดดวยเครื่องแยกสารพันธุกรรม

ดวยกระแสไฟฟา (Cleaver Scientific, UK) บนแผนเจลอะกาโรส (1% TBE Agarose gel) (Omnipur, Germany) 

จากน้ันยอมแผนเจลอะกาโรสดวยสียอม Novel Juice DNA Staining Reagent (Bio-Helix, Taiwan) ในกรณีท่ียีน 

16S rRNA ท่ีเพ่ิมจํานวนไดมีความเขมขนมากกวา 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร จึงสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

(Nucleotide) ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต นําผลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีวิเคราะหไดเปรียบเทียบกับลําดับนิ

วคลีโอไทดของแบคทีเรียในฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) สหรัฐอเมริกา 

โดยใชโปรแกรม BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือระบุสายพันธุแบคทีเรียผลิตเอนไซมอะ

ไม เลส แผนภูมิ ต น ไม ว งศ วาน วิ วัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของแบคทีเ รี ยผลิต เอนไซมอะไม เลส 

ดําเนินการวิเคราะหดวยโปรแกรม Seaview 4.6.4 (Gouy et al., 2010) โดยใช Neighbor-Joining algorithm (NJ) 

และทําการ Bootstrap จํานวน 1,000 ครั้ง 

การทําใหเอนไซมอะไมเลสกึ่งบริสุทธิ์ 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียผลิตเอนไซมอะไมเลส (แบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201) ลงในหลอดอาหาร

เหลว Tryptone Soya Broth ท่ีมีคาความเปนกรดดาง 6.3 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

และนําไปเหน่ียวนําใหเกิดการผลิตเอนไซมอะไมเลสในอาหารเหลว Starch Broth (HiMedia, India) ท่ีมีคาความเปน

กรดดาง 6.3 โดยทําการปลูกเช้ือ (Inoculation) แบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 ลงในอาหารเหลว Starch 

Broth ท่ีความเขมขนรอยละ 1 โดยปริมาตรตอปริมาตร (v/v) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา 150 รอบตอนาที 

เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

เมื่อครบกําหนดระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงจึงทําการเก็บเก่ียวเอนไซมอะไมเลสดิบ (Crude enzyme) ท่ีผลิต

ไดโดยการปนเหว่ียงอาหารเหลว Starch Broth ท่ีใชเพาะเลี้ยงดวยเครื่องปนเหว่ียงความเร็วสูง (Centrifugation) ท่ี

ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 20 นาที นําเอนไซมดิบท่ีผลิตไดไปสกัดใหก่ึงบริสุทธ์ิ (Partial 

purification) ดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ท่ีความเขมขนอ่ิมตัว (Saturation 

concentration) รอยละ 30 ถึงรอยละ 80 โดยดัดแปลงจากงานวิจัยของ Wu และคณะ (2018) จากน้ันแยกเกลือ

แอมโมเนียมซัลเฟตออกจากเอนไซมดวยชุดเยื่อกรองสําเร็จรูป Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units ท่ีมีเยื่อ

กรองขนาด 30 กิโลดาลตัน (Merck, Germany) เก็บเอนไซมอะไมเลสก่ึงบริสุทธ์ิท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 
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ทําการวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมอะไมเลสท้ังเอนไซมดิบและเอนไซมก่ึงบริสุทธ์ิดวยวิธี SDS-PAGE โดยแยก

เอนไซมบนแผนอะคริลาไมดสําเร็จรูป Mini-PROTEAN® Precast Gels (Bio-Rad, USA) และยอมสีดวยวิธี Silver 

staining (Bollag et al., 1996) 

คากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมอะไมเลสกึ่งบริสุทธิ์ 

 สารละลายปฏิกิริยา (Reaction mixture) และสภาวะท่ีใชวัดคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสดัดแปลงจาก

งานวิจัยของ Mishra และ Behera (2008) โดยวัดคากิจกรรมของเอนไซมท่ีสภาวะคาความเปนกรดดาง 7.2 (ควบคุม

สภาวะความเปนกรดดางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (Phosphate buffer) ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร) 

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และมีแปงชนิดละลายนํ้า (อะไมลัม) ความเขมขนรอยละ 1.1 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 

(w/v) เปนสารตั้งตน ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสท่ีเปนผลิตภัณฑจากการยอยแปงชนิดละลายนํ้าวิเคราะหโดยใชวิธี DNS 

(Miller, 1959) การวัดปริมาณของเอนไซมอะไมเลสในหนวยมิลลิกรัมเพ่ือใชคํานวณหาคากิจกรรมเฉพาะใชชุด

วิเคราะหสําเร็จรูป Quick StartTM Bradford Protein Assay (Bio-rad, USA) 

คากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมอะไมเลสก่ึงบริสุทธ์ิหาไดจากอัตราสวนของคากิจกรรมท้ังหมด (Total 

activity) ของเอนไซมตอปริมาณเอนไซม 1 มิลลิกรัม คากิจกรรมท้ังหมดของเอนไซมอะไมเลสคํานวณไดจากปริมาณ

เอนไซมท่ีใชในการยอยแปงชนิดละลายนํ้าเปนนํ้าตาลกลูโคสปริมาณ 1 ไมโครโมลในระยะเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะท่ี

กําหนดตอปริมาตรเอนไซม 1 มิลลิลิตร 
 

สรุปผลการวิจัย 

การแยกแบคทีเรียจากดินตะกอนของปาชายเลนพระเจดียกลางนํ้า ปากแมนํ้าระยอง จังหวัดระยอง จํานวน 

30 ตัวอยางดวยจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar พบแบคทีเรียท่ีมีสัณฐานของโคโลนีแตกตางกันจํานวน 123  

ไอโซเลท เมื่อทําการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสดวยจานอาหารแข็ง Starch Agar จากแบคทีเรียท้ังหมด

ท่ีแยกได พบแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมอะไมเลส จํานวน 25 ไอโซเลท หรือคิดเปนรอยละ 20.33 ซึ่งแบคทีเรีย 

ไอโซเลท DNP0201 เปนไอโซเลทท่ีมีความนาสนใจในการนํามาศึกษาวิจัยตอ เน่ืองจากแสดงคาประสิทธิภาพในการ

ยอยสลาย (HC) บนจานอาหารแข็ง Starch Agar ท่ีคอนขางสูง 

แบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 มีลักษณะสัณฐานโคโลนี ไดแก โคโลนีสีครีม โปรงแสง (Transparent) รูปราง

ไมแนนอน (Irregular) ขอบโคโลนีเปนคลื่น (Undulate) โคโลนีแบนราบไปกับจานอาหารแข็ง (Flat) และเจริญเติบโต

ไดดีในจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar ดังแสดงในภาพท่ี 1 แบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 มีคาประสิทธิภาพใน

การยอยสลายจานอาหารแข็ง Starch Agar เทากับ 1.81 ± 0.01 ดังแสดงในภาพท่ี 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคบรรยาย 

675 

 



 

 
 

การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาลัยนครราชสีมา ครั้งที่ 6 ประจําป พ.ศ.2562   “สังคมผูสูงวัย: โอกาสและความทาทายของอุดมศึกษา” 

 

 

 
ภาพท่ี 1  ลักษณะสณัฐานโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 บนจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar 

ท่ีอายุเช้ือ 24 ช่ัวโมง 

 
ภาพท่ี 2  การยอยสลายแปงชนิดละลายนํ้า (อะไมลมั) บนจานอาหารแข็ง Starch Agar โดยแบคทีเรยีไอโซเลท 

DNP0201 หลังจากทําการยอมจานอาหารแข็งดวยสารละลายแกรมไอโอดีน 

 

การระบุสายพันธุของแบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 โดยวิธีทางอณูชีววิทยา ดาํเนินการโดยการเพ่ิมปริมาณ

ยีน 16S rRNA ของไอโซเลท DNP0201 ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดรวมกับ

การศึกษาแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ การเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ของไอโซเลท DNP0201 พบวายีนมีขนาด 

1,462 bp (Base pairs) แสดงในภาพท่ี 3 เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของไอโซเลท DNP0201 กับ

ฐานขอมูลของ NCBI โดยใชโปรแกรม BLASTn พบวาไอโซเลท DNP0201 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรีย 

Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162 (Accession number : NR_114226.1) ท่ีรอยละ 97 และท่ีความ

ครอบคลุมยีน (Query coverage) รอยละ 99 การวิเคราะหแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของไอโซเลท DNP0201 

ดวยโปรแกรม Seaview 4.6.4 โดยใช Neighbor-Joining algorithm และการ Bootstrap จํานวน 1,000 ครั้ง เปนดัง

ภาพท่ี 4 ซึ่งแสดงผลการวิเคราะหท่ีสนับสนุนผลการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียกับฐานขอมูล 

NCBI ดังน้ันจึงสามารถสรุปไดวาไอโซเลท DNP0201 คือ แบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 
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ภาพท่ี 3  แผนเจลอะกาโรส (1% TBE Agarose gel) ยอมดวยสียอม Novel Juice DNA Staining Reagent 

M คือ สารพันธุกรรมมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder RTU (Bio-Helix, Taiwan) 

DNP0201 คือ ยีน 16S rRNA ของไอโซเลท DNP0201 จากการเพ่ิมปริมาณดวยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส 

 

 
ภาพท่ี 4  แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของไอโซเลท DNP0201 วิเคราะหดวยโปรแกรม  

Seaview 4.6.4 โดยใช Neighbor-Joining algorithm และการ Bootstrap จํานวน 1,000 ครั้ง 

 

 การตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความเขมขนอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 สามารถทําให

เอนไซมอะไมเลสดิบท่ีผลิตไดกลายเปนเอนไซมแบบก่ึงบริสุทธ์ิ การวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมอะไมเลสท้ัง

เอนไซมดิบและเอนไซมก่ึงบริสุทธ์ิดวยวิธี SDS-PAGE และยอมสีดวยวิธี Silver staining พบวาเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิต

จากแบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 มีขนาด 58 กิโลดาลตันโดยประมาณ ดังภาพท่ี 5 สวนความบริสุทธ์ิ

ของเอนไซมอะไมเลสหลังจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 พบวามีความ

บริสุทธ์ิเพ่ิมข้ึน 1.33 เทาจากเอนไซมดิบ (ตารางท่ี 1) เอนไซมอะไมเลสก่ึงบริสุทธ์ิมีคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมเปน 

2.24 ยูนิตตอมิลลิกรัม ท่ีสภาวะคาความเปนกรดดาง 7.2 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 1) 
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ภาพท่ี 5  แผนอะครลิาไมดสําเร็จรูป Mini-PROTEAN® Precast Gels ยอมสีดวยวิธี Silver staining 

M คือ โปรตีนมาตรฐาน Pink Plus Prestained Protein Ladder (GeneDireX, Taiwan) 

1 คือ เอนไซมอะไมเลสดิบท่ีผลติจากแบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 

2 คือ เอนไซมอะไมเลสก่ึงบรสิุทธ์ิท่ีผลิตจากแบคทีเรยี P. plecoglossicida DNP0201 

 แสดงเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 

 

ตารางท่ี 1 คากิจกรรมเฉพาะและความบริสุทธ์ิของเอนไซมอะไมเลส 

ขั้นตอนการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์ 

ปริมาณของ

เอนไซมอะไมเลส

ท้ังหมด 

(มิลลิกรัม) 

คากจิกรรมเฉพาะ 

ของเอนไซมอะไมเลส 

(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

ความบริสุทธิ์  

(เทา) 

เอนไซมอะไมเลสดิบ 23.92 ± 0.00 1.69 ± 0.03 1.00 

เอนไซมอะไมเลสหลังจากการตกตะกอน 

ดวยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตอ่ิมตวั 

2.78 ± 0.00 2.24 ± 0.01 1.33 

 

อภิปรายผล 

1. แบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 เปนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินตะกอนของปาชายเลนพระเจดียกลางนํ้า 

ปากแมนํ้าระยอง จังหวัดระยอง ดวยจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar และมีความสามารถในการยอยสลายแปง

ชนิดละลายนํ้าในจานอาหารแข็ง Starch Agar ซึ่งแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 มีความสามารถในการ

ผลิตเอนไซมอะไมเลส เมื่อทําการระบุสายพันธุดวยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA พบวาแบคทีเรีย

ไอโซเลท DNP0201 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรีย P. plecoglossicida ซึ่งเปนแบคทีเรียท่ีมีรายงานวาเปนแบคทีเรีย

กอโรคในปลาทะเลบางชนิด งานวิจัยท่ีผานมาพบวาแบคทีเรีย P. plecoglossicida มีความใกลชิดทางวิวัฒนาการของ

ยีน 16S rRNA กับแบคทีเรีย P. putida มากกวารอยละ 99 (Nishimori et al., 2000) สอดคลองกับแผนภูมตินไมวงศ

วานวิวัฒนาการท่ีไดจากการศึกษาวิจัยในครั้งน้ี (ภาพท่ี 4) เมื่อพิจารณาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรีย P. plecoglossicida พบวาเจริญเติบโตไดในสภาวะท่ีมีคาความเปนกรดดางระหวาง 5 ถึง 9 และอุณหภูมิ 
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ระหวาง 10 ถึง 30 องศาเซลเซียส (Nishimori et al., 2000) ซึ่งสอดคลองกับคาความเปนกรดดางและอุณหภูมิของ

ตัวอยางดินตะกอนท่ีใชในการแยกแบคทีเรียในงานวิจัยน้ีเชนกัน 

2. รายงานของ Nishimori และคณะ (2000) พบวาแบคทีเรีย P. plecoglossicida FPC 941 และ FPC 

951 ท่ีแยกไดจากปลาอายุไมสามารถใชแปง (Starch) เปนแหลงคารบอนในการเจริญเติบโต หรือสรุปไดในทางออมวา

แบคทีเรีย P. plecoglossicida FPC 941 และ FPC 951 ไมสามารถผลิตเอนไซมท่ีมีความสามารถในการยอยสลาย

พันธะไกลโคไซดในโครงสรางของแปง รายงานขางตนมีความแตกตางกับผลท่ีไดจากการศึกษาวิจัยน้ี ซึ่งพบวาแบคทีเรีย 

P. plecoglossicida DNP0201 สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสในการยอยสลายพันธะไกลโคไซดในโครงสรางของแปง

ได ความแตกตางทางขอมูลดังกลาวอาจเน่ืองมาจากเหตุผลท่ีสําคัญสองประการ คือ แบคทีเรีย P. plecoglossicida 

FPC 941 และ FPC 951 เปนแบคทีเรียกอโรคท่ีแยกไดจากปลาอายุ ดังน้ันแบคทีเรียจึงไมมีความจําเปนในการผลิต

เอนไซมอะไมเลส เน่ืองจากสามารถใชแหลงคารบอนท่ีอยูภายในเซลลของเจาบาน (ปลาอาย)ุ ไดโดยตรง แตกตางกับ

แบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 ท่ีแยกไดจากดินตะกอนปาชายเลน ซึ่งมีความจําเปนตองยอยสลาย

สารอินทรียในดินตะกอนใหเปนแหลงคารบอนในการเจริญเติบโต เหตุผลอีกประการหน่ึง คือ การขาดขอมูลเก่ียวกับ

เอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย P. plecoglossicida การสืบคนจากฐานขอมูลงานวิจัย Scopus ปรากฎรายงาน

วิจัยเพียง 1 รายงานท่ีรายงานวาแบคทีเรีย P. plecoglossicida มีความเปนไปไดในการผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไม 

เลสจากกระบวนการถอดรหัสและแปลรหัสทางพันธุกรรมของยีน amyA ดวยการวิเคราะหจีโนม (Genome) ท้ังหมด

ของแบคทีเรียโดยใชชีวสารสนเทศ (Bioinformatics) (Huang et al., 2019) 

3. การวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 

ดวยวิธี SDS-PAGE และยอมสีดวยวิธี Silver staining พบวาเอนไซมมีนํ้าหนักโมเลกุล 58 กิโลดาลตันโดยประมาณ ซึ่ง

สอดคลองกับกับงานวิจัยของ Liu และคณะ (2011) รวมถึงงานวิจัยของ Hana และคณะ (2013) ท่ีพบวาเอนไซม 

อะไมเลสจากแบคทีเรีย Pseudomonas sp. K6-28-040 และแบคทีเรีย P. stutzeri AS22 มีนํ้าหนักโมเลกุลท่ี 58 

กิโลดาลตัน และ 57 กิโลดาลตันโดยประมาณ ตามลําดับ 

4. การทําใหเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตไดก่ึงบริสุทธ์ิดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความ

เขมขนอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 พบวาเอนไซมมคีวามบริสุทธิเพ่ิมข้ึนเปน 1.33 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม

ดิบ และมีคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมก่ึงบริสุทธ์ิเปน 2.24 ± 0.01 ยูนิตตอมิลลิกรัม เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ี

ผานมาของ Dutta และคณะ (2016) ท่ีทําการศึกษาเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย P. stutzeri ISL B5 และทํา

การวัดคากิจกรรมท้ังหมดของเอนไซมในสภาวะท่ีใกลเคียงกับการศึกษาวิจัยน้ี พบวาเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตไดมีคา

กิจกรรมท้ังหมดเปน 2.59 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซึ่งมีคาสูงกวาเอนไซมอะไมเลสจากแบคทีเรีย P. plecoglossicida 

DNP0201 ท่ีมีคากิจกรรมท้ังหมดเปน 1.04 ± 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร (คากิจกรรมเฉพาะเปน 2.24 ± 0.01 ยูนิตตอ

มิลลิกรัม) ผลดังกลาวอาจเน่ืองมาจากสภาวะท่ีใชวัดคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมอะไมเลสท่ีดัดแปลงจากงานวิจัยของ 

Mishra และ Behera (2008) ยังไมใชสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวัดคากิจกรรมของเอนไซมท่ีผลิตได 
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ขอเสนอแนะ  

1. การศึกษาวิจัยน้ีมีการรายงานผลการศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมของเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตได

จากแบคทีเรีย P. plecoglossicida ซึ่งยังมีขอมูลการวิจัยคอนขางนอย จึงควรวิจัยคุณลักษณะทางเอนไซมในเชิงลึก

เพ่ือเปนขอมูลใหกับงานวิจัยอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวของ รวมถึงศึกษาคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมท่ีสภาวะท่ีมีความเหมาะสม

มากข้ึน 

2. การศึกษาวิจัยน้ีเปนงานวิจัยเบ้ืองตนจึงควรมีการศึกษาวิจัยตอยอดในเชิงประยุกต เชน การผลิต

เอนไซมอะไมเลสในระดับตนแบบ (Pilot scale) เพ่ือใหเกิดประโยชนสูงสุดตอภาคอุตสาหกรรม   
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