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บทคัดยอ 

 การวิจัยศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ีอแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสจากดินตะกอนปา

ชายเลนปากแมนํ้าระยอง จังหวัดระยอง และเพ่ือศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมบางประการของแบคทีเรียผลิต

เอนไซมอะไมเลสท่ีคัดเลือกได งานวิจัยน้ีทําการแยกแบคทีเรียจากดินตะกอนปาชายเลนปากแมนํ้าระยองไดท้ังสิ้น

จํานวน 123 ไอโซเลท และพบวาแบคทีเรียรหัสไอโซเลท DNP0201 เปนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิต

เอนไซมอะไมเลสจากการวิเคราะหดวยจานอาหารแข็ง Starch Agar เมื่อทําการระบุสายพันธุแบคทีเรียรหัสไอโซเลท 

DNP0201 ดวยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ พบวา

แบคทีเรียรหัสไอโซเลท DNP0201 คือ แบคทีเรีย Pseudomonas plecoglossicida DNP0201 ซึ่งมีขอมูลเก่ียวกับ

การผลิตเอนไซมอะไมเลสคอนขางนอย เอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตไดถูกทําใหก่ึงบริสุทธ์ิดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือ

แอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความเขมขนอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 พบวามีความบริสุทธ์ิเพ่ิมข้ึน 1.33 เทาเมื่อ

เปรียบเทียบกับเอนไซมดิบ และมีคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมเปน 2.24 ยูนิตตอมิลลิกรัม ผลการวิเคราะหนํ้าหนัก

โมเลกุลของเอนไซมท่ีผลิตไดดวยวิธี SDS-PAGE พบวามีขนาด 58 กิโลดาลตันโดยประมาณ การศึกษาวิจัยน้ีเปน

รายงานครั้งแรกท่ีพบแบคทีเรีย P. plecoglossicida จากดินตะกอนปาชายเลนของจังหวัดระยอง ท่ีมีความสามารถใน

การผลิตเอนไซมอะไมเลส 

คําสําคัญ :  เอนไซมอะไมเลส, แบคทีเรีย Pseudomonas plecoglossicida, ดินตะกอนปาชายเลน, 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   

 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

เอนไซมอะไมเลส (Amylase) เปนกลุมของเอนไซมท่ีมีความสามารถในการยอยสลายพันธะไกลโคไซด 

(Glycosidic bond) ชนิด α-1, 4 และชนิด α-1, 6 ในโครงสรางของแปง (Starch) ไกลโคเจน (Glycogen) และพอลิ

แซคคาไรดท่ีมีความเก่ียวของกับแปง (Starch-related polysaccharide) ใหไดเปนผลิตภัณฑท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กลง 

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) เอนไซมอะไมเลสแบงออกเปน 2 กลุมตามลักษณะการยอยสลายสายโซพอลิแซคคาไรด ไดแก 

กลุมเอนโด-อะไมเลส (Endo-amylase) และกลุมเอกโซ-อะไมเลส (Exo-amylase) เอนไซมอะไมเลสในกลุมเอนโด-อะ

ไมเลส เชน เอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (α-Amylase, EC 3.2.1.1) มีสมบัติในการยอยสลายพันธะไกลโคไซดชนิด α-1, 

4 ท่ีอยูภายในโครงสราง (Inner glycosidic bond) ของแปงใหเปนนํ้าตาลไดแซ็กคาไรดหลายชนิดและนํ้าตาลกลูโคส 

สวนเอนไซมอะไมเลสในกลุมเอกโซ-อะไมเลส เชน เอนไซมเบตา-อะไมเลส (ß-Amylase, EC 3.2.1.2) และเอนไซม

กลูโคอะไมเลส (Glucoamylase, EC 3.2.1.3) มีสมบัติในการยอยสลายพันธะไกลโคไซดชนิด α-1, 4 ดานฝงปลายท่ี

ไมรีดิวซ (Non-reducing end) ของแปงใหเปนนํ้าตาลมอลโทสและนํ้าตาลกลูโคส (Mohanan & Satyanarayana, 

2018) ในปจจุบันเอนไซมอะไมเลสถูกใชในกลุมอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและเคมีชีวภาพท่ีเก่ียวของกับการยอย

สลายแปง สงผลใหเอนไซมอะไมเลสมีสวนแบงทางการตลาดของอุตสาหกรรมเอนไซมถึงรอยละ 25 ของตลาดเอนไซม

โลก (Suriya et al., 2016) 

แบคทีเรียสายพันธุ Pseudomonas plecoglossicida เปนแบคทีเรียกอโรค (Pathogen) ท่ีมีรายงานทาง

จุลชีววิทยาเชิงวิวัฒนาการครั้งแรกในป ค.ศ. 2000 (Nishimori et al., 2000) โดยแยกไดจากปลาอายุ (Ayu, 

Plecoglossus altivelis) สัณฐานของเซลลแบคทีเรียเปนรูปทอน (Rod) ชนิดแกรมลบ (Gram-negative) แบคทีเรีย

เจริญเติบโตไดดีในบนจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar ท่ีมีคาความเปนกรดดางระหวาง 5 ถึง 9 อุณหภูมิ 
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ระหวาง 10 ถึง 30 องศาเซลเซียส และมีรายงานตั้งแตป ค.ศ. 1994 วาแบคทีเรียสายพันธุ P. plecoglossicida ทําให

เกิดภาวะทองมานเน่ืองจากเลือดออก (Haemorrhagic ascites) ในปลาอายุ ปลาเทราตสายรุง (Rainbow trout, 

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

ยังไมปรากฎรายงานการใชประโยชนแบคทีเรียสายพันธุ P. plecoglossicida ในอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและ

เคมีชีวภาพ แตรายงานในป ค.ศ. 2018 แสดงใหเห็นเปนครั้งแรกวาแบคทีเรียสายพันธุ P. plecoglossicida สามารถ

ผลิตพอลิเมอรชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate, PHB) ท่ีนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม

พลาสติกชีวภาพและวัสดุเชิงการแพทยได (Sabarinathan et al., 2018) ในชวงหลายทศวรรษท่ีผานมาแบคทีเรียสาย

พันธุอ่ืนในสกุล Pseudomonas sp. มีการนําไปใชประโยชนอยางแพรหลายในอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและเคมี

ชีวภาพ เน่ืองจากมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไดหลายชนิด เชน เอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (Hana et al., 2013) 

เอนไซมเบตา-อะไมเลส (Mohanan & Satyanarayana, 2018) และเอนไซมลิเพส (Lipase) (Khannous et al., 

2014) เปนตน 

ปญหาสําคัญของการนําแบคทีเรียรวมถึงเอนไซมท่ีผลิตไดจากแบคทีเรียไปใชประโยชนในอุตสาหกรรม

เทคโนโลยีชีวภาพและเคมีชีวภาพ คือ การขาดสายพันธุของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงหรือมีคุณลักษณะท่ี

อุตสาหกรรมตองการ ดังน้ันการศึกษาวิจัยท่ีเนนการเสาะหาสายพันธุแบคทีเรียจากแหลงธรรมชาติจึงเปนงานวิจัย

พ้ืนฐานท่ีไมสามารถละเลยได งานวิจัยท่ีผานมาพบวาระบบนิเวศทางทะเลและชายฝงเปนแหลงธรรมชาติท่ีมีศักยภาพ

ในแยก (Isolation) สายพันธุแบคทีเรียเพ่ืออุตสาหกรรม เน่ืองจากเปนระบบนิเวศท่ีมีพลวัตรหรือการเปลี่ยนแปลงทาง

กายภาพ เคมี และชีวภาพอยูเสมอ จึงทําใหแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูมักมีคุณลักษณะพิเศษ รวมถึงมีคุณลักษณะทาง

เอนไซมท่ีเหมาะสมตออุตสาหกรรม (Suriya et al., 2016)  

จากเหตุผลดังกลาวผูวิจัยจึงดําเนินการแยก คัดเลือก และระบุสายพันธุของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม 

อะไมเลสจากดินตะกอนปาชายเลน ปากแมนํ้าระยอง จังหวัดระยอง รวมถึงการศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมบาง

ประการของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได เพ่ือเปนขอมูลใหแกอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและเคมีชีวภาพในการนํา

แบคทีเรียสายพันธุทองถ่ินไปประยุกตใชตอไป 

 

วัตถุประสงคการวิจัย 

1. เพ่ือแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสจากดินตะกอนปาชายเลนในจังหวัดระยอง 

2. เ พ่ือศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมบางประการของแบคทีเรียผลิตเอนไซมอะไมเลสสายพันธุ  

Pseudomonas plecoglossicida DNP0201 ท่ีแยกและคัดเลือกได 

 

สมมติฐานการวิจัย 

แบคทีเรียท่ีแยกและคัดเลือกไดจากดินตะกอนปาชายเลนในจังหวัดระยองมีคุณลักษณะทางเอนไซมอะไมเลส 

 

 

 

 

 

ภาคบรรยาย 

672 

 



 

 
 

การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาลัยนครราชสีมา ครั้งที่ 6 ประจําป พ.ศ.2562   “สังคมผูสูงวัย: โอกาสและความทาทายของอุดมศึกษา” 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

สารเคมีและความปลอดภัยทางชีวภาพ 

 สารเคมี ท่ีใชในงานวิจัยมีคุณภาพอยู ในระดับวิเคราะห (Analytical grade) และระดับจุลชีววิทยา 

(Microbiological grade) กระบวนการวิจัยท่ีเก่ียวของกับจุลชีววิทยาในทุกข้ันตอนควบคุมดวยมาตรฐานความ

ปลอดภัยทางชีวภาพ ระดับ 2 (Biosafety level 2) 
 

 

การเก็บตัวอยางดินตะกอนจากปาชายเลนและการแยกแบคทีเรีย 

ดินตะกอนท่ีนํามาใชแยกแบคทีเรียดําเนินการเก็บมาจากปาชายเลนพระเจดียกลางนํ้า ปากแมนํ้าระยอง 

ตําบลปากนํ้า อําเภอเมืองระยอง จังหวัดระยอง (พิกัด ละติจูด 12.6657056 องศาเหนือ ลองจิจูด 101.2499031 

องศาตะวันออก) ในเดือนกันยายน พ.ศ. 2560 (ปลายฤดูฝน) จํานวน 30 ตัวอยาง ตัวอยางดินตะกอนมีคาความเปน

กรดดาง (pH) เฉลี่ย 6.26 และตัวอยางดินตะกอนมีอุณหภูมิ ณ จุดเก็บตัวอยางเฉลี่ย 30.01 องศาเซลเซียส เก็บรักษา

ตัวอยางดินตะกอนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ (Autoclaved plastic bag) และนําไปแยก

แบคทีเรียท้ังหมดภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

การแยกแบคทีเรียท้ังหมดในดินตะกอนท่ีเก็บไดดําเนินการโดยเจือจางดินตะกอนนํ้าหนัก 1 กรัมในนํ้ากลั่น

ปลอดเช้ือ (Autoclaved and distilled water) แบบเปนลําดับทีละสิบเทา (Ten-fold serial dilution) จนถึงระดับ

ความเจือจางของสารแขวนลอยดินตะกอน (Soil suspension) ท่ี 10-5 เทา จากน้ันทําการเกลี่ย (Spread) สาร

แขวนลอยดินตะกอนท่ีทําการเจือจางในแตละความเจือจางลงบนผิวหนาของจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar 

(HiMedia, India) ซึ่งมีคาความเปนกรดดาง 6.3 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อโคโลนี 

(Colony) ของแบคทีเรียปรากฎข้ึนบนจานอาหารแข็ง จึงทําการแยกแบคทีเรียท่ีมีสัณฐานของโคโลนีแตกตางกัน

ออกเปนไอโซเลท (Isolate) 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียแตละไอโซเลทลงในหลอดอาหารเหลว Tryptone Soya Broth (HiMedia, India) ท่ีมี

คาความเปนกรดดาง 6.3 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง และนําไปขีด (Streak) ลงบน

ผิวหนาของจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar เพ่ือแยกแบคทีเรียใหเปนไอโซเลทสายพันธุบริสุทธ์ิ (Pure isolate) 

เมื่อไดไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิจึงทําการตั้งช่ือไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีแยกได 

การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลส 

การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสดําเนินการโดยวิธีคัดเลือกดวยจานอาหารแข็ง Starch Agar 

(HiMedia, India) ซึ่งเปนจานอาหารแข็งท่ีมีแปงชนิดละลายนํ้าหรืออะไมลัม (Soluble amylum) เปนแหลงคารบอน

เดี่ยว การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสดัดแปลงจากงานวิจัยของรติมาและชนัญลญา (2560) โดยหยดสาร

แขวนลอยแบคทีเรีย (Bacterial suspension) ท่ีมีอายุเช้ือ 24 ช่ัวโมง แตละไอโซเลทปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบน

ผิวหนาของจานอาหารแข็ง Starch Agar บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง 

แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสจะสามารถยอยสลายแปงชนิดละลายนํ้าในจานอาหารแข็งใหเปนแหลง

คารบอนเพ่ือการเจริญเติบโต เมื่อทําการยอมสีจานอาหารแข็งดวยสารละลายแกรมไอโอดีน (Gram’s iodine) จะ

ปรากฎวงใส (Hydrolytic zone) โดยรอบโคโลนีของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสภายในระยะเวลา 1-2 นาที ทํา

การวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีแบคทีเรีย เพ่ือนําไปคํานวณหาคา 
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ประสิทธิภาพในการยอยสลาย (Hydrolytic capacity, HC) จากอัตราสวนระหวางขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส 

(มิลลิเมตร) ตอขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีแบคทีเรีย (มิลลิเมตร) 

การระบุสายพันธุของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลส 

การระบุสายพันธุของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสใชวิธีทางอณูชีววิทยาโดยดัดแปลงจากงานวิจัยของ 

Ferbiyanto และคณะ (2015) วิธีทางอณูชีววิทยาท่ีใชในงานวิจัย คือ การเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย

ผลิตเอนไซมอะไมเลสดวยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) การเพ่ิมปริมาณยีน 16S 

rRNA ดําเนินการดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส Mastercycler Nexus gradient 

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

Singapore) สารเคมีในปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส คือ สารปฏิกิริยาสําเร็จรูป One PCRTM (Bio-Helix, Taiwan) เมื่อ

เพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA เสร็จสิ้นจึงทําการวัดปริมาณยีนท่ีเพ่ิมจํานวนไดดวยเครื่องวัดสารปริมาณนอย NanoDrop 

One (Thermo Scientific, USA) และวิเคราะหขนาดของยีน 16S rRNA ท่ีเพ่ิมปริมาณไดดวยเครื่องแยกสารพันธุกรรม

ดวยกระแสไฟฟา (Cleaver Scientific, UK) บนแผนเจลอะกาโรส (1% TBE Agarose gel) (Omnipur, Germany) 

จากน้ันยอมแผนเจลอะกาโรสดวยสียอม Novel Juice DNA Staining Reagent (Bio-Helix, Taiwan) ในกรณีท่ียีน 

16S rRNA ท่ีเพ่ิมจํานวนไดมีความเขมขนมากกวา 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร จึงสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

(Nucleotide) ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต นําผลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีวิเคราะหไดเปรียบเทียบกับลําดับนิ

วคลีโอไทดของแบคทีเรียในฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) สหรัฐอเมริกา 

โดยใชโปรแกรม BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือระบุสายพันธุแบคทีเรียผลิตเอนไซมอะ

ไม เลส แผนภูมิ ต น ไม ว งศ วาน วิ วัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของแบคทีเ รี ยผลิต เอนไซมอะไม เลส 

ดําเนินการวิเคราะหดวยโปรแกรม Seaview 4.6.4 (Gouy et al., 2010) โดยใช Neighbor-Joining algorithm (NJ) 

และทําการ Bootstrap จํานวน 1,000 ครั้ง 

การทําใหเอนไซมอะไมเลสกึ่งบริสุทธิ์ 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียผลิตเอนไซมอะไมเลส (แบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201) ลงในหลอดอาหาร

เหลว Tryptone Soya Broth ท่ีมีคาความเปนกรดดาง 6.3 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

และนําไปเหน่ียวนําใหเกิดการผลิตเอนไซมอะไมเลสในอาหารเหลว Starch Broth (HiMedia, India) ท่ีมีคาความเปน

กรดดาง 6.3 โดยทําการปลูกเช้ือ (Inoculation) แบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 ลงในอาหารเหลว Starch 

Broth ท่ีความเขมขนรอยละ 1 โดยปริมาตรตอปริมาตร (v/v) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา 150 รอบตอนาที 

เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

เมื่อครบกําหนดระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงจึงทําการเก็บเก่ียวเอนไซมอะไมเลสดิบ (Crude enzyme) ท่ีผลิต

ไดโดยการปนเหว่ียงอาหารเหลว Starch Broth ท่ีใชเพาะเลี้ยงดวยเครื่องปนเหว่ียงความเร็วสูง (Centrifugation) ท่ี

ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 20 นาที นําเอนไซมดิบท่ีผลิตไดไปสกัดใหก่ึงบริสุทธ์ิ (Partial 

purification) ดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ท่ีความเขมขนอ่ิมตัว (Saturation 

concentration) รอยละ 30 ถึงรอยละ 80 โดยดัดแปลงจากงานวิจัยของ Wu และคณะ (2018) จากน้ันแยกเกลือ

แอมโมเนียมซัลเฟตออกจากเอนไซมดวยชุดเยื่อกรองสําเร็จรูป Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units ท่ีมีเยื่อ

กรองขนาด 30 กิโลดาลตัน (Merck, Germany) เก็บเอนไซมอะไมเลสก่ึงบริสุทธ์ิท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 
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ทําการวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมอะไมเลสท้ังเอนไซมดิบและเอนไซมก่ึงบริสุทธ์ิดวยวิธี SDS-PAGE โดยแยก

เอนไซมบนแผนอะคริลาไมดสําเร็จรูป Mini-PROTEAN® Precast Gels (Bio-Rad, USA) และยอมสีดวยวิธี Silver 

staining (Bollag et al., 1996) 

คากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมอะไมเลสกึ่งบริสุทธิ์ 

 สารละลายปฏิกิริยา (Reaction mixture) และสภาวะท่ีใชวัดคากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสดัดแปลงจาก

งานวิจัยของ Mishra และ Behera (2008) โดยวัดคากิจกรรมของเอนไซมท่ีสภาวะคาความเปนกรดดาง 7.2 (ควบคุม

สภาวะความเปนกรดดางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (Phosphate buffer) ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร) 

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และมีแปงชนิดละลายนํ้า (อะไมลัม) ความเขมขนรอยละ 1.1 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 

(w/v) เปนสารตั้งตน ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสท่ีเปนผลิตภัณฑจากการยอยแปงชนิดละลายนํ้าวิเคราะหโดยใชวิธี DNS 

(Miller, 1959) การวัดปริมาณของเอนไซมอะไมเลสในหนวยมิลลิกรัมเพ่ือใชคํานวณหาคากิจกรรมเฉพาะใชชุด

วิเคราะหสําเร็จรูป Quick StartTM Bradford Protein Assay (Bio-rad, USA) 

คากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมอะไมเลสก่ึงบริสุทธ์ิหาไดจากอัตราสวนของคากิจกรรมท้ังหมด (Total 

activity) ของเอนไซมตอปริมาณเอนไซม 1 มิลลิกรัม คากิจกรรมท้ังหมดของเอนไซมอะไมเลสคํานวณไดจากปริมาณ

เอนไซมท่ีใชในการยอยแปงชนิดละลายนํ้าเปนนํ้าตาลกลูโคสปริมาณ 1 ไมโครโมลในระยะเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะท่ี

กําหนดตอปริมาตรเอนไซม 1 มิลลิลิตร 
 

สรุปผลการวิจัย 

การแยกแบคทีเรียจากดินตะกอนของปาชายเลนพระเจดียกลางนํ้า ปากแมนํ้าระยอง จังหวัดระยอง จํานวน 

30 ตัวอยางดวยจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar พบแบคทีเรียท่ีมีสัณฐานของโคโลนีแตกตางกันจํานวน 123  

ไอโซเลท เมื่อทําการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอะไมเลสดวยจานอาหารแข็ง Starch Agar จากแบคทีเรียท้ังหมด

ท่ีแยกได พบแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมอะไมเลส จํานวน 25 ไอโซเลท หรือคิดเปนรอยละ 20.33 ซึ่งแบคทีเรีย 

ไอโซเลท DNP0201 เปนไอโซเลทท่ีมีความนาสนใจในการนํามาศึกษาวิจัยตอ เน่ืองจากแสดงคาประสิทธิภาพในการ

ยอยสลาย (HC) บนจานอาหารแข็ง Starch Agar ท่ีคอนขางสูง 

แบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 มีลักษณะสัณฐานโคโลนี ไดแก โคโลนีสีครีม โปรงแสง (Transparent) รูปราง

ไมแนนอน (Irregular) ขอบโคโลนีเปนคลื่น (Undulate) โคโลนีแบนราบไปกับจานอาหารแข็ง (Flat) และเจริญเติบโต

ไดดีในจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar ดังแสดงในภาพท่ี 1 แบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 มีคาประสิทธิภาพใน

การยอยสลายจานอาหารแข็ง Starch Agar เทากับ 1.81 ± 0.01 ดังแสดงในภาพท่ี 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคบรรยาย 

675 

 



 

 
 

การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาลัยนครราชสีมา ครั้งที่ 6 ประจําป พ.ศ.2562   “สังคมผูสูงวัย: โอกาสและความทาทายของอุดมศึกษา” 

 

 

 
ภาพท่ี 1  ลักษณะสณัฐานโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 บนจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar 

ท่ีอายุเช้ือ 24 ช่ัวโมง 

 
ภาพท่ี 2  การยอยสลายแปงชนิดละลายนํ้า (อะไมลมั) บนจานอาหารแข็ง Starch Agar โดยแบคทีเรยีไอโซเลท 

DNP0201 หลังจากทําการยอมจานอาหารแข็งดวยสารละลายแกรมไอโอดีน 

 

การระบุสายพันธุของแบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 โดยวิธีทางอณูชีววิทยา ดาํเนินการโดยการเพ่ิมปริมาณ

ยีน 16S rRNA ของไอโซเลท DNP0201 ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดรวมกับ

การศึกษาแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการ การเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ของไอโซเลท DNP0201 พบวายีนมีขนาด 

1,462 bp (Base pairs) แสดงในภาพท่ี 3 เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของไอโซเลท DNP0201 กับ

ฐานขอมูลของ NCBI โดยใชโปรแกรม BLASTn พบวาไอโซเลท DNP0201 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรีย 

Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162 (Accession number : NR_114226.1) ท่ีรอยละ 97 และท่ีความ

ครอบคลุมยีน (Query coverage) รอยละ 99 การวิเคราะหแผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของไอโซเลท DNP0201 

ดวยโปรแกรม Seaview 4.6.4 โดยใช Neighbor-Joining algorithm และการ Bootstrap จํานวน 1,000 ครั้ง เปนดัง

ภาพท่ี 4 ซึ่งแสดงผลการวิเคราะหท่ีสนับสนุนผลการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียกับฐานขอมูล 

NCBI ดังน้ันจึงสามารถสรุปไดวาไอโซเลท DNP0201 คือ แบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 
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ภาพท่ี 3  แผนเจลอะกาโรส (1% TBE Agarose gel) ยอมดวยสียอม Novel Juice DNA Staining Reagent 

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

DNP0201 คือ ยีน 16S rRNA ของไอโซเลท DNP0201 จากการเพ่ิมปริมาณดวยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส 

 

 
ภาพท่ี 4  แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการของไอโซเลท DNP0201 วิเคราะหดวยโปรแกรม  

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

 

 การตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความเขมขนอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 สามารถทําให

เอนไซมอะไมเลสดิบท่ีผลิตไดกลายเปนเอนไซมแบบก่ึงบริสุทธ์ิ การวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมอะไมเลสท้ัง

เอนไซมดิบและเอนไซมก่ึงบริสุทธ์ิดวยวิธี SDS-PAGE และยอมสีดวยวิธี Silver staining พบวาเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิต

จากแบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 มีขนาด 58 กิโลดาลตันโดยประมาณ ดังภาพท่ี 5 สวนความบริสุทธ์ิ

ของเอนไซมอะไมเลสหลังจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 พบวามีความ

บริสุทธ์ิเพ่ิมข้ึน 1.33 เทาจากเอนไซมดิบ (ตารางท่ี 1) เอนไซมอะไมเลสก่ึงบริสุทธ์ิมีคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมเปน 

2.24 ยูนิตตอมิลลิกรัม ท่ีสภาวะคาความเปนกรดดาง 7.2 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 1) 
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ภาพท่ี 5  แผนอะครลิาไมดสําเร็จรูป Mini-PROTEAN® Precast Gels ยอมสีดวยวิธี Silver staining 

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

1 คือ เอนไซมอะไมเลสดิบท่ีผลติจากแบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 

2 คือ เอนไซมอะไมเลสก่ึงบรสิุทธ์ิท่ีผลิตจากแบคทีเรยี P. plecoglossicida DNP0201 

 แสดงเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 

 

ตารางท่ี 1 คากิจกรรมเฉพาะและความบริสุทธ์ิของเอนไซมอะไมเลส 

ขั้นตอนการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์ 

ปริมาณของ

เอนไซมอะไมเลส

ท้ังหมด 

(มิลลิกรัม) 

คากจิกรรมเฉพาะ 

ของเอนไซมอะไมเลส 

(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

ความบริสุทธิ์  

(เทา) 

เอนไซมอะไมเลสดิบ 23.92 ± 0.00 1.69 ± 0.03 1.00 

เอนไซมอะไมเลสหลังจากการตกตะกอน 

ดวยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตอ่ิมตวั 

2.78 ± 0.00 2.24 ± 0.01 1.33 

 

อภิปรายผล 

1. แบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 เปนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินตะกอนของปาชายเลนพระเจดียกลางนํ้า 

ปากแมนํ้าระยอง จังหวัดระยอง ดวยจานอาหารแข็ง Tryptone Soya Agar และมีความสามารถในการยอยสลายแปง

ชนิดละลายนํ้าในจานอาหารแข็ง Starch Agar ซึ่งแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียไอโซเลท DNP0201 มีความสามารถในการ

ผลิตเอนไซมอะไมเลส เมื่อทําการระบุสายพันธุดวยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA พบวาแบคทีเรีย

ไอโซเลท DNP0201 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรีย P. plecoglossicida ซึ่งเปนแบคทีเรียท่ีมีรายงานวาเปนแบคทีเรีย

กอโรคในปลาทะเลบางชนิด งานวิจัยท่ีผานมาพบวาแบคทีเรีย P. plecoglossicida มีความใกลชิดทางวิวัฒนาการของ

ยีน 16S rRNA กับแบคทีเรีย P. putida มากกวารอยละ 99 (Nishimori et al., 2000) สอดคลองกับแผนภูมตินไมวงศ

วานวิวัฒนาการท่ีไดจากการศึกษาวิจัยในครั้งน้ี (ภาพท่ี 4) เมื่อพิจารณาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรีย P. plecoglossicida พบวาเจริญเติบโตไดในสภาวะท่ีมีคาความเปนกรดดางระหวาง 5 ถึง 9 และอุณหภูมิ 
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ระหวาง 10 ถึง 30 องศาเซลเซียส (Nishimori et al., 2000) ซึ่งสอดคลองกับคาความเปนกรดดางและอุณหภูมิของ

ตัวอยางดินตะกอนท่ีใชในการแยกแบคทีเรียในงานวิจัยน้ีเชนกัน 

2. รายงานของ Nishimori และคณะ (2000) พบวาแบคทีเรีย P. plecoglossicida FPC 941 และ FPC 

951 ท่ีแยกไดจากปลาอายุไมสามารถใชแปง (Starch) เปนแหลงคารบอนในการเจริญเติบโต หรือสรุปไดในทางออมวา

แบคทีเรีย P. plecoglossicida FPC 941 และ FPC 951 ไมสามารถผลิตเอนไซมท่ีมีความสามารถในการยอยสลาย

พันธะไกลโคไซดในโครงสรางของแปง รายงานขางตนมีความแตกตางกับผลท่ีไดจากการศึกษาวิจัยน้ี ซึ่งพบวาแบคทีเรีย 

P. plecoglossicida DNP0201 สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสในการยอยสลายพันธะไกลโคไซดในโครงสรางของแปง

ได ความแตกตางทางขอมูลดังกลาวอาจเน่ืองมาจากเหตุผลท่ีสําคัญสองประการ คือ แบคทีเรีย P. plecoglossicida 

FPC 941 และ FPC 951 เปนแบคทีเรียกอโรคท่ีแยกไดจากปลาอายุ ดังน้ันแบคทีเรียจึงไมมีความจําเปนในการผลิต

เอนไซมอะไมเลส เน่ืองจากสามารถใชแหลงคารบอนท่ีอยูภายในเซลลของเจาบาน (ปลาอาย)ุ ไดโดยตรง แตกตางกับ

แบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 ท่ีแยกไดจากดินตะกอนปาชายเลน ซึ่งมีความจําเปนตองยอยสลาย

สารอินทรียในดินตะกอนใหเปนแหลงคารบอนในการเจริญเติบโต เหตุผลอีกประการหน่ึง คือ การขาดขอมูลเก่ียวกับ

เอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย P. plecoglossicida การสืบคนจากฐานขอมูลงานวิจัย Scopus ปรากฎรายงาน

วิจัยเพียง 1 รายงานท่ีรายงานวาแบคทีเรีย P. plecoglossicida มีความเปนไปไดในการผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไม 

เลสจากกระบวนการถอดรหัสและแปลรหัสทางพันธุกรรมของยีน amyA ดวยการวิเคราะหจีโนม (Genome) ท้ังหมด

ของแบคทีเรียโดยใชชีวสารสนเทศ (Bioinformatics) (Huang et al., 2019) 

3. การวิเคราะหนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย P. plecoglossicida DNP0201 

ดวยวิธี SDS-PAGE และยอมสีดวยวิธี Silver staining พบวาเอนไซมมีนํ้าหนักโมเลกุล 58 กิโลดาลตันโดยประมาณ ซึ่ง

สอดคลองกับกับงานวิจัยของ Liu และคณะ (2011) รวมถึงงานวิจัยของ Hana และคณะ (2013) ท่ีพบวาเอนไซม 

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

กิโลดาลตัน และ 57 กิโลดาลตันโดยประมาณ ตามลําดับ 

4. การทําใหเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตไดก่ึงบริสุทธ์ิดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความ

เขมขนอ่ิมตัวรอยละ 30 ถึงรอยละ 80 พบวาเอนไซมมคีวามบริสุทธิเพ่ิมข้ึนเปน 1.33 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม

ดิบ และมีคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมก่ึงบริสุทธ์ิเปน 2.24 ± 0.01 ยูนิตตอมิลลิกรัม เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ี

ผานมาของ Dutta และคณะ (2016) ท่ีทําการศึกษาเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย P. stutzeri ISL B5 และทํา

การวัดคากิจกรรมท้ังหมดของเอนไซมในสภาวะท่ีใกลเคียงกับการศึกษาวิจัยน้ี พบวาเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตไดมีคา

กิจกรรมท้ังหมดเปน 2.59 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซึ่งมีคาสูงกวาเอนไซมอะไมเลสจากแบคทีเรีย P. plecoglossicida 

DNP0201 ท่ีมีคากิจกรรมท้ังหมดเปน 1.04 ± 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร (คากิจกรรมเฉพาะเปน 2.24 ± 0.01 ยูนิตตอ

มิลลิกรัม) ผลดังกลาวอาจเน่ืองมาจากสภาวะท่ีใชวัดคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมอะไมเลสท่ีดัดแปลงจากงานวิจัยของ 

Mishra และ Behera (2008) ยังไมใชสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวัดคากิจกรรมของเอนไซมท่ีผลิตได 
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ขอเสนอแนะ  

1. การศึกษาวิจัยน้ีมีการรายงานผลการศึกษาคุณลักษณะทางเอนไซมของเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตได

จากแบคทีเรีย P. plecoglossicida ซึ่งยังมีขอมูลการวิจัยคอนขางนอย จึงควรวิจัยคุณลักษณะทางเอนไซมในเชิงลึก

เพ่ือเปนขอมูลใหกับงานวิจัยอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวของ รวมถึงศึกษาคากิจกรรมเฉพาะของเอนไซมท่ีสภาวะท่ีมีความเหมาะสม

มากข้ึน 

2. การศึกษาวิจัยน้ีเปนงานวิจัยเบ้ืองตนจึงควรมีการศึกษาวิจัยตอยอดในเชิงประยุกต เชน การผลิต

เอนไซมอะไมเลสในระดับตนแบบ (Pilot scale) เพ่ือใหเกิดประโยชนสูงสุดตอภาคอุตสาหกรรม   
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