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บทคัดย่อ 
 

อะไมเลสเป็นเอนไซม์ท่ีมีความสำคัญในระดับอุตสาหกรรมหลากหลาย โดยเฉพาะอุตสาหกรรม
การผลิตกรดแล็กติกจากวัตถุดิบประเภทแป้ง เอนไซม์อะไมเลสสามารถใช้ลดปัญหาความหนืดจาก
วัตถุดิบที่มีความเข้มข้นของแป้งสูง แบคทีเรียกลุ่มแล็กติกผลิตกรดแอล-แล็กติกได้โดยตรงจากกลูโคสซึ่ง
เป็นผลมาจากการย่อยแป้ง พบว่า Streptococcus sp. SUT 513 เป็นสายพันธุ์ที่มีศักยภาพดังกล่าว 
ซึ่งข้อมูลเกี่ยวกับการผลิตอะไมเลสสำหรับสายพันธุ์นี้ยังไม่ชัดเจน วัตถุประสงค์ในงานวิจัยครั้งนี้คือ การ
ผลิต การทำบริสุทธิ์ และศึกษาคุณลักษณะทางชีวเคมีของเอนไซม์อะไมเลสจากแบคทีเรียแล็กติก 
Streptococcus sp. SUT 513 จากการศึกษาพบว่าสูตรอาหารเลี ้ยงเชื ้อที ่เหมาะสมต่อการผลิต
เอนไซม์อะไมเลสหรือ deRAM มีส่วนประกอบสำหรับปริมาตร 1 ลิตร ดังนี้ แป้งมันสำปะหลัง 45.0 กรัม 
สารสกัดยีสต์ชนิด FP101 1.0 กรัม ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต 6.0 กรัม แมกนีเซียมซัลเฟต 0.025 กรัม 
และเฟอรัสซัลเฟต 0.03 กรัม การเลี้ยงเชื้อด้วยสูตรอาหารนี้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่ pH เริ่มต้น 8.5 พบ
ปริมาณโปรตีนเท่ากับ 50.4±0.0 กรัมต่อลิตร และกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้ง 9.6±0.60 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร (ที่แป้งละลายน้ำเป็นสารตั้งต้น) เมื่อเปรียบเทียบ deRAM กับสูตรมาตรฐาน De Man, 
Rogosa and Sharpe (MRS) สามารถลดต้นทุนค่าอาหารเลี้ยงเชื้อลงได้ 11.7 เท่า เมื่อเลี้ยงเชื้อในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพปริมาตร 3 ลิตร Streptococcus sp. SUT 513 แสดงศักยภาพสูงสุดในการผลิต
เอนไซมท์ี่มีกิจกรรมย่อยแป้ง (Amylolytic activity) ณ เวลา 16 ถึง 22 ชั่วโมง ที่ 17.6±1.91 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร จากคุณลักษณะทางชีวเคมี เอนไซม์ที่ทำบริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 
80% และโครมาโทกราฟีแบบการแลกเปลี่ยนประจุลบ (Anion exchange) พบเอนไซม์อะไมเลสและ
พูลูลาเนสที่บริสุทธิ์สูงขึ้น 2.08 และ 0.71 เท่า ตามลำดับ กิจกรรมของอะไมเลสและพูลูลาเนสเพิ่มข้ึน
เป็น 300 และ 160% ที่ ค่า pH เหมาะสมคือ 9.0 (ในสารละลายบัฟเฟอร์ทริส-ไฮโดรคลอไรด์เข้มข้น 
25 มิลลิโมลาร์) นอกจากนี้อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของอะไมเลสคือ 40 ถึง 55 และ 75 องศา
เซลเซียส ในขณะที่พูลูลาเนสทำงานได้ดีในช่วง 25 ถึง 75 องศาเซลเซียส เฟอร์รัสไอออนมีศักยภาพใน
การกระตุ้นกิจกรรมของอะไมเลสและพูลูลาเนสเพ่ิมขึ้นเป็น 9 และ 6 เท่า ตามลำดับ แต่ทว่า แคลเซียม 
แมกนีเซียม และเอทิลีนไดอามีนเตตราแอซิติก (EDTA) เปิดเผยผลของการยับยั้งกิจกรรมการทำงาน
ของเอนไซม์ทั้งสอง โดยเอนไซม์ที่ทำบริสุทธิ์ได้ พบมวลโมเลกุล (Mw) 31.7, 33.4 และ 68.9 กิโลดาล-
ตัน เอนไซม์สกัดหยาบที่ได้สามารถย่อยหัวมันและกากมันได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งบ่งชี้ให้เห็นถึง
ศักยภาพที่จะเป็นเอนไซม์ทดแทนเอนไซม์ย่อยแป้งทางการค้า นอกจากนี ้ตะกอนเหลือทิ้งจากการผลิต
เอนไซม์มีปริมาณแป้ง 90.27% พร้อมแสดงคุณลักษณะพิเศษท่ียังสามารถคงสภาพความเป็นเจลแป้งได้
ภายใต้สภาวะน้ำเดือด ซึ ่งเหมือนจะเป็นผลิตภัณฑ์ที ่มาจากการคืนตัวของเด็กซ์ตริน (Dextrin 
retrogradation) อย่างไรก็ตาม คุณลักษณะของผลิตภัณฑ์ดังกล่าวควรจะได้รับการศึกษาเพิ่มเติม 
 

 



 
 

Abstract 
 
Amylases are important enzymes used in various industries, especially lactic acid 

production from starchy materials. The problem of viscosity in raw materials containing 
high starch contents can be alleviated by amylases. Lactic acid bacteria directly produce 
L-lactic acid from glucose resulted from starch digestion. Streptococcus sp. SUT 513 has 
been found to be a potential strain for starch digestion and lactic acid production. 
Information about amylase produced by this strain is limited. This study was aimed at 
investigating production, purification, and biochemical characterization of amylases 
produced by Streptococcus sp.  SUT 513.  The suitable culture medium or deRAM 
components for high amylase production on 1 liter included 45 g cassava starch, 1 g 
yeast extract FP101, 6 g di-potassium phosphate, 0.025 g magnesium sulfate, and 0.03 g ferrous 
sulfate. The initial pH of 8.5 and culture time of 24 h resulted in 50.4±0.0 g/L of protein 
content and 9 .6±0 .60 units/mL of amylolytic activity based on soluble starch assay. 
The cost of culture medium was cheaper by about 11.7 folds when compared to the 
standard De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) medium. The highest of amylolytic activity 
of 17. 6±1 . 9 1  units/mL was obtained when culturing in a 3- L bioreactor for 16-22 h, 
based on soluble starch assay. Purification by ammonium sulfate precipitation and anion 
exchange chromatography increased both amylase and pullulanase purity by 2.08 and 
0.70- folds, respectively.  Both amylase and pullulanase activity increased by 300 and 
160% at pH 9.0 (25 mM Tris-HCl buffer). Moreover, the optimum temperature of amylase 
activity was 40-55 and 75๐C, whereas a wide range of 25-75๐C was found in pullulanase 
activity.  Ferrous activated both amylase and pullulanase activities by 9 and 6-folds, 
respectively.  Nevertheless, calcium, magnesium, and ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA)  showed inhibitory effect. Molecular mass of amylolytic enzymes was estimated 
to be 31.7 , 33.4 ,  and 68.9 kDa. Crude enzymes effectively hydrolyzed cassava tubers 
and cassava pulp, demonstrating its potential to be an alternative amylolytic enzymes 
to the commercial enzyme. In addition, residues starch obtained after enzyme 
production exhibited a unique characteristic that was not gelatinized under boiling water 
with 90.27% starch content. It was likely to be a product of dextrin retrogradation. 
However, further characterization is needed.   
 

 



 
 

สารบัญ 
 

เรื่อง                หน้า 
กิตติกรรมประกาศ .............................................................................................................  ก 
บทคัดย่อภาษาไทย ............................................................................................................  ข 
บทคัดย่อภาษาอังกฤษ .......................................................................................................  ค 
สารบัญ ..............................................................................................................................  ง-ช 
สารบัญตาราง ....................................................................................................................  ซ 
สารบัญภาพ .......................................................................................................................  ฌ-ฎ 
คำอธิบายสัญลักษณ์ ..........................................................................................................  ฏ-ฐ 
บทที ่ 1 บทนำ  
 1.1 ที่มาและความสำคัญของปัญหา ............................................................... 1 
 1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย ......................................................................... 2 
 1.3 ขอบเขตของการวิจัย ............................................................ .................... 3 
 1.4 ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย .................................................................. 3 
บทที่  2 ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง  
 2.1 แบคทีเรียแล็กติก .....................................................................................  4 
 2.2 เอนไซม์อะไมเลส .....................................................................................  5-6 
 2.3 สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตอะไมเลสในจุลินทรีย์ ................................ 6-7 
 2.3.1 สารอาหาร (Nutrients) ........................................................................ 7 
 2.3.1.1 แหล่งคาร์บอน (Carbon source) .................................................... 7 
 2.3.1.2 แหล่งไนโตรเจน (Nitrogen source) ................................................ 7 
 2.3.1.3 แร่ธาตุที่จำเป็น (Essential elements) ........................................... 7 
 2.3.2 อุณหภูมิและความเป็นกรด-ด่าง (Temperature and pH) ................ 8-10 
บทที่  3 วิธีการดำเนินการวิจัย  
 3.1 การศึกษาส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะการเลี้ยงเพื่อผลิต

เอนไซม์ย่อยแป้ง .............................................................................................  11 
 3.1.1 การเลี้ยงเชื้อเพ่ือการผลิตเอนไซม์ ......................................................... 11 
 3.1.2 การศึกษาแหล่งของไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง  11-12 
 3.1.3 การศึกษาแหล่งของคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง .. 12 
 3.1.4 การศึกษาสัดส่วนความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลังต่อแหล่ง

ไนโตรเจนคัดเลือก ..........................................................................................  12-13 



จ 
 

สารบัญ (ตอ่) 
 

เรื่อง                หน้า 
บทที่  3 วิธีการดำเนินการวิจัย (ต่อ)  
 3.1.5 การศึกษาปริมาณแร่ธาตุที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง ........ 13-14 
 3.1.6 การหาปริมาณกล้าเชื้อเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง  14 
 3.1.7 การเลี้ยงเพื่อผลิตเอนไซม์ด้วยถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (Batch scale) ......... 14 
 3.2 การว ิ เคราะห ์ต ัวอย ่างท ี ่ เป ็นส ่วนน ้ำ (Analysis of supernatant 

sample) ......................................................................................................... 14 
 3.2.1 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (Protein determination) ..................... 14 
 3.2.2 ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar determination) .................... 14-15 
 3.2.3 การจัดจำแนกกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้ง (Amylolytic activity) ... 15 
 3.2.3.1 ชนิดอะไมเลส (Amylase type) ......................................................... 15 
 3.2.3.2 ชนิดพูลูลาเนส (Pullulanase type ................................................... 15 
 3.2.4 การศึกษาผลของพีเอชที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ และการตกตะกอน

ของโปรตีนที่เกิดข้ึนในเอนไซม์สกัดหยาบ ....................................................... 15 
 3.2.5 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งด้วยชุดทดสอบทางการค้า (Amylolytic 

activity by commercial test kits) ............................................................. 16 
 3.2.6 การทำบริสุทธิ์เอนไซม์ ........................................................................... 16 
 3.2.6.1 การตกตะกอนด้วยเกลือ (Salt precipitation) .................................. 16-17 
 3.2.6.2 โครมาโทรกราฟีแบบแบบอาศัยคุณสมบัติความเป็นไอออนลบ .......... 

(Anion exchange chromatography) ......................................................... 17 
 3.2.7 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซม์ที่ทำบริสุทธิ์ ........................ 17 
 3.2.7.1 สภาวะความเป็นกรด-ด่าง .................................................................. 17 
 3.2.7.2 อุณหภูมิ .............................................................................................. 18 
 3.2.7.3 สารคีเลตและไอออนโลหะ .................................................................. 18 
 3.2.7.4 การวิเคราะห์องค์ประกอบระดับโมเลกุลของเอนไซม์ (Molecule 

enzyme component analysis) ................................................................. 18-19 
 3.3 พัฒนากรรมวิธีการผลิตเอนไซม์เพ่ือการใช้ประโยชน์ตามวัตถุประสงค์ .... 19 
 3.3.1 การทดลองย่อยหัวมันและกากมันสำปะหลังขั้นต้น .............................. 19 
 3.3.2 การทดลองย่อยในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ................................................... 19-20 
 3.4 การวิเคราะห์ตัวอย่างที่เป็นส่วนตะกอน (Analysis of pellet sample).. 20 



ฉ 
 

สารบัญ (ตอ่) 
 

เรื่อง                หน้า 
บทที่  3 วิธีการดำเนินการวิจัย (ต่อ)  
 3.4.1 การหาปริมาณแป้งและสารตั้งต้นคงเหลือที่เชื้อไม่สามารถย่อยได้ ........ 20 
 3.4.2 การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด (Total carbohydrate 

determination) ............................................................................................  20 
 3.4.3 การวิเคราะห์ปริมาณแป้งทั้งหมด (Total starch) ................................ 20-21 
 3.5 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (Statistical analysis) ................................ 21 
 3.6 สถานที่ดำเนินงานวิจัย/ เก็บข้อมูล (Place of research and data 

collection) ....................................................................................................  21 
บทที่  4  ผลและการอภิปรายผลการวิจัย  
 4.1 เชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. SUT 513 และการเลี้ยงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ RAM ................................................................................................. 22 
 4.2 การศึกษาส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะการเลี้ยงเพ่ือผลิต

เอนไซม์ย่อยแป้งจากแบคทีเรียผลิตกรดแล็กติก Streptococcus sp. SUT 
513 ................................................................................................................. 23 

 4.2.1 ผลของแหล่งของไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง .... 23-24 
 4.2.2 ผลของแหล่งของคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง ...... 24-26 
 4.2.3 ผลของสัดส่วนความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลังต่อแหล่งไนโตรเจน

คัดเลือก ........................................................................................................... 26-28 
 4.2.4 ผลของชนิดและปริมาณแร่ธาตุที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 28-30 
 4.2.5 ราคาของอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง  30 
 4.2.6 ผลของการหาปริมาณเซลล์กล้าเชื้อเริ ่มต้นที่เหมาะสมต่อการผลิต

เอนไซม์ย่อยแป้ง .............................................................................................. 30-32 
 4.2.7 ผลของการการเลี้ยงเพ่ือผลิตเอนไซม์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ................... 32-38 
 4.3 การจัดจำแนกกิจกรรมย่อยแป้ง (Amylolytic activity) ในส่วนของ

เอนไซม์สกัดหยาบที่ผลิตโดยเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 ................... 34-35 
 4.4 การทำบริสุทธิ์เอนไซม์ย่อยแป้ง ................................................................. 35 
 4.4.1 การทดลองตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต .................. 35-36 
 4.5 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซม์ย่อยแป้งที่ผลิตและเก็บเกี่ยวได้.............. 36 
 4.5.1 ผลของ pH ที่มีต่อเสถียรภาพและการทำงานของเอนไซม์สกัดหยาบ ... 36-37 



ช 
 

สารบัญ (ตอ่) 
 
เรื่อง                หน้า 
บทที่  4  ผลและการอภิปรายผลการวิจัย (ต่อ)  
 4.5.2 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซม์ที่ทำบริสุทธิ์ได้ขั้นต้น ที่ได้มาจากการ

ตกตะกอนด้วย ................................................................................................. 37 
 ก. การศึกษาการทำงานของเอนไซม์ท่ีสภาวะความเป็นกรด-ด่าง ต่าง ๆ ........ 37-38 
 ข. การศึกษาการทำงานของเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ ...................................... 38 
 ค. การศึกษาผลของไอออนโลหะและสารคีเลต และความเข้มข้นของ

แคลเซียมไอออนที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ ................................................... 
39-40 

 4.4.2 ผลการทำบริสุทธิ์โดยการใช้วิธีทางโครมาโทกราฟฟีแบบแลกเปลี่ยน
ประจุลบ .......................................................................................................... 

41-42 

 4.5.3 คุณลักษณะชีวเคมีของเอนไซม์ที่ผ่านการทำทำบริสุทธิ์โดยการใช้วิธี
ทางโครมาโทกราฟฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ ................................................ 

42 

 ก. ผลของความเป็นกรด-ด่าง (pH) ที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ ...................... 42-43 
 ข. ผลของอุณหภูมิที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ ................................................. 44 
 ค. ผลของไอออนชนิดต่าง ๆ และสารคีเลตที่มีต่อการทำงานของเอนไซม์ที่ทำ

บริสุทธิ์ ............................................................................................................   
 

44-45 
 ง. รูปแบบโปรตีนจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคการเคลื่อนที่บนสนามไฟฟ้า ... 45-46 
 4.6 การทดสอบความสามารถในการย่อยหัวมันสำปะหลังสดและกากมัน

สำปะหลังที่ได้จากบริษัทผู้ร่วมทุนวิจัย ............................................................ 
 

47 
 4.6.1 การทดลองย่อยหัวมันสำปะหลังที่มีปริมาณแป้ง 10% (w/v) ขั้นต้น .... 47-48 
 4.6.2 การทดลองย่อยหัวมันสำปะหลังที่มีปริมาณแป้ง 10% (w/v) ในถัง

ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร โดยใช้เอนไซม์สกัดหยาบ ................................... 
 

49 
 4.7 ผลเบื้องค้นของผลิตภัณฑ์ร่วมจากกระบวนการเลี้ยงแบคทีเรียแล็กติก

เพ่ือผลิตเอนไซม์ .............................................................................................. 
 

49-53 
บทที่  5  บทสรุปผลการวิจัย   

 สรุปผลการวิจัย ...............................................................................................  54 
 ข้อเสนอแนะ ...................................................................................................  55 

บรรณานุกรม ....................................................................................................... .............. 56-64 
ภาคผนวก...........................................................................................................................  65-79 
ประวัติผู้วิจัย.............................................................................................................. ........ 80-82 



 
 

สารบัญตาราง 
 
ตารางท่ี            หน้า 
2.1 อุณหภูมิและค่า pH ที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์อะไมเลสโดยจุลินทรีย์กลุ่มต่าง ๆ  9 
2.2 อุณหภูมิและค่า pH ที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์พูลูลาเนสโดยจุลินทรีย์กลุ่มต่าง ๆ  10 
3.1 ส่วนประกอบของแต่ละสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อในการหาความเหมาะสมของ 

แหล่งไนโตรเจน ………………………………………………………………………………………………..  12 
3.2 แผนแสดงการกำหนดระดับตัวแปรการศึกษาด้วยวิธีการ CCD ……………………………….  12 
3.3 สูตรอาหารที่ใช้ในการศึกษาส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือผลิตเอนไซม์ย่อย 

แป้งโดยออกแบบตามหลัก CCD สำหรับ 2 ตัวแปร .....................................................  13 
4.1 แสดงผลสัดส่วนความเข้มข้นแป้งมันสำปะหลังและสารสกัดยีสต์ที่มีต่อการสร้าง

เอนไซม์ย่อยแป้ง……………………………………………………………………………………………….  27 
4.2 เทียบส่วนประกอบและราคาของอาหารลี้ยงเชื้อทั้ง 3 สูตร……………………………………..  31 
4.3 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งท่ีผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต…………………….  36 
4.4 ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลสในตัวอย่างที่ผ่านการทำบริสุทธิ์..  41 
4.5 ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์พูลูลาเนสในตัวอย่างที่ผ่านการทำบริสุทธิ์…………..  42 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

สารบัญรูปภาพ 
 
รูปที่           หน้า 
2.1 ประเภทการเจริญของแบคทีเรียโดยการใช้ออกซิเจนเป็นดัชนี ……………………….………  4 
2.2 วัฏจักรความเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมของการผลิตโพลิแล็กติก (PVA) ………………………  5 
2.3 เอนไซม์อะไมเลสชนิดต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยแป้ง ………………………………………  6 
4.1 โคโลนี และเซลล์ของเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513: โคโลนีอายุ 24 ชั่วโมงที่

เจริญบนผิวหน้าอาหาร RAM สัณฐานเซลล์ของแบคทีเรีย หลังจากผ่านการย้อมสี
แบบแกรม และส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่กำลังขยาย  1,000 เท่า, และ 
2,000 เท่า. ที่ผ่านการขยาย..........................................................................................   22 

4.2 กิจกรรมของเอนไซม์ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้รำข้าวสกัดน้ำมันและสารสกัดยีสต์ชนิด
ต่าง ๆ ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.8% (w/v)……………………………………………………………  24 

4.3 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งที่แสดงออกหลังจากทำการเลี้ยงเชื้อในแหล่งคาร์บอน
ที่มาจากกระบวนการผลิตแป้งมันสำปะหลัง หัวมันสด และกากมันสำปะหลังอ่อน……  25 

4.4 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งที่พบในเอนไซม์สกัดหยาบ เมื่อเลี้ยงด้วยอาหารสูตร  
dRAM ที่มี FeSO4 เข้มข้น 0, 0.1, 1.0 และ 10 mM เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะ

ไร้ออกซิเจน อุณหภูมิ 35 ⸰ซ……………………………………………………………………………….  28 
4.5 กิจกรรมของอะไมเลสที่พบในเอนไซม์สกัดหยาบ ที่มาจากการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร 

dRAM ที่มี MgSO4 เข้มข้น 0, 0.1, 1.0, 2.3 และ 10 mM หลังเลี้ยงเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ในสภาวะไร้ออกซิเจน อุณหภูมิ 35 ๐ซ……………………………………………………..  29 

4.6 ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ และกิจกรรมของเอนไซม์ในตัวอย่างเอนไซม์สกัดหยาบ หลัง
การเลี้ยงเชื้อใน dRAM ที่ไม่เติมแร่ธาตุกับสูตรที่เติม FeSO4 และ MgSO4 อย่างละ 
0.1 mM.......................................................................................................................   30 

4.7 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งที่พบในเอนไซม์สกัดหยาบ ที่มาจากการใช้กล้าเชื้อ
เริ ่มต้นที ่ประมาณ 6 log CFU/mL หลังเลี ้ยงเป็นเวลา 24 ชั ่วโมง ในสภาวะไร้
ออกซิเจน อุณหภูมิ 35 ๐ซ………………………………………………………………………………...  32 

4.8 แผนภูมิแสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ค่า pH และปริมาณเชื้อ ที่เกิดระหว่างการเลี้ยง
เชื้อในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาดถังหมัก 5 ลิตร ด้วยปริมาตร 3 ลิตร เป็นวลา 24 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ตีกวนที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที……………….. 

  
 

34 
4.9 แสดงผลกิจกรรมของเอนไซม์ที่ได้จากการทดสอบชุดทดสอบทางการค้าที่ทดสอบใน

ตัวอย่างเอนไซม์สกัดหยาบ............................................................................................  
 

 35 
 



ญ 
 

สารบัญรูปภาพ (ต่อ) 
 
รูปที่           หน้า 
4.10 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งของเอนไซม์สกัดหยาบที่ผ่านการบ่มภายใต้สภาวะ pH 

ต่าง ๆ………………………………………………………………………………………………………………  37 
4.11 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 80 และ 80-100% 

ความอ่ิมตัว และไดอะไลซิสทดสอบการทำงานของเอนไซม์ท่ี pH 3.0-9.0  
ที่ 35๐ซ……………………………………………………………………………………….……………………  38 

4.12 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 80 และ 80-100% 
ความ-อ่ิมตัว หลังไดอะไลซิส เมื่อบ่มปฎิกิริยาที่อุณหภูมิต่าง ๆ ในช่วง 30-100๐ซ เป็น
เวลา 30 นาที ที่ pH 7.20……………………………………………………………………………………  38 

4.13 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80% และ
ไดอะไลซิส ตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80-100% หลังไดอะไลซิสและทำ
การบ่มทำปฎิกิริยาในสารละลายแป้งที่มีไอออนหรือสารคีเลตความเข้มข้น  
10 มิลลิโมลาร์…………………………………………………………………………………………………..  39 

4.14 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 80 และ80-100%
ความอิ่มตัว และไดอะไลซิส ที่เกิดขึ้นในสารละลายแป้งที่มีแคลเซียมไอออนความ
เข้มข้นต่างกัน……………………………………………………………………………………………………  40 

4.15 ผลของ pH ในสารละลายบัพเฟอร์ชนิดต่าง ๆ ที่ส่งผลต่อกิจกรรมจำเพาะของแอลฟา-
อะไมเลส (ก) พูลูลาเนส (ข) ในตัวอย่างส่วนที่ไม่เกาะกับเรซิ่น (Unbound purified 
enzyme)………………………………………………………………………………………………………….  43 

4.16 ผลของอุณหภูมิ ที่ส่งผลต่อกิจกรรมจำเพาะของอะไมเลสและพูลูลาเนส…………………..  44 
4.17 ผลของไอออน ที่ส่งผลต่อกิจกรรมจำเพาะของอะไมเลส และพูลูลาเนส  ในตัวอย่าง

ของเอนไซม์ที่ไม่เกาะกับเรซิ่น (Unbounding purified enzyme)…………………………. 45 
4.18 รูปแบบโปรตีนของเอนไซม์ที่ทำบริสุทธิ์ด้วยวิธีต่าง ๆ บนเจลอะคริลลาไมด์เข้มข้น 

10%............................................................................................................................ ... 46 
4.19 การทดลองย่อย หัวมันและกากมันโดยใช้ เอนไซม์ที่อยู่ในอาหารเหลวหลังการเลี้ยง

เชื้อที่ผ่านการพาสเจอไรส์โดยตรง.................................................................................. 47 
4.20 ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ (mg/mL) และค่า pH หลังการย่อยหัวมันสำปะหลังสายพันธุ์

ระยอง 89 ด้วยเอนไซม์สกัดหยาบ………………………………………………………………………. 48 
4.21 กิจกรรมของเอนไซม์ (U/mL) น้ำตาลรีดิวซ์ (mg/mL) ปริมาณเชื้อ (log CFU/mL) 

และค่า pH ฯ ....……………………………………………............................…………………………  49 



ฎ 
 

สารบัญรูปภาพ (ตอ่) 
 
รูปที่           หน้า 
4.22 การเลี้ยงเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 เพ่ือผลิตเอนไซม์ที่มีกิจกรรมย่อยแป้งด้วย

แป้ง10% ในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นเวลา 0, 12 และ 24 ชั่วโมง……………………………..  50 
4.23 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเชื้อต่อค่า pH และค่ากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้ง (ก) 

ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณคาร์โบไฮเดรตและน้ำตาลรีดิวซ์ (ข) ณ เวลาในการเลี้ยง
เชื้อ 24 ชั่วโมง……………………………………………………………………………………………………..  51 

4.24 ผลิตภัณฑ์ร่วม [ตะกอนแป้ง] หลังการเลี ้ยงเชื้อด้วยแป้งมันสำปะหลัง 10% ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นเวลา 24 ชั่วโมง………………………………………………………………………..  53 

4.25 ปริมาณคาร์ไบไฮเดรตและแป้งในผลิตภัณฑ์ร่วม [ตะกอนแป้ง] หลังการเลี้ยงเชื้อ ที่ 24 
ชั่วโมง เทียบกับแป้งมันสำปะหลังทางการค้า……………………………………………..……………  53 

ภาคผนวกท่ี 1 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของโปรตีน BSA มาตรฐาน (มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) และค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 595 นาโนเมตร……………………..…… 77 

ภาคผนวกท่ี 2 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกลูโคสมาตรฐาน (มิลลิกร ัมต่อ
มิลลิลิตร) และค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 490 นาโนเมตร…………………………… 77 

ภาคผนวกท่ี 3 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของมอลโทสมาตรฐาน (มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) และค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 540 นาโนเมตร…………………………… 78 

ภาคผนวกท่ี 4 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกลูโคสมาตรฐาน (มิลลิกร ัมต่อ
มิลลิลิตร) และค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 440 นาโนเมตร…………………………… 78 

ภาคผนวกท่ี 5 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลังมาตรฐาน (ร้อยละ
โดยมวลต่อปริมาตร) และค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 580 นาโนเมตร…………… 79 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

คำอธิบายสัญลักษณ์  
 

BME เบต้า-เมอแคปโทเอทธานอล (β-mercaptoethanol) 
BSA โบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin) 
CCD หลักการวิเคราะห์ส่วนผสมกลาง (Central composite design) 
CFU หน่วยการตรวจนับจุลินทรีย์ (Colony forming unit) 
Conc. เข้มข้น (Concentrate) 
DNS  กรดไดไนโทรซาลิไซลิค (3,5-Dinitro salicylic acid) 
dRAM อาหารเลี้ยงเชื้อ RAM สูตรปรับปรุง (Modify RAM Medium) 
deRAM อาหารเลี้ยงเชื้อ dRAM สูตรปรับปรุง  
EDTA  กรดเอทิลีนไดอามีนเตตราแอซิติก (Ethylenediaminetetraacetic acid) 
FeSO4 เฟอร์รัสซัลเฟต (Ferrous sulfate) 
g กรัม (gram) 
×g แรงหนีศูนย์กลางสัมพัทธ์ (Relative centrifugal force) 
HCl กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) 
h ชั่วโมง (Hour) 
kDa กิโลดาลตัน (Kilodalton) 
K2HPO4 ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (Dipotassium hydrogen phosphate) 
KOH โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (Potassium hydroxide) 
L ลิตร (Liter) 
M โมลาร์ (Molarity) 
MgSO4  แมกนีเซียมซัลเฟต (Magnesium sulfate) 
MnSO4 แมงกานีสซัลเฟต (Manganese sulfate) 
Mw มวลโมเลกุล (Molecular mass) 
mg มิลลิกรัม (Milligram) 
mL มิลลิลิตร (Milliliter) 

mM มิลลิโมลาร์ (Millimolar) 
NaCl โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride) 
Na2CO3 โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate) 
NaOH โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide) 
Na2S2O3 โซเดียมไธโอซัลเฟต (Sodium thiosulfate) 
Na2S2O5 โซเดียมเมตะไบซัลไฟต์ (Sodium metabisulfite) 
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คำอธิบายสัญลักษณ์ (ต่อ) 
 

nm นาโนเมตร (Nanometer) 
PAGE พอลิอะคริลลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอริสิส (Polyacrylamide gel electrophoresis) 
PBS สารละลายเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer saline) 
RAM อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS สูตรปรับปรุง (Modify Lactobacillus MRS Medium) 
rpm รอบต่อนาที (Round per minute) 
SDS โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate) 
pH  ค่าความเป็นกรด-ด่าง (Positive potential of the Hydrogen ions) 
TEMED เตตระเมทิลเอทิลีนไดอะมีน (N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine) 
Tris ทริสเบส หรือ ทริสอะมิโนมีเทน (Tris aminomethane: NH2C(CH2OH)3) 
U ยูนิต (Unit) 
๐C/ ๐ซ องศาเซลเซียส (Degree Celsius) 
% เปอร์เซ็นต์ หรือ ร้อยละ (Percentage) 
% (w/v) สัดส่วน หรือ ร้อยละโดยมวลต่อปริมาตร (weight by volume: w/v) 
% (v/v) สัดส่วน หรือ ร้อยละโดยปริมาตรต่อปริมาตร (volume by volume: v/v) 
α แอลฟ่า (Alpha) 
β เบต้า (Beta) 
γ แกมม่า (Gamma) 
λmax ค่าการดูดกลืนคลื่นแสงสูงสุด (Wavelength of maximum absorbance) 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 
 

บทท่ี 1 
บทนำ 

 
1.1 ที่มาและความสำคัญของปัญหา (Provenance and significance of the study) 

 เอนไซม์อะไมเลส (Amylase) เป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งที่มีความสามารถและจำเพาะต่อการย่อย
สารชีวภาพกลุ่มคาร์โบไฮเดรตประเภทแป้ง อะไมเลสสามารถสุ่มย่อยโมเลกุลแป้งจนทำให้เกิดผลิตภัณฑ์
ของพอลิเมอร์อย่างโอลิโกแซคคาไรด์แบบสายและ/หรือแบบกิ่งที่เรียกว่า เด็กซ์ตริน (Dextrin) และ
มอนอเมอร์อย่างกลูโคส (Glucose) (Gupta et al., 2003) โดยทั่วไปเอนไซม์อะไมเลสสามารถจัด
จำแนกได้ตามแหล่งที่พบ ได้แก่ พืช สัตว์ และจุลชีพ (Pandey et al., 2000) อีกทั้งยังสามารถจัด
จำแนกได้ตามความจำเพาะกับสารตั้งต้น เช่น 1.) แอลฟ่า-อะไมเลส (α-amylase) 2.) เบต้า-อะไมเลส 
(β-amylase) และ 3.) แกมม่า-อะไมเลส  (γ-amylase) ซึ ่งจะเห ็นได ้ว ่าเอนไซม์ชน ิดน ี ้ม ีความ
หลากหลายทางชีวภาพ แต่การใช้ประโยชน์ในระดับอุตสาหกรรมนั้น ส่วนใหญ่จะมาจากกลุ่มของแอล
ฟ่า-อะไมเลส โดยเฉพาะจากจุลินทรีย์สกุล Bacillus ในหลายสายพันธุ์ อาทิ B. licheniformis B. 
amyloliquefaciens B. stearothemophilus แ ล ะ  B. subtilis (Nigam and Singh, 1 9 9 5 ; 
Sivaramakrishnan et al., 2006; Yan and Wu, 2017; Elmansy et al., 2018)  
 การใช้ประโยชน์จากเอนไซม์อะไมเลสนั้นถูกประยุกต์อย่างหลากหลายในระดับอุตสาหกรรม  
ได้แก่ อุตสาหกรรมอาหาร การหมัก สิ่งทอ กระดาษ และเภสัชกรรม (Machius et al., 1995; Nigam 
and Singh, 1995; Pandey et al., 2000; Richardson et al., 2002) โดยในปี ค.ศ. 2015 มีการผลิต
เอนไซม์อะไมเลสจากเชื้อจุลินทรีย์ถึง 47,234 ตัน เพื่อตอบสนองความต้องการของการใช้ประโยชน์ใน
อุตสาหกรรมดังกล่าว โดยเฉพาะอย่างยิ่งตลาดโลกของเอนไซม์อะไมเลสสำหรับขนมอบ (Global 
alpha-amylase baking enzyme market) นอกจากนี้จากการคาดการณ์ของ James ในปี ค.ศ. 
2016 พบว่า ตลาดการค้าโลกของเอนไซม์อะไมเลสนี้จะสร้างมูลค่าได้ถึง 320 ล้านดอลลาร์สหรัฐในปี 
ค.ศ. 2024 และในอีกมุมหนึ่งอาจส่งผลให้ต้นทุนการผลิตกรดแอล-แล็กติกนั้นสูงขึ้น เพราะฉะนั้น 
ทางเลือกสำหรับกระบวนการผลิตเอนไซม์แอลฟ่า-อะไมเลสในระดับอุตสาหกรรมที่คุ้มค่าสมควรที่จะ
ได้รับการศึกษาเพ่ิมเติม 
 มันสำปะหลัง [Manihot esculenta (L.) Crantz] เป็นพืชเศรษฐกิจในภาคตะวันออกฉียง
เหนือของประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2563 มีการเพาะปลูกเพื ่อเกษตรกรรมมากถึง 29.88 ล้านต้น 
(สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2564) มันสำปะหลังเป็นแหล่งสะสมแป้งหรือคาร์โบไฮเดรตที่ให้
พลังงานแก่มนุษย์ผ่านอาหารตลอดจนใช้ในงานอุตสาหกรรมดังกล่าวข้างต้น นอกจากนี้ มันสำปะหลัง
ในรูปของแป้งยังจัดเป็นแหล่งของคาร์บอนในการผลิตเป็นอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ ที่ระดับความ
เข้มข้นของแป้งสูงถึงร้อยละ 12 แต่ระดับความเข้มข้นนี้มักจะก่อให้เกิดปัญหาในการเตรียมอาหารและ
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ไม่เหมาะแก่การนำไปเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ อันมีสาเหตุมาจากความหนืดสูง ส่งผลให้ส่วนผสมในอาหารไม่
รวมเป็นเนื้อเดียวกันและจุลินทรีย์ไม่สามารถใช้สารอาหารหรือส่วนประกอบอ่ืน ๆ ในการเจริญได้ ซ่ึง
การแก้ไขปัญหาของระดับอุตสาหกรรมในปัจจุบัน จะทำได้โดยการเติมเอนไซม์อะไมเลสทางการค้า
เพื่อให้เกิดการย่อยอันเป็นผลทำให้ความหนืดของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง จุดสำคัญนี้ชี้ให้เห็นว่า หากทำ
การเลี้ยงเชื้อที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้โดยตรง จะสามารถลดต้นทุนอาหารเลี้ยงเชื้อจาก
ส่วนประกอบที่มีราคาแพงอย่างเอนไซม์อะไมเลสนี้ลงได้ อีกทั้งยังสามารถเป็นวิธีการผลิตทางเลือก
ให้กับเอนไซม์ชนิดนี้ในระดับอุตสาหกรรมได้ 

จากธรรมชาติและศักยภาพในการผลิตกรดแล็กติกจากวัตถุดิบประเภทแป้ง-คาร์โบไฮเดรตนั้น 
จะได้รับอิทธิผลมาจากการย่อยด้วยเอนไซม์อะไมเลส ซึ่งพบในการรายงานทางวิชาการจากแบคทีเรีย
กลุ่มแล็กติกในหลายสายพันธุ์ ได้แก่ Exiguobacterium sp. Oceanobacillus sp. Leuconostoc 
sp. Lactobacillus sp. Lactococcus sp. Pediococcus sp. Tetragenococcus sp. Vagococcus 
sp. ฯลฯ (Hatti-Kaul et al., 2018; Abedi et al., 2020) โดยปกติกรดแอล-แล็กติกมักถูกใช ้เป็น
ประโยชน์ในลักษณะหน่วยองค์ประกอบสำหรับการผลิตพลาสติกชีวภาพ (Building block for the 
synthesis of biopolymers) (Castro-Aguirre et al, 2016; Dedenaro et al., 2016)  ใ ห ้ เ ป็ น
ผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ผ่านกระบวนการอัดพอง (Extrusion) ได้แก่ ฟิล์ม การพิมพ์สามมิติ การขึ้นรูป การ
หล่อ และการปั่นเส้นใย ฯลฯ (Tümer and Erbil, 2021) ซึ่งในปัจจุบัน ศูนย์วิจัยความเป็นเลิศด้าน
เทคโนโลยีจุลินทรีย์เพื่ออุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี พบว่ากลุ่มแบคทีเรียแล็ก
ติกสายพันธุ์ Streptococcus sp. SUT 513 สามารถผลิตกรดแอล-แล็กติกบริสุทธิ์ (99.9%) จากการ
ย่อยแป้งมันสำปะหลังได้เช่นกัน เพราะฉะนั้น แบคทีเรียกลุ่มแล็กติกจึงจัดได้ว่ามีความโดดเด่นในการ
ผลิตเอนไซม์ย่อยแปง้อย่างอะไมเลส เป็นต้น 

ดังนั้น แบคทีเรียกรดแล็กติกที่มีความสามารถในการเปลี่ยนแป้งให้เป็นน้ำตาลได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ จะต้องมีระบบของเอนไซม์ที่มีกิจกรรมการย่อยแป้ง (Amylolytic activity) หลายชนิด 
โดยอาจจะแสดงกิจกรรมของแอลฟ่า-อะไมเลส อย่างไรก็ตามยังไม่มีข้อมูลยืนยันที่ชัดเจนเกี่ยวกับ
กิจกรรมดังกล่าวในแบคทีเรียกรดแล็กติกโดยเฉพาะ Streptococcus sp. SUT 513 โดยมีความ
คาดหมายว่าแบคทีเรียสายพันธุ์นี้จะมีศักยภาพในการผลิตอะไมเลส เพื่อลดทอนหรือทดแทนการใช้       
อะไมเลสทางการค้า หรือผลผลิตที่ได้จากการย่อยวัตถุดิบกลุ่มมันสำปะหลังด้วยเอนไซม์อะไมเลสจะ
สามารถนำไปประยุกต์ใช้ต่อไปได ้
 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย (Research objectives) 
 1.2.1 เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งชนิดอะไมเลสจากแบคทีเรียแล็ก

ติก (Streptococcus sp. SUT 513) บนปัจจัยของความเข้มข้น/ชนิดของแหล่งคาร์บอน 
ไนโตรเจน ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) อุณหภูมิ และระดับของปริมาณหัวเชื้อ 
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 1.2.2 เพื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งและชนิดของเอนไซม์ ในเอนไซม์สกัดหยาบจาก 
Streptococcus sp. SUT 513  
1.2.3 เพ่ือทำบริสุทธิ์เอนไซม์สกัดหยาบจาก Streptococcus sp. SUT 513 ด้วยวิธีตกตะกอน
ด้วยเกลือและการแยกสารชีวโมเลกุลด้วยโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนไอออนลบ 
1.2.4 เพื ่อศึกษาคุณลักษณะทางชีวเคมีของเอนไซม์บริสุทธิ์ ภายใต้สภาวะต่าง ๆ ได้แก่ 
อุณหภูมิ ค่า pH สารคีเลต และไอออน 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย (Scope of this study) 
 ศึกษาเอนไซม์ที่มีกิจกรรมย่อยแป้ง และการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ในกลุ่มแบคทีเรียกรด
แล็กติก จากหัวมันและกากมันสำปะหลังเพื่อการผลิตอาหารที่เริ่มผลิตอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์เป็น
ลำดับแรก และพลาสติกชีวภาพจากแล็กติกแอซิด ที่ครอบคลุมประเด็นดังต่อไปนี้ 
 1.3.1 ศึกษาและจัดจำแนกกิจกรรมย่อยแป้งของเอนไซม์ที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแล็กติก  

Streptococcus sp. SUT 513  
1.3.2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์ย่อยแป้งของแบคทีเรียกรดแล้กติก 

 1.3.3 ทำบริสุทธิ์เอนไซม์ (Purify) ย่อยแป้ง 
 1.3.4 ศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซม์ท่ีบริสุทธิ์ได้ 
 1.3.5 เก็บเก่ียวเอนไซม์ที่ผลิตได้โดยเทคนิคที่ทำให้ได้ผลผลิต (Yield) สูง 
 1.3.6 ทดสอบความสามารถในการย่อยหัวมันสำปะหลังสดและกากมันสำปะหลัง 
 1.3.7 พัฒนากรรมวิธีการผลิตเอนไซม์ที่มีกิจกรรมย่อยแป้งจุลินทรีย์  
 1.3.8 ศึกษาการบำบัดของเหลือทิ้งจากการพัฒนากรรมวิธีการผลิตเอนไซม์ที่มีกิจกรรมย่อย

แป้งของจุลินทรีย์ที่ใช้ 
 1.3.9 การถ่ายทอดเทคโนโลยีสู่บริษัทผู้ร่วมวิจัยเพื่อการประเมินการผลิตในอนาคต 
 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (Expected results) 
1.4.1 ได้ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ สภาวะที่เหมาะสมต่อการเลี้ยง Streptococcus 
sp. SUT 513 เพ่ือกรรมวิธีการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง (อะไมเลส)  
1.4.2 ได้กระบวนการทำบริสุทธิ์บางส่วน (Partial purify) และฐานข้อมูลคุณลักษณะทาง
ชีวเคมีของเอนไซม์อะไมเลสจาก Streptococcus sp. SUT 513 

 
 
 
 
 
 



 
 

บทท่ี 2 
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 แบคทีเรียแล็กติก (Lactic acid bacteria) 
 แบคทีเรียแล็กติกจัดอยู่ในกลุ่มแบคทีเรียแกลมลบ ไม่มีกิจกรรมของเอนไซม์คาตาเลส ไม่
เคลื่อนไหว ไม่สร้างสปอร์ รูปร่างเซลล์มีทั้งแบบท่อนหรือกลม มีความสามารถที่โดดเด่นในผลิตกรด   
แล็กติกระหว่างการหมัก (Ho and Sze, 2018) กล่าวคือ แบคทีเรียที่มีคุณลักษณะทางชีวเคมีภายใน
เซลล์เพื่อสร้างพลังงานจากการย่อยสลายสารอินทรีย์ด้วยเอนไซม์ โดยมีสารอินทรีย์เป็นทั้งตัวให้และ
ตัวรับอิเล็กตรอน จนสุดท้ายได้ผลผลิตเป็นกรดแล็กติก (Fossi and Tavea, 2013) แบคทีเรียแล็กติกมี
ความสามารถในการเจริญได้หลากหลายรูปแบบขึ้นกับสายพันธุ์และความเหมาะสมของสภาวะในการ
เจริญด้วยดัชนีของออกซิเจน (รูปที่ 2.1) ได้แก่ 1.) กลุ่มท่ีเจริญในสภาวะไร้ออกซิเจน (Anaerobes) 2.)
กลุ ่มที ่ เจร ิญในสภาวะที่ม ีออกซิเจน แต่หากมีไม่มีออกซิเจนก็สามารถเจริญได้ (Facultative 
anaerobes) 3.)กลุ่มที่เจริญในสภาวะออกซิเจนในปริมาณน้อย (Microaerophile) ฯลฯ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 2.1 ประเภทการเจริญของแบคทีเรียโดยการใช้ออกซิเจนเป็นดัชนี  
(1: Aerobes; 2: Anaerobes 3: Microaerophile 4; Facultative anaerobes) 

  

 แบคทีเรียแล็กติกสามารถเปลี่ยนแป้งหรือคาร์โบไฮเดรตให้อยู่ในรูปแล็กติกได้ 2 รูปแบบคือ ดี- 
หรือ แอล-แล็กติก โดยการสังเคราะห์ทางเคมีจะได้พร้อมกันทั้ง 2 รูปแบบ ทำให้เกิดค่าใช้จ่ายสิ้นเปลือง
จากกระบวนการแยกแต่ละฟอร์มออกเพื่อให้บริสุทธิ์ขึ้น แต่แบคทีเรียกลุ่มแล็กติกจะสามารถผลิตกรด
แล็กติกบริสุทธิ์ได้หลังจากการหมัก/ย้อยแป้งด้วยเอนไซม์อะไมเลส ทีมคณะผู้วิจัยของ Reddy (2008) 
ยังพบอีกว่า แบคทีเรียแล็กติกสามารถย่อยคาร์โบไฮเดรตได้หลากหลาย ได้แก่ แป้งสาลี มันสำปะหลัง 
และข้าวโพด การใช้ประโยชน์ที่น่าสนใจจากกรดแอล-แล็กติกคือ การนำมาผลิตเป็นสารโมเลกุลขนาด

Oxic zone 

Anoxic zone 

1 2 3 4 
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ใหญ่ (Polymerization) ให้ได้เป็นโพลิแล็กติก (Polylactic acid) หรือที่เรียกกันว่า PLA ที่จะสามารถ
นำไปผลิตต่อเป็นพลาสติกชีวภาพ (รูปที่ 2.2) จากการศึกษาวิจัยของ Kanpiengjai และคณะ ใน ปี 
ค.ศ. 2015 พบว่า Lactobacillus plantarum S21 สามารถผลิตกรดแล็กติกในปริมาณที่สูงมากและ
พบการมีกิจกรรม-การผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งอย่างชัดเจนที่สามารถระบุความเชื่อมันได้ถึงร้อยละ 96 ว่า
เป็นแอลฟ่า-อะไมเลส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 2.2 วัฏจักรความเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมของการผลิตโพลิแล็กติก (PLA) 
ดัดแปลงจาก Tümer and Erbil (2021) 

 

2.2 เอนไซม์อะไมเลส (Amylase enzyme) 
อะไมเลสคือเอนไซม์ชนิดหนึ ่งที ่สามารถย่อยแป้งให้มีโมเลกุลเล็กลงจากการตัดพันธะ          

ไกลโคซิดิกหรือไกลโคไซด์ (Glycosidic bond) โดยเอนไซม์ชนิดนี้มีความจำเพาะต่างกันออกไปตาม
เกณฑ์ของผลิตภัณฑ์ที่ได้ (รูปที่ 2.3) แต่ถ้าหากจัดจำแนกตามบริเวณที่เอนไซม์จะสามารถไฮโดรไลซิส
แป้ง จะแบ่งได้ 2 ประเภทใหญ่ ๆ ดังนี้ 

(1) Endoamylase อะไมเลสกลุ ่มน ี ้จะสามารถย่อยตัวโมเลกุลของแป้งจากภายใน มี
ความสามารถในการตัดพันธะ α-1,4-glycosidic bond ซึ่งจะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วและสุ่มตัด ส่งผลให้
ผลิตภัณฑ์ที่ได้มาจะมีทั้งโพลีแซคคาไรด์ โอลิโกแซคคาไรด์ หรือไดแซคคาไรด์ ยกตัวอย่างเช่น เอนไซม์
แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase; EC. 3.2.1.1) (Gupta et al., 2003; Kelly et al., 1991) 

 

3D-printing 

End products 

Crops/Plants  
Compost 

Lactide 

Lactic acid 

Carbon source 
(Carbohydrates
) 

Amylase 

Extruding Polymerization 

Polylactic: PLA 
acid 
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(2) Exoamylase เอนไซม์กลุ่มนี้จะทำการตัดเฉพาะส่วนที่เป็นปลายด้าน non-reducing มี
ความสามารถในการตัดทั้งพันธะ α-1,4-glycosidic bond และ α-1,6-glycosidic (Hii et al. 2012) 
ทำให้ผลผลิตที่ได้ออกมาเป็นน้ำตาลโมเลกุลเล็ก ๆ ตัวอย่างเอนไซม์ในกลุ่มนี้ได้แก่ เบต้า-อะไมเลส (β-
amylase; EC 3.2.1.2) (Mihajlovski et al., 2016) แอลฟ ่ า - กล ู โ คซ ิ เ ด ส  (α-glucosidases: EC 
3.2.1.20) และกลูโคอะไมเลส (glucoamylases: EC 3.2.1.3) 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 2.3 เอนไซม์อะไมเลสชนิดต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยแป้ง 
ดัดแปลงจาก Tomasik and Horton (2012) 

 

2.3 สภาวะที ่เหมาะสมต่อการผลิตอะไมเลสในจุลลินทรีย์  (Optimization of cultivation 
medium and conditions for amylase production by microorganisms) 

  การผลิตเอนไซม์อะไมเลสจากจุลินทรีย์โดยการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อต้นทุนต่ำนั้นเป็นที่ต้องการใน
อุตสาหกรรมโดยเฉพาะกับการผลิต แอลฟ่า-อะไมเลส ทั ้งการหมักบนอาหารแข็ง (Solid-state 
fermentation) และการหมักในอาหารเหลว (Liquid-state or submerged fermentation) (Mora-
Villalobos et al., 2020) โดยปกติการผลิตอะไมเลสด้วยแบคทีเรียนั้นนิยมใช้การหมักในอาหารเหลว 
เนื่องจากสามารถควบคุมปัจจัยต่าง ๆ เช่น อุณหภูมิ (temperature) และความเป็นกรดด่าง (pH) ได้
ง่ายกว่าการหมักบนอาหารแข็งซึ่งจะเป็นที่นิยมในกลุ่มของเชื้อรา ส่วนประกอบของอาหารที่ใช้ในการ
ผลิตอะไมเลสโดยแบคทีเรียในอาหารเหลวสังเคราะห์ (Synthetic media) จะใช้ soluble starch เป็น
แหล่งคาร์บอน และส่วนประกอบอื่น ๆ ที่มีราคาแพงนั้นจะถูกแทนที่ด้วยผลผลิตทางการเกษตรที่มี
ราคาถูกเพื่อลดต้นทุนในการผลิตเอนไซม์ และในบางกรณีที่มีการคัดแยกเชื้อมาจากแหล่งธรรมชาติที่
อุดมไปด้วยแป้ง ก็จะสามารถใช้วัตถุดิบจากแหล่งแยกเชื้อนั้นดังเช่น ข้าวสาลี ข้าว ถั่วเหลือง และมัน
สำปะหล ั ง  เป ็นแหล ่ งคาร ์บอน เพ ื ่ อลดต ้นท ุนการผล ิตลง ได ้ อ ี กด ้ วย  (Mielenz, 1983; 
Sivaramakrishnan et al., 2006) 

⚫: Monomer with non-reducing end : Monomer with reducing end 
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2.3.1 สารอาหาร (Nutrients) 
2.3.1.1 แหล่งคาร์บอน (Carbon source) 
พบว่าจุลชีพมีการใช้น้ำตาลและแป้งหลากหลากเป็นแหล่งคาร์บอน เช่น สตาร์ช กลูโคส 

กาแล็กโทส ไกลโคเจน และอินูลิน เป็นต้น ซึ่งได้มีการรายงานทางวิชาการว่าเหมาะกับการเป็น
สารตั ้งต้นสำหรับการผลิตอะไมเลสโดยเชื ้อ Bacillus licheniformis และ Bacillus sp. I-3 
(Chandra et al., 1980) สำหรับ soluble starch พบว่ามีการใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในเชื้อ 
Bacillus stearothermophilus (Srivastava and Baruah, 1986) และ เ ช ื ้ อ ใ น กล ุ ่ ม ข อ ง 
Bacillus sp. นั้นมีการรายงานว่าสามารถย่อยแป้งดิบได้สูงสุดในอาหารเหลวที่มีแล็กโทส และ
สารสกัดยีสต์เป็นส่วนประกอบร่วมด้วย (Rahardjo et al., 2005) และได้มีการใช้ผลิตผลหรือ
ของเหลือใช้จากการเกษตรมาเป็นส่วนประกอบของอาหารเพื่อที่จะลดต้นทุนการผลิตลง โดยใน
ผลผลิตทางการเกษตรหรือสิ่งเหลือใช้ เช่น กากส้ม แป้งข้าวฟ่าง แป้งมันฝรั่ง แป้งข้าวโพด แป้ง
มันสำปะหลัง แป้งสาลี และแป้งข้าวเจ้า มักจะมีสารอาหารที ่เป็นทั ้งแหล่งคาร์บอน และ
ไนโตรเจน ที่จำเป็นต่อการเจริญและเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย์ (Ashraf et al., 2005; Chandra 
et al., 1980). 

2.3.1.2 แหล่งไนโตรเจน (Nitrogen source) 
ในการผลิตแอลฟา-อะไมเลสโดยใช้เชื ้อ Bacillus sp. I-3 นั ้นพบว่ากากถั ่วเหลืองให้

ผลผลิตของเอนไซม์สูงที่สุดจากบรรดาแหล่งไนโตรเจนที่ใช้ในการศึกษาครั้งนั้น (Francis et al., 
2003; Goyal et al., 2005; Sodhi et al., 2005) Tanyildizi et al. (2007) ได ้รายงานไว ้ว่า
การเพิ่มเพปโทนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อก็มีส่วนเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์ซึ่งพบในเชื้อ  Bacillus 
amyloliquefaciens ที่พบว่ามีกิจกรรมของแอลฟา-อะไมเลสสูงที่สุดเมื่อเลี้ยงในสูตรอาหารดังนี้ 
เพปโทน (1%) สารสกัดยีสต์ (0.5%) และมอลโทส (0.5%) และเลี้ยงในสภาวะที่มีการเขย่าอยู่
ตลอดเวลา (Dettori-Campus et al., 1992) ในปี ค.ศ. 2004 Aiyer ได้ทำการเปรียบเทียบ
ระหว่างแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์กับอนินทรีย์ โดยศึกษาในเชื้อ B. licheniformis SPT 278 ซึ่ง
พบว่าการใช้เพปโทนนั้น ส่งผลให้การผลิตอะไมเลสสูงกว่าการใช้แอมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟตซึ่ง
นับว่าเป็นแหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ที่เหมาะสมกับการเจริญของเชื้อชนิดนี้ นอกจากนั้นยังมีการ
รายงานว่าแอล-แอสพาราจีน (L-asparagine) เป็นแหล่งไนโตรเจนที ่สนับสนุนการผลิต           
อะไมเลสได้มากที่สุดของเชื้อสายพันธุ์ Thermomyces lanuginosus รวมถึงสารสกัดยีสต์ก็
ให้ผลทีส่อดคล้องท่ีดีไปในทิศทางเดียวกัน (Nguyen et al., 2000).  

2.3.1.3 แร่ธาตุที่จำเป็น (Essential elements) 
การเติมเกลือที่เป็นกลุ่มเมทัลไอออนนั้นได้มีการรายงานว่าช่วยเพิ่มการเจริญของเชื้อ และ

ส่งผลให้การผลิตอะไมเลสเพิ่มมากขึ้นตามลำดับ เนื่องจากอะไมเลสโดยเฉพาะชนิดแอลฟา-อะ
ไมเลสเป็นแคลเซียมเมทัลโลเอนไซม์ (metalloenzyme Ca2+ ion) ซึ่งหมายความว่าต้องการ
แคลเซียมไอออนเป็นโคเฟกเตอร์เพื่อเริ ่มการทำงาน ดังนั้นจึงพบการเติมแคลเซียมคลอไรด์ 
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(CaCl2) ลงในอาหารเลี้ยงเชื ้อเพื่อเพิ่มการผลิตและการทำงานของเอนไซม์ (Francis et al., 
2003; Patel et al., 2005) โดยปริมาณที่มีการเติมลงไปนั ้นสูตรอาหารเลี ้ยงเชื ้อคือ CaCl2 
(0.1%) และโซเดียมคลอไรด์ (NaCl: 0.1%) ที่ใช้การหมักในอาหารเหลวซึ่งเมล็ดอามาราทัสเป็น
สารตั้งต้น (Viswanathan and Surlikar, 2001) นอกจากนี้การเติมลิเทียมซัลเฟต (LiSO4) และ 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจะสามารถเพิ่มการผลิตเอนไซม์อะไมเลส 
(Goyal et al., 2005; Sodhi et al., 2005), แต่ในเชื ้อบางกลุ ่มกลับพบว่า เฟอริคคลอไรด์ 
(FeCl3) และแมงกานีสซัลเฟต (MgSO4) ส่งผลให้การผลิตอะไมเลสนั้นลดลง (Viswanathan 
and Surlikar, 2001). 
2.3.2 อุณหภูมิและความเป็นกรด-ด่าง (Temperature and pH) 

อิทธิพลของอุณหภูมิที่เหมาะสม ต่อการผลิตอะไมเลสของเชื้อจุลินทรีย์นั้น  สัมพันธ์กับ
ความสามารถในการเจริญของจุลินทรีย์ที่สอดคล้องกับประเภทของจุลินทรีย์ (ตารางที่ 2.1-2.2) ส่วน
ความเป็นกรดด่างนั้น สามารถใช้เป็นเกณฑ์ในการจัดจำแนกในลักษณะที่คล้ายกันกล่าวคือ อาศัยการ
ติดตามการเจริญของเชื้อและสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ เนื่องจากจุลินทรีย์จะมีความไวต่อความเข้มข้นของ
ไฮโดรเจนไอออนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปลี่ยนแปลงไป โดยพบว่าจุลินทรีย์ในกลุ่มของเชื้อราจะเจริญได้ดี
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสภาวะค่อนข้างเป็นกรด และแบคทีเรียจะเจริญได้ดีในสภาวะที่เป็นกลางจนถึง
เป็นเบสอ่อน (ตารางท่ี 2.1-2.2) ซ่ึงความเป็นกรดด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อนั้น จะส่งผลต่อการผลิตและ
หลั่งแอลฟา-อะไมเลสในจุลินทรีย์กลุ่มต่าง ๆ ด้วย (Sivaramakrishnan et al., 2006)  



 
 

ตารางที ่2.1 อุณหภูมิและค่า pH ที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์อะไมเลสโดยจุลินทรีย์กลุ่มต่าง ๆ 
 

ประเภทจุลินทรีย์ 
มวล

โมเลกุล  
(kDa) 

สภาวะท่ีเหมาะสม 
แหล่งที่มา 

อุณหภูมิ (๐ซ) pH 

Bacterial 
Aeribacillus pallidus BTPS-2 100 70 7.0 Timilsina et al. (2020) 
Anoxybacillus thermarum A4 50 70 5.5-10.5 Baltas et al. (2016) 
Bacillus sp. YX1 56 40-50 5.0 Liu and Xu (2008) 
B. pacificus 40 55 9.0 Alonazi et al. (2021) 
B. licheniformis 58 90 4.0-9.0 Hmidet et al. (2008) 
B. stearothermophilus  59 80-82 5.6 Ali et al. (2001) 
Chromohalobacter sp. 72 65 9.0 Prakash et al. (2009) 
Chryseobacterium taeanense 47 50 9.0 Wang et al. (2011) 
Geobacillus sp. LH8 52 80 5.0-7.0 Khajeh et al. (2009) 
Lactobacillus amylovorus 140 60-65 5.5 Burgess-Cassler, and Iman (1991) 
L. manihotivorans  135 55 5.5 Aguilar et al. (2000) 
L. plantarum  - 40 7.0 Onilude et al. (2017) 
Marinobacter sp. EMB8 72 80 6.0-11.0 Kumar and Khare (2012) 
Staphylothermus marinus 82.5 100 5.0 Li et al. (2010) 
Thermococcus hydrothermalis 53.5 85 5.5 Horvathova et al. (2006) 
Thermotoga maritima 50 70 7.0 Lim et al. (2003) 
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ตารางท่ี 2.2 อุณหภูมิและค่า pH ที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมพู์ลูลาเนสโดยจุลินทรีย์กลุ่มต่าง ๆ 
 

ประเภทจุลินทรีย์ 
มวลโมเลกุล  

(kDa) 
สภาวะท่ีเหมาะสม 

แหล่งที่มา 
อุณหภูมิ (๐ซ) pH 

Bacterial 
Aerobacter aerogenes 114.3 50 - Nigam and Singh (1995) 
Arthrobacter aerogenes 51-52 50 5.3-5.8 Ge et al. (1980) 
Bacillus sp. No. 202-1 92 55 - Nigam and Singh (1995) 
Bacillus methanolicus PB1  73 50 5.5 Zhang et al. (2020) 
B. polymyxa 48 45 - Nigam and Singh (1995) 
B. pseudofirmus 703 87 45 7.0-8.0 Lu et al. (2018) 
Fervidobacterium nodosum 95 80 5.0 Yang et al. (2020) 
Geobacillus thermocatenulatus 80.4 70 6.5 Li et al. (2018) 
Lactococcus lactis 74 45 4.5 Waśko et al. (2011) 
Thermus aquaticus 83 85 6.4 Plant et al. (1986) 
Archeal 
Desulfurococcus mucosus - 100 5.0 Odibo et al. (1992) 
Pyrococcus furiosus 110 95 5.5 Brown and Kelly (1993); Lee et al. (2006) 
P. woesei - 100 6.0 Ruediger et al. (1995) 
Thermococcus litoralis 119 98 5.5 Brown and Kelly (1993); Lee et al. (2006) 

 

หมายเหตุ - ไม่แสดงข้อมูล 
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บทท่ี 3 
วิธีการดำเนินการวิจัย 

 
3.1 การศึกษาส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะการเลี้ยงเพื่อผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 
 

3.1.1 การเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตเอนไซม์ 
การศึกษาจะเริ่มจากส่วนประกอบอาหารตั้งต้นที่มีแป้งมันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน         

และมีทริปโตนกับสารสกัดยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจน (สูตร RAM) โดยทำการศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ที่มีผล
ต่อการผลิตเอนไซม์อะไมเลส (Amylase) จากการเตรียมเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 บริสุทธิ์ 
ในอาหารเหลวปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 35๐ซ เป็นเวลา 12 ชม. ในสภาวะไร้ออกซิเจน 
จากนั้นจึงย้ายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงสู่อาหารเหลวปริมาตร 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชม.ขณะ
การบ่มจะมีการเก็บข้อมูลต่าง ๆ ดังเช่น ค่าการเจริญของแบคทีเรียและค่าพีเอช (pH) ของอาหารเหลว
ก่อนและหลังการเลี้ยงเชื้อ (0 และ 24 ชม.)  

จากนั้นอาหารเหลวจะถูกนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 4,500 รอบต่อนาที (rpm) ที่อุณหภูมิ 4๐ซ เป็น
เวลา 10 นาที แยกส่วนน้ำ (Supernatants) โดยเรียกว่า อะไมเลสกัดหยาบ (Crude enzyme) ไป
วิเคราะห์คุณสมบัติและปัจจัย (: หัวข้อ 3.2) ได้แก่ (1) ปริมาณโปรตีน (2) ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ (3) 
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (4) การทำบริสุทธิ์เอนไซม์ (5) คุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซม์บริสุทธิ์  
  

- การวัดค่าการเจริญของแบคทีเรีย 
ตรวจสอบได้โดยวิธีมาตรฐานทางเทคนิคการดรอปเพลท (Drop plate technique) (Naghili 

และคณะ, 2013) โดยหยดสารละลายที่มีเชื้อแขวนลอยปริมาตร 10 ไมโครลิตร ที่ผ่านการทำเจือจาง
เป็นลำดับขั้น (Serial dilution) ลงบนอาหารวุ้นที่มีแป้งมันสำปะหลังเป็นส่วนประกอบ (RAM) จากนั้น
รอให้สารละลายซึมเข้าอาหารเลี้ยงเชื้อจนแห้ง แล้วทำการคว่ำจานอาหารเลี้ยงเชื้อและบ่มในสภาวะไร้
ออกซิเจนที่อุณหภูมิ 35๐ซ เป็นวลา 48 ชม. 
 

3.1.2 การศึกษาแหล่งของไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 
เริ ่มต้นจากการแทนที่ทริปโตนและสารสกัดยีสต์ (Hi-Media Laboratories Pvt Ltd, 

Mumbai, India) ที่เป็นแหล่งไนโตรเจนหลักในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร RAM ด้วยยีสต์สกัดชนิด FM902  
FP101 และFP103 (Angel Yeast Co. Ltd., China) ซึ ่งผลจากการศึกษาก่อนหน้านี ้พบว่า การใช้
แหล่งคาร์บอนดังเช่นแป้งมันสำปะหลังที่ความเข้มข้น 4.5% โดยมวลต่อปริมาตร แหล่งไนโตรเจนคือรำ
ข้าวสกัดน้ำมันร้อยละ 0.6% โดยมวลต่อปริมาตรและ pH เริ่มต้นอยู่ที่ 8.5 นั้น ส่งเสริมกิจกรรมของ
เอนไซม์ย่อยแป้ง จึงนำมาทดสอบร่วมด้วยสูตรอาหารตามตารางท่ี 3.1 
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ตารางท่ี 3.1 ส่วนประกอบของแต่ละสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อในการหาความเหมาะสมของแหล่งไนโตรเจน 
 

ส่วนประกอบ 
สูตรที่ 

1 2 3 4 
แป้งมันสำปะหลัง (กรัม) 4.5 4.5 4.5 4.5 
รำข้าวสกัดน้ำมัน (กรัม) 0.6    
สารสกัดยีสต์ FM902 (กรัม)  0.6   
สารสกัดยีสต์ FP101 (กรัม)   0.6  
สารสกัดยีสต์ FP103 (กรัม)    0.6 
ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต: K2HPO4 (กรัม) 0.6 0.6 0.6 0.6 
น้ำกลั่น (มิลลิลิตร) 100 100 100 100 

 

หมายเหตุ สูตรที ่1 คือ สูตรอาหารคู่เทียบ (Control) 
 

3.1.3 การศึกษาแหล่งของคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 
การศึกษาจะใช้หัวมันสำปะหลังสายพันธุ์ 1.) เกษตรแดง 2.) เกษตรพื้นบ้าน และ 3.) 

ระยอง 72 และ 4.) กากมันอ่อนเป็นแหล่งของคาร์บอน (โดยมีแป้งมันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอนคู่
เทียบ: control) เริ ่มต้นจากการเตรียมแหล่งคาร์บอนทั้ง 4 ชนิด ที่ได้ระดับความเข้มข้นของแป้ง
เท่ากับ 4.5% (w/v) ในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ ***ที ่ไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจน (ยีสต์) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ทำการเลี ้ยงเชื ้อเป็นเวลา 24 ชั ่วโมง จากนั ้นเก็บเกี ่ยวส่วนใสและนำไปวิเคราะห์ตาม
คุณสมบัติและปัจจัย ()  

 

3.1.4 การศึกษาสัดส่วนความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลังต่อแหล่งไนโตรเจนคัดเลือก 
เร ิ ่มต ้นจากการเล ี ้ยงเช ื ้อ Streptococcus sp. SUT 513 ในอาหารเล ี ้ยงเช ื ้อท ี ่ถูก

ปรับเปลี่ยนส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยการการออกแบบตามการวิเคราะห์แบบหลักส่วนผสม
กลาง (Central composite design: CCD) ด้วยโปรแกรม Design-Expert 11.0 (Stat-Ease, Inc., 
Minneapolis, USA) ทำการกำหนดตัวแปรอิสระ 2 ตัวแปร ได้แก่ ความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลัง
และแหล่งไนโตรเจนที่คัดเลือกไว้ สภาวะที่เหมาะได้ถูกออกแบบให้ทำการทดลอง 5 ระดับของตัวแปร
อิสระ -α -1 0 +1 +α ด้วยค่า α เท่ากับ 1.68179 ได้ผลการกำหนดตัวแปรตามตารางท่ี 3.2  
 

ตารางท่ี 3.2 แผนแสดงการกำหนดระดับตัวแปรการศึกษาด้วยวิธีการ CCD 
 

ตัวแปรอิสระ 
(ร้อยละโดยมวลต่อปริมาตร) 

ระดับ 

-α -1 0 +1 +α 
A: แป้งมันสำปะหลัง 0.28 1.00 2.75 4.50 5.22 

B: สารสกัดยีสต์ FP101 0.05 0.13 0.32 0.50 0.58 
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เมื่อออกแบบการทดลองตามหลัก CCD ทำให้ได้ตารางส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อในส่วน
ที่ต้องปรับเปลี่ยน (ตารางที่ 3.3) ได้ทั้งหมด 9 สูตร 13 การทดลอง หลังการเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ขนาด 

125 มิลลิลิตร ด้วยปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในตู้บ่มสภาวะไร้ออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 35⸰ซ เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จึงตรวจหาปริมาณเชื้อ และนำส่วนใสไปทดสอบหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ปริมาณโปรตีน ค่า  
pH หลังการเลี้ยง ปริมาณแป้งคงเหลือ แล้วนำมาเปรียบเทียบหาสูตร/ส่วนประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสมกับการผลิตเอนไซม์มากที่สุด โดยกำหนดให้ อาหารเลี้ยงเชื้อ RAM สูตรปรับปรุงที่ได้ เรียกว่า 
Developed RAM medium (dRAM)   
 

ตารางที่ 3.3 สูตรอาหารที่ใช้ในการศึกษาส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง
โดยออกแบบตามหลัก CCD สำหรับ 2 ตัวแปร 
 

การทดลองที่ 
ความเข้มข้น % (w/v) 

A: แป้งมันสำปะหลัง B: สารสกัดยีสต์ 
1 1.00 0.13 

2 2.75 0.32 

3 2.75 0.32 

4 5.22 0.32 

5 2.75 0.32 

6 4.50 0.50 

7 2.75 0.58 

8 4.50 0.13 

9 0.28 0.32 

10 1.00 0.50 

11 2.75 0.32 

12 2.75 0.05 

13 2.75 0.32 
 

 3.1.5 การศึกษาปริมาณแร่ธาตุจำเป็นที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง  
เริ่มจากการเตรียมอาหารลี้ยงเชื้อสูตรปรับปรุงของ RAM (dRAM) ที่ส่วนประกอบของ

สารสกัดยีสต์ และแป้งมันสำปะหลังที่เหมาะสม โดยเติม FeSO4 เพียงชนิดเดียวลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่ความเข้มข้น 0, 0.1 และ 10 มิลลิโมลาร์ และท่ีเติม MgSO4 เพียงชนิดเดียวที่ความเข้มข้น 0, 0.1, 1, 
2.3 และ 10 มิลลิโมลาร์ และแบบผสมแร่ธาตุทั้ง 2 ชนิดที่ความเข้มข้นที่อย่างละ 0.1 มิลลิโมลาร์ (โดย
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มีตัวอย่างควบคุมเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร dRAM ที่ไมม่ีการเติมแร่ธาตุ) ทำการทดลองที่ปริมาตร 50 มิ
ลลิตร บ่มเชื้อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนำส่วนใสไปวิเคราะห์คุณสมบัติและปัจจัย () โดยกำหนดให้ 
อาหารเลี ้ยงเช ื ้อ dRAM สูตรปรับปรุงจากการเติมแร่ธาตุว ่า Developed with Element RAM 
medium (deRAM)  
 

3.1.6 การหาปริมาณเซลล์กล้าเชื้อเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 
ลงเชื้อบริสุทธิ์ ในอาหารสูตร dRAM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มไว้ในสภาวะไร้ออกซิเจน 

อุณหภูมิ 35๐ซ เป็นเวลา 12-14 ชั่วโมง จากนั้นจึงทำการเจือจางเชื้อที่แต่ละความเข้มข้น โดยจะทำ
การเจือจางเป็น 5 10 100 เท่า และเจือจางเป็น 0.5 Mc farland scale แล้วเจือจางต่อเป็น 5 เท่า 
และ 10 เท่า จากนั้นจึงทำการหาจำนวนเชื้อโดยใช้วิธีการ drop plate บ่มไว้ในสภาวะไร้ออกซิเจน 
อุณหภูมิ 35๐ซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วจึงทำการนับโคโลนีต่อ จากนั้นนำเชื้อที่เตรียมได้ลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวสูตร dRAM ปริมาตร 50 มิลลิตร ในอัตราส่วน 2-10% (v/v) บ่มเชื้อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
แล้วนำส่วนใสไปวิเคราะห์คุณสมบัติและปัจจัย () 
 

3.1.7 การเลี้ยงเพื่อผลิตเอนไซม์ด้วยถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (Batch scale) 
ทำการศึกษาด้วยสูตรอาหาร deRAM ใน 1 ลิตร กล่าวคือ แป้งมันสำปะหลัง (45 กรัม) 

สารสกัดยีสต์ชนิด FP101 (1 กรัม) K2HPO4 (6 กรัม) FeSO4 (0.03 กรัม) และ MgSO4 (0.025 กรัม) ที่ 
pH 8.0-8.5 ปริมาตร 3 ลิตร จากนั้นทำการนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121๐ซ เป็นเวลา 15 
นาท ีแล้วทำการถ่ายเชื้อที่เตรียมไว้อายุ 12-16 ชั่วโมง ลงถังหมักที่ต้องการให้ระดับปริมาณเชื้อเริ่มต้น
เท่ากับ 6 log CFU/ml (7% w/v) บ่มเชื้อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนำส่วนใสไปวิเคราะห์คุณสมบัติ
และปัจจัย () 

  

3.2 การวิเคราะห์ตัวอย่างที่เป็นส่วนน้ำ (Analysis of supernatant sample) 
3.2.1 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (Protein determination) 

ดัดแปลงตามวิธีการของ Bradford (1976) หรือที่เรียกว่า Bradford’s method โดยใช้
โบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin: BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐานช่วงความเข้มข้นโปรตีน 
0.01-0.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใช้ตัวอย่างในการวิเคราะห์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับ 
Bradford reagent ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมส่วนประกอบให้เข้ากันด้วยการผสมแบบฟุ่งกระจ่าย 
(Re-suspension) ในไมโครเวลเพลท 96 หลุม (96-well plate) บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 
นาท ีแล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสง (λmax) ที ่595 นาโนเมตร 
  

3.2.2 ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar determination) 
วิเคราะห์ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ตามวิธีของ Bernfeld (1955) ใช้ตัวอย่างเอนไซม์สกัด

หยาบ 100 ไมโครลิตร ผสมกับแป้งละลายน้ำ (Soluble starch) เข้มข้น 1 % (w/v) ที่เตรียมในเกลือ
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate-buffered saline: PBS) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 ที่
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อุณหภูมิ 35๐ซ บ่มเป็นวลา 30 นาที ทำการเริ่มปฏิกิริยาด้วยการเติม Dinitro salicylic colorimetric 
(DNS) reagents ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการนำไปต้มในอ่างควบคุม
อุณหภูมิที่ 90๐ซ เป็นเวลา 10 นาที พักให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นปิเปตตัวอย่างมา 40 ไมโครลิตร 
ผสมเข้ากับน้ำกลั่นปราศจากไอออน 160 ไมโครลิตร วัดค่า λmax ที่ 540 นาโนเมตร เทียบกับสาร
มาตรฐานน้ำตาลมอลโทส (Maltose) ความเข้มข้น 0.1 ถึง 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Standard 
curve) และรายงานปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ในหน่วยของ มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (mg/mL) 
 

3.2.3 การจัดจำแนกกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้ง (Amylolytic activity) 
3.2.3.1 ชนิดอะไมเลส (Amylase type) 
การหากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งชนิดอะไมเลส ซึ่งดัดแปลงตามวิธีของ Takenaka 

และคณะ (2015) จากนั้นหากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสตามการดำเนินการทดลองในหัวข้อ 
3.2.2 ซึ่งจะวัดค่า λmax ที ่540 นาโนเมตร แบบจลศาสตร์ (Kinetic) เป็นเวลา 30 นาที เทียบ
กับสารมาตรฐานน้ำตาลมอลโทส (Maltose) ความเข้มข้น 100 ถึง 1,000 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดย 1 หน่วยต่อมิลลิลิตรของอะไมเลสจะเท่ากับปริมาณน้ำตาลมอลโทสที่เอนไซม์
ย่อยได้ปริมาณ 1 ไมโครโมลต่อนาที และรายงานค่ากิจกรรมของอะไมเลสในหน่วยของ          
ยูนิตต่อมิลลิลิตร (U/mL)  

3.2.3.2 ชนิดพูลูลาเนส (Pullulanase type)  
การหากิจกรรมของเอนไซม์ชนิดนี้ดัดแปลงตามวิธีของ Wang และคณะ (2019) โดยตัว

ปฏิกิริยาประกอบด้วยตัวอย่างเอนไซม์สกัดหยาบ 100 ไมโครลิตร ผสมกับพูลูแลน (Pullulan) 
ความเข้มข้น 2% (w/v) จากนั้นหากิจกรรมของเอนไซม์พูลูลาเนสตามการดำเนินการทดลองใน
หัวข้อ 3.2.3.1  

 

3.2.4 การศึกษาผลของพีเอชที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ และการตกตะกอนของโปรตีนที่
เกิดขึ้นในเอนไซม์สกัดหยาบ 

นำเอนไซม์สกัดหยาบมาปรับ pH ในสภาวะต่าง ๆ ที ่3.0  3.5  4.0  4.5  5.0  5.5  6.0  
6.5  7.0  7.5  8.0  8.5 และ 9.0 ด้วยการใช้สารละลาย NaOH และ HCl เข้มข้น 1 โมลาร์ จากนั้นทำ
การถ่ายสารละลายปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดปั่นเหวี่ยงชนิดพลาสติก PP ทำการบ่มที่ 4๐ซ เป็น
เวลา 30 นาที จากนั้นจึงทำการปั่นเหวี่ยงที่  10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ทำการแยกส่วนใสและ
ตะกอน แล้วนำทั้ง 2 ส่วนไปหากิจกรรมของเอนไซม์ตามการดำเนินการทดลองในหัวข้อ 3.2.3.1 และ 
3.2.3.2 
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 3.2.5 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งด้วยชุดทดสอบทางการค้า (Amylolytic activity by 
commercial test kits) 

3.2.5.1 แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase)  
จากนั้นเริ ่มทำปฏิกิริยายาโดยบ่มสารทดสอบ (Amylase HR reagent) และตัวอย่าง

เอนไซม์อย่างละ 20 ไมโครลิตร ที่ 40๐ซ จากนั้นจึงนำมาผสมกัน แล้วบ่มต่อที่อุณหภูมิ 40๐ซ 
เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยแบ่งมา 30 ไมโครลิตร และเติมตัวหยุดปฏิกิริยา 
 ปริมาตร 225 ไมโครลิตร แล้วทำการอ่านค่า λmax ที่ 400 นาโนเมตร และคำนวณค่า
กิจกรรมของเอนไซม์เป็นหน่วยของ ยูนิตเซอรอลฟ่าต่อมิลลิลิตร (Ceralpha U/ml)  

 

3.2.5.2 เบต้า-อะไมเลส (β-amylase)  
การวิเคราะห์เร ิ ่มจากการบ่มสารทดสอบ (Betamyl-3 substrate solution) และ

ตัวอย่างเอนไซม์ ไว้ที่ 40๐ซ แล้วดำเนินการวิเคราะห์ตามหัวข้อ 3.2.5.1 แต่ใช้ตัวหยุดปฏิกิริยา 
 และคำนวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์เป็นหน่วยของ ยูนิตเบต้าต่อมิลลิลิตร (Beta U/ml) 

 

 3.2.5.3 พูลูลาเนส (Pullulanase)  
เริ่มจากการบ่มสารทดสอบ (PullG6 reagent solution) และตัวอย่างเอนไซม์ ไว้ที่ 40

๐ซ แล้วดำเนินการวิเคราะห์ตามหัวข้อ 3.2.5.1 แต่ใช้ตัวหยุดปฏิกิริยา  และคำนวณค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ในหน่วยของ ยูนิตพูลูลาเนสต่อมิลลิลิตร (Pull U/ml) 

 

3.2.5.4 อะไมโลกลูโคซิเดส (Amyloglucosidase)  
น ำ  ρ -Nitrophenyl-β -maltoside plus thermostable β -glucosidase แ ล ะ

ตัวอย่างเอนไซม์ บ่มไว้ที่ 40๐ซ แล้วดำเนินการวิเคราะห์ตามหัวข้อ 3.2.5.1 แต่ใช้ตัวหยุด
ปฏิกิริยา  และคำนวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ในหน่วยของ ยูนิตอะไมโลกลูโคซิเดสต่อ
มิลลิลิตร (Amg U/ml) 

ตัวหยุดปฏิกิริยา - แสดงรายละเอียดที่ ภาคผนวก ก 
 

3.2.6 การทำบริสุทธิ์เอนไซม์ 
3.2.6.1 การตกตะกอนด้วยเกลือ (Salt precipitation) 
เอนไซม์อะไมเลสกัดหยาบจะถูกนำมาตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium 

sulfate) ตามวิธีของ Kanpiengjai และคณะ (2015) ที่ความเข้มข้นของเกลือร้อยละ 30-100 
ที่อุณหภูมิ 4๐ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นจึงนำมาปั่นเหวี่ยงที่ 5,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
นำตะกอนที ่ได้มาละลายในสารละลาย PBS ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (pH 7.4) นำ
สารละลายที่ได้ไปปั่นหวี่ยง 5,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4๐ซ ทำการเก็บเกี่ยว
ส่วนใสเพ่ือมาทำการกรองผ่านเยื่อกรองชนิดไนลอน (Nylon syringe filter) ที่ขนาดรูเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางของเยื่อกรอง 0.45 ไมครอน แล้วต่อด้วยการทำไดอะฟิลเทรชั่น (Diafiltration) ผ่าน
เยื่อกรองชนิดไหมเทียม (Regenerated cellulose) ที่ขนาดรูเยื่อกรอง 10 กิโลดาลตัน โดย
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การปั่นเหวี่ยงที่ 5,000 ×g เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4๐ซ เก็บเกี่ยวสารละลายส่วนที่ไม่
ผ่านการกรอง (Retentate) ไปทำการปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยกเอา
ตะกอนที่ไม่ละลายน้ำออก เก็บส่วนใสไว้ที่อุณหภูมิ -20๐ซ เพื่อใช้ในการศึกษาคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีและการทำบริสุทธิ์เอมไซม์ข้ันต่อไป  

 

3.2.6.2 โครมาโทรกราฟีแบบแบบอาศัยคุณสมบัติความเป็นไอออนลบ  
(Anion exchange chromatograghy)  

ใช้หลักการทำบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค Anion exchange chromatography โดยใช้คอลัมน์ 
prepacked HiTrap DEAE sepharose fast flow 1 ml (GE Healthcare Life Sciences, 
USA) ใช้สารละลายเกลือบัฟเฟอร์ Tris-HCl เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ (pH 8.5) เป็นตัวบ่ม
คอลลัมน์ (Equilibrated column) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แล้วทำการฉีด (Inject) ตัวอย่าง 
เอนไซม์หยาบปริมาตร 1 มิลลิลิตร เข้าสู่คอลัมน์ จากนั้นทำการล้างคอลัมน์/พร้อมแยกส่วน 
(fraction) โดยเอนไซม์บริสุทธิ์ส่วนแรกที่ไม่ได้ถูกจับกับไอออนบนคอลัมน์จะถูกแยกออกมา
ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ข้างต้นปริมาตร 5 มิลลิลิตร ซึ ่งตัวอย่างนี้จะเรียกว่า Unbound 
purified-enzyme  

จากนั้นจึงใช้สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ที่มีสารละลาย NaCl 
เข้มข้น 1 โมลาร์ (pH 8.5) เป็นตัวชะออก (Elution) โดยการชะออกจะใช้รูปแบบการจากไล่
ระดับ (Linear gradient) ความเข้มข้นจาก 0 ถึง 1 โมลาร์ ที่ปริมาณ 25 มิลลิลิตร ด้วยอัตรา
การไหล (Flow rate) 0.7 มิลลิลิตรต่อนาที เอนไซม์บริสุทธิ์ส่วนที่ 2 ที่จับอยู่กับคอลัมน์จะถูก
แยกออกมา โดยเรียกตัวอย่างนี้ว่า Bound purified-enzyme 

 

3.2.7 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซม์ที่ทำบริสุทธิ์  
 

3.2.7.1 สภาวะความเป็นกรด-ด่าง  
นำตัวอย่างเอนไซม์ที่ผ่านการทำบริสุทธิ์ปฏิกิริยากับแป้งละลายน้ำเข้มข้น 1% (w/v) 

กับสารละลายบัพเฟอร์ต่าง ๆ เข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ดังนี้ 
 

สารละลายบัฟเฟอร์  ช่วง pH 
Glycine-HCl 3.0 - 4.0 

Sodium acetate 4.0 - 5.0 
PBS 6.0 - 7.0 

Malate 6.0 - 8.0 
Tris-HCl 7.0 - 9.0 

 

บ่มปฏิกิริยาที ่อุณหภูมิ 35๐ซ เป็นเวลา 30 นาที จากนั ้นหากิจกรรมของ
เอนไซม์อะไมเลสตามการดำเนินการทดลองในหัวข้อ 3.2.3.1 และ 3.2.3.2 
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3.2.7.2 อุณหภูมิ 
นำตัวอย่างเอนไซม์ที่ผ่านการทำบริสุทธิ์มาทำปฏิกิริยากันในสภาวะแป้งละลายเข้มข้น 

1% (w/v) สารละลาย PBS บัฟเฟอร์เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (pH 7.2) โดยบ่มตัวเอนไซม์แยก
กับสารตั้งต้นไว้ที่อุณหภูมิ 40 50 60 70 80 90 และ 100๐ซ เป็นเวลา 5 นาทีก่อน จากนั้นจึง
ผสมเข้าด้วยกันบ่มให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 30 นาที (โดยให้อุณหภูมิ 30๐ซ คือ ชุดตัวอย่าง
ควบคุม) จากนั้นหากิจกรรมของเอนไซม์ตามการดำเนินการทดลองในหัวข้อ 3.2.3.1 และ 
3.2.3.2 

 

3.2.7.3 สารคีเลตและไอออนโลหะ 
ทำการวิเคราะห์บนไอออนชนิดต่าง ๆ ได้แก่ ไอออนของโลหะหมู่ 1 ไอออนโซเดียม 

(Na+, NaCl)/ โลหะหมู่ 2 ไอออนแมกนีเซียม (Mg2, MgSO4)/ และไอออนแคลเซียม (Ca2+, 
CaCl2) ในส่วนของไอออนของโลหะหมู่แทรนซิชั่น (Transition metal ions) ได้แก่ ไอออน
แมงกานีส (Mn2+, MnSO4) และไอออนโลหะ (Fe2+, FeSO4) และสารคีเลต (Chelating 
agent) คือ สารอีดีทีเอ (EDTA)  

ทุกไอออนจะถูกเตรียมทีร่ะดับความเข้มข้นสุดท้าย 10 มิลลิโมลาร์ แล้วจะถูกนำมาผสม
ในสารละลาย PBS บัฟเฟอร์ (pH 6.8) และบ่มไว้ที ่อุณหภูมิ 35๐ซ เป็นเวลา 30 นาที โดย
กำหนดให้ชุดการทดลองที่ไม่มีการเติมไอออนหรือสารคีเลตลงไปในปฏิกิริยาเป็นตัวควบคุม 
(control) จากนั้นหากิจกรรมของเอนไซม์ตามการดำเนินการทดลองในหัวข้อ 3.2.3.1 และ 
3.2.3.2 

 

3.2.7.4 การวิเคราะห์องค์ประกอบระดับโมเลกุลของเอนไซม์  
(Molecule enzyme component analysis) 

วิเคราะห์ด้วยเทคนิคการแยกโปรตีนตามขนาดผ่านสนามไฟฟ้า (SDS-PAGE) ดัดแปลง
ตามวิธีของ Laemmli (1970) โดยละลายตัวอย่างเอนไซม์ที่ผ่านการทำบริสุทธิ์ด้วยน้ำกลั่น
ปราศจากไอออน แล้วทำการหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีแบรดฟอร์ด จากนั้นผสมตัวอย่างที่
ละลายแล้วเข้ากับ Treatment buffer ในอัตราส่วน 1:1 แล้วดำเนินการแยกโปรตีนผ่านเจล
ก ักและเจลแยก (Stacking gel and running gel) ท ี ่ความเข ้มข ้น  4.0% และ 10 .0% 
ตามลำดับ โดยความเข้มข้นสุดท้ายที ่ใช้ในการแยกโปรตีนคือ 1.0  ไมโครกรัม ในระบบ
สารละลาย Tank buffer บนความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยกโปรตีน 80 โวลต์  

ทำการย้อมแถบโปรตีนโดยวิธีย้อมด้วยซิลเวอร์ (Silver staining) ตามวิธีของ Kavran 
และ Leahy (2014) ทำการตรึงเจลด้วยสารละลาย Fix solution ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง ทำการล้างเจลด้วยสารละลาย Washing gel solution จำนวน 2 ครั้ง ที่ครั้งละ 
20 นาที จากนั้นทำการคืนตัวเจลด้วยการล้างน้ำปราศจากไอออนปริมาตร 50 มิลลิลิตร 2 ครั้ง 
ที่ครั้งละ 1 นาที ต่อด้วยการกระตุ้นโปรตีนให้ไวต่อซิลเวอร์ด้วยสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 
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(Na2S2O3) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 1 นาที ทำการล้างเจลด้วยน้ำปราศจากอีก 2 ครั้ง 
ทำการตรึงซิลเวอร์เข้ากับโปรตีนด้วยสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท (AgNO3 reagent) ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที ต่อด้วยการย้อมสีเจลด้วยสารละลาย Developed solution 
เป็นเวลา 3 นาที (ทำการเปลี่ยนสารละลายจนกว่าแถบจะย้อมติดสี ) หยุดปฏิกิริยาการจับ    
ซิลเวอร์เพื่อป้องกันการรบกวน (Noise) จากสีย้อมท่ีมากเกินไปด้วย Stop solution เป็นเวลา 
10 นาที ทุกขั้นตอนของการย้อมจะทำบนเครื่องเขย่า (Shaker) ที่ความเร็วรอบ 75 rpm ทำ
การถ่ายภาพและคำนวณมวลโมเลกุลของเอนไซม์ที่ทำบริสุทธิ์ด้วยเครื่อง  Gel document 
(Fire reader V4, Uvitec Ltd., Cambridge, UK) 

3.3 พัฒนากรรมวิธีการผลิตเอนไซม์เพื่อการใช้ประโยชน์ตามวัตถุประสงค์  
3.3.1 การทดลองย่อยหัวมันและกากมันสำปะหลังขั้นต้น 

หลังจากที่เลี้ยงเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 ด้วยอาหารสูตร dRAM เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง ปรับ pH เป็น 6.80 โดยจะเรียกในส่วนนี้ว่า เอนไซม์ดิบ จากนั้นทำการพาสเจอไรส์ด้วยการ
บ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 63.5๐ซ เป็นเวลา 10 นาที แล้วทำการหากิจกรรมของเอนไซม์ จากนั้นจึง
นำมาย่อยหัวมันสำปะหลังที่มีแป้งเข้มข้น 10% และกากมันสำปะหลังที่มีแป้งเข้มข้น 4.5% ปริมาตร 
200 มิลลิลิตร ที่ผ่านการต้มในน้ำเดือด (เพื่อเจลาติไนซ์แป้ง: 10 นาที) และทำการนึ่งฆ่าเชื้อ ทิ้งให้เย็น 
แล้วเติมเอนไซม์ที่ผ่านการพาสเจอไรซ์ที่ระดับความเข้มข้น 10-20% (v/v) แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 50๐ซ 
แล้วเขย่าด้วยความเร็ว 150 rpm ในตู้บ่มแบบเขย่า จากนั้นจึงนำตัวอย่างมาหาปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์  
(หัวข้อ 3.2.2) ที่ช่วงเวลา 0 3 5 8 และ 24 ชั่วโมง และทำการเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ดิบก่อน-หลัง
การทำพาสเจอไรส์  

 

3.3.2 การทดลองย่อยในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ   
โดยจะเตรียมเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 บริสุทธิ์ ในอาหารเหลวปริมาตร 5 

มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 35๐ซ เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ในสภาวะไร้ออกซิเจน จากนั้นทำการถ่ายเชื้อ
ปริมาณ 6 log CFU/ml ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงสู่อาหารเหลวที่มีแป้งมันสำปะหลังเข้มข้น 10% 
(w/v) ที่มีสารสกัดยีสต์ FP101 เข้มข้น 0.1 และ 0.2% (w/v) ให้ปริมาตรเป็น 200 มิลลิลิตร โดยหลัง
การเลี้ยงเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำส่วนใสไปวิเคราะห์คุณสมบัติ
และปัจจัย () ซึ่งจะเปรียบเทียบข้อมูลระหว่างอาหารแต่ละสูตรเพื่อคัดเลือกเป็นสูตรที่เหมาะสมต่อ
การผลิตเอนไซม์ซึ่งจะเกี่ยวเนื่องกับปริมาณตะกอนแป้งต้ายทานมากที่สุด 

หลังจากท่ีเลี้ยงเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 ด้วยอาหารสูตร dRAM (pH 6.80) 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยจะเรียกในส่วนนี้ว่า เอนไซม์ดิบ และแบ่งเอนไซม์ดิบส่วนหนึ่งมาปั่นเหวี่ยงที่ 
4,500 rpm อุณหภูมิ 4๐ซ เป็นเวลา 10 นาที แล้วทำการหากิจกรรมของเอนไซม์ จากนั้นจึงนำมาย่อย
หัวมันสำปะหลังที่มีแป้งเข้มข้น 10% ที่บรรจุในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยจะใช้เอนไซม์ที่ 10-20% 
(v/v) [ขึ้นกับค่ากิจกรรมของเอนไซม์] พยายามปรับให้อยู่ในช่วงกิจกรรมของเอนไซม์ที่ใกล้เคียงกัน 
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จากนั้น จึงทำการบ่มที่อุณหภูมิ 50๐ซ แล้วติดตามค่า pH และปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ในช่วง 0 จนถึง 24 
ชั่วโมง แล้วนำส่วนใสไปวิเคราะห์คุณสมบัติและปจัจัย () 
 

3.4 การวิเคราะห์ตัวอย่างที่เป็นส่วนตะกอน (Analysis of pellet sample) 
3.4.1 การหาปริมาณแป้งและสารตั้งต้นคงเหลือที่เชื้อไม่สามารถย่อยได้ 

ทำการวิเคราะห์ด้วยวิธีไอโอดีน (Iodine method) โดยการนำตัวอย่างที่ได้จากกาณ
เลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทำปั่นหวี่ยงที่ 5,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4๐ซ จากนั้นจึงเทส่วนใสออก แล้วทำการอบแห้งส่วนตะกอนในตู้อบลมร้อน (hot air oven) 
ที่อุณหภูมิ 55๐ซ 24 ชั่วโมง และทำการชั่งน้ำหนักเปรียบเทียบ นำตะกอนอบแห้งที่ได้ละลายด้วยน้ำ
กลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมสารละลายตัวอย่าง 100 ไมโครลิตร เข้ากับสารละลายไอโอดีน (Iodine 
solution) 100 ไมโครลิตร ใน 96 ไมโครเพลท วัดค่า λmax ที่ 580 นาโนเมตร โดยใช้แป้งละลาย 
(Soluble starch) เป็นสารเทียบมาตรฐาน (หากมีปริมาณของแป้งน้อยต้องเพิ ่มความเข้มข้นของ
ไอโอดีนตามความเหมาะสม) 

 

3.4.2 การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด  
(Total carbohydrate determination) 

ทำการวิเคราะห์โดยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก (phenol-sulfuric method) ดัดแปลงตามวิธี
ของ Viel et al. (2018) ทำการย่อยตัวอย่างแป้ง (100 มิลลิกรัม) ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก
เข้มข้น 2.5 โมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 110๐ซ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นเติมโซเดียม
คาร์บอเนต (Na2CO3) ชนิดของแข็ง เพื่อทำการปรับ pH ให้เป็นกลาง (เติมจนกว่าสารละลายจะไม่เกิด
ฟองฟู่: until effervescence ceases) ทำการกรองสารละลายผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 ลงขวดปรับ
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออน  

ปิเปตตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงหลอดทดลองแก้วขนาดยาว (16×150 มิลลิเมตร) 
เติมสารละลายฟีนอลเข้มข้นร้อยละ 5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วผสมให้เข้ากันด้วย vortex mixer แล้ว
บ่มที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที จากนั้นเติมสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น (96%) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที ทำการวัดค่า λmax ที่ 490 นาโนเมตร ด้วยคิวเวตชนิด
แก้ว และคำนวณปริมาณน้ำตาลทั้งหมด (%) ในตัวอย่างเทียบกับกราฟสารละลายมาตรฐานกลูโคส
เข้มข้น 0.00-0.12 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
 

3.4.3 การวิเคราะห์ปริมาณแป้งทั้งหมด (Total starch) 
ด ัดแปลงตามว ิธีของ McCleary, Charmier, และ McKie (2019) ต ัวอย ่าง 100 

มิลลิกรัม ถูกทำการกระจายตัวของอนุภาคด้วยสารละลายเอทานอลเข้มข้น 80% ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตร ด้วย vortex mixer ในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 1 นาที ทำการเติม
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สารละลาย โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) เข้มข้น 2.0 โมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และกวนให้เข้า
กันด้วย magnetic bar บนเครื่องกวนสารที่อุณหภูมิ 4๐ซ ข้ามคืน  

จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร์เข้มข้น 1.2 โมลาร์ (pH 3.8) ปริมาตร 8 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการ vortex แล้วเติมเอนไซม์แอลฟ่า-อะไมเลส (3,000 หน่วยต่อมิลลิลติร) 
และอะไมโลกลูโคซิเดส (3,300 หน่วยต่อมิลลิลิตร) อย่างละ 0.1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มที่
อุณหภูมิ 50๐ซ ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ เป็นเวลา 30 นาที (โดยเอาออกมา vortex ทุก ๆ 10 นาที) นำ
ตัวอย่างไปทำการปั่นเหวี่ยงที่ 10,000×g เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยกสารละลายส่วนใสไปปรับปริมาตร
ต่อในขวดปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากไอออน ปิเปตตัวอย่างปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เข้าทำปฏิกิริยา
กับเอนไซม์เพอร์รอกซิเดส-กลูโคส ออกซิเดส (Peroxidase-glucose oxidase: PGO) ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37๐ซ ในที่มืด เป็นเวลา 30 นาที ทำการวัดค่า λmax ที่ 440 
นาโนเมตรคำนวณปริมาณกลูโคสในตัวอย่างเทียบกับกราฟสารละลายมาตรฐานกลูโคสเข้มข้น 0.02-
0.16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วคูณด้วยแฟกเตอร์ 0.9 (162/180 = เป็นการเปลี่ยน free D-glucose 
ให้เป็น anhydro D-glucose) เพ่ือให้ได้เป็นปริมาณของแป้งทั้งหมด (%) 
 

3.5 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (Statistical analysis) 
วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (Analysis of variance; ANOVA) และความแตกต่างของค่าเฉลี่ย

ด้วย Duncan’s multiple range test (DMRT) ที ่ระดับความเชื ่อมั ่น 95% โดยใช้โปรแกรม IBM 
SPSS Statistics for Windows เวอร์ชั่น 24.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) 
 

3.6 สถานที่ดำเนินงานวิจัย/ เก็บข้อมูล (Place of research and data collection) 
1.) ศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีจุลินทรีย์เพื่ออุตสาหกรรมเกษตร อาคารศูนย์วิจัยมัน

สำปะหลัง มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
2.) ห้องปฏิบัติการวิจัยอาหาร 2 ห้อง F03214A ชั้น 2 อาคารเครื่องมือ 3 (F3) ของสาขา

เทคโนโลยีอาหาร สำนักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ตามเลขทะเบียน
ห้องปฏิบัติการหมายเลข 2-0080-0046-0 ตามกองมาตรฐานงานวิจัย สำนักงานคณะกรรมการวิจัย
แห่งชาติ 
 

 
 

 
 
 
 
 



 
 

บทท่ี 4 
ผลและการอภิปรายผลการวิจัย 

 
4.1 เชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. SUT 513 และการเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ RAM 

เชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 นั้น เป็นแบคทีเรียที่มีศักยภาพในผลิตกรดแอล-แล็กติก 
และย่อยสลายแป้งสูง ได้ผ่านการศึกษาและคัดเลือก ณ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี หลัง จาก
เพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้นแข็งสูตรเฉพาะที่มีแป้งเป็นส่วนประกอบ ชื่อว่า  starch agar medium หรือ 
อาหาร MRS สูตรปรับปรุง (RAM) ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (๐ซ) 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะพบโคโลนีเดี่ยวของเชื้อที่ได้จากการแยกเชื้อบริสุทธิ์ ด้วยวิธีขีดลากแบบไขว้ 
(Cross streak plate) ขึ้นบนผิวหน้าของอาหารแข็ง ดังรูปที่ 4.1ก 
 

 
 

รูปที่ 4.1 โคโลนี (ลูกศร) และเซลล์ (ลูกศร) ของเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513: โคโลนีอายุ 24 
ชั่วโมงที่เจริญบนผิวหน้าอาหาร RAM (ก) สัณฐานเซลล์ของแบคทีเรีย (ลูกศร) หลังจากผ่าน
การย ้อมส ีแบบแกรม (Gram staining) และส ่องด ้วยกล ้องจ ุลทรรศน ์แบบใช ้แสง 
 (light microscope) ที่กำลังขยาย 1,000 เท่า (ข) และ 2,000 เท่า (ค) ที่ผ่านการขยาย 

 

สัณฐานของโคโลนีเดี่ยวของ Streptococcus sp. SUT 513 มีลักษณะสีขาวขุ่น รูปร่างกลม 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 1.0-1.2 มิลลิเมตร (Circular form) มีความนูนของโคโลนีแบบยกนูนเล็กน้อย 
(Raised elevation) ผิวของโคโลนีเรียบ (Smooth surface) ขอบของโคโลนีเรียบ (Entire edge) ซึ่ง
เมื่อเจริญบนอาหารแข็งที่ผิวหน้ามีความชื้นสูง ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีจะขยายได้ถึง 2.0 
มิลลิเมตร ขอบโคโลนีจะมีความเป็นรอยยักเล็กน้อย (Undulate edge) แต่จากการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่
มีแป้งมันสำปะหลังเป็นส่วนประกอบ (RAM) ของการศึกษาในครั้งนี้จะพบว่า โคโลนีปรากฏบริเวณใส 
(Clear zone) รอบโคโลนี สืบเนื่องมาจากความสามารถในการย่อยแป้งของเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์นี้  
เมื่อสังเกตลักษณะการเจริญของเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 ที่พบจากการขีดลากและแทงใน
หลอดที่บรรจุอาหารแข็งผิวเอียง (Slant medium) จะพบว่า เชื้อเจริญตามแนวการแทงและขีดลาก 
และพบว่าเชื้อชนิดนี้ไม่มีการเคลื่อนที่ (Non-motile) ทีก่ารทดสอบในอาหารแบบกึ่งแข็ง สำหรับอาหาร

 

 4 mm 

(ก) (ข) (ค) 

20 µm 20 µm 20 µm 
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ชนิดเหลว หลังจากที่เชื ้อมีการเจริญจะพบว่า อาหารเลี้ยงเชื้อจะมีความขุ่นและเกิดตกตะกอนที่มี
ลักษณะที่ค่อนข้างหนืดสีขาวขุ่นเกิดข้ึนที่ก้นหลอด นอกจากนี้ เมื่อทำการศึกษาเชื้อภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ (รูปที่ 4.1ข และ 4.1ค) พบว่า เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) ซึ่งดู
จากการติดสีม่วงของคริสตัลไวโอเลต มีลักษณะกลม (Cocci) มีขนาดเซลล์เส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย 1 
ไมโครเมตร การเรียงตัวโดยส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปเป็นสายสั้น ๆ 2-4 เซลล์ แต่ก็พบว่ามีการเรียงตัวแบบ
สายยาว ไม่พบการสร้างสปอร์ (Non-endospore forming) และไม่มีแฟลกเจลลา (Non-flagellated) 
 

4.2 การศึกษาส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะการเลี้ยงเพื่อผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งจาก
แบคทีเรียผลิตกรดแล็กติก Streptococcus sp. SUT 513 
 4.2.1 ผลของการศึกษาแหล่งของไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 

พบว่าที่ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนทุกชนิด (รำข้าวสกัดน้ำมัน สารสักยีสต์ชนิด 
FM902 FP101 และ FP103) ที่ปรับให้มีความเข้มข้น 0.6% (w/v) เท่ากันนั้น หลังเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 
24 ชั ่วโมง พบปริมาณของเชื ้อ Streptococcus sp. SUT 513 ในทุกแหล่งไนโตรเจนโดยเฉลี่ยอยู่
ในช่วง 9.65-10.32 log CFU/mL ความเป็นกรด-ด่าง (pH) อยู่ที่ 3.99-4.06 (รูปที่ 4.2) ซึ่งสารสกัด
ยีสต์ทั้ง 3 ชนิด แสดงความไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p > 0.05) สำหรับกิจกรรมของ
เอนไซม์ที่ตรวจวัดในส่วนน้ำหลังจากการเลี้ยงเชื้อ (เอนไซม์สกัดหยาบ) ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารสกัด
ยีสต์แต่ละชนิดเป็นส่วนประกอบจะอยู่ที่ 1.56-2.96 U/ml ซึ่งไม่มีความแตกต่างกัน (p > 0.05) แต่
ในขณะทีต่ัวอย่างที่ให้กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดคือ รำข้าวสกัดน้ำมัน (10.27±0.49 U/ml) สาเหตุที่รำ
ข้าวสกัดน้ำมันนั้นให้กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดคาดว่า รำข้าวมีส่วนของเนื้อเยื่อพืชหลายชั้น และส่วน
ของจมูกข้าว ซึ่งก็มีส่วนเกี่ยวข้องกับการผลิตเอนไซม์แอลฟาหรือเบต้าอะไมเลส เพื่อย่อยแป้งที่ข้าวได้
สะสมไว้ในเมล็ดขณะที่เมล็ดข้าวกำลังทำการงอก (Usansa et al., 2009) จึงมีความเป็นไปได้ที่จะมี
วิตามิน ไอออน หรือโปรตีน ยังหลงเหลืออยู่แม้จะผ่านกระบวนการสกัดน้ำมัน ก่อให้เกิดการกระตุ้น
กิจกรรมของเอนไซม์ที่เชื้อไดผ้ลิตออกมา  

โดยจากการรายงานของบริษัทผู้ผลิตยีสต์พบว่า สารสกัดยีสต์ชนิด FM902, FP101 และ 
FP103 มีค่าไนโตรเจนทั้งหมด (Total Nitrogen: TN) อยู่ที่ 9, 10 และ 12.5% ตามลำดับ ซึ่งมีกรดอะ
มิโนที ่เด่นหลายชนิด ได้แก่ อะลานีน (Alanine) วาลีน (Valine) ไทโรซีน (Tyrosine) ทรีโอนีน 
(Threonine) ฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine) เมทไธโอนีน (Methionine) ลิวซีน (Leucine) ไอโซลิว
ซีน (Isoleucine) กลูตามีน (Glutamine) ซิสเทอีน (Cysteine) สำหรับทุกตัวอย่างมีการรายงานว่ามี 
แร่ธาตุอยู่เล็กน้อย และพบว่ามีวิตามินบีอยู่ด้วย และจากการสืบค้นพบว่า มีการใช้แหล่งไนโตรเจนอ่ืน ๆ 
เช่น เชื้อแล็กติก Lactobacillus amylophilus GV6 ก็มีการศึกษาหาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมโดย
มีการใช้แหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนทางเลือกที่มีผลต่อการส่งเสริมการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง เพื่อให้เชื้อนำ
น้ำตาลที่เกิดขึ้นในการผลิตเป็นกรดแอลแล็กติกในการหมักขั้นตอนเดียว โดยมีการศึกษาในแป้งที่มี
โปรตีนที่มาจาก ถั่วแระ (pigeon pea) ถั่วเลนทิล (red lentil gram) ถั่วดำ (black gram) ถั่วลูกไก่ 
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(Bengal gram)  ถั่วเขียว (green gram) และถ่ัวเหลือง (soya bean) นอกจากนี้ยังมีการนำยีสต์เบเกอ
รี่ (baker’s yeast) มาใช้ในการศึกษาด้วย (Altaf et al., 2007) 

เนื่องจาก FP103 นั้นพบว่ามีค่ากิจกรรมของเอนไซม์หลังการเลี้ยงค่อนข้างไม่เสถียร
เท่าท่ีควร จึงได้ทำการเลือก FP101 มาใช้แทนรำข้าวสกัดน้ำมัน เพ่ือประโยชน์ต่อการศึกษาด้านการทำ
บริสุทธิ์เอนไซม์ เนื่องจากพบว่าการใช้รำข้าวสกัดน้ำมันเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ความเข้มข้นที่เหมาะสม
นั้น มีส่วนกระตุ้นการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง แต่หลังจากการเลี้ยงเชื้อพบว่ามีปริมาณโปรตีนคงเหลืออยู่
เป็นจำนวนมาก ส่งผลให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์จำเพาะลดน้อยลง และโปรตีนคงเหลือยังส่งผล
กระทบ/รบกวนวิธีการทำบริสุทธิ์เพราะมีโปรตีนรำข้าวปะปน จึงไม่เหมาะกับการนำมาใช้ในขั้นตอนการ
ผลิตเอนไซม์เพื่อการทำบริสุทธิ์ ถ้าหากจะใช้รำข้าวสกัดน้ำมันก็อาจจะต้องมีการนำไปผ่านขั้นตอน
ขั้นต้นอย่างการไฮโดรไลซิส เพื่อย่อยโปรตีนให้กลายเป็นกรดอะมิโนหรือเฟปไทด์สายสั้น ๆ นอกจากนี้
อีกปัญหาหนึ่งของรำข้าวสกัดน้ำมันคือ ความผันแปรของปริมาณโปรตีนในรำข้าวสกัดน้ำมัน และเพ่ือ
ความคุ้มทุนในการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง เมื่อศึกษาสารสกัดยีสต์เพ่ือใช้ในปริมาณที่เหมาะสม จึงจะเป็น
สารอาหารทางเลือกที่มีศักยภาพในการส่งเสริมการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งที่มีการโปรตีนปนเปื้อนน้อย 
เป็นต้น 

 

รูปที่ 4.2 กิจกรรมของเอนไซม์ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้รำข้าวสกัดน้ำมันและสารสกัดยีสต์ชนิดต่าง ๆ ที่
ความเข้มข้นร้อยละ 0.8 โดยมวลต่อปริมาตร 

 

 4.2.2 ผลของการศึกษาแหล่งของคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 
โดยทำการแทนที่แป้งมันสำปะหลังด้วยตัวอย่างของกากมันอ่อน หัวมันสำปะหลัง 3 

สายพันธุ์ ได้แก่ เกษตรแดง เกษตรพื้นบ้าน และระยอง 72 ที่ได้ทำการเก็บตัวอย่างมาจากโรงงานเอ่ียม
ธงชัย ที่ปรับให้มีปริมาณแป้งอยู่ที่ 4.5% (w/v) โดยค่ากิจกรรมของเอนไซม์ของแต่ละตัวอย่างหลังการ
เลี้ยงเชื้อแสดงดังรูปที่ 4.3 พบว่าการใช้แหล่งคาร์บอนที่เป็นแป้งมันสำปะหลังให้ค่ากิจกรรมของ
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เอนไซม์ย ่อยแป้งส ูงที ่ส ุด (7.17±2.74 U/ml) ตามด้วยกากมันอ่อน (5.32±1.80 U/ml) หัวมัน
สำปะหลังสดสายพันธุ์ระยอง 72 (5.97±2.45 U/ml) เกษตรพื้นบ้าน (4.37±1.53 U/ml) และสายพันธุ์
เกษตรแดง (2.51±0.81 U/ml) ที่นับว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งต่ำที่สุด เมื่อสังเกตจากผลการ
เจริญของเชื้อ พบว่าแหล่งของคาร์บอนไม่มีผลต่อปริมาณของเชื้อมากนัก โดยอยู่ในช่วง 8.22-9.48 log 
CFU/ml ซึ่งจะเห็นว่าหัวมันสำปะหลังสายพันธุ์เกษตรพ้ืนบ้านจะตรวจพบปริมาณของเชื้อมากที่สุดอยู่ที่ 
9.48±0.48 log CFU/ml  และเมื่อตรวจสอบปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่ 24 ชั่วโมงได้เปิดเผยว่าหัวมันสาย
พันธุ์เกษตรพื้นบ้านและเกษตรแดงนั้นให้ค่าน้ำตาลรีดิวซ์สูงสุดที่ 12.94-14.98 mg/ml รองลงมาคือ
กากมันอ่อนและหัวมันสำปะหลังสดสายพันธุ์ระยอง 72 อยู่ที ่ 10.20-10.90 mg/ml และแป้งมัน
สำปะหลังพบว่ามีน้ำตาลรีดิวซ์ต่ำที่สุดอยู่ที่ 7.79±2.02 mg/ml  

 

รูปที่ 4.3 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งที่แสดงออกหลังจากทำการเลี้ยงเชื้อในแหล่งคาร์บอนที่มาจาก
กระบวนการผลิตแป้งมันสำปะหลัง หัวมันสด และกากมันสำปะหลังอ่อน  (เมื่อกำหนด a, b 
และ c แทนการเปรียบเทียบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้ง ; A, B, และ C แทนการ
เปรียบเทียบปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์; x และ y แทนการเปรียบเทียบปริมาณเชื้อ) 

 

ซึ่งจากการทดลองครั้งนี้บ่งชี้ให้เห็นว่าเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 นั้น มีความ
ต้องการของแหล่งไนโตรเจนน้อย โดยสังเกตได้จากตัวอย่างของแป้งมันสำปะหลังที่ไม่มีการเติมแหล่ง
ไนโตรเจนเข้าไปในส่วนประกอบของอาหารเชื้อก็ยังสามารถที่จะเพิ่มจำนวนและผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง
แล้วหลั่งออกมา และยังเป็นไปได้ที่เชื้อนั้นจะสามารถใช้แหล่งไนโตรเจนจากกากมันอ่อนและหัวมันได้ 
จึงเกิดการเจริญทีสู่งกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมเฉพาะแป้งมันสำปะหลัง โดยในการทดลองครั้งนี้พบว่าใน
หัวมันสด หลังจากที่ทำการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นจะมีความไม่เป็นเนื้อเดียวกันเนื่องจาก เปลือก 
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กาก และส่วนหัวมันที่มีไฟเบอร์ ทำให้ยังมีลักษณะการจับตัวเป็นก้อนแม้จะทำการปั่นให้ละเอียดแลว้ก็
ตาม ส่งผลให้แป้งมันสำปะหลังยังคงเป็นตัวเลือกที่น่าสนใจ แต่ถ้าหากจะเลือกอีก 2 แหล่งก็ควรใช้กาก
มันอ่อน และหัวมันสำปะหลังสายพันธุ์ระยอง 72 และ/หรือสายพันธุ์เทียบเคียงระยอง  

นอกจากการใช้แป้งมันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอนทางเลือกเพ่ือทดแทนการใช้น้ำตาล
กลูโคสแล้ว ยังมีการรายงานการผลิตกรดแล็กติกโดยตรงจาก Lactobacillus amylophilus GV6 
สามารถใช้วัตถุดิบประเภทที่มีปริมาณแป้งสูงที่มีการปะปนโปรตีน ได้แก่ แป้งข้าวสาลี (Wheat flour) 
แป้งข้าวฟ่าง (Sorghum flour) แป้งมันสำปะหลัง (Cassava flour) แป้งข้าวเหนียวและข้าวเจ้า (Rice 
flour) และแป้งข้าวบาร์เลย์ (Barley flour) ซึ่งเป็นผลมาจากการสร้างเอนไซม์ย่อยแป้งในตัวเชื้อ 
(Vishnu et al., 2002) 

 

4.2.3 ผลของการศึกษาสัดส่วนความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลังต่อแหล่งไนโตรเจน
คัดเลือก 
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยหลักของ CCD บน 13 ชุดการทดลอง แสดงดัง ตารางที่ 4.1 

เมื่อทุก ๆ สูตรอาหารมีการเติมไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) 0.6% เพื่อทำหน้าที่เป็นแหล่ง
ฟอสเฟตและเพิ่มความเป็นบัพเฟอร์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และมีค่า pH เริ่มต้น เท่ากับ 8.50 จะเห็นว่าตัว
แปรที่ส่งเสริมการสร้างกิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดคือ การเติมแป้งมันสำปะหลัง 4.5% (w/v) และสาร
สกัดยีสต์ชนิด FP101 ปริมาณ 0.13% (w/v) (สูตรที่ 8) ซึ่งต่อมาได้ปรับสูตรเป็นการใช้สารสกัดยีสต์ 
FP101 ที่ความเข้มข้น 0.1% (w/v) เพื่อความสะดวกในการเตรียมและลดราคาต้นทุนลง ไม่พบความ
แตกต่างของกิจกรรมของเอนไซม์ที่แสดงออกอย่างมีนัยสำคัญ (p > 0.05) โดยกำหนดอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่ใช้ส่วนประกอบหลักทั้ง 2 ชนิดนี้ว่า Developed RAM หรือ dRAM ซึ่งจะมีการปรับเปลี่ยนส่วนผสม
ไปตามความต้องการใช้งานตามวัตถุประสงค์อีกต่อไป เมื่อพิจารณาค่าต่าง ๆ ใน ตารางที่ 4.1 พบว่า
เมื่อปริมาณแป้งเพิ่มมากขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ ก็ส่งผลให้มีการพบปริมาณของแป้งคงเหลือในส่วนของ
เอนไซม์สกัดมากยิ่งขึ้น โดยพบว่าความเข้มข้นที่ไม่พบแป้งคงเหลือก็คือ เมื่อมีแป้งเริ่มต้นเข้มข้น 1% 
(w/v) โดยจะต้องมีปริมาณของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมด้วยซึ่งในที่นี้คือ 1.3% (w/v) สำหรับความ
เข้มข้นของสารสกัดยีสต์ FP101 นั้นจะมีความเก่ียวข้องกับการผลิตกรด โดยพบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้น
มากขึ้นก็จะพบว่าค่าของ pH จะมีการลดน้อยลงถึงแม้จะมีการใช้แป้งเริ่มต้นในปริมาณที่เท่าเทียมกัน 
ยกตัวอย่างเมื่อเทียบ สูตรที่ 1 (ph 6.50) กับ สูตรที่ 10 (pH 4.04) เป็นต้น และเมื่อให้แหล่งคาร์บอน
และไนโตรเจนในปริมาณท่ีมากเกินพอจะส่งเสริมให้เชื้อมีการผลิตกรดได้มากข้ึน เช่นในสูตรที่ 4 และ 6  

นอกจากการศึกษาแหล่งไนโตรเจนและแหล่งคาร์บอนแล้ว ปัจจัยอื่น ๆ ที่มีผลต่อการ
ผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งที่เหมาะสม เช่น ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิขณะการเลี้ยง ความเร็วใน
การตีกวนอาหารเหลว ระดับกล้าเชื้อเริ่มต้น และยังมีการศึกษาในด้านของการเพิ่มเติมสารทั้งที่เ ป็น
อินทรีย์ และสารอนินทรีย์ โดยการหาสภาวะที่เหมาะสมพบว่า Bacillus subtilis strain-MK1 มี

การศึกษา 4 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้น Beef extract และปริมาณแร่ธาตุ MgSO4⋅7H2O หรือ K2HPO4   



 
 

ตารางท่ี 4.1 แสดงผลสัดส่วนความเข้มข้นแป้งมันสำปะหลังและสารสกัดยีสต์ที่มีต่อการสร้างเอนไซม์ย่อยแป้ง 
 

ชุดการ
ทดลอง 

(แผน CCD) 

แป้ง 
มันสำปะหลัง 

(% w/v) 

สารสกัดยีสต์ 
ชนิด FP101  
(% w/v) 

ค่ากิจกรรม 
ของเอนไซม์  
(% w/v) 

ปริมาณ 
แป้งคงเหลือ 
(% w/v) 

ปริมาณ 
น้ำตาลรีดิวซ์ 
(mg/ml) 

ค่า 
pH 

ปริมาณ
เชื้อจุลินทรีย ์ 

(log CFU/ml) 
1 1.00 0.13 2.67±0.51 0.00±0.00 0.66±0.14 6.50 7.3 

2 2.75 0.32 2.83±0.36 0.05±0.00 0.54±0.14 4.03 11.5 

3 2.75 0.32 3.19±0.56 0.06±0.00 0.51±0.27 3.99 9.6 

4 5.22 0.32 3.95±0.26 0.77±0.05 0.62±0.18 3.96 10.8 

5 2.75 0.32 3.08±0.19 0.07±0.01 0.57±0.07 3.98 10.5 

6 4.50 0.50 4.04±0.27 0.37±0.05 0.59±0.47 3.96 10.9 

7 2.75 0.58 3.98±0.28 0.05±0.00 4.90±0.30 4.00 11.12 

8     4.50 0.13 8.10±2.82a 0.17±0.04 21.64±1.74 5.36 10.0 

9 0.28 0.32 1.98±0.49 0.02±0.01 0.78±0.10 5.84 10.7 

10 1.00 0.50 0.68±0.09 0.03±0.00 2.46±0.80 4.04 11.4 

11 2.75 0.32 3.03±0.29 0.04±0.00 4.65±0.30 3.98 11.4 

12 2.75 0.05 3.17±0.66 0.03±0.00 4.29±0.14 5.40 8.41 

13 2.75 0.32 3.06±0.29 0.05±0.00 5.11±0.56 3.98 11.4 
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และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเชื้อ โดยมีการใช้วิธีการทดลองแบบหนึ่งปัจจัยต่อเวลา (One-factor-at-
a-time) ผ่านการออกแบบการทดลองแบบพื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology) ที่
สามารถศึกษาได้มากกว่า 10 ปัจจัยในการทดลองเพียงรอบเดียว ทำให้ประหยัดเวลา แรงงาน และ
ทรัพยากร (Ahmed et al., 2019)  

 

4.2.4 ผลของชนิดและปริมาณแร่ธาตุที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 
หลังจากเติม FeSO4 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร dRAM อย่างละ0, 0.1, 1.0 และ 10 mM 

พบว่าเข้มข้นที่เหมาะสมของ FeSO4 ต่อการผลิตเอนไซม์อะไมเลส คือ 0.1 mM ซึ่งมีโอกาสผลิต     
อะไมเลสได้สูงสุดถึง 4.96±0.83 U/mL แต่ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (รูปที่ 4.4) นับว่าความ
เข้มข้นที ่สูงมากเกินไปจึงทำให้ได้กิจกรรมของเอนไซม์ต่ำที ่สุด และน้ำตาลรีดิวซ์ที ่ได้ก็ต่ำที ่สุด
เช่นเดียวกัน 

 
 

รูปที่ 4.4 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งในเอนไซม์สกัดหยาบ เมื่อเลี้ยงด้วยอาหารสูตร dRAM ที่มี 

FeSO4 เข้มข้น 0, 0.1, 1.0 และ 10 mM 24 ชั่วโมง ในสภาวะไร้ออกซิเจน อุณหภูมิ 35 ⸰ซ 
 

สำหรับการศึกษาไอออนแมกนีเซียมไอออนแสดงรูปที่ 4.5 พบว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร 
dRAM ที่มี MgSO4 ความเข้มข้น 0, 0.1, 1.0, 2.3 และ 10 mM เป็นส่วนประกอบ นั้นจะมีโอกาสผลิต
เอนไซม์ย่อยแป้งอยู่ในช่วง 3.99-4.70 U/mL ซึ่งถือว่าไม่มีความแตกต่างกัน แต่เมื่อพิจารณาปริมาณ
น้ำตาลรีดิวซ์ ซึ่งนับว่าเป็นอีกหนึ่งพารามิเตอร์ที่แสดงถึงกิจกรรมการย่อยแป้งที่เกิดขึ้นระหว่างการ
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เลี้ยงเชื้อ พบว่าการเติม MgSO4 จะได้ค่าสูงสุดอยู่ที่ 7 mg/mL  แต่เมื่อใช้ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
พบว่าจะเป็นความเข้มข้นที่สูงมากเกินไปจึงทำให้ได้กิจกรรมของเอนไซม์ต่ำที่สุด อยู่ที่ 2.0 6±0.39 
U/mL และปริมาณน้ำตาลลดลงเหลือ 0.63 mg/mL เพื่อดูผลการออกฤทธิ์ร่วมของแร่ธาตุทั้งสอง 
FeSO4 และ MgSO4 ต่อการผลิตเอนไซม์อะไมเลส จึงได้เลือกสัดส่วนจากความเข้มข้นที่เหมาะสม 1 
สัดส่วนมาศึกษา ได้แก่ FeSO4 และ MgSO4 อย่างละ 0.1 มิลลิโมลาร์ หลังการเลี้ยงพบว่ากิจกรรมของ
เอนไซม์นั้นไม่มีความแตกต่างกัน แต่ว่าปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นนั้นสูงขึ้นอย่างเห็นได้ชัด (รูปที่ 
4.6) 

 
 

รูปที่ 4.5 กิจกรรมของอะไมเลสที่พบในเอนไซม์สกัดหยาบ ที่มาจากการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร dRAM 
ที่มี MgSO4 เข้มข้น 0, 0.1, 1.0, 2.3 และ 10 mM หลังเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะ
ไร้ออกซิเจน อุณหภูมิ 35 ๐ซ 

 

จากการทดลองนี้เป็นไปได้ว่า FeSO4 และ MgSO4 จะส่งผล 2 อย่างที่แตกต่างกันต่อเชื้อและ
เอนไซม์ย่อยแป้ง โดยแร่ธาตุทั้งสองนั้นอาจจะไปกระตุ้นให้เชื้อมีการผลิตเอนไซม์ที่มากขึ้น หรืออาจจะ
ไปกระตุ้นการทำงานของเอนไซม์ระหว่างการเลี้ยงทำให้ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์หลังจากการเลี้ ยงนั้นมี
ปริมาณที่มากขึ้น โดยในเชื้อ Bacillus subtilis strain-MK1 ก็พบว่า Mg2+ นั้นก็ส่งกระตุ้นในการ
ทำงานและการผลิตของเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส (Ahmed et al., 2019) 
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รูปที่ 4.6 ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ และกิจกรรมของเอนไซม์ในตัวอย่างเอนไซม์สกัดหยาบ หลังการเลี้ยง
เชื้อใน dRAM ที่ไม่เติมแร่ธาตุกับสูตรที่เติม FeSO4 และ MgSO4 อย่างละ 0.1 mM 

 
4.2.5 ราคาของอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 

 จากอาหารเลี้ยงเชื้อแล็กติกสูตรมาตรฐาน (MRS) ได้มีการปรับปรุงให้มีราคาถูกลง แต่
ยังคงมีคุณสมบัติที ่จะส่งเสริมการเจริญของเชื้อผลิตกรดแล็กติกเรียกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS สูตร
ปรับปรุง (RAM) (ตารางที่ 4.2) เพื่อที่จะหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งที่เหมาะสม 
และลดราคาต้นทุนในส่วนของอาหารเลี้ยงเชื้อลงไปอีกระดับหนึ่ง จึงทำให้ได้อาหารเลี้ยงเชื้อ RAM สูตร
ปรับปรุงที่เติมแร่ธาตุ (deRAM) ที่มรีาคารวมต่อลิตรเท่ากับ 9.23 บาท เมื่อทำการปรียบเทียบราคาของ
อาหารสูตร dRAM กับอาหารเลี้ยงเชื้อแล็กติกสูตร MRS ที่มีราคา 108.46 บาท/ลิตร และอาหารเลี้ยง
เชื้อสูตร RAM ที่มีราคา 81.07 บาท/ลิตร จะพบว่าถูกลงถึง 11.7 และ 8.8 เท่า ตามลำดับ 
 

 4.2.6 ผลของการหาปริมาณเซลล์กล้าเชื้อเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 
พบว่าปริมาณกล้าเชื้อเริ่มต้นที่เหมาะสม 5-7% (v/v) (รูปที่ 4.7) เนื่องจากการมีเชื้อ

เริ่มต้น 5.5-5.9 log CFU/mL ด้วยปริมาตรที่ใช้ 5-10% (v/v) หลังจากที่เลี้ยงเพื่อผลิตเอนไซม์ย่อย
แป้งแล้วนั้นไม่มีความแตกต่างกัน ประโยชน์จากการศึกษาครั้งนี้คือการลดต้นทุนในส่วนการผลิตกล้า
เชื้อสำหรับการเลี้ยงเชื้อต่อเนื่องในภาชนะที่มีความจุมากขึ้น เช่น การขยายกำลังผลิตจากขวดรูปชมพู่
ขนาด 125 มิลลิลิตร ไปยังถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5, 10, 180 หรือ 1000 ลิตร ที่ 1% (v/v) ก็นับว่า
เป็นปริมาณที่มาก หากไม่มีการศึกษาปริมาณกล้าเชื้อที่เหมาะสมมาก่อนอาจจะทำให้ได้ผลผลิตที่ไม่
เป็นไปตามคาด หรือหากใช้มากจนเกินไปก็จะเป็นการสิ้นเปลืองทรัพยากรเกินกว่าที่ควร และอาจส่งผล
กับการพบเพดานขีดจำกัดการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในอาหารนั้น ๆ เนื่องจากมีเชื้อเริ่มต้นที่สูงอยู่แล้ว 
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จากการสืบค้นพบว่า ในเชื้อ Bacillus sp. R2 ได้มีการใช้กล้าเชื้อปริมาณ 4% (v/v) เพ่ือผลิตเอนไซม์อะ
ไมเลสในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 250 mL เขย่า 150 rpm เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ที่ pH 6 และอุณหภูมิ 40
๐ซ โดยมี น้ำตาลกลูโคสและโซเดียมไนเตรท เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนรอง (Choubane et al., 
2015)
 

ตารางท่ี 4.2 เทียบส่วนประกอบและราคาของอาหารลี้ยงเชื้อทั้ง 3 สูตร 
 

สูตรอาหาร 
 
 
 
ส่วนประกอบ 

อาหารเลี้ยงเชื้อแล็กติก 
สูตรมาตรฐาน 

(MRS) 
สูตรปรับปุรง MRS 

(RAM) 
สูตรปรับปรุง RAM 

(deRAM) 

ปริมาณ 
(กรัม/ลิตร) 

ราคา 
(บาท/ลิตร) 

ปริมาณ 
(กรัม/ลิตร) 

ราคา 
(บาท/ลิตร) 

ปริมาณ 
(กรัม/ลิตร) 

ราคา 
(บาท/ลิตร) 

Beef extract 10.00 34.00 - - - - 

Meat peptone 10.00 25.00 - - - - 

Yeast extract 5.00 12.90 3.00 7.74 - - 

Tryptone - - 5.00 19.50 - - 

K2HPO4 2.00 2.45 6.00 7.34 6.00 7.34 

Sodium citrate 2.00 11.60 - - - - 

Sodium acetate 5.00 5.10 - - - - 

tri-Ammonium citrate - - 1.00 45.50 - - 

MgSO4 ∙7H2O 0.1 0.14 0.57 0.75 0.57 0.75 

MnSO4 ∙ 4H2O 0.05 0.07 0.12 0.07 - - 

FeSO4 ∙ 4H2O - - 0.03 0.05 0.03 0.05 

Tween 80 1.00 1.60 - - - - 

Glucose 20.00 15.60 - - - - 

Cassava starch - - 10.00 0.14 45.00 0.63 

Yeast extract FP101 - - -  1.00 1.19 

ราคารวม - 108.46 - 81.07 - 9.23 
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โดยพบว่าสามารถเตรียมกล้าเชื้อสำหรับใช้ในการผลิตเอนไซม์ ที่มีปริมาณเชื้อเริ่มต้นที่ 5.3-
6.2 log CFU/mL โดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง ในสภาวะไร้
ออกซิเจน 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-14 ชั่วโมง จะได้เชื้ออยู่ที่ ช่วง 8-9 log CFU/mL จากนั้น
จึงปรับให้ความขุ่นของเชื้อ อยู่ในระดับ 0.5 McFarland scale จุดนี้จะมีเชื้ออยู่ที่ปริมาณ 6-7 log 
CFU/mL จากนั้นเจือจางลงอีก 10 เท่า ในอาหารเลี ้ยงเชื ้อสูตร deRAM หรือ สารละลาย NaCl 
เข้มข้นร้อยละ 0.85% (w/v) จะทำให้ได้กล้าเชื้อที่อยู่ในช่วงประมาณ 5-6 log CFU/mL 

 
 

รูปที่ 4.7 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งที่พบในเอนไซม์สกัดหยาบ ที่มาจากการใช้กล้าเชื้อเริ่มต้นที่
ประมาณ 6 log CFU/mL หลังเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะไร้ออกซิเจน อุณหภูมิ 
35 ๐ซ 

 
4.2.7 ผลของการการเลี้ยงเพื่อผลิตเอนไซม์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ  

เป็นทดลองเลี้ยงเชื้อในระดับสเกลที่ใหญ่ขึ ้นจากในขวดรูปพู่ขนาด 125 หรือ 250 
มิลลิลิตร เป็นการเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้ปริมาตร 3 ลิตร ที่มีการตีกวนความเร็วรอบ 150 
รอบต่อนาที พบว่าการใช้ กล้าเชื้อที่มีเซลล์เข้มข้น 6 log CFU/mL ปริมาตร 5 % (v/v) ใช้สูตรอาหาร 
deRAM  ใน 1 ลิตรจะประกอบด้วย แป้งมันสำปะหลัง 45 กรัม สารสกัดยีสต์ FP101 1 กรัม K2HPO4 
6 กรัม FeSO4  (0.03 กรัม) และ MgSO4 (0.025 กรัม) ความเข้มข้นอย่างละ 0.1 มิลลิโมลาร์ โดยมี 
pH เริ่มต้น 8.50 (หลังออโต้เคลฟจะได้ pH 7.9-8.0)  
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เมื่อพิจารณากิจกรรมของเอนไซม์ เริ่มต้นจากที่เวลา 0 ชั่วโมงพบว่ามี 0.444 U/mL 
จากนั้นจึงพบการเพิ่มขึ้นแบบเอ็กโพเนนเซียลของกิจกกรมของเอนไซม์ จาก 1.164 U/mL ในชั่วโมงท่ี 
10 กลายเป็น  16.28 ถึง 18.97 U/mL ในชั่วโมงท่ี 16- 22 ชั่วโมง ตามลำดับ (รูปที่ 4.8) ซึ่งนับว่าเป็น
ช่วงที่ตรวจวัดปริมาณกิจกรรมของเอนไซม์ได้สุดสุด โดยเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณของเชื้อจะพบว่า 
16-22 ชั่วโมงนั้น จะอยู่ในช่วงของการเจริญในช่วงท้ายจนถึงช่วงที่เชื้อเข้าสู่สภาวะนิ่ง  โดยค่า  pH ลด
ต่ำอย่างรวดเร็วจาก 6.5 เป็น 5.4 ที่ 16-22 ชั่วโมง นอกจากนี้พบว่าการเอนไซม์ย่อยแป้งของเชื้อแบบ
ในแต่ละรอบนั้นอาจจะมีความแตกต่างกัน จากประสบการณ์ที่ตรวจวัดได้คือ เริ่มสร้างในปริมาณน้อย 
ที่ช่วงเวลา 8-10 ชั่วโมง และจึงเริ่มผลิตเอนไซม์ด้วยอัตราที่สูงขึ้น ที่ช่วงเวลา 12-16 ชั่วโมง เมื่อติดตาม
ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์พบว่า เมื่อถึงจุดหนึ่งเชื้อจะมีการใช้น้ำตาลรีดิวซ์เพ่ือเปลี่ยนไปเป็นกรดแล็กติกมาก
กว่าการผลิต อีกข้อสังเกตหนึ่งคือความหนืดที่ลดลงนั้นก็ชี้ให้เห็นการเกิดกิจกรรมการย่อยแป้ง ซึ่งการ
ผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งที่มีรูปแบบเวลาลักษณะนี้ก็มีการพบและได้รายงานของ Giraud et al., (1991) 
ว่า เชื้อ Lactobacillus plantarum A6 นั้นมีการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งโดยที่แม้จะอยู่ในช่วงที่เป็นช่วง
นิ่งของการเจริญ (stationary phase) แสดงให้เห็นว่าการผลิตเอนไซม์และการย่อยแป้งนั้นไม่ได้ถูก
จำกัดโดยการเจริญของเชื้อชนิดนี้เพียงอย่างเดียว โดยการเลี้ยงในระดับนี้จะทำเพื่อพัฒนากรรมวิธีการ
ผลิตเอนไซม์หากต้องการใช้ประโยชน์ในปริมาณมากในครั้งเดียวเช่น เพื่อการนำไปใช้ย่อยหัวมัน
สำปะหลัง การผลิตแป้งต้านทาน การผลิตกรดแล็กติก และการทำบริสุทธิ์เอนไซม์ เป็นต้น  
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รูปที่ 4.8 แผนภูมิแสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ค่า pH และปริมาณเชื้อ ที่เกิดระหว่างการเลี้ยงเชื้อใน
เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาดถังหมัก 5 ลิตร ด้วยปริมาตร 3 ลิตร เป็นวลา 24 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ตีกวนที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที 

 
4.3 การจัดจำแนกกิจกรรมย่อยแป้ง (Amylolytic activity) ในส่วนของเอนไซม์สกัดหยาบที่ผลิต

โดยเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 
จากการใช้ชุดทดสอบทางการค้าทั้ง 4 ชนิด พบว่าเอนไซม์สกัดหยาบนั้นมีการทำปฎิกิริยา

ย่อยสารตั้งต้นในชุดทดสอบแอลฟา-อะไมเลส เบต้า-อะไมเลส และพูลูลาเนส (รูปที่ 4.9) เมื่อพิจารณา
ที่ฐานความเข้มข้นของโปรตีนจะได้ค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ จะได้ผลว่าเอนไซม์สกัดหยาบแสดง
ค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลสอยู่ที่ 0.558±0.041 Ceralpha U/mg เบต้า-อะไมเล
สอยู่ที่ 0.054±0.009 Beta U/mg และพูลูลาเนสอยู่ที่ 0.120±0.012 PU/mg ซ่ึงก็ได้มีการพบการผลิต
เอนไซม์กลุ่มนี้จากแบคทีเรียผลิตกรดแล็กติก เช่น Lactococcus lactis IBB500 นั้นมีการผลิตเอนไซม์ 
แอลฟา-อะไมเลส (Wasko et al., 2010) Lactococcus lactis subsp. lactis B84 นั้นก็มีรายงานว่า
พบการสร้าเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส และอะไมโลพูลูลาเนส (Petrov et al., 2008) โดยพบว่าเชื้อผลิต
กรดแล็กติกบางสายพันธุ์สามารถผลิตกรดแล็กติกได้จากแป้งโดยตรงในการเลี้ยงขั้นตอนเดียว จากที่มี
การรายงานไว้ เช่น เชื้อ Lactobacillus plantarum A6 นั้นมีการผลิตเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลสที่หลั่ง
ออกภายนอกเซลล์ (Giraud et al.,1991), ,Lactobacillus amylovorus (Zhang and Cheyran, 
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1991), และ Streptococcus bovis (Narita et al.,2004) ที่สามารถใช้แป้งละลายน้ำและแป้งดิบเป็น
วัตถุดิบได้ โดยในส่วนของพูลูลานสนั้นพบว่าเชื้อ Lactococcus lactis IBB 500 ในส่วนของเอนไซม์
สกัดหยาบนั้นมีการผลิตเอนไซม์พูลูลาเนสชนิดที่ 1 (Wasko et al., 2011)  
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.9 แสดงผลกิจกรรมของเอนไซม์ที่ได้จากการทดสอบชุดทดสอบทางการค้าที่ทดสอบในตัวอย่าง

เอนไซม์สกัดหยาบ  
 

4.4 การทำบริสุทธิ์เอนไซม์ย่อยแป้ง 
4.4.1 การทดลองตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

ตัวอย่างเอนไซม์สกัดหยาบมาจากการเลี ้ยงเชื ้อ Streptococcus sp. SUT 513 ใน
อาหารเหลวสูตร deRAM หลังจากผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มอ่ิมตัว 80-100% มี
การนำไปหากิจกรรมของเอนไซม์แบบหยาบ (โดยใช้แป้งละลายน้ำเป็นสารตั้งต้นในการทดสอบ) และ
ปริมาณโปรตีนเพื่อหาค่ากิจกรรมจำเพาะโดยแสดงผลในตารางที่ 4.3 โดยเมื่อพิจารณาผลการทดลอง
จากในตารางพบว่า ในตัวอย่างการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 80%ความอิ่มตัวหลังทำการ
ไดอะไลซิสแล้ว นำไปหากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งพบว่า มีปริมาณของค่ากิจกรรมจำเพาะอยู่ที่ 
18.79±7.17 ยูนิตต่อมิลลิกรัมของโปรตีน มีค่าความบริสุทธิ์เพิ่มมากข้ึน 3.14  เมื่อได้ช่วงความเข้มข้นที่
เหมาะสมแล้วจึงได้เลือกทำการตกตะกอนที่แอมโมเนียมซัลเฟต 80% ความอิ่มตัว จึงนำไปศึกษา
คุณลักษณะของเอนไซม์ในขั ้นต่อไป โดยทำการศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์สกัดหยาบที่ได้และ
เอนไซม์ที่ผ่านการทำบริสุทธิ์ได้ในข้ันต่อไป 
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ตารางท่ี 4.3 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 
 

ขั้นตอน 
ปริมาตร 
(mL) 

กิจกรรมของ
เอนไซม์

โดยรวม (U) 

ปริมาณของ
โปรตีน (mg) 

ค่ากิจกรรมจำเพาะ
ของเอนไซม์ 

(U/mg) 

ค่าความ
บริสุทธิ์ 
(เท่า) 

Yield 
(%) 

Crude enzyme 
and Dialysis 

100 24.00±9.00 4.00±0.00 5.99±2.19 1.00 100.0 

80% Saturated 
(NH4)2SO4 

8 20.40±7.84 1.12±0.00 18.79±7.17 3.14 85.0 

80-100% 
Saturated 
(NH4)2SO4 

4.5 1.08±0.05 0.27±0.05 3.81±0.63 0.64 4.5 

  

 
4.5 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซม์ย่อยแป้งที่ผลิตและเก็บเกี่ยวได้ 

4.5.1 ผลของ pH ที่มีต่อเสถียรภาพและการทำงานของเอนไซม์สกัดหยาบ 
หลังจากที่บ่มในสภาวะ pH ต่าง ๆ ที่ 4๐ซ เป็นเวลา 30 นาที พบว่าหลังปั่นเหวี่ยงเกิด

การตกตะกอน ซึ่งจะพบแนวโน้มว่าในส่วนตะกอนจะมีปริมาณโปรตีนน้อยกว่าส่วนใส แสดงให้เห็นว่า
เมื่อ pH เปลี่ยนแปลงไปก็จะเกิดการตกตะกอนของเอนไซม์ลงมาปริมาณเล็กน้อย เมื่อพิจารณา รูปที่ 
4.10 พบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งในส่วนใสนั้นมีมากกว่าในส่วนตะกอน ประมาณ 10 -14 
เท่า โดยการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าที่ส่วนของตะกอน ค่า pH ช่วง 3.0 พบกิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดอยู่
ที่ 1.04 U/ml นอกจากนั้นในช่วง pH 3.5-9.0 พบกิจกรรมของเอนไซม์ในส่วนตะกอนเพียงเล็กน้อย 
โดยพบว่าเมื่อ บ่มเอนไซม์ไว้ที่ pH 5.5 จะพบว่าในส่วนน้ำมีกิจกรรมของเอนไซม์สูงที่สุด โดยถ้าสูงหรือ
ต่ำกว่านั้นค่าก็จะลดลง นั่นแสดงให้เห็นถึงความเสถียรของเอนไซม์ที่มี อยู่  มีการรายงาน เอนไซม์พูลู
ลาเนสชนิดที่ 1 ที่สร้างโดย Bacillus pseudofirmus 703 นั้นผลิต ที่สามารถทำงานได้ดีในช่วง pH 
7.0-8.0 และยังสามารถรักษาเสถียรภาพได้กว่า 80% หลังจากเอนไซม์นั้นถูกบ่มที่ pH 5.5-9.5 เป็น
เวลา 12 ชั่วโมง (Lu et al., 2018) 
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รูปที่ 4.10 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งของเอนไซม์สกัดหยาบที่ผ่านการบ่มภายใต้สภาวะ pH ต่าง ๆ  
 

4.5.2 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซม์ที่ทำบริสุทธิ์ได้ขั้นต้น ที่ได้มาจากการตกตะกอน
ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความอิ่มตัว 80% และตกตะกอนต่อเนื่องที่ ความอิ่มตัว 
80-100% 
ก. การศึกษาการทำงานของเอนไซม์ที่สภาวะความเป็นกรด-ด่าง ต่าง ๆ  
หลังจากที่ผ่านการตกตะกอนเกลือ เอนไซม์ที ่ผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม

ซัลเฟต 80% ความอิ่มตัว ที่ผ่านการทำไดอะไลซิสแล้ว จะถูกเรียกว่า “เอนไซม์-80” และในส่วน
ตะกอนที่ที่ได้จาก 80-100% ความอิ่มตัว และผ่านการไดอะไลซิส จะเรียกว่า “เอนไซม์-100”  หลัง
การไดอะไลซิส และทำปฏิกิริยากับน้ำแป้งละลายน้ำที่สภาวะความเป็นกรด-ด่าง pH 3.0-9.0 เมื่อเทียบ
กับตัวควบคุม ที่ค่า pH เท่ากับ 7.0 (100%) พบว่า เอนไซม์-80 มีค่ากิจกรรมสูงสุดของเอนไซม์ อยู่ที่ 
pH 5.0 (115%) และ 7.2 (117%) (รูปที่ 4.11) ซึ่งมีความใกล้เคียงกับจุดที่เหมาะสมของ พูลูลาเนสที่
ผลิตจากเชื้อ Bacillus acidopullulyticus และเชื้อ Bacillus methanolicus PB1 ทีม่ีการรายงานว่า
ทำงานได้ดีช่วง 5.0-5.5 (Chen et al., 2015; Zhang et al., 2020) เบต้า-อะไมเลสที่มีการายงานว่า
อยู่ในช่วง pH 4.6-5.0 (Sivaramakrishnan et al, 2006) และแอลฟา-อะไมเลสที่ อยู่ในช่วง pH 6.7-
7.0 (Sundarram and Murthy, 2014) โดยส่วนของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟ
ตอิ่มตัว 80-100% นั้นมีการทำงานได้สูงที่สุดในช่วงค่าความเป็นกรดด่าง  5 ถึง 7.2 จะมีค่ากิจกรรม
สัมพัทธ์ของเอนไซม์อยู่ที่ 100 ถึง 109.32% 
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รูปที่ 4.11 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 80 และ 80-100% ความ

อ่ิมตัว และไดอะไลซิสทดสอบการทำงานของเอนไซม์ที่ pH 3.0-9.0 ที่ 35๐ซ  
 

ข. การศึกษาการทำงานของเอนไซม์ที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
พบว่าในส่วนของค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 80%

ความอิ่มตัว นั้นมีแนวโน้มที่สูงขึ้นที่ อุณหภูมิ 40๐ซ ที่ 130% เมื่อเทียบกับจุด 30๐ซ ส่วนค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 80-100% ความอิ่มตัว นั้นสูงสุดที่ 70 องศา
เซลเซียส ที่ 169% เมื่อเทียบกับจุด 30๐ซ ซึ่งคล้ายกับจุดสูงสุดของแอลฟา-อะไมเลสที่มาจาก Bacillus 
amyloliquefaciens ที่อยู่ที่ ประมาณ 65 ๐ซ (Syu and Chen, 1997) รูปที่ 4.12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.12 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 80 และ 80-100% ความ-

อิ่มตัว หลังไดอะไลซิส เมื่อบ่มปฎิกิริยาที่อุณหภูมิต่าง ๆ ในช่วง 30-100๐ซ เป็นเวลา 30 
นาที ที่ pH 7.20 
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ค. การศึกษาผลของไอออนโลหะและสารคีเลต และความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนที่
มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 
ในตัวอย่างเอนไซม์-80 และเอนไซม์-100 นั้นมีลักษณะรูปแบบของการกระตุ้นและ

ยับยั ้งการทำงานของเอนไซม์ในสารตั ้งต้นที ่เติมไอออนและสารคีเลทติ ้งที ่ความเข้มข้น 10 mM 
คล้ายคลึงกัน พบว่า Mg2+ นั้นมีความสามารถกระตุ้น กิจกรรมของเอนไซม์สัมพัทธ์เมื่อเทียบกับตัวอย่าง
ควบคุมท่ีไม่มีการเติมไอออน อยู่ที่ 204% และ 191% นอกจากนี้พบว่า EDTA นั้นยังมีความสามารถใน
การกระตุ้นที่ 246% และ 267% (รูปที่ 4.13) โดยในตัวอย่างไอออนที่มีแนวโน้มแสดงผลยับยั ้งใน
ตัวอย่างเอนไซม์-100 คือ Fe2+ ที่ทำให้กิจกรรมของเอนไซม์นั้นลดลงเหลือการทำงาน 78%  

 

รูปที่ 4.13 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 80% และไดอะไลซิส 
ตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80-100% หลังไดอะไลซิสและทำการบ่มทำปฎิกิริยา
ในสารละลายแป้งที่มีไอออนหรือสารคีเลตความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
 

จากผลการทดลองของค่ากิจกรรมของตัวอย่างเอนไซม์ -80 พบว่า จากตัวควบคุมที ่มี
กิจกรรมของเอนไซม์จำเพาะอยู่ที่ 18.794±7.169 U/mg ไอออนหรือสารคีเลตที่มีผลกระตุ้นการทำงาน
ของเอนไซม์ ได้แก่แคลเซียม แมกนีเซียม และ EDTA โดยในส่วนเมื่อทำการทดสอบเพิ่มเติม ที่ความ
เข้มข้น 1 mM แคลเซียม (174%) จะมีการกระตุ้นการทำงานมากว่า EDTA (92%) (รูปที่ 4.14) จาก
ผลการทดลองของค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวร้อยละ 80-
100 และผ่านการทำไดอะไลซิสพบว่า ไอออนหรือสารคีเลต ที่มีผลกระตุ้นการทำงานของเอนไซม์ในทุก
การทดลองได้แก่ แคลเซียม แมกนีเซียม และ EDTA โดยจากที่ EDTA ให้ผลกระตุ้นการทำงานของ
เอนไซม์ประมาณ 20 เท่า ซึ่งมากกว่า แคลเซียมไอออน ที่กระตุ้น 10 เท่า ที่ความเข้มข้นเดียวกัน ที่
ความเข้มข้น 10 mM (รูปที่ 4.14) 
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รูปที่ 4.14 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 80 และ80-100% ความ
อ่ิมตัว และไดอะไลซิส ที่เกิดขึ้นในสารละลายแป้งที่มีแคลเซียมไอออนความเข้มข้นต่างกัน 

 

จากผลของ EDTA เอนไซม์ที่เราพบนี้อาจจะมีโอกาสทำงานได้ในสภาวะที่ไร้ไอออนประจุ 2 
บวก และมีสิทธิ์เป็นไปได้ที่ EDTA นั้นจะไปคเีลตกับ สารประจุบวกท่ีอาจจะแสดงผลยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซม์ทำให้ การทำงานของเอนไซม์สูงมากขึ้นจากการสืบค้นพบว่า  Bacillus pseudofirmus 703 มี
การผลิตเอนไซม์พูลูลาเนสชนิด I โดยมีการทำงานของเอนไซม์ที่ดี ณ 45 ๐ซ และยังคงมีการทำงานอยู่ที่ 
25-35 ๐ซ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และที่ pH 7.0-8.0 นั้นเหมาะสมกับการทำกิจกรรมของเอนไซม์ และ
เอนไซม ์พ ู ล ู ลา เนสจากเช ื ้ อขน ิดน ี ้ ย ั งคงสามารถทำงานได ้  แม ้อย ู ่ ใน  pH ช ่ ว ง  5.5-9.5 
โดยมีความต้านทานการคีเลตไอออนของ EDTA และทนสารลดแรงตึงผิวได้ (Lu et al., 2018)    
Thermococcus kodakarensis KOD1 เมื่อใช้ความเข้มข้นของไอออนและสารคีเลตติ้ง 5 mM พบว่า
การแสดงออกแบบยับยั้งของพูลูลาเนสใน EDTA (78·03%) Fe2+ (45·28%) การแสดงผลที่กระตุ้นการ
ทำงาน คือ Ca2+ (123·78%) และ Mg2+ (102·03%) (Han et al., 2013) 

ในการทดลองครั้งหนึ่งพบว่า EDTA มีผลลดการทำงานของเอนไซม์ลง ร้อยละ 20 ถึง 30 ซึ่ง
อาจจะมาจากการที่ตกตะกอนแล้วได้โปรตีนชนิดที่แตกต่างกันจาก 2 รอบก่อนหน้า ต้องมีการทดลอง
ซ้ำและทำบริสุทธิ์ แล้วยังพบอีกว่า การใช้บัฟเฟอร์ 1XPBS นั้นจะให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ได้ดีกว่า
การใช้บัฟเฟอร์ malate โดยคุณลักษณะของเอนไซม์อาจจะมีการแสดงออกที่ชัดเจนยิ่งขึ้น หากผ่าน
การทำบริสุทธิ์ขั้นตอนถัดไปจากนี้ 
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4.4.2 ผลการทำบริสุทธิ์โดยการใช้วิธีทางโครมาโทกราฟฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ 
หลังจากทำบริสุทธิ์เอนไซม์ขั ้นต้นด้วยการตกตะกอนโปรตีน และโครมาโทกราฟฟีแบบ

แลกเปลี่ยนประจุลบด้วยคอลัมน์ DEAE Sepharose Fast Flow เมื่อดูผลการทดลองจาก ตารางท่ี 4.4 
จะพบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลสในเกือบทุกส่วนของตัวอย่างที ่นำมาทดสอบ  
ยกเว้น ตัวอย่างเอนไซม์ที่ได้มาจากการทำบริสุทธิ์ในส่วนที่เกาะกับเรซิ่น (Bound purified protein) 
ซึ่งในตัวอย่างเอนไซม์ที่ได้จากการทำไดอะฟิเทรชั่นในส่วนที่ไม่ผ่านเมมเบรนขนาด 3 กิโลดาลตัน  
พบกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลสสูงสุด อยู่ที่ 5.41±0.32 ceralpha unit/mg และมีค่า
ความบริสุทธิ์อยู่ที่ 9.84 เท่า สำหรับตัวอย่างเอนไซม์ที่ได้มาจากการทำบริสุทธิ์ในส่วนที่ไม่เกาะเรซิ่น 
(Unbound purified enzyme) มีค่าความบริสุทธิ์อยู่ที่ 2.08 เท่า และกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์
แอลฟา-อะไมเลส อยู่ที่ 1.16±0.11 ceralpha unit/mg 

เมื่อพิจารณาผลการทำบริสุทธิ์จาก ตารางที่ 4.5 จะพบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์พูลูลาเนส
ในทุกส่วนของตัวอย่างที่นำมาทดสอบ ซึ่งในตัวอย่างเอนไซม์ที่ได้จากการทำไดอะฟิเทรชั่นในส่วนที่ไม่
ผ่านเมมเบรนขนาด 3 กิโลดาลตัน พบกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์พูลูลาเนสสูงสุดที่  1.10±0.18 
PU/mg และมีค่าความบริสุทธิ์อยู่ที่ 1.98 เท่า สำหรับตัวอย่างเอนไซม์ที่ได้มาจากการทำบริสุทธิ์ในส่วน
ที ่ไม่เกาะเรซิ ่น (Unbound purified enzyme) มีค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์พูลูลาเนส อยู ่ที่  
0.40±0.05 PU/mg และความบริสุทธิ์อยู่ที ่ 0.71 เท่า โดยหลังจากที่ทำบริสุทธิ์แล้วจึงนำไปศึกษา
คุณลักษณะทางชีวเคมีของเอนไซม์อีกต่อไป 
 

ตารางท่ี 4.4 ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลสในตัวอย่างที่ผ่านการทำบริสุทธิ์ 
 

ขั้นตอน 
ปริมาตร 

(ml) 

กิจกรรมโดยรวม
ของเอนไซม์ 

(Ceralpha unit) 

ปริมาณของ
โปรตีนโดยรวม 

(mg) 

ค่ากิจกรรม
จำเพาะของ

เอนไซม์ 
(Ceralpha 
unit /mg) 

ความ
บริสุทธิ์ 
(เท่า) 

Yield 
(%) 

เอนไซมส์กัดหยาบ 3,000 137.13±5.54 247.26±27.81 0.56±0.04 1.00 100 
เอนไซม์บริสุทธ์ิขั้นต้น  87.5 1.14±0.13 12.89±0.96 0.09±0.01 0.16 0.8 

เอนไซมส์่วนท่ีไมผ่่าน
เยื่อขนาด 3 กิโลดาล
ตัน 

10 1.62±0.11 0.30±0.00 5.41±0.32 9.84 1.2 

เอนไซมส์่วนท่ีผ่านเยื่อ
ขนาด 3 กิโลดาลตัน 

108 1.12±0.45 1.27±0.20 0.88±0.38 1.60 12.5 

เอนไซมส์่วนท่ีเกาะ 
กับเรซิ่น 

40 1.03±0.10 0.88±0.01 1.16±0.11 2.08 0.7 

เอนไซมส์่วนท่ีไม ่
เกาะเรซิ่น 

40 0.00±0.00 0.82±0.01 0.00±0.00 0.00 0 
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ตารางท่ี 4.5 ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์พูลูลาเนสในตัวอย่างที่ผ่านการทำบริสุทธิ์  
 

ขั้นตอน 
ปริมาตร 

(ml) 

กิจกรรมโดยรวม
ของเอนไซม์ 

(PU) 

ปริมาณของ
โปรตีน

โดยรวม (mg) 

ค่ากิจกรรมจำเพาะ
ของเอนไซม์ 
(PU/mg) 

ความ
บริสุทธิ์ 
(เท่า) 

Yield 
(%) 

เอนไซมส์กัดหยาบ 3,000 29.59±1.41 247.26±27.81 0.12±0.01 1.00 100 
เอนไซม์บริสุทธ์ิขั้นต้น  87.5 0.73±0.15 12.89±0.96 0.06±0.01 0.10 2.5 

เอนไซมส์่วนท่ีไมผ่่าน
เยื่อขนาด 3 กิโลดาล
ตัน 

10 0.33±0.05 0.30±0.00 1.10±0.18 1.98 1.1 

เอนไซมส์่วนท่ีผ่านเยื่อ
ขนาด 3 กิโลดาลตัน 

108 1.06±0.73 1.27±0.20 0.83±0.55 1.44 3.6 

เอนไซมส์่วนท่ีเกาะ
กับเรซิ่น 

40 0.35±0.05 0.88±0.01 0.40±0.05 0.71 1.2 

เอนไซมส์่วนท่ีไมเ่กาะ 
กับเรซิ่น 

40 0.27±0.15 0.82±0.01 0.33±0.18 0.59 0.9 

 

4.5.3 คุณลักษณะชีวเคมีของเอนไซม์ที่ผ่านการทำทำบริสุทธิ์โดยการใช้วิธีทางโครมาโท
กราฟฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ 
ก. ผลของความเป็นกรด-ด่าง (pH) ที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 

เมื่อพิจารณา รูปที่ 4.16ก ผลของค่า pH ที่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสใน
ตัวอย่างของเอนไซม์ที ่ได้จากการทำบริสุทธิ ์ในส่วนของโปรตีนที ่ไม่เกาะกับคอลัมน์  (Unbound 
purified enzyme) พบว่าใน Tris-HCl pH 9.0 ที ่25 mM ให้ค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์สูงสุดอยู่
ที่ 33±0.56 U/mg  แต่เมื่อเป็น 50 mM กลับพบว่ากิจกรรมจำเพาะของอะไมเลสนั้น กลับลดลงเป็น 
1.82±0.07 U/mg แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของบัพเฟอร์นั้น มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์  โดยอีก
หนึ่งข้อสังเกตคือเมื่อปรับค่า ของ Tris-HCl ให้มีความเป็นกรดมากขึ้นพบว่ามีแนวโน้มลดลงของ
กิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์อะไมเลสจาก 19.01±0.37 U/mg ที่ pH 8.0 เป็น 1.11±0.38 U/mg ที่ 
pH 7.0 ซึ่งเป็นไปตามปริมาณของ pH ที่มีการปรับให้ลดน้อยลงด้วย HCl และพบว่าในการทดสอบ
กิจกรรมของพูลูลาเนส ใน รูปที่ 4.15 ก็มีผลเช่นเดียวกัน เป็นไปได้ว่า คลอไรด์ไอออน (Cl-) ที่เกิดขึ้น
นั้นอาจจะไปยับยั้งการทำงานของเอนไซม์อะไมเลสและพูลูลาเนสได้ โดยพบว่าบัพเฟอร์ที่สนับสนุนให้
เกิดกิจกรรมของเอนไซม์ในระดับรองลงมาของเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส คือ Malate buffer ที่ pH 
8.0 ที่ความเข้มข้น 25 mM และในพูลูลาเนส คือ Malate buffer ที่ pH 6.0 ที่ความเข้มข้น 25 mM 
(รูปที่ 4.15ข) โดยมีการค้นพบว่า Bacillus pseudofirmus 703 นั้นผลิตเอนไซม์พูลูลาเนสชนิดที่ 1 ที่
สามารถทำงานได้ดีในช่วง pH 7.0-8.0 (Lu et al., 2018) 
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รูปที่ 4.15 ผลของ pH ในสารละลายบัพเฟอร์ชนิดต่าง ๆ ที่ส่งผลต่อกิจกรรมจำเพาะของแอลฟา- 
อะไมเลส (ก) พูลูลาเนส (ข) ในตัวอย่างส่วนที ่ไม่เกาะกับเรซิ ่น (Unbound purified 
enzyme) 
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ข. ผลของอุณหภูมิที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 
เมื่อแอลฟา-อะไมเลส ใช้ Malate buffer pH 8.0 ความเข้มข้น 25 mM และสำหรับ

พูลูลาเนส ใช้บัพเฟอร์โซเดียมอะซิเตท pH 5.0 ความเข้มข้น 50 mM การทดสอบ พบว่า แอลฟา-อะ
ไมเลสนั้นทำงานได้ดีที่อุณหภูมิ ช่วง 40-55๐ซ และที่ 75๐ซ ได้ในระดับเดียวกัน ในส่วนของพูลูลาเนส 
พบว่าสามารถทำงานได้ในช่วงกว้างตั้งแต่ 25-75 ๐ซ (รูปที่ 4.16) ด้วยระดับการทำกิจกรรมของเอนไซม์
ไม่แตกต่างกัน ซึ ่งได้ม ีรายงานเกี ่ยวกับพูล ูลาเนสที ่ทำงานได้ในอุณหภูมิต ่ำในเชื ้อ Bacillus 
methanolicus PB1 โดยสามารทำงานได ้ด ีในช ่วง 30 -50๐ซ ที่ pH 5.5 (Zhang et al., 2020)  
นอกจากนี้ยังมีรายงานมากมายเกี่ยวกับแอลฟา-อะไมเลสที่ทำงานได้ในอุณหภูมิช่วง 40-50๐ซ เช่น 
เชื้อ Lactobacillus plantarum แยกมาจากหัวมันสำปะหลังมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ย่อย
แป้งชนิดแอลฟา-อะไมเลสโดยทำงานได้ดีที่ pH 5.0 ที่อุณหภูมิ 55๐ซ (Giraud et al., 1991) 
 

รูปที่ 4.16 ผลของอุณหภูมิ ที่ส่งผลต่อกิจกรรมจำเพาะของอะไมเลสและพูลูลาเนส 

 

ค. ผลของไอออนชนิดต่าง ๆ และสารคีเลตที่มีต่อการทำงานของเอนไซม์ที่ทำบริสุทธิ์   
 พบว่า Fe2+ นั้นมีความสามารถในการกระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองชนิดในการ

ย่อยพูลูเลน และแป้งละลายน้ำ ภายใต้สภาวะของบัพเฟอร์และ pH ที่แตกต่างกัน โดย แอลฟา-อะ
ไมเลส มีกิจกรรมสูงขึ้นถึง 574.6% และพูลูลาเนส ก็มีกิจกรรมสูงขึ้นถึง 873.6% ส่วนของไอออนแล้ว
สารคีเลทติ้งที่แสดงออกถึงการยับยั้งจากมากไปน้อย ได้แก่ EDTA  Mn2+  Ca2+  Mg2+ ทำให้เอนไซม์
แอลฟา-อะไมเลส ทำงานได้ 3.2, 21.2, 52.6 และ 51.2% และส่งผลให้ทำให้เอนไซม์พูลูลาเนส ทำงาน
ได้ 8.3, 24.1, 56.2 และ 57.2% ซึ่ง EDTA นั้นถือว่าเป็นตัวจับประจุบวกที่รุนแรงสามารถยับยั้งการ

A A

A

a a a
a

a

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20

20 30 40 50 60 70 80

กิจ
กร

รม
จ้า

เพ
าะ

ขอ
งเอ

นไ
ซม์

 (U
/m

g)

อุณหภูมิ (๐ซ)

แอลฟา-อะไมเลส
พูลูลาเนส



45 
 

ทำงานของพูลูลาเนสชนิดที่ 1 ที่สร้างมาจากเชื้อ Bacillus methanolicus PB1 ให้เหลือการทำงาน
เพียง 21% (Zhang et al., 2020) แต่ว่าผลการยับยั้งโดย EDTA นั้นก็มีความหลากหลาย เช่น ในพูลู
ลาเนสที่มาจากเชื้อ Bacillus pseudofirmus 703 เป็นประเภทที่ทนต่อการคีเลทติ้งได้ (Lu et al., 
2018) แต ่ว ่ าพ ูล ูลา เนสท ี ่มาจากเช ื ้ อ  Geobacillus thermocatenulatus และ  Shewanella 
arctica นั้นพบว่า EDTA มีการตอบสนองแบบยับยั้งที่รุนแรงคล้ายคลึงกัน (Li et al., 2018; Elleuche 
et al., 2015). ซึ่งกลไลการทำงานของ EDTA ต่อตัวเอนไซม์ที่ผลิตได้จากเชื้อ Streptococcus sp. 
SUT 513 ยังคงเป็นที่น่าสนใจสำหรับการศึกษาอีกต่อไป 

รูปที่ 4.17 ผลของไอออน ที่ส่งผลต่อกิจกรรมจำเพาะของอะไมเลส และพูลูลาเนส  ในตัวอย่างของ
เอนไซม์ที่ไม่เกาะกับเรซิ่น (Unbounding purified enzyme) 

 

ง. รูปแบบโปรตีนจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคการเคลื่อนที่บนสนามไฟฟ้า 
เอนไซม์ผ่านการทำบริสุทธิ์พบรูปแบบของโปรตีนดังรูปที่ 4.18 จากการวิเคราะห์พบว่า 

โปรตีนช ่อง B คืออาหาร deRAM (ตัวอย ่างควบคุม ) ซึ ่งม ีสารสกัดย ีสต ์ (Yeast extract) เป็น
ส่วนประกอบ โดยพื้นฐานเป็นแหล่งไนโตรเจนให้กับจุลินทรีย์เนื่องจากมีโปรตีนและกรดอะมิโนอยู่มาก 
ส่งผลให้ย้อมติดสีบนเจลเป็นแนวกว้างได้ สำหรับเอนไซม์สกัดหยาบ (ช่อง C) ปรากฏแถบโปรตีนจำนวน
มาก แสดงถึงความเป็นไปได้ของการมีเอนไซม์ที่ถูกผลิตโดยแบคทีเรีย Streptococcus sp. SUT 513 
แต่ยังไม่สามารถระบุขนาดของเอนไซม์ได้อย่างชัดเจน เนื่องจากเป็นเอนไซม์สกัดหยาบและยังไม่ผ่าน
การทำบริสุทธิ์ เมื่อทำบริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ช่อง A) พบโปรตีนที่มีความ
ชัดเจนมากขึ้นในช่วง 45-100 กิโลดาลตัน (kDa) และชัดเจนมากยิ่งขึ้นที่โมเลกุลโปรตีนขนาด 28-30 
kDa โดยหลังจากการทำบริสุทธิ์ขั้นสุดท้ายด้วยวิธีโครมาโทรกราฟี (ช่อง Un) พบโปรตีนบริสุทธิ์หลักที่มี
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ขนาดคือ 68.9 kDa ซึ่งเปิดเผยว่ามีความเป็นไปได้ที่จะเป็นเอนไซม์พูลูลาเนส เพราะขนาดโปรตีนนี้มี
ความคล้ายคลึงกับเอนไซม์มาตรฐานพูลูลาเนสจาก Bacillus licheniformis ที่มีขนาด 64.7 kDa (ช่อง 
Pln) นอกจากนี้ยังพบโปรตีนขนาด 31.7 และ 33.4 kDa ที่ยังไม่สามารถบ่งชี้ชนิดของโปรตีนและ/หรือ
เอนไซม์อะไมเลสได้ เนื่องจากเอนไซม์มาตรฐานอะไมเลสจาก Bacillus licheniformis แสดงขนาด
โปรตีนอยู่ที่ 54.8 kDa (ช่อง AT)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.18 รูปแบบโปรตีนของเอนไซม์ที่ทำบริสุทธิ์ด้วยวิธีต่าง ๆ บนเจลอะคริลลาไมด์เข้มข้น 10% 
หมายเหตุ M: โปรตีนมาตรฐาน, B: อาหารเลี้ยงเชื้อ deRAM, C: เอนไซม์สกัดหยาบ, A: เอนไซม์ผ่าน
การทำบริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต, Un: เอนไซม์ทำบริสุทธิ์ด้วยโครมาโทกราฟีแบบ
ไอออนลบ (Unbound purified-enzyme), Pln: เอนไซม์มาตรฐานพูลูลาเนส และ AT: เอนไซม์
มาตรฐานแอลฟ่าอะไมเลส 

จากข้อมูลทางวิชาการของแบคทีเรียแล็กติกสายพันธุ์ Lactobacillus manihotivorans และ 
Lactobacillus sp. G3_4_1TO2 นั้น ได้มีการรายงานขนาดเอนไซม์แอลฟ่า-อะไมเลสเท่ากับ 135 
และ 95 kDa ตามลำดับ (Aguilar et al., 2000; Tallapragada et al., 2018) อีกทั ้งจากการศึกษา
ของ Waśko และคณะ (2011) พบเอนไซม์พูลูลาเนสจากแบคทีเรียแล็กติก Lactococcus lactis IBB 
500 ที่มวลโมเลกุล 74 kDa ซึ่งจะเห็นว่าทั้ง 2 ชนิดเอนไซม์ มีมวลโมเลกุลที่หลากหลายทางชีวภาพตาม
สายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียแล็กติก เพราะฉะนั้น การทำบริสุทธิ์เอนไซม์เพิ่มเติมและ/หรือการระบุชนิด
ของเอนไซม์ (Enzyme identification) ให้ชัดเจนยยิ่งขึ้นจากแบคทีเรียแล็กติก Streptococcus sp. 
SUT 513 ที่ใช้ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ควรได้รับการศึกษาเพ่ิมเติม 
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4.6 การทดสอบความสามารถในการย่อยหัวมันสำปะหลังสดและกากมันสำปะหลังท่ีได้จากบริษัทผู้
ร่วมทุนวิจัย 

4.6.1 การทดลองย่อยหัวมันสำปะหลังท่ีมีปริมาณแป้ง 10% (w/v) ขั้นต้น 
หลังจากที่เลี ้ยงเชื ้อ Streptococcus sp. SUT 513 เป็นเวลา 24 ชั ่วโมง ด้วยสูตร

อาหาร dRAM ด้วยกล้าเชื้อเริ่มต้นประมาณ 6 log CFU/mL ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ก่อนทำการพาสเจอไรส์อยู่ที่ 
0.80±0.02 U/mL และค่ากิจกรรมของอะไมเลสหลังทำการพาสเจอไรส์อยู ่ที ่ 0.66±0.02 U/mL 
จากนั้นก็ทำการย่อยกากมัน และหัวมันสำปะหลังโดยใช้ปริมาณเอนไซม์ดิบ โดยการใช้เอนไซม์ปริมาณ 
10% (v/v) โดยปริมาตรต่อปริมาตร ในหัวมันสำปะหลังที่มีแป้งอยู่ 10% เมื่อทียบให้ตัวอย่างที่ทดสอบ
มีน้ำหนักเป็น 1 กรัม เท่า ๆ กัน จะได้ว่า ก่อนย่อยมีน้ำตาลรีดิวซ์ 1.11±0.35 mg/mL  

 

รูปที่ 4.19 การทดลองย่อย หัวมันและกากมันโดยใช้ เอนไซม์ที่อยู่ในอาหารเหลวหลังการเลี้ยงเชื้อที่
ผ่านการพาสเจอไรส์โดยตรง 

 

หลังจากที่ทำการย่อยพบว่าหลังเติมเอนไซม์ดิบลงไปที่เวลา 0 ชั่วโมง พบน้ำตาลรีดิวซ์ 
1.851±0.028 mg/mL ที่เวลา 8 ชั่วโมง พบน้ำตาลรีดิวซ์สูงขึ้น เป็น 2.240±0.391 mg/mL ซึ่งสูงขึ้น
จากเดิม 17% และหลังจากที ่ทำการต้มแล้วกรองที ่เวลา 24 ชั ่วโมง พบว่าน้ำตาลสูงขึ ้นเป็น 
3.940±0.137 mg/mL ซึ่งสูงขึ้นจากเดิม 53% ในกากมันสำปะหลังที่มีแป้งอยู่ 4.5% (รูปที่ 4.19) เมื่อ
เทียบให้ตัวอย่างที ่ทดสอบมีน้ำหนักเป็น 1 กรัม เท่า ๆ กัน จะได้ว ่า ก่อนย่อยมีน้ำตาลรีดิวซ์ 
0.677±0.015 mg/mL หลังจากที่ทำการย่อยพบว่าหลังเติมเอนไซม์ดิบลงไปที่เวลา 0 ชั่วโมง พบ
น้ำตาลรีดิวซ์ 0.442±0.081 mg/mL ที่เวลา 5 และ 8 ชั่วโมงพบว่ายังมีปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์สูงขึ้นเพียง
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เล็กน้อย แต่ที่เวลา 24 ชั่วโมง พบน้ำตาลรีดิวซ์สูงขึ้น เป็น 1.721±0.327 mg/mL ซึ่งสูงขึ้นจากเดิม 
74% และหลังจากที่ทำการต้มแล้วกรองที่เวลา 24 ชั่วโมง พบว่าน้ำตาลสูงขึ้นเป็น 4.20±0.42 mg/mL 
ซึ่งสูงขึ้นจากเดิม 89% เมื่อเทียบกับท่ี 0 ชั่วโมง การย่อยด้วยเอนไซม์สกัดหยาบเพ่ือให้ได้น้ำตาลรีดิวซ์อ
อกมานั้นยังไม่มีความเสถียรเท่าที่ควรจึงแก้ปัญหาโดยการทำให้ตัวอย่างนั้นเข้มข้นขึ้นด้วยวิธีการระเหย
ด้วยเครื่อง Evaporator หรือการทำไลโอฟีไลซ์ (Lyophilization) นอกจากนี้ยังพบว่า ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์นั้นยังต้องควบคุมให้ดีกว่านี้ และควรปรับปริมาณแป้งให้สัมพันธ์กัน เนื่องจากในครั้งนี้จะพบว่า
มีแป้งเหลือในหัวมันสำปะหลังอยู่สังเกตจากความหนืดของตัวอย่างหลังจากที่ทำการย่อย 24 ชั่วโมง
และทำการต้มกรอง บางช่วงเวลาน้ำตาลรีดิวซ์มีการลดลงเช่น ในช่วงเวลา 24 ชั่วโมงในตัวอย่างหัวมัน
สำปะหลัง อาจจะมาจากการปนเปื้อนเชื้อที่ใช้น้ำตาลในภายหลัง หรือวิธีการเก็บตัวอย่างที่คลาดเคลื่อน 
ซึ่งจะต้องกลับไปทบทวนที่จุดนี้ต่อไป 
 

4.6.2 การทดลองย่อยหัวมันสำปะหลังที่มีปริมาณแป้ง 10% (w/v) ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาด 5 ลิตร โดยใช้เอนไซม์สกัดหยาบ 
ตัวอย่างหัวมันสำปะหลังล็อตเดียวกัน มีน้ำตาลรีดิวซ์ เริ ่มต้นอยู่ที่ 13.49 และ 8.37 

mg/mL ตามลำดับ โดยพบว่าหากใช้เอนไซม์ดิบหลังย่อยอาจจะมีน้ำตาลรีดิวซ์ที่ตรวจสอบได้เพิ่มขึ้น
หรือลดลง แต่สิ่งที่สังเกตได้ว่าเกิดการย่อยในตัวอย่างที่น้ำตาลรีดิวซ์ลดลง คือ ความหนืดที่ลดลงอย่างที่
เกิดในการย่อยครั้งที่ 2 และในบางกรณีเช่นในการย่อยครั้งที่ 1 พบว่าความหนืดลดลงอย่างมากและ 
pH ก็มีการลดลงเนื่องจากเชื้อแล็กติกในเอนไซม์ดิบยังสามารถย่อยแป้งและผลิตกรดได้อยู่ที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส จึงเกิดแนวคิดในการใช้เอนไซม์สกัดหยาบมาใช้ในการย่อยครั้งที่ 2 มีค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์อยู่ที่ 4.719 U/mL และมีน้ำตาลรีดิวซ์ 10.545 mg/mL และ การย่อยครั้งที่ 3 มีค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์อยู่ที่ 7.471 U/mL และมีน้ำตาลรีดิวซ์ 14.33 mg/mL (รูปที่ 4.20)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.20 ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ (mg/mL) และค่า pH หลังการย่อยหัวมันสำปะหลังสายพันธุ์ระยอง 

89 ด้วยเอนไซม์สกัดหยาบ 
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ซึ่งเมื่อผสมกับตัวหัวมันในสัดส่วนที่คำนวณไว้ ก็จะได้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์โดยรวมอยู่
ในช่วง 0.4-0.74 U/mL โดยพบว่าหลังการย่อยที่ 1 ชั่วโมงจนกระทั่งถึง 6 ชั่วโมงนั้นพบว่ามีปริมาณ
น้ำตาลรีดิวซ์ไม่แตกต่างกัน แต่สิ่งที่ต่างกันคือ ความหนืดที่ลดลงอย่างเห็นได้ชัดในชั่ วโมงที่ 3 และค่า 
pH พบว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลง ด้วยเหตุนี้การย่อยหัวมันสำปะหลังด้วยเวลา 3-4 ชั่วโมง จึงถือว่าเป็น
ช่วงเวลาที่เหมาะสม หลังจากมีการกรองและปั่นเหวี่ยงก็จะมีการนำส่วนน้ำไปพัฒนาเป็นอาหารเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์ เป็นแหล่งคาร์บอนที่เชิงซ้อน ในกลุ่มเชื้ อผลิตกรดแล็กติก เชื้อที่มีการผลิตเอนไซม์โปร
ตีเนส และรวมถึงยีสต์อีกต่อไปตามแต่ความต้องการ  
 

4.7 ผลเบื้องค้นของผลิตภัณฑ์ร่วมจากกระบวนการเลี้ยงแบคทีเรียแล็กติกเพื่อผลิตเอนไซม์ 
 

จากการที่พบว่าหลังจากการทดลองเลี้ยงเชื้อในแป้งมันสำปะหลังที่ความเข้มข้นต่าง  ๆ ใน
ขั้นตอนการพัฒนาสูตรอาหารสำหรับการผลิตเอนไซม์นั้น ในขั้นตอนการเตรียมเอนไซม์สกัดหยาบ
หลังจากท่ีทำการปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกส่วนใส และตะกอนเซลล์ออกจากกันพบว่า จะมีตะกอนแป้งที่ติดกับ
ตะกอนออกมาด้วยโดยที่ ตะกอนแป้งจะมีการเพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ เมื่อใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแป้งมัน
สำปะหลังเพิ่มมากขึ้น โดยพบว่าแป้งในส่วนนี้หลังจากที่ตกตะกอนมาแล้วนั้นเมื่อทำการต้มในน้ำเดอืด 
กลับเกิดการเจลาติไนซ์ได้ยากมากจนแทบไม่เกิดข้ึน จึงเกิดการเริ่มที่จะศึกษาตะกอนแป้งที่เป็นแป้งต้าน
การเจลาติไนซ์เหล่านี้ ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแป้งสูงขึ้นจากเดิม 4.5 เป็น 10% (w/v)  จากการเลี้ยงเชื้อ
เป็นเวลา 24 ชั่วโมงพบว่า เชื้อนั้นมีความสามารถในเจริญการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งและผลิตกรดแสดง
ในรูปที่ 4.21 และหลังการปั่นเหวี่ยงก็ได้ตะกอนแป้งออกมา ที่ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เมื่อใช้แป้งมัน
สำปะหลัง 10 กรัม เติมยีสต์ 0.1 กรัม จะได้ตะกอนแป้งหลังย่อยและอบแห้งที่ 3.55 กรัม และเมื่อใช้
แป้งมันสำปะหลัง 10 กรัม เติมยีสต์ 0.2 กรัม จะได้ตะกอนแป้งหลังย่อยและอบแห้งที่ 3.47 กรัม จึง
สรุปเลือกความเข้มข้นยีสต์ที่เหมาะต่อการขยายกำลังผลิตเป็น 5 ลิตร ที่ 1% (w/v) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.21 กิจกรรมของเอนไซม์ (U/mL) น้ำตาลรีดิวซ์ (mg/mL) ปริมาณเชื้อ (log CFU/mL) และค่า 
pH ของตัวอย่างที่ได้จากการเลี้ยงเชื้อ ในสภาวะไร้ออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 35๐ซ เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่มีแป้งมันสำปะหลัง 10% (w/v) และมีการเติมสารสกัด
ยีสต์ FP101 ที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน (ปริมาตร 200 มิลลิลิตร)  
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สำหรับการเลี ้ยงแบคทีเรียแล็กติก Streptococcus sp. SUT 513 ด้วยแป้งมันสำปะหลัง
เข้มข้น 10% ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแสดงลักษณะทางกายภาพ ณ ชั่วโมงท่ี 0, 12 และ 24 ดังรูปที ่4.22 
โดยชั่วโมงที่ 0 จะปรากฏลักษณะของอาหารเลี้ยงเชื้อจะหนืดใสมีสีน้ำตาลอันเนื่องมาจากแป้งมัน
สำปะหลังถูกเจลาติไนส์ (Gelatinized) และเฟอร์รัสซัลเฟต (FeSO4) ที่เป็นหนึ่งในส่วนประกอบอาหาร
ของเลี้ยงเชื้อที่ทำให้เกิดสี หลังจากท่ีได้ทำการเลี้ยงเชื้อได้ 12 ชั่วโมง จะพบว่า เกิดผลึก (อนุภาคสีขาว) 
เกิดขึ้นภายในระบบ และเพิ่มมากขึ้นเมื่อการเลี้ยงเชื้อผ่านไปจนถึง 24 ชั่วโมง รวมถึงอาหารเลี้ยงเชื้อ
แปลงสภาพเป็นของเหลวคล้ายน้ำแป้ง ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ปัจจัยทางชีวเคมีและจุลินทรีย์ พบความสัมพันธ์
ของปริมาณเชื้อ กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้ง ค่า pH ปริมาณคาร์โบไฮเดรตและปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์
ดังรูปที่ 4.23ก-ข  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.22 การเลี้ยงเชื้อ Streptococcus sp. SUT 513 เพ่ือผลิตเอนไซม์ที่มีกิจกรรมย่อยแป้งด้วยแป้ง

10% ในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นเวลา 0, 12 และ 24 ชั่วโมง  
 

จะเห็นได้อย่างชัดเจนว่าเมื่อเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ปริมาณเชื้อได้มีการเพ่ิมข้ึนถึง 1 log 
CFU/mL อันสอดคล้องกับการพบกิจกรรมการย่อยแป้ง 23.40±0.90 U/mL (รูปที่ 4.23ก) บ่งชี้ถึงการ
ผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งเมื่อมีการเจริญของเชื้อเกิดขึ้น ซึ่งสามารถยืนยันได้จากปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่
ลดลงถึง 7.88±0.40% พร้อมกับมีปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่เพ่ิมขึ้นเป็น 43.89±1.21 mg/mL (รูปที่ 4.23
ข) อันมีสาเหตุมาจากการย่อยแป้ง อีกทั้งช่วงเวลาที่ 4-8 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ ปริมาณน้ำตาลรดีิวซ์
คงที่ประมาณ 15.4 mg/mL คาดว่าน่าจะมีสาเหตุมาจาก เชื้อมีการใช้น้ำตาลที่เป็นแหล่งของคาร์บอน
สำหรับการเจริญ และจะเห็นได้ว่าหลังจากการเลี้ยงเชื้อ ณ ชั่วโมงที่ 16-24 ระดับของปริมาณเชื้อจะ

เริ่มคงที่ (~ 8.0-8.5 log CFU/mL) อีกทั้งกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งลดลงอย่างมีนัยสำคัญ (p > 
0.05) ด้วยจุดนี้อาจจะเป็นเพราะว่า ภาวะการณ์นำน้ำตาลไปใช้ของเชื้อลดน้อยลง ดังนั้น เชื้อไม่มีความ
จำเป็นต้องทำการย่อยแป้งเพื่อผลิตน้ำตาลสำหรับการนำไปใช้ในการเจริญอีกต่อไป โดยแท้ที่จริงแล้ว 
ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ก็มีระดับลดลงอย่างมีนัยสำคัญ (p > 0.05) เช่นเดียวกัน ปรากฏการณ์นี้น่าจะมา

ชั่วโมงท่ี 0 ชั่วโมงท่ี 12 ชั่วโมงท่ี 24 
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จาก เชื ้อนำน้ำตาลที่ดึงเข้าสู่เซลล์ไปทำการเปลี่ยนน้ำตาลให้เป็นพลังงาน หรือที่เรียกว่าการหมัก 
(Fermentation) ได้เป็นผลิตภัณฑ์คือ กรดแล็กติก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.23 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเชื้อต่อค่า pH และค่ากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้ง (ก) 
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณคาร์โบไฮเดรตและน้ำตาลรีดิวซ์ (ข) ณ เวลาในการเลี้ยงเชื้อ 24 
ชั่วโมง 

 

(ข) 

(ก) 
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ซึ่งจะเห็นได้ว่าค่า pH ของระบบการเลี้ยงเชื้อสุดท้าย (24 ชั่วโมง) ลดลงถึงสภาวะความเป็น
กรดอ่อนคือ 4.5 คาดว่าน่าจะเป็นผลมาจากปริมาณกรดแล็กติกที่เพ่ิมมากขึ้นจากการผลิตของเชื้อ เพ่ือ
ต้องการพลังงานในการนำไปใช้กิจกรรมอื่น ๆ เช่น แบ่งเซลล์ สร้างสภาวะความอยู่รอด หรือผลต 
bacteriocin เพราะฉะนั้น จะเห็นได้ว่าทั้ง 5 ปัจจัยสามารถเป็นดัชนีที่ใช้ในการติดตาม/บ่งชี้กิจกรรม

ของเชื้อสำหรับผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งได้ ทั้งนี้ จากปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่ยังคงเหลือ (~6%) ในระบบ
ของการเลี้ยงเชื้อ อีกท้ังเอนไซม์ที่เชื้อผลิตนั้นมีศักยภาพของกิจกรรมย่อยแป้งในกลุ่มเอนไซม์พูลูลาเนส 
แล้วเมื่อหยุดการเลี้ยงเชื้อทำให้พบว่า เกิดตะกอนสีขาวมีลักษณะเป็นสารชีวภาพกึ่งแข็ง (Semi-solid) 
ที่ก้นของถัง ทำให้คาดการณ์ว่า ตะกอนดังกล่าวนี้น่าจะเป็น แป้งต้านทานการย่อย ที่ถูกผลิตโดย
เอนไซม์พูลูลาเนส เนื่องจากเป็น Debranching enzyme ที่สามารถเข้าตัดโมเลกุลของอะไมโลเพคติน 
แล้วทำให้เกิดการจัดเรียงตัวใหม่ (Rearrangement) ของโมเลกุลอะไมโลสหรือเด็กซ์ตริน จนเหนี่ยวนำ
ให้เกิดการจัดโครงสร้างเป็นผลึกแป้งใหม่ในที่สุด โดยเรียกผลิตภัณฑ์นี้ว่า Dextrin retrogradation อัน
สอดคล้องกับลักษณะทางกายภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปลี่ยนเป็นของเหลวขาว เพราะปริมาณอะ
ไมโลเพคตินลดลงทำให้เกิดความหนืดลดลง 

เมื่อนำตะกอนแป้งมาทำการอบแห้งที่อุณหภูมิ 50๐ซ แล้วบดให้เป็นผง ผ่านตะแกรงร่อน 125 
ไมโครเมตร จะได้ผลิตภัณฑ์ร่วมดังรูปที่ 4.24ก โดยนำผลิตภัณฑ์นี้ ไปทำละลายกับที่ระดับความเข้มข้น 
1 และ 5% ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 95 ๐ซ  เป็นเวลา 30 นาที พบว่า ลักษณะทางกายภาพของก่อนและ
หลังทั้งใน 2 ระดับความเข้มข้น ไม่มีความแตกต่างกัน กล่าวคือ พบตะกอนแป้งจำนวมากตกอยู่ที่ก้น
ขวดรูปที่ 4.24ข-ค  จากนั้นนำตะกอนแป้งนี้ไปทำการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตและแป้งเปิดเผย
ว่า ผลิตภัณฑ์ร่วมนี้ มีองค์ประกอบที่เป็นคาร์โบเดรตและแป้งอยู่ 90.27±2.00% และ 89.99±1.22% 
เทียบกับแป้งมันสำปะหลังทางการค้าแสดงค่าที่มากกว่า 95% ของคาร์โบไฮเดรตและแป้ง (รูปที่ 4.25) 
เพราะฉะนั้น มีความเป็นไปได้ที่สูงมากสำหรับผลิตภัณฑ์ร่วม (Dextrin retrogradation) จะเป็นแป้ง
ทนย่อย และมีประเด็นที่น่าสนใจเพราะถูกผลิตด้วยการเลี้ยงแบคทีเรียแล็กติก ในปัจจุบัน คณะผู้วิจัย
ของ  Thakur (2021) ได ้ทำการผล ิต เอนไซม ์พ ู ล ู ลา เนสจาก  Bacillus subtilis 168 ด ้ วยว ิ ธี  
metagenome สำหรับการหลั่งเอนไซม์พูลูลาเนสในเชิงปริมาณเพื่อนำไปผลิตแป้งทนย่อย แต่ยังไม่มี
การายงานทางวิชาการที่ผลิตแป้งทนย่อยโดยตรงจากการเลี้ยงแบคทีเรียแล็กติก โดยตรง ซึ่งอาจจะเป็น
แนวทางนวัตกรรมใหม่ที่ประหยัดต้นทุน เวลา หรือค่าใช้จ่ายมากกว่าการใช้เทคโนโลยีระดับสูง อีกทั้ง
หากตะกอนแป้งได้รับการศึกษาต่อและพิสูจน์ได้ว่าเป็นแป้งทนย่อย จะถือเป็นข้อได้เปรียบในแง่ของการ
นำไปใช้ เพราะเนื่องจากแป้งทนย่อยได้ถูกนำไปใช้ประโยชน์ (Applications) ได้อย่างหลากหลาย ได้แก่ 
1.) พรีไบโอติก (Prebiotic) Rengadu et al., 2020) 2.) ผลิตภัณฑ์ซีเร ียลอัดแท่งแบบปลดปล่อย
น้ำตาลช้า (Gourineni et al., 2020) 3.) ป้องกันมะเร็งลำไส้ 4.) ป้องกันภาวะไขมันในเลือดสูง 
(Ashwar et al., 2016) จึงแหมาะแก่การที่จะนำส่วนผลิตภัณฑ์ร่วม (ตะกอนแป้ง) นี้ มาศึกษาต่อ
เพ่ือให้เกิดประโยชน์สูงสุด 
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รูปที่ 4.24 ผลิตภัณฑ์ร่วม [ตะกอนแป้ง] หลังการเลี้ยงเชื้อด้วยแป้งมันสำปะหลัง 10% ในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพเป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ก: ตัวอย่างที่ผ่านการบด/ตะแกรงร่อน 125 ไมโครเมตร, ข: 
ตัวอย่างแป้งก่อนการต้มในน้ำเดือด 30 นาที และ ค: ตัวอย่างแป้งหลังการต้มในน้ำเดือด 
30 นาท)ี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.25 ปริมาณคาร์ไบไฮเดรตและแป้งในผลิตภัณฑ์ร่วม [ตะกอนแป้ง] หลังการเลี้ยงเชื้อ ที่ 24 

ชั่วโมง เทียบกับแป้งมันสำปะหลังทางการค้า 

(ก) 

(ข) (ค) 
1% solid of 
coproduct 

5% solid of 
coproduct 

1% solid of 

coproduct 
5% solid of 

coproduct 



 
 

บทท่ี 5 
บทสรุปผลการวิจัย 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 

เชื้อผลิตกรดแอล-แล็กติกความบริสุทธิ์สูง (Streptococcus sp. SUT 513) แสดงศักยภาพใน
การผลิตเอนไซม์ที่มีกิจกรรมย่อยแป้ง โดยเชื้อสามารถใช้/และย่อยแหล่งคาร์บอน (สารตั้งต้น) ได้ทั้ง
แป้งมันสำปะหลัง หัวมันสำปะหลัง และกากมันสำปะหลัง ทั้งนี้อาหารเลี้ยงเชื้อ deRAM ที่พัฒนาขึ้น
จัดเป็นสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง ซึ่งมีส่วนประกอบดังนี้ แป้งมันสำปะหลัง 
สารสกัดยีสต์ชนิด FP101 ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต แมกนีเซียมซัลเฟต และเฟอรัสซัลเฟต ปริมาณ 
45.0, 1.0, 0.025 และ 0.03 กรัมต่อลิตร ตามลำดับ ซึ่งพบว่าราคาต้นทุนถูกลงถึง 11.7 เท่า เมื่อเทียบ
กับอาหารเลี้ยงเชื้อแล็กติกสูตรมาตรฐาน (MRS) จากการเลี้ยงเชื้อในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร
ด้วย deRAM ที่ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (pH 8.5) ในสภาวะไร้ออกซิเจนที่อุณหภูมิ 35๐ซ เป็นวลา 24 
ชั่วโมง พบกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้งอยู่ที่ 9.60±0.60 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และเม่ือปรับการเลี้ยงเชื้อสู่
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพปริมาตร 3 ลิตร พบกิจกรรมเอนไซม์ย่อยแป้งสูงสุดที ่17.61±1.91 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
ณ เวลา 16-22 ชั่วโมง จากการทำบริสุทธิ์เอนไซม์ด้วยวิธีการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 
80% และการทำไดอะฟิวเทชั่นพบว่า เอนไซม์มีความบริสุทธิ์สูงขึ ้น 10.8 เท่า และหลังจากการทำ
บริสุทธิ์ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีชนิดแลกเปลี่ยนไอออนลบได้แอลฟ่า-อะไมเลสที่มีความบริสุทธิ์ 2.08 เท่า 
และ 0.71 เท่าสำหรับเอนไซม์พูลูลาเนส ทั้งนี้คุณลักษณะทางชีวเคมีของเอนไซม์บริสุทธิ์ที ่ไม่เกาะ
คอลัมน์ (Unbound purified-enzyme) พบประเภทของเอนไซม์ที่มีกิจกรรมย่อยแป้ง 2 ชนิดหลักคือ 
แอลฟ่า-อะไมเลสที่ 0.52 ยูนิตแอลฟ่าต่อมิลลิลิตร และพูลูลาเนสที่ 0.12 ยูนิตพูลูลาเนสต่อมิลลิลิตร ซึ่ง
เอนไซม์อะไมเลสทำงานได้ดี (บนความเข้มข้นของสารละลายที่เท่ากัน 25 มิลลิโมลาร์) ณ อุณหภูมิ 40-
55 และ 75๐ซ ที ่ pH 8.0 ในสารละลายบัฟเฟอร์ Malate แต่จะทำงานได้ดีขึ ้นอีก 3.0 เท่า ใน
สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl ที่ pH 9.0 สำหรับกิจกรรมของพูลูลาเนสจะทำงานได้ดีที่ช่วงอุณหภูมิ 
25-75๐ซ ในสารละลายบัฟเฟอร์ Malate ที่ pH 6.0 และเพิ่มขึ้นเป็น 1.6 เท่า ในสารละลายบัฟเฟอร์ 
Tris-HCl ที่ pH 9.0 นอกจากนี้ไอออนของเฟอร์รัสจะสามารถกระตุ้นการทำงานของกิจกรรมเอนไซม์อะ
ไมเลสและพูลูลาเนสได้ 9 และ 6 เท่า ตามลำดับ ในขณะที่ไอออนของแคลเซียม แมกนีเซียม และ
โดยเฉพาะสารคีเลต EDTA มีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสอง เมื่อวิเคราะห์รูปแบบของโปรตีน พบ
โปรตีนขนาด 31.7, 33.4 และ 68.9 กิโลดาลตัน อย่างไรก็ตาม หลังจากการเก็บเกี่ยวเอนไซม์ พบ
ตะกอนเหลือทิ้งที่มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตและปริมาณแป้งมากกว่า 90% และเอนไซม์สกัดหยาบที่ได้มี
ศักยภาพในการย่อยหัวมันและกากมันสำปะหลัง ดังนั้น การศึกษาวิจัยในครั้งนี้พบว่า Streptococcus 
sp. SUT 513 สามารถผลิตเอนไซม์ซ่ึงมีศักยภาพในการพัฒนาเพ่ือที่จะทดแทนเอนไซม์ทางการค้า 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
 ประเด็นที่ 1 จากการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จะเห็นได้ว่า เอนไซม์ที่ทำผ่านการทำบริสุทธิ์ยังไม่
สามารถจำแนกมวลโมเลกุลของเอนไซม์แอลฟ่า-อะไมเลสได้อย่างชัดเจน พบแถบโปรตีนที่มวลโมเลกุล
33.4, 31.7, 29.8 และ 20 kDa เพราะฉะนั้น การทำให้บริสุทธิ์เพิ่มเติมและการกำหนดลักษณะของ
เอนไซม์ควรจะต้องได้รับการศึกษาให้ละเอียดมากยิ่งขึ้น อาทิ 1.) การศึกษารูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค 
SDS-PAGE แบบไม่เติมสารทำลายเสถียรภาพของโครงสร้างโปรตีน (Non-BME: non-reducing) ใน 
treatment buffer เพ ื ่อตรวจสอบความเป ็นหน ่วยย ่อยของเอนไซม์  (Enzyme subunit) หรือ 
การศึกษาด้วย Gel filtration เพื่อดูขนาดของโปรตีนที่ยังคงสภาพโครงสร้างสมบูรณ์ (Native form) 
ของเอนไซม์ 2.) การวิเคราะห์ SDS-PAGE แบบการย้อมของ Activity staining และ 3.) การระบุชนิด
ของโปรตีน (Protein identification) ด้วยการทำโปรตีโอมิกส์ (proteomics) เพื่อศึกษาโมเลกุลของ
โปรตีนบนพื้นฐานการเรียงตัวของกรดอะมิโน (Sequencing) เทียบกับฐานข้อมูลจีโนมิก (Genome 
sequencing database: NCBI) 

ประเด็นที่ 2 จะเห็นได้ว่าตัวอย่างตะกอนแป้งจากการหมักด้วยถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่ได้นั้น มี
ปริมาณแป้งในตัวอย่างเกิน 90% ซึ่งถือได้ว่าเป็นผลิตภัณฑ์ร่วม (Coproducts) ที่น่าสนใจแก่การ
ทำการศึกษาต่อโดยละเอียด เช่น 1.) ปริมาณแป้งทนย่อย (Resistant starch content) 2.) เทคนิค
การกระเจิงแสงด้วยมุมแคบ (Small Angle X-ray Scattering: SAXS) 3.) พฤติกรรมกับปัจจัยทาง
ความร้อน (Thermal behavior: Differential scanning calorimetry) 4.) พฤติกรรมการเกิดเจลของ
แป้ง (Rapid visco amylograph: RVA) 5.) ค่าดัชนีน้ำตาล (Glycemic index: GI-index) 6.) ดัชนี
การใช้แป้งทนย่อยต่อกิจกรรมจุลินทรีย์โพรไบโอติก (Prebiotic index/ probiotic activity) และอ่ืน ๆ 
เพื่อให้เกิดองค์ความรู้ของการใช้เอนไซม์จากจุลินทรีย์แล็กติกในอุตสาหกรรมอาหารและพลาสติก
ชีวภาพแขนงใหม่ ซึ่งในทางปฏิบัติของอุตสาหกรรมการผลิตกรดแล็ก-ติกนั้น ผลิตภัณฑ์ร่วมนี้จะถูก
กำจัดและไม่ได้นำมาใช้ประโยชน์ โดยทางคณะผู้วิจัยได้ตั้งข้อสันนิษฐานว่าผลิตภัณฑ์ร่วมนี้ อาจจะเป็น 
“แป้งทนย่อยที่ผลิตโดยแบคทีเรีย (Resistance starch induced by bacteria)” ในปัจจุบันยังไม่พบ
การรายงานทางวิชาการทั้งในและต่างประเทศที่เกี่ยวข้องกับการผลิตแป้งทนย่อยจากแป้งมันสำปะหลัง
โดยแบคทีเรียแล็กติกอย่างชัดเจน ทำให้เป็นจุดที่น่าสนใจสำหรับความเป็นไปได้ในการศึกษาวิจัยและ
พัฒนาต่ออย่างครบวงจร ที่เป็นการนำผลิตผลพลอยได้มาใช้ประโยชน์อย่างคุ้มค่า/สร้างมูลค่า อีกทั้งจะ
ทำให้แผนการวิจัยตอบโจทย์ยุทธศาสตร์หลักของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี บนฐาน SUT zero 
waste ตามการบริหารงานที่น้าสมัยและสร้างระบบนิเวศแห่งคุณภาพของการพัฒนาประเทศ อัน
สอดคล้องไปกับนโยบาย Zero Waste Thailand ของ สำนักงานการวิจัยแห่งชาติ (วช.) และทุนวิจัย
ด้านวิทยาศาสตร์ วิจัย และนวัตกรรม (ววน.) ที่มีวัตถุประสงค์และเป้าหมายของแผนงานที่สำคัญ 
(Flagship) เพื่อที่จะส่งเสริมให้มีการวิจัยและพัฒนานวัตกรรมให้เกิดประโยชน์อย่างสูงสุดอย่างไม่เกิด
ของเสียสู่สภาวะแวดล้อม เพราะฉะนั้น ทางคณะผู้วิจัยจึงเห็นว่า โครงการวิจัยนี้สามารถต่อยอดและ
พัฒนาเพ่ือให้เกิดขีดความสามารถของนวัตกรรมใหม่ต่อไปได้ เป็นต้น  
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ส่วนที่ 1 น้ำยาและสารเคมีสำหรับการศึกษาการเพาะเลี้ยงเชื้อแลคทีเรียแล็กติก 
1.1 การระบุสัณฐานวิทยาของเซลล์แบคทีเรีย (Gram staining) 

1.1.1 Crystal violet (Primary stain) 
Crystal violet 2.00 กรัม 
Ethanol 20.00 มิลลิลิตร 
ละลาย Crystal violet ดว้ย Ethanol     
Ammonium oxalate (ความเข้มข้น 1%) 80.00   มิลลิลิตร 

 

1.1.2 Gram’s iodine (Stabilizer of primary stain) 
Iodine 0.33 กรัม 

Potassium iodide 0.67 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นและปรับปริมาตรเป็น 100.00 มิลลิลิตร 

 

1.1.3 Decolorizer 
Absolute ethanol 50.00 มิลลิลิตร 

Acetone 50.00 มิลลิลิตร 
 

1.1.4 Safranin (Counter/ secondary stain) 
Safranin O (ความเข้มข้น 2.5% ใน 95% Ethanol) 10.00 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่น 100.00 มิลลิลิตร 

 

1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อสำหรับแบคทีเรียแล็กติก (Culture media for lactic acid bacteria) 
1.2.1 De Man, Rogosa and Sharpe (MRS: commercial)  
Beef extract 10.00 กรัม 
Meet peptone 10.00 กรัม 
Yeast extract 5.00 กรัม 
di-Potassium hydrogen phosphate 2.00 กรัม 
Sodium citrate 2.00 กรัม 
Sodium acetate 5.00 กรัม 
MgSO4 ∙7H2O 0.10 กรัม 
MnSO4 ∙ 4H2O 0.05 กรัม 
Tween 80 1.00 กรัม 
Glucose 20.00 กรัม 
*** Agar 15.00 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 
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ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ (pH) เท่ากับ 7.0±0.2 ที่อุณหภูมิ 25°ซ 
จากนั้นนำส่วนประกอบไปต้มจนละลายเป็นเนื้อด้วยกัน แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121°ซ เป็นเวลา 15 นาที 
*** เติมส่วนผสมนี้ หากต้องการทำเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (Solid medium) 
 

1.2.2 Modify Lactobacillus MRS medium (RAM) (Rodtong and Ishizaki, 2003) 
Pancreatic digest of casein or Tryptone 5.00 กรัม 
di-Potassium hydrogen phosphate  6.00 กรัม 
Yeast extract 3.00 กรัม 
tri-Ammonium citrate 1.00 กรัม 
MgSO4 ∙7H2O 0.57 กรัม 
MnSO4 ∙ 4H2O 0.12 กรัม 
FeSO4 ∙ H2O 0.03 กรัม 
Cassava starch 10.00 กรัม 
*** Agar 15.00 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 
ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ (pH) เท่ากับ 7.0±0.2 ทีอุ่ณหภูมิ 25°ซ 
จากนั้นนำส่วนประกอบไปต้มจนละลายเป็นเนื้อด้วยกัน แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121°ซ เป็นเวลา 15 นาที 
*** เติมส่วนผสมนี้ หากต้องการทำเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (Solid medium) 

 

1.2.3 Developed RAM (dRAM)  
Yeast extract FP101 1.00 กรัม 
Potassium hydrogen phosphate  6.00 กรัม 
Cassava starch 4.50 กรัม 
*** Agar 15.00 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 
ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ (pH) เท่ากับ 8.5±0.2 ที่อุณหภูมิ 25°ซ 
จากนั้นนำส่วนประกอบไปต้มจนละลายเป็นเนื้อด้วยกัน แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121°ซ เป็นเวลา 15 นาที 
*** เติมส่วนผสมนี้ หากต้องการทำเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (Solid medium) 

 

1.2.4 Developed with Element RAM medium (deRAM)  
Yeast extract FP101 1.00 กรัม 
di-Potassium hydrogen phosphate  6.00 กรัม 
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MgSO4 ∙7H2O 0.57 กรัม 
FeSO4 ∙ 4H2O 0.03 กรัม 
Cassava starch 10.00 กรัม 
*** Agar 45.00 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 
ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ (pH) เท่ากับ 8.5±0.2 ที่อุณหภูมิ 25°ซ 
จากนั้นนำส่วนประกอบไปต้มจนละลายเป็นเนื้อด้วยกัน แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121°ซ เป็นเวลา 15 นาที 
*** เติมส่วนผสมนี้ หากต้องการทำเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (Solid medium) 

 

1.3 สารละลายเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น 100 mM (10X Phosphate buffer saline) 
Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)  14.40 กรัม 
Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 2.40 กรัม 
Sodium chloride (NaCl) 80.00 กรัม 
Potassium chloride (KCl) 2.00 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 7.2±0.2 ด้วย HCl หรือ NaOH   
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นแล้วปรับปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 
นึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121°ซ เป็นเวลา 15 นาที 

 

ส่วนที่ 2 น้ำยาและสารเคมีสำหรับการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้ง 
2.1 สารละลายไดไนโทรซาลิไซลคิ (Dinitro salicylic colorimetric: DNS reagent) 

3,5-Dinitrosalicylic acid 7.06 กรัม 
Sodium hydroxide  13.42 กรัม 
Potassium sodium tartrate 216.10 กรัม 
Phenol 5.37 กรัม 
Sodium metabisulfite (Na2S2O5) 5.86 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นแล้วปรับปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 

 

2.2 สารละลายไอโอดีน (Lugol's iodine solution) 
Potassium iodide (KI)  10.00 กรัม 
Iodine 5.00 กรัม 
ละลาย KI ใน 20-30 มิลลิลิตรน้ำกลั่น จนกระท่ังละลายเข้ากันได้ดี  
จากนั้นจึงเติม Iodine แล้วค่อย ๆ คนให้ละลาย และอุ่นให้ความร้อน 
ปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่น 100.00 มิลลิลิตร 
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  2.3 สารละลายในการหากิจกรรมย่อยแป้งของชุดทดสอบทางการค้า 
2.3.1 ตัวหยุดปฏิกิริยา  (1% w/v Tris-sodium phosphate) 
Tris-sodium phosphate (Na3PO4)  10.00 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 11.0±0.2 ด้วย NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นแล้วปรับปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 

 

2.3.2 ตัวหยุดปฏิกิริยา  (1% w/v Tris-HCl) 
Tris  10.00 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 8.5±0.2 ด้วย HCl หรือ NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นแล้วปรับปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 

 

2.3.3 ตัวหยุดปฏิกิริยา  (2% w/v Tris-HCl) 
Tris  20.00 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 9.0±0.2 ด้วย HCl หรือ NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นแล้วปรับปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 

 

2.3.4 ตัวหยุดปฏิกิริยา  (2% w/v Tris-HCl) 
Tris  20.00 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 8.5±0.2 ด้วย HCl หรือ NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นแล้วปรับปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 

 

ส่วนที่ 3 น้ำยาและสารเคมีสำหรับการวิเคราะห์คุณลักษณะทางชีวเคมีของเอนไซม์ 
3.1 สารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร์เข้มข้น 100 mM (Acetate buffer) 

Acetic acid (C2H4O2) 1.96 มิลลิลิตร 

Sodium acetate 5.52 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 5.0±0.2 ด้วย acetic acid หรือ NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 

 

3.2 สารละลายซิเตรทบัฟเฟอร์เข้มข้น 100 mM (Citrate buffer) 

Citric acid (C6H10O8) 17.41 กรัม 

Sodium citrate dihydrate (C6H9Na3O9) 2.76 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 3.0±0.2 ด้วย HCl หรือ NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 
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3.3 สารละลายไกลซีน-ไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์เข้มข้น 100 mM (Glycine-HCl buffer) 

Glycine 7.51 กรัม 

HCl 832.00 มิลลิกรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 3.0±0.2 ด้วย HCl หรือ NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 

 

3.4 สารละลายเมเลทบัฟเฟอร์เข้มข้น 100 mM (Malate buffer) 

Malic acid (C4H6O5) 13.21 กรัม 

NaCl 5.80 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 6.5±0.2 ด้วย HCl หรือ NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 

 

3.5 สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์เข้มข้น 100 mM (Tris-HCl buffer) 

Tris 12.11 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 8.0±0.2 ด้วย HCl หรือ NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 

 

3.6 สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์เข้มข้น 50 mM  
 (Tris-HCl buffer: Mobile phase A) 

Tris 6.06 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 8.5±0.2 ด้วย HCl หรือ NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 

 

3.7 สารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 1 M ในทริส-ไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์เข้มข้น 50 mM  
 (50 mM Tris-HCl containing 1 M NaCl buffer: Mobile phase B) 

Tris 6.06 กรัม 

NaCl 58.40 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 8.5±0.2 ด้วย HCl หรือ NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 

 

ส่วนที่ 4 น้ำยาและสารเคมีสำหรับการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและรูปแบบโปรตีนบนสนามไฟฟ้า 
4.1 สารละลายแบรดฟอร์ด (Bradford reagent) 

Coomassie brilliant blue-G250 500.00 มิลลิกรัม 
Absolute ethanol 25.00 มิลลิลิตร 
85% Phosphoric acid 50.00 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่นแล้วปรับปริมาตร 500.00 มิลลิลิตร 
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4.2 สารละลายอะคริลลาไมด์ (30%T, 2.7%C) 

Acrylamide 73.00 กรัม 
N, N’-methylene-bis-acrylamide 2.00 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำปราศจากไอออน (DI) แล้วปรับปริมาตร 250.00 มิลลิลิตร 
กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 เก็บในขวดสีชา อุณหภูมิ 4๐ซ  

 

4.3 สารละลายบัฟเฟอร์สำหรับเจลแยกเข้มข้น 1.5 M (4X Running gel buffer) 

Tris 45.40 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 8.8±0.2 ด้วย Conc. HCl 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI แล้วปรับปริมาตร 250.00 มิลลิลิตร 
กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 เก็บอุณหภูมิ 4๐ซ  

 

4.4 สารละลายบัฟเฟอร์สำหรับเจลกักเข้มข้น 0.5 M (4X Stacking gel buffer) 

Tris 15.00 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 6.8±0.2 ด้วย Conc. HCl 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI แล้วปรับปริมาตร 250.00 มิลลิลิตร 
กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 เก็บอุณหภูมิ 4๐ซ 

 

4.5 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเข้มข้น 10%  

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 50.00 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI แล้วปรับปริมาตร 500.00 มิลลิลิตร 

 

4.6 สารละลายแอมโมเนียมเพอร์ซัลเฟตเข้มข้น 10% (Initiator solution) 

Ammonium per sulfate ((NH4)2S2O8) 0.10 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร 
*** เตรียมก่อนใช้ 

 

4.7 สารละลายแท็งก์บัฟเฟอร์ (4X Tank buffer) 

Tris 24.00 กรัม 
Glycine 115.20 กรัม 
Sodium Dodecyl Sulfate 8.00 กรัม 
ปรับ pH เท่ากับ 8.3±0.2 ด้วย Conc. HCl 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI แล้วปรับปริมาตร 2,000.00 มิลลิลิตร 
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4.8 สารละลายโบรโมฟีนอลบลูเข้มข้น 1%  

Bromophenol blue 0.10 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI แล้วปรับ ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร 

 

4.9 สารละลายทรีทเมนท์บัฟเฟอร์ (2X Treatment buffer) 

Stacking gel buffer 6.25 มิลลิลิตร 
10% SDS 10.00 มิลลิลิตร 
Glycerol 5.00 มิลลิลิตร 
β-Mercaptoethanol or BME 2.50 มิลลิลิตร 
1% Bromophenol blue 0.50 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI แล้วปรับปริมาตร 25.00 มิลลิลิตร 
ผสมแล้ว aliquot ลงใน microcentrifuge tube หลอดละ  1.00 มิลลิลิตร 
เก็บท่ี อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

4.10 สารละลายตรึงโปรตีน (Fixing solution) 

Methanol 50.00 มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid 12.00 มิลลิลิตร 
Formaldehyde 50.00 ไมโครลิตร 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI แล้วปรับปริมาตร 100.00 มิลลิลิตร 
*** เตรียมก่อนใช้   

 

4.11 สารละลายสำหรับล้างเจล (Washing gel solution) 

Methanol 250.00 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยน้ำ DI 500.00 มิลลิลิตร 

 

4.12 สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 1.3 mM (Sodium thiosulfate solution) 

Sodium thiosulfate (Na2S2O3) 50.00 มิลลิกรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI แล้วปรับปริมาตร 250.00 มิลลิลิตร 
*** เตรียมก่อนใช้   

 

4.13 สารละลายซิลเวอร์ไนเทรทเข้มข้น 11.8 mM (AgNO3 reagent) 

Silver nitrate (AgNO3) 500.00 มิลลิกรัม 

Formaldehyde 188.00 ไมโครลิตร 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI แล้วปรับปริมาตร 250.00 มิลลิลิตร 
*** เตรียมก่อนใช้   
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4.14 สารละลายย้อมสีเจล (Developed solution) 

Sodium carbonate (Na2CO3) 60.00 กรัม 

1.3 mM Sodium thiosulfate 20.00 มิลลิลิตร 

Formaldehyde 188.00 ไมโครลิตร 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI แล้วปรับปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 
*** เตรียมก่อนใช้   

 

4.15 สารละลายหยุดสีย้อม (Stop solution) 

Methanol 50.00 มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid 12.00 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำ DI แล้วปรับปริมาตร 100.00 มิลลิลิตร 

 

ส่วนที่ 5 น้ำยาและสารเคมีสำหรับการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ร่วม (ตะกอนแป้ง) 
5.1 การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด (Total carbohydrate) 
 5.1.1 สารละลายไฮโดรคลอริคเข้มข้น 2.5 M  

HCl 41.70 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่น แล้วปรับปริมาตรปริมาตร 250.00 มิลลิลิตร 

 

5.1.2 สารละลายฟีนอลเข้มข้น 5%  

Phenol crystal 25.00 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่น แล้วปรับปริมาตรปริมาตร 500.00 มิลลิลิตร 

 

5.2 การวิเคราะห์ปริมาณแป้งท้ังหมด (Total starch) 
 5.2.1 สารละลายเอธทานอลเข้มข้น 80%  

Absolute ethanol 400.00 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่น แล้วปรับปริมาตรปริมาตร 500.00 มิลลิลิตร 

 

5.2.2 สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 2 M  

Potassium hydroxide (KOH) 112.2 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่น แล้วปรับปริมาตรปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 
เก็บท่ี อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

 

5.2.3 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 4 M  

NaOH 160.00 กรัม 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่น แล้วปรับปริมาตรปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 
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5.2.4 สารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร์เข้มข้น 1.2 M  

Glacial acetic acid 69.6 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เท่ากับ 3.8±0.2 ด้วย 4 M NaOH 
ละลายส่วนผสมด้วยน้ำกลั่น แล้วปรับปริมาตรปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
แผนภูมิความสัมพันธ์ของสารมาตรฐาน 
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1. ปริมาณโปรตีนด้วยวิธ ีBradford method 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาคผนวกที่ 1 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของโปรตีน BSA มาตรฐาน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
และค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 595 นาโนเมตร 

 
2. ปริมาณน้ำตาลทั้งหมด (Total sugar) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาคผนวกที่ 2 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกลูโคสมาตรฐาน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และ
ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 490 นาโนเมตร 
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3. ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ทั้งหมด (Total reducing sugar) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาคผนวกที่ 3 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของมอลโทสมาตรฐาน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
และค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 540 นาโนเมตร 

 
4. ปริมาณแป้งทั้งหมด (Total starch) 
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รูปภาคผนวกที่ 4 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกลูโคสมาตรฐาน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และ
ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 440 นาโนเมตร 

 
5. ปริมาณแป้งด้วยวิธไีอโอดีน (Starch content by iodine method) 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
รูปภาคผนวกที่ 5 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลังมาตรฐาน (ร้อยละโดยมวล
ต่อปริมาตร) และค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 580 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ประวัติผู้วิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



81 
 

1.หัวหน้าโครงการวิจัย 
 

1.1 ชื่อ  รองศาสตราจารย์ ดร. จิรวัฒน์ ยงสวัสดิกุล (Assoc. Prof. Dr. Jirawat Yongsawatdigul) 
 

1.2 หน่วยงานและสถานที่อยู่ที่ติดต่อได้สะดวก: 
สาขาเทคโนโลยีอาหาร สำนักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
เลขที่ 111 ถนนมหาวิทยาลัย ตำบลสุรนารี อำเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา 30000 
โทร 044-22-4359  โทรสาร 044-22-4387  
E-mail: jirawat@.sut.ac.th 
 

1.3 ประวัติการศึกษา 
 

ปีท่ีจบ 
ระดับปริญญา 
(สาขาวิชา) 

วิชาเอก สถาบันศึกษา ประเทศ 

2539 
Ph.D. (Food Science 

and Technology) 
Seafood 

chemistry 
Oregon State 

University 
อเมริกา 

2535 M.S. (Food Science) Food processing 
University of 

Wisconsin-Madison 
อเมริกา 

2532 
วท.บ. (วิทยาศาสตร์บัณฑิต) 

เกียรตินิยมอันดับ 2 
เทคโนโลยีอาหาร 

จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย 

ไทย 

 

1.4 สาขาวิชาการที่มีความชำนาญการพิเศษ 
- โปรตีน เพปไทด์ และเอนไซม์สำหรับเทคโนโลยีการอาหาร  
- การใช้ประโยชน์จากวัสดุชีวภาพเหลือทิ้งจากฟาร์ม-อุตสาหกรรม เพื่อผลิตเป็นผลิตภัณฑ์
เสริมสุขภาพมูลค่าสูง  

- การใช้ประโยชน์จากกล้าเชื้อจุลินทรีย์ในการหมักโปรตีน  
- วิทยาศาสตร์ทางด้านโปรตีนหลังการเก็บเกี่ยวในระดับโมเลกุล  
- กระบวนการแปรรูปและคุณภาพของผลิตภัณฑ์จากโปรตีนปลา 
 

1.5 ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัยและงานวิจัย 
1.5.1 หัวหน้าโครงการวิจัย: จำนวน 50 โครงการ  
1.5.2 สิทธิบัตรที่ยื่นจดทะเบียนในประเทศไทย: จำนวน 1 สิทธิบัตร  
1.5.3 ผลงานวิจัยที่ได้พิมพ์เผยแพร่ 

- ผลงานวิจัยที่ได้รับการตีพิมพ์ในวารสารวิชาการ 
วารสารระดับชาติ 2 เรื่อง และวารสารระดับนานาชาติ 108 เรื่อง 

 
 
 
 

mailto:jirawat@ccs.sut.ac.th
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2. ผู้ร่วมวิจัย 
 

2.1 ชื่อ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. สุรีลักษณ์ รอดทอง (Asst. Prof. Dr. Sureelak Rodtong) 
 

2.2 หน่วยงานและสถานที่อยู่ที่ติดต่อได้สะดวก: 
สาขาวิชาปรีคลินิก สำนักวิชาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
เลขที่ 111 ถนนมหาวิทยาลัย ตำบลสุรนารี อำเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา 30000 
โทรศัพท์ 044-22-4297, 044-22-4673, 08-8469-6190    
โทรสาร 044-22-4185 
E-mail: sureelak@sut.ac.th, sureelakr@gmail.com 
 

2.3 ประวัติการศึกษา: 
 

ปีทีจ่บ วุฒกิารศึกษา สถาบันการศึกษา ประเทศ 

2536 Ph.D. (Microbiology) University of Otago นิวซีแลนด์ 

2533 PGDip.Sci. (Biotechnology) with Credit University of Otago นิวซีแลนด์ 

2527 วท.ม. (จุลชีววิทยา) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ไทย 

2524 วท.บ. (ชีววิทยา เลือกจุลชีววทิยา) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ไทย 
 

2.4 สาขาวิชาการที่มีความชำนาญการพิเศษ 
- พันธุศาสตร์และสรีรวิทยาของจุลินทรีย์  
- การหมักของจุลินทรีย์ (แบคทีเรียและเชื้อรา)   
- ความหลากหลายของชนิดและการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียกรดแล็กติกและเชื้อรา เพ่ือ
ผลิตผลิตภัณฑ์อาหาร พลาสติกชีวภาพ พอลิเมอร์ชีวภาพ และพลังงาน 
 

2.5 ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัยและงานวิจัย 
2.5.1 หัวหน้าโครงการวิจัย: จำนวน 61 โครงการ  
2.5.2 สิทธิบัตรที่ยื่นจดทะเบียนในประเทศไทย: จำนวน 6 คำขอ 
2.5.3 ผลงานวิจัยที่ได้พิมพ์เผยแพร่ 

- ผลงานวิจัยที่ได้รับการตีพิมพ์ในวารสารวิชาการ 
วารสารระดับชาติ 22 เรื่อง และวารสารระดับนานาชาติ 51 เรื่อง 

- ผลงานที่เผยแพร่ในการประชุมวิชาการ 
ระดับชาติ 107 เรื่อง และระดับนานาชาติ 101 เรื่อง  
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