
บทที่ 3

ผลการทดลอง

3.1  การโคลนยีนไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
 สกัดโครโมโซมัลดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. UN16a ที่เพาะเลี้ยงใน Nutrient Broth ที่

เติม yeast extract ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และเขยา
ดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นนําโครโมโซมัลดีเอ็นเอที่ไดไป
ทําการยอยเพียงบางสวนดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Sau3AI ทําการคัดเลือกโครโมโซมัลดีเอ็น
เอที่มีขนาด 2-6 กิโลเบส (kb) จาก lane ที่ 3 (รูปที่ 5) ไปเชื่อมตอกับพลาสมิด pUC18 ซึ่งมี 
lacZ และยีนที่ดื้อตอยาแอมพิซิลินเปนตัวติดตาม (marker) ที่ผานการยอยอยางสมบูรณดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ Bam HI ดังรูปที่ 6 ดวยเอนไซมเชื่อมตอดีเอ็นเอ (T4 DNA ligase) นํา
สวนผสมทั้งหมดที่ไดไปถายโอนเขาไปใน E. coli JM109 โดยวิธีทรานสฟอรเมชั่น จาก
นั้นนํา E.  coli JM109 ทั้งหมดไป spread ลงบนอาหารแข็ง Luria-Bertani agar (LB agar) 
ที่มี tributyrin oil ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต แอมพิซิลิน ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร และมีการ spread Isopropylthio-β-galactoside (IPTG) และ 5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-D-galactoside (X-gal) บนอาหาร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพื่อคัด
เลือกโคโลนีที่มีสีขาว และเกิดวงใส (clear zone) รอบโคโลนี พบวา โคโลนีที่ไดสวนใหญ
มีสีฟา สวนโคโลนีที่มีสีขาวนั้นไมปรากฏวงใสรอบโคโลนี และเมื่อนําโคโลนีสีขาวไปทํา
การสกัดพลาสมิด ผลปรากฏวาไมพบพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอที่ตองการสอดแทรกอยู

3.2  การทดสอบ Bacillus sp. UN16a ท่ีสามารถผลิตเอนไซมไลเปส
       จากการเพาะเลี้ยง Bacillus sp. UN16a โดยการเขี่ยเชื้อ (streak plate method) ลงบน
อาหารแข็งสําหรับคัดเลือก และผลิตไลเปส ที่มีสวนผสมของน้ํามันปาลมความเขมขน 0.1 
เปอรเซ็นต นําไปบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาโคโลนีที่ไดมี
ลักษณะสีขาว กลม และปรากฏวงใส (clear zone) รอบโคโลนี ดังรูปที่ 7



รูปที่ 5    Agarose gel electrophoresis ของโครโมโซมัลดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. UN16a
  ที่ถูกยอยเพียงบางสวนดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Sau3AI

               lane 1    : uncut โครโมโซม
               lane 2-7 : โครโมโซมัลดีเอ็นเอที่ถูกยอยเพียงบางสวนดวยเอนไซม Sau3AI
               lane 8    : λ DNA + Hind III



รูปที่ 6    Agarose gel electrophoresis ของ pUC18 ที่สกัดไดจาก E. coli JM109 และนํามา
               ยอยอยางสมบูรณดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Bam HI
                lane 1 : Uncut pUC18
                lane 2 : pUC18 + Bam HI
                lane 3 : λ DNA + Hind III

0.6



ซึ่งแสดงวา Bacillus sp. UN16a สามารถผลิตไลเปสออกสูภายนอกเซลลมายอยน้ํามัน
ปาลมที่เปนองคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ

3.3  การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
 ตรวจสอบการเจริญ การเปลี่ยนแปลงพีเอช และกิจกรรมของไลเปสจาก Bacillus sp.

UN16a โดยทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 ชั่วโมง ในอาหาร
เหลวสําหรับคัดเลือกและผลิตไลเปสที่มีน้ํามันปาลมความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนสวน
ผสม ดังรูปที่ 8 พบวา Bacillus sp. UN16a จะมีการเจริญสูงสุด หลังจากการเพาะเลี้ยง เปน
เวลา 48 ชั่วโมง และการเจริญจะลดลงเมื่อเพาะเลี้ยงตอไปจนถึงชั่วโมงที่ 60 สวนกิจกรรม
ของไลเปสจะเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องเมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 36 ชั่วโมง โดยจะมีคากิจ
กรรมของไลเปสสูงที่สุดที่เวลา 36 ชั่วโมง โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 39.29 มิล
ลิยูนิตตอมิลลิลิตร จากนั้นคากิจกรรมของเอนไซมเริ่มคอยๆลดลง

3.4  การศึกษาผลของอุณหภูมิ และระยะเวลาในการเก็บรักษาตอกิจกรรมของเอนไซมไล
 เปสจาก Bacillus sp. UN16a
 เมื่อนําอาหารเหลวที่ผานการปนแยกตะกอนเซลลออกแลวมาทําการศึกษาผลของ

อุณหภูมิและระยะเวลาในการเก็บรักษาตอกิจกรรมของไลเปสที่อุณหภูมิ –20, 4 และ 37
องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 4 วัน ดังรูปที่ 9 พบวาคากิจกรรมสัมพัทธของไลเปสในตัว
อยางอาหารเหลวที่เก็บในอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จะยังคงมีคากิจกรรมสัมพัทธลดลง
เล็กนอย จาก 100 เปอรเซ็นต เปน 98 เปอรเซ็นต และตัวอยางอาหารเหลวที่เก็บในอุณหภูมิ
4 องศาเซลเซียสจะมีคากิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมลดลงจาก 100 เปอรเซ็นต เปน 40
เปอรเซ็นต สวนตัวอยางอาหารเหลวที่เก็บในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คากิจกรรม
สัมพัทธของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็วต้ังแตวันที่ 1 โดยจะลดลงจาก 100 เปอรเซ็นต
เปน 36 เปอรเซ็นต และคากิจกรรมสัมพัทธของไลเปสจะมีคาเทากับ 0 เปอรเซ็นต เมื่อเก็บ
ไวเปนเวลา 4 วัน



รูปที่ 7     ลักษณะโคโลนีของ Bacillus sp. UN16a ที่เจริญบนอาหารแข็งสําหรับคัดเลือก
               และผลิตไลเปสที่มีน้ํามันปาลม ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เปนองคประกอบ
               บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง
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รูปที่ 8     การเจริญ การเปลี่ยนแปลงพีเอช และการผลิตไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a ที่
   เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Lipase medium บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เขยา
   ดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 60 ชั่วโมง
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รูปที่ 9     ความคงตัวของเอนไซมสกัด (crude enzyme extract) ที่ผลิตจาก Bacillus sp.   
                UN16a และเก็บรักษาไว ณ อุณหภูมิตางๆกันเปนระยะเวลา 4 วัน



3.5  การทําบริสุทธิ์ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
 3.5.1 การเตรียมตัวอยางสําหรับแยกไลเปส

         เมื่อนําอาหารเหลวที่ไดจากการถายเชื้อ Bacillus sp. UN16a ลงไป และเพาะ
เลี้ยงเปนเวลา 16 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอ
นาที มาปนแยกตะกอนเซลลที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที (5,000 x g) อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวนําสวนใสปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร มาวิเคราะหกิจกรรม
ของไลเปส และปริมาณโปรตีน ดังตารางที่ 10 พบวา จะมีคากิจกรรมของเอนไซมทั้งหมด
(total activity) เทากับ 39,330 มิลลิยูนิต โดยมีปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total proteins) เทา
กับ 492 มิลลิกรัม และจะมีคากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม (specific activity) เทากับ 79.9
มิลลิยูนิตตอมิลลิกรัม

3.5.2 การตกตะกอนโปรตีนของเอนไซมดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
         เมื่อนําอาหารเหลวที่ผานการปนแยกตะกอนเซลลออก และทําใหเขมขนดวย

การระเหยดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศมาตกตะกอนโปรตีนของเอนไซมดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต ในชวงความอิ่มตัวตางๆ (รูปที่ 10) พบวา ตะกอนโปรตีนที่ไดหลัง
จากผานการกําจัดเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตออกโดยการไดอะไลซิส (dialysis) สามารถ
ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมในทุกชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัล
เฟตที่ใชตกตะกอน โดยตะกอนโปรตีนที่ไดจากชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตในชวง 20-40 เปอรเซ็นต และ 40-60 เปอรเซ็นต มีคากิจกรรมของ
เอนไซมเทากับ 56.61 และ 53.72 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตร สวนคากิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซมเทากับ 21.16 และ 27.10 มิลลิยูนิตตอมิลลิกรัม สวนตะกอนที่ไดจากชวง
เปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 0-20 เปอรเซ็นต และ 60-80 
เปอรเซ็นต มีคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 14.21 และ 10.88 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตร และมี
คากิจกรรมจําเพาะเทากับ 9.97 และ 8.24 มิลลิยูนิตตอมิลลิกรัม ตามลําดับ ดังรูปที่ 10 ซึ่ง
จากผลการทดลองที่ไดพบวา ชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช
ในการตกตะกอนที่ 20-40 เปอรเซ็นต และ 40-60 เปอรเซ็นต ใหคากิจกรรม และกิจกรรม
จําเพาะของเอนไซมสูงกวาชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 0-20



ตารางที่ 10   การทําบริสุทธิ์ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a ที่เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 55 องศา
        เซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ชั่วโมง

   Step    Total Total Specific Yield       Purification
                                            protein           act ivi ty         act ivi ty        (%)               (fold)

                                (mg)  (mg) (mU/mg)
Culture broth     492 39,330        79.93   100            1.00
20-60% sat. (NH4)2SO4    41.8              2,373.6    56.78                 6.03            0.71
DEAE-Sepharose CL-6B    19.25              1,139.6    59.20  2.89            0.74
Sephadex G-100    2.57  572.3                    222.68  1.45            2.78
หมายเหตุ คาที่แสดงเปนคาที่ไดจากการทดลอง 3 ซ้ํา
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รูปที่ 10    ชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการตกตะกอน
    ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a



เปอรเซ็นต และ 60-80 เปอรเซ็นต ดังนั้น ในการตกตะกอนโปรตีนของเอนไซมจึงใชชวง
เปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 20-60 เปอรเซ็นตในการตกตะกอน
และนําสารละลายเอนไซมที่ไดหลังจากการกําจัดเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตออกโดยวิธีได
อะไลซิส มาทําใหเขมขนดวยเครื่องระเหยแบบสูญญากาศที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จน
มีปริมาณโปรตีนประมาณ 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

3.5.3 การทําบริสุทธิ์ไลเปสโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิออนชนิด
            DEAE-Sepharose CL-6B
            นําเอาสารละลายเอนไซมที่ไดจากขั้นตอนการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ

แอมโมเนียมซัลเฟตมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิออน โดยใช
เรซินชนิด DEAE-Sepharose CL-6B ที่บรรจุลงในคอลัมน ขนาด 1.0 x 10 เซนติเมตร และ
ชะโปรตีนที่ไมไดจับกับเรซินดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโม
ลาร พีเอช 8.0 สวนโปรตีนที่จับกับเรซินจะถูกชะดวยสารละลายบัฟเฟอรชนิดเดียวกันที่มี
ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง (linear gradient
elution) จาก 0 ถึง 1 โมลาร นําสารละลายที่เก็บไดในแตละหลอด ไปทําการตรวจหา
ปริมาณโปรตีน โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และ วิเคราะหคากิจกรรมของ
เอนไซมหลังจากกําจัดเกลือโซเดียมคลอไรดโดยวิธีไดอะไลซิส (ภาพที่ 12) พบวา
สามารถแยกโปรตีนได 3 พีค คือ A, B และ C สารละลายไลเปสสวนใหญ (พีค B) แยก
ออกมาจากโปรตีนชนิดอื่นไดโดยการชะดวยสารละลายบัฟเฟอรที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด
ความเขมขนประมาณ 0.5 โมลาร และจะไมมีโปรตีนของเอนไซมถูกชะออกมาเมื่อความ
เขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดประมาณ 0.85 โมลาร หลังจากนั้นนําสารละลายไลเปส
เฉพาะสวนที่มีกิจกรรมของเอนไซมมารวมกันแลวนําไปกําจัดเกลือโซเดียมคลอไรดออก
โดยวิธีไดอะไลซิสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และนําไปตรวจหากิจกรรมของเอนไซม และปริมาณโปรตีน
พบวา จะมีคากิจกรรมของเอนไซมทั้งหมดเทากับ 1,139.6 มิลลิยูนิต โดยมีปริมาณโปรตีน
ทั้งหมดเทากับ 19.25 มิลลิกรัม และมีคากิจกรรมจําเพาะของเอนไซมเทากับ 59.20 มิลลิยู
นิตตอมิลลิกรัม สวนปริมาณสุทธิของเอนไซมเทากับ 2.90 เปอรเซ็นต และมีคาความ
บริสุทธิ์ (purification fold) เทากับ 0.74 เทา ดังตารางที่ 1



จากนั้นนําสารละลายเอนไซมที่ไดนี้ไปทําใหเขมขนดวยการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
(lyophilization)

3.5.4 การทําไลเปสใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตชั่นชนิด
         Sephadex G-100
         นําไลเปสที่ผานการทําใหเขมขนดวยการทําแหงแบบแชเยือกแข็งมาละลาย

ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ใหมีความเขมขน
ของโปรตีนประมาณ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นําสารละลายเอนไซมนี้ไปทําใหบริสุทธิ์โดย
วิธีโครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตชั่นโดยใชเรซินชนิด Sephadex G-100 ที่บรรจุลงนคอ
ลัมนขนาด 1.0 x 45 เซนติเมตร และชะโปรตีนดวยสารละลายบัฟเฟอรชนิดเดียวกับที่ใช
ละลายเอนไซมจนไมมีโปรตีนถูกชะอออกมาจากคอลัมน นําสารละลายเอนไซมที่เก็บได
ในแตละหลอดไปหาปริมาณโปรตีนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร กอนนํา
ไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม พบวา สามารถแยกโปรตีนออกมาได 3 พีค คือ B1, B2
และ B3 ดังรูปที่ 12 โดยสามารถตรวจพบกิจกรรมของไลเปสในพีค B3 ทําการรวมสาร
ละลายเอนไซมในพีค B3 นําไปวิเคราะหกิจกรรม และปริมาณโปรตีนของเอนไซม โดยจะ
มีคากิจกรรมและปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม เทากับ 572.3 มิลลิยูนิต และ 2.57
มิลลิกรัม ตามลําดับ ซึ่งสามารถคํานวณหากิจกรรมจําเพาะของเอนไซมไดเทากับ 222.68
มิลลิยูนิตตอมิลลิกรัม และมีปริมาณเอนไซมเทากับ 1.45 เปอรเซ็นต สวนคาความบริสุทธิ์
ของเอนไซม เทากับ 2.79 เทา ดังแสดงในตารางที่ 10

3.5.5  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของไลเปสโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลง
          สภาพ (SDS-PAGE)
          เมื่อนําตัวอยางไลเปสที่ผานขั้นตอนตางๆของการทําบริสุทธิ์มาตรวจสอบ

ความบริสุทธิ์ และน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ  
(รูปที่ 13) พบวา มีแถบโปรตีนเปนจํานวนมากในตัวอยางเอนไซมที่ผานการทําใหเขมขน
ดวยเครื่องระเหยแบบสูญญากาศและตัวอยางที่ผานการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตในชวงความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ 20-60 
เปอรเซ็นต และแถบโปรตีนสวนใหญหลังจากที่ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
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รูปที่ 11    การทําบริสุทธิ์ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a โดยใชคอลัมนแบบแลกเปลี่ยน
    ไอออนชนิด DEAE-Sepharose CL-6B ชะโปรตีนดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟ
    เฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ตามดวยการชะดวยสารละลาย
    โซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0-1 โมลาร ในสารละลายบัฟเฟอรชนิดเดียวกัน
    อัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง  เก็บตัวอยาง 2.5 มิลลิลิตรตอหลอด
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รูปที่ 12    การทําบริสุทธิ์ไลเปส พีค B ดวยคอลัมนแบบเจลฟวเตชั่นชนิด Sephadex G-100
                ชะโปรตีนดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช
                 8.0 อัตราการไหล 20 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บตัวอยาง 1.5 มิลลิลิตรตอหลอด



รูปที่ 13    แถบโปรตีนของไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a โดยวิธี SDS-PAGE
     lane 1 : โปรตีนมาตรฐาน 6 ชนิด
     lane 2 : สารละลายเอนไซมที่ผานการทําใหเขมขนโดยการระเหยแบบ
                  สุญญากาศ (ปริมาณโปรตีน 25 ไมโครกรัม)
     lane 3 : สารละลายเอนไซมที่ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต

       (ปริมาณโปรตีน  20 ไมโครกรัม)
     lane 4 : สารละลายเอนไซมที่ผานขั้นตอน DEAE-Sepharose CL-6B

       (ปริมาณโปรตีน  15 ไมโครกรัม)
                 lane 5 : สารละลายเอนไซมที่ผานขั้นตอน Sephadex G-100

       (ปริมาณโปรตีน  15 ไมโครกรัม)



จะจางหายไปมื่อผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิ
ออนชนิด DEAE-Sepharose CL-6B และพบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวเมื่อผานขั้นตอน
การทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตชั่น ซึ่งสามารถคํานวณหาน้ําหนัก
โมเลกุลไดเทากับ 17,000 ดาลตัน (รูปที่ 14) โดยเปรียบเทียบกับคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ
(Rf) ของเอนไซมกับกราฟมาตรฐานระหวางคา Rf ของโปรตีนมาตรฐาน 6 ชนิด ไดแก
ฟอสฟอรีเลสบี (Phosphorylase b , Mr 94,000), โบวีนซีรัมอัลบลูมิน (Bovine Serum
Albumin, Mr 67,000), โอวัลบูมิน (Ovalbumin, Mr 43,000 ดาลตัน), คารโบนิกแอนไฮเด
รส (Carbonic anhydrase, Mr 30,000), ซอยบีนทริปซินอินฮิบิเตอร (Soybean trypsin
inhibitor, Mr 20,100) และแอลฟาแลคทัลบูมิน (α-lactalbumin, Mr 14,400) กับคา log
ของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแตละชนิด  

3.5.6  การตรวจสอบความบริสุทธิ์และน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีอิเล็ก
          โทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (Native-PAGE)
          เมื่อนําตัวอยางไลเปสที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายโดยวิธีโครมา

โทกราฟแบบเจลฟวเตชั่นมาตรวจสอบความบริสุทธ และน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมใน
สภาพธรรมชาติโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (รูปที่ 15) พบวา มีโปรตีนที่
ติดสีคูแมสซีบลูเพียงแถบเดียว ซึ่งเมื่อคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลโดยการเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานระหวางการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) กับ log ของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน
มาตรฐาน 6 ชนิด ที่ไมไดผานการทําใหเสียสภาพธรรมชาติ (native) (รูปที่ 16) พบวา จะมี
ขนาดน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 17,000  ดาลตัน

3.6  การศึกษาคุณสมบัติของไลเปสบริสุทธิ์ท่ีผลิตจาก Bacillus sp. UN16a
3.6.1  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางานของไลเปส

                      นําสารละลายไลเปสที่ไดจากขั้นตอนสุดทายของการทําใหบริสุทธิ์มาศึกษา
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่อุณหภูมิตางๆ ไดแก 35, 45, 55, 60, 65,
70, 75 และ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที กอนหยุดปฏิกิริยา (รูปที่ 17) พบวา คากิจ
กรรมของเอนไซมจะเพิ่มขึ้นเมื่ออุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น



y = -2.1264x + 5.6493
R2 = 0.9861

4

4.2

4.4

4.6

4.8

5

5.2

0.25 0.35 0.45 0.55 0.65 0.75
Rf

Lo
g M

ole
cul

ar 
We

igh
t

Phosphorylase b (94,000 Da)

Bovine Serum Albumin (67,000 Da)

Ovalbumin (43,000 Da)

Cabonic anhydrase (30,000 Da)

Trypsin inhibitor (20,100 Da)
 Lactalbumin (14,400 Da)

BLP

รูปที่ 14    ความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน กับการเคลื่อนที่
                สัมพัทธ (Rf) ใน 12 เปอรเซ็นต SDS-PAGE



รูปที่ 15    แถบโปรตีนบริสุทธิ์ของไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a โดยวิธี Native-
     PAGE

      lane 1 : โปรตีนมาตรฐาน 6 ชนิด
   lane 2 : สารละลายเอนไซมบริสุทธิ์ที่ผานขั้นตอน Sephadex G-100

       (ปริมาณโปรตีน 15 ไมโครกรัม)



รูปที่ 16    ความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน กับการเคลื่อนที่
                 สัมพัทธ (Rf) ใน 10-15 เปอรเซ็นต Native-PAGE
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จาก 35 องศาเซลเซียส จนถึง 60 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปน
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปส และเมื่ออุณหภูมิในในการทําปฏิกิริยาสูงกวา
60 องศาเซลเซียสคากิจกรรมของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็ว ซึ่งที่อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส ไมสามารถตรวจพบคากิจกรรมของเอนไซม

3.6.2  พีเอชท่ีเหมาะสมตอการทํางานของไลเปส
                       นําสารละลายไลเปสที่ไดจากขั้นตอนสุดทายของการทําใหบริสุทธิ์มาศึกษา
พีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่พีเอชตางๆ ไดแก 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0,
10.0 และ 11.0 เปนเวลา 15 นาที (รูปที่ 18) พบวา คากิจกรรมสัมพัทธของไลเปสสูงกวา 50
เปอรเซ็นตเมื่อพีเอชในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมอยูในชวง 7.0-10.0 ที่พีเอช 8.0 ไลเปส
สามารถมีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุด และคากิจกรรมของไลเปสจะเทากับศูนยเมื่อพีเอช
ในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเทากับ 4.0

3.6.3  ความคงตัวท่ีพีเอชตางๆของไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
                      นําสารละลายไลเปสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาศึกษาพี
เอชที่เหมาะสมตอความคงตัวของไลเปสโดยเก็บสารละลายเอนไซมที่พีเอชตางๆไดแก 
4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 และ 11.0 เปนเวลา 16 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
(รูปที่ 19) พบวา ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a มีคากิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมมาก
กวา 60 เปอรเซ็นต เมื่อพีเอชในการศึกษาอยูในชวง 6.0-10.0 และเอนไซมจะมีความคงตัว
สูงที่สุดที่พีเอชเทากับ 8.0 และเอนไซมนี้มีความคงตัวลดลงเมื่อพีเอชเปนกรดหรือเปนดาง
มากขึ้น

3.6.4  ความคงตัวท่ีอุณหภูมิตางๆของไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
           นําสารละลายไลเปสที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาศึกษาอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมตอความคงตัวของเอนไซม โดยเก็บสารละลายเอนไซมที่อุณหภูมิตางๆกัน ได
แก 35, 45, 55, 60, 65, 70, 75 และ 80 องศาเซลเซียส ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความ
เขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 เปนเวลา 60 นาที แลวตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม (รูปที่ 20) พบวา เอนไซมจะมีความคงตัวไดดีในชวงอุณหภูมิ 35-65 องศา
เซลเซียส โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมมากกวา 80 เปอรเซ็นต และหลังจากนั้นเอนไซม
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รูปที่ 17 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a
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รูปที่ 18    พีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิตจาก Bacillus sp.  UN16a
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รูปที่ 19    ความคงตัวของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a ที่พีเอชตางๆ



จะสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมอยางรวดเร็ว โดยที่อุณหภูมิ 70 และ 75 องศาเซลเซียส 
เอนไซมมีคากิจกรรมของเอนไซมนอยกวา 40 เปอรเซ็นต และเมื่อเก็บสารละลายเอนไซม
ไวที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ไมสามารถตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม

3.6.5  ผลของตัวทําละลายอินทรียตอการทํางานของไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp.
   UN16a

                       จากการนําสารละลายเอนไซมที่ผานการทําบริสุทธในขั้นตอนสุดทายมา
ศึกษาผลของตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ ไดแก acetone, hexane, butanol, ethanol, 
methanol, benzene, isooctane และ chloroform ที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซม โดยเติมตัว
ทําละลายอินทรียในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมใหมีความเขมขนสุดทายเปน 10 
เปอรเซ็นต (รูปที่ 21) พบวา ไลเปสจะมีคากิจกรรมของเอนไซมลดลงเมื่อมีการเติมตัวทํา
ละลายอินทรียลงไปในการทําปฏิกิริยา โดยไลเปสมีคากิจกรรมของเอนไซมมากกวา 80 
เปอรเซ็นต เมื่อมีการเติม hexane ในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม ซึ่งมีคามากกวาในการทํา
ปฏิกิริยาของเอนไซมที่มีการเติม butanol, ethanol, acetone และ methanol ตามลําดับ โดย
ในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมที่มีการเติม benzene, isooctane และ chloroform นั้นไม
สามารถตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมโดยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทโฟ
โตมิเตอรได เนื่องจากเกิดความขุนขึ้นเมื่อเติมตัวทําละลายอินทรียสามชนิดหลังนี้ลงใน
สารละลายเอนไซม และสับสเตรท

 3.6.6  ผลของตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆตอความคงตัวของไลเปสจาก
          Bacillus sp. UN16a

                       จากการทดสอบผลของตัวทําละลายอินทรียตอความคงตัวของไลเปสที่ผาน
การบริสุทธในขั้นตอนสุดทาย โดยบมสารละลายเอนไซมกับตัวทําละลายอินทรียชนิด
ตางๆเชนเดียวกับที่ใชทดสอบในขอ 3.6.5 โดยผสมสารละลายเอนไซมกับตัวทําละลาย
อินทรียในสัดสวน 1:1 เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 500 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 60 นาที กอนนํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม (รูปที่ 22) พบวา สาร
ละลายเอนไซมมีความคงตัวตอตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆลดลง แตสารละลายเอนไซม
มีความคงตัวตอ isooctane ไดดีกวาตัวทําละลายอินทรียชนิดอื่น โดยมีคากิจกรรมสัมพัทธ
มากกวา 70 เปอรเซ็นต และเมื่อทดสอบความคงตัวของเอนไซมตอตัวทําละลายอินทรียที่
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รูปที่ 20    ความคงตัวที่อุณหภูมิตางๆของไลเปสบริสุทธที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a
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รูปที่ 21    ผลของตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆตอกิจกรรมของไลเปสบริสุทธิ์
                ที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a



ที่เปนแอลกอฮอลนั้น สารละลายเอนไซมจะมีความคงตัวตอตัวทําละลายอินทรียที่เปน
แอลกอฮอลที่มีสายโซคารบอนที่ยาว เชน butanol ไดดีกวา ethanol ซึ่งมีสายโซคารบอนที่
สั้นกวา และไมสามารถตรวจพบคากิจกรรมของเอนไซมเมื่อทดสอบกับ methanol และ 
chloroform

3.6.7  ผลของไอออนของโลหะชนิดตางๆตอการทํางานของไลเปสที่ผลิตจาก
                      Bacillus sp. UN16a
                      จากการทดสอบผลของไออนของโลหะตอการทํางานของเอนไซมไลเปส 
โดยมีการเติมไอออนของโลหะหนักชนิดตางๆในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม ใหมีความ
เขมขนสุดทายเปน 1 และ 10 มิลลิโมลาร (รูปที่ 23) พบวา ไอออนทุกตัวที่นํามาทดสอบยก
เวน Ca2+ สามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมโดย Fe3+ ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมมากที่สุด 
โดยยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมต่ํากวา 50 เปอรเซ็นต สวนไอออนตัวอ่ืน เชน Na+, K+, 
Ba2+, Mg2+ และ Zn2+ ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมระหวาง 61-89 เปอรเซ็นต สวน Ca2+ ที่
ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ยังคงทําใหเอนไซมทํางานปกติเทาชุดควบคุมที่ไมไดใส
ไอออน แตถาเพิ่มความเขมขนของ Ca2+ เปน 10 มิลลิโมลาร ไอออนนี้จะทําหนาที่สงเสริม
กิจกรรมของเอนไซมไดถึง 116 เปอรเซ็นต

3.6.8  ผลของสารเคมีชนิดอื่นตอการทํางานของไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp.
          UN16a

                       จากการทดสอบผลของสารเคมีชนิดอื่น ตอการทํางานของไลเปส โดยมีการ
เติมสารดังกลาวลงไปในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.1 
และ 1.0 มิลลิโมลารตามลําดับ (รูปที่ 24) พบวา ที่ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร  EDTA, 
PMSF และ 2-mercaptoethanol ลดการทํางานของเอนไซมลง 8, 29 และ 5 เปอรเซ็นต ตาม
ลําดับ เมื่อเทียบกับ SDS ซึ่งทําใหกิจกรรมของเอนไซมลดลงอยางมาก โดยมีคากิจกรรม
ของเอนไซมเทากับ 53 เปอรเซ็นต และเมื่อความเขมขนของสารเปน 1.0 มิลลิโมลาร พบวา 
EDTA และ 2-mercaptoethanol ลดการทํางานของเอนไซมลง 13 และ 16 เปอรเซ็นต สวน 
PMSF และ SDS ทําใหกิจกรรมของเอนไซมลดลงมากกวา 40 และ 60 เปอรเซ็นต ตาม
ลําดับ
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รูปที่ 22   ผลของตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆตอความคงตัวของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิต
               จาก Bacillus sp. UN16a เมื่อเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที
               กอนวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม
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รูปที่ 23   ผลของไอออนของโลหะชนิดตางๆตอกิจกรรมของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิตจาก
               Bacillus sp. UN16a
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รูปที่ 24   ผลของสารเคมีชนิดตางๆตอการทํางานของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิตจาก
                Bacillus sp. UN16a




