
บทที่ 3

ผลการทดลอง

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

เติม yeast extract ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และเขยา
ดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นนําโครโมโซมัลดีเอ็นเอที่ไดไป
ทําการยอยเพียงบางสวนดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Sau3AI ทําการคัดเลือกโครโมโซมัลดีเอ็น
เอที่มีขนาด 2-6 กิโลเบส (kb) จาก lane ที่ 3 (รูปที่ 5) ไปเชื่อมตอกับพลาสมิด pUC18 ซึ่งมี 
lacZ และยีนที่ดื้อตอยาแอมพิซิลินเปนตัวติดตาม (marker) ที่ผานการยอยอยางสมบูรณดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ Bam HI ดังรูปที่ 6 ดวยเอนไซมเชื่อมตอดีเอ็นเอ (T4 DNA ligase) นํา
สวนผสมทั้งหมดที่ไดไปถายโอนเขาไปใน E. coli JM109 โดยวิธีทรานสฟอรเมชั่น จาก
นั้นนํา E.  coli JM109 ทั้งหมดไป spread ลงบนอาหารแข็ง Luria-Bertani agar (LB agar) 
ที่มี tributyrin oil ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต แอมพิซิลิน ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร และมีการ spread Isopropylthio-β-galactoside (IPTG) และ 5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-D-galactoside (X-gal) บนอาหาร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพื่อคัด
เลือกโคโลนีที่มีสีขาว และเกิดวงใส (clear zone) รอบโคโลนี พบวา โคโลนีที่ไดสวนใหญ
มีสีฟา สวนโคโลนีที่มีสีขาวนั้นไมปรากฏวงใสรอบโคโลนี และเมื่อนําโคโลนีสีขาวไปทํา
การสกัดพลาสมิด ผลปรากฏวาไมพบพลาสมิดที่มีดีเอ็นเอที่ตองการสอดแทรกอยู

3.2  การทดสอบ Bacillus sp. UN16a ท่ีสามารถผลิตเอนไซมไลเปส
       จากการเพาะเลี้ยง Bacillus sp. UN16a โดยการเขี่ยเชื้อ (streak plate method) ลงบน
อาหารแข็งสําหรับคัดเลือก และผลิตไลเปส ที่มีสวนผสมของน้ํามันปาลมความเขมขน 0.1 
เปอรเซ็นต นําไปบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาโคโลนีที่ไดมี
ลักษณะสีขาว กลม และปรากฏวงใส (clear zone) รอบโคโลนี ดังรูปที่ 7



รูปที่ 5    Agarose gel electrophoresis ของโครโมโซมัลดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. UN16a
  ที่ถูกยอยเพียงบางสวนดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Sau3AI

               lane 1    : uncut โครโมโซม
               lane 2-7 : โครโมโซมัลดีเอ็นเอที่ถูกยอยเพียงบางสวนดวยเอนไซม Sau3AI
               lane 8    : λ DNA + Hind III



รูปที่ 6    Agarose gel electrophoresis ของ pUC18 ที่สกัดไดจาก E. coli JM109 และนํามา
               ยอยอยางสมบูรณดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Bam HI
                lane 1 : Uncut pUC18
                lane 2 : pUC18 + Bam HI
                lane 3 : λ DNA + Hind III

0.6



ซึ่งแสดงวา Bacillus sp. UN16a สามารถผลิตไลเปสออกสูภายนอกเซลลมายอยน้ํามัน
ปาลมที่เปนองคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ

3.3  การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
 ตรวจสอบการเจริญ การเปลี่ยนแปลงพีเอช และกิจกรรมของไลเปสจาก Bacillus sp.

UN16a โดยทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 ชั่วโมง ในอาหาร
เหลวสําหรับคัดเลือกและผลิตไลเปสที่มีน้ํามันปาลมความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนสวน
ผสม ดังรูปที่ 8 พบวา Bacillus sp. UN16a จะมีการเจริญสูงสุด หลังจากการเพาะเลี้ยง เปน
เวลา 48 ชั่วโมง และการเจริญจะลดลงเมื่อเพาะเลี้ยงตอไปจนถึงชั่วโมงที่ 60 สวนกิจกรรม
ของไลเปสจะเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องเมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 36 ชั่วโมง โดยจะมีคากิจ
กรรมของไลเปสสูงที่สุดที่เวลา 36 ชั่วโมง โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 39.29 มิล
ลิยูนิตตอมิลลิลิตร จากนั้นคากิจกรรมของเอนไซมเริ่มคอยๆลดลง

3.4  การศึกษาผลของอุณหภูมิ และระยะเวลาในการเก็บรักษาตอกิจกรรมของเอนไซมไล
 เปสจาก Bacillus sp. UN16a
 เมื่อนําอาหารเหลวที่ผานการปนแยกตะกอนเซลลออกแลวมาทําการศึกษาผลของ

อุณหภูมิและระยะเวลาในการเก็บรักษาตอกิจกรรมของไลเปสที่อุณหภูมิ –20, 4 และ 37
องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 4 วัน ดังรูปที่ 9 พบวาคากิจกรรมสัมพัทธของไลเปสในตัว
อยางอาหารเหลวที่เก็บในอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จะยังคงมีคากิจกรรมสัมพัทธลดลง
เล็กนอย จาก 100 เปอรเซ็นต เปน 98 เปอรเซ็นต และตัวอยางอาหารเหลวที่เก็บในอุณหภูมิ
4 องศาเซลเซียสจะมีคากิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมลดลงจาก 100 เปอรเซ็นต เปน 40
เปอรเซ็นต สวนตัวอยางอาหารเหลวที่เก็บในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คากิจกรรม
สัมพัทธของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็วต้ังแตวันที่ 1 โดยจะลดลงจาก 100 เปอรเซ็นต
เปน 36 เปอรเซ็นต และคากิจกรรมสัมพัทธของไลเปสจะมีคาเทากับ 0 เปอรเซ็นต เมื่อเก็บ
ไวเปนเวลา 4 วัน



รูปที่ 7     ลักษณะโคโลนีของ Bacillus sp. UN16a ที่เจริญบนอาหารแข็งสําหรับคัดเลือก
               และผลิตไลเปสที่มีน้ํามันปาลม ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เปนองคประกอบ
               บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง



0

10

20

30

40

50

0 12 24 36 48 60
Tim e (h)

0

0.5

1

1.5

2

2.5

L ipase activity (m U /m l) pH G row th (O D  660)

Lip
ase

 ac
tiv

ity
 (m

U/m
l)

pH

Gr
ow

th 
(O

D 6
60)

รูปที่ 8     การเจริญ การเปลี่ยนแปลงพีเอช และการผลิตไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a ที่
   เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Lipase medium บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เขยา
   ดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 60 ชั่วโมง
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รูปที่ 9     ความคงตัวของเอนไซมสกัด (crude enzyme extract) ที่ผลิตจาก Bacillus sp.   
                UN16a และเก็บรักษาไว ณ อุณหภูมิตางๆกันเปนระยะเวลา 4 วัน



3.5  การทําบริสุทธิ์ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
 3.5.1 การเตรียมตัวอยางสําหรับแยกไลเปส

         เมื่อนําอาหารเหลวที่ไดจากการถายเชื้อ Bacillus sp. UN16a ลงไป และเพาะ
เลี้ยงเปนเวลา 16 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอ
นาที มาปนแยกตะกอนเซลลที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที (5,000 x g) อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวนําสวนใสปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร มาวิเคราะหกิจกรรม
ของไลเปส และปริมาณโปรตีน ดังตารางที่ 10 พบวา จะมีคากิจกรรมของเอนไซมทั้งหมด
(total activity) เทากับ 39,330 มิลลิยูนิต โดยมีปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total proteins) เทา
กับ 492 มิลลิกรัม และจะมีคากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม (specific activity) เทากับ 79.9
มิลลิยูนิตตอมิลลิกรัม

3.5.2 การตกตะกอนโปรตีนของเอนไซมดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
         เมื่อนําอาหารเหลวที่ผานการปนแยกตะกอนเซลลออก และทําใหเขมขนดวย

การระเหยดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศมาตกตะกอนโปรตีนของเอนไซมดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต ในชวงความอิ่มตัวตางๆ (รูปที่ 10) พบวา ตะกอนโปรตีนที่ไดหลัง
จากผานการกําจัดเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตออกโดยการไดอะไลซิส (dialysis) สามารถ
ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมในทุกชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัล
เฟตที่ใชตกตะกอน โดยตะกอนโปรตีนที่ไดจากชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตในชวง 20-40 เปอรเซ็นต และ 40-60 เปอรเซ็นต มีคากิจกรรมของ
เอนไซมเทากับ 56.61 และ 53.72 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตร สวนคากิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซมเทากับ 21.16 และ 27.10 มิลลิยูนิตตอมิลลิกรัม สวนตะกอนที่ไดจากชวง
เปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 0-20 เปอรเซ็นต และ 60-80 
เปอรเซ็นต มีคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 14.21 และ 10.88 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตร และมี
คากิจกรรมจําเพาะเทากับ 9.97 และ 8.24 มิลลิยูนิตตอมิลลิกรัม ตามลําดับ ดังรูปที่ 10 ซึ่ง
จากผลการทดลองที่ไดพบวา ชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช
ในการตกตะกอนที่ 20-40 เปอรเซ็นต และ 40-60 เปอรเซ็นต ใหคากิจกรรม และกิจกรรม
จําเพาะของเอนไซมสูงกวาชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 0-20



ตารางที่ 10   การทําบริสุทธิ์ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a ที่เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 55 องศา
        เซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 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 คาที่แสดงเปนคาที่ไดจากการทดลอง 3 ซ้ํา
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รูปที่ 10    ชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการตกตะกอน
    ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a



เปอรเซ็นต และ 60-80 เปอรเซ็นต ดังนั้น ในการตกตะกอนโปรตีนของเอนไซมจึงใชชวง
เปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 20-60 เปอรเซ็นตในการตกตะกอน
และนําสารละลายเอนไซมที่ไดหลังจากการกําจัดเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตออกโดยวิธีได
อะไลซิส มาทําใหเขมขนดวยเครื่องระเหยแบบสูญญากาศที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จน
มีปริมาณโปรตีนประมาณ 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

3.5.3 การทําบริสุทธิ์ไลเปสโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิออนชนิด
            DEAE-Sepharose CL-6B
            นําเอาสารละลายเอนไซมที่ไดจากขั้นตอนการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ

แอมโมเนียมซัลเฟตมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิออน โดยใช
เรซินชนิด DEAE-Sepharose CL-6B ที่บรรจุลงในคอลัมน ขนาด 1.0 x 10 เซนติเมตร และ
ชะโปรตีนที่ไมไดจับกับเรซินดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโม
ลาร พีเอช 8.0 สวนโปรตีนที่จับกับเรซินจะถูกชะดวยสารละลายบัฟเฟอรชนิดเดียวกันที่มี
ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง (linear gradient
elution) จาก 0 ถึง 1 โมลาร นําสารละลายที่เก็บไดในแตละหลอด ไปทําการตรวจหา
ปริมาณโปรตีน โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และ วิเคราะหคากิจกรรมของ
เอนไซมหลังจากกําจัดเกลือโซเดียมคลอไรดโดยวิธีไดอะไลซิส (ภาพที่ 12) พบวา
สามารถแยกโปรตีนได 3 พีค คือ A, B และ C สารละลายไลเปสสวนใหญ (พีค B) แยก
ออกมาจากโปรตีนชนิดอื่นไดโดยการชะดวยสารละลายบัฟเฟอรที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด
ความเขมขนประมาณ 0.5 โมลาร และจะไมมีโปรตีนของเอนไซมถูกชะออกมาเมื่อความ
เขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดประมาณ 0.85 โมลาร หลังจากนั้นนําสารละลายไลเปส
เฉพาะสวนที่มีกิจกรรมของเอนไซมมารวมกันแลวนําไปกําจัดเกลือโซเดียมคลอไรดออก
โดยวิธีไดอะไลซิสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และนําไปตรวจหากิจกรรมของเอนไซม และปริมาณโปรตีน
พบวา จะมีคากิจกรรมของเอนไซมทั้งหมดเทากับ 1,139.6 มิลลิยูนิต โดยมีปริมาณโปรตีน
ทั้งหมดเทากับ 19.25 มิลลิกรัม และมีคากิจกรรมจําเพาะของเอนไซมเทากับ 59.20 มิลลิยู
นิตตอมิลลิกรัม สวนปริมาณสุทธิของเอนไซมเทากับ 2.90 เปอรเซ็นต และมีคาความ
บริสุทธิ์ (purification fold) เทากับ 0.74 เทา ดังตารางที่ 1



จากนั้นนําสารละลายเอนไซมที่ไดนี้ไปทําใหเขมขนดวยการทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
(lyophilization)

3.5.4 การทําไลเปสใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตชั่นชนิด
         Sephadex G-100
         นําไลเปสที่ผานการทําใหเขมขนดวยการทําแหงแบบแชเยือกแข็งมาละลาย

ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ใหมีความเขมขน
ของโปรตีนประมาณ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นําสารละลายเอนไซมนี้ไปทําใหบริสุทธิ์โดย
วิธีโครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตชั่นโดยใชเรซินชนิด Sephadex G-100 ที่บรรจุลงนคอ
ลัมนขนาด 1.0 x 45 เซนติเมตร และชะโปรตีนดวยสารละลายบัฟเฟอรชนิดเดียวกับที่ใช
ละลายเอนไซมจนไมมีโปรตีนถูกชะอออกมาจากคอลัมน นําสารละลายเอนไซมที่เก็บได
ในแตละหลอดไปหาปริมาณโปรตีนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร กอนนํา
ไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม พบวา สามารถแยกโปรตีนออกมาได 3 พีค คือ B1, B2
และ B3 ดังรูปที่ 12 โดยสามารถตรวจพบกิจกรรมของไลเปสในพีค B3 ทําการรวมสาร
ละลายเอนไซมในพีค B3 นําไปวิเคราะหกิจกรรม และปริมาณโปรตีนของเอนไซม โดยจะ
มีคากิจกรรมและปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม เทากับ 572.3 มิลลิยูนิต และ 2.57
มิลลิกรัม ตามลําดับ ซึ่งสามารถคํานวณหากิจกรรมจําเพาะของเอนไซมไดเทากับ 222.68
มิลลิยูนิตตอมิลลิกรัม และมีปริมาณเอนไซมเทากับ 1.45 เปอรเซ็นต สวนคาความบริสุทธิ์
ของเอนไซม เทากับ 2.79 เทา ดังแสดงในตารางที่ 10

3.5.5  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของไลเปสโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลง
          สภาพ (SDS-PAGE)
          เมื่อนําตัวอยางไลเปสที่ผานขั้นตอนตางๆของการทําบริสุทธิ์มาตรวจสอบ

ความบริสุทธิ์ และน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ  
(รูปที่ 13) พบวา มีแถบโปรตีนเปนจํานวนมากในตัวอยางเอนไซมที่ผานการทําใหเขมขน
ดวยเครื่องระเหยแบบสูญญากาศและตัวอยางที่ผานการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตในชวงความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ 20-60 
เปอรเซ็นต และแถบโปรตีนสวนใหญหลังจากที่ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
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รูปที่ 11    การทําบริสุทธิ์ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a โดยใชคอลัมนแบบแลกเปลี่ยน
    ไอออนชนิด DEAE-Sepharose CL-6B ชะโปรตีนดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟ
    เฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ตามดวยการชะดวยสารละลาย
    โซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0-1 โมลาร ในสารละลายบัฟเฟอรชนิดเดียวกัน
    อัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง  เก็บตัวอยาง 2.5 มิลลิลิตรตอหลอด
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รูปที่ 12    การทําบริสุทธิ์ไลเปส พีค B ดวยคอลัมนแบบเจลฟวเตชั่นชนิด Sephadex G-100
                ชะโปรตีนดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช
                 8.0 อัตราการไหล 20 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บตัวอยาง 1.5 มิลลิลิตรตอหลอด



รูปที่ 13    แถบโปรตีนของไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a โดยวิธี SDS-PAGE
     lane 1 : โปรตีนมาตรฐาน 6 ชนิด
     lane 2 : สารละลายเอนไซมที่ผานการทําใหเขมขนโดยการระเหยแบบ
                  สุญญากาศ (ปริมาณโปรตีน 25 ไมโครกรัม)
     lane 3 : สารละลายเอนไซมที่ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต

       (ปริมาณโปรตีน  20 ไมโครกรัม)
     lane 4 : สารละลายเอนไซมที่ผานขั้นตอน DEAE-Sepharose CL-6B

       (ปริมาณโปรตีน  15 ไมโครกรัม)
                 lane 5 : สารละลายเอนไซมที่ผานขั้นตอน Sephadex G-100

       (ปริมาณโปรตีน  15 ไมโครกรัม)



จะจางหายไปมื่อผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิ
ออนชนิด DEAE-Sepharose CL-6B และพบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวเมื่อผานขั้นตอน
การทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตชั่น ซึ่งสามารถคํานวณหาน้ําหนัก
โมเลกุลไดเทากับ 17,000 ดาลตัน (รูปที่ 14) โดยเปรียบเทียบกับคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ
(Rf) ของเอนไซมกับกราฟมาตรฐานระหวางคา Rf ของโปรตีนมาตรฐาน 6 ชนิด ไดแก
ฟอสฟอรีเลสบี (Phosphorylase b , Mr 94,000), โบวีนซีรัมอัลบลูมิน (Bovine Serum
Albumin, Mr 67,000), โอวัลบูมิน (Ovalbumin, Mr 43,000 ดาลตัน), คารโบนิกแอนไฮเด
รส (Carbonic anhydrase, Mr 30,000), ซอยบีนทริปซินอินฮิบิเตอร (Soybean trypsin
inhibitor, Mr 20,100) และแอลฟาแลคทัลบูมิน (α-lactalbumin, Mr 14,400) กับคา log
ของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแตละชนิด  

3.5.6  การตรวจสอบความบริสุทธิ์และน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีอิเล็ก
          โทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (Native-PAGE)
          เมื่อนําตัวอยางไลเปสที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายโดยวิธีโครมา

โทกราฟแบบเจลฟวเตชั่นมาตรวจสอบความบริสุทธ และน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมใน
สภาพธรรมชาติโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (รูปที่ 15) พบวา มีโปรตีนที่
ติดสีคูแมสซีบลูเพียงแถบเดียว ซึ่งเมื่อคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลโดยการเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานระหวางการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) กับ log ของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน
มาตรฐาน 6 ชนิด ที่ไมไดผานการทําใหเสียสภาพธรรมชาติ (native) (รูปที่ 16) พบวา จะมี
ขนาดน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 17,000  ดาลตัน

3.6  การศึกษาคุณสมบัติของไลเปสบริสุทธิ์ท่ีผลิตจาก Bacillus sp. UN16a
3.6.1  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางานของไลเปส

                      นําสารละลายไลเปสที่ไดจากขั้นตอนสุดทายของการทําใหบริสุทธิ์มาศึกษา
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่อุณหภูมิตางๆ ไดแก 35, 45, 55, 60, 65,
70, 75 และ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที กอนหยุดปฏิกิริยา (รูปที่ 17) พบวา คากิจ
กรรมของเอนไซมจะเพิ่มขึ้นเมื่ออุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น
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รูปที่ 14    ความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน กับการเคลื่อนที่
                สัมพัทธ (Rf) ใน 12 เปอรเซ็นต SDS-PAGE



รูปที่ 15    แถบโปรตีนบริสุทธิ์ของไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a โดยวิธี Native-
     PAGE

      lane 1 : โปรตีนมาตรฐาน 6 ชนิด
   lane 2 : สารละลายเอนไซมบริสุทธิ์ที่ผานขั้นตอน Sephadex G-100

       (ปริมาณโปรตีน 15 ไมโครกรัม)



รูปที่ 16    ความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน กับการเคลื่อนที่
                 สัมพัทธ (Rf) ใน 10-15 เปอรเซ็นต Native-PAGE

y = -1.7554x + 5.393
R2 = 0.9759
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จาก 35 องศาเซลเซียส จนถึง 60 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปน
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปส และเมื่ออุณหภูมิในในการทําปฏิกิริยาสูงกวา
60 องศาเซลเซียสคากิจกรรมของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็ว ซึ่งที่อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส ไมสามารถตรวจพบคากิจกรรมของเอนไซม

3.6.2  พีเอชท่ีเหมาะสมตอการทํางานของไลเปส
                       นําสารละลายไลเปสที่ไดจากขั้นตอนสุดทายของการทําใหบริสุทธิ์มาศึกษา
พีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่พีเอชตางๆ ไดแก 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0,
10.0 และ 11.0 เปนเวลา 15 นาที (รูปที่ 18) พบวา คากิจกรรมสัมพัทธของไลเปสสูงกวา 50
เปอรเซ็นตเมื่อพีเอชในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมอยูในชวง 7.0-10.0 ที่พีเอช 8.0 ไลเปส
สามารถมีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุด และคากิจกรรมของไลเปสจะเทากับศูนยเมื่อพีเอช
ในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเทากับ 4.0

3.6.3  ความคงตัวท่ีพีเอชตางๆของไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
                      นําสารละลายไลเปสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาศึกษาพี
เอชที่เหมาะสมตอความคงตัวของไลเปสโดยเก็บสารละลายเอนไซมที่พีเอชตางๆไดแก 
4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 และ 11.0 เปนเวลา 16 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
(รูปที่ 19) พบวา ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a มีคากิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมมาก
กวา 60 เปอรเซ็นต เมื่อพีเอชในการศึกษาอยูในชวง 6.0-10.0 และเอนไซมจะมีความคงตัว
สูงที่สุดที่พีเอชเทากับ 8.0 และเอนไซมนี้มีความคงตัวลดลงเมื่อพีเอชเปนกรดหรือเปนดาง
มากขึ้น

3.6.4  ความคงตัวท่ีอุณหภูมิตางๆของไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
           นําสารละลายไลเปสที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาศึกษาอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมตอความคงตัวของเอนไซม โดยเก็บสารละลายเอนไซมที่อุณหภูมิตางๆกัน ได
แก 35, 45, 55, 60, 65, 70, 75 และ 80 องศาเซลเซียส ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความ
เขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 เปนเวลา 60 นาที แลวตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม (รูปที่ 20) พบวา เอนไซมจะมีความคงตัวไดดีในชวงอุณหภูมิ 35-65 องศา
เซลเซียส โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมมากกวา 80 เปอรเซ็นต และหลังจากนั้นเอนไซม
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รูปที่ 17 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a
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รูปที่ 18    พีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิตจาก Bacillus sp.  UN16a
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รูปที่ 19    ความคงตัวของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a ที่พีเอชตางๆ



จะสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมอยางรวดเร็ว โดยที่อุณหภูมิ 70 และ 75 องศาเซลเซียส 
เอนไซมมีคากิจกรรมของเอนไซมนอยกวา 40 เปอรเซ็นต และเมื่อเก็บสารละลายเอนไซม
ไวที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ไมสามารถตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม

3.6.5  ผลของตัวทําละลายอินทรียตอการทํางานของไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp.
   UN16a

                       จากการนําสารละลายเอนไซมที่ผานการทําบริสุทธในขั้นตอนสุดทายมา
ศึกษาผลของตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ ไดแก acetone, hexane, butanol, ethanol, 
methanol, benzene, isooctane และ chloroform ที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซม โดยเติมตัว
ทําละลายอินทรียในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมใหมีความเขมขนสุดทายเปน 10 
เปอรเซ็นต (รูปที่ 21) พบวา ไลเปสจะมีคากิจกรรมของเอนไซมลดลงเมื่อมีการเติมตัวทํา
ละลายอินทรียลงไปในการทําปฏิกิริยา โดยไลเปสมีคากิจกรรมของเอนไซมมากกวา 80 
เปอรเซ็นต เมื่อมีการเติม hexane ในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม ซึ่งมีคามากกวาในการทํา
ปฏิกิริยาของเอนไซมที่มีการเติม butanol, ethanol, acetone และ methanol ตามลําดับ โดย
ในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมที่มีการเติม benzene, isooctane และ chloroform นั้นไม
สามารถตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมโดยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทโฟ
โตมิเตอรได เนื่องจากเกิดความขุนขึ้นเมื่อเติมตัวทําละลายอินทรียสามชนิดหลังนี้ลงใน
สารละลายเอนไซม และสับสเตรท

 3.6.6  ผลของตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆตอความคงตัวของไลเปสจาก
          Bacillus sp. UN16a

                       จากการทดสอบผลของตัวทําละลายอินทรียตอความคงตัวของไลเปสที่ผาน
การบริสุทธในขั้นตอนสุดทาย โดยบมสารละลายเอนไซมกับตัวทําละลายอินทรียชนิด
ตางๆเชนเดียวกับที่ใชทดสอบในขอ 3.6.5 โดยผสมสารละลายเอนไซมกับตัวทําละลาย
อินทรียในสัดสวน 1:1 เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 500 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 60 นาที กอนนํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม (รูปที่ 22) พบวา สาร
ละลายเอนไซมมีความคงตัวตอตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆลดลง แตสารละลายเอนไซม
มีความคงตัวตอ isooctane ไดดีกวาตัวทําละลายอินทรียชนิดอื่น โดยมีคากิจกรรมสัมพัทธ
มากกวา 70 เปอรเซ็นต และเมื่อทดสอบความคงตัวของเอนไซมตอตัวทําละลายอินทรียที่
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รูปที่ 20    ความคงตัวที่อุณหภูมิตางๆของไลเปสบริสุทธที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a
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Organic solvents

หมายเหตุ ND :  No determination because of the reaction mixture was turbid
                           after addition of solvent

รูปที่ 21    ผลของตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆตอกิจกรรมของไลเปสบริสุทธิ์
                ที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a



ที่เปนแอลกอฮอลนั้น สารละลายเอนไซมจะมีความคงตัวตอตัวทําละลายอินทรียที่เปน
แอลกอฮอลที่มีสายโซคารบอนที่ยาว เชน butanol ไดดีกวา ethanol ซึ่งมีสายโซคารบอนที่
สั้นกวา และไมสามารถตรวจพบคากิจกรรมของเอนไซมเมื่อทดสอบกับ methanol และ 
chloroform

3.6.7  ผลของไอออนของโลหะชนิดตางๆตอการทํางานของไลเปสที่ผลิตจาก
                      Bacillus sp. UN16a
                      จากการทดสอบผลของไออนของโลหะตอการทํางานของเอนไซมไลเปส 
โดยมีการเติมไอออนของโลหะหนักชนิดตางๆในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม ใหมีความ
เขมขนสุดทายเปน 1 และ 10 มิลลิโมลาร (รูปที่ 23) พบวา ไอออนทุกตัวที่นํามาทดสอบยก
เวน Ca2+ สามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมโดย Fe3+ ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมมากที่สุด 
โดยยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมต่ํากวา 50 เปอรเซ็นต สวนไอออนตัวอ่ืน เชน Na+, K+, 
Ba2+, Mg2+ และ Zn2+ ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมระหวาง 61-89 เปอรเซ็นต สวน Ca2+ ที่
ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ยังคงทําใหเอนไซมทํางานปกติเทาชุดควบคุมที่ไมไดใส
ไอออน แตถาเพิ่มความเขมขนของ Ca2+ เปน 10 มิลลิโมลาร ไอออนนี้จะทําหนาที่สงเสริม
กิจกรรมของเอนไซมไดถึง 116 เปอรเซ็นต

3.6.8  ผลของสารเคมีชนิดอื่นตอการทํางานของไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp.
          UN16a

                       จากการทดสอบผลของสารเคมีชนิดอื่น ตอการทํางานของไลเปส โดยมีการ
เติมสารดังกลาวลงไปในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.1 
และ 1.0 มิลลิโมลารตามลําดับ (รูปที่ 24) พบวา ที่ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร  EDTA, 
PMSF และ 2-mercaptoethanol ลดการทํางานของเอนไซมลง 8, 29 และ 5 เปอรเซ็นต ตาม
ลําดับ เมื่อเทียบกับ SDS ซึ่งทําใหกิจกรรมของเอนไซมลดลงอยางมาก โดยมีคากิจกรรม
ของเอนไซมเทากับ 53 เปอรเซ็นต และเมื่อความเขมขนของสารเปน 1.0 มิลลิโมลาร พบวา 
EDTA และ 2-mercaptoethanol ลดการทํางานของเอนไซมลง 13 และ 16 เปอรเซ็นต สวน 
PMSF และ SDS ทําใหกิจกรรมของเอนไซมลดลงมากกวา 40 และ 60 เปอรเซ็นต ตาม
ลําดับ
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รูปที่ 22   ผลของตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆตอความคงตัวของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิต
               จาก Bacillus sp. UN16a เมื่อเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที
               กอนวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม
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รูปที่ 23   ผลของไอออนของโลหะชนิดตางๆตอกิจกรรมของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิตจาก
               Bacillus sp. UN16a
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รูปที่ 24   ผลของสารเคมีชนิดตางๆตอการทํางานของไลเปสบริสุทธิ์ที่ผลิตจาก
                Bacillus sp. UN16a




