
วารสารเทคโนโลยีการอาหาร มหาวิทยาลัยสยาม ปีที่ 5 ฉบับที่ 1 มิถุนายน 2552- พฤษภาคม 2553 

chai_ampun@hotmail.com 
1ภาควิชาเทคโนโลยีการอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสยาม 
1Department of Food Technology, Faculty of Science, Siam University 

47 

การผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต A 
Amylase Production from Bacillus sp. isolate A 

อ าพรรณ  ชัยกุลเสรีวัฒน์ 1และสาวิตรี ล้้าเหลือหลาย 
Ampun Chaikulsareewath1and Sawitee  Lampluarline 

 

 
บทคัดย่อ 

ศึกษาการผลิตอะไมเลสจาก Bacillus sp.     
ไอโซเลต A  โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร starch broth และ
แปรปริมาณกล้าเชื้อ (ปริมาตร/ปริมาตร) เป็น 5 10 และ 
15 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ พบว่าปริมาณกล้าเชื้อ 10 
เปอร์เซ็นต์ เหมาะสมในการผลิตอะไมเลสได้มากท่ีสุด
โดยผลิตได้ 0.48 ± 0.04 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ท่ีเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นศึกษาค่าความ
เป็นกรด-ด่างท่ีมีผลต่อการท้างานของอะไมเลส  เมื่อ
แปรค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 5.5 6.5 7.5 และ 8.5  
พบว่าอะไมเลสท้างานสูงสุด (1.65 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ท่ี
ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.5 และได้ท้าการศึกษา
อุณหภูมิท่ีมีผลต่อการท้างานของอะไมเลส โดยแปร
อุณหภูมิเป็น 30  50 70 และ 90 องศาเซลเซียส 
พบว่าอะไมเลสท้างานสูงสุด (1.23 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ท่ี 
50 องศาเซลเซียส  
 
ค าส าคัญ: อะไมเลส   Bacillus sp.  กิจกรรมของอะ
ไมเลส 
 
 

ABSTRACT 
Studies on the amylase production were 

carried out with a Bacillus sp. isolate A.  This 
isolate was cultivated  by varying the inoculum 
sizes (volume/volume) at 5, 10 and 15%, 
respectively  in a starch broth. The results revealed 
that the 10% of inoculum sizes was suitable for 
maximum enzyme production 0.48  0.04 unit/ml 
after for 24 h at 37C. Furthermore, the pH 
optimum of the crude enzyme was determined by 
varying the pH (5.5, 6.5, 7.5, and 8.5) of the assay 
reaction mixture. The hightest activity (1.65 unit/ml) 
was found to be active at pH 6.5. The temperature 
optimum (30, 50, 70, and 90C) on the activity 
were determined. The hightest activity (1.23 unit/ml) 
was found to be active at 50C.  
 
Keywords:   Amylase,  Bacillus  sp.,  Amylase 
Activity 
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บทน า 
  อะไมเลสเป็นเอนไซม์ท่ีเปลี่ยนแป้งเป็นน้้าตาล
หลายชนิด เช่น น้้าตาลกลูโคส น้้าตาลมอลโตส เป็นต้น 
ปัจจุบันการผลิตเอนไซม์และการใช้ อะไมเลสใน
อุตสาหกรรมก้าลังมีความส้าคัญมากขึ้น  เพราะการใช้
เอนไซม์ในอุตสาหกรรมจะช่วยลดต้นทุนการผลิต  และ
สามารถควบคุมกรรมวิธีการผลิตให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น
ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพ เช่น การผลิตน้้าเชื่อมจากแป้ง
ท่ีใช้ ในอุตสาหกรรม อะไมเลสมีบทบาทส้าคัญใน
อุตสาหกรรมต่างๆ ได้แ ก่อุตสาหกรรมการผลิต
แอลกอฮอล์ การท้ากระดาษ การท้าน้้าผลไม้ให้ใส การ
ผลิตน้้าเชื่อมจากแป้งได้จากกลูโคสไซรับ ฟรุกโตสไซรับ 
แหล่งของอะไมเลสโดยท่ัวไปได้จากพืช สัตว์ และ
จุลินทรีย์ ปัจจุบันไม่นิยมใช้การผลิต อะไมเลสจากพืช 
และสัตว์  เนื่องจากต้องใช้วัตถุดิบเป็นจ้านวนมากและ
ต้นทุนในการผลิตสูง   จึงมีการผลิตอะไมเลสจาก
จุลินทรีย์ เพราะเป็นแหล่งเอนไซม์ท่ีมีปริมาณไม่จ้ากัด 
[1]-[3]  จุลินทรีย์ได้รับความนิยมใช้ในอุตสาหกรรมเป็น
อย่ า งมากได้ แ ก่  แบคที เ รี ย  เนื่ อ งจาก เลี้ ย งง่ าย  
แบคทีเรียต้องการอาหารไม่ซับซ้อนมากนัก  สะดวกใน
การเก็บเชื้อได้นานโดยไม่ต้องถ่ายเชื้อบ่อย และการแปร
ผันของเชื้อในการผลิตเอนไซม์จากเชื้อแบคทีเรียน้อย
กว่าเชื้อรา  ท้ังนี้การผลิตอะไมเลสจากแบคทีเรียจึง
นับว่ามีความน่าสนใจอย่างยิ่ง [4]  ในการผลิตเอนไซม์
จากจุลินทรีย์จะต้องค้านึงถึงปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญ
ของจุลินทรีย์และการผลิตเอนไซม์ ได้แก่ สายพันธุ์ของ
เชื้อ ปริมาณกล้าเชื้อ  อาหารเลี้ยงเชื้อ  อุณหภูมิ และ
ระยะเวลาในการบ่มเชื้อ  นอกจากนี้เอนไซม์จะท้างานได้
ดีเมื่ออยู่ในภาวะท่ีเหมาะสม เช่น มีค่าความเป็นกรด-
ด่าง และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท้างานของเอนไซม์  
Ivanova และคณะ (1993) พบว่าอะไมเลสท่ีผลิตได้จาก 
Bacillus  subtilis สามารถทนต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง 
เท่ากับ 6.5-8.0  และช่วงอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส [5] 
  ชนิดา (2549) ได้คัดแยกจุลินทรีย์ท่ีผลิตอะ
ไมเลสจากน้้าเสียโรงงานแป้ง พบว่ามี Bacillus spp.
หลายไอโซเลต ท่ีมี คุณสมบัติในการผลิตอะไมเลส 

โดยเฉพาะ ไอโซเลต A ซึ่งเป็น Bacillus sp.ท่ีสามารถ
ผลิตอะไมเลสได้ดี [3] ดังนั้นในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์
ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตและการท้างานของ 
อะไมเลส  โดยการแปรปริมาณกล้าเชื้อ   ติดตาม
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตอะไมเลส รวมท้ังศึกษา
ผลของค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิ ท่ีมีต่อการ
ท้างานของอะไมเลส 
 
อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 
1. การศึกษาปริมาณกล้าเชื้อที่เหมาะสมในการ
ผลิตอะไมเลส  
 วิธีการทดลองดัดแปลงตามวิธีของ (Cordeiro 
et al., 2002) [6] 
  1.1 เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.ไอโซเลต A ใน
อาหาร nutrient broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มใน 
water bath (รุ่น Memmert M50) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 1.2  วัดค่าความขุ่น (optical density: OD)  
ปรับค่าความขุ่นท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
(OD660) เท่ากับ 0.5 ด้วยเครื่อง Spectrophotometer 
(Spectronic 21) และเลี้ยงเชื้อในอาหาร starch broth 
(Yeast  extract  2.0 กรัม  KH2PO4 1.3  กรัม  
MgSO47H2O 0.5 กรัม CaCl22H2O  0.1 กรัม Peptone  
5.0 กรัม  Soluble Starch 30.0 กรัม และน้้ากลั่น 100 
มิลลิลิตร) โดยแปรปริมาณกล้าเชื้อ (น้้าหนัก/ปริมาตร) ท่ี 
5  10 และ 15 เปอร์เซ็นต์ 
 1.3 บ่มเชื้อในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
  1.4 เก็บตัวอย่างโดยการปั่นแยกเซลล์ออก ด้วย
เครื่องปั่นเหวี่ยง (รุ่น PK- 131 R) ท่ีอัตราเร็ว 4,500 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 
  1.5 น้าส่วนใสท่ีได้มาหากิจกรรมของอะ
ไมเลสตามวิธีของ Bernfeld (1951) [7] 
 



วารสารเทคโนโลยีการอาหาร มหาวิทยาลัยสยาม ปีที่ 5 ฉบับที่ 1 มิถุนายน 2552- พฤษภาคม 2553 

chai_ampun@hotmail.com 
1ภาควิชาเทคโนโลยีการอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสยาม 
1Department of Food Technology, Faculty of Science, Siam University 

49 

2. การศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการผลิตอะไมเลส  
 วิธีการทดลองดัดแปลงตามวิธีของ (Cordeiro 
et al., 2002) [6] 
  2.1 เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. ไอโซเลต A ใน
อาหาร nutrient broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มใน 
water bath shaker ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง 
 2.2 วัดค่าความขุ่น (optical density: OD) ปรับ
ค่าความขุ่นท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร (OD660) 
เท่ากับ 0.5  เลี้ยงเชื้อในอาหาร starch broth โดยใช้กล้า
เชื้อปริมาตรที่เหมาะสมตามการทดลองท่ีได้จากข้อ 1 
 2.3 บ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 37 องศา
เซลเซียส  
 2.4 เก็บตัวอย่างปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0 
24  48 และ 72 ชั่วโมง โดยการปั่นแยกเซลล์ออกจากน้้า
หมักด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงท่ีอัตราเร็ว 4,500 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
  2.5 น้าส่วนใสท่ีได้มาหากิจกรรมของอะ
ไมเลสตามวิธีของ Bernfeld (1951) [7] 
 
3. การศึกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่างและ
อุณหภูมิที่มีต่อการท างานของอะไมเลส  
 วิธีการทดลองดัดแปลงตามวิธีของ (Cordeiro 
et al., 2002) [6] 
  3.1 เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. ไอโซเลต A ใน
อาหาร nutrient broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มใน 
water bath shaker ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง 
 3.2 วัดค่าความขุ่น (optical density: OD) ปรับ
ค่าความขุ่นท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร (OD660) 
เท่ากับ 0.5 เลี้ยงเชื้อในอาหาร starch broth โดยใช้กล้า
เชื้อปริมาตรที่เหมาะสมตามการทดลองท่ีได้จากข้อ 1 
 3.3 บ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

  3.4 ปั่นแยกเซลล์ออกจากน้้าหมักด้วยเครื่องปั่น
เหวี่ยงท่ีอัตราเร็ว 4,500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
  3.5 น้าสารละลายท่ีแยกได้มาศึกษาผลของค่า
ความเป็นกรด -ด่าง และอุณหภูมิ ท่ีมีต่อการท้างาน
ของอะไมเลส  
  3.5.1 ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีมีผลต่อการ
ท้างานของอะไมเลส  
 1) น้ า ส า ร ล ะ ล า ย น้้ า แ ป้ ง เ ข้ ม ข้ น  1 
เปอร์เซ็นต์ 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง บ่มใน
อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 นาที 
 2) น้ าสารละลาย เอนไซม์ จ ากข้ อ  3.4 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง  
 3) เติมสารละลายบัพเฟอร์ท่ีมีความเข้มข้น 
0.1 โมลาร์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร โดยแปรค่าความเป็น
กรด-ด่าง เป็น 5.5  6.5  7.5 และ 8.5 
  4) บ่มในอ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
  5) วัดกิจกรรมของอะไมเลสด้วยวิธีของ 
Bernfeld (1951) [7] 
  3.5.2 อุณหภูมิท่ีมีผลต่อการท้างานของ     
อะไมเลส ท้าเช่นเดียวกับการทดลองข้อ 3.5.1 แต่ใช้
สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ท่ีมีความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
ภายใต้ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีได้จากการทดลองข้อ 
3.5.1 และแปรอุณหภูมิท่ีใช้ในการศึกษาเป็น 30 50 70 
และ 90 องศาเซลเซียส เวลา 3 นาที 
 
4. วิเคราะห์กิจกรรมของอะไมเลส 
 ดัดแปลงตามวิธีของ Bernfeld (1951) [7] โดย
มีวิธีการวิเคราะหด์ังนี้ 
 4.1 ผสมสารละลายน้้ าแป้ งปริมาตร  0 .5 
มิลลิลิตร และส่วนใสท่ีต้องการทดสอบอะไมเลส 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แล้วน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
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 4.2 เติมสารละลาย 3,5-Dinitrosalicylic acid 

ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร น้าไปต้มในน้้าเดือดนาน 10 นาที   
ท้าให้เย็นในอ่างน้้าเย็น 
 4.3 เติมน้้ากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากัน 
 4.4 วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 520 
นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตรมิเตอร์ 
 4.5 น้ า ค่ า ท่ี ได้ ไป เป รี ยบ เ ทียบ กับกร าฟ
มาตรฐานของน้้าตาลกลูโคส  
 

  ก้าหนดให้ 1 หน่วยของอะไมเลสต่อมิลลิลิตร 
เท่ากับ ปริมาณอะไมเลส 1 มิลลิลิตร ที่สามารถย่อยแป้ง
ได้เป็นน้้าตาลกลูโคส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การศึกษาปริมาณกล้าเชื้อที่เหมาะสมในการ
ผลิตอะไมเลส 
  เลี้ยง Bacillus sp. ไอโซเลต A บนอาหารเหลว 
nutrient broth ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง แล้วแปรปริมาณกล้าเชื้อ(น้้าหนัก/ปริมาตร)
เป็น 5 10 และ15 เปอร์เซ็นต์ และท้าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน้ามา
วิเคราะห์หากิจกรรมของอะไมเลสตามวิธีของ Bernfeld 
(1951) [7]    พบว่า ปริมาณกล้าเชื้อท่ีแตกต่างกันมีผล 
ท้าให้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ได้ในปริมาณท่ีต่างกัน ใน
ท่ีนี้ปริมาณกล้าเชื้อท่ี 10 เปอร์เซ็นต์ ท้าให้เแบคทีเรีย
ผลิตเอนไซม์ได้มากท่ีสุด คือ 0.48 ± 0.04 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร รองลงมาเป็น 15 เปอร์เซ็นต์ (0.35 ± 0.06    
ยูนิตต่อมิลลิลิตร) และ5 เปอร์เซ็นต์ (0.34 ±0.03         
ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ตามล้าดับ จากการทดลองพบว่า
แบคทีเรียจะผลิตเอนไซม์เพิ่มขึ้นตามปริมาณกล้าเชื้อท่ี
เพิ่มขึ้นจนถึง 10 เปอร์เซ็นต์  แต่เมื่อเพิ่มกล้าเชื้อเป็น 
15 เปอร์เซ็นต์  แบคทีเรียจะผลิตเอนไซม์ได้น้อยกว่า
เนื่องจากแบคทีเรียจะเจริญเอย่างรวดเร็ว  ซึ่งอยู่ในช่วง
การเจริญ log phase จนอาหารไม่เพียงพอต่อการเจริญ 

ส่งผลให้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ได้น้อยลง ในช่วงการ
เจริญ stationary phase [8] 
 
2. การศึกษาเวลาที่เหมาะสมของการผลิตอะไมเลส 
  จากการทดลองในข้อท่ี 1 พบว่าเแบคทีเรียผลิต
เอนไซม์ได้มากท่ีสุด เมื่อใช้กล้าเชื้อ 10 เปอร์เซ็นต์ 
ดังนั้นจึงใช้ปริมาณกล้าเชื้อดังกล่าวมาใช้ในการศึกษา
เวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ โดยเลี้ยงเชื้อใน 
starch broth เก็บตัวอย่างตามช่วงเวลา 0 24 48 และ 
72 ชั่วโมง แล้วน้าหากิจกรรมของเอนไซม์ ได้ผลการ
ทดลองดังรูปท่ี 1 
  จากรูปท่ี 1 พบว่าเมื่อเลี้ยงเชื้อเป็นเวลานานขึ้น  
แบคทีเรียจะเจริญมากขึ้น และส่งผลให้ผลิตเอนไซม์
ได้มากขึ้นในเวลา 24 ชั่วโมง (0.48±0.04 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร) หลังจากนั้นวัดกิจกรรมของเอนไซม์ได้น้อยลง 
เนื่องจาก เชื้อมีการเจริญลดลง และผลิตภัณฑ์ท่ีได้จาก
การย่อยแป้ง ได้แก่ โอลิโกแซคคาไรด์ และน้้าตาล
กลูโคสมีความเข้มข้นสูงจึงเกิดการยับยั้งการผลิตหรือ
ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะไมเลส [9] ผลการ
ทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัยของ UI Qader 
และคณะ (2006) ท่ีพบว่า Bacillus sp. สามารถผลิต
เอนไซม์ได้มากสุด  เมื่อบ่มเชื้อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง [10]  
และงานวิจัยของ สุวรรณา กนก และ คิน เลย์ คู (2546) 
พบว่าเมื่อเลี้ยงเชื้อ alkaliphilic Bacillus sp. Strain 8  
ในช่วง 18  ชั่วโมงแรก เป็นระยะเตรียมตัว (lag phase)  
เซลล์เจริญช้ามากเพราะอยู่ในสภาวะปรับตัวในอาหาร
และเตรียมพร้อมท่ีจะแบ่งเซลล์  หลังจากนั้น ระหว่าง
ชั่วโมงท่ี 18-48  อยู่ในช่วงเพิ่มจ้านวน (log phase) 
เซลล์เจริญอย่างรวดเร็ว  ซึ่งในช่วงนี้เซลล์แบ่งตัวเป็น
จ้านวนมาก และผลิตเอนไซม์อะไมเลสเป็นจ้านวนมาก  
เพื่อย่อยแป้งให้เป็นน้้าตาลก่อนเข้าสู่เซลล์  เพื่อเป็น
แหล่งพลังงานในการเจริญ  หลังจากนั้นชั่วโมงท่ี 48 เริ่ม
เข้าสู่สภาวะคงท่ี (stationary  phase)  เชื้อจะมีการ
เจริญและผลิตเอนไซม์ในปริมาณท่ีคงท่ีต่อไป [11] 
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รูปที่  1 แสดงกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสท่ีได้จากการเลีย้งเชื้อเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
 
 
3. การศึกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่าง ที่มีต่อ
การท างานของอะไมเลส  
 เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. ไอโซเลต A 10 
เปอร์เซ็นต์ ในอาหารเหลว starch broth แล้วท้าการบ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
น้ามาแยกส่วนใสออก จากนั้นศึกษาผลของค่าความเป็น
กรด-ด่าง 5.5 6.5 7.5 และ 8.5 ท่ีมีต่อกิจกรรมของ     
อะไมเลส ได้ผลการทดลองดังรูปท่ี 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่  2 แสดงผลของค่าความเป็นกรด - ด่างท่ีมีต่อการท้างานของเอนไซม์อะไมเลส 
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  จากรูปท่ี 2 พบว่า อะไมเลสท้างานได้ดีท่ีสุด
โดยมีค่าสูงสุดเท่ากับ 0.76 ยูนิตต่อมิลลิลิตรท่ีค่าความ
เป็นกรด - ด่าง 6.5 รองลงมาคือท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง
เท่ากับ 7.5  5.5  และ 8.5 ตามล้าดับ โดยวัดกิจกรรม
ของเอนไซม์ได้ 0.64  0.56  และ 0.55 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
ตามล้าดับ  ผลจากการทดลองแสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ท่ี
ผลิตขึ้นท้างานได้ดีในท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเป็นกลาง 
ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของอิสรา (2547)  ท่ีพบว่า 
อะไมเลสท่ีผลิตจากแบคทีเรียสามารถท้างานได้ดีในช่วง
ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเป็นกลางเท่ากับ 5 ถึง 7 [12]  
และสอดคล้องกับการทดลองของ Oyeleke and 
Oduwole (2009) ท่ีพบว่าเอนไซม์ท่ีผลิตได้จากเชื้อ 

Bacillus sp. จะสามารถท้างานได้ดีสุดเมื่อบ่มเชื้อใน
บัฟเฟอร์ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 6.5 [13] 
 
4. การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อการท างาน
ของอะไมเลส 
 ศึกษาโดยเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. ไอโซเลต A 
ในอาหารเหลว starch broth แล้วท้าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น้ามาแยกส่วน
ใสออก จากนั้นน้ามาศึกษาผลของอุณหภูมิ 30 50 70 
และ 90 องศาเซลเซียส ท่ีมีผลต่อกิจกรรมของอะไมเลส 
ได้ผลการทดลองดังรูปท่ี 3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3 แสดงผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อการท้างานของเอนไซม์อะไมเลส 
 
  จากรูปท่ี 3 พบว่าอะไมเลสจะท้างานได้ดีเมื่อ
เพิ่มอุณหภูมิจนถึง 50 องศาเซลเซียส (1.23 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร) แต่เมื่ออุณหภูมิสูงกว่า 50 องศาเซลเซียส 
กิจกรรมของเอนไซม์จะเริ่มลดลง เมื่อบ่มท่ีอุณหภูมิ 30  
70 และ 90 องศาเซลเซียส  ตามล้าดับ โดยสามารถวัด
กิจกรรมของอะไมเลสได้ 0.94 0.86 และ 0.76 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ตามล้าดับ 
  จะเห็นได้ว่าอะไมเลสท่ีผลิตโดยเแบคทีเรีย
สามารถทนความร้อนได้สูงสุดในช่วงระยะเวลาหนึ่ง 
เนื่องจากเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นความเร็วของปฏิกิริยา

ของอะไมเลสจะสูงขึ้นจนถึงอุณหภูมิสูงสุดท่ีเอนไซม์
ยังคงสภาพได้  หลังจากนั้นเมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงขึ้น
เรื่อยๆ อะไมเลสจะเริ่มหยุดท้างานและความร้อนสูงจะ
ท้าให้เอนไซม์ซึ่งเป็นโปรตีนถูกท้าให้เสียสภาพได้ [2] 
 

สรุป 
 จากการน้า Bacillus sp. ไอโซเลต A ซึ่งได้จาก
งานวิจัยของชนิดา (2549) มาใช้ในการศึกษาปริมาณ
กล้าเชื้อ เวลาในการเลี้ยงเชื้อ และคุณสมบัติบางประการ
ท่ีมีผลต่อการท้างานของอะไมเลส พบว่าแบคทีเรียนี้
สามารถผลิตเอนไซม์ได้มากสุดโดยใช้กล้าเชื้อ 10 
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เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร/ปริมาตร และบ่มเชื้อเป็นเวลา 
24 ชั่วโมง โดยท่ีเอนไซม์ที่ผลิตได้สามารถท้างานได้ดีใน
ภาวะท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 6.5 และ 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
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