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บทค ัดย ่อ ภาษาไทย 

61401204 : เทคโนโลยีชีวภาพ แผน ก แบบ ก 2 ระดับปรญิญามหาบัณฑิต 
ค าส าคัญ : แลคเคส, การแยกบริสทุธ์ิ, สมบัติชีวเคมี 
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แลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 ถูกน ามาแยกบริสุทธ์ิโดยการตกตะกอนด้วย 60% (v/v) 

อะซิโตน Sephacryl S-200 gel filtration chromatography และ Q-Sepharose ion exchange 

chromatography เมื่อผ่านกระบวนการแยกบริสุทธ์ิแล้ว แลคเคสที่ได้มีค่ากัมมันตภาพจ าเพาะ 1.18 

U/mg มีความบริสุทธ์ิ 4.67 เท่า และเมื่อตรวจสอบน้ าหนักโมเลกุลด้วยเทคนิค SDS-PAGE และ 

Sephacryl S-200 gel filtration chromatography พบว่าแลคเคสบริสุทธ์ิมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 

32.99 และ 115.08 kDa ตามล าดับ โดย pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกัมมันตภาพแลคเคส คือ 

9.0 และ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ แลคเคสมีความเสถียรที่ pH 5.0-9.0 และอุณหภูมิ 4 °C เมื่อ

ศึกษาจลนศาสตร์ของแลคเคสบริสุท ธ์ิพบว่ากัมมั นตภาพแลคเคสมี ค่าสู งสุดเมื่ อ ใช้  2,6-

Dimethoxyphenol (2,6-DMP) เป็ นสับสเตรท  มี ค่า  Km, Vmax และ Kcat เท่ ากับ  0.806 mM, 

20.243 mM.min-1 และ 2985.69 sec-1 ตามล าดับ ผลกระทบของไอออนโลหะพบว่าที่ความเข้มข้น 

1.0 mM ไอออนของ Co2+, Cu2+, Ca2+ และ Zn2+ สามารถเพิ่มกัมมันตภาพแลคเคสได้ และที่ความ

เข้มข้น 5.0 mM มีเพียงไอออนของ Co2+ เท่านั้นที่สามารถเพิ่มกัมมันตภาพแลคเคสได้ แลคเคสถูก

ยับยั้งโดย EDTA, L-cysteine และ β -mercaptoethanol ผลกระทบของตัวท าละลายอินทรีย์และ

สารลดแรงตึงผิวพบว่าแลคเคสจะถูกยับยั้งทีค่วามเข้มข้น 50% (v/v) Dimethyl formamide (DMF) 

และ Dimethoxy sulfoxide (DMSO) และที่ความเข้มข้น 5.0 mM Triton x-100 และแลคเคส

บริสุทธ์ิสามารถลดสี Congo red ได้สูงสุด 27.20% ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง 
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Laccase produced by Bacillus sp. FN1 was homogeneously purified by 60% 

( v/ v)  acetone precipitation, Sephacryl S-200 gel filtration chromatography and Q-

Sepharose ion exchange chromatography.  The purified laccase showed specific 

activity of 1. 18 U/ mg with the purification fold of 4. 67.  The molecular weight of 

purified laccase estimated by SDS-PAGE and Sephacryl S-200 gel filtration 

chromatography were 32. 99 and 115. 08 kDa, respectively.  The optimum pH and 

temperature were 9.0 and 60 °C, while the pH and temperature stability were found 

at pH 5.0-9.0 and 4 ºC. A kinetic study revealed that 2,6-Dimethoxyphenol was the 

best substrate with Km 0.806 mM, Vmax 20.243 mM.min-1 and Kcat 2985.69 sec-1. The 

effect of metal ion at the concentration of 1.0 mM of Co2+, Cu2+, Ca2+ and Zn2+ and 

Co2+  at the concentration of 5.0 mM, it greatly enhanced laccase activity.  Laccase 

was inhibited by EDTA, L-cysteine and β -mercaptoethanol.  Organic solvents and 

surfactants as follows 50% (v/v) Dimethyl formamide (DMF) and Dimethoxy sulfoxide 

(DMSO) and 5.0 mM Triton x-100 showed inhibition of laccase activity. The purified 

enzyme could decolorize 25 ppm congo red with a decolorization percentage of 

27.20% in 24 h 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของงานวิจัย 
 ปัญหาแหล่งน้ าเน่าเสียเกิดจากของเสียหรือสารปนเปื้อนจากกระบวนการต่าง ๆ ในโรงงาน
อุตสาหกรรม และมักพบของเสียหรือสารปนเปื้อนนี้ในกลุ่มของสารประกอบฟีนอล (Phenolic 
compound) ทั้งในรูปสารอินทรีย์ เช่น ลิกนิน และสารอนินทรีย์ เช่น สีย้อมผ้า หรือสารก าจัด
ศัตรูพืช ของเสียและสารปนเปื้อนเหล่านี้มีโครงสร้างที่ซับซ้อน ท าให้ไม่สามารถย่อยสลายได้เอง                     
ในธรรมชาติ และมีความเป็นพิษต่อมนุษย์ สัตว์ และพืช โดยเฉพาะอย่างยิ่งสีย้อ มสังเคราะห์                             
ที่มีการใช้อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรม เช่น เคมีภัณฑ์ ยา ชีวการแพทย์ อาหาร เครื่องหนัง สิ่งทอ 
พลาสติก และอุตสาหกรรมการพิมพ์ สีย้อมส่วนใหญ่มีความเสี่ยงสูงเนื่องจากเป็นพิษหรือ                                   
เป็นสารก่อมะเร็งต่อสิ่งมีชีวิตจ านวนมาก (Othman et al., 2018) ในอุตสาหกรรมสิ่งทอประมาณ                                
2 ใน 3 ของการใช้สีย้อมด้านอุตสาหกรรมทั้งหมดมาจากสีย้อมเอโซ ซึ่งเป็นสารประกอบฟีนอลิก                                   
โดยการปล่อยน้ าเสียปนเปื้อนด้วยสีย้อมเอโซที่ยังไม่ได้รับการบ าบัดสู่สิ่งแวดล้อมในธรรมชาติ 
ก่อให้เกิดประเด็นปัญหาทางนิเวศวิทยาและสุขภาพของมนุษย์ที่รุนแรง (Saratale et al., 2011)                                      
ท าให้สารประกอบเหล่านี้ทนต่อการท าลาย จึงท าให้การก าจัดของเสียและสารปนเปื้อนท าได้ยาก                             
วิธีที่ใช้ก าจัดของเสียและสารปนเปื้อนเหล่านี้มีทั้งวิธีทางกายภาพและทางเคมี เช่น การตกตะกอน 
การดูดซับ แต่วิธีเหล่านี้มีราคาค่อนข้างสูง เกิดปฏิกิริยาที่รุนแรง และไม่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 
ปัจจุบันมีการใช้วิธีทางชีวภาพบ าบัดด้วยจุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์ เช่น แลคเคส ซึ่งเป็นเอนไซม์                                  
ที่สามารถก าจัดสีย้อมเอโซโดยใช้กลไกในการสร้างอนุมูลอิสระ (Khan et al., 2012) วิธีนี้มีราคาถูก 
และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมมากกว่าวิธีทางกายภาพและเคมี  
 แลคเคส (benzenediol: oxygen oxidoreductase, E.C. 1.10.3.2) เป็น multicopper 
oxidase สามารถออกซิไดซ์สับสเตรทได้หลากหลาย ทั้งสารประกอบกลุ่มฟีนอลิกและที่ไม่ใช่ฟีนอลิก 
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น การท าเยื่อกระดาษ การฟอกขาว การก าจัด                
สีย้อม การสังเคราะห์สารอินทรีย์ อีกทั้งสามารถก าจัดสีได้อีกด้วย (Bagewadi et al., 2017)                            
แลคเคสสามารถพบได้ในกลุ่มเห็ดรา เช่น Ascomycetes, Deuteromycetes, Basidiomycetes, 
Neurospora crassa, Phanerochaete flavido-alba, Trametes pubescens, Coriolus 
hirsutus, Pycnoporus sanguineus, Panus tigrinus แล ะ ใน แบคที เรี ย  เ ช่น  Azospirillum 
lipoferum, Marinomonas mediterranea, Bacillus subtilis แ ล ะ  Streptomyces 
lavendulae และยังพบได้ในแมลงอีกด้วย (Javadzadeh and Asoodeh, 2020) ในงานวิจัยนี้ 
ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะแยกบริสุทธ์ิและศึกษาสมบัติของแลคเคสที่ผลิตจาก  Bacillus sp. FN1                      
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ซึ่ งเป็นจุลินทรีย์ที่แยกได้จากน้ าทิ้ ง บริ ษัท โนเบิลเท็กซ์การย้อม จ ากัด อ าเภอสามพราน                      
จังหวัดนครปฐม และเป็นจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการลดสีได้สูง 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 1.2.1 แยกบริสทุธ์ิและศึกษาสมบัติของแลคเคสทีผ่ลิตจาก Bacillus sp. FN1 
 1.2.2 ศึกษาประสิทธิภาพการลดสีสังเคราะห์ของแลคเคสบริสุทธ์ิที่ผลิตจาก Bacillus sp. 
 FN1 
 
1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 
 1.3.1 เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ผลิตแลคเคสในอาหารเหลว 
 1.3.2 แยกบริสุทธ์ิแลคเคส โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
  1.3.2.1 ตกตะกอนโปรตีนด้วย 60% (v/v) Acetone 
  1.3.2.2 Gel filtration chromatography ผ่าน Sephacryl S-200 
  1.3.2.3 Anion exchange chromatography ผ่าน Q-Sepharose  
  1.3.2.4 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของแลคเคสด้วยวิธี SDS–PAGE และ Native–

PAGE 
 1.3.3 ศึกษาสมบัติของแลคเคส 
  1.3.3.1 ศึกษาความจ าเพาะต่อสับสเตรทของแลคเคสบริสุทธ์ิ 
  1.3.3.2 ศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของแลคเคสบริสุทธ์ิ 
  1.3.3.3 ศึกษา pH ที่เหมาะสมและความเสถียรต่อกัมมันตภาพของแลคเคสบริสุทธ์ิ 
  1.3.3.4 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมและความเสถียรต่อกัมมันตภาพของแลคเคส

บริสุทธ์ิ 
  1.3.3.5 ศึกษาผลกระทบของไอออนโลหะต่อกัมมันตภาพของแลคเคสบริสุทธ์ิ 
  1.3.3.6 ศึกษาผลกระทบของตัวยับยั้งต่อกัมมันตภาพของแลคเคสบริสุทธ์ิ 
  1.3.3.7 ศึกษาผลกระทบของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อกัมมันตภาพของแลคเคส

บริสุทธ์ิ 
  1.3.3.8 ศึกษาผลกระทบของสารลดแรงตึงผิวต่อกัมมันตภาพของแลคเคสบริสุทธ์ิ 
  1.3.3.9 ศึกษาประสิทธิภาพการลดสีสังเคราะห์กลุ่มเอโซของแลคเคสบริสุทธ์ิ 
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1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบั 
 ทราบสมบัติและสภาวะที่เหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยาของแลคเคส และน าไปประยุกต์ใช้ใน
การลดสีได ้
 
 



  
 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 
2.1 แลคเคส 
 แ ล ค เค ส  Laccases (benzene diol: oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2) เป็ น
เอนไซม์ในกลุ่ม oxidases ที่ถูกน ามาศึกษามากที่สุด ถูกค้นพบครั้งแรกจากยางของต้น Lacquer 
(Rhus vernicifera) ในประเทศญี่ปุ่น แลคเคสจัดอยู่ในกลุ่ม blue multicopper oxidases ซึ่งเร่ง
ปฏิกิริยา one-electron oxidation ของสับสเตรท 4 โมเลกุล ควบคู่กับ four-electron reduction 
ของออกซิเจนไปเป็นน้ า (Kumar et al., 2016) แลคเคสพบได้ในพืช แมลง และแบคทีเรียโดยพบ
มากในเช้ือรา แลคเคสสามารถก าจัดสารปนเปื้อนฟีนอล เช่น เปลี่ยนอะมิโนเอมีนไปเป็นผลิตภัณฑ์ที่
ไม่เป็นอันตราย/เป็นอันตรายน้อยกว่าได้ (Ademakinwa and Agboola, 2016) แลคเคสสามารถ
ออกซิไดซ์สับสเตรทได้หลากหลาย ทั้งสารอินทรีย์และอนินทรีย์ต่าง ๆ รวมทั้งไดฟีนอลทั่วไป เช่น 
hydroquinone และ catechol ซึ่งเป็นสับสเตรทที่ดี (ภาพที่ 1) แต่น้อยกว่า guaiacol และ 2,6-
dimethoxyphenol (DMP) (ภาพที่  2) ส่ วนสับสเตรทที่ นิยมใช้กันอย่างแพร่ หลาย คือ p-
phenylene diamine แ ล ะ  syringaldazine [ N, N'-bis ( 3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzy 
lidene hydrazine)] (Thurston, 1994) 
 

 
 
ภาพที่ 1 กลไกการเกิดออกซิเดช่ันของไดฟีนอลโดยแลคเคส 
ที่มา : Thurston, 1994 
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ภาพที่ 2 กลไกการเกิดออกซิเดช่ันของ 2,6-DMP โดยแลคเคส 
ที่มา : Adelakun et al., 2012  
 
2.2 สมบัติโมเลกุลแลคเคส 
 แลคเคสเมื่ ออยู่ ในรูปของ holoenzyme มี คอปเปอร์  4 อะตอมต่อ 1 โมโน เมอร์                                               
แบ่งอะตอมของคอปเปอร์ในโครงสร้างเป็น 3 กลุ่ม ซึ่งสามารถจัดจ าแนกได้ด้วย UV/visible และ 
Electron Paramagnetic Resonance (EPR) spectroscopy (ตารางที่  1) โดยคอปเปอร์ type-I 
(T1) จะตอบสนองต่อสีฟ้าที่ความยาวคลื่นประมาณ 600 นาโนเมตร และสามารถตรวจวัดได้ด้วย 
EPR ส่วนคอปเปอร์ type-II (T2) จะไม่มีสี แต่ตรวจวัดด้วย EPR ได้ และคอปเปอร์ type-III (T3) จะ
วัดค่าการดูดกลืนแสงได้ในช่วงความยาวคลื่นที่ใกล้กับคลื่นรังสีอัลตราไวโอเลต (UV-Visible) แต่ไม่
สามารถตรวจวัดได้ด้วย EPR โดยบริเวณ T2 และ T3 จะเคลื่อนตัวเข้าใกล้กันและรวมกันเป็น 
trinuclear centre (Madhavi and Lele, 2009) 
 
ตารางที่ 1 สถานะอะตอมทองแดงที่แตกต่างกันในแลคเคสจากรา 

ชนิดของ
ทองแดง 

อะตอม
ทองแดง/ 
โปรตีน 

สัญญาณ EPR ลักษณะ Coordination หน้าที ่

1 
 
 
 
 
 

1 
 
 
 
 
 

+ 
Paramagnetic 

 
 
 
 

“Blue Cu2+”                   
ถูกดูดกลืนที่ 610 nm 

(ออกซเิดชัน) 
ศักย์ไฟฟ้าในการเกิด              
รีดอกซ์ +785 mV 

2 His, 1 Cys, 
1 Leu 

 
 
 

สารออกซเิดชัน 
(ข้ัน 1 อิเล็กตรอน) 
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ตารางที่ 1 (ต่อ) สถานะอะตอมทองแดงที่แตกต่างกันในแลคเคสจากรา  
ชนิดของ
ทองแดง 

อะตอม
ทองแดง/ 
โปรตีน 

สัญญาณ EPR ลักษณะ Coordination หน้าที ่

2 
 
 
 
 

1 
 
 
 
 

+ 
Paramagnetic 

 
 
 

“Non-blue CU2+” 
(ยึดจับได้กบั azide, 
fluoride, cyanide) 

 
 

Trinuclear 
Center 

 
 

การออกซิเดชัน
กลับของ 1 Cu2+ 
เสถียรในตัวกลาง 

H2O2 

3 2 
- 

Diamagnetic 

ร่วมกับ Cu2+-Cu2+ 
ดูดกลืนที่ 330 nm 
(การออกซเิดชัน) 

8 His 

 

O2 รีดักชันโดย
ออกซเิดชันเอนไซม์
(มีการเคลือ่นที่ของ
อิเลก็ตรอน 4 ตัว) 

ที่มา : พิชิตพล เจริญทรัพยานันท์, 2550 
 
2.3 โครงสร้างผลึกของแลคเคส 
 โครงสร้างผลึก (Crystal structure) คือ การจัดเรียงกันของอะตอมเป็นการเฉพาะตัวในผลึก 
โครงสร้างผลึกประกอบด้วย หน่วยเซลล์ (Unit cell) ซึ่งเป็นกลุ่มอะตอมที่จัดเรียงกันในทางเฉพาะ
เป็นโครงสร้างสามมติิ รูปผลึก (Crystal form) เกิดจากการจับกนัหรอืจัดเรียงตัวกันอย่างเป็นระเบยีบ
ของอะตอมในโครงสร้างภายในและปรากฏเป็นรูปผลึกมีหน้าผลึกด้านต่าง ๆ ประกอบกันข้ึนมาเป็น
รูปทรงเรขาคณิตแตกต่างกัน ซึ่งสามารถจัดแบ่งออกได้รูปแบบผลึกโดยพิจารณาจากองค์ประกอบต่าง 
ๆ ของผลึก  
 โครงสร้ างผลึ กของแลคเคส ได้รับ การ ศึกษาอย่างก ว้างขวางด้ วย เทคนิ ค X-ray 
crystallography โดยในปี 1998 มีการแก้ไขโครงสร้างผลึกแรกของแลคเคสที่ได้จาก Coprinus 
cinereus เนื่องจากยังไม่พบอะตอมคอปเปอร์ที่ต าแหน่ง type-2 ในปี 2002 ได้พบอะตอมคอปเปอร์
ครบทุกต าแหน่งในโครงสร้างผลึกแลคเคสจาก Melanocarpus albomyces และ Trametes 
versicolor (ภาพที่ 3) ในปีต่อมามีการก าหนดโครงสร้างผลึกแลคเคสจาก Bacillus subtilis ตั้งแต่
นั้นมา มีโครงสร้างของแลคเคสเพิ่มมากข้ึน ทั้งโครงสร้างเชิงซ้อนกับสารตั้งต้น ตัวยับยั้ง และ 
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oxidation product รวมถึง mutant structure ปัจจุบันมีโครงสร้างผลึก laccase มากถึง 90 
โครงสร้างที่อยู่ใน Protein Data Bank (PDB) (Hakulinen and Rouvinen, 2015) 
 

 
 
ภาพที่ 3 Timeline ของการศึกษาโครงสร้างผลึกแลคเคส 
ที่มา : Hakulinen and Rouvinen, 2015 
 
 การ ศึกษาโครงสร้างผลึกแลคเคส ใช้ความละเอียด  (Resolution) ขนาด 1.68 Å                                      
ใช้เทคนิคการแทนที่ของโมเลกุล โดยใช้ต้นแบบแลคเคสจาก Coprinus cinereus (pdb code : 
1HFU) (ภาพที่ 4) ซึ่งมีลักษณะโครงสร้างโปรตีนแบบพับขดงอและเป็นโปรตีนก้อนที่รวมกับน้ าตาล 
เรียกว่า ไกลโคโปรตีน (Glycoprotein) ที่มีขนาด 70 × 60 × 50 Å โครงสร้างโมเลกุลที่มีการจัดเรียง
โดเมน (Cupredoxin-like domains) ในแต่ละโดเมนมีการต่อแบบ greek key β-barrel กับอะตอม
ของคอปเปอร์ 3 กลุ่ม โดยโดเมนที่ 1 อยู่ในช่วง 1-141 , โดเมนที่ 2 อยู่ในช่วง 142-303 และโดเมนที่ 
3 อยู่ในช่วง 304-498 โครงสร้างโมเลกุลของแลคเคสมีความแข็งแรงและเสถียรมาก เนื่องจากการ
สร้างพันธะไฮโดรเจนซัลไฟด์ระหว่าง Cys85 กับ Cys485 ของโดเมนที่ 1 และ 3 ตามล าดับ และ
ระหว่าง Cys117 กับ Cys204 ในโดเมนที่ 1 และ 2 แสดงโครงสร้างแลคเคสที่คล้ายกับแลคเคสใน
กลุ่ม Basidiomyceteous และ Trametes versicolor (Hakulinen et al., 2002) 
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ภาพที่ 4 โครงสร้างผลึกแลคเคสจาก Coprinus cinereus ที่ความละเอียดขนาด 1.68 Å 
ที่มา : Ducros et al, 2001 
 
2.4 กลไกการเร่งปฏิกิริยาของแลคเคส 
 แลคเคสเมื่อเข้าท าปฏิกิริยากับส่วนที่เป็นฟีนอลิกของลิกนินจะท าให้เกิด Cα oxidation , 
Cα-Cβ cleavage และ aryl-alkyl cleavage การเร่งปฏิกิริยาของแลคเคสเกี่ยวข้องกับ (ภาพที่ 5) 
 1. การเกิดปฏิกิริยารีดักชันของคอปเปอร์ type-I โดย reducing substrate 
 2. การถ่ายโอนอิเล็กตรอนภายในโครงสร้าง จาก type-I กับคอปเปอร์ type-II และ III 
 3. บริเวณคอปเปอร์ type-II และ III เกิดการรีดิวซ์ HC-OH ไปเป็นน้ า 
 

 
 
ภาพที่ 5 การเกิดออกซิเดชันของ phenolic subunits ของลิกนินโดยแลคเคส 
ที่มา : Madhavi and Lele, 2009 
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2.5 สีย้อม  
 สีย้อม (dye) คือ สีชนิดหนึ่ งที่ ใช้ในการย้อมเส้นใยของผ้า อาจจะเป็นสารอินทรีย์                            
หรือสารอนินทรีย์ก็ได้ มีลักษณะเป็นผลึกหรือผงละเอียด สีย้อมบางชนิดละลายน้ าได้ บางชนิดไม่
สามารถละลายน้ า แต่จะละลายในตัวท าละลายอินทรีย์ได้ เมื่อน าสีย้อมไปใช้ในกระบวนการย้อม จะ
ท าให้โมเลกุลสีย้อมซึมผ่านเข้าไปในตัวท าละลายโดยจะท าลายโครงสร้างผลึกของวัตถุนั้นช่ัวคราว ซึ่ง
อาจเกิดพันธะไอออนิก (ionic bond) หรือพันธะโควาเลนท์ (covalent bond) กับวัตถุที่ต้องการ
ย้อมโดยตรง สีที่เห็นจากสีย้อมเกิดจากอิเล็กตรอนในพันธะคู่ ซึ่งอยู่ในโมเลกุลของสีย้อมดูดกลืน
พลังงานแสงที่ช่วงสเปคตรัมที่ต่างกัน พลังงานแสงที่สายตามองเห็นจะมีความยาวคลื่นช่วง 400-700 
นาโนเมตร สีย้อมที่มีโครงสร้างทางโมเลกุลต่างกันจะมีความสามารถในการดูดกลืนพลังงานสีที่ความ
ยาวคลื่นต่าง ๆ กันไป ซึ่งสายตาสามารถปรับภาพได้ จึงท าให้โมเลกุลสีย้อมต่างโทนสีกันแสดงสีให้เรา
เห็นด้วยสายตาออกมาเป็นต่างกันได้ ทั้งนี้ สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ ๆ คือ 
 สีย้อมธรรมชาติ (natural dyestuffs) เป็นสีย้อมที่มาจากแหล่งธรรมชาติ โดยเฉพาะพืช                    
และสัตว์ สีย้อมที่มาจากส่วนประกอบพืช เช่น ส่วนล าต้น ส่วนดอก ส่วนเปลือก ส่วนใบ เป็นต้น 
ตัวอย่างเช่น สีด าจากลูกมะเกลือ สีน้ าเงินจากต้นคราม สีเหลืองจากเนื้อไม้โอ๊ก สีแสดจากดอก
กรรณิการ์ สีแดงจากรากต้นเข็ม ส่วนสีย้อมที่มาสัตว์ เช่น  สีม่วงแดงของครั่ง สีม่วงจากหอยสังข์
หนาม เป็นต้น 
 สีย้อมสังเคราะห์ (synthetic dyestuffs) เป็นสีย้อมที่เกิดข้ึนจากกระบวนการทางเคมี  
 การจ าแนกสี ย้ อมที่ นิ ยมกั นม ากที่ สุ ด  คื อ  ก ารจ าแนกสี ย้ อมตามก ารน าไป ใช้                                         
เพราะจะต้องมีความคงทนการซัก มีความคงทนต่อแสงและยังต้องมีความคงทนต่อความร้อน                                       
โดยที่สีย้อม แต่ละประเภทจะมีสูตรโครงสร้างทางเคมี สมบัติของสีย้อม ตลอดจนวิธีใช้ที่แตกต่างกัน 
ดังนั้นการเลือกใช้สีย้อมจึงมีความส าคัญอย่างมากในการย้อมสี เพราะวัตถุที่ต้องการย้อมอาจสามารถ
ย้อมด้วยสีย้อมเพียงชนิดเดียวหรือย้อมด้วยสีย้อมหลายชนิดที่ต่างชนิดกันได้ (จิระนันท์ สินทร, 2561) 
 
2.6 กลไกการก าจัดสีโดยจุลินทรีย ์
 กลไกในการก าจัดสีย้อมโดยจลุินทรีย์มี 2 แบบ คือ  

 2.6.1 กลไกการดูดซับ  
 กลไกการดูดซับในกิจกรรมการก าจัดสีย้อมเกิดจากแบคที เรียดูดซับสี เข้าสู่ เซลล์                                     
ท าให้ความเข้มของสีย้อมลดลงข้ันหนึ่ง แต่เป็นเพียงระยะเวลาสั้น ๆ ไม่สามารถลดสีได้ในระยะยาว 
จนเมื่อถึงจุดที่แบคทีเรียดูดซับสีจนถึงจุดอิ่มตัวแล้ว เซลล์จะมีกระบวนการทางชีวภาพเพื่อก าจัดสี
เกิดข้ึน 
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 2.6.2 กลไกการก าจัดสีด้วยเอนไซม์  
 จุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ภายในเซลล์และเอนไซม์ที่ปล่อยออกมาภายนอกเซลล์ เพื่อเร่ง
ปฏิกิริยาการก าจัดสีย้อม โดยปฏิกิริยาการก าจัดสีย้อม อาจประกอบด้วยเอนไซม์หลายชนิด เรียกรวม
ว่า Ligninolytic enzymes ได้แก่ ลิกนินเปอร์ออกซเิดส (Lignin peroxidases; LiP, EC 1.11.1.14), 
แลคเคส (Laccases; Lac, EC 1.10.3.2) และแมงกานีสเปอรอ์อกซเิดส (Manganese peroxidases; 
MnP, EC 1.11.1.13) เป็นเอนไซม์ที่เกิดจากกลไกการก าจัดแบบ Oxidative ส าหรับเอโซรีดักเทส 
(azoreductase, EC 1.7.1.6) เป็นเอนไซม์ที่เกิดจากกลไกการก าจัดแบบ Reductive โดยจุลินทรีย์
ผลิตข้ึน และปล่อยออกมาย่อยสลายสารจ าพวกอะโรมาติกซึ่งมีโมเลกุลขนาดใหญ่  เอโซรีดักเทส
ต้องการ NADH และ NADPH เป็นโคแฟคเตอร์ ในการก าจัดสีย้อมเอโซรีดักเทสมีทั้งชนิดที่เป็น 
Intracellular enzyme และ Extracellular enzyme (สุกัลยา บริสุทธ์ิ, 2553) 
 ส าหรับ lignin peroxidases มีรายงานว่าจากการเพาะเลี้ยง Trametes versicolor U97, 
Trametes versicolor U80 และ Trametes versicolor YS001 ในอาหารเหลวเพื่อผลิต Lignin 
peroxidases พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 30 วัน T. versicolor U97 สามารถก าจัดสีได้สูงสุด 
89% (Sari et al., 2015) ในปี 2019, Akansha และคณะได้ศึกษาการก าจัดสีในกลุ่ม sulfonated 
azo dye (Methyl orange) โดยใช้แลคเคสที่ผลิตได้จาก Bacillus stratosphericus SCA1007 
พบว่าสามารถก าจัดสี Methyl orange ได้ 100% ที่ความเข้มข้นสี 150 mg/L เมื่อบ่มที่  pH 7.0 
และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ภายในเวลา 12 ช่ัวโมง (Akansha et al., 2019) และแลคเคส
บริสุทธ์ิจาก Arthrospira maxima สามารถก าจัดสี Reactive Blue 4 และ Remazol Brilliant 
Blue R (RBBR) ได้ 84% และ 49% ได้ภายในเวลา 96 ช่ัวโมง ตามล าดับ (Afreen et al., 2018) 
และจากการแยกบริสุทธ์ิ Manganese peroxidases ที่ผลิตได้จาก Cerrena unicolor BBP6 พบว่า
สามารถก าจัดสี Remazol brilliant blue R ได ้81.0% ในระยะเวลา 5 ช่ัวโมง และเมื่อเวลาผ่านไป 
12 ช่ัวโมง สามารถก าจัดสีต่าง ๆ ได้สูงสุด ดังนี้ crystal violet (80.9%), methyl orange (77.6%), 
bromophenol blue (62.2%) และ Congo red (53.9%) (H. Zhang et al., 2018) 
 
2.7 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 Cambria และคณะ (2000) รายงานการแยกบริสุทธ์ิแลคเคสจาก Rigidoporus lignosus 
และศึกษาโครงสร้างและจลนศาสตร์ของเอนไซม์ ประเมินผลของ pH (3.0-7.0) อุณหภูมิ (25-65 
องศาเซลเซียส) และตัวท าละลายอินทรีย์  (Acetone, DMSO, Methanol, Acetonitrile และ 
Dioxane) ต่อกัมมันตภาพและความเสถียรของเอนไซม์ พบว่าเอนไซม์มีความจ าเพาะต่อสับสเตรทที่
หลากหลาย โดยกระบวนการผลิตและการท าให้บริสุทธ์ิด้วยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต, 
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DEAE–Sephacel column และ Mono–Q HR 5/5 column พบว่า แลคเคสมีความบริสุทธ์ิและ
ผลผลิตที่ได้เพิ่มข้ึน 23.7 เท่า 15.1% ตามล าดับ และมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 54 kDa 
 
 Johannes และ Majcherczyk (2000) รายงานการศึกษาผลของสารประกอบอินทรีย์                       
ซัลไฮดริลต่อกัมมันตภาพของแลคเคสที่ผลิตจาก Trametes versicolor โดยใช้ 2,2'-azino-bis- (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) และ 2,6-dimethoxyphenol เป็นสับสเตรท 
พบว่า sodium azide (ความเข้มข้น 1 mM) สามารถยับยั้งการออกซิไดซ์สับสเตรทของแลคเคสได้ 
 
 Telke และคณะ (2011) รายงานว่าแลคเคสจาก Bacillus sp. ADR มีความบริสุทธ์ิมากข้ึน 
56 เท่า เมื่อผ่านข้ันตอนการตกตะกอนด้วยอะซีโตน และ DEAE-Cellulose anion exchange 
chromatography และมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 66 kDa แลคเคสบริสุทธ์ิที่ได้สามารถออกซิไดซ์ 
2,6-DMP, o-tolidine, hydroquinone, L-DOPA และ guaiacol โดยมี pH ที่เหมาะสมคือ 3.0, 4.0 
และ 5.0 เมื่อใช้ o-tolidine, 2,6-DMP และ guaiacol เป็นสับสเตรท ตามล าดับ แลคเคสมีความ
เสถียรที่ pH 7.0-9.0 และที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เมื่อประเมินผลของตัวยับยั้งพบว่า Sodium 
azide (NaN3), L-cysteine และ dithiothreitol สามารถยับยั้งการออกซิไดซ์สับสเตรทของแลคเคส
ได้ 97%, 98% และ 93% ตามล าดับ  
 
 Sondhi และคณะ (2014) รายงานว่าแลคเคสจาก Bacillus tequilensis SN4 (SN4LAC)                                       
มีความเสถียรต่อ thermo-alkali โดยแลคเคสถูกท าให้บริสุทธ์ิจนเป็นเนื้อเดียวกัน มีน้ าหนักโมเลกุล
เท่ากับ 32 kDa จาก UV-visible spectrum และ peptide mass fingerprinting แสดงให้เห็นว่า 
SN4LAC เป็น multicopper oxidase แลคเคสสามารถออกซิไดซ์สับสเตรทได้หลากหลาย และจาก
ค่าประสิทธิภาพของตัวเร่งปฏิกิริยา (kcat/Km) พบว่าเอนไซม์มีประสิทธิภาพในการออกซิไดซ์ 2, 6-
dimethoxyphenol และถูกยับยั้งได้โดยตัวยับยั้งการท างานของแลคเคส เช่น NaN3, cysteine, 
dithiothreitol และ β-mercaptoethanol นอกจากนี้ พบว่า SN4LAC เร่งปฏิกิริยาได้ดีที่อุณหภูมิ 
85 องศาเซลเซียส และ มีค่ากัมมันตภาพแลคเคสมากกว่า 80% ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลซียส เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง มีค่า pH ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยากับ 2, 6-DMP, ABTS, syringaldazine และ 
guaiacol เท่ากับ 8.0, 5.5, 6.5 และ 8.0 ตามล าดับ ที่ pH 9.0 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง มีค่ากัมมันต
ภาพแลคเคสมากกว่า 75% และกัมมันตภาพแลคเคสเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อมี Cu2+, Co2+, 
SDS และ CTAB ที่ความเข้มข้น 1 mM และ 5 mM และมีความเสถียรเมื่อมีเฮไลด์ ไอออนโลหะ และ
สารลดแรงตึงผิว โดย SN4LAC มีความเสถียรในสภาวะที่รุนแรง เช่น อุณหภูมิ pH โลหะหนัก เฮไลด์ 
และสารซักล้างสูง  
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 Yan และคณะ (2015) รายงาน ว่า Trametes บางสายพัน ธ์ุ เช่น  T. versicolor, T. 
pubescens และ T. trogii สามารถผลิตแลคเคสที่ทนอุณหภูมิสงูได้ แต่มีบางสายพันธ์ุที่น ามาศึกษาที่
อุณหภูมิสูงกว่า 30 องศาเซลเซียส งานวิจัยนี้ศึกษากัมมันตภาพแลคเคส และอัตราการเจริญของ 
Trametes trogii LK13 ที่อุณหภูมิสูงกว่า 37 องศาเซลเซียส จากการศึกษาความสามารถในการทน
ต่ออุณหภูมิและ organic cosolvent ของแลคเคสที่ผลิตได้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที และความเข้มข้นของ organic cosolvent 25%-50% 
(v/v) มีค่ากัมมันตภาพของเอนไซม์ 50% เมื่อเทียบกับหลอดควบคุม นอกจากนี้ ยังพบว่าใน crude 
enzyme มีค่ากัมมันตภาพของแลคเคสสูง (1,000 U/g) แต่ค่ากัมมันตภาพของ cellulase (2 U/g) 
และ xylanase ต่ า (140 U/g)     
 
 Yasar และคณะ (2019) รายงานว่า Bacillus subtilis LP2 สามารถผลิตแลคเคสที่ทนต่อ
สภาวะความเป็นด่างได้ โดยแลคเคสบริสุทธ์ิบางส่วนที่ผลิตได้จาก Bacillus subtilis LP2 มีความ
บริสุทธ์ิสูงถึง 77% และมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 35-40 kDa นอกจากนี้แลคเคสที่ได้สามารถ
ท างานได้ในช่วง pH 4.0-10.0 และอุณหภูมิ 30–80 องศาเซลเซียส โดยค่ากัมมันตภาพแลคเคสสูงสุด
เท่ากับ 140.4 U/mg (µmol/min mg) ที่ pH 8.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เมื่อใช้ guaiacol 
เป็นสับสเตรท เมื่อศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ด้วยการน าไปบ่มที่ pH 8.0 และอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 และ 40 นาที ได้ค่า relative activity เท่ากับ 60% และ 20% ตามล าดับ 
จากการศึกษาผลกระทบของตัวยับยั้งพบว่า SDS (10 mM) และ EDTA (5 mM) สามารถยับยั้งกัม
มันตภาพของแลคเคสจาก 100% เป็น 0% และ 56% ตามล าดับ แต่ NaCI (500 mM) สามารถ
เพิ่มกัมมันตภาพของแลคเคสเป็น 167% แสดงให้เห็นว่าแลคเคสที่ผลิตได้จาก Bacillus subtilis LP2 
มีศักยภาพที่จะน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมสิ่งทอ 
 
 Ezike และคณะ (2020) รายงานว่าแลคเคสบริสุทธ์ิ TpWRF03 (TpL) ที่แยกบริสุทธ์ิได้จาก 
Trametes polyzona WRF03 เป็นโมโนเมอร์ที่มีน้ าหนักโมเลกุล 66 kDa มี pH และอุณหภูมิที่
เหมาะสมคือ 4.5 และ 55 องศาเซลเซียส ตามล าดับ โดยแลคเคสมีความเสถียรมากที่สุดในช่วง pH 
5.5–6.5 และที่อุณหภูมิ 40–50 องศาเซลเซียส กัมมันตภาพของแลคเคสถูกยับยั้งได้โดย NaN3, 
Sodium cyanide และ Fe2+ และ TpL แสดงสามารถลดสีได้มากกว่า 50% ในสี coomassie 
brilliant blue (72.35%) และ malachite green (57.84 %) แต่ประสิทธิภาพในการลดสี Azure B 
(1.78%) และ methylene blue (0.38 %) ค่อนข้างน้อย แสดงให้เห็นว่า TpWRF03 มีคุณสมบัติที่ดี
ส าหรับการใช้งานด้านเทคโนโลยีชีวภาพ  
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 Sharma และคณะ (2020) รายงานผลการคัดแยกแบคทีเรียทนความร้อนที่จากบ่อน้ าพุร้อน 
Tattapani เมือง Chhattisgarh ประเทศอินเดีย พบว่าหลังจากการคัดแยกแบคทีเรียผลิตแลคเคส
โดยใช้ guaiacol เป็นสับสเตรท สามารถแยกแบคทีเรียได้ 2 ชนิดคือ TPNR1 และ TPNR6 โดยผล
การวิเคราะห์ ล าดับยีนทางชีวเคมีและ 16S rRNA ระบุ ว่ามีความคล้ายคลึ งกับ  Bacillus 
licheniformis จึงตั้งช่ือเป็น B. licheniformis TPNR1 และ B. licheniformis TPNR6 เมื่อศึกษากัม
มันตภาพแลคเคสที่ผลิตได้จาก TPNR1 และ TPNR6 โดยใช้ ABTS เป็นสับสเตรทได้ค่ากัมมันตภาพ
แลคเคสเท่ากับ 3.1 U/mL และ 7.1 U/mL ตามล าดับ แลคเคสบริสุทธ์ิมีน้ าหนักโมเลกุล 44 
(TPNR1) และ 38 (TPNR6) kDa จากการศึกษาจลนศาสตร์แสดงให้เห็นว่า เมื่อใช้ ABTS เป็น
สับสเตรทจะได้ค่าประสิทธิภาพของตัวเร่งปฏิกิริยาสูงกว่าใช้ 2,6-DMP ทั้งสองชนิด การท างานของ
แลคเคสสูงสุดที่ 50 องศาเซลเซียส ส าหรับเอนไซม์ทั้งสองในขณะที่ pH ที่เหมาะสมที่สุดส าหรับ 
TPNR1 และ TPNR6 เมื่อใช้ ABTS เป็นสับสเตรท คือ 5.0 และ 6.0 ตามล าดับ นอกจากนี้เอนไซม์ทั้ง
สอง ถูกน าไปศึกษาการลดสีของสีย้อมที่เป็นพิษ และแสดงให้เห็นว่าเอนไซม์มีศักยภาพสูงในการลดสี 
 



  
 

บทท่ี 3 
อุปกรณ์ สารเคมี และวิธีการด าเนินงานวิจัย 

 
3.1 เครื่องมือ อุปกรณ์และสารเคม ี

3.1.1 เครื่องมอื 
1. Autoclave Ss-325    (Tomy, Japan) 
2. Autoclave Ss-700     (Tomy, Japan) 
3. Autopipette 
4. Centrifuge (Z36HK)    (HERMLE, Germany) 
5. Hot air oven model ULM 500   (Memment, Germany) 
6. Incubator      (Pol-Eko Aparatura, Thailand) 
7. Laminar flow    (NUAIRE, Minnesota) 
8. Magnetic stirrer (MSH-20A)   (Vision Scientific, England) 
9. Microcentrifuge (microfuge 16)  (Beckman-Coulter, Germany) 
10. Microplate reader (Infinite F50)  (Tecan, Austria) 
11. pH meter      (METTLER TOLEDO, Thailand) 
12. Shaking incubator (JSSI-300C)  (JS RESEARCH INC, Korea) 
13. Spectrophotometer (Genesys 10s UV-Vis) (Thermo Fisher Scientific, USA) 
14. Spectrophotometer (Libra S22)  (Biochrom, England) 
15. Thermomixer    (Eppendorf, Germany) 
16. Fast Protein Liquid Chromatography รุ่น AKTAFPLC  
17. Vortex      (Scientific Industries, USA) 
18. เครื่องช่ัง 2 ต าแหน่ง    (METTLER TOLEDO, Thailand 
19. เครื่องช่ัง 4 ต าแหน่ง    (METTLER TOLEDO, Thailand) 
20. เครื่องท าน้ ากลั่น (Maxima Ls.Model)  (ELGA, UK) 

 
3.1.2 อุปกรณ์ 

1. eppendorf tube 

2. loop  

3. Rack  
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4. กระบอกฉีดแอลกอฮอล ์

5. กระบอกตวง 

6. ขวดรูปชมพู ่

7. จานเพาะเช้ือ 

8. ตะเกียงแอลกอฮอล ์

9. บีกเกอร ์

10. ผ้าเช็ดโต๊ะ 

11. ไฟแช็ก 

12. หลอดทดลอง 

13. อะลูมิเนียมฟอยล ์

 
3.1.3 สารเคม ี

1. Acetic acid      (V.S. Chem House, Thailand) 

2. Acetone     (LKK polymer & Engineering, Thailand) 

3. Agar     (HiMedia Laboratories, India) 

4. Ammonium persulfate   (Bio-Rad, USA) 

5. o-Anisidine    (Sigma-Aldrich, USA) 

6. p-Anisidine    (Sigma-Aldrich, USA) 

7. 2,2'-azino-bis (3ethylbenzthiazoline- 

6-sulphonic acid   (Sigma-Aldrich, USA) 
8. Bovine serum albumin   (Sigma-Aldrich, USA) 

9. Bromocresol green   (Sigma-Aldrich, USA) 

10. Calcium chloride dihydrate (Riedel-de Haën, Germany) 

11. Cobalt (II) Chloride   (Ajax Finechem, Australia) 

12. Congo red    (Sigma-Aldrich, USA) 

 13. Coomassie Brilliant Blue  (Sigma-Aldrich, USA) 
 14. Copper (II) sulphate anhydrous (Ajax Finechem, Australia) 
 15. L-Cysteine    (Fluka Guarantee, USA) 
 16. 2,6-Dimethoxyphenol  (Sigma-Aldrich, India) 
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 17. Ethanol     (RCI Labscan Limited, Thailand) 
 18. Ethylenediaminetetraacetic acid (Central Drug House (P), India) 
 19. Glycerol    (Amresco, USA) 
 20. Glycine     (RCI Labscan Limited, Thailand) 
 21. Glucose    (HiMedia Laboratories, India) 
 22. Guaiacol    (Sigma-Aldrich, USA) 
 23. Hydrochloric acid   (RCI Labscan Limited, Thailand) 
 24. Iron (II) sulfate heptahydrate (Sigma-Aldrich, USA) 
 25. Manganese (II) sulfate  (Ajax Finechem, Australia) 
 26. Magnesium sulphate 
      heptahydrate   (Sigma-Aldrich, Germany) 
 27. Methanol     (RCI Labscan Limited, Thailand) 
 28. Methyl orange 
 29. 2-mercaptoethanol  (Bio-Rad, USA) 
 30. Peptone    (Sisco Research Laboratories, India) 
 31. Phenol red    (Sigma-Alorich, USA) 
 32. Potassium dihydrogen  
      orthophosphate   (RCI Labscan Limited, Thailand) 
 33. di-Potassium hydrogen  
      orthophosphate   (Ajax Finechem, Australia) 
 34. Sodium acetate    (HiMedia Laboratories, India) 
 35. Sodium azide   (Fluka Guarantee, USA) 
 36. Sodium chloride   (RCI Labscan Limited, Thailand) 
 37. Sodium dodecyl sulfate  (Scharlab, Spain) 
 38. Sodium hydroxide   (Chem-Lab, Belgium) 
 39. Syringalgazine   (Chem-Imrex, USA)  
 40. Tetramethylethylenediamine (Bio-Rad, USA)  
 41. Tris     (Amresco, USA) 
 42. Triton x-100    (Amresco, USA) 
 43. Tween 80    (Amresco, USA) 
 44. Tween 20    (Omnipur, USA) 
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 45. Tyrosine    (Sigma-Alorich, USA) 
 46. Veratryl alcohol   (Sigma-Alorich, USA) 
 47. Yeast extract   (HiMedia Laboratories, India) 
 48. Zinc sulfate heptahydrate  (Fluka Guarantee, USA) 
 
3.2 วิธีการด าเนนิงานวิจัย 

 3.2.1 จุลินทรีย ์
 จุลินทรีย์ที่ใช้ศึกษา คือ Bacillus sp. FN1 ที่คัดแยกได้จากน้ าเสีย บริษัท โนเบิลเท็กซ์การ
ย้อม จ ากัด อ าเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม เก็บรักษาไว้ใน 80% (v/v) กลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส (จิระนันท์ สินทร, 2561) 
 

 3.2.2 การเพาะเลี้ยง Bacillus sp. FN1 เพื่อผลิตแลคเคส 
 1. ปิเปตเช้ือที่ผลิตแลคเคสมา 200 ไมโครลิตร เลี้ยงใน LB medium ปริมาตร 5 มิลลิลิตร                                
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
 2. ถ่ายเช้ือลงในอาหารแข็งที่มี guaiacol 0.02% (w/v) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อให้ได้โคโลนีเดี่ยว (โคโลนีมีสีชมพู) 
 3. เข่ียโคโลนีเดี่ยว 1 โคโลนีเลี้ยงใน LB medium ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37                              
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
 4. ถ่ายเช้ือทั้งหมดเลี้ยงในอาหารเหลว (production medium) ที่มี guaiacol 0.02% 
(w/v) ปริมาตร 45 มิลลิลิตร (ทั้งหมด 50 มิลลิลิตร) จ านวน 2 ฟลาสก์ เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่า 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 วัน 
 5. ถ่ายเช้ือทั้งหมดเลี้ยงในอาหารเหลว (production medium) ที่มี guaiacol 0.02% 
(w/v) ปริมาตร 450 มิลลิลิตร (ทั้งหมด 500 มิลลิลิตร) จ านวน 2 ฟลาสก์ เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่า 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 วัน 
 

 3.2.3 การแยกบริสุทธ์ิแลคเคส 
3.2.3.1 การเตรียม crude laccase  
แยกส่วนใสกับส่วนตะกอนจากน้ าหมักโดยปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที 

อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  แยกส่วนใสไปวิเคราะห์กัมมันตภาพแลคเคส                         
และปริมาณโปรตีน  
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3.2.3.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอะซิโตน (C3H6O) 
น าส่วนใสที่ แยกได้จากข้อ 3.2.3.1 มาตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซิโตน (C3H6O)                             

ที่ความเข้มข้น 60% (v/v)  
เริ่มตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซิโตน (C3H6O) ที่แช่เย็นไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส                        

ลงในส่วนใสที่ได้จากข้อ 3.2.3.1 โดยค่อย ๆ เติมอะซิโตนทั้งหมด 4 ครั้ง แบ่งครั้งละเท่า ๆ กัน                            
พร้อมกวนเบา ๆ ด้วยเครื่องกวนแท่งแม่เหล็กที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                            
1 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงแยกตะกอนที่ความเร็วรอบ 15,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที  แยกส่วนใสออกจากตะกอน ละลายตะกอนด้วย 25 mM Tris-HCl pH 7.0                           
น าสารละลายตะกอนโปรตีนไปวิเคราะห์กัมมันตภาพแลคเคสและปริมาณโปรตีน 
 

3.2.3.3 การแยกโปรตีนด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชันโครมาโตกราฟี  (Gel filtration 

chromatography) 

การแยกโปรตีนด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชันโครมาโตกราฟีด้วยเครื่อง Fast Protein 
Liquid Chromatography (FPLC with Frac-900 ; Amersham Pharmacia, Sweden)  ผ่ า น
คอลัมน์ที่บรรจุ Sephacryl S-200 โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
 1. ยึดคอลัมน์กับ clamp ที่ประกอบอยู่ด้านข้างของเครื่อง และต่อสายคอลัมน์เข้าเครื่อง 
 2. ล้างสายของเครื่องโดยการตั้งค่า pump wash ไปที่ pump A และ B เครื่องจะปั๊ม 25 
mM Tris-HCl pH 7.0 เข้าไปแทนที่เอทานอลภายในเครื่อง 
 3. ปรับอัตราการไหลเท่ากับ 0.5 มิลลิลิตร/นาที แล้ว equilibrate คอลัมน์ต่อด้วย 25 mM 
Tris-HCl pH 7.0 ประมาณ 2 เท่า ของปริมาณคอลัมน์ (bedvolume) หรือจนกว่า conductivity 
จะคงที่ 
 4. ใส่ตัวอย่างเอนไซม์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยปรับอัตราการไหลเท่ากับ 0.5 มิลลิลิตร/
นาที  
 5. ชะโปรตีนด้วย 25 mM Tris-HCl pH 7.0 โดยเก็บ fraction ละ 2 มิลลิลิตร น าแต่ละ 
fraction มาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร โดยใช้ 25 mM Tris-HCl pH 7.0 
เป็น blank น า fraction ที่มีกัมมันตภาพแลคเคสมารวมกัน 
 6. น าไปวิเคราะห์กัมมันตภาพแลคเคสและตรวจสอบความบริสุทธ์ิต่อไป 
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3.2.3.4 การแยกโปรตีนด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ   (Ion-

exchange chromatography) 

การแยกโปรตีนด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุด้วยเครื่อง FPLC ผ่าน
คอลัมน์ XK16 ที่บรรจุ Q-Sepharose โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
 1. ยึดคอลัมน์กับ clamp ที่ประกอบอยู่ด้านข้างของเครื่อง และต่อสายคอลัมน์เข้าเครื่อง 
 2. ล้างสายของเครื่องโดยการตั้งค่า pump wash ไปที่ pump A และ B เครื่องจะปั๊ม 25 
mM Tris-HCl pH 7.0 เข้าไปแทนที่เอทานอลภายในเครื่อง 
 3. ปรับอัตราการไหลเท่ากับ 1.0 มิลลิลิตร/นาที แล้ว equilibrate คอลัมน์ต่อด้วย 25 mM 
Tris-HCl pH 7.0 ประมาณ 2 เท่า ของปริมาณคอลัมน์ (bedvolume) หรือจนกว่า conductivity 
จะคงที่ 
 4. ใส่ตัวอย่างเอนไซม์ 70 มิลลิลิตร โดยปรับอัตราการไหลเท่ากับ 1.0 มิลลิลิตร/นาที  
 5. ชะโปรตีนด้วย 25 mM Tris-HCl pH 7.0 โดยเก็บ fraction ละ 4 มิลลิลิตร 
 6. เปลี่ยนมาชะด้วย 25 mM Tris-HCl buffer pH 7.0 ที่ผสมกับ 1 M NaCl ชะโปรตีน                                        
ส่วนที่จับเรซิ่นออกด้วย NaCl ความเข้มข้นต่าง ๆ โดยเริ่มจากความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 
1.0 M NaCl ตามล าดับ เก็บ fraction จนไม่ปรากฏ Peak โปรตีน  
 7. น าแต่ละ fraction มาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร โดยใช้ 25 
mM Tris-HCl pH 7.0 เป็น blank  
 8. เพิ่มความเข้มข้นของโปรตีนด้วยกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry)                                    
จนเหลือตัวอย่างประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปวิเคราะห์กัมมันตภาพแลคเคส และตรวจสอบความ
บริสุทธ์ิต่อไป 
 

3.2.3.5 ก ารตรวจ สอบความบ ริสุ ท ธ์ิขอ งแลค เคส ด้ วย วิ ธี  SDS-PAGE (SDS-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

น าโปรตีนที่มีค่ากัมมันตภาพแลคเคสจากข้อ 3.2.3.4 มาท าให้เข้มข้น และตรวจสอบ
ความบริสุทธ์ิด้วยวิธี SDS-PAGE  
 การเตรียมแผ่นเจลส าหรับวิเคราะห์โปรตีน 
 1. เตรียมเครื่องมือ โดยเช็ดแผ่นกระจกทั้ง 2 แผ่นให้สะอาดด้วยน้ ากลั่น และ 70% (v/v)                      
เอทานอล  
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 2. วาง spacer ลงที่ขอบแผ่นกระจก ประกบกระจกทั้ง 2 แผ่นเข้าด้วยกัน หนีบกระจกให้
แน่นด้วยตัวหนีบ เตรียม separating gel ให้มีปริมาตรเป็น 3 ใน 4 ส่วนของกระจก แล้วเทลงใน
ช่องว่างระหว่างกระจกทั้ง 2 แผ่น 
 ส าหรับแผ่นเจลแบบ 10% (ช้ัน separating gel) ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร ผสมสารต่าง ๆ 
ดังนี ้
 สารละลาย 30% Bis-acrylamide    1.70 มิลลิลิตร 
 สารละลายบัฟเฟอร์ 1.5 M Tris-HCl pH 8.8  1.30 มิลลิลิตร 
 สารละลาย 10% (w/v) SDS    50.0 ไมโครลิตร 
 น้ าปราศจากไอออน     1.90 มิลลิลิตร 
 สารละลาย 10% (w/v) แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต  50.0 ไมโครลิตร 
 TEMED       2.0 ไมโครลิตร 
 3. เติมน้ ากลั่นลงบนผิวหน้าของ separating gel เพื่อให้ผิวหน้าแผ่นเจลเรียบ ตั้งทิ้งไว้                     
ให้เจลแข็งตัว (ประมาณ 30 นาที) และเตรียมส่วน stacking gel ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร 
 ส าหรับแผ่นเจล 5% (ช้ัน stacking gel) ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร ผสมสารต่าง ๆ ดังนี้ 
 สารละลาย 30% Bis-acrylamide    330.0 ไมโครลิตร 
 สารละลายบัฟเฟอร์ 1.5 M Tris-HCl pH 8.8  250.0 ไมโครลิตร 
 สารละลาย 10% (w/v) SDS    20.0 ไมโครลิตร 
 น้ าปราศจากไอออน     1.40 มิลลิลิตร 
 สารละลาย 10% (w/v) แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต  20.0 ไมโครลิตร 
 TEMED       2.00 ไมโครลิตร 
 4. เอียงกระจกเพื่อเทน้ าออก จากนั้นเท stacking gel บนผิวหน้า ของ separating gel                                      
ที่แข็งตัวแล้วและท าช่องส าหรับใส่สารตัวอย่างโดยใช้หวีกดลงใน stacking gel ตั้งทิ้งไว้ 10 นาที                         
ให้เจลแข็งตัว 
 5. ดึงหวีออก น าแผ่นกระจกที่ เตรียมได้ไปไว้ใน chamber เท Tris-Glycine running 
buffer ความเข้มข้น 1 เท่าที่เตรียมไว้เทใน chamber ช้ันนอก และเทให้ท่วมถึงช่องใน chamber 
 6. น าเอนไซม์ที่ต้องการตรวจสอบความบริสทุธ์ิปรมิาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับ 4X loading 
dye ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ต้มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ใส่ลงในช่อง 
 7. ต่อวงจรกระแสไฟฟ้าให้ เคลื่อนที่จากข้ัวลบไปข้ัวบวก โดยใช้กระแสไฟฟ้าคงที่  25                          
มิลลิแอมแปร์ เมื่อตัวอย่างเคลื่อนที่ถึงเกือบปลายสุดของ separating gel ท าการแกะแผ่นเจลออก
จากกระจก อย่างระมัดระวังแล้วย้อมแผ่นเจลด้วย coomassie blue R-250 ล้างสีออกด้วย destain 
solution I และ destain solution II จนแผ่นเจลใส และเห็นแถบโปรตีนชัดเจน 
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3.2.3.6 การตรวจสอบความบรสิุทธ์ิของแลคเคสด้วยวิธี Native-PAGE  
(Native-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) (Solano et al., 2001) 
น าโปรตีนที่มีค่ากัมมันตภาพแลคเคสจากข้อ 3.2.3.4 มาท าให้เข้มข้น และตรวจสอบ

ความบริสุทธ์ิด้วยวิธี Native-PAGE  
 การเตรียมแผ่นเจลส าหรับวิเคราะห์โปรตีน 
 1. เตรียมเครื่องมือ โดยเช็ดแผ่นกระจกทั้ง 2 แผ่นให้สะอาดด้วยน้ ากลั่น และ 70% (v/v) 
EtOH  
 2. วาง spacer ลงที่ขอบแผ่นกระจก ประกบกระจกทั้ง 2 แผ่นเข้าด้วยกัน หนีบกระจกให้
แน่นด้วยตัวหนีบ เตรียม separating gel ให้มีปริมาตรเป็น 3 ใน 4 ส่วนของกระจก แล้วเทลงใน
ช่องว่างระหว่างกระจกทั้ง 2 แผ่น 
 ส าหรับแผ่นเจลแบบ 12% (ช้ัน separating gel) ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร ผสมสารต่าง ๆ 
ดังนี ้
 สารละลาย 30% Bis-acrylamide   2.0  มิลลิลิตร 
 สารละลายบัฟเฟอร์ 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 800.0  ไมโครลิตร 
 สารละลาย 10% (w/v) SDS   50.0  ไมโครลิตร 
 น้ าปราศจากไอออน    2.1  มิลลิลิตร 
 สารละลาย 10% (w/v) แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 50.0  ไมโครลิตร 
 TEMED      2.0  ไมโครลิตร 
 3. เติมน้ ากลั่นลงบนผิวหน้าของ separating gel เพื่อให้ผิวหน้าแผ่นเจลเรียบ ตั้งทิ้งไว้                                       
ให้เจลแข็งตัว (ประมาณ 30 นาที) และเตรียมส่วน stacking gel ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร 
 ส าหรับแผ่นเจล 5% (ช้ัน stacking gel) ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร ผสมสารต่าง ๆ ดังนี้ 
 สารละลาย 30% acrylamide   330.0  ไมโครลิตร 
 สารละลายบัฟเฟอร์ 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 250.0  ไมโครลิตร 
 สารละลาย 10% (w/v) SDS   20.0  ไมโครลิตร 
 น้ าปราศจากไอออน    1.4  มิลลิลิตร 
 สารละลาย 10% (w/v) แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 20.0  ไมโครลิตร 
 TEMED      2.0  ไมโครลิตร 
 4. ใส่หวี (template comb) บนช่องว่างระหว่างกระจก ตั้งทิ้งไว้ 30 นาทีให้เจลแข็งตัว 
 5. น าแผ่นกระจกที่ ได้ไปไว้ใน chamber และเติม  running buffer ที่ เตรียมไว้เทใน 
chamber  
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 6. โหลดตัวอย่างลงในช่อง (well) โดยผสมเอนไซม์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร กับ 4X loading 
dye ที่ปราศจากสารรีดิวซ์  (SDS และ β-mercaptoethanol) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และใช้
กระแสไฟฟ้าคงที่ 25 มิลลิแอมแปร์ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45-60 นาที หลังจากนั้น
ล้างออก SDS ด้วย 2.5% (v/v) Triton X-100 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที และ
ล้าง Triton X-100 ออกด้วย 0.5 mM Tris-HCl pH 8.0 จ านวน 3 รอบ 
 7. น าแผ่นเจลไปแช่ในสารละลาย 2.5 mM DMP และ 0.2 mM CuSO4 ใน 20 mM buffer 
ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 10 นาที สังเกตแถบสีน้ าตาลที่ปรากฏข้ึน 
 

3.2.4 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford  (Bradford, 1976) 
1. ปิ เป ตตั วอ ย่ า งที่ เจื อจ างแล้ วห รื อส ารละล ายม าตรฐาน  10 ไม โครลิ ต ร                                           

ใส่ใน microplate 
2. เติม Dye reagent ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ตั้งทิ้ งไว้ในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง                  

เป็นเวลาอย่างน้อย 5 นาที 
3. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (blank ใช้น้ ากลั่น) ค านวณ

ความเข้มข้นของโปรตีน โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของโปรตีน bovine serum albumin (BSA) 
 

3.2.5 การศึกษาคุณสมบัติของแลคเคส 
3.2.5.1 การศึกษาความจ าเพาะของสบัสเตรทต่อกัมมันตภาพแลคเคสบรสิุทธ์ิ  
ศึกษาความจ าเพาะของสับสเตรทต่าง ๆ ดังนี้ veratryl alcohol, 2,6-DMP, Tyrosine, 

ABTS, p-Anisidine และ o-Anisidine โดยน าไปวัดกัมมันตภาพของแลคเคสที่อุณหภูมิ และ pH                                    
ที่เหมาะสม 
 

3.2.5.2 การวิเคราะห์กัมมันตภาพแลคเคส 
การวิเคราะห์กัมมันตภาพแลคเคสโดยใช้สับสเตรทชนิดต่าง ๆ ได้แก่ กัวไอเอคอล 

(guaiacol, Sigma) , เ ว อ ร า ทิ ล แ อ ล ก อ ฮ อ ล์  ( veratryl alcohol, Sigma) , 2,6-DMP ( 2,6-
dimethoxyphenol, Sigma), ไท โรซี น  (Tyrosine, Sigma), ไซริ งกั ล ดาซีน  ( syringalgazine, 
Chem-Imrex), ABTS (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid), Sigma), o-
Anisidine (Sigma) และ p-Anisidine (Sigma) 
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 1. ไดเมทอกซีฟีนอล (2,6-dimethoxyphenol: DMP) (ε468= 14,800 M-1CM-1) ดัดแปลง
จากงานวิจัยของ Wariishi et al, 1992 
 Reaction tube ประกอบด้วย 2 mM DMP ผสมกับ 10% (v/v) Absolute ethanol                  
ใน 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 468 
นาโนเมตร  
 
 Control enzyme tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร                          
และเติมเอนไซม์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที                  
และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 468 นาโนเมตร 
 
 Blank tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร และ                        
2 mM DMP ผสมกับ 10% (v/v) Absolute ethanol ใน  25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร                         
200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 468 นาโนเมตร  
 

ค่ากัมมันตภาพแลคเคส (U/L)  =  
(Ab

sample
− AbControl) × 106  

14,800 × 30 × 0.2
 x Dilution factor 

 
 ก าหนดให้ 1 หน่วยแลคเคส (Unit) หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่ เร่งปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน                 
ของ DMP 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
 

 2. กัวไอเอคอล (guaiacol) (ε436= 12,000 M-1CM-1) ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Zhang et 
al, 2013  
 Reaction tube ประกอบด้วย 5 mM guaiacol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกับ 25 mM 
Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์  200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ  60                        
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 436 นาโนเมตร 
 
 Control enzyme tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร                         
และเติมเอนไซม์ปรมิาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัด
ค่าการดูดกลืนแสงทันทีที่ความยาวคลื่น 436 นาโนเมตร 
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 Blank tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร และ                                       
5 mM guaiacol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และ
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 436 นาโนเมตร 

 

ค่ากัมมันตภาพแลคเคส (U/L)  =  
(Ab

sample
− AbControl) × 106  

12,000 × 30 × 0.2
 x Dilution factor 

 

 ก าหนดให้ 1 หน่วยแลคเคส (Unit) หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่ เร่งปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน                      
ของ guaiacol 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
 

 3. เวอราทิลแอลกอฮอล ์(veratryl alcohol) (ε310= 9,300 M-1CM-1) ดัดแปลงจากงานวิจัย
ของ Tien and Kirk, 1988 
 Reaction tube ประกอบด้วย 10 mM veratryl alcohol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสม
กับ 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ 2 mM H2O2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
เติมเอนไซม์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร 
 
 Control enzyme tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร                               
ผสมกับ 10 mM veratryl alcohol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ 2 mM H2O2 ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงทันที                     
ที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร 
 
 Blank tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร และ                      
10 mM veratryl alcohol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ 2 mM H2O2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 310 
นาโนเมตร 
 

ค่ากัมมันตภาพแลคเคส (U/L)  =  
(Ab

sample
− AbControl) × 106  

9,300 × 30 × 0.2
 x Dilution factor 
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 ก าหนดให้ 1 หน่วยแลคเคส (Unit) หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ 
veratryl alcohol 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
 

 4. ไซริงกัลดาซีน (syringaldazine : SGZ) (ε468= 64,000 M-1CM-1) ดัดแปลงจากงานวิจัย
ของ Siroosi et al, 2016   
 Reaction tube ประกอบด้ วย  0.3 mM SGZ ในสารละลาย DMSO ป ริม าตร 200 
ไมโครลิตร ผสมกับ 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 468 นาโนเมตร 
 
 Control enzyme tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร                                    
ผสมกับเอนไซม์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัด
ค่าการดูดกลืนแสงทันทีที่ความยาวคลื่น 468 นาโนเมตร 
 
 Blank tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ผสมกับ 
0.3 mM SGZ ในสารละลาย DMSO ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 468 นาโนเมตร 
 

ค่ากัมมันตภาพแลคเคส (U/L)  =  
(Ab

sample
− AbControl) × 106 

64,000 × 30 × 0.2
 x Dilution factor 

 
 ก าหนดให้ 1 หน่วยแลคเคส (Unit) หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ 
syringaldazine 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
 

 5. ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) (ε420= 36,000 
M-1 CM-1) ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Siroosi et al, 2016 
 Reaction tube ประกอบด้วย 1 mM ABTS ใน 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ผสมกับ 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 420 นาโนเมตร 
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 Control enzyme tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร                       
ผสมกับเอนไซม์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัด
ค่าการดูดกลืนแสงทันทีที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร 
 

 Blank tube ประกอบด้วย 1 mM ABTS ใน 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ผสมกับ 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร 
 

ค่ากัมมันตภาพแลคเคส (U/L)  =  
(Ab

sample
− AbControl) × 106  

36,000 × 30 × 0.2
 x Dilution factor 

 
 ก าหนดให้ 1 หน่วยแลคเคส (Unit) หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ 
ABTS 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
 

 6. ไทโรซีน (Tyrosine) (ε278= 12,000 M-1CM-1) ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Sondhi et 
al,2014 
 Reaction tube  ป ระกอบด้ วย  2 mM Tyrosine ล ะลาย  25 mM Tris-HCl pH 9.0 
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 278 นาโนเมตร  
 
 Control enzyme tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร                                     
ผสมกับเอนไซม์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัด
ค่าการดูดกลืนแสงทันทีที่ความยาวคลื่น 278 นาโนเมตร 
 Blank tube ประกอบด้วย 2 mM Tyrosine ละลายใน 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร และ 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 278 นาโนเมตร  
 

ค่ากัมมันตภาพแลคเคส (U/L)  =  
(Ab

sample
− AbControl) × 106  

12,000 × 30 × 0.2
 x Dilution factor 
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 ก าหนดให้ 1 หน่วยแลคเคส (Unit) หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ 
Tyrosine 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
 

 7. o-Anisidine (ε542= 11,300 M-1CM-1) ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Li et al, 2008  
 Reaction tube  ประกอบด้วย 2 mM o-Anisidine ละลาย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 542 นาโนเมตร  
 
 Control enzyme tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร                             
ผสมกับเอนไซม์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที                                  
และวัดค่าการดูดกลืนแสงทันทีที่ความยาวคลื่น 542 นาโนเมตร 
 
 Blank tube ประกอบด้วย 2 mM o-Anisidine ละลาย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร และ 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 542 นาโนเมตร  
 

ค่ากัมมันตภาพแลคเคส (U/L)  =  
(Ab

sample
− AbControl) × 106  

11,300 × 30 × 0.2
 x Dilution factor 

 
 ก าหนดให้ 1 หน่วยแลคเคส (Unit) หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ                               
o-Anisidine 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
 

 8. p-Anisidine (ε460= 1,173 M-1CM-1) ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Muñoz et al, 1997 
 Reaction tube  ประกอบด้วย 2 mM p-Anisidine ละลาย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร  
 
 Control enzyme tube ประกอบด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร 
ผสมกับเอนไซม์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัด
ค่าการดูดกลืนแสงทันทีที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร 
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 Blank tube ประกอบด้วย 2 mM p-Anisidine ละลาย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร และ 25 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร  
 

ค่ากัมมันตภาพแลคเคส (U/L)  =  
(Ab

sample
− AbControl) × 106  

1,173 × 30 × 0.2
 x Dilution factor 

 
 ก าหนดให้ 1 หน่วยแลคเคส (Unit) หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ 
p-Anisidine 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
 

3.2.5.3 การศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของแลคเคสบริสทุธ์ิ 
ในการศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของแลคเคส โดยใช้สับสเตรท คือ  1-20 

mM 2,6-DMP, 1-20 mM Guaiacol, 0.1-2.0 mM ABTS, 1-20 mM p-Anisidine และ 1-20 mM 
o-Anisidine บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และค านวณหาค่า Km และ Vmax ของแลคเคสบริสุทธ์ิ
จาก Lineweaver-Burk plot 
 

3.2.5.4 การศึกษา pH ที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์กมัมนัตภาพแลคเคส 
เตรียม Assay mixture โดยประกอบไปด้วย (Reaction tube, Control enzyme 

tube และ Blank tube) ศึกษาหา pH ที่เหมาะสม โดยใช้บัฟเฟอร์ ดังนี้ 25 mM Sodium acetate 
(pH 3.0-6.0), 25 mM Tris–HCl (pH 7.0-9.0), 25 mM Glycine–NaOH (pH 10.0-11.0) บ่มที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยใช้ DMP เป็นสับสเตรท วัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 468 นาโนเมตร 
 

3.2.5.5 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับกัมมันตภาพแลคเคส  
เต รียม  Assay mixture โดยป ระกอบ ไปด้ วย  ด้ วย  (Reaction tube, Control 

enzyme tube และ Blank tube) โดยใช้สับสเตรทและ pH ที่เหมาะสมส าหรับกัมมันตภาพแลคเคส 
และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
โดยใช้ DMP เป็นสับสเตรท วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 468 นาโนเมตร 
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3.2.5.6 การศึกษาความเสถียรของ pH 
เต รียม  Assay mixture โดยป ระกอบ ไปด้ วย  ด้ วย  (Reaction tube, Control 

enzyme tube และ Blank tube) โดยใช้สับสเตรทที่เหมาะสม (กัมมันตภาพแลคเคสสูงสุด) ศึกษา
หา pH ที่เหมาะสม โดยบ่มแลคเคสในบัฟเฟอร์ ดังนี้ 25 mM Sodium acetate (pH 3.0-6.0), 25 
mM Tris–HCl (pH 7.0-9.0), 25 mM Glycine–NaOH (pH 10.0-11.0) และน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 3, 6, 12, 18 และ 24 ช่ัวโมง จากนั้นน ามาวัดกัมมันตภาพแลคเคสที่ 
pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมเป็นเวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่เหมาะสม 
 

3.2.5.7 การศึกษาความเสถียรของอุณหภูมิ 
เต รียม  Assay mixture โดยป ระกอบ ไปด้ วย  ด้ วย  (Reaction tube, Control 

enzyme tube และ Blank tube) โดยใช้สับสเตรทและ pH ที่เหมาะสมส าหรับกัมมันตภาพแลคเคส 
และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4, 25, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 3, 6, 12, 18 
และ 24 ช่ัวโมง จากนั้นน ามาวัดกัมมันตภาพแลคเคสที่ pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมเป็นเวลา 30 
นาที โดยใช้ DMP เป็นสับสเตรท วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 468 นาโนเมตร 
 

3.2.5.8 การศึกษาผลกระทบของไอออนโลหะต่อกัมมันตภาพแลคเคส (Daâssi et al., 
2013) 

เตรียม Assay mixture โดยประกอบไปด้วย (Reaction tube, Control enzyme 
tube และ Blank tube) เติมไอออนโลหะแต่ละชนิด (Mg2+, Mn2+, Co2+, Cu2+, Fe2+, Ca2+ และ 
Zn2+) โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1 และ 5 mM น าไปบ่มโดยใช้สับสเตรท pH และอุณหภูมิที่
เหมาะสมส าหรับกัมมันตภาพแลคเคสเป็นเวลา 30 นาที โดยใช้ DMP เป็นสับสเตรท วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 468 นาโนเมตร 

 
3.2.5.9 การศึกษาผลของตัวยับยั้งตอ่กัมมันตภาพแลคเคส (Daâssi et al., 2013) 
เตรียม Assay mixture โดยประกอบไปด้วย (Reaction tube, Control enzyme 

tube และ Blank tube) เติมตัวยับยั้งแต่ละชนิด (Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 
Sodium azide (NaN3), β-mercaptoethanol และ L-cysteine) โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 
1 และ 5 mM บ่มโดยใช้สับสเตรท, pH และอุณหภูมิที่ เหมาะสมส าหรับกัมมันตภาพแลคเคส                         
เป็นเวลา 30 นาที โดยใช้ DMP เป็นสับสเตรท วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 468 นาโนเมตร 
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3.2.5.10 ศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อความเสถียรของแลคเคสบริสุท ธ์ิ    
(Bagewadi et al., 2017) 

เตรียม Assay mixture โดยประกอบไปด้วย (Reaction tube, Control enzyme 
tube และ Blank tube) เติมตัวท าละลายอินทรีย์ ได้แก่ Acetone, Dimethyl formamide (DMF), 
Dimethyl sulfoxide (DMSO), Ethanol และ Methanol บ่มเอนไซม์กับตัวท าละลายอินทรีย์                          
ความเข้มข้น 25% และ 50% (v/v) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปวัดกัมมันตภาพ                     
ของแลคเคสที่อุณหภูมิและ pH ที่ เหมาะสมเปรียบเทียบกับหลอดควบคุม (หลอดควบคุมใช้
สารละลายบัฟเฟอร์แทนสารละลายอินทรีย์) 
 

3.2.5.11 ศึกษาผลของสารลดแรงตงึผิวต่อความเสถียรของแลคเคสบรสิุทธ์ิ (Bagewadi 
et al., 2017) 

เตรียม Assay mixture โดยประกอบไปด้วย (Reaction tube, Control enzyme 
tube และ Blank tube) เติมสารลดแรงตึงผิวชนิดต่าง ๆ ได้แก่ Triton X-100, Tween 20 และ 
Tween 80 และสารซักล้าง (detergent) ได้แก่ Sodium dodecyl sulfate (SDS) ให้มีความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 1 และ 10 mM บ่มกับเอนไซม์ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปวัด                                 
กัมมันตภาพของแลคเคสที่อุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมเปรียบเทียบกับหลอดควบคุม (หลอดควบคุม
ใช้สารละลายบัฟเฟอร์แทนสารลดแรงตึงผิว) 
 

3.2.5.12 การศึกษาการก าจัดสีสังเคราะห์ด้วยแลคเคสบริสุทธ์ิ (Bagewadi et al., 
2017) 

ศึกษาการก าจัดสีสังเคราะห์ด้วยแลคเคสบริสุทธ์ิจาก Bacillus sp. FN1 โดยใช้สี

สังเคราะห์ดังนี้ Bromocresol green (λmax=615 nm), Congo red (λmax = 480 nm), Methyl 

orange (λmax = 465 nm) และ Phenol red (λmax = 558 nm) เตรียม Assay mixture (Control 
tube และ Reaction tube) โดยเตรียมสีต่าง ๆ ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 25  mg/L ใน                     
25 mM buffer และแลคเคสบริสุท ธ์ิให้มีปริมาตรรวมเท่ากับ 5.0 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่ม                         
ในอุณหภูมิที่แลคเคสมีความเหมาะสมมากที่สุด เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และวิเคราะห์การก าจัดสี                                     
โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 200-800 นาโนเมตร สามารถค านวณเปอร์เซ็นต์การก าจัด
สีได้ดังนี ้

เปอร์เซ็นต์ของการก าจัดสี (%) = 
A0−A1

A0
 × 100 

  เมื่อ;  A0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงช่ัวโมงที่ 0 
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   A1 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ช่ัวโมงต่าง ๆ 
 
 



  
 

บทท่ี 4 
ผลและวิจารณผ์ลการทดลอง 

 
4.1 จุลินทรีย์ผลิตแลคเคส 
 Bacillus sp. FN1 เป็ น จุ ลิ น ท รี ย์ ผ ลิ ต แ ล ค เค ส ที่ คั ด แ ย ก ได้ จ าก น้ า ทิ้ ง  บ ริ ษั ท                               
โนเบิลเท็กซ์การย้อม จ ากัด อ าเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม เมื่อน ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง                                                             
ที่มี guaiacol เป็นสับสเตรท บ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง พบว่าเช้ือสามารถ
เจริญเติบโตได้ดีและมีลักษณะโคโลนีเป็นสีชมพู (ภาพที่  6) และจากการศึกษารูปร่างเซลล์                                                  
โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) พบว่า
เซลล์มีลักษณะรูปร่างเป็นแท่งสั้น ๆ ขนาด 1.5–3.0 µm ดังแสดงในภาพที่ 7 
 

    
 
ภาพที่ 6 ลักษณะโคโลนีของ Bacillus sp. FN1 ที่มี 0.02% (w/v) guaiacol เป็นสับสเตรท บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง (A) โคโลนีบนอาหารแข็ง และ (B) เซลล์แขวนลอย
ในอาหารเหลว 
 

   
 

ภาพที่  7 รูปร่างเซลล์ของ Bacillus sp. FN1 จากกล้องจุลทรรศน์อิ เล็กตรอนแบบส่องกราด 
(Scanning Electron Microscope) 
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 การผลิตแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 ในอาหารเหลวที่ มี  0.02% (w/v) guaigcol                         
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน ผลการทดลองแสดงใน
ภาพที่ 8 พบว่า Bacillus sp. FN1 ผลิตแลคเคสได้สูงสุดที่ 72 ช่ัวโมง (3 วัน) โดยมีค่ากัมมันตภาพ
แลคเคสเท่ากับ 8.57 U/L และผลิตลิกนินเปอร์ออกซิเดสได้สูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 78 (8.52 U/L)  งานวิจัย
ของ Sondhi และคณะ (2015) ได้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญเติบโต และการผลิตแลคเคส
ของ Bacillus tequilensis SN4 โดยเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 
ช่ัวโมง พบว่าจุลินทรีย์ผลิตแลคเคสได้สูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 96 (24 nkats/mL) งานวิจัยของ Mehandia 
และคณะ (2020) ที่ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญเติบโตและการผลิตแลคเคส Alcaligenes 
faecalis XF1 โดยเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 144 ช่ัวโมง พบว่า
จุลินทรีย์ผลิตแลคเคสได้สูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 96 เช่นเดียวกัน 
 

 
 

ภาพที่ 8 การผลิตแลคเคสและลิกนินเปอร์ออกซิเดสจาก Bacillus sp. FN1 ในอาหารเหลวที่มี 
guaiacol บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน 
 
4.2 การระบสุายพันธุ์จุลินทรยี์โดยวิธี 16s rDNA 
 ผลการจ าแนกชนิดแบคทีเรีย โดยศูนย์พันธ์ุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแห่งชาติ (ไบโอเทค) 
ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) ซึ่งการวิเคราะห์จะจ าแนกโดย 
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16s rDNA กับฐานข้อมูล ผลการวิเคราะห์พบว่า Bacillus sp. 
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FN1 มีลักษณะใกล้เคียงกับ Bacillus tequilensis มากที่สุด (99.93%) และรองลงมา คือ Bacillus 
subtilis subsp. stercoris (99.84%) ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
16s rDNA สามารถแยกความแตกต่างของแบคทีเรียออกจากกันได้อย่างชัดเจน ดังนั้น Bacillus sp. 
FN1 จึงไม่สามารถจัดอยู่ในกลุ่มของ Bacillus tequilensis ได้ ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
แสดงในภาพที่ 9 
 

 
 
ภาพที่ 9 ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16s rDNA ของ Bacillus sp. FN1 
 
ตารางที่  2 ข้อมูลเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Bacillus sp. FN1 กับ 
Bacillus sp. สายพันธ์ุอื่น ๆ 
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4.3 การแยกบริสุทธิ์แลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 

4.3.1 การผลิตแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 
 การผลิตแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 โดยเพาะเลี้ยงเช้ือปริมาตร 500 มิลลิลิตร                       
ในฟลาสก์ขนาด 1 ลิตร จ านวน 2 ฟลาสก์ เป็นเวลา 3 วัน พบว่า crude laccase มีปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด 23.85 มิลลิกรัม และมีค่ากัมมันตภาพแลคเคสทั้งหมดเท่ากับ 6.49 U ซึ่งมีค่ากัมมันตภาพ
จ าเพาะเท่ากับ 0.25 U/mg protein 
 

4.3.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซิโตน 
 น า crude laccase มาตกตะกอนด้วย 60% (v/v) อะซิโตนในที่เย็นจัด จากนั้นน าไปปั่น
เหว่ียงที่  15,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอนโปรตีนด้วย                                      
25 mM Tris-HCl pH 7.0 วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากับ 7.56 มิลลิกรัม และมีค่ากัมมันตภาพ
ทั้งหมดเท่ากับ 2.81 U มีค่ากัมมันตภาพจ าเพาะเท่ากับ 0.37 U/mg  
 

4.3.3 การแยกบริสุทธ์ิแลคเคสด้วย Fast Flow Protein Liquid Chromatography 
4.3.3.1 การแยกบริสุทธ์ิแลคเคสด้วยวิธีเจลฟิลเตรชันโครมาโตกราฟี  (Gel fitration 

chromatography) 
น าตะกอนโปรตีนที่ได้หลังตกตะกอนด้วย 60% (v/v) อะซิโตนมาแยกบริสุทธ์ิด้วย                    

เครื่อง FPLC โดยใช้วิธีเจลฟิลเตรชัน ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุ Sephacryl S-200 ที่ปรับสมดุลด้วย                     
25 mM Tris-HCl pH 7.0 อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที  หลังผ่านคอลัมน์เก็บตัวอย่าง
สารละลายที่ออกจากคอลัมน์ fraction ละ 2.0 มิลลิลิตร มาวัดค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนที่ความ
ยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และค่ากัมมันตภาพของแลคเคสมาพลอตกราฟความสัมพันธ์ดังแสดงใน
ภาพที่ 10 
 ผลการทดลองพบว่า fraction ที่  17-30 ปริมาตร 28 มิลลิลิตร พบว่าที่  fraction ที่ 21                                
มีค่าการดูดแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร สูงสุดเท่ากับ 3.288 และค่ากัมมันตภาพแลคเคส
เท่ากับ 15.81 U/L และมีกัมมันตภาพแลคเคสรวม (fraction ที่ 17-30) เท่ากับ 14.02 U/L ค่ากัม
มันตภาพจ าเพาะเท่ากับ 0.95 U/mg และมีความบริสุทธ์ิ 3.74 เท่า  
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ภาพที่ 10 Elution profile ของโปรตีนแลคเคสบนคอลัมน์ที่บรรจุ Sephacryl S-200 โดยใส่โปรตีน
ตัวอย่าง 10.0 มิลลิลิตร (total volume = โปรตีนตัวอย่าง 2.0 มิลลิลิตร ละลายในสารละลาย
บัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 8.0 มิลลิลิตร) ผ่านเครื่อง FPLC โดยใช้คอลัมน์ที่บรรจุ Sephacryl S-200 
ชะด้วยสารละลาย 25 mM Tris-HCl pH 7.0 อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตร/นาที เก็บ fraction ละ 
2.0 มิลลิลิตร  
 

4.3.3.2 การแยกบริสุทธ์ิแลคเคสด้วยวิธีโครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ  (Ion-
exchange chromatography) 

น าเอนไซม์ที่ได้หลังจากผ่านข้ันตอนการแยกบริสุทธ์ิด้วยเครื่อง FPLC โดยใช้วิธีเจล
ฟิลเตรชัน ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุ Sephacryl S-200 มาแยกบริสุทธ์ิต่อด้วยวิธีโครมาโตกราฟีแบบ
แลกเปลี่ยนประจุผ่านคอลัมน์ที่บรรจุ Q-Sepharose ที่ปรับสมดุลด้วย 25 mM Tris-HCl pH 7.0 
อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที หลังผ่านคอลัมน์เก็บตัวอย่างสารละลายที่ออกจากคอลัมน์ 
fraction ละ 4.0 มิลลิลิตร มาวัดค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และ
ค่ากัมมันตภาพของแลคเคสมาพลอตกราฟความสัมพันธ์ดังแสดงในภาพที่ 11 
 ผลการทดลองพบว่า fraction ที่  8-30 ปริมาตร 92 มิลลิลิตร พบว่าที่  fraction ที่  13                                                        
มีค่าการดูดแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร สูงสุดเท่ากับ 1.555 และค่ากัมมันตภาพแลคเคส
เท่ากับ 6.97 U/L และมีกัมมันตภาพแลคเคสรวม (fraction ที่ 8-30) เท่ากับ 4.26 U/L ค่ากัมมันต
ภาพจ าเพาะเท่ากับ 1.18 U/mg และมีความบริสุทธ์ิ 4.67 เท่า  
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ภาพที่ 11 Elution profile ของโปรตีนแลคเคสบนคอลัมน์ที่บรรจุ Q-sepharose โดยใส่โปรตีน
ตัวอย่างจาก fraction ที่ 8-30 ที่ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุ Sephacryl S-200 ปริมาตรรวม 84 มิลลิลิตร 
มาผ่านเครื่อง FPLC โดยใช้คอลัมน์ที่บรรจุ Q-Sepharose ชะด้วยสารละลาย 25 mM Tris-HCl pH 
7.0 ที่มีความเข้มข้น NaCl เท่ากับ 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 M อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตร/
นาที เก็บ fraction ละ 4 มิลลิลิตร  
 
4.4 การวิเคราะห์การแยกบรสิุทธิ์แลคเคส 
 แลคเคสบริสุทธ์ิที่ได้จาก Bacillus sp. FN1 ผ่านข้ันตอนการแยกบริสุทธ์ิ 3 ข้ันตอน คือ 
ตกตะกอนด้ วย 60% (v/v) อะซิ โตน จากนั้ นน าไปแยกบริสุท ธ์ิต่อด้ วย วิธี เจลฟิ ล เตร ชัน                                     
โครม าโตกราฟี  โดยผ่ านคอลั มน์ ที่ บ ร รจุ  Sephacryl S-200 แล้ วน าไป แยกบ ริ สุ ท ธ์ิต่ อ                                       
ด้วยวิธีโครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ  โดยผ่านคอลัมน์ที่ บรรจุ  Q-Sepharose และ                              
น าไปค านวณค่ากัมมันตภาพจ าเพาะ จ านวนเท่าของความบริสุท ธ์ิ ( fold) และผลผลิตที่ ได้                                  
ของการแยกบริสุทธ์ิ (yield) โดยแสดงผลในตารางที่ 3 
 จากตารางที่ 3 แสดงให้เห็นว่าหลังผา่นกระบวนการแยกบรสิุทธ์ิแลคเคสด้วยวิธีเจลฟิลเตรชัน                       
โครมาโตกราฟี  วิธีโครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ  และน าไปผ่านกระบวนการท าแห้ง                               
แบบแช่เยือกแข็ง ตามล าดับ แลคเคสบริสุทธ์ิที่ได้มีค่ากัมมันตภาพแลคเคสและปริมาณโปรตีนทั้งหมด
ลดลง หลังจากข้ันตอนตกตะกอนด้วย 60% (v/v) อะซิโตน ค่าผลผลิตที่ได้ลดลงเหลือ 43.34%                                      
และมีความบริสุทธ์ิเพียง 1.47 เท่า ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับการแยกแลคเคสบริสุทธ์ิจาก Mycena 
purpureofusca โดยแลคเคสที่ผ่านการตกตะกอนด้วยอะซิโตนมีค่าผลผลิตที่ได้ และความบริสุทธ์ิ
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เท่ากับ 48% และ 1.6 เท่า ตามล าดับ (Sun et al., 2013) และยังมีรายงานวิจัยการแยกบริสุทธ์ิ                
แลคเคสจาก Bacillus sp. ADR โดยตกตะกอนด้วย 30% (v/v) อะซิโตน พบว่าแลคเคสที่ได้มีค่า
ผลผลิตที่ได้สูงถึง 50% และมีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 10 เท่า (Telke et al., 2011) แลคเคสที่ผ่านการ
แยกบริสุทธ์ิแล้วมีค่ากัมมันตภาพแลคเคสทั้งหมด 0.39 U ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 0.33 มิลลิกรัม มีค่า
ผลผลิตที่ได้เท่ากับ 6.04% และความบริสุทธ์ิเพิ่มขึ้นเป็น 4.67 เท่า จากรายงานวิจัยการแยกบริสุทธ์ิ
แลคเคสจาก Alcaligenes faecalis XF1 โดยมีข้ันตอนการแยกบริสุทธ์ิ 2 ข้ันตอน คือ ตกตะกอน
ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (0-80%) และ DEAE-Cellulose พบว่ามีค่าผลผลิตที่ได้เท่ากับ 12.0% และ
ความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนเป็น 3.8 เท่า (Mehandia et al., 2020) ซึ่งใกล้เคียงกับความบริสุทธ์ิที่ได้จาก
งานวิจัยน้ี นอกจากนี้ ยังมีรายงานวิจัยการแยกบรสิุทธ์ิแลคเคสจาก Trematosphaeria mangrovei 
หลังจากผ่านข้ันตอนการแยกบริสุทธ์ิด้วยการตกตะกอนด้วย 60% (v/v) อะซิโตน และ Sephadex 
G-100 พบว่า มีค่าผลผลิตที่ได้เท่ากับ 0.97% และความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนเป็น 31.47 เท่า (Mabrouk 
et al., 2012) 
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4.5 การตรวจสอบความบริสุทธิข์องแลคเคสด้วยเทคนคิ SDS–PAGE  
(Sodium Dodecyl Sulfate–Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
 เมื่อน าแลคเคสที่ผ่านการแยกบริสุทธ์ิจากการผ่านคอลัมน์ที่บรรจุ Q-Sepharose มา
วิเคราะห์ความบริสุทธ์ิ และมวลโมเลกุลด้วยเทคนิค SDS–PAGE ดังภาพที่ 12 
 จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าแถบของโปรตีนในส่วนแลคเคสที่ผ่านข้ันตอนสุดท้าย                                                    
ของการแยกบริสุทธ์ิด้วยการผา่นคอลัมน์ Q–Sepharose พบแถบโปรตีนจ านวน 1 แถบ เมื่อเทียบกับ
โปรตีนมาตรฐาน มีมวลโมเลกุลขนาดเท่ากับ 32.99 kDa ซึ่งมวลโมเลกุลของแลคเคสที่ผลิตจาก
จุลินทรีย์ส่วนใหญ่จะมีน้ าหนักโมเลกุล 24-80 kDa (Sharma et al., 2020)  โดยมวลโมเลกุลที่ได้
จากงานวิจัยน้ีใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Sharma และคณะ (2019) ที่ได้รายงานว่า แลคเคสที่ได้จาก 
Bacillus sp. PC-3 มีมวลโมเลกุลเท่ากับ 36 kDa นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับโมเลกุลของแลค
เคสที่ได้จากจุลินทรีย์อื่นๆ ดังนี้ Bacillus licheniformis สายพันธ์ุ TPRN1 (44 kDa) และ TPRN6 
(38 kDa), Trametes polyzona WRF03 (66 kDa) แล ะ  Aureobasidium pullans (61 kDa) 
(Ezike et al., 2020; Nelson and Anne, 2021; Sharma et al., 2020)  
 

     
 
ภาพที่ 12 การตรวจสอบความบริสทุธ์ิของโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน (Biorad, USA) 
แถวที่ 2 โปรตีนที่ผ่านคอลมัน์ทีบ่รรจุ Q-Sepharose ที่ถูกชะด้วย 25 mM Tris-HCl pH 7.0 
(fraction ที่ 8-30) ที่ผ่านการ Freeze dry 
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4.6 การตรวจสอบความบริสุทธิ์แลคเคสด้วยเทคนิค Gel filtration chromatography 
 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิแลคเคสผ่าน Gel filtration chromatography ที่ภายในคอลัมน์
บรรจุ Sephacryl S-200 ชะด้วย 25 mM Tris-HCl pH 7.0 โดยใช้อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อ
นาที เก็บ fraction ละ 2 มิลลิลิตร โดยโปรตีนมาตรฐานที่ใช้คือ Gel filtration standard (BIO-
RAD) ซึ่งประกอบด้วย Thyroglobulin (MW = 670,000 kDa), globulin (MW = 158,000 kDa), 
Ovalbumin (MW = 44,000 kDa), Myoglobin (MW = 17,000 kDa) และ Vitamin B12 (MW = 
1,350 kDa) โปรตีนมาตรฐานนี้จะถูกชะออกมาที่ปริมาตร 8, 24, 52, 126 และ 206 มิลลิลิตร 
ตามล าดับ และโปรตีนตัวอย่างที่ผ่านการแยกบริสุทธ์ิถูกชะออกมาที่ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เมื่อ
ค านวณหามวลโมเลกุลจากสมการในภาพที่ 13 จะได้มวลโมเลกุลเท่ากับ 115.08 kDa  
 

 
 
ภาพที่ 13 การตรวจสอบความบริสทุธ์ิแลคเคสด้วยเทคนิค Gel filtration chromatography 
 
4.7 การศึกษาสมบัติบางประการของแลคเคสบริสุทธิ์ 
 4.6.1 การศึกษาผลของ pH ทีเ่หมาะสมและความเสถียรต่อกัมมันตภาพแลคเคส  
 การศึกษาผลของ pH ที่ เหมาะสมต่อกัมมันตภาพแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1                                         
ที่ผ่านคอลัมน์ Q–Sepharose โดยน า fraction ที่ 8-30 มา pool รวมกัน เพื่อศึกษา pH ที่แลคเคส
เร่งปฏิกิริยาได้สูงสดุ โดยใช้ 2,6-DMP เป็นสับสเตรทละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ที่มีค่า pH ต่าง ๆ 
ในบัฟเฟอร์ 3 ชนิด คือ 25 mM Sodium acetate pH 3.0–6.0, 25 mM Tris–HCl pH 7.0–9.0 
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และ 25 mM Glycine–NaOH pH 10.0–11.0 บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
แล้วน าไปวัดกัมมันตภาพแลคเคส ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 14 
 จากการทดลองพบว่า pH มีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาของแลคเคส โดยแลคเคสจาก Bacillus 
sp. FN1 ที่  pH 9.0-10.0 มี ค่ า  Relative activity อยู่ ใน ช่วง  40-100%  ค่า pH ที่ เห มาะสม                             
ในการเร่งปฏิกิริยาของแลคเคสสูงสุดคือ pH 9.0  มีค่ากัมมันตภาพแลคเคสเท่ากับ 31.92 U/L                                             
(ภาพที่  14A และภาพที่  14B) แสดงให้ เห็นว่าแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 เป็น Alkaline 
Laccase ที่เร่งปฏิกิริยาได้ดีในช่วง pH ที่เป็นด่าง จากรายงานวิจัยการศึกษาการแยกบริสุทธ์ิและ
คุณลักษณะแลคเคสจาก Bacillus subtilis MTCC 2414 พบว่ามีค่า pH ที่เหมาะสมต่อกัมมันตภาพ
แล ค เคส ใน ช่ ว ง  pH ที่ เป็ น ด่ า ง  แล ะสู งสุ ดที่  pH 9.0 เมื่ อ ใ ช้  2,6-DMP เป็ น สั บ ส เต ร ท 
(Muthukumarasamy et al., 2015) นอกจากนี้ ยังพบว่าเมื่อใช้ ABTS เป็นสับสเตรท แลคเคสจาก 
Mycena purpureofusca และ Bacillus subtilis LP2 พบว่ามีค่า pH ที่เหมาะสมสูงสุดที่ pH 2.2 
และ 8.0 ตามล าดับ (Sun et al., 2013; Yasar et al., 2019)  
 เมื่อศึกษาความเสถียรของแลคเคสใน pH ต่าง ๆ พบว่าที่ ช่วง pH 5.0-9.0 ยังคงมีค่า 
Relative activity สูงกว่า 50% โดยเฉพาะที่ pH 7.0 มีค่า Relative activity อยู่ 67.85% (ภาพที่ 

15) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Sharma และคณะ (2019) ที่ศึกษาผลของ pH ต่อความเสถียร

ของกัมมันตภาพแลคเคสจาก Bacillus sp. PC-3 พบว่าหลังจากที่บ่มเอนไซม์ที่ pH 7.0 เป็นเวลา 
240 นาที ค่ากัมมันตภาพเอนไซม์ยังคงเหลืออยู่ 95% เมื่อใช้ ABTS เป็นสับสเตรท ในขณะที่ pH 8.0 
และ 9.0 คงเหลืออยู่ 77 และ 70% ตามล าดับ  
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(A)   

 
 

(B)   

 
 

ภาพที่ 14 ผลการศึกษา pH ที่มีต่อกัมมันตภาพแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1โดย (A) Laccase 
activity (U/L) และ (B) Relative activity (%) วิเคราะห์ทีอุ่ณหภูมิ 60 oC โดยใช้ 2,6-DMP เป็น
สับสเตรท 
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(A)   

 
 

(B)   

 
 
ภาพที่  15 ความเสถียรของ pH ที่มีต่อกัมมันตภาพแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 โดย (A) 
Laccase activity (U/L) และ (B) Relative activity (%) วิเคราะหท์ี่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
โดยใช้ 2,6-DMP เป็นสับสเตรท 
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 4.7.2 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม (Optimum temperature)  
 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อกัมมันตภาพแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1                               
ที่ผ่านคอลัมน์ Q–Sepharose โดยน า fraction ที่ 8–30 มา pool รวมกัน เพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิ
ที่แลคเคสเร่งปฏิกิริยาได้สูงสุด โดยใช้ 2,6-DMP ที่เป็นสับสเตรทละลายด้วยสารละลายบัฟเฟอร์                                  
25 mM Tris-HCl pH 9.0 บ่มที่อุณหภูมิ 30-90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปวัด         
กัมมันตภาพแลคเคส แสดงผลการทดลองในภาพที่ 16 
 จากการศึกษาพบว่าอุณหภูมิมีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาของแลคเคส โดยเร่งปฏิกิริยาได้ดี            
ในช่วงอุณหภูมิ 60–90 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกัมมันตภาพแลคเคสสูงสุดคือ                            
60 องศาเซลเซียส โดยมีค่ากัมมันตภาพแลคเคสเท่ากับ 32.32 U/L เมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึนมากกว่า                    
70 องศาเซลเซียส มีผลท าให้กัมมันตภาพแลคเคสลดลง จากรายงานการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม                   
ต่อแลคเคสที่ผลิตจาก Ganoderma australe พบว่าอุณหภูมิที่ เหมาะสม คือ อุณหภูมิ  55                                    
องศาเซลเซียส โดยในช่วงอุณหภูมิ 50-55 องศาเซลเซียส มีค่า Relative activity (%) สูงกว่า 60% 
(Si et al., 2021) นอกจากนี้ ยังพบว่าแลคเคสที่ได้จาก Trematosphaeria mangrovei มีอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมคือ 35 องศาเซลเซียส และรองลงมาคือ 40 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 35 และ 40 
องศาเซลเซียสสามารถเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ได้ 11.38 และ 3.29% ตามล าดับ และแลคเคสที่ได้
จาก Bacillus amyloliquefaciens มีอุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 65 องศาเซลเซียส (Lončar et al., 
2014; Mabrouk et al., 2012) ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกัมมันตภาพแลคเคส                         
ของงานวิจัยน้ีอีกด้วย 
 เมื่อศึกษาความเสถียรของแลคเคสในอุณหภูมิต่าง ๆ โดยบ่มเอนไซม์ที่อุณหภูมิต่าง ๆ                   
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบว่าที่อุณหภูมิ 30-60 องศาเซลเซียส มีค่า Relative activity สูงกว่า 50% 
และที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีค่า Relative activity อยู่ 53.41% (ภาพที่ 17) ซึ่งสอดคล้องกับ
รายงานของ Wang et al. (2011) ที่พบว่า Bacillus subtilis WD23 มีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิ 
40-70 องศาเซลเซียส (Relative activity > 60%) นอกจากนี้  ยังพบว่าแลคเคสจาก Bacillus 
vallismortis fmb-103 เป็ น แล ค เคส ที่ มี ค ว าม เส ถี ย ร ที่ อุ ณ ห ภู มิ  70-80 อ งศา เซ ล เซี ย ส                               
โดยกัมมันตภาพแลคเคสจะลดลงครึ่งหนึ่งที่เวลา 10 และ 4 ช่ัวโมง ตามล าดับ (Zhang et al., 2013) 
ซึ่งเมื่อเทียบกับงานวิจัยน้ีจะเห็นได้ว่าแลคเคสที่ได้จาก Bacillus sp. FN1 มีความเสถียรในอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียสได้ดีกว่า โดยกัมมันตภาพแลคเคสจะลดลงครึ่งหนึ่งที่เวลา 24 ช่ัวโมง 
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(A)   

 
 

(B)   

 
 

ภาพที่ 16 การศึกษาของอุณหภูมิต่อกัมมันตภาพแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 โดย (A) Laccase 
activity (U/L) และ (B) Relative activity (%) วิเคราะห์ที ่pH 9.0 โดยใช้ 2,6-DMP เป็นสบัสเตรท 
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(A)   

 
 

(B)   

 
 
 ภาพที่  17 ความเส ถียรของอุณหภูมิต่อกัมมันตภาพ แลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 โดย                         
(A) Laccase activity (U/L) และ (B) Relative activity (%) วิเคราะห์ที่ pH 9.0 โดยใช้ 2,6-DMP 
เป็นสับสเตรท 
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 4.7.3 ศึกษาความจ าเพาะของสับสเตรทและค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ต่อกัมมันตภาพ
ของแลคเคสบริสุทธ์ิ 
 การ ศึกษาสับ สเตรทที่ เหมาะสมต่อกั มมันตภาพ แลคเคสจาก  Bacillus sp. FN1                          
ที่ผ่านคอลัมน์ Q–Sepharose โดยน า fraction ที่ 8-30 มา pool รวมกันเพื่อศึกษาผลของสบัสเตรท                              
ที่แลคเคสเร่งปฏิกิริยาได้สูงสุด โดยน าสับสเตรทชนิดต่าง ๆ ดังนี้ กัวไอเอคอล (guaiacol), เวอราทิล
แอลกอฮอล์ (veratryl alcohol), 2,6-DMP (2,6-Dimethoxyphenol), ไทโรซีน (Tyrosine), ไซริง
กัลดาซีน (Syringaldazine), ABTS (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid), 
o-Anisidine และ p-Anisidine มาละลายด้วย 25 mM Tris-HCl pH 9.0 แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีแล้วน าไปวัดกัมมันตภาพแลคเคส ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4 
 จากการศึกษาความจ าเพาะของสับสเตรทต่อกัมมันตภาพของแลคเคสบริสุทธ์ิที่แสดงใน
ตารางที่ 3 แสดงให้เห็นว่าแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 สามารถออกซิไดซ์สับสเตรทได้หลากหลาย 
โดยสามารถออกซิไดซ์ DMP ได้ดีที่สุด รองลงมาคือ p-Anisidine, veratryl alcohol, guaiacol, o-
Anisidine, ABTS และ syringalgazine ตามล าดับ แต่ไม่สามารถออกซิไดซ์ veratryl alcohol และ 
Tyrosine ได ้ผลการทดลองสอดคล้องกับงานวิจัยของ Mehandia et al. (2020) พบว่าแลคเคสจาก 
Alcaligenes faecalis XF1 สามารถออกซิ ไดซ์สับส เตรทได้ดั งนี้  2,6-DMP, guaiacol, ABTS, 
Catechol และ syringaldazine และจากงานวิจัยของ Sharma et al. (2020) พบว่าแลคเคสจาก 
Bacillus licheniformis สายพันธ์ุ TPRN1 และ TPRN6 สามารถออกซิไดซ์ 2,6-DMP และ ABTS 
ได้ โดยสามารถออกซิไดซ์ ABTS ได้ดีกว่า และจากงานวิจัยของ Nelson and Anne (2021) พบว่า 
แลคเคสจาก Aureobasidium pullans สามารถออกซิไดซ์  ABTS, guaiacol, catechol และ 
pyrogallol แต่ไม่สามารถออกซิไดซ์ Tyrosine และ L-DOPA ได ้
 ศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของแลคเคสบริสุทธ์ิ โดยใช้สารตั้งต้นที่ความเข้มข้นต่าง 
ๆ  ดั ง นี้  1 -20 mM guaiacol, 1-20 mM 2,6-DMP, 0. 1-2 mM ABTS, 1-20 mM Veratryl 
alcohol, 1-20 mM o-Anisidine และ  1-20 mM p-Anisidine โดยบ่ มที่ อุณ ห ภูมิ  60  องศา
เซลเซียส และค านวณหาค่า Km และ Vmax ของแลคเคสบริสุทธ์ิจาก Lineweaver-Burk plot โดย
แสดงผลค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ในตารางที่  5 และกราฟระหว่าง 1/[S] กับ 1/V แสดงผลใน
ภาพที่ 18 
 จากการศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของแลคเคสบริสุทธ์ิจาก Bacillus sp. FN1 
เปรียบเทียบสารตั้งต้นคือ 2,6-DMP, ABTS, guaiacol, Veratryl alcohol, o-Anisidine และ p-
Anisidine พบว่าอัตราเร็วสูงสุดของปฏิกิริยา Vmax เท่ากับ 20.243, 0.015, 0.017, 0.151, 0.015 
และ 0.022 mM/min ตามล าดับ และมีค่าคงที่  Michaelis-Menten (Km) เท่ากับ 0.806, 0.387, 
1.125, 1.517, 0.384 และ 0.601 mM ตามล าดับ และพบว่า 2,6-DMP มีค่า Vmax และ Kcatalytic               
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ที่สูง และมีค่า Km ที่ต่ าแสดงให้เห็นว่า 2,6-DMP เป็นสับสเตรทที่ เหมาะสมส าหรับแลคเคสจาก 
Bacillus sp. FN1 ดังที่แสดงในตารางที่ 5  
 
ตารางที่  4 ผลการศึกษาความจ าเพาะของสับสเตรทจาก Bacillus sp. FN1 ที่อุณหภูมิและ pH                     
ที่เหมาะสม 

Substrate 
λmax 
(nm) 

ε 
(M-1 cm-1) 

Laccase activity 
(U/L) 

Relative 
Activity (%) 

References 

2,6-DMP 468 14,800 287.61±0.007 100.00±0.002 
Wariishi et al. 

(1992) 

ABTS 420 36,000 0.20±0.003 0.07±0.003 
Siroosi et al. 

(2016) 

Syringaldazine 468 64,000 0.09±0.003 0.03±0.002 
Siroosi et al. 

(2016) 

Guaiacol 436 12,000 0.40±0.003 0.14±0.009 
Yasar et al. 

(2019) 

o-Anisidine 542 11,300 0.29±0.002 0.10±0.010 Li et al. (2008) 

p-Anisidine 460 1,173 6.87±0.003 2.39±0.154 
Muñoz et al. 

(1997) 

Veratryl 
Alcohol 

310 9,300 5.74±0.009 2.00±0.051 
Tien and Kirk 

(1988) 

Tyrosine 278 12,000 0 0 
Sondhi et al. 

(2014) 
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ตารางที่ 5 ค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของแลคเคสบรสิทุธ์ิจาก Bacillus sp. FN1  

 
(A)   

 
 

ภาพที่ 18 จลนศาสตร์ของแลคเคสบริสุทธ์ิจาก Bacillus sp. FN1 โดยสับสเตรท (A) 2,6-DMP, (B) 
guaiacol, (C) Veratryl alcohol, (D) ABTS, (E) o-Anisidine และ (F) p-Anisidine 

 
 
 

Substrates Km (mM) 
Vmax  

(mM min-1) 
Kcat  

(sec-1) 
Kcat/Km 

(sec-1 mM-1) 

DMP 0.806 20.243 2,985.693 3,704.334 

Guaiacol 1.125 0.017 2.507 2.229 

Veratryl Alcohol 1.517 0.151 22.271 14.681 

ABTS 0.387 0.15 22.124 57.168 

o-Anisidine 0.384 0.15 22.124 57.614 

p-Anisidine 0.601 0.022 3.245 5.399 



 51 
 

 (B)   

 
 

(C)   

 
ภาพที่ 18 (ต่อ) จลนศาสตร์ของแลคเคสบริสุทธ์ิจาก Bacillus sp. FN1 โดยสับสเตรท (A) 2,6-DMP, 
(B) guaiacol, (C) Veratryl alcohol, (D) ABTS, (E) o-Anisidine และ (F) p-Anisidine 
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(D)   

 
 

(E)   

 
 

ภาพที่ 18 (ต่อ) จลนศาสตร์ของแลคเคสบริสุทธ์ิจาก Bacillus sp. FN1 โดยสับสเตรท (A) 2,6-DMP, 
(B) guaiacol, (C) Veratryl alcohol, (D) ABTS, (E) o-Anisidine และ (F) p-Anisidine 
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(F)   

 
 

ภาพที่ 18 (ต่อ) จลนศาสตร์ของแลคเคสบริสุทธ์ิจาก Bacillus sp. FN1 โดยสับสเตรท (A) 2,6-DMP, 
(B) guaiacol, (C) Veratryl alcohol, (D) ABTS, (E) o-Anisidine และ (F) p-Anisidine 
 
 4.7.4 การศึกษาผลกระทบของไอออนโลหะต่อเอนไซม์ 
 การศึกษาผลของไอออนโลหะที่มีต่อกัมมันตภาพของแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1                        
ที่ผ่านคอลัมน์ Q–Sepharose โดยน า fraction ที่  8-30 มา pool รวมกันเพื่อศึกษาผลกระทบ                     
ของไอออนโลหะที่ เติมลงไปทั้ง 7 ชนิด ได้แก่ Mg2+, Mn2+, Co2+, Cu2+, Fe2+, Ca2+ และ Zn2+                  
โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0 mM และ 5.0 mM บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นน าไปวัดกัมมันตภาพแลคเคสโดยเทียบกับหลอดควบคุมที่เติมบัฟเฟอร์แทนไอออนโลหะ                        
ในภาพที่ 19 
 จากผลการทดลองพบว่าไอออนโลหะมผีลต่อการเร่งปฏิกิริยาของแลคเคส โดยที่ความเข้มข้น 
1.0 mM ถูกกระตุ้นการเร่งปฏิกิรยิาได้ด้วย Co2+, Cu2+, Ca2+และ Zn2+ ท าให้มีค่า relative activity 
(%) สูงกว่า 100% ซึ่งมีค่าเท่ากับ 114.61, 112.38, 110.72 และ 101.70% ตามล าดับ แต่ถูกยับยั้ง
ด้วย Mg2+, Mn2+ และ Fe2+ เมื่อเทียบกับหลอดควบคุมที่ไม่ได้เติมไอออนโลหะ ส่วนที่ความเข้มข้น 
5.0 mM กระตุ้นการเร่งปฏิกิริยาได้ด้วย Co2+ มีค่าเท่ากับ 199.29% เมื่อเทียบกับหลอดควบคุม                    
ที่ไม่ได้เติมไอออนโลหะ และถูกยับยั้งด้วย Fe2+ ซึ่งมีผลท าให้กัมมันตภาพแลคเคสลดลงอย่างมาก                       
ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Abdelgalil et al. (2020) ที่ได้ศึกษาผลกระทบของไอออนโลหะ                  
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ต่อกัมมันตภาพแลคเคสของ Alcaligenes faecalis NYSO พบว่าที่ความเข้มข้น 1.0 mM และ 10.0 
mM แลคเคสจะถูกกระตุ้นการเร่งปฏิกิริยาได้ด้วย Mg2+, Mn2+, Co2+, Cu2+, Ni2+, Cd2+, Cr2+ และ 
Zn2+ แต่ถูกยับยั้งด้วย Fe2+ และ Hg2+ โดยมีค่า relative activity (%) เท่ากับ 15.6 และ 10.9% 
ตามล าดับ และงานวิจัยของ Neelkant et al. (2020) ได้ ศึกษาผลกระทบของไอออนโลหะ                                
ต่อกัมมันตภาพแลคเคสของ Sphingobacterium ksn-11 พบว่าที่ความเข้มข้น 1.0 mM แลคเคส                        
จะถูกกระตุ้นการเร่งปฏิกิริยาได้ด้วย Al2+, Ca2+, Cu2+, Co2+, Ni2+, Fe2+ และ Mg2+ แต่ถูกยับยั้ง        
ด้วย Zn2+ และ Hg2+ และที่ความเข้มข้น 3.0 mM สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ด้วย Co2+ และ Fe2+                                        
แต่ถูกยับยั้งด้วย Al2+, Ca2+, Cu2+, Zn2+, Ni2+, Mg2+ และ Hg2+ และงานวิจัยของ Wang et al. 
(2019 ) ได้ ศึ กษ าผ ล ก ระท บ ขอ งไอออน โล ห ะต่ อ กั ม มั น ตภาพ แล ค เคส ขอ ง  Bacillus 
amyloliquefaciens พบว่าที่ความเข้มข้น 0.5 mM แลคเคสจะถูกเร่งปฏิกิริยาได้ด้วย Cu2+, Zn2+, 
Ba2+ และ Mg2+ แต่ ถูกยับยั้ งด้วย K+, Ca2+, Mn2+, Fe2+, Co2+ และ Ni2+ และที่ ความเข้มข้น                            
5.0 mM สามารถการเร่งปฏิกิริยาได้ด้วย Mg2+ และ Zn2+ แต่ถูกยับยั้งด้วย K+, Ca2+, Mn2+, Fe2+, 
Co2+, Cu2+, Ni2+ และ Ba2+ 
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(A)   

 
 

(B)   

 
 
ภาพที่  19 ผลของไอออนโลหะที่ มี ผลต่อกัมมันตภาพแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 โดย                                      
(A) Laccase activity (U/mL) และ (B) Relative activity (%) 
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 4.7.5 การศึกษาผลกระทบของตัวยับยั้งต่อเอนไซม์ 
 การศึกษาผลของตัวยับยั้ งที่ มี ต่อกัมมันตภาพของแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1                               
ที่ผ่านคอลัมน์ Q–Sepharose โดยน า fraction ที่  8-30 มา pool รวมกันเพื่อศึกษาผลกระทบ                                
ของตัวยับยั้งที่เติมลงไปทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ EDTA, NaN3, L–Cysteine, และ β-mercaptoethanol 
โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0 mM และ 5.0 mM บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นน าไปวัดกัมมันตภาพแลคเคสโดยเทียบกับหลอดควบคุมที่เติมบัฟเฟอร์แทนตัวยับยั้งในภาพที่ 
20 
 ผลการศึกษาสารยับยั้งต่อกัมมนัตภาพแลคเคสบรสิุทธ์ิ พบว่าแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 
ไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ เมื่อบ่มกับ  EDTA, NaN3, L–Cysteine, และ β-mercaptoethanol                       
ที่ความเข้มข้น 1.0 mM โดยมี ค่า Relative activity (%) เท่ากับ 10.49, 84.56, 17.42 และ 
15.14% ตามล าดับ และการยับยั้งจะเพิ่มข้ึนเมื่อบ่มแลคเคสกับตัวยับยั้งที่ความเข้มข้น 5.0 mM โดย
มีค่า Relative activity (%) เท่ากับ 6.00, 78.65, 12.59 และ 9.96% ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ H. Wang et al. (2019) ที่ท าการศึกษาผลกระทบของตัวยับยั้งต่อกัมมันตภาพแลคเคส                       
ของ Bacillus amyloliquefaciens พบว่าเมื่อเติมตัวยับยั้ง DTT, EDTA, L–Cysteine, SDS และ                                          

β-mercaptoethanol ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.5 และ 1.0 mM ท าให้แลคเคสถูกยับยั้งการเร่งปฏิกริยิา 
โดยตัวยับยั้ง DTT (0.1, 0.5 และ 1.0 mM), L–Cysteine (1.0 mM) และ β-mercaptoethanol 
(0.5 และ 1.0 mM) สามารถยับยั้งการเร่งปฏิกิริยาของแลคเคสได้อย่างสมบูรณ์ (Relative activity 
เท่ากับ 0%) และงานวิจัยของ Zhang et al. (2013) ท าการศึกษาผลกระทบของตัวยับยั้ ง                   
ต่อกัมมันตภาพแลคเคสของ Bacillus valismortis fmb-103 พบว่าเมื่อเติมตัวยับยั้ง L–Cysteine, 
dithiothretol และ NaN3 ที่ความเข้มข้น 0.1 และ 0.5 mM สามารถยับยั้งการเร่งปฏิกิริยาของแลค
เคสได้อย่างสมบูรณ์ (Relative activity เท่ากับ 0%) โดย EDTA ที่ความเข้มข้น 0.5, 2.5 และ 5.0 
mM สามารถยับการเร่งปฏิกิริยาได้ 85.4, 47.5 และ 13.2% ตามล าดับ 
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 (A)   

 
 

(B)   

 
 
ภาพที่ 20 ผลการศึกษาผลกระทบของตัวยับยั้งต่อกัมมันตภาพแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 โดย 
(A) Laccase activity (U/L) และ (B) Relative activity (%)  
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 4.7.6 การศึกษาผลกระทบของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อเอนไซม์ 
 การศึกษาผลของตัวท าละลายอนิทรยี์ที่มีต่อกมัมันตภาพของแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1 
ที่ผ่านคอลัมน์ Q–Sepharose โดยน า fraction ที่ 8-30 มา pool รวมกันเพื่อศึกษาผลกระทบของ
ตัวท าละลายอินทรีย์ ที่ เติมลงไปทั้ ง  4 ชนิด ได้แก่  Acetone, DMF, DMSO, Ethanol, และ 
Methanol โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 25 และ 50% (v/v) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 
นาที จากนั้นน าไปวัดกัมมันตภาพแลคเคสโดยเทียบกับหลอดควบคุมที่เติมบัฟเฟอร์แทนตัวท าละลาย
อินทรีย์ในภาพที่ 21 
 ผลการศึกษาตัวท าละลายอินทรีย์ต่อกัมมันตภาพแลคเคสบริสุทธ์ิ พบว่าแลคเคสจาก 
Bacillus sp. FN1 ไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้เมื่อบ่มกับ Acetone, DMF, DMSO, Ethanol, และ 
Methanol ที่ความเข้มข้น 25% (v/v) โดยมี ค่า Relative activity (%) เท่ากับ 39.51, 17.20, 
26.42, 40.17 และ 48.84% ตามล าดับ และการยับยั้งจะเพิ่มข้ึนเมื่อบ่มแลคเคสกับตัวท าละลาย
อินทรีย์ที่ความเข้มข้น 50% (v/v) โดยมีค่า Relative activity (%) เท่ากับ 17.23, 7.82, 2.83, 
12.21 และ 14.86%  ตามล าดับ  จากงาน วิจัยของ Qiao et al. (2017) ศึกษาผลกระทบ                               
ของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อแลคเคสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis cjp3 โดยใช้ตัวท าละลาย 4 ตัว คือ 
Methanol, Ethanol, Acetone และ DMSO ที่ความเข้มข้น 10-50% (v/v) พบว่าที่ความเข้มข้น 
50% (v/v) ของ Methanol และ Acetone สามารถเร่งปฏิกิริยาของแลคเคสได้ โดยมีค่า Relative 
activity (%) เท่ากับ 102.75 และ 112.55% ตามล าดับ ในขณะที่ความเข้มข้นเดียวกัน Ethanol 
และ DMSO ถูกยับยั้งการเร่งปฏิกิริยา โดยมีค่า Relative activity (%) เท่ากับ 88.85 และ 94.28% 
ตามล าดับ และจากงานวิจัยของ Wang et al. (2011) ศึกษาผลกระทบของตัวท าละลายอินทรีย์                             
ต่อแลคเคสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis WD23 พบว่า Acetone และ Methanol สามารถยับยั้ง
การเร่งปฏิกิริยาของแลคเคสได้ โดยมี ค่า Relative activity (%) เท่ากับ 84.93 และ 2.53% 
ตามล าดับ และจากงานวิจัยของ Javadzadeh and Asoodeh (2020) พบว่าที่ความเข้มข้น 10 และ 
20% (v/v) Acetone และ DMSO สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาของแลคเคสที่ผลิตจาก Bacillus 
sp. CF96 ได้  (Relative activity < 50%) ซึ่ งสอดคล้องกับงานวิจัยนี้ที่  Bacillus sp. FN1 ไม่
สามารถเร่งปฏิกิริยาได้เมื่อบ่มกับ Acetone, DMF, DMSO, Ethanol, และ Methanol ที่ความ
เข้มข้น 50% (v/v) 
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 (A)   

 
 

(B)   

 
 
ภาพที่ 21 ผลการศึกษาผลกระทบของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อกัมมันตภาพแลคเคสจาก Bacillus sp. 
FN1 โดย (A) Laccase activity (U/L) และ (B) Relative activity (%)  
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 4.7.7 การศึกษาผลกระทบของสารลดแรงตึงผิวต่อเอนไซม์ 
 การศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิวที่มีต่อกัมมันตภาพของแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1                          
ที่ผ่านคอลัมน์ Q–Sepharose โดยน า fraction ที่  8-30 มา pool รวมกันเพื่อศึกษาผลกระทบ                                  
ของสารลดแรงตึ งผิ วที่ เติมลงไปทั้ ง  4 ชนิด ได้แก่  Triton X-100, Tween 20, Tween 80                                  
และสารซักล้าง (SDS) โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0 mM และ 5.0 mM บ่มที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปวัดกัมมันตภาพเอนไซม์โดยเทียบกับหลอดควบคุมที่เติมบัฟเฟอร์                    
แทนสารลดแรงตึงผิวในภาพที่ 22 
 ผลการศึกษาสารลดแรงตึงผิวต่อกัมมันตภาพแลคเคสบริสุทธ์ิ พบว่าแลคเคสจาก Bacillus 
sp. FN1 ไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้เมื่อบ่มกับ Triton X-100, Tween 20, Tween 80 และ SDS                      
ที่ความเข้มข้น 1.0 mM โดยมี ค่า Relative activity (%) เท่ากับ 60.45, 61.83, 69.71 และ 
70.01% ตามล าดับ และการยับยั้งจะเพิ่มข้ึนเมื่อบ่มแลคเคสกับสารลดแรงตึงผิวที่ความเข้มข้น                            
5.0 mM โดยมีค่า Relative activity (%) เท่ากับ 28.23, 36.05, 50.20 และ 40.15% ตามล าดับ                        
ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Qiao et al. (2017) ที่ ศึกษาผลกระทบของสารลดแรงตึงผิว                                  
ต่อกัมมันตภาพแลคเคสที่ผลิตได้จาก Bacillus subtilis cjp3 พบว่า เมื่อบ่มแลคเคสกับ SDS                                    
ที่ความเข้มข้น 0.1 และ 1.0 mM สามารถยับยั้งการเร่งปฏิกิริยาของแลคเคสได้ 85.33 และ 98.68% 
ตามล าดับ  และจากงานวิจัย Abdelgalil et al. (2020) พบว่า Triton X-100 ที่ความเข้มข้น                                       
1.0 และ 10.0 mM สามารถเร่งปฏิกิริยาของแลคเคสที่ผลิตจาก Alcaligenes faecalis NYSO ได้ 
140.0 และ 116.2% ตามล าดับ ซึ่งต่างจากงานวิจัยนี้ที่ Triton X-100 ไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาของ
แลคเคสได ้
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 (A)   

 
 

(B)   

 
 
ภาพที่ 22 ผลการศึกษาผลกระทบของสารลดแรงตึงผิวต่อกัมมันตภาพแลคเคสจาก Bacillus sp. 
FN1 โดย (A) Laccase activity (U/L) และ (B) Relative activity (%)  
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 4.7.8 การศึกษาประสิทธิภาพการลดสีของแลคเคสบริสุทธ์ิ 
 ก าร ศึ กษ าป ระสิ ท ธิภ าพ ก าร ล ดสี ขอ งแล ค เคส บ ริ สุ ท ธ์ิจ าก  Bacillus sp. FN1                        
โดยบ่มแลคเคสบริสุท ธ์ิที่มีกัมมันตภาพแลคเคสเริ่มต้น 172.60 U/L กับสีสังเคราะห์ ได้แก่ 
Bromocresol green, Congo red, Phenol red และ Methyl orange ที่ความเข้มข้น 0.025 g/L 
(25 ppm) ที่ละลายใน 25 mM Tris–HCl pH 9.0 บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                                
24 ช่ัวโมง น าไปสแกนค่าการดูดกลืนแสดงที่เวลาต่าง ๆ เพื่อเปรียบเทียบผลประสิทธิภาพการลดสี 
(%decolorization) แสดงในภาพที่ 23 
 ผลการประเมินประสทิธิภาพการลดสขีองแลคเคสบริสทุธ์ิโดยผลประสทิธิภาพการลดสี แสดง
ในภาพที่ 23 เมื่อบ่มแลคเคสกับสีสังเคราะห์ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 9.0 เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง พบว่าแลคเคสสามารถลดสี Bromocresol green, Congo red, Phenol red และ Methyl 
orange ได้เพียงเล็กน้อยโดยมีประสิทธิภาพการลดสีที่ช่ัวโมงที่ 24 เท่ากับ 8.71, 27.20, 11.67 และ 
3.32% ตามล าดับ จากงานวิจัยก่อนหน้า มีรายงานการศึกษาประสิทธิภาพการลดสี Congo red และ 
Methyl orange ด้วยแลคเคสที่ผ่านการแยกบริสุทธ์ิเป็นจ านวนมาก พบว่า Trametes polyzona 
WRF03, Bacillus licheniformis TPNR1, Bacillus licheniformis TPNR6 แ ล ะ  Bacillus 
marisflavi strain BB4 สามารถลดสี Congo red ได้ 18.11, 94.60, 93.90 และ 93.00% ที่เวลา 6, 
12, 12 และ 24 ช่ัวโมง ตามล าดับ และ Trametes polyzona WRF03, Bacillus licheniformis 
TPNR1 และ Bacillus licheniformis TPNR6 สามารถลดสี Methyl orange ได้ 47.55, 92.40 
และ 62.7% เวลา 6, 12 และ 12 ช่ัวโมง ตามล าดับ (Ezike et al., 2020; Sharma et al., 2021; 
Sharma et al., 2020; Wang et al., 2011)  
 

 
 

ภาพที่ 23 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการลดสีของแลคเคสบริสุทธ์ิจาก Bacillus sp. FN1 โดยบ่มที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ความเข้มข้นสีเริม่ต้น 25 ppm  
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ภาพที่ 24 ผลการสแกนค่าการดูดกลืนแสงเพื่อศึกษาการลดสีของแลคเคสบริสุทธ์ิจาก Bacillus sp. 
FN1 โดยบ่มที่ 60 องศาเซลเซียส pH 9.0 เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง (A) 
Bromocresol green, (B) Congo red, (C) Phenol red และ(D) Methyl orange 

 

 
 
 

Bromocresol green (λmax = 615 nm) 

 
 
ฉ 

Congo red (λmax = 480 nm) 
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(C)   

 
 

 (D)   

 
 

ภาพที่ 24 (ต่อ) ผลการสแกนค่าการดูดกลืนแสงเพื่อศึกษาการลดสีของแลคเคสบริสุทธ์ิจาก Bacillus 
sp. FN1 โดยบ่มที่ 60 องศาเซลเซียส pH 9.0 เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
(A) Bromocresol green, (B) Congo red, (C) Phenol red และ (D) Methyl orange 
 

 
 
ฉ Phenol red (λmax = 558 nm) 

 
 
ฉ 

Methyl orange (λmax = 465 nm) 



  
 

บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
 เมื่ อน าส่ วนใสที่ ได้จากการปั่นเห ว่ียงน้ าหมักจากการเพาะเลี้ ยง Bacillus sp. FN1                         
เพื่อผลิตแลคเคส พบว่าค่ากัมมันตภาพแลคเคสในส่วนใสจากการปั่นเหว่ียงสูงสุดเท่ากับ 6.49 U/L 
เมื่อใช้ 2,6-DMP เป็นสับสเตรท และมีสภาวะที่เหมาะสมคือ pH 9.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
และจากการศึกษาการแยกบริสุทธ์ิแลคเคสที่ผลิตจาก Bacillus sp. FN1 ที่ผ่านคอลัมน์ Sephacryl 
S-200 และ Q–Sepharose พบว่ามีค่ากัมมันตภาพจ าเพาะ 1.18 U/mg มีความบริสุทธ์ิ 4.67 เท่า 
และมีมวลโมเลกุลขนาด 32.99 kDa 
 การศึกษาคุณสมบัติของแลคเคสที่ผ่านการแยกบริสุทธ์ิพบว่าเอนไซม์มี pH และอุณหภูมิ                                   
ที่ เหมาะสม คือ pH 9.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยมีกัมมันตภาพแลคเคสสูงที่สุด                                          
เมื่อใช้ 2,6-DMP เป็นสับสเตรท และจากการศึกษาจลนศาสตร์ของแลคเคสจะได้ค่า Kcat เท่ากับ 
2,985.693, 2.507, 22.271, 22.124, 22.124 แ ล ะ  3.245 sec-1 เมื่ อ ใ ช้  2,6-DMP, Guaiacol, 
Veratryl alcohol, ABTS, o-Anisidine และ p-Anisidine เป็นสับสเตรท ตามล าดับ เมื่อศึกษา
ผลกระทบของไอออนโลหะ พบว่าที่ความเข้มข้น 1 mM ถูกกระตุ้นได้ด้วย Co2+, Cu2+, Ca2+ และ 
Zn2+ แต่ที่ความเข้มข้น 5 mM ถูกกระตุ้นโดย Co2+ เพียงตัวเดียว นอกจากนี้ เมื่อศึกษาผลกระทบ
ของตัวยับยั้ง ตัวท าละลายอินทรีย์ และสารลดแรงตึงผิว พบว่าเอนไซม์ถูกยับยั้งปฏิกิริยาทั้ง สอง                 
ความเข้มข้น และยิ่งถูกยับยั้งมากข้ึน เมื่อความเข้มข้นเพิ่มสูงข้ึน จากการศึกษาประสิทธิภาพการลดสี
แสดงให้ เห็นว่าแลคเคสบริสุท ธ์ิจาก Bacillus sp. FN1 สามารถลดสีได้เพียงเล็กน้อยเท่านั้น                                       
โดยสามารถลดสี Congo red ได้สูงสุด 27.20% รองลงมาคือ Methyl orange, Bromocresol 
green และ Phenol red ตามล าดับ 
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Solano, F., Lucas-Elıó, P., López-Serrano, D., Fernández, E. and Sanchez-Amat, A. (2001). 
Dimethoxyphenol oxidase activity of different microbial blue multicopper 
proteins.  FEMS Microbiology Letters, 204( 1) , 175-181.  doi: 10. 1111/ j. 1574-
6968.2001.tb10882.x 

Sondhi, S. , Sharma, P. , George, N. , Chauhan, P. S. , Puri, N. and Gupta, N.  (2015) . An 
extracellular thermo-alkali-stable laccase from Bacillus tequilensis SN4, with a 
potential to biobleach softwood pulp.  3 Biotech, 5( 2) , 175-185. 
doi:10.1007/s13205-014-0207-z 

Sondhi, S. , Sharma, P. , Saini, S. , Puri, N.  and Gupta, N.  ( 2014) .  Purification and 
characterization of an extracellular, Thermo-Alkali-Stable, Metal Tolerant 
Laccase from Bacillus tequilensis SN4.  PLOS ONE, 9( 5) , e96951. 
doi:10.1371/journal.pone.0096951 

Sun, S. , Zhang, Y. , Que, Y. , Liu, B. , Hu, K.  and Xu, L.  ( 2013) .  Purification and 
characterization of fungal laccase from Mycena purpureofusca. Chiang Mai J Sci, 
40, 151-160.  

 

https://doi.org/10.1016/j.jbiosc.2018.11.008
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2021.113619


  71 

 

Telke, A. A., Ghodake, G. S., Kalyani, D. C., Dhanve, R. S. and Govindwar, S. P. (2011). 
Biochemical characteristics of a textile dye degrading extracellular laccase from 
a Bacillus sp.  ADR.  Bioresource Technology, 102( 2) , 1752-1756. 
doi:https://doi.org/10.1016/j.biortech.2010.08.086 

Thurston, C.  F.  ( 1994) .  The structure and function of fungal laccases.  Microbiology, 
140(1), 19-26. doi:doi:10.1099/13500872-140-1-19 

Tien, M. and Kirk, T. K. (1988). Lignin peroxidase of Phanerochaete chrysosporium. In 
Methods in Enzymology (Vol. 161, pp. 238-249): Academic Press. 

Wang, C., Zhao, M., Lu, L., Wei, X. and Li, T. (2011). Characterization of spore laccase 
from Bacillus subtilis WD23 and its use in dye decolorization. African Journal of 
Biotechnology, 10(11), 2186-2192.  

Wang, H., Huang, L., Li, Y., Ma, J., Wang, S., Zhang, Y., Ge, X., Wang, N., Lu, F. and Liu, Y. 
(2019). Characterization and application of a novel laccase derived from Bacillus 
amyloliquefaciens.  International Journal of Biological Macromolecules. 
doi:https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.11.117 

Wariishi, H. , Valli, K.  and Gold, M.  H.  ( 1992) . Manganese( II)  oxidation by manganese 
peroxidase from the basidiomycete Phanerochaete chrysosporium.  Kinetic 
mechanism and role of chelators. J Biol Chem, 267(33), 23688-23695.  

Yan, J. , Chen, Y. , Niu, J. , Chen, D.  and Chagan, I.  ( 2015) .  Laccase produced by a 
thermotolerant strain of Trametes trogii LK13. Brazilian Journal of Microbiology, 
46(1), 59-65. doi:10.1590/S1517-838246120130895 

Yasar, G. , Guven, U.  G. , Guduk, E.  and Aktas, F.  ( 2019) .  Partial purification and 
characterization of the novel halotolerant and alkalophilic laccase produced by 
a new isolate of Bacillus subtilis LP2. Biocatalysis and Biotransformation, 37(4), 
268-277.  

Zhang, C., Zhang, S., Diao, H., Zhao, H., Zhu, X., Lu, F. and Lu, Z. (2013). Purification and 
Characterization of a Temperature- and pH-Stable Laccase from the Spores of 
Bacillus vallismortis fmb-103 and Its Application in the Degradation of Malachite 
Green.  Journal of Agricultural and Food Chemistry, 61( 23) , 5468-5473. 
doi:10.1021/jf4010498 

Zhang, H., Zhang, J., Zhang, X. and Geng, A. (2018). Purification and characterization of a 

 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2010.08.086
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.11.117


  72 

 

novel manganese peroxidase from white-rot fungus Cerrena unicolor BBP6 and 
its application in dye decolorization and denim bleaching. Process Biochemistry, 
66, 222-229. doi:https://doi.org/10.1016/j.procbio.2017.12.011 

จิระนันท์ สินทร. (2561). การก าจัดน้ าเสียโรงงานสิ่งทอโดยใช้จุลินทรีย์สายพันธ์ุ FN1 และ FN2 ที่แยก
ได้จากน้ าเสียโรงงานสิง่ทอ. จุลนิพนธ์ปริญญาบณัฑิต สาขาวิศวกรรมกระบวนการชีวภาพ สาขา
เทคโนโลยีชีวภาพ มหาวิทยาลัยศิลปากร นครปฐม.,  

พิชิตพล เจริญทรัพยานันท์. (2550). เอนไซม์ : เทคโนโลยีชีวภาพ. สาขาวิชาเทคโนโลยีเคมีสิ่งทอ. 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลพระนคร, กรุงเทพ.  

สุกัลยา บริสุทธ์ิ. (2553). การย่อยสลายสีย้อมเอโซด้วยเอโซรีดักเทส (AzoR1) จากแบคทีเรีย Bacillus 
subtilis ORB7106. วิทยานิพนธ์มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์.  

 
 

 

https://doi.org/10.1016/j.procbio.2017.12.011


  
 
ประวัต ิผ ู้เข ีย น 
 

 
 

ชื่อ-สกุล สิรริัตน์ สุขพันธ์ 
วัน เดือน ปี เกิด 4 มกราคม 2539 
สถานท่ีเกิด โรงพยาบาลนครปฐม จังหวัดนครปฐม 
วุฒิการศึกษา มัธยมศึกษาตอนปลาย โรงเรียนสิรินธรราชวิทยาลัย  

ระดับปรญิญาตรี สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 
มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตพระราชวังสนามจันทร์ 

ท่ีอยู่ปัจจุบัน 53 ถ.ข้างวัง ต.พระปฐมเจดีย์ อ.เมือง จ.นครปฐม 73000 
ผลงานตีพิมพ์ Sirirat Sukphan and Sinthuwat Ritthitham.  

Decolorization of methyl orange by Bacillus sp. P1   
The Pure and Applied Chemistry International Conference 2022, 
30 June - 1 July 2022 (Poster presentation) 

  

 

 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญภาพ
	บทที่ 1 บทนำ
	1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของงานวิจัย
	1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย
	1.3 ขอบเขตของงานวิจัย
	1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ

	บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	2.1 แลคเคส
	2.2 สมบัติโมเลกุลแลคเคส
	2.3 โครงสร้างผลึกของแลคเคส
	2.4 กลไกการเร่งปฏิกิริยาของแลคเคส
	2.5 สีย้อม
	2.6 กลไกการกำจัดสีโดยจุลินทรีย์
	2.6.1 กลไกการดูดซับ
	2.6.2 กลไกการกำจัดสีด้วยเอนไซม์

	2.7 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง

	บทที่ 3 อุปกรณ์ สารเคมี และวิธีการดำเนินงานวิจัย
	3.1 เครื่องมือ อุปกรณ์และสารเคมี
	3.1.1 เครื่องมือ
	3.1.2 อุปกรณ์
	3.1.3 สารเคมี

	3.2 วิธีการดำเนินงานวิจัย
	3.2.1 จุลินทรีย์
	3.2.2 การเพาะเลี้ยง Bacillus sp. FN1 เพื่อผลิตแลคเคส
	3.2.3 การแยกบริสุทธิ์แลคเคส
	3.2.3.1 การเตรียม crude laccase
	3.2.3.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวทำละลายอะซิโตน (C3H6O)
	3.2.3.3 การแยกโปรตีนด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชันโครมาโตกราฟี
	3.2.3.4 การแยกโปรตีนด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ
	3.2.3.5 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแลคเคสด้วยวิธี SDS-PAGE
	3.2.3.6 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแลคเคสด้วยวิธี Native-PAGE

	3.2.4 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford
	3.2.5 การศึกษาคุณสมบัติของแลคเคส
	3.2.5.1 การศึกษาความจำเพาะของสับสเตรทต่อกัมมันตภาพแลคเคสบริสุทธิ์
	3.2.5.2 การวิเคราะห์กัมมันตภาพแลคเคส
	3.2.5.3 การศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของแลคเคสบริสุทธิ์
	3.2.5.4 การศึกษา pH ที่เหมาะสมสำหรับการวิเคราะห์กัมมันตภาพแลคเคส
	3.2.5.5 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับกัมมันตภาพแลคเคส
	3.2.5.6 การศึกษาความเสถียรของ pH
	3.2.5.7 การศึกษาความเสถียรของอุณหภูมิ
	3.2.5.8 การศึกษาผลกระทบของไอออนโลหะต่อกัมมันตภาพแลคเคส
	3.2.5.9 การศึกษาผลของตัวยับยั้งต่อกัมมันตภาพแลคเคส
	3.2.5.10 ศึกษาผลของตัวทำละลายอินทรีย์ต่อความเสถียรของแลคเคสบริสุทธิ์
	3.2.5.11 ศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิวต่อความเสถียรของแลคเคสบริสุทธิ์
	3.2.5.12 การศึกษาการกำจัดสีสังเคราะห์ด้วยแลคเคสบริสุทธิ์



	บทที่ 4 ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง
	4.1 จุลินทรีย์ผลิตแลคเคส
	4.2 การระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์โดยวิธี 16s rDNA
	4.3 การแยกบริสุทธิ์แลคเคสจาก Bacillus sp. FN1
	4.3.1 การผลิตแลคเคสจาก Bacillus sp. FN1
	4.3.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซิโตน
	4.3.3 การแยกบริสุทธิ์แลคเคสด้วย Fast Flow Protein Liquid Chromatography
	4.3.3.1 การแยกบริสุทธิ์แลคเคสด้วยวิธีเจลฟิลเตรชันโครมาโตกราฟี
	4.3.3.2 การแยกบริสุทธิ์แลคเคสด้วยวิธีโครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ


	4.4 การวิเคราะห์การแยกบริสุทธิ์แลคเคส
	4.5 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแลคเคสด้วยเทคนิค SDS–PAGE
	4.6 การตรวจสอบความบริสุทธิ์แลคเคสด้วยเทคนิค Gel filtration chromatography
	4.7 การศึกษาสมบัติบางประการของแลคเคสบริสุทธิ์

	บทที่ 5 สรุปผลการทดลอง
	รายการอ้างอิง
	ประวัติผู้เขียน

