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บทคัดย่อ 
การแยกบริสทุธ์ิแอลฟาอะไมเลสจากเมล็ดถั่วขอก าลงังอก (Mucuna pruriens (L.) DC.) (MpAmy) ดว้ย 2 ขัน้ตอน คือ การ

ตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 35 – 65% (w/v) และ β–cyclodextrin sepharose 6B affinity chromatography  พบว่าเอนไซม ์              
มีความบริสทุธ์ิขึน้ 216.4 เท่า และมีกิจกรรมจ าเพาะ 91.0 U/mg การวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis (SDS – PAGE) พบว่าเอนไซมม์ีขนาดโมเลกุล 58 kDa ซึ่งมีขนาดโมเลกุลที่สอดคลอ้งกับกิจกรรมการท างาน                
โดย Zymographic method การศึกษาสมบัติของ MpAmy พบว่าเรง่ปฏิกิริยาไดส้งูที่พีเอช 5.0 – 6.0 และอุณหภูมิสงู 50.0 – 90.0 ºC               
โดยมีกิจกรรมการท างานสูงสุดที่พีเอช 5.0 และอุณหภูมิ 60.0 ºC และยังมีความเสถียรสูงในช่วงพีเอชและอุณหภูมิที่กวา้งคือ พีเอช              
5.0 – 7.0 และอุณหภูมิ 30.0 – 90.0 ºC การศึกษาจลนศาสตรข์องเอนไซม์ พบว่ามีค่าคงที่ไมเคลิส (Km) และความเร็วสูงสุด (Vmax) 
ส าหรบัการสลายโมเลกุลแป้ง คือ 2.1 mg/mL และ 0.2 µmol/min/mL ตามล าดบั เอนไซมม์ีความจ าเพาะในการสลายโมเลกุลแป้งสงู
ที่สุด รองลงมาคือ อะไมโลเพคติน และไกลโคเจน เอนไซม์เร่งปฏิกิริยาสลายสารตั้งต้น Ethylidene–pNP–G7 เท่ากับ 280.8 
nmol/min/mL แสดงว่าเป็นอะไมเลสชนิดแอลฟา จากการศกึษาสมบตัิแสดงใหเ้ห็นว่า MpAmy เป็นแอลฟาอะไมเลสทนความรอ้น ซึ่งมี
ความส าคญัในการน าไปประยกุตใ์ชส้  าหรบัอตุสาหกรรมต่าง ๆ  โดยเฉพาะอตุสาหกรรมแปง้ต่อไป 
ค าส าคัญ  :  แอลฟาอะไมเลส ; ทนความรอ้น ; การศกึษาสมบตั ิ; การแยกบรสิทุธ์ิ ; ถั่วขอ  
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Abstract 
 Purification of α–amylase from germinating cowitch (Mucuna pruriens (L.) DC.) seeds (MpAmy) was 
carried out using two steps of 35 – 65% (w/v) Ammonium sulphate fractionation and β–cyclodextrin sepharose 6B 
affinity chromatography. The enzyme was purified 216.4–fold with a final specific activity of 91.0 U/mg. Sodium 
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS – PAGE) analysis exhibited a molecular weight of 
MpAmy at 58 kDa which corresponded with amylase activity by Zymographic method. Characterization of MpAmy 
showed high activity at the pH of 5.0 – 6.0 and the high temperature of 50.0 – 90.0 ºC. The optimum pH and 
temperature for the enzyme were at pH 5.0 and 60.0 ºC, respectively. Furthermore, MpAmy was found stable at a 
wide range of pH 5.0 to 7.0, pH and the temperature between 30 ºC to 90 ºC. The Michalis constant (Km) and 
Maximum velocity (Vmax) for hydrolysis of starch were 2.1 mg/mL and 0.2 µmoles/min/mL, respectively. The 
MpAmy showed the highest specific activity toward starch followed by amylopectin and glycogen as their natural 

substrates. The enzyme catalyzed Ethylidene–pNP–G7 at 280.8 nmol/min/mL, indicating it was an alpha amylase. 
The results from enzyme characterization indicated that MpAmy is the Thermostable α–amylase. Therefore, 
MpAmy has the potential for applying in different industries, especially the starch industry.  
   

Keywords :  α–amylase ; thermostable ; characterization ; purification ; Mucuna pruriens (L.) DC. 
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บทน า   
แอลฟาอะไมเลส (α–amylase, 1,4–α–D–glucan–4–glucanohydrolase, EC 3.2.1.1) ท าหนา้ที่เร่งปฏิกิริยาสลาย

พนัธะ α–1,4 glycosidic แบบสุ่มในพอลิแซคคาไรด ์เช่น แป้ง และไกลโคเจน ท าใหไ้ดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นโอลิโกแซคคาไรด ์และ
กลูโคส (Farooq et al., 2021) อะไมเลสเป็นเอนไซมท์ี่นิยมและมีการน าไปประยุกต์ใชม้ากที่สุด โดยมีการใชป้ระมาณ 30% 
ของตลาดเอนไซมโ์ลกทัง้หมด มีการน าแอลฟาอะไมเลสไปประยุกตใ์ช้ในดา้นต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมแป้ง อาหาร กระดาษ        
สิ่งทอ สารซักฟอก ยารกัษาโรค การผลิตพลังงานชีวภาพ และการวิเคราะหท์างเคมี เป็นตน้ (Paul et al., 2021) ปัจจุบัน               
ในอุตสาหกรรมมุ่งความสนใจในการน าเอนไซมม์าใชแ้ทนสารเคมีจ านวนมาก เน่ืองจากเอนไซมส์ามารถน ากลบัมาใชใ้หม่             
ได ้เร่งปฏิกิริยาไดร้วดเร็ว มีความจ าเพาะต่อสารตัง้ตน้และปฏิกิริยา มีประสิทธิภาพเร่งปฏิกิริยาไดสู้ง ท างานไดใ้นสภาวะที่              
ไม่รุนแรง  ท าใหป้ระหยดัพลงังานและวตัถดุิบ มีความปลอดภยัต่อสิ่งแวดลอ้ม และผูบ้รโิภค (Jegannathan & Nielsen, 2013; 
Sundarram et al., 2014) แหล่งของเอนไซมอ์ะไมเลสที่ส  าคญั คือ จลุินทรยี ์สตัว ์และพืช โดยในเมล็ดพืชก าลงังอก มีการผลิต
แอลฟาอะไมเลส ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการเร่งปฏิกิริยาสลายโมเลกุลแป้งที่สะสมในเมล็ดพืช ท าให้ไดน้ า้ตาลเพื่อใช้ใน
กระบวนการเจรญิเติบโตของพืชต่อไป (Xie et al., 2007) โดยแอลฟาอะไมเลสจากเมล็ดพืชก าลงังอกจดัว่ามีความเหมาะสม 
และเป็นทางเลือกที่ดีส  าหรบัการประยกุตใ์นดา้นเทคโนโลยีชีวภาพ และอาหาร (Muralikrishna & Nirmala, 2005) จะเห็นไดว้่า
มีการน าแอลฟาอะไมเลสมาประยุกตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมจ านวนมาก ซึ่งในแต่ละอุตสาหกรรมจะมีสภาวะ เช่น พีเอช และ
อณุหภูมิ ในกระบวนการของอุตสาหกรรมที่แตกต่างกันไปดว้ย จึงจ าเป็นต้องใชแ้อลฟาอะไมเลสที่มีคุณสมบตัิที่หลากหลาย 
และคุณสมบตัิเฉพาะกบัอตุสาหกรรมนัน้ ๆ เพื่อใหเ้อนไซมมี์ประสิทธิภาพในการเรง่ปฏิกิริยาสงู แต่ปัจจุบนัแอลฟาอะไมเลส          
ทางการคา้ยงัมีพีเอชและอณุหภูมิที่เหมาะสมเพียงบางช่วงเท่านัน้ เช่น อะไมเลสทางการคา้ Termamyl มีพีเอชและอุณหภูมิ            
ที่เหมาะสมต่อการเรง่ปฏิกิรยิา คือ พีเอช 5.5 – 6.5 และอณุหภมูิ 90 ºC ตามล าดบั ท าใหก้ารประยกุตใ์ชเ้อนไซมใ์นดา้นต่าง ๆ 
ถูกจ ากัดตามสมบัติของเอนไซมด์ว้ย (Sivaramakrishnan et al., 2006) ดังนัน้การคน้หาแหล่งของเอนไซมใ์หม่ ๆ เพื่อใหไ้ด้
คุณสมบัติของเอนไซมท์ี่หลากหลาย ในการเป็นทางเลือกส าหรบัประยุกตใ์ชท้ี่หลากหลายจึงมีความส าคัญ จากรายงาน
การศึกษาก่อนหนา้ แอลฟาอะไมเลสจากเมล็ดพืชก าลงังอก พบว่ามีคุณสมบัติที่น่าสนใจคือ เรง่ปฏิกิริยาได้สูงในพีเอชช่วง       
5.0 – 6.0 และสามารถท างานได้ดี มีความเสถียรที่อุณหภูมิสูงในช่วง 65.0 – 70.0 ºC (Posoongnoen & Thummavongsa, 
2020) ซึ่งเหมาะสมส าหรบัการน าไปประยุกตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมที่มีพีเอชเป็นกรดอ่อน และอุณหภูมิสูงในกระบวนการ เช่น 
อตุสาหกรรมแป้ง เน่ืองจากแป้งจะมีพีเอชในช่วง 3.2 – 6.0 อย่างไรก็ตามยงัไม่มีรายงานการศึกษาแอลฟาอะไมเลสในถั่วขอ 
(Mucuna pruriens (L.) DC.) ซึ่งเป็นไมเ้ลือ้ย ดอกและผิวเมล็ดมีสีขาว พบทั่วไปในประเทศไทย เป็นพืชที่ปลกูง่าย ผลผลิตสงู 
นิยมปลูกเพื่อทานเมล็ด โดยเมล็ดถั่วขอเป็นแหล่งอาหารที่ดีอุดมไปดว้ยโปรตีน กรดไขมันและกรดอะมิโนจ าเป็น แป้ง และ               
แรธ่าตทุี่ส  าคญั โดยมีโปรตีนสงู 27.42% นอกจากนีย้งัพบสารแอลโดปา (L–dopa, L–3,4–dihydroxy phenylalanine) 2.10% 
ซึ่งเป็นสารที่ใชร้กัษาโรคพารกิ์นสนั (Parkinson’s) (Lampariello et al., 2012) ดังนั้นในงานวิจัยครัง้นีจ้ึงสนใจศึกษาสมบัติ
ของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสจากเมล็ดถั่วขอก าลงังอก เพื่อหาแหล่งเอนไซมอ์ะไมเลสชนิดใหม่ในการพฒันา และประยกุตใ์ช ้      
ในดา้นตา่ง ๆ ตอ่ไป  
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วิธดี าเนินการวิจัย   
1. การเตรียมและสกดัเอนไซมจ์ากเมลด็ถั่วขอก าลงังงอก 

ท าการเก็บตวัอย่างเมล็ดถั่วขอจากพืน้ที่ในจงัหวดันครราชสีมา จากนัน้คดัเลือกเมล็ดที่สมบูรณ ์ ลา้งดว้ยน า้กลั่นให้
สะอาด แช่ในน า้กลั่น 12 ชั่วโมง น ามาเพาะบนกระดาษทิชชเูปียกเป็นเวลา 48 ชั่วโมง สกดัและแยกบรสิทุธ์ิเอนไซมท์ี่อณุหภมิู 
4 ºC ตลอดการทดลอง น าเมล็ดถั่วขอก าลงังอก (500.00 กรมั) มาผสมกบั 50 mM Sodium acetate buffer, pH 5.5 ปรมิาตร 
1500.00 มิลลิลิตร แล้วป่ันให้ละเอียดด้วยเครื่องป่ันไฟฟ้า น ามาหมุนเหวี่ยงที่  21000xg 25 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ºC เก็บ
สารละลายส่วนใสเป็นสารสกดัหยาบเอนไซม ์(crude enzyme) (Singh et al., 2017; Posoongnoen & Thummavongsa, 2020) 
2. การวเิคราะห์กิจกรรมการท างานของเอนไซมอ์ะไมเลส 
 การวดักิจกรรมการท างานของอะไมเลส (amylase activity  assay) ดว้ยการวดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซท์ี่เกิดขึน้จาก
การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมโ์ดย 3,5–dinitrosalicylic acid (DNS) method (Miller, 1959) น า 1.0% w/v Soluble starch ใน 
0.1 M Sodium acetate buffer pH 5.5 ปริมาตร 0.25  mL ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37.0 ºC เป็นเวลา 5 นาที เติมสารสกัดเอนไซม ์
ปริมาตร 0.25 mL น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37.0 ºC นาน 10 นาที เพื่อใหเ้อนไซมเ์ร่งปฏิกิริยาสลายโมเลกุลแป้ง จากนัน้ตรวจวดั
ผลิตภณัฑน์ า้ตาลที่เกิดขึน้จากการเรง่ปฏิกิรยิาโดยเติมสารละลาย DNS ปรมิาตร 0.5 mL ตม้นาน 5 นาที แลว้น าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเครื่องยูวี–วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร ์(UH–5300, Hitachi) ที่ความยาวคลื่น 520 nm ค านวณหากิจกรรม
การท างานของเอนไซมโ์ดยเทียบกบักราฟมาตรฐานกลโูคสในหน่วยยนูิต (Unit, U) ก าหนดให ้1 หน่วยยนูิตเอนไซม ์หมายถึง 
ปรมิาณเอนไซมท์ี่เรง่ปฏิกิรยิาแลว้ท าใหเ้กิดน า้ตาลรีดิวซ ์1 μmol/min ที่สภาวะพีเอช 5.5 อณุหภมูิ 37 ºC 

การศึกษากิจกรรมการท างานด้วยสารตั้งตน้จ าเพาะของแอลฟาอะไมเลสโดยใช้ Amylase assay kit (Abnova)            
น าสารสกัดเอนไซม ์ปริมาตร 50 μL ผสมกับ Ethylidene–pNP–G7 ปริมาตร 50 μL และ Assay buffer ปริมาตร 50 μL เขย่า
ใหเ้ขา้กัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 10 นาที แลว้น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm น าค่าที่ไดไ้ป
เทียบกับกราฟมาตรฐาน p–Nitrophenol แลว้ค านวณหากิจกรรมการท างานในหน่วย Unit โดย 1 Unit ของแอลฟาอะไมเลส 
คือปริมาณของแอลฟาอะไมเลสที่ เร่งปฏิกิริยาสลาย Ethylidene–pNP–G7 แล้วท าให้เกิด p–Nitrophenol 1.0 μmol/min            
ที่สภาวะพีเอช 7.0 อณุหภมูิ 37 ºC (Posoongnoen et al., 2015) 

การศึกษากิจกรรมการท างานของอะไมเลสดว้ย Zymographic method น าสารสกัดเอนไซมม์าแยกดว้ย 13% SDS 
– PAGE ที่ผสมกับ 0.1% w/v Soluble starch จากนัน้น าแผ่นเจลมาลา้งดว้ย 1% v/v Triton X–100 นาน 1 ชั่วโมง น ามาบ่ม
ใน 0.2% w/v Starch in 50 mM Sodium acetate buffer pH 5.5 ที่อุณหภูมิ  37 ºC นาน  6 ชั่ วโมง แล้วน ามาย้อมด้วย
สารละลายไอโอดีน (Posoongnoen et al., 2021) 
3. การวเิคราะหป์ริมาณโปรตนี 

การวดัปริมาณโปรตีนโดย Bradford method (Bradford, 1976) ผสมสารละลายแบรดฟอรด์ (Bradford reagent) 
ปริมาตร 800 µL กับสารสกัดเอนไซม์ ปริมาตร 200 µL เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที  น าไปวัดค่า                     
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การดดูกลืนแสงดว้ยเครื่องยวูี–วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร ์(UH–5300, Hitachi) ที่ความยาวคลื่น 595 nm น าค่าที่ไดไ้ปเทียบ
กบักราฟมาตรฐานโปรตีนโบวินซีรมัอลับมูิน (bovine serum albumin) แลว้ค านวณหาปรมิาณโปรตีนในหน่วย mg/mL 
4. การแยกบริสทุธิแ์อลฟาอะไมเลส 
4.1 การตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนยีมซลัเฟต  

น าสารสกดัหยาบเอนไซม ์ปรมิาตร 500 mL มาตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 35 – 65% (w/v) ที่อณุหภมูิ     
4 ºC กวนตลอดเวลา 2 ชั่วโมง น าไปหมนุเหวี่ยงที่ 21000xg นาน 25 นาที ที่อณุหภมูิ 4 ºC เทส่วนใสทิง้ ละลายตะกอนโปรตีน
ที่ ได้ด้วย 50 mM Sodium acetate buffer, pH 5.5 ปริมาตร 10 mL น าสารละลายที่ ได้มาก าจัดเกลือโดยวิธีไดอะไลซิส              
แลว้น าไปแยกบรสิทุธ์ิในขัน้ตอนตอ่ไป 
4.2 การแยกบริสทุธิแ์อลฟาอะไมเลสดว้ยเทคนคิ β–cyclodextrin sepharose 6B affinity chromatography 
 แยกบริสุทธ์ิแอลฟาอะไมเลสโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ (affinity chromatography) โดยใชเ้ฟสคงที่ 
Epoxy–activated sepharose 6B ที่ เช่ือมต่อกับลิแกนด์ β–cyclodextrin (Vretblad, 1974; Posoongnoen et al., 2020)             
ท าการปรับสภาพคอลัมน์ด้วย 50 mM Sodium acetate buffer (pH 6.0) ที่ มี 5 mM CaCl2 ที่อัตราการไหล 0.5 mL/min 
จากนัน้เติมสารละลายเอนไซมท์ี่ผ่านการไดอะไลซิส (20 mg Protein) ลงในคอลมัน ์ เก็บสารละลายที่ผ่านคอลมันใ์ส่หลอด
ทดลอง หลอดละ 1.5 mL ลา้งโปรตีนที่ไม่ตอ้งการออกดว้ย Washing buffer (20 mM Sodium acetate buffer (pH 6.0) ที่มี 
25 mM CaCl2 และ 200 mM NaCl) จนกระทั่ งสารละลายที่ผ่านคอลัมน์มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm             
เท่ากบั 0 จากนัน้ชะแอลฟาอะไมเลสออกจากคอลมันด์ว้ย Washing buffer ที่มี 10 mg/mL β–cyclodextrin  น าสารละลายที่
ไดไ้ปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 280 nm และวิเคราะหกิ์จกรรมการท างานของเอนไซมอ์ะไมเลส รวมสารละลายที่มีกิจกรรมการ
ท างานของอะไมเลส แลว้น าไปก าจดั β–cyclodextrin ออกโดยวิธีไดอะไลซิส 
5. การวเิคราะหค์วามบริสทุธิแ์ละขนาดโมเลกลุของแอลฟาอะไมเลส 
 ท าการวิ เค ราะห์ความบริสุท ธ์ิและขนาดโม เลกุลของเอน ไซม์ โดย เทคนิ ค  SDS – Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS – PAGE) (Laemmli, 1970) เตรียมตวัอย่างโดยผสมสารสกดัเอนไซม ์(20 µg Protein) กบัสารละลาย 
Loading buffer ตม้นาน 5 นาที น าไปแยกโปรตีนดว้ย 15% SDS – PAGE โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 150 Volt จากนั้นน ามายอ้ม
แถบโปรตีนดว้ย 0.1% w/v Comassie Brilliant Blue R–250 ท าการค านวณขนาดโมเลกุลของโปรตีนโดยเทียบกับโปรตีน
มาตรฐานขนาด 17 – 250 kDa (ENZMART Biotech) 
6. การศกึษาสมบตัขิองแอลฟาอะไมเลสจากเมลด็ถั่วขอก าลงังอก 
6.1 การศกึษาพเีอชทีเ่หมาะสม และพเีอชทีเ่สถยีรตอ่การท างานของแอลฟาอะไมเลส 

ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานของแอลฟาอะไมเลส โดยน าเอนไซมม์าวดักิจกรรมการท างานของอะไมเลส 
ดว้ย Amylase activity assay ที่สภาวะพีเอชต่าง ๆ ตัง้แต่พีเอช 4.0 – 9.0 โดยใชบ้ฟัเฟอรด์งันี ้0.1 M Sodium acetate buffer 
(pH 4.0 – 5.0); 0.1 M Citrate phosphate buffer (pH 5.0 – 6.0); 0.1 M Potassium phosphate buffer (pH 6.0 – 7.0);             
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0.1 M Tris–HCl buffer (pH 7.0 – 9.0) ที่อุณหภูมิ 37.0 ºC ค านวณกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ในหน่วย %Relative 
activity โดยเทียบกบัพีเอชที่ส่งผลตอ่กิจกรรมการท างานสงูสดุ (100% Activity) 

ศกึษาพีเอชที่เสถียรตอ่การท างานของแอลฟาอะไมเลส โดยน าเอนไซมไ์ปบ่มที่สภาวะพีเอชต่าง ๆ คือพีเอช 4.0 – 9.0 
เป็นเวลา 60 นาที ที่อณุหภมูิ 4 ºC จากนัน้น ามาวิเคราะหกิ์จกรรมการท างานที่เหลืออยู่โดย Amylase activity assay ค านวณ
กิจกรรมการท างานของเอนไซมท์ี่เหลืออยู่ในหน่วย %Residual activity โดยค านวณจากกิจกรรมการท างานที่เวลา 60 นาที
เทียบกบัที่ 0 นาที (100% Activity) 
6.2 การศกึษาอณุหภูมทิีเ่หมาะสม และอณุหภูมทิีเ่สถยีรตอ่การท างานของแอลฟาอะไมเลส  
 ศกึษาอณุหภมูิที่เหมาะสมโดยน าเอนไซมไ์ปวิเคราะหกิ์จกรรมการท างานของเอนไซมอ์ะไมเลสโดย Amylase activity 
assay ที่สภาวะอุณหภูมิต่าง ๆ ตั้งแต่  30.0 – 90.0 ºC ที่พี เอช 5.5 ค านวณกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ในหน่วย                      
%Relative activity โดยเทียบกบัอณุหภมูิที่ส่งผลตอ่กิจกรรมการท างานสงูสดุ (100% Activity) 

ศกึษาอณุหภมูิที่เสถียรต่อการท างานของเอนไซมอ์ะไมเลส โดยน าเอนไซมไ์ปบ่มที่สภาวะอณุหภมูิต่าง ๆ คือ 30.0 – 
90.0 ºC เป็นเวลา 60 นาที ที่พีเอช 5.5 จากนั้นน ามาวิเคราะหกิ์จกรรมการท างานที่เหลืออยู่โดย  Amylase activity assay 
ค านวณกิจกรรมการท างานของเอนไซมท์ี่เหลืออยู่ในหน่วย %Residual activity โดยค านวณจากกิจกรรมการท างานที่เวลา 60 
นาทีเทียบกบัที่ 0 นาที (100% Activity) 
6.3 การศกึษาความจ าเพาะของแอลฟาอะไมเลสตอ่สารตัง้ตน้ 

ท าการศึกษากิจกรรมการท างานของแอลฟาอะไมเลสโดย Amylase activity assay โดยใชส้ารตัง้ตน้ชนิดต่าง ๆ คือ 
แป้ง อะไมโลเพคติน และไกลโคเจน โดยน าเอนไซม ์ปริมาตร 0.25 mL มาผสมกับ 0.1% w/v สารตัง้ตน้ ปริมาตร 0.25 mL 
น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 37 ºC นาน 10 นาที เพื่อใหเ้อนไซมเ์รง่ปฏิกิริยาเปลี่ยนสารตัง้ตน้เป็นผลิตภณัฑ ์จากนัน้วิเคราะหป์ริมาณ
ผลิตภัณฑ์น ้าตาลที่ เกิดขึ ้น  โดยการเติมสารละลาย DNS ต้ม 5 นาที  น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี–                       
วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร ์(UH–5300, Hitachi) ที่ความยาวคลื่น 520 nm ค านวณกิจกรรมการท างานของเอนไซมใ์นหน่วย 
%Relative activity โดยเทียบกบัสารตัง้ตน้ที่ส่งผลตอ่กิจกรรมการท างานสงูสดุ (100% Activity) 
6.4 การศกึษาจลนศาสตร์ของแอลฟาอะไมเลส 
 ท าการศึกษากิจกรรมการท างานของแอลฟาอะไมเลสโดย Amylase activity assay ที่ความเขม้ขน้ 1 – 10 mg/mL 
starch ใน  0.1 M Potassium phosphate buffer pH 6.0 ที่ อุณ หภู มิ  60 ºC นาน  10 น าที  น าค่ าที่ ได้ ไป สร้างก ราฟ                        
ไลนว์ีฟเวอรเ์บอรก์ (Lineweaver–Burk plots) เพื่อค านวณหาค่าความเขม้ขน้ของสารเริ่มตน้ที่ท  าใหอ้ตัราเรว็ของปฏิกิรยิาเป็น
ครึ่งหนึ่งของความเร็วสูงสุด (Michaelis–Menten Constant, Km) และความเร็วสูงสุด (Maximum velocity, Vmax) ของการ
ท างานของเอนไซม ์ 
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7. การวเิคราะหท์างสถิต ิ 

ทุกการทดลองท าการทดลอง 3 ซ า้ ผลการทดลองรายงานในรูปแบบ ค่าเฉลี่ย (x̅) ± SE (standard error) วิเคราะห์
ผลการทดลองทางสถิติ โดยการวิเคราะหค์วามแปรปรวน (analysis of variance, ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ของคา่เฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่ระดบัเช่ือมั่น 95% (p ≤ 0.05) 
 
ผลการวิจัย  
1. ผลการศกึษาการแยกบริสทุธิแ์อลฟาอะไมเลสจากเมลด็ถั่วขอก าลงังอก  

การแยกบริสุทธ์ิแอลฟาอะไมเลส (α–amylase) จากเมล็ดถั่วขอก าลงังอก (Mucuna pruriens (L.) DC.) (MpAmy) 
เม่ือน าสารสกัดหยาบเอนไซมม์าตกตะกอนโปรตีนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วงความเขม้ขน้ 35 – 65% (w/v) พบว่า
สามารถท าให้แอลฟาอะไมเลสมีความบริสุทธ์ิ (purification fold) เพิ่มขึน้ 25.1 เท่า และมีกิจกรรมการท างานจ าเพาะ 
(specific activity) เท่ากับ 10.6 U/mg จากนั้นเม่ือน ามาแยกบริสุทธ์ิต่อด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ (affinity 
chromatography) โดยใช้เฟสคงที่  Epoxy–activated sepharose 6B ที่เช่ือมต่ออยู่กับลิแกนด์ β–cyclodextrin (β–CD) ซึ่ง
เป็นตัวยับยัง้แบบแข่งขันของแอลฟาอะไมเลส ดงันัน้จึงท าใหมี้ความจ าเพาะในการแยกบริสุทธ์ิกับแอลฟาอะไมเลสสูงจาก
กราฟการแยกบริสทุธ์ิพบพีคโปรตีน 2 พีค และหลงัจากท าการชะดว้ย β–cyclodextrin พบพีคกิจกรรมการท างานของแอลฟา          
อะไมเลส (amylase activity) 1 พีค (ภาพที่ 1) จากกระบวนการแยกบริสุทธ์ิทั้ง 2 ขั้นตอน ท าให้แอลฟาอะไมเลสมีความ
บรสิทุธ์ิเพิ่มขึน้เป็น 216.4 เท่า กิจกรรมจ าเพาะ 91.0 U/mg และผลผลิต (yield) 6.3% (ตารางที่ 1) 

 
Table 1  Summary of purification of α–amylase from germinating Cowitch (Mucuna pruriens (L.) DC.) (MpAmy). 

Purification steps 
Total activity 

(U) 
Total protein 

(mg) 
Specific activity 

(U/mg) 
Purification 

(fold) 
Yield 
(%) 

Crude enzyme extract 1677.6 3988.8 0.4 1.0 100.0 
35 – 65% Ammonium 
sulphate fractionation 

197.1 18.6 10.6 25.1 11.8 

β–cyclodextrin sepharose 6B 
affinity chromatography  

105.1 1.2 91.0 216.4 6.3 
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Figure 1  Elution profile of purification of α–amylase (MpAmy) by β–cyclodextrin sepharose 6B affinity  
 chromatography. The fractions were analyzed for amylase activity by Amylase activity assay (●) 
   and protein content at 280 nm (■). β–CD = β–cyclodextrin 
 
 การตรวจสอบความบรสิทุธ์ิของแอลฟาอะไมเลสที่ผ่านการแยกบรสิทุธ์ิดว้ยเทคนิค SDS – PAGE พบว่ามีแถบโปรตีน  
1 แถบ ที่ขนาดโมเลกุล 58 kDa ซึ่งมีขนาดโมเลกุลที่สอดคลอ้งกับการศึกษากิจกรรมการท างานของแอลฟาอะไมเลสดว้ย 
Zymographic method (ภาพที่ 2) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า แอลฟาอะไมเลสจากเมล็ดถั่วขอก าลังงอก (MpAmy)           
ที่แยกบริสุทธ์ิไดมี้ความบริสุทธ์ิ ซึ่งสอดคลอ้งกับผลการทดลองในตารางที่ 1 คือหลงัจากผ่านกระบวนการแยกบริสุทธ์ิท าให้
แอลฟาอะไมเลสมีความบริสทุธ์ิเพิ่มขึน้เป็น 216.4 เท่า จากนัน้เม่ือน าเอนไซมท์ี่แยกบริสทุธ์ิไดไ้ปวิเคราะหกิ์จกรรมการท างาน
กับสารตั้งต้น Ethylidene–pNP–G7 ที่มีความจ าเพาะกับเอนไซม์อะไมเลสชนิดแอลฟา (α–type) เท่านั้น พบว่าเอนไซม์
สามารถเรง่ปฏิกิรยิาสลายโมเลกลุ Ethylidene–pNP–G7 ไดเ้ท่ากบั 280.8 nmol/min/mL แสดงว่าเอนไซมท์ี่แยกบรสิทุธ์ิไดจ้าก
เมล็ดถั่วขอก าลงังอกนัน้เป็นเอนไซมอ์ะไมเลสชนิดแอลฟา (α–type) 
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Figure 2  Protein pattern and amylase activity. Molecular weight markers (lane A), crude enzyme extract (lane B) 
and purified α–amylase (MpAmy) (lane D) by SDS – PAGE, amylase activity by Zymographic method (lane D). 

 
4. พเีอชทีเ่หมาะสมและเสถยีรตอ่การท างานของแอลฟาอะไมเลส 
  MpAmy มีกิจกรรมการท างานในการเร่งปฏิกิริยาสลายโมเลกุลสารตั้งตน้แป้งไดสู้ง ในช่วงพีเอช 5.0 – 6.0 โดยมี
กิจกรรมการท างานสูงสุด (optimum pH) ที่พีเอช 5.0 นอกจากนี ้MpAmy ยังสามารถท างานไดด้ีในช่วงพีเอชที่กวา้ง ในช่วง              
พีเอช 5.0 – 8.0 โดยมี %Relative activity มากกว่า 50% (ภาพที่  3A) และมีความเสถียรสูงในช่วงพีเอช 5.0 – 6.0 ซึ่งมี
กิจกรรมการท างานเหลืออยู่มากกว่า 90% โดยที่พีเอช 5.0 มีกิจกรรมการท างานเหลืออยู่มากถึง 99% Residual activity 
นอกจากนี ้ที่สภาวะพีเอช 4.0 7.0 8.0 และ 9.0 ยงัมีความเสถียรสงู (มากกวา่ 60% residual activity) (ภาพที่ 3B) จากผลการ
ทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ MpAmy สามารถเรง่ปฏิกิรยิาสลายโมเลกลุสารตัง้ตน้ไดส้งู และมีความเสถียรที่พีเอชช่วงกรดออ่น  
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Figure 3 Effect of pH on activity (A) and stability (B) of α–amylase (MpAmy) at pH 4.0 – 9.0. The pH conditions  
  were adjusted using the following 100 mM sodium acetate buffer pH range 4.0 – 5.0, 100 mM citrate  

  phosphate buffer pH 5.0 – 6.0, 100 mM potassium phosphate buffer pH range 6.0 – 7.0, 100mM                 
  Tris–HCl buffer pH range 7.0 – 9.0. The data represent the mean ± standard error from three replicates. 

 
5. อณุหภูมทิีเ่หมาะสมและเสถยีรตอ่การท างานของแอลฟาอะไมเลส 
 MpAmy สามารถเร่งปฏิกิริยาสลายโมเลกุลสารตั้งต้นแป้งได้สูงในช่วงอุณหภูมิที่กว้างตั้งแต่ 30.0 – 90.0 ºC                 
โดยมีกิจกรรมการท างานสูงสุด (optimum temperature) ที่ 60.0 ºC ขณะที่อุณหภูมิสูงมากในช่วง 70.0 – 90.0 ºC เอนไซม ์            
ยงัสามารถท างานไดส้งูมากกว่า 80% Relative activity (ภาพที่ 4A) นอกจากนีย้งัมีความเสถียรในช่วงอณุหภูมิที่กวา้งตัง้แต่ 
30.0 – 90.0 ºC โดยมีกิจกรรมการท างานเหลืออยู่มากกว่า 70% Residual activity และในช่วงที่อุณหภูมิสงู 70.0 80.0 และ 
90.0 ºC เอนไซม์ยังมีกิจกรรมการท างานคงเหลืออยู่  81.3  77.5 และ 73.6% Residual activity ตามล าดับ (ภาพที่  4B)            
จากผลการทดลองจะเห็นไดว้่า MpAmy สามารถเรง่ปฏิกิรยิาไดส้งู และมีความเสถียรที่อณุหภมูิสงู ดงันัน้จึงคาดว่าเอนไซมมี์
สมบตัิเป็น Thermostable α–amylase ซึ่งเป็นคณุสมบตัิที่ดี และเหมาะสมในการน าไปประยกุตใ์ชใ้นอตุสาหกรรมต่าง ๆ ที่มี
อณุหภมูิสงูในกระบวนการ เช่น การย่อยแปง้เป็นน า้ตาล (liquefaction) ในอตุสาหกรรมการผลิตไบโอเอทานอล  
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Figure 4 Effect of temperature on activity (A) and stability (B) of α–amylase (MpAmy) at 30.0 – 90.0 °C. The data  
 represent the mean ± standard error from three replicates. 

 
6. ความจ าเพาะกบัสารตัง้ตน้ของแอลฟาอะไมเลส 

MpAmy มีความจ าเพาะกับแป้งมากที่สุด และยังสามารถเร่งปฏิกิริยาสลายโมเลกุลอะไมโลเพคตินไดสู้ง แต่เร่ง
ปฏิกิรยิาสลายโมเลกลุไกลโคเจนไดต้ ่า โดยมี %Relative activity คือ 100.00  84.07 และ 18.12 ตามล าดบั (ตารางที่ 2) จาก
ผลการศกึษาความจ าเพาะกบัสารตัง้ตน้ จะเห็นไดว้่าการเรง่ปฏิกิรยิาสลายโมเลกลุสารตัง้ตน้จะลดลง พรอ้มกบัการลดลงของ
จ านวนพันธะ α–1,4 glycosidic และการเพิ่มขึน้ของจ านวนพันธะ α–1,6 glycosidic ในสารตั้งตน้ แสดงว่าสารตั้งตน้ที่มี
พันธะ α–1,4 glycosidic เป็นสารตั้งตน้ที่มีความจ าเพาะกับ MpAmy และเอนไซมส์ามารถเร่งปฏิกิริยาสลายพันธะ α–1,4 
glycosidic ไดดี้ ท าใหเ้อนไซมมี์ความสามารถในการเรง่ปฏิกิรยิากบัสารตัง้ตน้นัน้ไดส้งู และมีประสิทธิภาพ  
 
Table 2  Substrate specificity of α–amylase (MpAmy). 

Substrates Relative Activity (%) 
Starch 100.00 ± 0.09c 
Amylopectin 84.07 ± 0.20b 
Glycogen 18.12 ± 0.04a 

Mean value ± standard error followed by different letters differs significantly (p ≤ 0.05).  
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7. ผลการศกึษาจลนศาสตร์ของแอลฟาอะไมเลส 
  การศึกษาจลนศาสตรข์อง MpAmy โดยใชแ้ป้งเป็นสารตัง้ตน้ จากกราฟ Lineweaver–Burk plot (ภาพที่ 5) พบว่า
เอนไซมมี์ค่าคงที่ของไมเคลิส (Km) เท่ากับ 2.1 mg/mL และมีค่าความเร็วสูงสดุ (Vmax) เท่ากับ 0.2 µmol/min/mL โดยค่า Km           
ที่ต  ่า แสดงว่า MpAmy มีความจ าเพาะกบัแป้งสงู ท าใหส้ามารถเขา้จบักบัแป้ง เพื่อเรง่ปฏิกิรยิาไดอ้ย่างจ าเพาะ จึงส่งผลท าให้
สามารถเร่งปฏิกิริยาสลายโมเลกุลแป้งไดส้งู และมีประสิทธิภาพตามไปดว้ย ซึ่งผลของค่า Km ที่ต  ่าของ MpAmy นัน้มีความ
สอดคลอ้งกบัผลการศกึษาความจ าเพาะกบัสารตัง้ตน้ ซึง่พบวา่ MpAmy มีความจ าเพาะกบัแปง้สงูเช่นเดียวกนั 
 

 
 

             Figure 5 Lineweaver–Burk plots in the presence of different concentration of soluble starch of α–amylase  
   (MpAmy). The data represent the mean ± standard error from three replicates. 
 
วิจารณผ์ลการวิจัย 

การศึกษาครัง้นีเ้ป็นรายงานวิจัยแรกในการแยกบริสุทธ์ิ และศึกษาสมบัติของแอลฟาอะไมเลสจากเมล็ดถั่วขอ             
ก าลงังอก (Mucuna pruriens (L.) DC.) โดยท าการแยกบรสิทุธ์ิดว้ย 2 ขัน้ตอน คือ ขัน้ตอนแรกจะใชก้ารตกตะกอนโปรตีนดว้ย             
35 – 65% (w/v) เกลือแอมโมเนียมซลัเฟต ซึ่งในขัน้ตอนนีจ้ะช่วยก าจดัน า้ตาล สิ่งเจือปนต่าง ๆ และตวัยบัยัง้แอลฟาอะไมเลส              
ที่ขดัขวางกระบวนการแยกบริสทุธ์ิของแอลฟาอะไมเลส (Wisessing et al., 2010) และยงัสามารถก าจดัโปรตีนที่ไม่ตอ้งการ
ออกบางส่วนจึงส่งผลให้เอนไซม์มีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึน้ (Kumari et al., 2010) ซึ่งท าให้ MpAmy มีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึน้               
25.1 เท่ า  จากนั้ น จะน ามาแยกบริสุท ธ์ิต่ อ ในขั้น ตอนที่  2 โดยใช้ เทคนิ ค  β–cyclodextrin sepharose 6B  affinity 
chromatography ซึ่งท าให้ MpAmy มีความบริสุทธ์ิสูงถึง 216.4 เท่า ไดผ้ลผลิต 6.3% คาดว่าในระหว่างกระบวนการแยก
บริสทุธ์ิอาจท าใหแ้อลฟาอะไมเลสบางส่วนเสียสภาพ จึงท าใหไ้ดร้อ้ยละผลผลิตต ่า จากรายงานการศึกษาก่อนหนา้การแยก
บริสุท ธ์ิด้วย เทคนิ ค  β–cyclodextrin sepharose 6B  affinity chromatography เป็ น เทคนิ คที่ ส ามารถแยกบริสุท ธ์ิ                    
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แอลฟาอะไมเลสจากเมล็ดพืชไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ การแยกบรสิทุธ์ิแอลฟาอะไมเลสในเมล็ดถั่วเหลือง และถั่วปากอา้ พบว่า
เอนไซม์มีความบริสุท ธ์ิ เพิ่ มขึ ้น  400.63 เท่ า  (Kumari et al., 2010) และ 2,050 เท่ า  (Singh et al., 2017) ตามล าดับ 
นอกจากนีใ้นปี ค.ศ. 2020 มีรายงานวิจัยการแยกบริสุทธ์ิแอลฟาอะไมเลสในเมล็ดถั่วอีโตก้ าลังงอก (Canavalia gladiata 
(Jacq.) DC.) ดว้ยเทคนิค β–cyclodextrin sepharose 6B  affinity chromatography พบว่าแอลฟาอะไมเลสที่ไดมี้กิจกรรม
จ าเพาะ 750.0 U/mg มีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึน้ 507.8 เท่า และไดผ้ลผลิต 14.0% (Posoongnoen & Thummavongsa, 2020) 
เม่ือน าแอลฟาอะไมเลสที่ผ่านการแยกบริสทุธ์ิแลว้  มาตรวจสอบความบริสทุธ์ิดว้ยเทคนิค SDS – PAGE และ Zymographic  
พบว่า MpAmy มีความบรสิทุธ์ิ และมีขนาดโมเลกลุ 58 kDa ซึ่งมีความสอดคลอ้งกบัความบรสิทุธ์ิที่เพิ่มขึน้ 216.4 เท่า (ตาราง
ที่ 1) โดยขนาดโมเลกุลของ MpAmy มีความสอดคลอ้งกับขนาดโมเลกุลของแอลฟาอะไมเลสจากพืชที่มีรายงานการศึกษา
ก่อนหนา้ ซึ่งมีขนาดโมเลกุลในช่วง 32 – 84 kDa และมีค่าใกลเ้คียงกบัแอลฟาอะไมเลสจากเมล็ดถั่วอีโตก้ าลงังอก (50 kDa) 
(Posoongnoen & Thummavongsa, 2020) แอลฟาอะไมเลสจากถั่วปากอา้ ขา้วสาลี และถั่วเขียว มีขนาดโมเลกุล 45.0 kDa 
(Singh et al., 2017) 32.0 kDa (Singh & Kayastha, 2014) และ 46.0 kDa (Thipathi et al., 2007) ตามล าดับ การศึกษา
การเร่งปฏิกิริยากับสารตั้งต้นสังเคราะห์ Ethylidene–pNP–G7 จะเห็นได้ว่า MpAmy เป็นเอนไซม์อะไมเลสชนิดแอลฟา           
(α–Type) เน่ืองจากสามารถเร่งปฏิกิริยาสลายสารตัง้ตน้ Ethylidene–pNP–G7 ซึ่งแอลฟาอะไมเลสเท่านั้นจึงจะสามารถเร่ง
ปฏิกิริยาสลายพนัธะ α–1,4 glycosidic แบบสุ่ม (random) ในโมเลกุลของสารตัง้ตน้นีไ้ด ้เม่ือน าไปศึกษาสมบตัิต่าง ๆ พบว่า 
MpAmy มีพีเอชที่ เหมาะสม (optimum pH) คือพีเอช 5.0 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับแอลฟาอะไมเลสจากถั่ วเขียว (พีเอช 5.6)             
ถั่ วเหลือง (พีเอช 5.5) และข้าวสาลี (พีเอช 5.0) (Tripathi et al., 2007; Kumari et al., 2010; Singh & Kayastha, 2014) 
ในขณะที่แอลฟาอะไมเลสจากถั่ วปากอ้า และถั่ วอี โต้ มี กิจกรรมการท างานสูงสุดที่ พี เอช 6.0 (Singh et al., 2017; 
Posoongnoen & Thummavongsa, 2020) และ MpAmy มีความเสถียรสงูที่พีเอช 5.0 – 6.0 จากการเรง่ปฏิกิริยาไดส้งูที่พีเอช
ช่วงกรดออ่น แสดงใหเ้ห็นวา่ MpAmy มีความเหมาะสมในการประยกุตใ์ชใ้นอตุสาหกรรมแป้ง โดยในปัจจบุนัแอลฟาอะไมเลส
ที่น ามาใชใ้นอตุสาหกรรมแป้งส่วนใหญ่จะมีพีเอชที่เหมาะสมที่พีเอช 6.8 ดงันัน้จึงสามารถเรง่ปฏิกิริยาสลายแป้งไดต้ ่าที่พีเอช 
3.2 – 6.0 ซึ่งเป็นพีเอชของแป้งในกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรม (Sivaramakrishnan et al., 2006) ดงันัน้การคน้หาแหล่ง
ของเอนไซมใ์หม่ที่สามารถมีกิจกรรมและความเสถียรสงูในพีเอชช่วงกรดออ่น จงึเหมาะสมในการมาประยกุตใ์ชใ้นอตุสาหกรรม
แป้ง และเป็นการลดค่าใชจ้่าย และเวลาในการปรบัพีเอชของแป้งจากพีเอช 3.2 – 6.0 มาที่พีเอช 6.8 ซึ่งเป็น Optimum pH 
ของแอลฟาอะไมเลสที่ใชใ้นอุตสาหกรรมปัจจุบัน เพื่อใหเ้อนไซมเ์ร่งปฏิกิริยาไดส้งู (Wu et al., 2018) นอกจากนี ้MpAmy มี
อณุหภมูิที่เหมาะสม (optimum temperature) ที่ 60.0 ºC ที่อณุหภูมิสงู 70.0 – 90.0 ºC เอนไซมย์งัสามารถเรง่ปฏิกิริยาไดส้งู
มากกว่า 80% Relative activity ที่อุณหภูมิสูง 70.0 – 90.0 ºC เอนไซม์ยังมีความเสถียรสูงมีกิจกรรมการท างานเหลืออยู่
มากกว่า 75% Residual activity แสดงว่า MpAmy มีสมบตัิเป็น Thermostable α–amylase จากรายงานการศึกษาก่อนหนา้
พบว่า อุณหภูมิที่ เหมาะสมของ MpAmy มีความใกล้เคียงกับอุณหภูมิ ของแอลฟาอะไมเลสจากถั่ วอี โต้ (70 ºC) 
(Posoongnoen & Thummavongsa, 2020) ถั่วปากอา้ (65 ºC) (Singh et al., 2017) ขา้วสาลี (68 ºC) (Singh & Kayastha, 
2014) ถั่ วเหลือง (70 ºC) (Kumari et al., 2010) และถั่ วเขียว (65 ºC) (Thipathi et al., 2007) นอกจากนี้ MpAmy ยังมี
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ความจ าเพาะสูงกับสารตัง้ตน้ที่ มีพันธะ α–1,4 glycosidic ในโมเลกุล แสดงว่าเป็นแอลฟาอะไมเลสที่ท  าหนา้ที่เร่งปฏิกิริยา
สลายพนัธะ α–1,4 glycosidic ภายในโมเลกลุพอลิแซคคาไรดแ์ปง้แบบสุม่ (random) ท าใหไ้ดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นโอลิโกแซคคาไรด ์
และกลูโคส สารตัง้ตน้ที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่และประกอบดว้ยพันธะ α–1,4 glycosidic จดัว่าเป็นสารตัง้ตน้ที่เหมาะสมของ
แอลฟาอะไมเลส (Noman et al., 2006) จากรายงานการศึกษาก่อนหน้าเก่ียวกับความจ าเพาะของสารตั้งตน้กับแอลฟา        
อะไมเลส จากเมล็ดถั่วปากอ้า พบว่าเอนไซม์สามารถเร่งสลายสารตั้งต้นแป้ง อะไมโลเพคติน และไกลโคเจนได้ โดยมี                      
%Relative activity เท่ากับ 100.0, 26.7 และ 8.6 ตามล าดับ (Singh et al., 2017) และมีความสอดคล้องกับแอลฟา              
อะไมเลสจากเมล็ดถั่ วอีโต้ ซึ่งเอนไซม์มีความจ าเพาะกับสารตั้งต้นแป้งมากที่สุด (100.00% relative activity) รองลงคือ         
อะไมโลเพคติน (96.59% relative activity) และไกลโคเจน (59.58% relative activity) ตามล าดับ (Posoongnoen & 
Thummavongsa, 2020) การศึกษาจลนศาสตรข์องเอนไซม ์พบว่า MpAmy มีค่าคงที่ของไมเคลิส (Km) เท่ากับ 2.1 mg/mL 
โดยค่า Km มีความสอดคลอ้งกับรายงานการศึกษาก่อนหนา้ของแอลฟาอะไมเลสจากเมล็ดพืชก าลงังอก ซึ่งมีค่าอยู่ในช่วง     
0.71 – 4.60 mg/mL (Posoongnoen & Thummavongsa, 2020) โดยคา่ Km ส าหรบัสารตัง้ตน้แปง้ของ MpAmy มีค่าที่ต  ่ากว่า
ค่า Km ของแอลฟาอะไมเลสจากถั่ วปากอ้า (4.60 mg/mL) (Singh et al., 2017) ถั่ วอีโต้ (3.12 mg/mL) (Posoongnoen & 
Thummavongsa, 2020) และเปลือกแก้วมังกร (2.70 mg/mL) (Amid & Manap, 2014) ซึ่งค่า Km ที่ต  ่า แสดงว่าเอนไซม์มี
ความจ าเพาะกับแป้งสูง ซึ่งงานวิจัยในครัง้นีเ้ป็นการศึกษาแรก และการคน้พบแหล่งของแอลฟาอะไมเลสชนิดใหม่ในเมล็ด           
ถั่วขอของประเทศไทย ซึ่งมีคุณสมบัติที่น่าสนใจ คือ เร่งปฏิกิริยาได้สูงที่พีเอช 5.0 – 6.0 และอุณหภูมิ 50.0 – 90.0 ºC จึง              
คาดว่ามีสมบตัิเป็น Thermostable α–amylase และมีความจ าเพาะในการเร่งปฏิกิริยากับแป้งสูง จึงเหมาะสมในการน าไป
ประยกุตใ์ชใ้นดา้นตา่ง ๆ โดยเฉพาะอตุสาหกรรมแปง้ และน าไปพฒันาโดยใชเ้ทคนิคพนัธุวิศวกรรมตอ่ไป  
 
สรุปผลการวิจัย 

การแยกบริสุท ธ์ิแอลฟาอะไมเลสจากเมล็ดถั่ วขอก าลังงอก (Mucuna pruriens (L.) DC.) (MpAmy) โดยใช ้            
2 ขั้นตอน คือ การตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 35 – 65% (w/v) และ β–cyclodextrin sepharose 6B  affinity 
chromatography ท าให้เอนไซม์มีความจ าเพาะ 91.0 U/mg มีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึน้ 216.4 เท่า เม่ือน า MpAmy มาศึกษา
สมบัติพบว่ามีขนาดโมเลกุล 58 kDa เร่งปฏิกิริยาไดสู้งสุดที่พีเอช 5.0 และ 60.0 ºC มีความเสถียรในช่วงพีเอชที่กวา้งตัง้แต่   
5.0 – 7.0 และอุณหภูมิที่กว้างตั้งแต่ 30.0 – 90.0 ºC เอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิริยาสลายสารตั้งต้น Ethylidene–pNP–G7 
เท่ากับ 280.8 nmol/min/mL แสดงว่า MpAmy เป็นอะไมเลสชนิดแอลฟา (α–type) เอนไซมมี์ความจ าเพาะกับแป้งมากที่สดุ 
รองลงมาคือ อะไมโลเพคติน และไกลโคเจน ตามล าดบั การศึกษาจลนศาสตรข์องเอนไซมส์  าหรบัสารตัน้ตน้แป้ง พบว่ามีค่า 
Km 2.1 mg/mL และ Vmax 0.2 µmol/min/mL จากสมบตัิของ MpAmy คาดว่ามีสมบตัิเป็น Thermostable α–amylase ซึ่งเป็น
สมบตัิที่ดีในการไปน าไปพฒันาและประยุกตใ์นดา้นต่าง ๆ โดยเฉพาะอุตสาหกรรมที่มีสภาวะที่ใชค้วามรอ้นในกระบวนผลิต 
เช่น อตุสาหกรรมแปง้ และการผลิตพลงังานชีวภาพไบโอเอทานอลในอนาคตตอ่ไป 
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