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บทคัดย่อ 

 แบคทีเรียกรดแลคติกยอ่ยแป้ง (ALAB) Lactobacillus sp. S21 คดัแยกไดจ้ากแป้งหมกัจาก
กระบวนการผลิตขนมจีน และจดัจาํแนกเป็น Lactobacillus plantarum ดว้ยวธีิการวิเคราะห์ลาํดบัของ
ยนี 16S rRNA และยนี recA L. plantarum S21 มีความสามารถในการผลิตเอนไซมแ์อมิเลสออกนอก
เซลลป์ระมาณ 4,200 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และผลิตกรดแลคติกไดโ้ดยตรงจากแป้ง เก็บเกี4ยวเอนไซม์
แอลฟา-แอมิเลสจากนํIาเลีIยงของ L. plantarum S21 ที4เพาะเลีIยงในอาหารเอม็อาร์เอสสูตรดดัแปลงที4มี
แป้งเป็นแหล่งคาร์บอนและทาํบริสุทธิJ โดยการตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตและโครมาโทกราฟี
แบบแลกเปลี4ยนประจุ พบวา่เอนไซมบ์ริสุทธิJ เป็นเอนไซมม์อนอเมอริกที4มีมวลโมเลกุลเท่ากบั 95 กิโล
ดาลตนั ค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์ม่ขึIนกบัไอออนของแคลเซียม และสภาวะที4เหมาะสมต่อกิจกรรม
ของเอนไซมคื์อ พีเอช 5.0 และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส คุณสมบติัพิเศษของเอนไซมคื์อความ
เสถียรภาพต่อพีเอชในช่วงกวา้งระหวา่ง 4.0-8.0 โดยมีความเสถียรที4ช่วงพีเอชดงักล่าว เป็นเวลาอยา่ง
นอ้ย 3 วนั ที4อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ผลิตภณัฑห์ลกัจากการยอ่ยสตาร์ช แอมิโลส แอมิโลเพกติน
และไกลโคเจนคือ มอลโทส (ร้อยละ 60) และกลูโคส (ร้อยละ 38) ตรวจพบ open reading frame ของ
ยนีเอนไซมแ์อมิเลสขนาด 2,733 คู่เบส ถอดรหสัเป็นกรดแอมิโนได ้ 910 ตวั กรดแอมิโน 36 ตวัแรก
เป็นลาํดบัของ signal peptide และอีก 874 กรดแอมิโนเป็นเอนไซมแ์อมิเลส ลาํดบัของนิวคลีโอไทด์
และกรดแอมิโนมีความเหมือนกบัเอนไซมแ์อลฟา-แอมิเลสจาก L. plantarum A6, L. manihotivorans 
LMG18010 และ L. amylovorus NRRL B4540 มากกวา่ร้อยละ 96 แต่คุณสมบติัของเอนไซมแ์ตกต่าง
จากเอนไซมจ์าก L. plantarum ทัIง 3 สายพนัธ์ุดงักล่าวและของ Lactobacillus spp. อื4นๆ อยา่งชดัเจน 
ทาํการโคลนยนีที4แปลรหสัเป็นเอนไซมแ์อลฟาแอมิเลส (AmyW) และ แอลฟาแอมิเลสที4ปราศจาก 
signal peptide (AmyM) และศึกษาการแสดงออกในเซลลเ์จา้บา้น E. coli BL21 (DE3) โดยใช ้pET21a
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pET21d เป็นเวคเตอร์ ตามลาํดบั รีคอมบิแนนทข์อง E. coli ที4มียนี AmyW สามารถผลิตเอนไซมแ์อมิเล
สภายในเซลลไ์ดถึ้ง 22,000 ยนิูตต่อลิตร ภายหลงัจากการเหนี4ยวนาํดว้ย IPTG ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิ
โมลาร์ ที4อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั4วโมง ซึ4 งสูงกวา่การผลิตเอนไซมแ์อมิเลสจาก L. 
plantarum S21 ประมาณ 5 เท่า ในขณะรีคอมบิแนนทข์อง E. coli ที4มียนี AmyM สามารถผลิตเอนไซม์
ภายในเซลลไ์ดม้ากถึง 81,000 ยนิูตต่อลิตร ซึ4 งสูงกวา่การผลิตจาก L. plantarum S21 สายพนัธ์ุเดิมถึง 
20 เท่า เอนไซมแ์อมิเลสจากรีคอมบิแนนทท์ัIงสองมีคุณสมบติัเหมือนกบัแอมมิเลสจาก L. plantarum 
S21 นอกจากนีIผลการศึกษาการแสดงออกของยนี AmyW และ AmyM ในเซลลเ์จา้บา้น L. plantarum 
TGL02 โดยใช ้ pSIP409-GusA เป็นเวคเตอร์พบวา่ รีคอม-บิแนนท ์ L. plantarum TGL02 ที4มี 
pSIP409-GusA-AmyW สามารถผลิตเอนไซมแ์อมิเลสและหลั4งออกนอกเซลลใ์นระดบัเดียวกนักบั L. 
plantarum S21 หลงัจากการเหนี4ยวนาํดว้ย induction peptide ความเขม้ขน้ 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
ที4 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั4วโมง อยา่งไรก็ตามไม่พบการสร้างเอนไซมแ์อมิเลสใน L. 
plantarum TGL02 ที4มี pSIP409-GusA-AmyM เอนไซมแ์อมิเลสบริสุทธิJ จากรีคอมบิแนนท ์ L. 
plantarum TGL02 ที4มี pSIP40-GusA-AmyW มีคุณสมบติัเหมือนกบัแอมิเลสจาก L. plantarum S21 
แสดงใหเ้ห็นวา่การโคลนและการแสดงออกยนีแอมิเลสประสบความสาํเร็จทัIงใน E. coli และ L. 
plantarum L. plantarum S21 มีอตัราการเจริญจาํเพาะ (µ) เท่ากบั 0.24 ต่อชั4วโมง ในอาหารเอม็อาร์
เอส สูตรดดัแปลงที4ประกอบดว้ยสตาร์ชความเขม้ขน้ 10 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอยา่ง
เดียว แบคทีเรียนีI แสดงประสิทธิภาพสูงในการผลิตกรดแลคติกโดยใหผ้ลไดเ้ท่ากบั 9.4±0.36, 
24.5±1.96, 41.8±1.64, 74.3±0.11 และ 94.0±1.54 กรัมต่อลิตร จากสตาร์ชมนัสาํปะหลงัความเขม้ขน้ 
10, 25, 50, 75 และ 100 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั ซึ4 งสูงกวา่แบคทีเรียกรดแลคติกยอ่ยแป้งชนิดอื4นที4มี
รายงานมาก่อน ในการใชป้ระโยชน์จากนํIาเสียที4มีสตาร์ชเป็นองคป์ระกอบและของเสียที4เป็นสตาร์ช
สุก พบวา่ L. plantarum S21 คงประสิทธิภาพในการผลิตกรดแลคติก แมค้วามเขม้ขน้ของสตาร์ช
เริ4มตน้สูง 40, 60 และ 80 กรัมต่อลิตรโดยใหผ้ลไดสู้งสุดเท่ากบั 1.00±0.06, 0.89±0.03, 0.90±0.07 
กรัมต่อกรัม กาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.79±0.06, 0.98±0.00, 1.23±0.07 กรัมต่อลิตรต่อชั4วโมง และ
ประสิทธิภาพในการผลิตเท่ากบัร้อยละ 94.6, 78.8 และ 74.3 ตามลาํดบั เมื4อพิจารณาผลไดข้องการ
ผลิตกรดแลคติกจากสตาร์ช ความเขม้ขน้สูง และคุณสมบติัพิเศษของเอนไซมแ์อมิเลส แบคทีเรียกรด
แลคติก L. plantarum S21 จึงเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมการผลิตกรดแลคติกจากแป้ง 

คําสําคัญ: แบคทีเรียกรดแลคติกยอ่ยแป้ง แลคโทบาซิลสั แอมิเลส กรดแลคติก 
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ABSTRACT 

 Amylolytic lactic acid bacterium (ALAB), Lactobacillus sp. S21 was isolated 

from fermented starch during the process of Thai indigenous fermented rice noodle 

(Khanom Jeen) and identified to be Lactobacillus plantarum, based on 16S rDNA  

sequence and recA gene analysis. L. plantarum S21 is capable of producing 

extracellular amylase, approximately 4,200 U/L and directly producing lactic acid from 

starch. The α-amylase was harvested from L. plantarum S21 culture supernatant 

cultivated in the modified MRS medium containing starch as the sole carbon source and 

purified to homogeneity by ammonium sulfate precipitation and ion exchange 

chromatography. The purified enzyme was found to be monomeric with a molecular 

mass of 95 kDa, its activity was Ca2+-independent and the optima of amylase activity 

was found at pH 5.0 and 45ᵒC. A unique property of the enzyme is its stability over the 

broad pH range of 4.0 to 8.0, where it was stable for at least 3 days at 37ᵒC. The main 

hydrolysis products from starch, amylose, amylopectin as well as glycogen were 

maltose (60%) and glucose (38%). The open reading frame (ORF) of 2733 bp was 

confirmed to be amylase gene which deduced 910 amino acids consisting of 36 amino 

acids of signal peptide sequence and 874 amino acids as mature α-amylase. Both 

nucleotide sequence and deduced amino acid sequence shared higher than 96% identity 

to α-amylases from L. plantarum A6, L. manihotivorans LMG18010 and L. amylovorus 

NRRL B4540, but the enzyme properties were apparently different to amylases from the 
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the mentioned strains and other Lactobacillus spp. Gene encoding α-amylase (AmyW) 

was successfully cloned and α-amylase without signal peptide (AmyM) was expressed in 

E. coli BL21(DE3) using pET21a and pET21d as expression vectors, respectively. The 

recombinant E. coli harboring AmyW produced intracellular amylase 22,000 U/L after 

induction by 0.1 mM IPTG at 25oC for 18 h, where it was five times higher than that 

from L. plantarum S21. When AmyM inserted in pET21d was expressed in the same 

host and induced by the same condition, the recombinant E. coli successfully 

overproduced intracellular amylase up to 81,000 U/L which was 20 times higher than 

that from L. plantarum S21. Both amylases from recombinants had identical properties 

to L. plantarum S21 amylase. In addition, both AmyW and AmyM were expressed in a 

host, L. plantarum TGL02 using pSIP609-GusA as expression vector. Recombinant L. 

plantarum TGL02 harboring AmyW produced extracellular amylase at the same level as 

L. plantarum S21 after induction by 25 ng/mL induction peptide at 25oC for 18 h but 

AmyM was not expressed in this host. The amylase from recombinant L. plantarum 

TGL02 was purified and confirmed to have identical properties to L. plantarum S21 

amylase. This indicated that the cloning and expression of amylase gene from L. 

plantarum S21 in both E. coli and L. plantarum TGL02 were successful. L. plantarum 

S21 exhibited a specific growth rate (µ) of 0.24 h-1 in modified MRS broth containing 

10 g/L starch as the sole carbon source. It demonstrated high efficacy in producing 

lactic acid to the tunes of 9.4±0.36, 24.5±1.96, 41.8±1.64, 74.3±0.11 and 94.0±1.54 

from 10, 25, 50, 75, and 100 g/L of cassava starch, respectively which is higher than the 

ones previously reported from ALAB. In utilization of both starch containing 

wastewater and gelatinized starchy waste, Lactobacillus plantarum S21 demonstrated 

the high capability of lactic acid production directly from starchy effluent and 

maintained its potency even at high concentration of initial starchy substrate of 40, 60 

and 80 g/L by maximum yielding 1.00±0.06, 0.89±0.03, 0.90±0.07 g/g substrate, 

productivity of 0.79±0.06, 0.98±0.00, 1.23±0.07 g/L∙h and production efficiency of 

94.6, 78.8, and 74.3%, respectively, at 48 h fermentation. Considering the high lactic 

acid yield achieved from the bioconversion of high starch concentration and the unique 

amylase properties, it is evident that L. plantarum S21 would be considered useful for 

industrial bioconversion of starch into lactic acid.  
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