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                 Bacillus cereus  เปนแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสทนรอนที่แยกไดจากดินบริเวณบอน้ํารอนใน
ประเทศไทย แบคทีเรียที่ถูกคัดเลือกชนิดนี้ถูกจําแนกสายพันธุโดยใชลักษณะทางชีวเคมี และยืนยันผล
ดวยวิธี 16S rRNA gene  จากการทดลองพบวาภาวะที่ดีที่สุด คือ การใช Raja's medium ซ่ึงมีสูตรอาหาร
ดังนี้ CaCl2.2H2O 0.1 กรัม, K2HPO4 0.06 กรัม, MgSO4 .7H2O 0.05 กรัม, NaCl 0.045 กรัม และ Peptone 
0.5 กรัม%  (w/v) ที่อุณหภูมิ 37 o C,  pH 7.0, ปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมคือ 0.5% (v/v)  ซ่ึงมีสวน
ประกอบในอาหาร คือ 0 กรัม% glucose (w/v), 0.5 กรัม% peptone (w/v) ภายใตการเลี้ยงในขวดเขยา 
ขนาด 1 ลิตรซึ่งมีอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 300 มิลลิลิตร โดยใชความเร็วรอบในการเขยาที่ 200 รอบตอ
นาที และภาวะที่ดีที่สุดในการหาแอคติวิตีของโปรติเอส โดยใช azocasein คือที่อุณหภูมิ 55 o C,  pH 7.0 
ภายหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง สามารถผลิตเอนไซม ซ่ึงมีคาแอคติวิตีสูงที่สุดเทากับ 5.69 
หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน จากการหาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีเซฟาเดกซ จี-75 คอลัมน
โครมาโตรกราฟ พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 34,700 ดาลตัน สวนการหาหนวยยอยของเอนไซมดวยวิธี 
Substrate – Containing SDS Zymogram gel พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 44,700 ดาลตัน แคลเซียมอิออน
สามารถเรงการทํางานของ crude enzyme ไดและสารที่ยับยั้งการทํางานของเอนไซมคือ EDTA  นิวทรัล
โปรติเอสที่ผลิตจาก B. cereus สามารถยอยสับสเตรททั้ง casein หรือ azocasein ไดดีกวานิวทรัล  
โปรติเอสที่ผลิตจาก B.subtilis TISTR 25 
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 Bacillus cereus was isolated as a mesophilic bacteria which produced thermoresistant protease 
among 63 soil samples. The isolated bacteria was selected and identified by using biochemical 
characterization. And the test was confirmed with 16S rRNA gene. It was found that the best conditions 
were used Raja’s medium (CaCl2.2H2O 0.1 g, K2HPO4 0.06 g, MgSO4.7H2O 0.05 g, NaCl 0.045 g, peptone 
0.5 g% (w/v)) at 370C, pH 7.0, 0.5% (v/v) initial inoculum size, 0% (w/v) glucose in shaking flask culture 
1,000 ml  and were shaked with the speed of 200 rpm. The protease was exhibited maximum activity 
towards azocasein at 550C, pH 7.0 and the enzyme production was reached its maximum level of 5.69 
U/mg protein after 48 hours. The protease had an apparent molecular weight of 34,700 Dalton by 
Sephadex G - 75 gel - filtration chromatography. And the protease  had molecular weight of 44,700 
Dalton by Substrate-Containing SDS Zymogram gel. The activity, crude enzyme, was considerably 
increased by addition of Ca2+. Enzyme activity was inhibited by EDTA. The data clearly indicated that 
protease from Bacillus cereus  was likely neutral protease. Neutral protease from B.cereus  that could 
hydrolyse substrate , casein or azocasein, better than the protease from B.subtilis TISTR25.  
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คํายอ 

 
oC   =   องศาเซลเซียส 
%    =   เปอรเซ็นต 
µg  =   ไมโครกรัม 
ml  =    มิลลิลิตร 
rpm  =    รอบตอนาที 
v/v  =    ปริมาตรตอปริมาตร 
w/v  =    น้ําหนักตอปริมาตร 

    mM  =     มิลลิโมลาร 
    M  =     โมลาร  
 
 



บทที่ 1 
 

 บทนํา 
 

          โปรติเอส (Protease) เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะเปปไทด (peptide bond) ของโปรตีน
ใหเปนเปปไทดสายสั้นๆ และกรดอะมิโน (Ward, 1983) โปรติเอสมีช่ือสามัญหลายช่ือ ไดแก เปปติเดส โปรตีเนส 
และ เอนไซมโปรติโอไลติค เปนตน ซึ่งมีสมการแสดงปฏิกิริยาดังรูปที่ 1.1  

 
รูปที่ 1.1 การเรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีนโดยโปรติเอส  
         โปรติเอสเปนเอนไซมที่มีการนํามาใชประโยชนมากเปนอันดับ 1 ใน 3 ของเอนไซมที่ใชใน 
อุตสาหกรรมทั้งหมด โดยโปรติเอสามารถนําไปใชไดมากมาย เชน อุตสาหกรรมฟอกหนัง อาหาร เครื่องดื่ม เบียร 
ยา และอุตสาหกรรมผลิตผงซักฟอก เปนตน แสดงดังตารางที่ 1.1  
          โปรติเอส เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารจําพวกโปรตีน แหลงที่มาของ 
โปรติเอส พบไดทั้งในพืช สัตวและจุลชีพ ซึ่งมีลักษณะแตกตางกันทางดานความจําเพาะตอ 
สับสเตรท บริเวณเรง กลไกในการเรงปฏิกิริยา ชวงความเปนกรด-ดางและ อุณหภูมิในการทํางาน เสถียรภาพของ
เอนไซม ในทางการคาพบวากลุมเอนไซมโปรติเอสมีสวนแบงการตลาดถึง 60% เมื่อเทียบกับเอนไซมชนิดอื่น 
(Ward, 1983) แสดงดังรูปที่ 1.2 แหลงของโปรติเอสที่นิยมใชในปจจุบัน คือ โปรติเอสจากจุลชีพ ซึ่งจุลชีพที่มีการ
ใชในทางอุตสาหกรรมมากเปนอันดับหนึ่ง ไดแก            โปรติเอสจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus licheniformis, 
Bacillus subtilis และ alkalophilic Bacillus ซึ่งใชในอุตสาหกรรมการผลิตสารซักฟอก เอนไซมจากจุลชีพมี
ปริมาณการใชรองลงมา ไดแก           โปรติเอสจากรา Mucor spp. และ Aspergillus oryzae ใชในอุตสาหกรรมการ
ผลิตอาหาร (Ward, 1983; Aunstrup, 1980)  
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ตารางที่ 1.1 การใชประโยชนของโปรติเอสในทางอุตสาหกรรม 
 

ประเภทของอุตสาหกรรม ขบวนการที่ใช แหลงของเอนไซม 
1. baking and Milling bread baking fungal 
2. brewing  chillproofing papain, bromelain, pepsin, 

fungal, bacteria 
3. cereals condiments papain, bromelain, pepsin, 

fungal, bacteria  
4. dairy milk prevention of oxided flavor 

milk protein hydrolysate 
evaporate milk, stabilization 

pancreatin. 
 
papain, bromelain, pancreatin, 
bacteria, fungal 
pancreatin, pepsin, bromelain, 
fungal 

5. animal feeds pig starter ration 
 
poultry ration, cattle ration 

pepsin, pancreatin, bacteria,fungal 
bacterial, fungal 

6. meat, fish meat tenderizing, tenderizing 
casings, condensed fish soluble  

papain, bromelain, fungal, bacteria 
 

7. pharmaceutical and clinical digestive aids papain, bromelain, fungal, bacteria 
8. leather bating 

unhairing 
bacteria, pancreatin, fungal 
bacteria, fungal, papain     

9. laundry spot removal bacteria, pancreatin, fungal 
10.photographic recovery of silver from spent film bacteria 
11. textile desizing fibrics bacteria, fungal, pancreatin 
 
ที่มา : Miller และ Litsky (1976) 
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รูปที่ 1.2 สวนแบงทางการตลาดของเอนไซมโปรติเอสเมื่อเทียบกับเอนไซมชนิดอื่นๆ ที่ใชใน 
อุตสาหกรรม (Mala และคณะ, 1998)  
  
          การนําโปรติเอสมาใชในอุตสาหกรรมตางๆ มีการใชงานและแหลงที่มาของเอนไซมที่ 
แตกตางกัน (ตารางที่ 1.2) โดยโปรติเอสเปนเอนไซมที่ถูกคนพบเปนชนิดที่สองของโลก หลังจากการพบ amylase 
ในป ค.ศ. 1814 Wurt คนพบโปรติเอสชนิดแรก คือ ปาเปนในยางมะละกอ ในป ค.ศ. 1905 Rohm ไดนํา 
pancreatic protease มาใชในการฟอกหนังและกําจัดขนที่ติดอยูกับหนัง และไดเริ่มนํามาใชเปนสารซักลาง 
(detergent) เปนครั้งแรก เมื่อป ค.ศ. 1973 และในป ค.ศ. 1971 คณะกรรมการอาหารและยาแหงสหรัฐอเมริกา 
(FDA) ไดใหคําประกาศรับรองเอนไซมนี้สามารถใชรวมกับสารซักลางโดยไมมีอันตราย นอกจากนี้ในธรรมชาติ
โปรติเอส ยังมีหนาที่อีกมากมาย เชน การสรางสปอร การงอกของสปอร การประกอบเปนอนุภาคของไวรัส 
กระตุนไวรัสทําใหสิ่งมีชีวิตอื่นมีอาการของโรค การจับตัวของเลือด ควบคุมความดันเลือด การแสดงออกของยีน 
กระตุนการเปลี่ยนโปรตีนใหอยูในรูปที่พรอมจะทํางาน และชวยใหสารที่เซลลสรางขึ้นหลั่งออกนอกเซลลได จะ
เห็นไดวา  โปรตเิอสมีการนําไปใชอยางมากมาย แตที่นิยมนํามาใชประโยชนมักเปนแหลงเอนไซมที่ไดจาก  จุล
ชีพ เพราะเลี้ยงงาย และเติบโตไดรวดเร็ว  
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ตารางที่ 1.2 แหลงที่มาของโปรติเอส  (Mala และคณะ, 1998) 
 

แหลงที่มา ชนิดของเอนไซม คุณสมบัติ 
1. พืช papain จากมะละกอ 

 
 
bromelain จากสับปะรด 
 
 
 
keratinases พบไดในพืชบางชนิด 
 

มีชวงการทํางานระหวาง pH 5.0-
9.0 สามารถคงสภาพไดถึงอุณหภูมิ 
80 oC หรือ 90 oC  
มีชวงการทํางานระหวาง pH 
5.0-9.0 อุณหภูมิที่ตํ่ากวา 70 oC 
เหมาะสมในการทํางานของ
เอนไซม 
ทําหนาที่ยอยผมหรือขนและ
สามารถปองกันการอุดตันของ
ระบบทอน้ําทิ้งได  

2. สัตว 
 

trypsin ( MW = 23,300 )  
 
 
 
 
 
chymotrypsin ( MW=23,800 ) 
 
 
 
 
 
 
pepsin ( MW =34,500 )  
 
 
rennin ( MW =30,700 ) 

เปนเอนไซมที่สําคัญในการยอย
อาหารบริเวณลําไสเล็ก โดยจะยอย
พันธะบริเวณ carboxyl groups โดย
มีกรดอะมิโนบริเวณเรงคือ lysine 
และ arginine  
 
เปนเอนไซมที่ยอยพันธะเปปไทด
บริเวณหมูคารบอกซิล มักใชผสม
ในอาหารที่มีสวนประกอบของนม 
สําหรับผูที่มีอาการแพโปรตีนจาก
น้ํานมและเปนเอนไซมที่มีราคา
คอนขางสูง 
 
เปนพวก acidic protease มักพบใน
กระเพาะของสัตวที่มีกระดูกสัน
หลังสวนใหญ 
มกัใชในอุตสาหกรรมนม 

 
 
 



 5

แหลงที่มา ชนิดของเอนไซม คุณสมบัติ 
3. จุลชีพ แบคทีเรีย 

 
 
 
รา             
 
 
 
Viruses 

ที่นิยมใชในอุตสาหกรรมมักพบ
เปน neutral และ alkaline โดยจุล
ชีพเปนสายพันธุ  
บาซิลัส 
มีการใชแพรหลายมากกวา
แบคทีเรีย เชน Aspergillus ผลิตทั้ง 
acid, neutral และ alkaline protease 
 
protease จาก virus มีความสําคัญตอ
หนาที่และกระบวนการทํางานของ
โปรตีนในไวรัสซึ่งมักเปนไวรัสที่
กอใหเกิดโรค เอดส และมะเร็ง 
 

 
 
          ปจจุบันไดมีการใชโปรติเอสในอุตสาหกรรมตางๆ รวมทั้งมีการนําโปรติเอสไปใชทางการแพทย เชน ใชใน
การรักษาโรคมะเร็ง มาลาเรีย และเอดส ไดมีการนําโปรติเอสที่ผานการตัดตอยีน โดยใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม
เพื่อเพิ่มปริมาณ และคุณภาพของเอนไซม  (Branislav และคณะ, 2000) ทําใหสามารถนําไปใชงานที่หลากหลาย
มากขึ้น 
 
ชนิดและสมบัติของเอนไซมโปรติเอส 
           โปรติเอสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีน แบงได 2 กลุม ตามตําแหนงของพันธะเปปไทดที่
ถูกไฮโดรไลสคือ เอกโซเปปติเดส (exopeptidase) จะยอยพันธะเปปไทดจากดานนอกเขามาและเอนโดเปปติเดส 
(endopeptidase) จะยอยภายในสายพอลิเปปไทด เอนไซมที่มีความสําคัญในอุตสาหกรรมสวนใหญอยูในกลุมเอน
โดเปปติเดส โดยโปรติเอสที่ผลิตไดสามารถแบงออกไดแสดงดังตารางที่ 1.3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 





 7

โปรติเอสที่มีความสําคัญในอุตสาหกรรมสวนใหญอยูในกลุมเอนโดเปปติเดส   จัดเปน  
4 กลุม ( Mala และคณะ, 1998  ) 
 
           1. ซีรีนโปรติเอส ( serine protease ) EC.3.4.21.14 
               เอนไซมชนิดนี้เรียกอีกช่ือหนึ่งวา alkaline protease เนื่องจากมีหมูกรดอะมิโนเซรีนอยูบริเวณเรงของ
เอนไซม (active site) สามารถถูกยับยั้งไดดวย 3,4 –dichloroisocoumarin,  
(3,4-DCI), L-3-carboxytrans 2,3-epoxypropyl-leucylamido (4-guanidine) butane (E.64),  diisopropylfluoro-
phosphate (DFP), phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) และ tosyl-L-lysine chloromethyl-ketone (TLCK) โดย
การจับกับหมูไฮดรอกซิลของกรดอะมิโนเซรีนที่อยูบริเวณเรง สวน EDTA ไมสามารถยับยั้งเอนไซมชนิดนี้ได 
(Hideto และคณะ, 1989) ชวง pH  ที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาอยูระหวาง pH 7.0 - 11.0 และอุณหภูมิที่เหมาะ
สมอยูระหวาง 60-70 องศาเซลเซียส  (Outtrup และ Boyce, 1990) แคลเซียมไอออนทําใหเอนไซมมีความเสถียร
มากขึ้น  (Helen และคณะ, 2000) มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 18,000 – 35,000 ดาลตัน (Mala และคณะ, 1998 ) 
               แอลคาไลนโปรติเอสผลิตไดทั้งในเชื้อราและแบคทีเรีย โดยเฉพาะในแบคทีเรียกลุม  
Bacillus spp. เปนสวนใหญ ไดแก Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis และ alkalophilic Bacillus ซึ่งเอนไซม
จะถูกสรางและถูกปลอยออกเปนอิสระในน้ําเลี้ยงเช้ือ ( Extracellular enzyme ) และอาจสรางไปพรอมๆกับนิวท
รัลโปรติเอส หรือ อาจจะมีการสรางนิวทรัลโปรติเอสกอนการสรางแอลคาไลนโปรติเอสก็ได (Halpern , 1981) เซ
รีนโปรติเอสสามารถแบงไดเปน 2 กลุม คือ serine alkaline protease และ subtilisins 
      
      1.1 serine alkaline protease สามารถผลิตไดจาก แบคทีเรีย ยีสต และรา เปนตน สารที่สามารถยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซมคือ DFP และ potato protease inhibitor แตไมสามารถยับยั้งไดดวย tosyl-L- phenylalanine 
chloromethyl ketone (TPCK) หรือ TLCK สําหรับ pH ที่เหมาะสมกับการทํางานของ alkaline protease คือ pH 9.0 
และมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 15,000 - 30,000 ดาลตัน โดยแบคทีเรียที่ผลิต alkaline serine protease เชน 
Arthrobacter, Streptomyces และ Flavobacterium spp. เปนตน 
       
     1.2 Subtilisins เอนไซมนี้มักพบการสรางในแบคทีเรียสกุลบาซิลัส เราสามารถแบง Subtilisins ออกไดเปน 2 
กลุมดังนี้ 
             กลุมที่ 1 Subtilisin Carlsberg พบครั้งแรกโดย Linderstrom และ Ottesen ในปค.ศ. 1947 ที่หองปฏิบัติการ
เมือง Carlsberg (Aunstrup, 1979) ผลิตไดจาก Bacillus licheniformis และ Bacillus pumilus เอนไซมนี้มีลักษณะ
เปนพอลิเปปไทดสายเดี่ยวประกอบดวยกรดอะมิโน 274 ตัว เนื่องจากไมมีกรดอะมิโนซิสเตอีนหรือซิสทีน ดังนั้น 
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จึงไมมีพันธะไดซัลไฟด โครงสรางตติยภูมิเปนรูปทรงกลม (spherical) มีเสนผาศูนยกลาง 4.2 นาโนเมตร บริเวณ
เรงประกอบดวย เซรีนตําแหนงที่ 221 ฮีสติดีนตําแหนงที่ 64 และแอสพาเตทตําแหนงที่ 32 มีความจําเพาะตอสับส
เตรต กวาง (broad specificity) จะไฮโดรไลสโปรตีนพันธะเปปไทดเปนสวนใหญและเอสเทอรบางสวน ในการทํา
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โปรตีนไมจําเปนตองมีตัวกระตุน (Activators) รวมทั้งไมตองมีแคลเซียมอิออนในการชวย
ใหเอนไซมเสถียรเหมือนกับแอลคาไลนโปรติเอสชนิดอื่นๆ เอนไซมมีชวง pH ที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซมอยูระหวาง pH 8.0 - 9.0 เอนไซมมีความเสถียรในชวง pH 5.0 - 11.0 แตที่ pH ตํ่ากวา 5.0 หรือ สูงกวา 
11.0 แอคติวิตีของเอนไซมจะลดลงซึ่งคาดวาเอนไซมจะเกิดการยอยตัวเอง ( Autodigestion )โดยโมเลกุลจะคลาย
รูป (unfold ) (Ward, 1983) และเอนไซมยังคงมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูงประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส 
     
      กลุมที่ 2 Subtilisin BPN’ ( Bacterial Protease Nagarase ) หรือ Subtilisin NOVO ซึ่งผลิตจาก Bacillus 
amyloliquefaciens เอนไซมชนิดนี้ประกอบดวยกรดอะมิโน 275 ตัว การเรียงตัวของกรด 
อะมิโนคลายกับ Subtilisin Carlsberg ถึง 85 เปอรเซ็นต (Pero และ Sloma, 1993) โดยมีกรดอะมิโนเพียง 58 ตัวเทา
นั้นที่แตกตางกัน ในโมเลกุลไมมีกรดอะมิโนซิสเตอีน ดังนั้นจึงไมมีพันธะได-ซัลไฟด บริเวณเรงของเอนไซม
ประกอบดวยเซรีนตําแหนงที่ 221 ฮิสติดีนตําแหนงที่ 64 และแอสพาเตทตําแหนงที่ 32 (Outtrup และ Boyce, 
1990) มีอะลานีนอยูปลายทางดานอะมิโนและกลูตามีนอยูปลายทางดานคารบอกซิล แคลเซียมไอออนชวยทําให
เอนไซมเสถียรมากขึ้นโดยเฉพาะที่อุณหภูมิสูงหรือที่ pH สูงหรือตํ่ามากๆ เอนไซมมีความจําเพาะตอการไฮโดร
ไลสพันธะเปปไทดและเอสเทอรแตกตางจาก Subtilisin Carlsberg (Ward, 1983) 
 
2.  แอสพาติกโปรติเอส (Aspartic protease) EC 3.4.23 
     เอนไซมชนิดนี้เรียกอีกช่ือหนึ่งวา  แอซิดิกโปรติเอส (acidic protease) เปนเอนไซมที่มีกรด 
อะมิโนแอสพาติกอยูบริเวณเรง พบมากในเซลลสัตว รา เชน Aspergillus oryzae, Penicillium, Rhizopus และยีสต
เปนตน ภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมคือ pH 3.0 - 4.0 สารที่สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม
คือ pepstatin, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) และ DFP เอนไซมชนิดนี้ยังสามารถแบงออกเปน 2 ชนิด 
ตามลักษณะโครงสราง (Matsubara และ Feder, 1971) ไดดังนี้ 
      
 
 
 
 
 
 
 
 



 9

 
 
 
     2.1 rennin-like acid protease  จุลชีพที่มีบทบาทสําคัญในการผลิตโปรติเอสในเชิงการคา ไดแก Mucor pusillus, 
Mucor miehei และ Endothia paraditica นิยมนําไปใชในอุตสาหกรรมทําเนยแข็ง 
     2.2 pepsin-like acid protease นําไปใชในการปรับปรุงคุณภาพของแปงที่ใชในการทําขนมปง และ ใชยอย
โปรตีนของถั่วเหลืองในอุตสาหกรรมทําซีอิ๊ว (soy sauce)  Aspergillus  oryzae เปน 
จุลชีพที่สําคัญในการผลิตเอนไซมในอุตสาหกรรม เอนไซมชนิดนี้เปน endoprotease มีชวงการทํางานที่เหมาะสม
มีคา pH 4 - 4.5 
 
3. ซิสเตอีนโปรติเอส (cysteine protease) EC 3.4.22 
    เอนไซมชนิดนี้เรียกอีกช่ือหนึ่งวา ไทออลโปรติเอส ( thiol protease ) เปนเอนไซมที่มีกรด 
อะมิโนซีสเตอีนอยูบริเวณเรงโดยซิสเตอีนและไฮโดรเจนไซยาไนดสามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม สาร
ออกซิไดสยับยั้งการทํางานของเอนไซม pH ที่เหมาะสมคือ pH ที่เปนกลาง เอนไซมที่สําคัญไดแก ปาเปน ไฟซิน 
และโปรมีเลน มักผลิตไดจากพืชและมีจุลชีพบางชนิดที่ผลิตเอนไซมชนิดนี้ไดแก Clostridium spp. และ 
Streptococcus spp. (Ward, 1983) ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 32,000 - 50,000 ดาลตัน 
 
4. เมทัลโลโปรติเอส (metalloprotease) EC 3.4.24  
    เอนไซมชนิดนี้เรียกอีกช่ือหนึ่งวา นิวทรัลโปรติเอส (neutral protease) เปนเอนไซมที่มีอิออน 
ของโลหะกระตุนการทํางานของเอนไซม มักพบที่บริเวณเรง  เอนไซมชนิดนี้พบทั่วไปในแบคทีเรียและราโดย
เฉพาะแบคทีเรียในกลุมบาซิลัสหลายชนิด เชน Bacillus megaterium, Bacillus cereus และ Bacillus 
thermoproteolyticus ซึ่งจะผลิตเฉพาะนิวทรัลโปรติเอสเทานั้น (Prist, 1977) แตใน Bacillus subtilis พบวามีการ
ผลิตทั้งนิวทรัลโปรติเอสและแอลคาไลนโปรติเอส นอกจากนี้ยังมี Bacillus thuringenesis, Bacillus pumilus และ 
Bacillus polymyxa (Griffin และ Forgaty, 1973) เปนตน นิวทรัลโปรติเอสเปนเอนไซมที่มีอิออนของสังกะสีอยูที่
บริเวณเรงแอคติวิตีของเอนไซมสูงเมื่อใชสับเสตรตสังเคราะห FAGLA (furylacrolylglycyl leucinamide) ที่ pH 
เปนกลาง  พบวาแคลเซียม (Ca 2+) จะทําใหเอนไซมมีความเสถียรมากขึ้น เอนไซมชนิดนี้สามารถทําปฏิกิริยาไดดี
กับกรดอะมิโนไลซีนและถูกยับยั้งดวยสารประเภท chelating agents เชน ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA), 1,10-Phennanthroline ( Pero และ Sloma, 1993 ) ซึ่งยับยั้งเอนไซมโดยการดึงอะตอมของสังกะสีออก แต
ไมถูกยับยั้งโดย di-isopropryl fluorophosphate ( DFP ) , sulfhydryl reagent, soybean trypsin inhibitor และ potato 
protease inhibitor ความสามารถสูงสุดในการยอยสลายพันธะเปปไทดของโปรตีนที่สภาวะความเปนกรด-ดาง
ประมาณ 7 - 8 โดยใชเคซีนเปนสับสเตรท มีความเสถียรในชวง pH 5 - 10 (Endo, 1962) เอนไซมสําคัญไดแก 
 thermolysin จาก  Bacillus stearothermophilus ซึ่งมีสมบัติเดน คือ มีความเสถียรสูง เชน เมื่อบมที่
อุณหภูมิ 80องศาเซลเซียส เปนเวลา       1 ช่ัวโมง ยังมีแอคติวิตีของเอนไซมเหลือถึง 50 เปอรเซ็นต เนื่องจากใน 
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โครงสรางของเอนไซมมีแคลเซียมอิออน 4 อะตอม (Endo, 1962) เมื่อเทียบกับนิวทรัลโปรติเอสจาก 
B.amyloliquefaciens ซึ่งแอคติวิตีของเอนไซมจะเหลือ 50 เปอรเซ็นต หลังจากบมที่ 59 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที เนื่องจากมีแคลเซียมอิออน 2 อะตอมในโครงสรางเอนไซม นอกจากนี้   การผลิต thermolysin จาก Bacillus 
stearothermophilus KP 1236 พบวาเอนไซมมีอุณหภูมิที่สูงในการทํางานของเอนไซมคือ อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส และ pH 7.0 และเอนไซมยังมีความเสถียรเปนเวลาถึง 10 นาที เมื่ออุณหภูมิสูงกวา 80 องศาเซลเซียส 
(Yukio และคณะ, 1987)  นอกจากนี้ยัง พบนิวทรัลโปรติเอสในรา พวก Aspergillus oryzae อีกดวย นิวทรัลโปรติ
เอสนิยมนําไปใชในอุตสาหกรรมมากมาย เชน อุตสาหกรรมฟอกหนัง เบียร ซีอิ้ว น้ําปลา การผลิตสารสกัดจาก
ยีสต (yeast extract) อุตสาหกรรมผลิตเนยแข็งและขนมปงตางๆ นอกจากนี้มีผูศึกษาถึงสมบัติของนิวทรัลโปรติ
เอสจาก Bacillus subtilis พบวาชวยปรับปรุงคุณภาพของขนมปงประเภท cracker และ biscuit ทําใหแปงเปนแผน
บางโดยไมฉีกขาด และชวยลดฟองอากาศที่เกิดระหวางการอบ (Barrett, 1979; Aunstrup, 1980) และเมื่อใช
เอนไซมนี้รวมกับไลเปส (Lipase) ในการทําเนย พบวาชวยเพิ่มรสชาติของเนยแข็งและไมทําใหเกิดรสขม 
(Godfrey  และคณะ 1983)  
 
การผลิตโปรติเอสและความสําคัญของเอนไซมตอเซลล 
     การสรางเอนไซมในกลุม Bacillus spp. จะเกิดขึ้นในชวงปลายการเจริญของเชื้อแบบทวีคูณ ( exponential 
phase ) หรือ logarithmic phase ) หรือในระยะแรกของการเจริญแบบคงที่ (stationary phase) โดยพบในลักษณะ
ของเอนไซมที่อยูนอกเซลล  (extracellular enzyme) เปนเอนไซมที่ปลอยออกจากเซลลและพบอิสระในน้ําเลี้ยง
เช้ือ ( Markkanen และ Bailey, 1974; Priest, 1977) วิธีที่เช้ือปลอยเอนไซมออกนอกเซลลมีสมมติฐานที่เปนที่ยอม
รับมากที่สุดคือ signal hypothesis สมมติฐานนี้เสนอวา การสังเคราะหเอนไซมเกิดที่ไรโบโซม สารตั้งตน 
(precursor) ของเอนไซมจะมีกรดอะมิโนชนิดไฮโดรโฟบิคที่บริเวณปลายดานอะมิโนของสายพอลิเปปไทด          
ทําหนาที่เปน leading  (signal) sequence ทําใหสายเปปไทดที่ถูกสรางขึ้นมาผานออกจากเยื่อหุมเซลลได จากนั้น 
signal sequence จะถูกตัดออกโดยเอนไซมเปปติเดสที่ดานนอกของเยื่อหุมเซลลและสวนโปรตีนที่เปนเอนไซมก็
จะพับ (fold) อยูในโครงรูป (conformation  ที่เสถียร (Ward, 1985; Sheerler และ Bianchi, 1987) 
     ในธรรมชาติ โปรติเอสของ Bacillus spp. มีบทบาทที่สาํคัญคือชวยไฮโดรไลส สับสเตรทที่เปนพอลิเปปไทด
สายใหญใหเปนโมเลกุลเล็กทําใหเซลลสามารถดูดซึมเปนอาหารไดนอกจากนี้เอนไซมจากจุลชีพยังมีบทบาทที่ซับ
ซอนอยางอื่น ไดแก 
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1. บทบาทในการสรางสปอร 
 

 
รูปที่ 1.3 ระยะตางๆในการเจริญของสปอร 
 
         การเกิดสปอรถูกกระตุนโดยการขาดแคลน (starvation) แหลงคารบอนและไนโตรเจน และบางครั้งเกิดจาก
การขาดแคลนฟอสเฟต มีหลักฐานแสดงใหเห็นวาการสรางเอนไซมแอลคาไลน 
โปรติเอสเกี่ยวของกับการเกิดสปอร โดยมิวแตนทของ B. subtilis ที่ไมสรางเอนไซมจะไมสามารถสรางสปอร 
และ phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ซึ่งเปนสารยับยั้งของแอลคาไลนโปรติเอสไมยับยั้งการเจริญของ
เซลล แตยับยั้งการสรางสปอร สําหรับนิวทรัลโปรติเอสไมมีความจําเปนในการสรางสปอรเพราะมิวแตนทที่ขาด
เอนไซมนี้ยังสามารถสรางสปอรได (Piggot และ Coote, 1976; Dancer และ Mandelstam, 1975) นอกจากนี้ยัง
ปรากฏวาเอนไซมโปรติเอสยังเกี่ยวของกับการงอก   (germination) ของสปอร โดยการเตรียมกรดอะมิโนซึ่งสปอร
ไมสามารถสังเคราะหไดในระยะแรกเริ่ม ( early part of germination ) ( Ward, 1983 ) อยางไรก็ดีมีงานวิจัยของนัก
วิจัยบางกลุมที่คัดคานบทบาทของเอนไซมในแงนี้โดยเสนอวาโปรติเอสที่อยูนอกเซลลไมมีความจําเปนในการ
สราง   สปอรของ Bacillus (Maurizi และ Switzer, 1980) 
      
     2. บทบาทในการควบคุมการ turnover ของผนังเซลล 
         มีรายงานวาอัตราการ turnover ของ peptidoglycan(ซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญของผนังเซลล ) ในระยะการ
เจริญทวีคูณ (exponential growth) ขึ้นกับเอนไซมโปรติเอสที่อยูนอกเซลล (Jolliffe และ คณะ, 1980) โดยพบวาใน
มิวแตนทของ B.subtilis ที่ไมสรางโปรติเอส อัตราการ turnover ของ peptidoglycan มีมากกวาในสายพันธุดั้งเดิม 
(wild type) ในขณะที่สายพันธุที่สรางโปรติเอสมากกวาปกติ (hyperprotease-producing strains) มีอัตราการ  
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turnover ของ peptidoglycan มีมากกวาในสายพันธุดั้งเดิม (wild type) ในขณะที่สายพันธุที่สรางโปรติเอสมากกวา
ปกติ (hyperprotease- producing strains) จะมีอัตราการ turnover ของ peptidoglycan ตํ่า และอัตราการ turnover 
ของ peptidoglycan  ในสายพันธุที่ไมสรางโปรติเอสลดลงเมื่อเลี้ยงเช้ือรวมกับสายพันธุที่สราง               โปรติเอ
สมากกวาปกติ การเติม PMSF  ซึ่งเปนตัวยับยั้งแอลคาไลนโปรติเอสลงในอาหารเลี้ยงเช้ือของสายพันธุที่สรางโป
รติเอสมากจะเพิ่มอัตรา turnover ของผนังเซลล และเมื่อเติม subtilisin ซึ่งเปนแอลคาไลนโปรติเอสสกัดจาก B 
.subtilis  ลงในสายพันธุที่ไมสรางโปรติเอสจะพบวาการเกิดการ turnover ของผนังเซลลลดลง ผลการทดลองเหลา
นี้สนับสนุนวาการ turnover ของผนังเซลลใน B. subtilis นาจะถูกควบคุมโดยโปรติเอสที่อยูนอกเซลล 
 
     3. บทบาทในการไฮโดรไลสเอนไซมที่ถูกสังเคราะหขึ้นใหมใหอยูในสภาพที่ทํางานได  
(active form) โดยตัด signal sequence ออกจากเอนไซม 
         บทบาทในการเปลี่ยน inactive precursor form ของเอนไซมบางชนิดใหเปน active enzyme มีรายงานโดย 
Aiyappa และคณะ (1997) วา แอลคาไลนโปรติเอสที่อยูนอกเซลล จาก B. licheniformis 749 สามารถเปลี่ยนเพนนิ
ซิลิเนสที่เกาะกับเยื่อหุมเซลลซึ่งอยูในรูปของ precursor form ใหเปนรูปแบบที่เปนอิสระ (free exoenzyme) ซึ่ง
แสดงแอคติวิตีของเอนไซมได นอกจากนี้ Drapeau  (1978) ยังไดรายงานวา  metalloprotease จาก Staphylococcus 
aureus V8 มีบทบาทในการเปลี่ยน inactive precursor ของโปรติเอสอีกชนิดหนึ่งซึ่งสรางโดยตัวของมันเอง
ระหวางกระบวนการขนสงใหเปน active enzyme นอกเซลล 
 
ปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซม 
     ปจจัยพ้ืนฐานที่สําคัญในอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงจุลชีพซึ่งมีผลตอการเจริญและการสราง 
โปรติเอสของจุลชีพคือ 
 
1. อิทธิพลของแหลงคารบอน 
     กลูโคสเปนแหลงคารบอนหลักในอาหารเลี้ยงเช้ือจุลชีพสามารถนําไปใชไดโดยงายในชวง stationary phase 
เมื่อแหลงอาหารและพลังงานลดนอยลง เช้ือจะเริ่มสรางสปอรพรอมๆกับการสรางเอนไซม แตถาในอาหารเลี้ยง
เช้ือมีปริมาณกลูโคสที่มากเกินไป กลูโคสจะกดการทํางานของการควบคุมการสรางเอนไซม (catabolite 
repression) ( Doi, 1973; Bernlohr, 1964; Hubner และคณะ, 1993 ) นอกจากนี้ไดมีผูศึกษาถึงผลการเติมกลูโคสลง
ไปในชวง stationary phase ของการเลี้ยงเช้ือ Bacillus subtilis TISTR 25 พบวาหลังการเติมกลูโคส 2% ลงไป 1 
ช่ัวโมง แอคติวิตีของแอลคาไลนโปรติเอสจะลดลงเพียงเล็กนอย เมื่อเทียบกับการเติมกลูโคสในชวงการถายเชื้อซึ่ง
ลดลงอยางมาก และการสรางแอลคาไลนโปรติเอสยังขึ้นกับปริมาณของกลูโคสในอาหารเลี้ยงเช้ือดวย นอกจากนี้ 
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ยังไดมีผูศึกษาถึงปริมาณของกลูโคสที่มีผลตอการเพิ่มผลผลิตของเอนไซมใหมีปริมาณสูงที่สุด  
(Adin. และ Ellaiah, 2002)  สําหรับการศึกษาถึงแหลงคารบอนในวัตถุดิบตางๆ (เกษม, 2536) ไดศึกษาการใชวัตถุ
ดิบราคาถูกหลายชนิดเปนแหลงคารบอนพบวาอาหารที่มีแปงขาวเหนียวเปนแหลงคารบอนจะใหผลผลิตแอลคา
ไลนโปรติเอสสูงกวาสูตรอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน  สวน Fujiwara และ Yamamoto (1985) ไดใชวัตถุ
ดิบราคาถูกหลายชนิดเปนแหลงคารบอนพบวาการเลี้ยง Bacillus spp. B21-2 โดยใชแปงและกลูโคส พบวาแอคติวิ
ตีของแอลคาไลนโปรติเอสที่ไดมีคาสูงสุดเมื่อเทียบกับการใชแลคโตส, ซูโครส และกลีเซอรีนเปนแหลงคารบอน 
 
2. อิทธิพลของแหลงไนโตรเจน 
     สารประกอบไนโตรเจนจะถูกยอยสลายเพื่อผลิตกรดอะมิโน, กรดนิวคลีอิค, โปรตีน และสวนประกอบของ
ผนังเซลล การผลิตโปรติเอสจะขึ้นกับปริมาณไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเช้ือ การสรางโปรติเอสจะถูกกดดัน 
(repress) เมื่อมีกรดอะมิโนหรือเปปไทดในอาหารมากเกินไป โดยกรดอะมิโนแตละชนิดมีความสามารถในการกด
ดันการสรางเอนไซมไดตางกัน ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของเชื้อดวย ใน Bacillus spp. กรดอะมิโนชนิดเดียวกันจะมีผลตอ
การกดดันการสรางเอนไซมไดตางกัน (Chaloupka และ Kreckova, 1968) บางครั้งกรดอะมิโนหรือเปปไทดหลาย
ชนิดอยูรวมกันก็มีผลตอการกดดันการสรางเอนไซมไดมากกวากรดอะมิโนชนิดเดียว (Jaroslav และคณะ, 1987) 
สนธยา      (2533) ไดทําการศึกษาผลของกรดอะมิโนผสมระหวาง กลูตาเมท แอสปาเตทและแอสปาราจีน เปน
แหลงไนโตรเจน พบวามีผลตอการเจริญและการผลิตแอลคาไลนโปรติเอสของ B. subtilis TISTR 25 ทําใหมีการ
ผลิตแอลคาไลนโปรติเอสไดสูงกวามีกรดอะมิโนชนิดเดียวเสริมลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ เมื่อเพิ่มความเขมขนของ
กรดอะมิโนการเจริญของเชื้อจะสูงขึ้นแตการผลิตแอลคาไลนโปรติเอสกลับลดต่ําลง แสดงวาชนิดและปริมาณ
ของแหลงไนโตรเจนมีผลตอการเจริญและการผลิตเอนไซม (Reilly และ Day, 1983) ไดศึกษาการผลิตโปรติเอส
จาก Aeromonas hydrophila โดยใชวัตถุดิบหลายชนิดเปนแหลงไนโตรเจน เชน เคซีน, casamino acid, proteose, 
peptone, neopeptone, tryptose และไมใชวัตถุดิบใดๆเลย พบวาการไมใชวัตถุดิบใดๆเลยเปนแหลงไนโตรเจนการ
เจริญของเชื้อจะต่ํามาก แตจะมีการเจริญผลิตแอลคาไลนโปรติเอสในปริมาณมาก เมื่อนํามาเปรียบเทียบกับการใช
วัตถุดิบอื่นๆ พบวาการเจริญของเชื้อสูงมากแตการผลิตแอลคาไลนโปรติเอสกลับมีปริมาณต่ําลงอาจเนื่องมาจาก
ความเขมขนของกรดอะมิโนที่ไมเหมาะสมมีผลตอการกดดันการสรางโปรติเอสได นอกจากนี้  (Fujiwara และ 
Yamamoto, 1987) ไดศึกษาการผลิตแอลคาไลนโปรติเอส Bacillus spp. B21-2 โดยใชวัตถุดิบราคาถูกหลายชนิด 
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เปนแหลงไนโตรเจนพบวา Bonito extract และกากถั่วเหลือง สามารถเพิ่มการผลิตแอลคาไลนโปรติเอสไดเมื่อ
เปรียบเทียบกับการใชวัตถุดิบอื่นๆ นอกจากนี้มีผูศึกษาถึงปริมาณที่เหมาะสมของกากถั่วเหลืองที่ใชเปนแหลง
ไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเช้ือ Bacillus spp. พบวาอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีกากถั่วเหลืองบดในปริมาณมาก ทําใหการ
ละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเช้ือลดลง เช้ือเจริญไดนอยจึงผลิตโปรติเอสไดลดลง (จํานงค และ คณะ, 2003)  
 
3. อิทธิพลของฟอสเฟต 
     ฟอสเฟตมีบทบาทสําคัญในการสังเคราะหสารพันธุกรรม (DNA, RNA)และโปรตีน การยอยสลาย
คารโบไฮเดรต, การหายใจของเซลลรวมทั้งควบคุมระดับ ATP ในขบวนการสังเคราะหเอนไซมโปรติเอส 
ฟอสเฟตจะมีสวนชวยในการเพิ่มความเสถียรของ mRNA   โดยการยับยั้งการทํางานของ RNase  และชวยให
เอนไซมที่สรางขึ้นถูกปลอยออกมานอกเซลลไดดีขึ้นแตถาเริ่มตนเลี้ยงเซลลดวยปริมาณฟอสเฟตที่มากเกินไป จะ
มีผลยับยั้งการเจริญและกดดันการสราง 
โปรติเอสได (Moon และ Parulekar, 1991) 
 
4. อิทธิพลของไอออนโลหะ 
    ไอออนของโลหะมีสวนสําคัญในการเจริญและสรางเอนไซมในเชื้อสกุล Bacillus  เชนแมกนีเซียมไอออนมี
ความสําคัญและจําเปนตอการเจริญ การแบงตัว ขนาดและรูปรางของเชื้อ มีผลตอแบคทีเรียเเกรมบวกมากกวา
แบคทีเรียแกรมลบ ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีปริมาณแมกนีเซียมมากเกินไปจะมีผลยับยั้งการเจริญและกดดันการสราง
เอนไซม (Wabb, 1949) 
    สวนไอออนชนิดอื่นๆ เชน แมงกานีสและเหล็ก พบวาเปน cofactor สําหรับเอนไซมหลายชนิดในขบวนการเม
ตาบอลิซึมของไนโตรเจนโดยมีกลูตามีนซินทิเตสเปนเอนไซมสําคัญในการใชไนโตรเจนจากอนินทรียไนโตรเจน 
(John, 1991) แคลเซียมอิออนมีสวนชวยในการเพิ่มความเสถียรใหกับเอนไซมในที่อุณหภูมิสูงๆ  (Raja Noor และ
คณะ, 1993) 
 
5. อิทธิพลของภาวะแวดลอมที่ใชในการหมัก 
    ภาวะแวดลอมที่ใชในการเลี้ยงเช้ือหรือเริ่มตนเลี้ยงเช้ือที่มีผลตอการผลิตโปรติเอสไดแก 
     
    5.1 คาความเปนกรด - ดาง (pH) คา  pH  เริ่มตนของอาหารเลี้ยงเช้ือมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมที่เช้ือสรางขึ้น 
มีผลตอกระบวนการขนสงสารผานเซลลเมมเบรน  (Roger และ Bernard, 1972) ไดเลี้ยง Bacillus subtilis TISTR 
25 โดยเริ่มตนที่ pH ตางๆ ต้ังแต 5 - 12 พบวา pH ที่เหมาะสมคือ     7.5 - 9.5 จะผลิตแอลคาไลนโปรติเอสไดดีที่
สุด (Moon และ Parulekar, 1991) พบวาเมื่อเลี้ยง Bacillus firmus ในอาหารที่มี pH 7.7 มีผลทําใหเช้ือมีการผลิตโป
รติเอสไดสูงสุด 
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      5.2 อุณหภูมิ  อุณหภูมิในการเลี้ยงตองเหมาะสมเชื้อจึงมีการผลิตเอนไซมออกมา อุณหภูมิมีความสําคัญตอการ
ละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเช้ือ ถาอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเช้ือสูงการละลายของออกซิเจนจะต่ํา  
(Jaroslave และคณะ, 1991) ไดทําการศึกษาใน Bacillus megaterium โดยอุณหภูมิจะมีผลตอการถอดรหัสของ 
mRNA ในการผลิตโปรติเอส  
 
      5.3 อัตราเร็วในการกวนและอัตราการใหอากาศ  ขึ้นกับสายพันธุของเชื้อที่เลี้ยง ขนาดของถังหมัก และชนิด
ของอาหารเลี้ยงเช้ือ ปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเลี้ยงเช้ือจะขึ้นอยูกับอัตราการกวนและการให
อากาศภายในถังหมัก ซึ่งปริมาณออกซิเจนที่พอเหมาะจะมีผลใหจุลินทรียเจริญและสรางเอนไซมได ถาปริมาณ
ออกซิเจนต่ําจะทําใหเช้ือใชกลูโคสไมสมบูรณทําใหอัตราการเจริญของเชื้อลดลง (Moon & Parulekar, 1991) จาก
การผลิตแอลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus licheniformis แบบ Fed - batch โดยควบคุมปริมาณออกซิเจนให
ละลายในอาหารเลี้ยงเช้ือ 5 เปอรเซ็นต พบวาสามารถผลิตแอลคาไลนโปรติเอสไดสูงกวาการไมไดควบคุมปริมาณ
ออกซิเจนถึง 4.6 เทา (Giesecke และคณะ, 1991)  
 
การทําใหโปรติเอสมีความบริสุทธิ์บางสวนและศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซม 

       การทําใหโปรติเอสมีความบริสุทธิ์มากขึ้นทําใหสามารถนําไปใชในงานที่หลากหลายมากขึ้น ซึ่งมีผูไดศึกษา
เกี่ยวกับการทําใหโปรติเอสมีความบริสุทธิ์ดังนี้ 

      Takii และคณะ (1987) ศึกษาการแยกนิวทรัลโปรติเอสและสมบัติของโปรติเอสจากจุลินทรียทนรอนคือ 
Bacillus stearothermophilus KP 1236 ซึ่งแยกไดจากตัวอยางดิน ภาวะที่เหมาะสมในการเจริญคือ ที่อุณหภูมิ 39 
องศาเซลเซียส โปรติเอสมีแอคติวิตีสูงสุดที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส , pH 7.0 การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลโดยใช
เอสดีเอสพอลิอะคริลาไมดเจลอเิลคโตรโฟลิซิสพบวามีน้ําหนักโมเลกุล 33,000 ดาลตัน 

      Durham และคณะ (1987) ศึกษาการแยกและทําใหบริสุทธิ์ของแอลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus spp. สาย
พันธุ GX6638 ( ATCC 53278 ) ซึ่งแยกไดจากดินพบวาประกอบดวยแอลคาไลนโปรติเอส 3 ชนิด จากการแยกให
บริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโตรกราฟชนิดแลกเปลี่ยนประจุ   โปรติเอส 2 ชนิดที่สามารถมีแอคติวิตีสูงที่ภาวะดาง และ
เสถียรที่อุณหภูมิสูงได ชนิดแรกคือ HS มีน้ําหนักโมเลกุล 36,000 ดาลตัน สวนชนิดที่สองคือ AS มีน้ําหนัก
โมเลกุล 27,500 ดาลตัน โดยเอนไซมทั้ง 2 ชนิดมีภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมที่  pH 8.0-12.0 และ 
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 

      Manachimi และคณะ (1988) ศึกษาการแยกและทําใหบริสุทธิ์ของแอลคาไลนโปรติเอส จาก Bacillus 
thermoruber ซึ่งแยกใหบริสุทธิ์โดยใชโครมาโตรกราฟชนิดแลกเปลี่ยนประจุ คือ DEAE-Sephadex A-50 และ  
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แอฟฟนิตีโครมาโตรกราฟชนิดแลกเปลี่ยนประจุ คือ DEAE-Sephadex A-50 และแอฟฟนิตีโครมาโตรกราฟ คือ 
α-casein affinity chromatography พบวา โปรติเอสที่ไดประกอบดวย พอลิเปปไทดสายเดี่ยว มีน้ําหนักโมเลกุล 
39,000+ 800 ดาลตัน ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรติเอสคือ pH 9.0 และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สารยับยั้ง
ของเอนไซมคือ PMSF และ EDTA เอนไซมจะมีความเสถียรมากขึ้นในภาวะที่มีแคลเซียมอิออน 

       Takami และคณะ (1989) ศึกษาแอลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus spp.NO. AH-101 ซึ่งแยกไดจากดิน
ซึ่งภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมคือ ที่ pH 12.0 - 13.0 และที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เอนไซมจะ
เสถียรในภาวะที่มีแคลเซียมอิออน และสารที่ยับยั้งการทํางานของเอนไซม คือ PMSF เอนไซมที่ไดมีน้ําหนัก
โมเลกุล 30,000 ดาลตัน การแยกใหบริสุทธิ์ใชวิธีโครมา-โตรกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ 

      Zaliha และคณะ (1994) พบวาแบคทีเรียทนรอน คือ Bacillus stearothermophilus F1 สามารถแยกใหบริสุทธิ์
โดยการใชวิธีการทางความรอน, อุลตราฟลเตรชัน และ เจลฟลเตรชัน พบวาน้ําหนักโมเลกุลของโปรติเอส 33,500 
ดาลตัน โดยการใชวิธีเอสดีเอสพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส และมีน้ําหนักโมเลกุลเปน 20,000 ดาลตัน 
โดยวิธีเจลฟลเตรชันโครมาโตรกราฟ  ภาวะที่เอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดคือที่ pH 9.0 โดยเอนไซมจะเสถียรเปน
เวลา 24 ช่ัวโมงที่ 70 องศาเซลเซียส จะมีชวง pH ที่เหมาะสมที่ 8.0 - 10.0 ในสภาวะที่มีแคลเซียมอิออนเอนไซมจะ
มีความเสถียรมากขึ้น 

      ปกรณ จิโรจนกุลกิจ (2532) พบวา Bacillus subtilis TISTR 25 สายพันธุที่แยกไดจากดินในประเทศไทย ซึ่ง
เปนสายพันธุที่ผลิตไดทั้งนิวทรัลโปรติเอสและแอลคาไลนโปรติเอสมีชวงการทํางานในระหวาง pH 7.0-11.0 และ
มีแอคติวิตีสูงสุดที่ pH 8.0 และ pH 10.5 นอกจากนี้การผลิต    โปรติเอสสามารถถูกชักนําโดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ในอาหารสูตรปรับต่ําที่เสริมดวย  1 เปอรเซ็นตกลูตาเมท pH 6.0 และพบวาการผลิตโปรติเอสถูก
กดดันในภาวะที่มีน้ําตาลกลูโคส      การตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต และแยกโดยซีเอ็ม-เซลลูโลส 
คอลัมนโครมาโตร- กราฟ พบวามีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 2.3 เทา โดยพบวา เอนไซมเปนพอลิเปปไทดสายเดี่ยว ไม
มีหนวยยอย มีน้ําหนักโมเลกุล 27,000 ดาลตัน ความเปนกรด - ดาง และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาคือ 
pH 8.0 และ 55 องศาเซลเซยีส เอนไซมไฮโดรไลสไดทั้งสับสเตรทธรรมชาติและสังเคราะห 

      อุดมลักษณ ธิติรักษพาณิชย (2533) แยกเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ใหบริสุทธิ์
ดวยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 40 - 70% แลวผานคอลัมน       โครมาโตรกราฟ 2 ชนิด คือ ซี
เอ็ม เซลลูโลส และ เซฟาเดกซ จี 75 และทดสอบความบริสุทธิ์โดยเทคนิค พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส
ไดแถบโปรตีนแถบเดียว และหาหนวยยอยโดยวิธี   เอสดีเอส พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส พบวา 
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เอนไซมเปนพอลิเปปไทดสายเดี่ยว มีขนาดโมเลกุล 37,000 ดาลตัน สภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฎิกิริยาการยอย
สลายเคซีนดีที่สุดที่pH 7.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นิวทรัลโปรติเอสจาก Bacillus subtilis TISTR 25 
สามารถยอย          สับสเตรทที่เปน tripeptide ขึ้นไป เอนไซมถูกยับยั้งปฎิกิริยาไดดวยสารคีเลตติ้ง EDTA และ 
Phenanthroline   

      จากงานวิจัยนี้ถือเปนแนวทางหนึ่งในการคนควาวิจัยเพิ่มเติมเกี่ยวกับ ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรติเอส 
การแยกใหบริสุทธิ์บางสวนและศึกษาสมบัติของเอนไซมจากแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากตัวอยางดินในประเทศ
ไทยเพื่อเปนแนวทางเลือกใหมในการหาจุลินทรียที่มีสมบัติที่ดี เหมาะสม สามารถนําไปใชงานไดมากขึ้น เมื่อนํา
ไปเปรียบเทียบกับโปรติเอสที่ผลิตไดจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ที่มีอยูเดิมซึ่งนับวามีประโยชนตองานวิจัย
และยังสามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาห-กรรมไดตอไป 

      วัตถุประสงค 

1. เพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่สามารถผลิตโปรติเอสทนรอนที่คัดเลือกไดจากตัวอยางดินในประเทศไทย 

2. เพ่ือศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรติเอสจาก Bacillus cereus 

3. ศึกษาวิธีการที่ทําใหโปรติเอสบริสุทธิ์บางสวน 

4. ศึกษาสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และจลนพลศาสตรของเอนไซมบริสุทธิ์บางสวน 
  
 
 
    
  
  
  
  



บทท่ี 2 
 

ครุภัณฑและเคมีภัณฑ 
2.1 ครุภัณฑ 

ครุภัณฑ รุนท่ีผลิต บริษัท/ประเทศที่ผลิต 
1. เครื่องวัดและบันทึกการดูดกลืนแสง 
(UV spectrophotometer) 

Spectronic Gene SYS 8 BECTHAI/Thailand 
 

2. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง Spectronic 20 D Baush & Lomb/U.S.A. 
3. เครื่องปนความเร็วสูงที่ควบคุม
อุณหภูมิได (refrigerated 
microcentrifuge) 

Sigma 2MK Sigma Laboratory/Western 
Germany 
 

4. เครื่องเหวี่ยงตกตะกอน 
(centrifuge) 

H-103 N series Kokusan/Japan 

5. เครื่องอบนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) HA-30 Hirayama Manufacturing 
Cooperation/Japan 

6. ตูบมเชื้อ (incubator) Heraeus Type B 5050 E Heraeus/Germany 
7. เครื่องเขยาใหอากาศควบคุมอุณหภูมิ
ดวยน้ํา (Gyrotary water bath shaker ) 

G76D New Brunswick Scientific 
Co.,Inc., Edison, N.J/U.S.A. 

8. เครื่องเขยาใหอากาศควบคุมอุณหภูมิ
ได  (controlled environment incubator 
shaker) Phycotherm Model G 760 

G760 New Brunswick Scientific 
Co.,Inc., Edison, N.J/U.S.A. 

9. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง 
(pH- meter) 

PHM 83 Autocal Radiometer, Copenhagen/ 
Denmark 

10. เครื่องชั่งสาร Mettler AE200 Mettler Instrument AG/ 
Switzerland 

11. เครื่องชั่งสาร Sartorius LC6205 Sartorius/ Germany 
12.เครื่องหาปริมาณไนโตรเจน 
(Kjeldatherm) 

- BUCHI/Switzerland 
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ครุภัณฑ รุนท่ีผลิต บริษัท/ประเทศที่ผลิต 
13. เครื่องระเหยน้ําอุณหภูมิต่ํา 
(lyophilizer) 

Lyph-Lock 1L LABCONCO/U.S.A. 

14. เครื่องแชแข็ง (freezer) Model SF-C95 Sanyo / Japan 
15. เครื่องกรอง (ultrafiltration) Model Ampicon PM-10, 

membrane และ 
Microconcentrator Model 
CentriconTM 10 Amicon 
Division 

W.R. Grace & Co./U.S.A. 

16. เครื่องกวนสาร (stirrer) Figherbrand Fisher Scientific/England 
 
2.2 เคมีภัณฑ 

สารเคมี บริษัท / ประเทศที่ผลิต 

agar 
ammonium sulfate 
azocasein 
bovine serum albumin (BSA)  
calcium chloride dihydrate 
casein hammerstein 
dialysis tubing 25 mm 
ethanol 
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) 
glucose 
hydrochloric acid 
magnesium sulfate 
peptone from meat 
potassium hydrogen phosphate 
 potassium hydroxide 
sephadex G – 75 
 

Scharlau/Spain 
CARLO ERBA/Italy 
Sigma Chemical Co.,Ltd./U.S.A. 
Sigma Chemical Co.,Ltd./U.S.A. 
Merck AG. Darmstadt/German 
BDH Laboratory Chemicals Division/England 
Sigma Chemical Co.,Ltd./U.S.A. 
Scharlau/Spain 
Sigma Chemical Co.,Ltd./U.S.A. 
Fluka AG. Buch/Switzerland 
Merck AG. Darmstadt/German 
CARLO ERBA/Italy 
Merck AG. Darmstadt/German 
CARLO ERBA/Italy 
Usb/U.S.A. 
Pharmacia Biotech/Sweden 
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สารเคมี บริษัท/ประเทศที่ผลิต 

skim milk 
sodium chloride 
sodium dodesyl sulphate 
toluene 
trichloroacetic acid (TCA) 
tris - (hydroxymethyl) – aminomethane 
yeast extract 

DIFCO/U.S.A. 
LAB – SCAN/Ireland 
Sigma Chemical Co.,Ltd./U.S.A. 
BDH Laboratory Chemicals Division/England 
CARLO ERBA/Italy 
UNIVAR/Australia 
Scharlau/Spain 

 
2.3 แบคทีเรียที่ใชในการทดลอง 
 Bacillus cereus ซ่ึงคัดเลือกไดจากบอน้ําเค็มรอน จังหวัดกระบี่ สามารถผลิตนิวทรัลโปรติเอส และ
หล่ังออกมานอกเซลลได การคัดเลือกแบคทีเรียกลาวถึงในบทที่ 3 และ Bacillus subtilis TISTR 25 ไดรับ
ความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย TISTR (Thailand Institute of 
Scientific and Technological Research) Culture Collection เปนสายพันธุที่แยกไดจากดินในประเทศไทย 
 

 



บทท่ี 3  
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 

3.1 การคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตโปรติเอสจากตัวอยางดิน 
      เก็บตัวอยางดินจากบริเวณบอนํ้าพุรอน บอนํ้าทิ้งยางพารา และบอเลี้ยงกุง จากดินในประเทศไทย  
ดังนี้ (ภาคเหนือ: เชียงใหม, เชียงราย, แมฮองสอน, ลําปางและตาก  ภาคกลาง: ราชบุรี และกาญจนบุรี  
ภาคตะวันออก: จันทบุรี และระยอง  ภาคใต: ระนองและกระบี่ ) รวมทั้งส้ิน 63 ตัวอยางดิน 
       
     3.1.1 การคัดเลือกแบคทีเรียครั้งที่ 1 (primary screening) 
              ช่ังตัวอยางดินท่ีเก็บไดนํ้าหนัก 1 กรัม จากนั้นนําดินไปทําใหเจือจางในน้ํากลั่นที่ผานการนึ่งฆา
เชื้อแลวปริมาตร 9 มิลลิลิตร และนําไป spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ NA (ภาคผนวก ฉ ขอ 1)โดยใช
สารละลายตัวอยางดินคือ 10 µl, 100 µl, 500 µl ใน NA จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 0 C เปนเวลา  
17 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเขี่ยโคโลนีที่แยกไดไปทําใหบริสุทธิ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ถายเชื้อลงบน Skim 
milk (ภาคผนวก ฉ ขอ 2  ) แลวบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมงเก็บแบคทีเรียที่ใหวงใสที่
แยกไดไปทดลองขั้นตอไป     
                 
     3.1.2 การคัดเลือกแบคทีเรียครั้งที่ 2 (secondary screening) 
              แบคทีเรียที่ใหวงใสจากการคัดเลือกแบคทีเรียครั้งที่ 1 ( primary screening ) มาเลี้ยงในอาหาร
เหลวผลิตโปรติเอส (ภาคผนวก ฉ ขอ 3 ) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 o C เปนเวลา 17 ช่ัวโมง 
จากนั้นนํามาเหวี่ยงท่ี 3,500 รอบตอนาที นําสวนใสมาจํานวน 20 µl มาบมที่อุณหภูมิตางๆ ตั้งแต
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสถึง 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที กอนนํามาหยอดลงในหลุมบน 
skim milk agar plate ท่ีเจาะหลุมไว    จากนั้นนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 17 ช่ัวโมง เพื่อหา
ภาวะในการทดสอบการทํางานของเอนไซม 
                 
     3.1.3 การทดสอบแอคติวิตีของเอนไซมโดยใชวิธี Azocasein hydrolysis (Rajar, 1994) 
              หลังจากทราบภาวะที่เหมาะสมเพื่อเปนแนวทางในการทดสอบแอคติวิตีของเอนไซมจากการ
คัดเลอืกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่ 2 (secondary screening) โดยนําแบคทีเรียท่ีใหวงใส มาหา         
แอคติวิตีของเอนไซม โดยบมสวนใสของน้ําเลี้ยงเชื้อ 0.1 มิลลิลิตรกับ azocasein solution 0.2%           
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1 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ฉ ขอ 4), Tris-HCl 0.1 M ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตรโดยใชอุณหภูมิ และ pH ที่   
เหมาะสมของการหาคาแอคติวิตี โดยไดขอมูลมาจากขอ 3.1.2 โดยบมเปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้น
หยุดปฏิกิริยาโดยเติม 10 % trichloroacetic acid  (ภาคผนวก ฉ ขอ 5) กอนใสสวนใสของเอนไซมแลว
จึงนําไปบมโดยใชอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมตามที่ไดกลาวแลวขางตน โดยกําหนดให 1 หนวยของ
เอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมท่ีทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ 440 นาโนเมตรมีคาเพิ่มขึ้น 0.1 หนวยตอนาที 
ภายใตภาวะที่กําหนด 
 
     3.1.5 การหาภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของโปรติเอส 
              การหาภาวะที่เหมาะสมของการทํางานของโปรติเอส โดยการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ, ความเปน
กรด- ดาง และอัตราการเขยา โดยนําจุลินทรียที่ผลิตโปรติเอสมาเลี้ยงในอาหารเหลว (Raja medium)ใน
ขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร โดยบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 17 ช่ัวโมง เขยาดวยความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที แลวเหวี่ยงท่ี 3,500 รอบตอนาที เพื่อนํา
สวนใสมาหาแอคติวิตีของโปรติเอสที่อุณหภูมิและ pH โดยวิธี azocasein hydrolysis ดังไดกลาวแลว 
ขางตน และวิธีการคํานวณแอคติวิตีของเอนไซม ( 3.1.5.1 ) ดังนี้ 
               3.1.5.1 การคํานวณคาแอคติวิตีของเอนไซม  
คาการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนไป   0.1 หนวย    เทียบไดกับแอคติวิตี   0.1   หนวย  
ดังนั้น ถาคาการดูดกลืนแสงเปลี่ยนไป   1   หนวย    เทียบไดกับแอคติวิตี   10  หนวย  ----- ( 1 ) 
 
ใชปริมาณเอนไซม    100  µl         คิดเปน      1   หนวย  
ถาใชปริมาณเอนไซม   1,000 µl       คิดเปน     10   หนวย  -----( 2 ) 
 
 คาการดูดกลืนแสงสุทธิ =    คาการดูดกลืนแสงของ Sample -   คาการดูดกลืนแสงของ control 
Unit activity  =  [ คาการดูดกลืนแสงสุทธิ x (1 ) x ( 2 ) ] / เวลา 
         มีหนวยเปน U/ml/min 
specific activity  =   Unit activity/ mg protein 
       มีหนวยเปน U/mg protein 
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     3.2 การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่ไดจากการคัดเลือก 
           3.2.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
                    3.2.1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชกลองจุลทรรศน (light  microscope) 
                                เพ่ือดูการติดสีแกรม รูปราง ลักษณะ และการเรียงตัวของแบคทีเรีย นอกจากนี้ยัง
สามารถดูตําแหนงของสปอรในเซลลแบคทีเรียได ซ่ึงสามารถนําไปจําแนกชนิดไดอยางคราวๆ 
                    3.2.1.2  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน (electron 
microscope )  
                                 เพื่อดูขนาดความกวาง ยาว ของแบคทีเรีย ซึ่งเรยีกวา scanning electron microscope 
(SEM) ซึ่งสามารถดูภาพวัตถุไดถึง 3 มิติ และไดภาพขยายถึง 75,000-10,000 เทา 
         
                    3.2.2 การทดสอบสมบัติทางชีวเคมี (biochemical test) ไดรับความอนุเคราะหการทดสอบ
สมบัติทางชีวเคมี จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ซึ่งการทดสอบมีดังนี้คือ 
                     
                             3.2.2.1 ลักษณะการเกิด hemolysis ใน blood agar โดยดูลักษณะการเกิด hemolysis 
ซ่ึงเกิดจากการลักษณะยอยเม็ดเลือดแดงวาเปนแบบ α- hemolysis มีลักษณะเปนสีเขียว,  β มีลักษณะ
เปนวงใสโดยสมบูรณ หรือ γ-hemolysis แสดงวาไมเกิดการยอยเม็ดเลือดแดง  
                     
                             3.2.2.2 การทดสอบการใชน้ําตาลใน TSI agar  
                             หลักการ ในอาหาร TSI ประกอบดวยนํ้าตาล 3 ชนิดคือ glucose 0.1%, lactose 1%  
และ sucrose 1%  เนื่องจากที่ผิว slant มีเชื้อมากกวาบริเวณอื่น นํ้าตาล glucose ที่ slant จึงถูกใชหมดเร็ว
กวา ถาเชื้อไมสามารถใชน้ําตาล lactose และ/ หรือ sucrose ก็จะหันไปใชโปรตีนที่มีอยูในอาหารทําให 
slant มีความเปนดาง ( เปลี่ยนสี phenol red เปนสีแดง ) สวนที่ butt สามารถหมักยอยนํ้าตาล glucose ได
ดใีนสภาพที่ไมมีอากาศ อาหารเลี้ยงเชื้อจึงมีความเปนกรด (เปลี่ยนสี phenol red เปนสีเหลือง) (ปฏิกิริยา
ใน TSI เปน K/A) 
                                         
                             3.2.2.3  การทดสอบ motility การตรวจพิสูจน motility ของเชื้อกลุมที่ไมยอยน้ําตาล 
โดยดูการเจริญนอกรอย semisolid agar slab                   
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                             3.2.2.4  การทดสอบ Indole test  แบคทีเรียที่มีเอนไซม tryptophanase จะสามารถ
ผลิตindole จาก tryptophan ซ่ึงตรวจสอบไดโดยทําปฏิกิริยากับ p- dimethylaminobenzaldehyde ในน้ํา
ยา Kovac ไดผลผลิตเปนสีแดงเกิดขึ้น 
     

 
                             3.2.2.5  การทดสอบ citrate test                                                                                                     
.                             หลักการ เพื่อทดสอบความสามารถของเชื้อในการใช citrate เปนแหลงคารบอนใน
ขบวนการ metabolism และใหผลผลิตเปนดาง ซึ่งจะเปลี่ยนสี indicator เปนสีนํ้าเงิน 

                              3.2.2.6 การทดสอบเอนไซม urease 
                              หลักการ  แบคทีเรียท่ีมี urease สามารถยอย urea ได ammonia และ carbonate ซึ่งมี
ฤทธิ์เปนดาง เปลียนสี indicator เปนสีชมพูแดง 
 
 
 
 
                     
 
 

ferrous ions 
Tryptophan                                         Indole                                     resindol    dye  ( red color ) 

                   
sodium citrate                                   CO2                                     Na2CO3     
                                                                                                                                       alkaline           
     Na+                                 NaOH                                                             
 
 

blue colour 

tryptophanase 
from bacteria 

p – dimethyl 
aminobenzaldehyde 
in Kovac’s reagent

bromthymol

citratase  
from bacteria 

urea    2NH3 dark pink 
( pH 6.8 ) 

urease from 
bacteria phenol red

Na + H2O
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                              3.2.2.7 การทดสอบ nitrate test 
                              หยด nitrate solution A และ B โดยหยดลงในอาหารทดสอบ nitrate broth      
 
 
 
                                      
 
 
 
                                                                                                                                                                                               
 
 
                              ถาเกิดสีแดงภายใน 1 – 2 นาที แสดงวา nitrate ถูก reduce เปน nitrite แตถาไมเกิดสี
แดงขึ้น (อาจเกิดจากเชื้อนั้นใช nitrite ตอ) จึงตองทดสอบวามี unreduced nitrate เหลืออยูหรือไม โดย
การเติม zinc dust ไป reduce nitrate เปน nitrite ถาสีของน้ํายาที่เติมลงไปยังคงไมมีสี แสดงวาผลการ
ทดลองเปนบวก แตถาเกิดสีแดง แสดงวามี nitrate เหลืออยูผลจึงเปนลบ 
                 
                               3.2.2.8 การทดสอบ esculin hydrolysis  
                               หลักการ เปนการทดสอบความสามารถของเชื้อในการยอย glycoside esculin เปน 
esculetin และ glucose ไดโดย esculin solution 0.2 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลอง ใสเชื้อปริมาณมากพอ 
บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ถาเชื้อสามารถยอย glucoside esculin ไดเปน esculetin 
จะทําปฎิกิริยากับ ferric ammonium citrate เกิดสารสีดํา  
                      
                               3.2.2.9  การทดสอบ Voges- Proskauer Test (VP)   
                               หลักการ เปนการทดสอบความสามารถของเชื้อในการสรางสาร acetyl-methyl 
carbinol (acetoin) จาก glucose สารนี้มีฤทธิ์เปนกลาง จะถูก oxidise โดย KOH และ O2 ได diacetyl 
แลว diacetyl ที่ไดนี้ถามี α- naphtol (catalyst) และกรดอะมิโน arginine (เหลือจากอาหาร peptone) 
หรือ creatine อยูดวยจะเกิดเปน complex สีแดงสมขึ้น 
                                         

nitrate   nitrite   N2 (gas)
nitrate reductase 

sulfanilic (sol A.) 
naphthylamine (sol B.)

red color (positive)

Zinc dust

red color ( negative)
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                               3.2.2.10 การทดสอบ gelatin liquefaction  
                               หลักการ gelatinase ซึ่งเปนเอนไซมจะยอย gelatin ผลการทดสอบอาหารเลี้ยงเชื้อจะ
เหลว 
                                                            
                               3.2.2.11  การทดสอบ lecithinase test 
                               หลักการ lecithinase เมื่อ hydrolyse lecithin แลวผลิตภัณฑสุดทาย เปน diglyceride 
และ phosphorylcholine กอใหเกิดความขุนขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ เนื่องจากไมละลายน้ํา ผลบวกเกิดโซน
ขุนรอบโคโลนี 
                                                
                               3.2.2.12   การทดสอบ carbohydrate fermentation test  
                               หลักการ  เปนการทดสอบความสามารถของเชื้อในการใชนํ้าตาลเพื่อเปนแหลง      
ตนตอของคารบอน ถาเชื้อสามารถใชนํ้าตาล จะทําใหเกดิกรด phenol red ซึ่งเปน indicator จะเปลี่ยน
จากสีแดงเปนสีเหลือง 
                            
           3.2.3 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ 16S rRNA gene โดยนําเซลลแบคทีเรียมา 
สกัด DNA ตามวิธีของ Sambrook และคณะ (ขอ 3.2.3.1) แลวนํามาทํา PCR 30 รอบ  (ขอ 3.2.3.2) โดย
ใช primer A (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG), primer D (CAG CAG CCG CGG TAA TAC) 
และ primer Ho  (AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA) ( Edwards และ คณะ, 1989 ) แลวนําเอา    
ผลิตภัณฑ PCR มาทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่อง DNA sequencer แลวเปรียบเทียบกับลําดับ
นิวคลีโอไทดใน BLAST Programme ที่มีอยูในฐานขอมูล ( http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) 
                    3.2.3.1 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย มีขั้นตอนการสกัดดังนี้ 
                    1. เลี้ยงเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใหเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน นํา
เชื้อท่ีเลี้ยงมาปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใสในหลอด eppendoffs จากนั้นนํามาปนดัวยความเร็ว 12,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 2 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง นําตะกอนที่ไดมาละลายใน SET buffer (ภาคผนวก ก. ขอ 1) 
100 µl แลวเติม SET buffer อีก 350 µl ปนใหเขากัน 
                    2. เติม 5 µl ของ lysozyme (10 mg/ml)(ภาคผนวก ก. ขอ 3) กับ 5 µl ของ RNase  
(20 mg/ml)นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นเติม 20 µl ของ 10 % SDS  
(ภาคผนวก ก. ขอ 4) และ 5 µl ของ proteinase K (20 mg/ml)ทําใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา 



 27

                    3. เติม 50 µl ของ 5.0 M sodium-acetate (ภาคผนวก ก. ขอ 5) เขยาใหเขากันเบาๆบมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน แลวเติม phenol-chloroform-isoamyl alcohol เทากับ
ปริมาตรสุดทาย เขยาใหเขากันปนดัวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 20 นาที 
                    4. นําสารละลายสวนใสดานบนไปใสในหลอดใหม จากนั้นเติม isopropanol ปริมาตร 0.6 
เทาของปริมาตรสารละลายที่ได เขยาเบาๆ แลวนําไปเก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เปนเวลา         
30 - 60 นาที ปนดัวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 
                    5. เก็บสวนที่เปนตะกอนของดีเอ็นเอที่สกัดได  แลวเติม ethanol 70%  ที่เย็นจัด ปริมาตร    
1 มิลลิลิตรระเหย ethanol 70%  ออกจากตะกอนดีเอ็นเอ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  หรือ 50 องศา
เซลเซียส ละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดดวย TE buffer ปริมาตร 50 µl ปนดัวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําสารละลายดีเอ็นเอไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หรือ –20 องศา
เซลเซียส 
                     3.2.3.2 การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยใชวิธี PCR ไพรเมอรที่ใชมีดังนี้คือ 
1. primer A ( AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG ) 
2. primer D ( CAG CAG CCG CGG TAA TAC )  
3. primer Ho ( AAC GAG GTG ATC CAG ) 

รูปที่ 3.1 แสดงถึงลําดับนิวคลีโอไทดที่จําเพาะของไพรเมอร แตละชนิดใน 16 S rRNA geneโดยทิศทาง
การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอจะเปนไปตามทิศทางของลูกศร 
 
Master mix PCR  ท่ีใชในการทดลองคือ 
                    10x  PCR buffer                     ปริมาตร       15      µl     
                    MgCl2 25mM                 ปริมาตร         9      µl 
       dNTP 10mM                 ปริมาตร        3       µl 
       primer A  (10 pmol/ml )                    ปริมาตร        3       µl 

 
 
5′                                                                                                                              3′ 

pA 
( 8-28 ) 

pD 
( 518-536 )

pHo 

( 1542-1522 ) 



 28

       primer Ho: (10 pmol/ml)        ปริมาตร        3       µl    
       5U/µl Taq DNA polymerase    ปริมาตร         1.2       µl 
       น้ํากลั่นปลอดเชื้อ   ปริมาตร         112.8   µl   
            ปริมาตรรวม              147        µl 
ทํา 3 หลอด คือ หลอดควบคุม และตัวอยางอีก 2 หลอด โดยใสดีเอ็นเอแมแบบ หลอดละ 1 µl  แลวใส 
Master mix หลอดละ 49 µl รวมปริมาตรแตละหลอดคือ 50 µl จากนั้นใชเครื่อง PCR analyzer สภาวะที่
ใชมีดังนี้  
หมายเหตุ สําหรับการใช primer D (10 pmole/ml) และ primer A ( 10 pmole/ml ) ใชกรรมวิธีและภาวะ
เชนเดียวกัน  
 

    Denaturation              94 oC 
    Primer annealing       53 oC     
    Primer extension       72 oC 
    Final extention          72 oC 

30 cycles 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
จากนั้นนํา PCR productที่ไดมาทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่อง DNA sequencer แลวเปรียบเทียบ
กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล BLAST Programme 
 
3.3 การหาภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตโปรติเอส 
      3.3.1 การเปรียบเทียบระหวางอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิดคือ Raja’s medium  (ภาคผนวก ฉ. ขอ 3) และ 
Nutrient broth (ภาคผนวก ฉ. ขอ 6)  

   40 Sec 
94 .C 

   3 min        53oC
72.C

4.C        35 Sec
  1.45min  7 min

Denaturation 

annealing

extension

30 cycles
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               นําอาหารทั้ง 2 ชนิดมาเลี้ยงแบคทีเรีย ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส , pH 7.0 เขยาที่ความเร็วรอบ 
250 รอบ / นาที เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของ
เอนไซม 
       
      .       3.3.2 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
                       เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิตางๆ คือ 37 องศาเซลเซียส,  45 องศาเซลเซียสและ 50 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็วรอบ 250 
รอบ/นาที เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของ
เอนไซม 
 
              3.3.3 การศึกษา pH ที่เหมาะสม 
                       เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  ท่ี pH 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 และ 11.0 เขยาที่ความเร็วรอบ 250 รอบ / 
นาที  เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตขีองเอนไซม 
 
              3.3.4 การศึกษาปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสม 
                       เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  pH ท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.3 ปริมาณเชื้อเริ่มตนตางๆดังนี้คือ 0.5, 1.0, 
1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0% ( v/v ) ความเร็วรอบ 250รอบ/นาที  เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72   
ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม 
  
               3.3.5 การศึกษาความเร็วรอบที่เหมาะสม 
                        เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  pH ท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.3 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.4 เขยาท่ีความเร็วรอบ 200, 250 และ 300 รอบ/นาที  เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัว-
โมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม 
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              3.3.6 การศึกษาปริมาณของกลูโคสที่เหมาะสม   
                        เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  pHที่เหมาะสมจากขอ 3.3.3 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.4 เขยาที่ความเร็วรอบที่เหมาะสมจากขอ 3.3.5 โดยใชกลูโคสเปนแหลงของคารบอนความเขมขน
ตางๆดังนี้    0 ,0.25 , 0.5, 0.75 และ 1.0 g% ( w/v ) คือ เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง 
วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม 
               3.3.7 การศึกษาปริมาณของเปปโตนที่เหมาะสม  
                        เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  pH ท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.3 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.4 เขยาที่ความเร็วรอบที่เหมาะสมจากขอ 3.3.5 ความเขมขนของกลูโคสที่เหมาะสมจากขอ 3.3.6 ที่
ปริมาณของเปปโตนซึ่งเปนแหลงไนโตรเจนตางๆดังนี้คือ 0, 0.5, 1.0 และ 1.5 g% (w/v)   เก็บตัวอยาง
ทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม 

 
               3.3.8 การศึกษาปริมาณของแคลเซียมคลอไรดท่ีเหมาะสม 
                        เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  pH ท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.3 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.4  เขยาที่ความเร็วรอบท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.5 ความเขมขนของกลูโคสที่เหมาะสมจากขอ 3.3.6  
ปริมาณไนโตรเจนจากขอ 3.3.7 ท่ีความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดตางๆ ดังนี้คือ 0, 0.1, 0.2 และ 0.3 
g% (w/v)  เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของ
เอนไซม 

 
               3.3.9 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ 
                         เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2 pH ที่เหมาะสมจากขอ 3.3.3 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.4 เขยาที่ความเร็วรอบท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.5 ความเขมขนของกลูโคสที่เหมาะสมจากขอ 3.3.6 
ความเขมขนของเปปโตนจากขอ 3.3.7 ความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดจากขอ 3.3.8 เก็บตัวอยางทุก 
6  ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม 
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3.4 ขั้นตอนการเตรียมเอนไซมและการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์บางสวน 
      ในการเตรียมเอนไซมปริมาณมาก เลี้ยงเชื้อในทํานองเดียวกับขอ 3.3.1.1 ในภาวะที่เหมาะสมตามที่
ไดศึกษาจาก ขอ 3.3 ใสอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาณ 300 ml ในขวดรูปชมพูขนาด 1,000 ml หลังเลี้ยงเชื้อเปน
เวลา 48 ช่ัวโมง นําไปปนท่ีความเร็วรอบ 5,000 รอบ/นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แยกเก็บ
สวนน้ําใส เรียกสารละลายนี้วา crude enzyme นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เพื่อนําไปศึกษา
และทําใหบริสุทธิ์ตอไป 
       
      3.4.1 การทําใหเขมขนดวยวิธี ultrafiltration                                                                                    
               นําน้ําเลี้ยงเชื้อที่แยกเซลลออกมาแลวมาทํา ultrafiltration โดยลดปริมาตรใหเหลือ 1 ใน 3 โดย
กรองผานเมมเบรนที่มี molecular weight cut off 10,000  
       
      3.4.2 การตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต  
               เติมผงแอมโมเนียมซัลเฟตซ่ึงบดละเอียดลงใน crude enzyme อยางชาๆ ใหไดเปอรเซ็นต
แอมโมเนียมซัลเฟตที่บดละเอียด 80 เปอรเซ็นต  (516 มิลลิกรัมตอน้ําเลี้ยงเชื้อ 1 มิลลิลิตร) โดยคอย ๆ 
เติมทีละนอยคนเบาๆ จนแอมโมเนียมซัลเฟตละลายหมด แลวนําไปตั้งท้ิงไวในตูเย็น 1 คืน นํามาเหวี่ยง
ตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที แยกเอามาเฉพาะสวนที่เปนตะกอนมา
ละลายในสารละลาย Tris-HCl 0.1 M pH 7.0        
       
      3.4.3 การขจัดเกลือออกจาก crude enzyme โดยวิธีไดอะไลซิส 
               นําสารเอนไซมที่ไดจากการตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต บรรจุลงในถุงไดอะ-
ไลซิส นําไปไดอะไลซใน Tris-HCl 0.1 M pH 7.0 ใชบัฟเฟอร ปริมาตร 10 เทาของสารละลายที่ไดจาก
การละลายตะกอนในขอ 3.4.2 เปนเวลา 10 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลายที่ไดมาวัดปริมาตร ปริมาณ
โปรตีน และแอคติวิตีของโปรติเอส 
      
      3.4.4 การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธีแบรดฟอรด (Bradford, 1976) 
               ใชสารละลายตัวอยางที่ตองการวัดปริมาณโปรตีน 0.1 ml ผสมกับสารละลายโปรตีนรีเอเจนต 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาและตั้งทิ้งไว เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง นําไปวัดการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
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3.5 การศึกษาสมบัติของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
3.5.1 การตรวจหาความบริสุทธิ์ของเอนไซม น้ําหนักโมเลกุลและหนวยยอยของเอนไซม 

             3.5.1.1 วิธีแยกโปรตีนดวยพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิสชนิดไมตอเนื่อง ( Disc 
polyacrylamide gel electrophoresis ) 
                            3.5.1.1.1  การเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 
                           เตรียม seperating gel 7.0 %  (2 แผน) (วิธีเตรียมสารละลายตามภาคผนวก ข.)โดยใช
สารละลาย 30 % อะคริลาไมด 2.33 มิลลิลิตร, Tris-HCl 1.5 M pH 8.8, น้ํากลั่น 5.15 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมสารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต 10% 50 ไมโครลิตรและ TEMED 5 ไมโครลิตรใหสารละลาย
เปนเนื้อเดียวกันแลวนํามาบรรจุในแผนแกวคูขนานขนาด 1.50 mm x 16 x 18 cm (ระหวางแผนแกวมี 
spacer คั่นอยู) จนสารละลายมีความสูง 12 cm จากนั้นคอยๆ หยดน้ํากลั่นลงบนผิวเจล ตั้งท้ิงไวที่
อุณหภูมิหองประมาณ 1 ช่ัวโมง เมื่อสังเกตเห็นรอยตอระหวางเจลและน้ํากลั่นอยางชัดเจน เทน้ํากลั่น
ออกจากหนาเจล จากนั้นเตรียม stacking gel โดยผสมสารละลาย 30 % อะคลิลาไมด 0.835 ml, Tris-
HCl 0.5 M pH 6.8 ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 2.9 มิลลิลิตร เขยาใหสารละลายเปนเนื้อเดียว
กัน เติมสารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต 10%  25 ไมโครลิตร, TEMED 5 ไมโครลิตร แลวเติมสาร
ผสมนี้ลงในแผนแกวคูขนานที่มี comb อยู ทิ้งใหเจลแข็งตัวประมาณครึ่งชั่วโมง จากนั้นคอยๆดึง comb 
ออก ลางผิวเจลดวยน้ํากลั่น 2-3 ครั้ง เตรียมนําไปใชในการทดลองตอไป 
  
                           3.5.1.2.2  การทําอิเลกโทรโฟริซิส 
                       ใสแผนเจลลงในอางบัฟเฟอรในแนวตั้ง ใสสารละลายทริส-ไกลซีนบัฟเฟอร pH 8.3 
ลงในอางบัฟเฟอร จนทวมแผนเจลทั้งสองขาง นําสารละลายเอนไซมที่เตรียมไวไปหยอดลงบนหลุม
เจล (wells)  ปริมาณตอหลุมประมาณ 10-100  µg และปริมาตรที่หยอดประมาณ 15-30  µl แลวผาน
กระแสไฟฟา ขนาด 20 มิลลิแอมแปร/แผนเจล โดยกําหนดใหขั้วลบอยูดานบน จนกระทั่งแถบสีตาม
รอยเคลื่อนไปจนถึงระยะอีก 1 เซนติเมตร จากปลายลางของแผนเจล จึงหยุดกระแสไฟฟา 
                            
                           3.5.1.2.3 วิธียอมสีโปรตีนในแผนพอลิอะคริลาไมดเจล 
                     แกะแผนเจลจากแผนกระจกแลวนําไปแชในน้ํายายอมสีโปรตีนท้ิงไวคางคืนจากนั้น
นําแผนเจลไปลางสีสวนเกินออกดวยน้ํายาลางสียอมโปรตีนจนกระทั่งแผนเจลใสและไดแถบสีนํ้าเงิน
ของโปรตีนปรากฎอยางชัดเจน เก็บแผนเจลที่ไดไวในน้ํายาลางสียอมโปรตีน  
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     3.5.2 เซฟาเดกซ จี-75 เจลฟลเตรชันคอลัมน 
              แชเซฟาเดกซ จี-75 ปริมาณ 25 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร แลวนําไปตมเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
โดยเปลี่ยนน้ํากลั่น 2 ครั้ง จากนั้นจึงตมดวย Tris-HCl 0.01 M pH 7.0 ที่มีแคลเซียมคลอไรด 20 มิลลิ- 
โมลารปริมาตร 1 ลิตร จากนั้นนําไปทิ้งไวใหเย็น แลวนําไปไลฟองอากาศออกโดยใช pump จากนั้นนํา
เจลมาบรรจุลงในคอลัมนขนาด 94 x 1.25 เซนติเมตร ใหไดเจลสูง 83 เซนติเมตร ผานสารละลาย  
0.01 M Tris-HCl pH 7.0 ที่มี 20 mM แคลเซียมคลอไรด อีกประมาณ 15 ช่ัวโมง ดวยอัตราการไหล 10 
มิลลิลิตร/ช่ัวโมง เพื่อใหเม็ดเจลเรียงตัวอยูในสภาพสมดุลย ทดสอบประสิทธิภาพของคอลัมนดวยสาร
ละลายบลูเดกซแทรน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และโปแตสเซียมไดโครเมท 3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  
              โปรตีนมาตรฐานที่ใชไดแก bovine serum albumin (BSA) นํ้าหนักโมเลกุล 66,000 ดาลตัน, 
ovalbumin นํ้าหนักโมเลกุล 45,000 ดาลตัน, lysozyme  นํ้าหนักโมเลกุล 14,300 ดาลตนั และ 
cytochrome c น้ําหนักโมเลกุล 12,384 ดาลตัน ในปริมาณ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
              เก็บสารละลายซึ่งแยกไดจากคอลัมนหลอดละ 5 มิลลิลิตร ติดตอกันโดยใชเครื่องเก็บแยกสวน 
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดปริมาตรที่สารละลายโปรตีนที่ผานออก
มาจากคอลัมน นําไปคํานวณคา Kav ดังนี้  

                    
                            Ve   คือ elution volume ของโปรตีนที่ผานออกมาจากคอลัมน 
                            V0 คือ void volume ของคอลัมนที่วัดไดจากปริมาตรที่สารละลาย 
บลูเดกซแทรนผานออกมา 
                            Vt คือ  bed volume ปริมาตรทั้งหมดของคอลัมนสวนท่ีเจลบรรจุอยู (total 
volume) ที่วัดไดจากปริมาตรที่สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมทผานออกมา 
                                           
      3.5.3 เอสดีเอส - พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส (SDS-polyacrylamide gel  electrophoresis) 
               
               
 
 
 

Kav = Ve- V0   / Vt- V0 
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              3.5.3.1 การเตรียมเอสดีเอส - พอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 
              เตรียม seperating gel 12.5 % (2 แผน) โดยใช  acrylamide solution 30 %  ปริมาตร 4.17 
มิลลิลิตร ผสมกับ solution B (Tris-HCl 2 M pH 8.8 ปริมาตร 75 มิลลิลิตร, SDS 10% ปริมาตร 4 
มิลลิลิตร, น้ํากลั่น 21 มิลลิลิตร) จากนั้นเติมน้ํากลั่น 3.33 มิลลิลิตร, แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต 10% 
 50 ไมโครลิตร, TEMED 5 ไมโครลิตร และเตรียม stacking gel 10 % โดยใช  acrylamide solution  
30 % 670 ไมโครลิตร, ผสมกับ solution C (Tris-HCl 1.0 M pH 6.8 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร, SDS 10% 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร, นํ้ากลั่น 46 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ํากลั่น 2.3 มิลลิลิตร, แอมโมเนียมซัลเฟต 10% 
 30 ไมโครลิตร และ TEMED 5 ไมโครลิตร 
              โปรตีนมาตรฐานที่ใชไดแก phosphorylase b น้ําหนักโมเลกุล 97,000 ดาลตัน, albumin  
นํ้าหนักโมเลกุล 66,000 ดาลตัน, ovalbumin นํ้าหนักโมเลกุล 45,000 ดาลตัน, carbonic anhydrase  
นํ้าหนักโมเลกุล 30,000 ดาลตัน, trypsin inhibitor นํ้าหนักโมเลกุล 20,100 ดาลตัน, α - lactalalbumin 
นํ้าหนักโมเลกุล 14,400 ดาลตัน 
                     
               3.5.3.2  การเตรียมสารละลายโปรตีนและเอนไซมท่ีตองการวิเคราะห 
                            ใช standard 200 ไมโครลิตรกับ sample buffer (Tris-HCl 1 M, SDS 10%, glycerol 
50% ( v/v ), DTT 0.1 M และ bromophenol blue 1% pH 6.8 สวนสารละลายตัวอยางใชสารละลายตัว
อยางและสีตามรอยในอัตราสวน 4:1 (ความเขมขนของโปรตีนอยูในชวง 0.5 - 1.0 mg/ml ) นําไปตมใน
นํ้าเดือด เปนเวลา 5 นาที ทิ้งไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง 
                             
                            3.5.3.2.1 การทําอิเลกโทรโฟลิซิส 
                       วิธีทําเชนเดียวกับขอ 3.5.1.2.2  แตเปลี่ยนสารละลายทริส-ไกลซีนบัฟเฟอรท่ีเติม SDS 
ลงไปดวย และปริมาตรโปรตีนที่ใช 1-20 ไมโครลิตร/หลุม  
                            การคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม 
                            วัดระยะทางที่แถบโปรตีนเคลื่อนที่และระยะทางที่แถบสีตามรอยเคลื่อนที่ในแผนเจล
แลวคํานวณหา mobility ดังนี้ 
   relative mobility    =   ระยะทางที่แถบโปรตีนเคลื่อนที่/ระยะทางที่แถบสีตามรอยเคลื่อนที่    
คํานวณคา relative mobility ของนิวทรัลโปรติเอสแลวเทียบหาน้ําหนักโมเลกุลจากกราฟมาตรฐานของ
โปรตีน        
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     3.5.4 การเตรียม substrate - containing SDS zymogram gel 
              เพื่อใชในการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของโปรติเอสโดยใช casein เปน substrate 
โดยเปนวิธีการนํา เอสดีเอส - พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิสมาประยุกตใชโดยเติม casein ลง
ไปดวยเพ่ือเปนการยืนยันแถบที่มีโปรติเอสแอคติวิตีโดยเทียบกับโปรตีนมาตรฐานเชนเดียวกับขอ 3.5.3 
 
seperating gel 12% : 10 ml สําหรับ minislabs                 
    
                            สวนประกอบ     ปริมาตร ( มิลลิลิตร) 
  acrylamide-bisacrylamide, 30%:0.8%                   4 
         Tris-HCl 1.5 M buffer (pH 8.8)     2.5 
               casein (0.012 กรัม/มิลลิลิตร)     1 
               SDS 10 %          0.1 
        Ammonium sulfate 10% (w/v)     0.1 
               TEMED       0.04 

 น้ํากลั่น        2.3 
 ปริมาตรรวม       10 

Stacking gel 5% : 2 ml สําหรับ minislabs 
               สวนประกอบ                     ปริมาตร ( ml ) 
               acrylamide-bisacrylamide, 30%:0.8%                  0.33 
               Tris-HCl 1.0 M buffer ( pH 6.8 )     0.25 
               SDS 10 %          0.02 
         Ammonium sulfate  10% (w/v)     0.02 
     TEMED       0.002 
               น้ํากลั่น        1.38 
               ปริมาตรรวม       2 ml  
        การเตรียมสารละลายโปรตีนและเอนไซมท่ีตองการวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 3.5.3.2 สวนการ
ทําอิเลกโทรโฟริซิสเชนเดียวกับขอ 3.5.3.2.1 
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               3.5.4.1 ขั้นตอนการทํา Zymogram reaction 
    หลังจากขั้นตอนการทําอิเลกโทรโฟริซิสแลวใหนําเจล มาบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 
30 นาที โดยเขยาตลอดเวลาใช Triton X-100 2.5 %  กับ Tris-HCl pH 7.4 จากนั้นลางเจลดวยน้ํากลั่น 
เพื่อลาง Triton X-100 ออก และนําไปบมใน Zymogram reaction buffer ( 30 mM Tris-HCl , pH 7.4, 
NaCl 200 mM, CaCl 10 mM, Brij - 35 ) ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นนํามา
ยอมดวยสียอม ( Comassie brilliant blue 0.5% ) เปนเวลาครึ่งชั่วโมง และ  destain ดวย destaining 
solution ( methanol 10%  และ acetic acid 5 %  ) ปริมาตร 100 ml เปนเวลา 20 นาที ขึ้นไป 
  
3.6 การศึกษาสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี จลนศาสตรของโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
       
      3.6.1 การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทําปฎิกิริยาของเอนไซม  
               วัดแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1.4 ที่อุณหภูมิตางๆ ตั้งแต 37 องศาเซลเซียส ถึง  90 
องศาเซลเซียส 
       
      3.6.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของเอนไซม (thermal stability) 
นําเอนไซมมาบมที่อุณหภูมิตางๆในชวงระหวาง 55 องศาเซลเซียส ถึง 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที หลังจากนั้นนํามาวัดแอคติวิตีของเอนไซมที่เหลือตามวิธีในขอ 3.1.4 
           
      3.6.3 การศึกษา pH ท่ีเหมาะสมในการทําปฎิกิริยาของเอนไซม  
               บมเอนไซมกับสับสเตรทในสารละลายบัฟเฟอรที่มีคา pH 6.0 - 7.0 (phosphate - 
buffer  0.1 M),  pH 7.0 - 10.0 ( Tris-HCl buffer 0.1 M ), pH 10.0-12.0 (  Glycine-NaOH 0.1 M)จาก
น้ันวัดแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1.4 
       
       3.6.4 การศึกษาผลของ pH ตอความเสถียรของเอนไซม ( pH stability ) 
               นําเอนไซมมาบมกับสารละลายบัฟเฟอรที่ pH ตางๆ คือ 8.0, 10.0 และ 11.0 โดยใชสารละลาย
บัฟเฟอรในขอ 3.3.3 ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 45 นาที จากนั้นนํามาวัดแอคติวติีที่เหลือ 
 
      3.6.5 การศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซม 
               3.6.5.1 ใช casein ซึ่งเปนสับสเตรทธรรมชาติ เตรียมท่ีความเขมขน 2, 4, 6 และ 10  
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มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นํามาวัดแอคติวิตีของเอนไซมตามขอ 3.1.4 และ หาคา Km , Vmax  ของสับสเตรทโดย
อาศัยการพลอตแบบ Lineweaver-Burk plot 
               3.6.5.2 ใช azocaseinซึ่งเปนสับสเตรทสังเคราะห เตรียมท่ีความเขมขน 0.25, 0.50, 0.75 และ 
1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นํามาวัดแอคติวิตีของเอนไซมตามขอ 3.1.4 และ หาคา Km , Vmax  ของสับสเตรท
โดยอาศัยการพลอตแบบ Lineweaver-Burk plot 
 

      3.6.6 การศึกษาผลของตัวเรงการทํางาน ตัวยับยั้ง และไอออนของโลหะ ตอการทํางานของ
โปรติเอส 
                             3.6.6.1 การศึกษาผลของตัวเรงการทํางานของโปรติเอส 
                                         บมสารละลายเอนไซม 0.1 มิลลิลิตร กับ Tris-HCl buffer 0.1 M pH 7.0 
ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร กับแคลเซียมอิออน ที่มีความเขมขนสุดทายที่ 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 mM เปน
เวลา 20 นาที ท่ี อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นําไปหาแอคติวิตีท่ีเหลือของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1.4 
โดยทําเทียบกับ crude enzyme ที่มาจาก B. cereus สําหรับเอนไซมจาก B.subtilis TISTR 25 ก็ทําเชน
เดียวกัน 
                              3.6.6.2 การศึกษาผลของตัวยับยั้งโปรติเอส 
                                        บมสารละลายเอนไซม 0.1 ml กับ 0.1 M Tris-HCl buffer pH 7.0 ปริมาตร 
0.9 ml กับ EDTA ที่มีความเขมขนสุดทายท่ี 0, 2,4,6,8 และ 10 mM เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 55 oC 
นําไปหาแอคติวิตีท่ีเหลือของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1.4 โดยทําเทียบกับ Crude enzyme ที่มาจาก 
B.cereus สําหรับเอนไซมจาก B.subtilis TISTR 25 ก็ทําเชนเดียวกัน 
                               3.6.6.3 การศึกษาผลของไอออนของโลหะ 
                                           บมสารละลายเอนไซม 0.1 มิลลิลิตร กับ Tris-HCl 0.1 M buffer pH 7.0 
ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตรที่มีความเขมขนสุดทายของสารชนิดใดชนิดหนึ่งตอไปนี้ คือ ZnSO4.7H2O, 
CoCl2.6H2O, NaNO2, Ni (NO3)2.6H2O, Co (NO3)2.6H2O, MnSO4.H2O. FeSO4.7H2O, MgCl2, 
CaCl2.2H2O, MgSO4, HgCl2, Cu2SO4.5H2O, LiCl, FeCl3.6H2O   อยางละ 10 mM เปนเวลา 20 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1.4 
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3.7 การศึกษาอุณหภูมิของการเก็บรักษาเอนไซมที่ภาวะตางๆ 
      ศึกษาการเก็บรักษาเอนไซมในรูปผงที่อุณหภูมิหอง สารละลายเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
และสารละลายเอนไซมที่เติม glycerol 10% โดยเก็บท่ีอุณหภูมิตางๆดังนี้ –20 องศาเซลเซียส, 0 องศา
เซลเซียส, 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7, 14, 21, 28 และ 35 วัน แลวจึงนํามาวัด 
แอคติวิตีท่ีเหลือตามขอ 3.1.4  
           
 

 



บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1  การคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตโปรติเอสทนรอนจากตัวอยางดินในประเทศไทย    
       ขั้นตอนแรกในการเก็บตัวอยางดิน คือ การวาดรูปของสถานที่และแหลงที่เก็บตัวอยางดินและ
รายละเอียดอื่นๆ เชน ตัวอยางดินนั้นหางจากขอบบอกี่เมตร ขุดลึกลงไปเทาใด หรือขุดจากบริเวณ
ใด ซ่ึงจากรูปที่ 4.1 แสดงดังขางลางนี้แสดงถึงการเก็บตัวอยางดินบริเวณบอน้ําทิ้งยางพารา              
จ. ระยอง โดยเปนการเก็บดินบริเวณขอบบอ 
       จากการคัดเลอืกแบคทีเรียที่สามารถผลิตโปรติเอสทนรอนจากตัวอยางดินบริเวณน้ําพุรอน     
บอน้ําทิ้งยางพารา บอเลี้ยงกุง  (ภาคเหนือ : เชียงใหม, เชียงราย, แมฮองสอน, ลําปางและตาก  ภาค
กลาง : ราชบุรีและกาญจนบุรี  ภาคตะวันออก : จันทบุรีและระยอง  ภาคใต : ระนองและกระบี่ รวม
ทั้งสิ้น 63 ตัวอยางดิน)  โดยชั่งตัวอยางดินน้ําหนัก 1 กรัม  นํามาละลายในน้ํากลั่นที่ผานการนึ่งฆา
เชื้อแลวปริมาตร 9 มิลลิลิตร แลวนําไป spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อคือ nutrient agar  (meat extract 
0.5 %, peptone 1%, NaCl 0.5%, agar 2%, pH 7.0 โดยใชปริมาณของสารละลายตัวอยางดิน คือ 10 
µl, 100 µl และ 500 µl บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 17 ชั่วโมง  การ spread plate 
แสดงดังรูปที่ 4.2 หลังจากนั้นเขี่ยโคโลนีที่เกิดขึ้นลงบน nutrient agar เพื่อทําเปน master plate หรือ 
streak เชื้อใหเกิดเปนโคโลนีเดี่ยวๆ บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาสามารถแยกแบคทีเรียโดยใช
เกณฑลักษณะโคโลนีไดทั้งหมด 12 สายพันธุ ดังตารางที่ 4.1   
 
       4.1.1 การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่1 
                หลังจากไดเชื้อที่เปนโคโลนีเดี่ยวๆ จาก nutrient agar ซ่ึงเปน master plate แลว จากนั้นนํา
เชื้อที่แยกไดมาเพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ skim milk agar plate  บมที่อุณหภูมิ 37     องศาเซลเซียส 
เปนเวลาประมาณ 18 ชั่วโมง สังเกตวงใสที่เกิดขึ้นแลววัดขนาดวงใสที่เกิดขึ้น    แสดงดังรูปที่ 4.3   
พบวา แบคทีเรียที่ใหขนาดวงใสใหญที่สุดมีทั้งหมด  3 ชนิด คือ แบคทีเรียสายพันธุที่ 6,   แบคทีเรีย
สายพันธุที่  11 และ แบคทีเรียสายพันธุที่ 12 ซ่ึงทั้ง 3 ชนิดมีขนาดวงใส 0.16 cm.2 แสดงผลดังตาราง
ที่ 4.2    
 
       4.1.2 การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่ 2       
                หลังจากนั้นนําแบคทีเรียทั้ง 12   ที่ใหวงใสจากการคัดเลือกครั้งที่ 1 มาเลี้ยง                                                 
ในอาหารเหลว Nutrient broth ที่ใชเลี้ยงแบคทีเรีย ขนาด 5 มิลลิลิตร แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นนําหลอดที่เลี้ยงเชื้อไปปนที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบตอ
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นาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ และ pH ตางๆ จากนั้นนําสารละลายเอนไซม
ปริมาตร 20 µl มาใสบนหลุมของอาหารเลี้ยงเชื้อ skim milk agar plate เปนเวลา 18 ชั่วโมง วัดสวน
ใสที่เกิดขึ้น  แสดงดังรูปที่ 4.4 เพื่อนําไปเทียบกับครั้งที่ 1    เพื่อดูการทํางานของเอนไซมสําหรับ
เปนแนวทางในการนําไปทดสอบหาภาวะที่เหมาะสมในเชิงคุณภาพ จากผลการทดลองพบวา 
แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมที่มีชวงการทํางานของอุณหภูมิที่สูง และ pH ในชวงที่กวาง คือ 
แบคทีเรียสายพันธุที่ 2, แบคทีเรียสายพันธุที่ 5 และแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 ซ่ึงสามารถใหวงใสไดใน
ชวงอุณหภูมิระหวาง 37 องศาเซลเซียส ถึง 90 องศาเซลเซียส และ pH ในชวงระหวาง pH 7.0 - 12.0 
ซ่ึงแสดงดังตารางที่ 4.4 และ ตารางที่ 4.5 
 
         4.1.4 การทดสอบแอคติวิตีของเอนไซมโดยใชวิธี azocasein hydrolysis (Raja Noor, 1994) 
                  หลังจากทราบภาวะที่เหมาะสมอยางคราวๆจากขอ 4.1.1 - 4.1.3 สามารถเลือกแบคทีเรีย
สายพันธุที่ 6 ซ่ึงมีคุณสมบัติที่เหมาะสมตอการนําไปใชประโยชน มาทดสอบหาแอคติวิตีของ
เอนไซมโดยวิธี azocasein hydrolysis (Raja Noor, 1994) ซึ่งเปนการหาแอคติวิตีของเอนไซมเชิง
ปริมาณ วิธีการทดลองดังขอ    3.1.4     พบวาแบคทีเรียสายพันธุที่ 6     มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
ทํางานของโปรติเอสที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ดังรูปที่ 4.5 และ pH ที่เหมาะสมตอการทํางานคือ
ที่ 7.0 ดังรูปที่ 4.6 
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รูปที่ 4.1 การเก็บตัวอยางดินบริเวณขอบบอน้ําทิ้งยางพารา จ. ระยอง 
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รูปที่ 4.2 โคโลนีที่เกิดจากการ spread บน nutrient agar plate 
 

 
 
รูปที่ 4.3 การเกิดวงใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ skim milk agar plate จากการการคัดเลือก

แบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่ 1 
 

 
รูปที่ 4.4  การเกิดวงใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ skim milk agar plate จากการคัดเลือก

แบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่ 2 
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ตารางที่ 4.1 แบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากตัวอยางดินในประเทศไทยมีทั้งหมด 12 สายพันธุ  ดังนี้ 
 

สายพันธุของแบคทีเรีย แหลงที่มาของตัวอยางดิน 
1. แบคทีเรียสายพันธุที่ 1 ดินจาก อ. ฝาง จ. เชียงใหม 
2. แบคทีเรียสายพันธุที่ 2 ดินจากบอคลึง จ. ราชบุรี 
3. แบคทีเรียสายพันธุที่ 3 ดินจาก จ. ยะลา 
4. แบคทีเรียสายพันธุที่ 4 ดินจากบอคลึง หางจากขอบบอ 1 เมตร จ. ราชบุรี 
5. แบคทีเรียสายพันธุที่ 5 ดินจากบอคลึง จ. ราชบุรี 
6. แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 ดินจากกนบอน้ําเค็มรอน จ. กระบี่ 
7. แบคทีเรียสายพันธุที่ 7 ดินจากบอคลึง จ.ราชบุรี 
8. แบคทีเรียสายพันธุที่ 8 ดินจากกนบอน้ําเค็มรอน จ. กระบี่ 
9. แบคทีเรียสายพันธุที่ 9 ดินจากสันกําแพง หางจากขอบบอ1 เมตร  

จ. เชียงใหม 
10. แบคทีเรียสายพันธุที่ 10 ดินจากบอคลึง หางจากขอบบอ1 เมตร จ. ราชบุรี 

11. แบคทีเรียสายพันธุที่ 11 ดินจ. ยะลา 
12. แบคทีเรียสายพันธุที่ 12 ดินจากบอหินดาด หางจากขอบบอ2 เมตร 

จ. กาญจนบุรี  
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ตารางที่ 4.2  ขนาดวงใสของแบคทีเรียจากการคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่ 1 
 

สายพันธุของแบคทีเรีย เสนผานศูนยกลางเฉลี่ย  
 มม. 

พื้นที่วงใส (ซม. 2 ) 

1. แบคทีเรียสายพันธุที่ 1 20.5 0.03 
2. แบคทีเรียสายพันธุที่ 2 21.0 0.03 
3. แบคทีเรียสายพันธุที่ 3 19.0 0.03 
4. แบคทีเรียสายพันธุที่ 4 20.5 0.03 
5. แบคทีเรียสายพันธุที่ 5 22.5 0.04 
6. แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 23.0 0.04 
7. แบคทีเรียสายพันธุที่ 7 21.5 0.03 
8. แบคทีเรียสายพันธุที่ 8 18.5 0.03 
9. แบคทีเรียสายพันธุที่ 9 22.5 0.03 

10. แบคทีเรียสายพันธุที่ 10 22.5 0.04 
11. แบคทีเรียสายพันธุที่ 11 23.0 0.04 
12. แบคทีเรียสายพันธุที่ 12 23.0 0.04 
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ตารางที่ 4.3 ขนาดวงใสในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการทดสอบเอนไซมที่ไดจากเชื้อที่คัดเลือกได 
 

สายพันธุของแบคทีเรีย เสนผานศูนยกลางเฉลี่ย  
 ( มม. ) 

พื้นที่วงใส ( ซม. 2 ) 

1. แบคทีเรียสายพันธุที่ 1 25.0 0.05 
2. แบคทีเรียสายพันธุที่ 2 26.5 0.05 
3. แบคทีเรียสายพันธุที่ 3 25.0 0.05 
4. แบคทีเรียสายพันธุที่ 4 28.0 0.06 
5. แบคทีเรียสายพันธุที่ 5 25.0 0.05 
6. แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 28.0 0.06 
7. แบคทีเรียสายพันธุที่ 7 25.0 0.05 
8. แบคทีเรียสายพันธุที่ 8 25.0 0.05 
9. แบคทีเรียสายพันธุที่ 9 25.5 0.05 

10. แบคทีเรียสายพันธุที่ 10 25.5 0.05 
11. แบคทีเรียสายพันธุที่ 11 26.0 0.05 
12. แบคทีเรียสายพันธุที่ 12 20.5 0.03 
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ตารางที่ 4.4 ขนาดวงใสของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการทดสอบโปรติเอสที่บมไว ในชวงอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ถึง 100 องศาเซลเซียส     
  

ขนาดของวงใส ( ซม.2)ที่อุณหภูมิตางๆ สายพันธุของ
แบคทีเรีย 37oC 40 oC 50 oC 60 oC 70 oC 80 oC 90 oC 100 oC 
1.สายพันธุที่ 1 0.03 0.03 0.02 0.02 - - - - 
2.สายพันธุที่ 2 0.03 0.04 0.01 0.03 0.02 0.02 0.02 - 
3.สายพันธุที่ 3 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 - - 
4.สายพันธุที่ 4 0.03 0.03 0.03 0.02 0.03 0.02 - - 
5.สายพันธุที่ 5 0.04 0.04 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 - 
6.สายพันธุที่ 6 0.03 0.03 0.02 0.03 0.02 0.02 - - 
7.สายพันธุที่ 7 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 0.02 - - 
8.สายพันธุที่ 8 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 - - 
9.สายพันธุที่ 9 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 - - 
10.สายพันธุที่ 10 0.02 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02 - - 
11.สายพันธุที่ 11 0.04 0.04 0.03 0.03 0.02 0.03 - - 
12.สายพันธุที่ 12 0.02 0.03 0.02 0.02 0.02 0.01 - - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 47

ตารางที่ 4.5 ขนาดของวงใสของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการทดสอบโปรติเอสที่บมไวในชวง pH 
7.0 - 12.0  
 

ขนาดของวงใส (ซม.2) ที่ pH ตางๆ สายพันธุของ
แบคทีเรีย pH 

3.0 
pH 
4.0 

 

pH 
5.0 

pH 
6.0 

 

pH 
7.0 

pH 
8.0 

 

pH 
9.0 

pH 
10.0 

 

pH 
11.0 

pH 
12.0 

 
1.สายพันธุที่ 1 0.02 0.01 0.04 0.04 0.04 0.05 0.04 0.04 0.04 0.04 
2.สายพันธุที่ 2 - - - 0.02 0.02 0.02 0.03 0.04 0.01 - 
3.สายพันธุที่ 3 0.01 0.03 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 - 
4.สายพันธุที่ 4 0.02 0.03 0.03 0.04 0.04 0.040 0.04 0.04 0.04 0.01 
5.สายพันธุที่ 5 0.01 0.02 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 - 
6.สายพันธุที่ 6 0.02 0.02 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 - 
7.สายพันธุที่ 7 0.02 0.02 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 - 
8.สายพันธุที่ 8 0.02 0.03 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.02 
9.สายพันธุที่ 9 0.02 0.03 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.05 0.04 0.01 
10.สายพันธุที่ 10 0.02 0.02 0.04 0.03 0.03 0.03 0.04 0.03 0.03 - 
11.สายพันธุที่ 11 0.03 0.03 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 - 
12.สายพันธุที่ 12 - 0.02 0.03 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04  - 

 
 
 
 
 
 



 48

  รูปที่ 4.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของโปรติเอสที่ pH 7.0 จากแบคทีเรียสายพันธุที่ 6  

รูปที่ 4.6 คา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ของโปรติเอสจากแบคทีเรีย 
สายพันธุที่ 6 
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 ) 0.1 M Phosphate buffer pH 6.0-7.0

0.1 M Tris-HCl pH 7.0-10.0
0.1 M Glycine-NaOH pH 10.0-12.0
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4.2 การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรีย 
      4.2.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
               ก ) การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชกลองจุลทรรศน (light microscope) 
                     หลังจากเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar  (ภาคผนวก ฉ ขอ 1) ใหได
อายุ 18 - 24 ช่ัวโมงนํามาจําแนกชนิดตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาตามวิธีของ Bergey          
(Sneath และ คณะ, 1986) พบวาการยอมสีแกรม (gram stain) แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 ใหลักษณะการ
ติดสีแบบแกรมบวก คือ ติดสีน้ําเงิน มีรูปรางแบบแทง มสีปอร ลักษณะดังรูปที่ 4.7 

 
รูปที่ 4.7  การยอมสีแกรมของแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 โดยใชกลองจุลทรรศน 

(light microscope) ที่มีกําลังขยาย 100 เทา 
 
               ข ) การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน (electron 
microscope )  
                     เพื่อดูขนาดความกวาง ยาว ของแบคทีเรีย จากการใช scanning electron  microscope  
(SEM) ซ่ึงสามารถดูภาพวัตถุไดถึง 3 มิติ จากรูปที่ 4.8 - 4.10 แสดงขนาดภาพของแบคทีเรียชนิดที่ 6 
มีขนาด 7,500, 15,000 และ 20,000 เทา ตามลําดับ พบวา แบคทีเรยีสายพันธุที่ 6 จําแนกตามวิธีของ 
Bergey (Sneath และ คณะ, 1986) มีขนาดเซลลมีความกวาง 1.0 - 1.2 µm และ ยาว 3 - 5 µm  



 50

    

รูปที่ 4.8 แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน (electron microscope) 
ที่มีกําลังขยาย 7,500 เทา 

รูปที่ 4.9 แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
(electron microscope) ที่มีกําลังขยาย 15,000 เทา 

รูปที่ 4.10 แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
(electron microscope ) ที่มีกําลังขยาย 20,000 เทา 
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      4.2.2 การทดสอบสมบัติทางชีวเคมี (biochemical test) 
              ไดรับความอนุเคราะหการทดสอบสมบัติทางชีวเคมี จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข ไดผลการทดสอบดังนี้ 
                
              ก ) ลักษณะการเกิด hemolysis ใน blood agar ดูลักษณะการเกิด hemolysis พบวาเปนแบบ 
β - hemolysis มีลักษณะดังรูปที่ 4.11 

 

 
รูปที่ 4.11 การเกิด hemolysis ใน blood agar ของแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 

 
              ข) ดูลักษณะการยอยน้ําตาล 3 ชนิดโดยใช Triple sugar iron agar (TSI agar) คือ glucose 
0.1%, lactose 1%, sucrose 1% พบวา ปฏิกิริยาเปน K/A และไมสราง H2S เนื่องจากบริเวณผิวหนา
ของ slant ที่มีปริมาณเชื้อมากกวาบริเวณอื่นมีการใชน้ําตาล glucose ไปจนหมดแลวแตเชื้อไม
สามารถใชน้ําตาล lactose หรือ sucrose ไดจึงหันไปใชโปรตีนที่มีอยูในอาหารทําให slant มีความ
เปนดาง (เปลี่ยนสี phenol red เปนสีแดง) สวนบริเวณกนหลอด (butt) เชื้อสามารถใชน้ําตาล   
glucose ในสภาพที่ไมมีอากาศไดดีจะทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเปนกรด (เปลี่ยนสี phenol red 
เปนสีเหลือง)     และเชื้อนี้ไมสราง H2S เนื่องจากไมเกิดตะกอนสีดําที่กนหลอด       
 
              ค) การทดสอบ motility ซ่ึงสามารถตรวจดูการเจริญนอกรอย semisolid agar slab พบวามี
การเจริญออกไปตามนอกรอยที่ slab ไว แสดงวามี motility เกิดขึ้น 
 
              ง) การทดสอบ citrate  พบวาเชื้อมีความสามารถในการใช citrate เปนแหลงคารบอนใน
ขบวนการ metabolism และใหผลผลิตที่เปนดางซึ่งสามารถเปลี่ยนสี indicator เปนสีน้ําเงินได  
 
               จ) การทดสอบ urease พบวาเชื้อไมสามารถยอย urea ไดดังนั้นสีของ urea จึงเหมือนเดิม 
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              ฉ) การทดสอบ nitrate  พบวาผลการทดสอบเปนบวก คือ หลังจากทําการทดสอบตามขอ 
3.2.2.7 แลวเกิดสีแดงภายใน 1 - 2 นาที แตไมมี N2 (gas) เกิดขึ้น 
                                 
               ช) การทดสอบ esculin hydrolysis พบวาเกิดสารสีดําขึ้นแสดงวาเชื้อสามารถ hydrolyse 
glycoside esculin เปน esculetin ซ่ึงสามารถทําปฏิกิริยากับ ferric ammonium citrate ไดสารสีดําเกิด
ขึ้น 
     
                ซ) การทดสอบ Voges - Proskauer (VP) พบวาไมเกิดวงสีชมพูเกิดขึ้นหลังจากทําการ
ทดสอบตามขอ 3.2.2.9 แสดงวาเชื้อไมมีความสามารถในการสรางสาร acetyl - methyl carbinol 
 (acetoin) จาก glucose ได 
 
                ฌ) การทดสอบ gelatin liquefaction พบวาเชื้อสามารถผลิต gelatinase ซ่ึงสามารถยอย 
gelatin ได ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวหลังทําตามขอ 3.2.2.10 
 
               ญ) การทดสอบ lecithinase test พบวาเกิด zone ขุนรอบๆโคโลนีแสดงวาเชื้อสามารถผลิต
เอนไซม lecitinase ไดคือเมื่อ hydrolyse lecithin แลวไดผลิตภัณฑสุดทายเปน diglyceride และ 
phosphorylcholine กอใหเกิดความขุนในอาหารเลี้ยงเชื้อเนื่องจากไมละลายน้ําแสดงดังรูปที่ 4.12 
 

 

 
รูปที่ 4.12 การทดสอบ lecithinase test ของแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 

ซ่ึงเกิด zone ขุนรอบๆ โคโลนีของเชื้อ 
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                ฎ ) การทดสอบ carbohydrate fermentation test พบวาน้ําตาลที่เชื้อสามารถใชเปนแหลง
คารบอน คือ glucose แตไมสามารถใชน้ําตาล mannitol, xylose และ arabinose ได  
                จากผลการทดลองจากขอ 4.2.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ 4.2.2 การ
ทดสอบทางชีวเคมีตามวิธีของ Bergey  (Sneath และ คณะ, 1986) สามารถจําแนกชนิดของเชื้อได
เปน B. cereus จากการทดสอบทางชีวเคมีตามขอ 4.2.2 ขอ ก - ฎ  สามารถสรุปผลการทดลองไดดัง
ตารางที่ 4.6  
 
ตารางที่ 4.6  แสดงผลการวิเคราะหเชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 โดยใชวิธีทางชีวเคมี 
 

การทดสอบลักษณะของแบคทีเรีย ผลที่ไดจากการวิเคราะห 
1.การยอมสีแกรม แกรมบวก มีสปอร 
2.ชนิดของการเจริญเติบโตบน Blood agar ( 24 hours ) β - hemolysis (large) 
3. TSI K/A 
4. H2S - 
5. motility + 
6. indole - 
7. citrate + 
8. urease - 
9. nitrate + 
10. N2 gas - 
11. esculin + 
12. VP + / W 
13. gelatinase + 
14. egg yolk agar ( lecithinase test ) + 
15. sugar base - 
16. glucose / gas + 
17. mannitol - 
18. D- xylose - 
19. L- arabinose - 
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     4.2.3 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ 16S rRNA gene  
              เพื่อเปนการยืนยันผลการจําแนกชนิดของแบคทีเรียชนิดที่ 6 ที่ไดจากขอ 4.2.1 และ 4.2.2 
ดังนั้นจึงนําแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 มาสกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีของ Sambrook และคณะ (ขอ 
3.2.3.1)แลวนํามาทํา PCR  (ขอ 3.2.3.2)โดยไพรเมอรที่ใชมีดังนี้ 
 
primer A (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG ) 
primer D ( CAG CAG CCG TAA TAC )  
primer Ho ( AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA )  
 
 
     5′                                                                                                                       3′ 
 
 
 
รูปที่ 4.13 ทิศทางการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอของไพรเมอรแตละชนิดใน 16 S rRNA gene  
              จากการทํา PCR เพื่อเพิ่มจํานวนชิ้นของดีเอ็นเอไดขนาด 1,500 bp จากนั้นนําไปเปรียบ
เทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ 16S rRNA gene ที่มีอยูในฐานขอมูลโดยใช BLAST program 
ซ่ึงจากการเปรียบเทียบแลวพบวาใกลเคียงกับ Bacillus cereus ATCC 1479 มีความคลายคลึงกันถึง 
99% แสดงดังรูปที่ 4.14 

pA 
( 8-28 ) 

pHO 
( 1542-1522 )

pD 
( 518-536 )
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รูปที่ 4.14 ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16 S rRNA gene ของแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 บริเวณที่ขีดเสน
ใตเปนบริเวณซอนกันของลําดับเบส เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทด โดยไพรเมอรตางชนิดกัน

GNANGCTGGCGGCGTGCCTATCATGCAAGTCGCAGCGAATGGATTAA
GAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAAT
ACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTT
CGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTANCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACNAAAGTCTGACGGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGATGAANGCTTTCGGGTCGNAAAACTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGNAC
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCANCAGCCGCGNTAAT
ACGTAGGTGTGCANGCGTTATCCNNAATTATTGGGCGTAAAGCGCCN
CGCAAGNTGGTTTCTTAAGCTCTGATGNGAAAGCCCNCGNCNCNACC
GTGGAAGGGTCATTGNAAACNGGGAGAACTTCNAGTNCAGAAGAGG
AAAGAAAATNNNATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATAT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACAC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCC
TTTAGTGNTGAAGTTAACGCATTAAGCACTNCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTGAAACTTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGANCATGTGGTTTAATTNGAAGCAACNCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTANANATAGGGCTTCTCCTTCGG
GAGCANAGATGACNNGTGGTGCATGGTTGTCNTCAGCTCNTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAANTCCCGCAACGAAGCGCAACCCTTTGATCTTAG
CTTGCCATCATTANGATTNGGCACTCTAANGTGACTNCCCGGTTNAC
AANCCGGTTANGAATNGTNGNNTANNACNCTCAAATCNTCATGCCCC
TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCT
GCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCG
GATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGT
AACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGGA
AGTCGAACAAGGAGCCGnCGA 
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4.3 การหาภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตโปรติเอส 
      เมื่อทราบชนิดของเชื้อแบคทีเรียชนิดที่ 6 วาคือ B. cereus  จากผลการทดลองที่กลาวแลวขางตน
จึงหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรติเอสของ B. cereus ซ่ึงคือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม, 
อุณหภูมิ, ความเปนกรด - ดาง, ปริมาณเชื้อเริ่มตน, ความเร็วรอบในการเขยา, แหลงคารบอน และ
แหลงไนโตรเจน เปนตน  
       
       4.3.1 การทดสอบชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อระหวาง Nutrient broth และ Raja's medium 
                การหาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ B. cereus เพื่อผลิตเอนไซมโปรติเอสโดยเปรียบเทียบ
ระหวางอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิด คือ Nutrient broth และ Raja's medium ซ่ึงจากรูปที่ 4.15  พบวาใน
ชวง 12 ช่ัวโมงแรก B. cereus มีการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium ไดดีกวาอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Nutrient broth ลักษณะการเจริญเติบโตหลัง 12 ชั่วโมงมีรูปแบบเพิ่มขึ้นเล็กนอย คงที่ และ
ลดลงในที่สุด สวนการเปลี่ยนแปลง pH จากรูปที่ 4.16 ในอาหารเลี้ยงเชื้อหลังมีการเจริญของเชื้อไม
มีการเปลี่ยนแปลงจากเดิมมากนักในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 ชนิดคือเมื่อเริ่มเลี้ยง pH มีคาเทากับ 7.0 
หลังจาก 12 ช่ัวโมงแรกมีคาเพิ่มขึ้นเล็กนอยในอาหารทั้ง 2 ชนิด และจะเพิ่มขึ้นจนกระทั่งมี pH  มาก
กวา pH เริ่มตนประมาณ 1 หนวยในชั่วโมงที่ 36  สําหรับการสรางเอนไซมนั้นพบวาในชวง 12     
ช่ัวโมงแรกยังไมมีการสรางเอนไซมแตจะเริ่มสรางเมื่อมีอัตราการเจริญของเชื้อคงที่ และมีการสราง
เอนไซมสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 48 แอคติวิตีของเอนไซมใน Raja’s medium มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทา
กับ 21.87 U/mg protein สวนใน  Nutrient medium มีคาแอคติวติีจําเพาะเทากับ 4.57 U/mg protein 
ดังรูปที่ 4.17 ตามลําดับ ดังนั้นเห็นไดวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของเชื้อที่ทําให
อัตราการเจริญเติบโตเกิดไดอยางรวดเร็วและสามารถใหเอนไซมที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะที่ดีกวาคือ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium ซ่ึงจะไดหาปริมาณสัดสวนแรธาตุที่เหมาะสม และภาวะตางๆที่
เหมาะสมตอไป 
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  รูปที่ 4.15 อัตราการเจริญของเชื้อ B.cereus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ Raja’s medium และ Nutrient 
broth 
   

 รูปที่ 4.16 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH ในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ Raja’s medium และ Nutrient 
broth 
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  รูปที่ 4.17 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ Raja’s medium และ Nutrient 
broth 
 
        4.3.2 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium 
                 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อ B. cereus โดยนําไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ Raja’s medium จากนั้นนําไปเลี้ยงในอุณหภูมิตางๆกัน คือ 37 องศาเซลเซียส, 45 องศาเซลเซียส 
และ 50 องศาเซลเซียส ตามลําดับ จากการทดลองพบวา อัตราการเจริญของเชื้อสูงสุดในชวง 0 - 12 
ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เชื้อจะมีการเจริญเติบโตไดเร็วและดีกวาที่อุณหภูมิ 45 องศา-
เซลเซียส และ 50 องศาเซลเซียส แสดงดังรูปที่ 4.18 สวนการเปลี่ยนแปลงคา pH พบวาคา pH จาก
เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง มีคาใกลเคียงกัน แสดงดังรูปที่ 4.19 สําหรับการผลิตโปรติเอสนั้นพบ
วาอุณหภูมิที่สามารถทําใหเกิดการผลิตโปรติเอสจาก B. cereus ไดมากที่สุดคือ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยเริ่มผลิตโปรติเอสหลงัจากที่เชื้อมีอัตราการเจริญเติบโตคงที่           คาแอคติวิตีจําเพาะ
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ 16.82 U/mg protein สวนคาแอคติวิตีจําเพาะที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส และ 50 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ 3.70 U/mg protein และ 5.10 U/mg protein ตาม
ลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.20 
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รูปที่ 4.18 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 45 
องศาเซลเซียส และ 50 องศาเซลเซียส 
 

 รูปที่ 4.19 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium  ที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส, 45 องศาเซลเซียส และ 50 องศาเซลเซียส 
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 รูปที่ 4.20 การเปรียบเทียบคาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium  
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส , 45 องศาเซลเซียส และ 50 องศาเซลเซียส 
   
       4.3.3 การหาคา pH ที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium  
     การหาคา pH ที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อ B. cereus เพื่อผลิตโปรติเอสพบวาเชื้อ
สามารถมีการเจริญเติบโตไดที่ pH 7.0, 8.0, 9.0 อัตราการเจริญสูงสุดชวง 0 – 12 ชั่วโมง สวนที่ pH 
10.0 เชื้อมีการเจริญเติบโตชา แสดงดังรูปที่ 4.21 การเปลี่ยนแปลงของ pH พบวา pH 7.0, 8.0, 9.0 มี
แนวโนมการเปลี่ยนแปลงของ pH เพิ่มขึ้นหลังเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ช่ัวโมง สวนที่ pH 10.0 มีแนว
โนมการเปลี่ยนแปลงในทางลดลง แสดงดังรูปที่ 4.22 สําหรับการสรางเอนไซมนั้นพบวาเริ่มมีการ
สรางเอนไซมเมื่อเชื้อมีอัตราการเจริญคงที่คือหลังจาก 24 ช่ัวโมง โดยมีการสรางเอนไซมที่มีคา    
แอคติวิตีสูงที่สุดที่ pH 7.0 หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 18.75 
U/mg protein สวนที่ pH 8.0, 9.0 และ 10.0 มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 14.80, 12.79 และ 6.88 
U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.23 
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 รูปที่ 4.21 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ pH 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0 

 รูปที่ 4.22 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium ที่ pH 7.0, 8.0, 9.0 และ 
10.0 
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รูปที่ 4.23 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium ที่ pH 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0 
 
        4.3.4  การหาปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium 
                  การหาปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อ B. cereus ในอาหาร Raja’s 
medium ที่อุณหภูมิ 37 oC, pH 7.0 พบวา อัตราการเจริญของเชื้อในชวง 0 - 12 ชั่วโมง การใชปริมาณ
เชื้อเริ่มตน 0.5%, 1.0%,1.5% และ 2.0% (v/v) เชื้อมีอัตราการเจริญเติบโตใกลเคียงกัน   แสดงดังรูป
ที่ 4.24 การเปลี่ยนแปลงคา pH พบวา ในการใชปริมาณเชื้อเริ่มตนตางๆ คา pH ไมมีการเปลี่ยน-
แปลงมากนัก แสดงดังรูปที่ 4.25 สวนการสรางเอนไซมนั้นพบวาเอนไซมจะเริ่มมีการสรางหลังจาก
เชื้อมีการเจริญคงที่คือหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ช่ัวโมง และปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมที่สุด
คือ 0.5% (v/v) หลังเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมงมีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 36.11 U/mg protein 
สวนปริมาณเชื้อเริ่มตน 1.0%, 1.5% และ 2.0% (v/v) มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 25.91, 17.62, 
22.24 U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.26     
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 รูปที่ 4.24 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ ปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5%, 

1.0%, 1.5% และ 2.0% (v/v) 
 รูปที่ 4.25 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium ที่ปริมาณเชื้อเริ่มตน 
0.5%, 1.0%, 1.5% และ 2.0% (v/v) 
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 รูปที่ 4.26 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium ที่ปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5%, 
1.0%, 1.5% และ 2.0% (v/v) 
 
     4.3.5 การหาความเร็วรอบที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium                                           
              การหาความเร็วรอบที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B. cereus ในอาหาร Raja’s medium 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส,  pH 7.0 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) พบวาอัตราการเจริญของเชื้อ
ในชวงเวลาที่ 0 - 12 ช่ัวโมง การเขยาที่ความเร็วรอบ 200, 250 และ 300 รอบ/นาที มีการเจริญของ
เชื้อใกลเคียงกัน แสดงดังรูปที่ 4.27 การเปลี่ยนแปลง pH พบวามีแนวโนมเพิ่มขึ้น 1 หนวย หลังจาก
เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง แสดงดังรูปที่ 4.28 สําหรับการสรางเอนไซมจะเกิดในชวงที่เชื้อมีการ
เจริญคงที่ ความเร็วรอบที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อคือ 200 รอบ/นาที  มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 
38.72 U/mg protein และคาแอคติวิตีจําเพาะที่ความเร็วรอบ 250 และ 300 รอบ/นาที มีคาแอคติวิตี
จําเพาะเทากับ 29.1 และ 16.61 U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.29 
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 รูปที่ 4.27 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ความเร็วรอบ 200, 250 และ 
300 รอบ/นาที  
 

 รูปที่ 4.28 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium ที่ความเร็วรอบ 200, 250 
และ 300 รอบ/นาที  
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 รูปที่ 4.29 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium ที่ความเร็วรอบ 200, 250 และ 
300 รอบ/นาที 
 
     4.3.6 การหาความเขมขนของกลูโคสที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium 
               การหาความเขมขนของกลูโคสที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B. cereus ในอาหาร Raja’s 
medium ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) เขยาที่ความเร็วรอบ 
200 รอบ/นาที พบวาอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในการใชความเขมขนของกลูโคสในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ความเขมขนของกลูโคส 0.70 กรัม% (w/v) เชื้อจะสามารถมีการเจริญเติบโตไดรวดเร็วที่สุด 
สวนที่ความเขมขนของกลูโคส 0, 0.25 และ 0.75 กรัม% (w/v) เชื้อมีอัตราการเจริญใกลเคียงกันคือ
จะมีการเจริญอยางรวดเร็ว ในชวงเวลา 0 - 12 ชั่วโมง และจะเริ่มมีการเจริญคงที่หลังจากเลี้ยงเชื้อ
เปนเวลา 24 ชั่วโมง แสดงดังรูปที่ 4.30 สวนการเปลี่ยนแปลงคา pH พบวาการใชความเขมขนของ
กลูโคส 0 และ 0.25 กรัม% (w/v) มีแนวโนมวาจะมีคาเพิ่มขึ้น 1 หนวย หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 
ชั่วโมง สวนที่ปริมาณกลูโคส 0.50 และ 0.75% มีแนวโนมวาจะลดลง แสดงดังรูปที่ 4.31 สําหรับ
การสรางเอนไซมพบวา จะมีการสรางเอนไซมหลังเชื้อมีการเจริญคงที่คือ หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 
24 ชั่วโมง ซ่ึงการไมใสกลูโคสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อทําใหเชื้อสามารถผลิตเอนไซมที่มีแอคติวิตี
จําเพาะสูงที่สุดเทากับ 24.77 U/mg protein และที่ปริมาณกลูโคส 0.25, 0.50 และ 0.75 กรัม% (w/v)  
มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.29, 0.92 และ 0.65 U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.32    
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 รูปที่ 4.30 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของกลูโคส       
0, 0.25, 0.50 และ 0.75 กรัม% (w/v)  

 รูปที่ 4.31 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของ 
กลูโคส 0, 0.25, 0.50 และ 0.75 กรัม% (w/v)  
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       รูปที่ 4.32 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของกลูโคส        
0, 0.25, 0.50 และ 0.75 กรัม% (w/v) 
 
     4.3.7 การหาความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตนที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium 
               การหาความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตนที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B. cereus ใน
อาหาร Raja’s medium ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) เขยา
ที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที และไมใสกลูโคส พบวาความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตน  ที่
ทําใหเชื้อมีอัตราการเจริญอยางรวดเร็วคือ 0.5 กรัม% (w/v) หลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นเชื้อจะเริ่มมีการเจริญคงที่ แสดงดังรูปที่ 4.33 สวนการเปลี่ยนแปลงคา pH พบวาการใช
ความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตน  ทุกๆความเขมขนมีแนวโนมคา pH เพิ่มขึ้น 1 หนวยหลัง
จากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ช่ัวโมง แสดงดังรูปที่     4.34    สําหรับการผลิตเอนไซมพบวาการใชความ
เขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตนที่ 0.5 กรัม% (w/v) เปปโตนจะสามารถผลิตเอนไซมที่มีคา 
แอคติวิตีจําเพาะที่มีคามากที่สุดคือ 30.13 U/mg protein  หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง โดย
เชื้อจะมีการผลิตเอนไซมหลังจากมีอัตราการเจริญของเชื้อคงที่ และที่ 1.0 กรัม% และ 1.5 กรัม% 
(w/v) จะมีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 3.27 และ 9.21 U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.35  
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 รูปที่ 4.33 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของไนโตรเจน
จากเปปโตน 0.5, 1.0 และ 1.5 กรัม% (w/v)  
 

  รูปที่ 4.34 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium ที่ปริมาณไนโตรเจนของ
เปปโตน 0.5, 1.0 และ 1.5 กรัม% (w/v )  
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รูปที่ 4.35 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium  ที่ความเขมขนของไนโตรเจน
จากเปปโตน 0.5, 1.0 และ 1.5 กรัม% (w/v) 
หมายเหตุ การหาปริมาณไนโตรเจนของเปปโตน โดยวิธี Kjeldal ( ภาคผนวก ค. ) 
 
     4.3.8 การหาปริมาณแคลเซียมอิออนที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium  
              การหาปริมาณแคลเซียมอิออนที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B. cereus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Raja’s medium ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) เขยาที่
ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที ไมใสกลูโคส และใชไนโตรเจนจากเปปโตนที่ความเขมขน 0.5 กรัม% 
(w/v) พบวาอัตราการเจริญของเชื้อจะมีการเติบโตไดอยางรวดเร็วที่ปริมาณแคลเซียมอิออน 0.10 
และ 0.15 กรัม% (w/v) สวนที่ 0 และ 0.05 กรัม% (w/v) จะมีอัตราการเจริญของเชื้อที่ชากวา หลัง
จากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง แสดงดังรูปที่ 4.36 สวนการเปลี่ยนแปลงคา pH พบวาทุกๆความ
เขมขนของแคลเซียมอิออนมีแนวโนมคา pH เพิ่มขึ้นหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง แสดงดัง
รูปที่ 4.37 สําหรับการผลิตเอนไซมพบวาการผลิตเอนไซมที่มคีาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุดคือ ปริมาณ
แคลเซียมอิออน 0.10 กรัม% (w/v) มีคาเทากับ 85.5 U/ mg protein หลังเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง 
สวนที่ปริมาณแคลเซียมอิออน 0, 0.05 และ 0.15 กรัม% (w/v) มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 10.59, 
20.36 และ 70.54 ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.38 
 
  

0
5

10
15
20
25
30
35

0 12 24 36 48 60

Time ( hrs. )

Sp
eci

fic
 ac

tiv
ity

 ( U
/m

g p
rot

ein
 )

0.5 กรัม % เปปโตน
1.0 กรัม % เปปโตน
1.5 กรัม % เปปโตน



 71

รูปที่ 4.36 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของแคลเซียม- 
อิออน 0, 0.05, 0.10 และ 0.15 กรัม% (w/v)   
  

 รูปที่ 4.37 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium  ที่ความเขมขนของ
แคลเซียมอิออน 0, 0.05, 0.10 และ 0.15 กรัม% (w/v)   
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รูปที่ 4.38 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของแคลเซียม- 
อิออน 0, 0.05, 0.10 และ 0.15 กรัม% (w/v) 
 
     4.3.11 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium 
                การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B.cereus ในอาหาร Raja’s medium ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/
นาที ไมใสกลูโคส ความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตน 0.5 กรัม% (w/v)  และความเขมขนของ
แคลเซียมคลอไรด 0.10 กรัม% (w/v) ที่ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อตางๆ โดยเก็บตัวอยางทุกๆ 12   
ช่ัวโมง  พบวาอัตราการเจริญของเชื้อจะมีคาเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในชวง 0-12 ชั่วโมง และอัตราการ
เจริญของเชื้อจะเริ่มคงที่   แสดงดังรูปที่ 4.39 สวนการเปลี่ยนแปลง pH มีแนวโนมเพิ่มขึ้น 1 หนวย
หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง แสดงดังรูปที่ 4.40 สําหรับการผลิตเอนไซมพบวาจะมีการผลิต
เอนไซมสูงสุดคือ หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงสุดเทากับ 85.5 
U/mg protein แสดงดังรูปที่ 4.41     
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 รูปที่ 4.39 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ
ตางๆ โดยเก็บตัวอยางทุกๆ 12 ช่ัวโมง  

      รูปที่ 4.40 การติดตามการเปลี่ยนแปลง คา pH ในอาหาร Raja’s medium ที่ระยะเวลาในการเลี้ยง
เชื้อตางๆ โดยเก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.41 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja's medium ที่ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ
ตางๆ  
 
4.4 การเตรียมเอนไซมโปรติเอสและทําใหเอนไซมบริสุทธิ์บางสวน 
      การเตรียมเอนไซมปริมาณมาก โดยเลี้ยงเชื้อ B. cereus ในทํานองเดียวกับขอ 3.3.1.1 ในขวดรูป
ชมพูขนาด 1 ลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อคือ Raja’s  medium สูตรที่ปรับแลวปริมาณ 300 มิลลิลิตรดัง
แสดงในขอ 4.4.1 โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที 
แสดงในขอที่ 4.3 จะเห็นไดวาการเจริญของ B. cereus จะมีอัตราการเจริญเติบโตของเชื้ออยาง    
รวดเร็วหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ช่ัวโมง หลังจากนั้นการเจริญของเชื้อจะเริ่มคงที่ ชวงนี้จะมีการ
ผลิตเอนไซมเกิดขึ้น และมีการสรางเอนไซมที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงสุด หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 
48 ชั่วโมง สวนการเปลี่ยนแปลงคา pH จะมีแนวโนมสูงขึ้น 1 หนวยหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24  
ชั่วโมง ดังนั้น การเตรียมเอนไซมเพื่อนําไปทําใหบริสุทธิ์ จึงเลี้ยงเชื้อ B. cereus ในสูตรอาหาร 
Raja’s medium ที่ปรับแลว ในขวดรูปชมพูขนาด 1 ลิตร ที่มีปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อ 300 มิลลิลิตร 
จํานวน 8 ขวด เก็บเอนไซมหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง จะไดสารละลาย crude enzyme 
ปริมาณ 2,400 มิลลิลิตร มีคาแอคติวิตีจําเพาะของโปรติเอส 0.4 U/mg protein สรุปดังตารางที่ 4.7 
     4.4.1 สูตรอาหาร Raja’s medium ที่ปรับแลวตามขอ 4.3  
       CaCl2.2H2O   1  กรัม 
    K2HPO4    0.6   กรัม 
    MgSO4.7H2O    0.5   กรัม 
    NaCl     0.045   กรัม 
    เปปโตน   5  กรัม 
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เติมน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pHใหเปน 7.0 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที  
 
     4.4.2 การทําใหเอนไซมเขมขนขึ้นดวยวิธี ultrafiltration 
              หลังจากได crude enzyme จากขอ 4.4.1 แลวนํามาทําใหเขมขนขึ้นดวยวิธี ultrafiltration 
เพื่อลดปริมาตรใหเหลือ 1 ใน 3 โดยกรองผานเมมเบรนที่มี molecular weight cut off 10,000 จาก
การทดลองพบวา crude enzyme ที่ผานกระบวนการ ultra-filtration แลวมีคาแอคติวิตีจําเพาะเพิ่มขึ้น
มีคาเทากับ 2.01 U/mg protein แสดงดังตารางที่ 4.7 
     4.4.3 การตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
              การตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งบดละเอียดลงใน crude enzyme อยางชาๆ โดยใช
แอมโมเนียมซัลเฟตที่อ่ิมตัว 80 เปอรเซ็นต จากการทดลองพบวาทําใหคาความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 2  
เทา     คือ มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ     3.56 U/mg protein     แสดงดังตารางที่ 4.7 จากนั้นนําไป 
ไดอะไลซิสใน Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 โดยใชปริมาณบัฟเฟอร 10 เทาของสารละลายที่ไดจากการ
ปนตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 
 
ตารางที่ 4.7 สรุปผลการทําใหเอนไซมโปรติเอสบริสุทธิ์บางสวน 
 
ขั้นตอนการทําใหบรสุิทธิ์ ปริมาตร 
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บริสุทธิ์ 
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1. สารละลายเอนไซมตั้งตน 
2. Ultrafiltration 
3. ตกตะกอนโปรตีนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 
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4.5 ผลการศึกษาสมบัติของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
      4.5.1 ผลการหาน้ําหนักโมเลกุลและการหาหนวยยอยของเอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวน 
              ก) เซฟาเดกซ จี-75 คอลัมน 
                   หลังจากผานสารละลายโปรตีนมาตรฐาน และสารละลายเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสลงในคอลัมนเซฟา
เดกซ จี-75 จากนั้นชะดวยสารละลาย Tris-HCl 0.01 M, pH 7.0 ที่มีแคลเซียมอิออน 20 mM การเตรียมคอลัมนวิธีตาม
ขอ 3.5.1.1 แสดงดังรูปที่ 4.42 ซึ่งจากการทดลองแสดงใหเห็นวา โปรตีนมาตรฐาน BSA, ovalbumin, lysozyme และ 
cytochrome C จะถูกชะออกจากคอลัมนดวย elution volume 135, 195, 300 และ 265 มิลลิลิตร ตามลําดับ สวนเอนไซม
นิวทรัลโปรติเอสจาก B. cereus จะออกจากคอลัมนพรอมกับ ovalbumin คือมีคา elution volume เทากับ 195 มิลลิลิตร
เมื่อนํามาคํานวณคาสัมประสิทธิ์ Kav แลวเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน แสดงดังรูปที่ 4.50 พบวาเอนไซมนิวทรัล           
โปรติเอสมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ    34,700 ดาลตัน    
 รูปที่ 4.42 การหาน้ําหนักโมเลกุลของนิวทรัลโปรติเอสจาก B. cereus ในคอลัมนเซฟาเดกซ จี-75 
      

 
 
 
 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Elution  volume ( ml )

Pro
tein

 co
nte

nt 
( A

 28
0 n

m 
)

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Ac
tiv

ity
 Un

it (
 U/

ml
/m

in 
)

Protein content ( A 280 nm )

Activity Unit ( U/ml/min )Neutral protease

Void volume Bed volume

BSA ovalbumin
lysozyme

cytochrome C



 77

 
 

รูปที่ 4.43 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง Kav และ log ของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานใน               
               การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสโดยคอลัมนเซฟาเดกซ จี-75  
               ( ขนาด 83.5 x 1.15 ซม. ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1

10

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1K av

MW
 ( k

Da
 )

BSA 

ovalbumin

lysozyme 
cytochrome C

neutral protease 
from B. cereus 



 78

 
 
               ข) วิธีแยกโปรตีนดวยโพลีอะคลิลาไมดเจลชนิดไมตอเนื่อง  (Disc polyacrylamide Gel Electrophoresis) วิธี
การทดลองตามขอ 3.5.1.2 
                    หลังจากไดเอนไซมที่บริสุทธ์ิบางสวนจาก เซฟาเดกซ จี-75 คอลัมน นํามาแยกโปรตีนที่ได โดยทําการ
ทดลองเทียบกับสารละลายโปรติเอสจาก crude enzyme, ultrafiltration และ จากการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่ม
ตัว 80% แสดงดังรูปที่ 4.44 ซึ่งพบวาการทําใหโปรติเอสบริสุทธ์ิบางสวนตามขั้นตอนขอ 4.4 สามารถทําใหเอนไซมมี
ความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นสังเกตไดจากแถบของโปรตีนมีจํานวนลดนอยลง จากการใสโปรตีนลงในหลุมที่ทดสอบหลุมละ 
20 ไมโครลิตร ซึ่งปริมาณโปรตีนของ crude enzyme, แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80% และจากเซฟาเดกซ จี-75 คอลัมน 
คือ 20 ไมโครกรัมโปรตีน, 81 ไมโครกรัมโปรตีน และ 62 ไมโครกรัมโปรตีนตามลําดับ  
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4.6 ผลการศึกษาสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี จลนพลศาสตร ของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์
บางสวน 
       
      4.6.1 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม 
               การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมโปรติเอสที่บริสุทธิ์บาง
สวนซึ่งผลิตจาก B. cereus โดยทําเทียบกับใน crude enzyme พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
ทําปฏิกิริยาคือที่ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ซ่ึงใหผลเชนเดียวกันทั้งในเอนไซมโปรติเอสที่
บริสุทธิ์บางสวนและ crude enzyme มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 5.69 U/mg protein และ 5.89 
U/mg protein ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาจะมีแนวโนมลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงเกิน 55 องศา-
เซลเซียส  และหลังจากอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เอนไซมจะหมดความสามารถในการทํางาน
ได แสดงดังรูปที่ 4.49 
 
      4.6.2 ผลการศึกษาผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของเอนไซม (thermal stability) 
               การศีกษาผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของเอนไซม พบวา การบมที่อุณหภูมิ          
55 - 60 องศาเซลเซียส ในชวงเวลา 30 นาที เอนไซมยังไมสูญเสียแอคติวิตี แตจะเริ่มมีแอคติวิตี
เหลือคร่ึงหนึ่งเมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และมีแนวโนมลดลงถาบมเชื้อที่ 70  
องศาเซลเซียสขึ้นไป แสดงดังรูปที่ 4.50 
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 รูปที่ 4.49 ผลของอุณหภูมิตอแอคติวิตีจําเพาะของนิวทรัลโปรติเอสจาก B.cereus 
 
 

รูปที่ 4.50 ผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก  
                               B. cereus 
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      4.6.3 ผลการศึกษา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
               pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ที่บริสุทธิ์บางสวนที่ผลิตจาก B. cereus 
โดยเทียบกับ crude enzyme โดยใช  phosphate buffer 0.1 M, pH 6.0, Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 - 
9.0 และ Glycine-NaOH 0.1 M, pH 10.0 - 12.0 พบวา pHที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม ทั้ง 2 ชนิด คือ Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 เมื่อบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส มีคา      
แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.88 และ 3.03 U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.51  
 
      4.6.4 ผลการศึกษาผลของ pH ตอความเสถียรของเอนไซม (pH stability) 
               pH ที่เอนไซมมคีวามเสถียรที่สุดคือ Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 เมื่อเวลาผานไปเปนเวลา 
5   นาที คาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.0 U/mg protein สําหรับที่ phosphate buffer 0.1 M, pH 6.0 
และ Glycine-NaOH 0.1 M, pH 10.0 มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 1.59 และ 1.67 U/mg protein 
ตามลําดับ  คาความเสถียรของเอนไซมมีแนวโนมลดลงครึ่งหนึ่ง ในการบมเอนไซมที่ pH ตางๆ 
หลังจากเวลาผานไป 15 นาที แสดงดังรูปที่ 4.52 
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รูปที่ 4.51  pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B. cereus  

     

รูปที่ 4.52  pH ตอความเสถียรของนิวทรัลโปรติเอสจาก B.cereus เมื่อบมที่อุณหภูมิ 55              
    องศาเซลเซียส ใน phosphate buffer 0.1 M, pH 6.0 , Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 และ     
    Glycine - NaOH 0.1 M, pH 10.0  
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     4.6.5 ผลการศึกษาคาคงที่ทางจลนพลศาสตรของเอนไซมตอสับสเตรทธรรมชาติและ     
สับสเตรทสังเคราะหตอแอคติวิตีของเอนไซม 
              จากการศึกษาการเปรียบเทียบระหวางความสามารถในการไฮโดรไลสสับสเตรท 
ธรรมชาติของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B. cereus  กับ B. subtilis TISTR 25 โดย
ใช casein เปนสับสเตรท นําผลที่ไดมาพลอตหาคา Km และ Vmax โดยวิธี Lineweaver - Burk ได
ผลแสดงดังรูปที่ 4.53, 4.54, 4.55 และ 4.56 ตามลําดับ การหาคาประสิทธิภาพของเอนไซมใน
การทํางาน (Efficiency) ระหวางเชื้อ 2 ชนิด คือ B. cereus และ B. subtilis TISTR 25 แสดงผล
การทดลองดังตารางที่ 4.8 พบวาคา Km ของ casein และ azocasein  สําหรับ B. cereus  มีคาเทา
กับ 2.78 มก./มล. และ 5.11 มก./มล. สวน B.subtilis TISTR 25 มีคาเทากับ 0.20 มก./มล. และ 
1.033 มก./มล. ตามลําดับ  ซ่ึงจะเห็นไดวาคา Km ของ Casein จาก B.cereus มีคาสูงกวาของ
เอนไซมจาก B. cereus  แสดงวามีความสามารถในการยึดจับกับ   casein    และ   azocasein   
นอยกวา     แตเมื่อเปรียบเทียบความเร็วสูงสุดในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลส (Vmax) พบวา       
เอนไซมจาก B. cereus สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลส casein และ azocasein ไดดีกวาเอนไซม
ที่ไดจาก B. subtilis TISTR 25 ซ่ึงจาก B. cereus มีคา Vmax ของ casein และ azocasein เทากับ 
64.52 Unit/mg และ 555.55 Unit/mg ตามลําดับ สวนการหาคาประสิทธิภาพในการทํางานของ
เอนไซม (Efficiency) พบวาคา Efficiency ของเอนไซมที่ไดจาก B. cereus มีคามากกวาคา  
(Efficiency) ของ B. subtilis TISTR 25 แสดงวาเอนไซมจาก B. cereus  มีประสิทธิภาพการ
ทํางานทั้ง casein และ azocasein มากกวา เอนไซมของ B. subtilis TISTR 25 แสดงดังตารางที่ 
4.9 
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รูปที่ 4.53 Lineweaver - Burk plot ของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก       
                 B. cereus  เมื่อใช casein เปนสับสเตรท วัดแอคติวิตีที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
                 pH 7.0 ตามวิธีในขอ3.1.4 
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รูปที่ 4.54 Lineweaver-Burk plot ของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก  

B.cereus  เมื่อใช azocasein เปนสับสเตรท วัดแอคติวิตีที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส        
pH 7.0 ตามวิธีในขอ 3.1.4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lineweaver-Burk of protease on Azocasein
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รูปที่ 4.55 Lineweaver-Burk plot ของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก     
                 B. subtilis  TISTR 25 เมื่อใช casein เปนสับสเตรท วัดแอคติวิตีที่อุณหภูมิ 55  
                 องศาเซลเซียส pH 7.0 ตามวิธี ในขอ 3.1.4 
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รูปที่ 4.56 Lineweaver-Burk plot ของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก  
                 B. subtilis  TISTR 25 เมื่อใช azocasein เปนสับสเตรท วัดแอคติวิตีที่อุณหภูมิ 55      
                 องศาเซลเซียส pH 7.0 ตามวิธีในขอ 3.1.4 
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ตารางที่ 4.8 สรุปคา Km และ Vmax ของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสจาก B.cereus และ B. subtilis   
                    TISTR 25 เมื่อใช casein และ azocasein เปนสับสเตรท  
 
 

คาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตร สับเสตรท แหลงของเอนไซม 
Km * Vmax * 

casein 
 

azocasein 

B.cereus 
B.subtilis TISTR 25 

B.cereus 
B.subtilis TISTR 25 

2.78 
0.204 
5.11 
1.03 

64.52 
0.911 

555.55 
5.817 

 
Km   ของ casein และ azocasein มีหนวยเปน มก./มล. 
Vmax  มีหนวยเปน Unit / mg protein  
 
 
ตารางที่ 4.9 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอส   
( Efficiency) ที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B.cereus และ B. subtilis TISTR 25 
 

B. cereus B. subtilis TISTR 25 สับสเตรท 
Km Vmax Efficiency Km Vmax Efficiency 

casein 2.78 64.52 23.21 0.20 0.91 4.46 
azocasein 5.11 555.55 108.67 1.03 5.81 5.63 
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     4.6.6 ผลการศึกษาผลของตัวเรงการทํางาน ตัวยับยั้ง และไอออนของโลหะตอการทํางาน 
ของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
               
                4.6.6.1 ผลการศึกษาผลของตัวเรงการทํางานของโปรติเอส 
                            ผลการศึกษาผลของตัวเรงการทํางานของโปรติเอสโดยใชสารละลายเอนไซม
บมกับแคลเซียมอิออนที่ความเขมขนตางๆ วิธีการทดลองตามขอ 3.6.7.3 พบวา แคลเซียม- 
อิออนที่ความเขมขน 10 mM มีความสามารถในการเรงการทํางานของเอนไซมได 100% ใน 
crude enzyme สวนในนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน จาก B. cereus พบวาแคลเซียม
อิออนไมมีผลตอการเรงการทํางานของเอนไซมมากนัก แสดงดังรูปที่ 4.57 สําหรับใน crude 
enzyme และ นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B. subtilis TISTR 25 พบวาใน crude 
enzyme แคลเซียมอิออนที่มีความเขมขน 10 mM สามารถเรงการทํางานได  สวนใน    นิวทรัล
โปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน แคลเซียมอิออนไมมีผลตอการเรงการทํางานของเอนไซมแสดงดัง
รูปที่ 4.58 
 



 95

รูปที่ 4.57 ผลของแคลเซียมอิออนตอการเรงการทํางานของ crude enzyme และ นิวทรัล 
                  โปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B.cereus ที่ความเขมขนของ แคลเซียมอิออนคือ  
                   10, 20, 30, 40 และ 50 mM ตามวิธีขอ 3.6.7.3 
 
 

รูปที่ 4.58 ผลของแคลเซียมอิออนตอการเรงการทํางานของ crude enzyme และ นิวทรัล 
                 โปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B. subtilis TISTR 25 ที่ความเขมขนของแคลเซียม- 
                  อิออนคือ 10, 20,  30,  40 และ 50 mM ตามวิธีขอ 3.6.7.3 
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             4.6.6.2 ผลของการศึกษาผลของตัวยับยั้งโปรติเอส 
                          ผลการศึกษาผลของตัวยับยั้งโดยใชสารละลายเอนไซมบมกับ   EDTA  ที่ความ 
เขมขนตางๆ วิธีการทดลองตามขอ 3.6.7.2 พบวา EDTA ที่ความเขมขน 2 - 10 mM มีความ
สามารถในการยับยั้งเอนไซมใน crude enzyme และ นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน จาก 
B.cereus ได 100% แสดงดังรูปที่ 4.59 สําหรับ crude enzyme และนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์
บางสวนจาก B. subtilis TISTR 25 ที่มีความเขมขนของ EDTA 2 - 10 mM  พบวาใน crude 
enzyme สามารถยับยั้งการทํางานของ crude enzyme ได 90 เปอรเซ็นต  สวนในนิวทรัลโปรติ
เอสที่บริสุทธิ์บางสวนสามารถยับยั้งการทํางานได 50 เปอรเซ็นต  แสดงดังรูปที่ 4.60 (วัดแอคติ
วิตีที่เหลือของเอนไซมตามวิธีขอ 3.1.4 ) 
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รูปที่ 4.59 ผลการยับยั้งการทํางานของ crude enzyme และ นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
                 จาก  B. cereus ที่ความเขมขนของ EDTA คือ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 mM 

รูปที่ 4.60 ผลการยับยั้งการทํางานของ crude enzyme และ นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน
จาก  B. subtilis TISTR 25 ที่ความเขมขนของ EDTA คือ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 mM ตามวิธีขอ 
3.6.7.2 

0

20

40

60

80

100

0 2 4 6 8 10

[EDTA]( mM )

Re
sid

ual
 sp

eci
fic

 ac
tiv

ity
 ( %

 )
crude enzyme
partial purified enzyme

0

20

40

60

80

100

0 2 4 6 8 10
[EDTA] ( mM )

Re
sid

ual
 sp

eci
fic

  ac
tiv

ity
 ( %

 )

crude enzyme

partial purified enzyme



 98

             4.6.6.4 ผลการศึกษาผลของไอออนโลหะ 
                         เมื่อศึกษาผลของโลหะ ตามวิธีในขอ 3.6.7.1 ตอคาแอคติวิตีจําเพาะของนิวทรัล
โปรติเอสจาก B. cereus พบวาไอออนของโลหะที่มีผลตอการยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
สามารถแบงการยับยั้งออกได 3 กลุม จากตารางที่ 4.10 
                        1. ไอออนของโลหะที่สามารถยับยั้งการทํางานไดประมาณ 50% คือ ไอออน
ของโลหะพวก แมงกานีส   
                        2. ไอออนของโลหะที่สามารถยับยั้งการทํางานไดประมาณ 60-90% คือ ไออน 
ของโลหะพวก แมกนีเซียม นิเกิล ลิเธียม โคบอลต และ สังกะสี 
                        3. ไอออนของโลหะที่สามารถยับยั้งการทํางานได 100% คือ ไอออนของโลหะ
พวก คอบเปอร เหล็ก และคลอไรด 
 
ตารางที่ 4.10 ผลของไอออนของโลหะตอแอคติวิตีจําเพาะของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บาง
สวนจาก B. cereus 
   

ผลของไอออนโลหะ Relative specific  activity (%) 
หลอดควบคุม 100 
MnSO4.H2O 10 mM 50.0 
MnCl2.4H2O 10 mM 47.2 
Ni(NO3)2.6H2O 10 mM 38.9 
MgCl2  10 mM 36.1 
LiCl 10 mM 36.1 
CoCl2.6H2O 10 mM 16.7 
ZnSO4.7H2O 10 mM 13.9 
NaNO2 10 mM 13.9 
FeSO4.7H2O 10 mM 8.3 
MgSO4 10 mM 3.9 
HgCl2 10 mM 2.8 
CuSO4.5H2O 10 mM 0.0 
FeCl3.6 H2O 10 mM 0.0 
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4.7 ผลการศึกษาอุณหภูมิในการเก็บรักษาเอนไซมที่ภาวะตางๆ 
      ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเอนไซมใน glycerol 10%  ที่ภาวะตางๆ 
คือ –20 องศาเซลเซียส, 0  องศาเซลเซียส, 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง พบวาการเก็บ
เอนไซมเปนเวลา 1 เดือน การเก็บเอนไซมโดยวิธี lyophilized  เหลือแอคติวิตี 63 เปอรเซ็นต 
สําหรับการเก็บรักษาสารละลายเอนไซมใน 10 % glycerol ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส,0 
องศาเซลเซียส, 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง แอคติวิตีจําเพาะที่เหลือเทากับ 33.9, 11.38, 
8.69 และ 4.47% ตามลําดับ สวนในสารละลายเอนไซมที่ไมไดเติม glycerol 10%  เมื่อเก็บที่  4  
องศาเซลเซียส แอคติวิตีจําเพาะที่เหลือเทากับ 3.53% แสดงดังรูปที่ 4.61 
 
 

                                           
รูปที่ 4.61  ผลของการเก็บรักษาสารละลายเอนไซมใน glycerol 10% ที่ภาวะตางๆคือที่อุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส, 0 องศาเซลเซียส , 4 องศาเซลเซียส, อุณหภูมิหอง เอนไซมผงที่เก็บไวที่
อุณหภูมิหอง  และสารละลายเอนไซมที่ไมไดเติม glycerol 10%  ที่เก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียสใน
ระยะเวลา 1 เดือน นํามาวัดแอคติวิตีจําเพาะที่เหลืออยูทุกๆ 7 วันโดยวิธีตามขอ 3.1.4 
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บทที่ 5  
 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 
การคัดเลือกและจําแนกสายพันธุของแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสทนรอน 
 
           แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 ที่สามารถผลิตโปรติเอสทนรอนที่แยกไดจากดินกนบอน้ําเค็มรอน 
จังหวัดกระบี่ โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สมบัติทางชีวเคมี และใชวิธีการเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S ribosomal RNA gene  ของแบคทีเรียในกลุม Bacillus มีความใกล
เคียงสายพันธุกันมาก ใน 6 species คือ Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, 
Bacillus pseudomycoides และ Bacillus weihenstephanensis (Ameur และคณะ, 2003) ดังนั้นจึงใช
ลักษณะทางชีวเคมีและทางสัณฐานวิทยา เพื่อประกอบการจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวย จากงาน
วิจัยนี้ไดใชวิธีการเกิด hemolysis บน blood agar เปนตัวช้ีวัดการจําแนกสายพันธุวาอยูในกลุม 
Bacillus cereus  
 
 ภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตโปรติเอส 
 
          การศึกษาสูตรอาหารในการเลี้ยงเชื้อ B.cereus พบวาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเจริญและ
ผลิตโปรติเอสคือ สูตร Raja’s medium (ขอ 4.4.1) การใชอาหารสูตร Raja’s medium  พบวามีการ
เจริญเติบโตไดดีกวาการใช Nutrient broth อาจเนื่องจากวา มีสวนประกอบในอาหารที่สามารถชวย
ใหเชื้อมีการเจริญเติบโตไดดีกวา เชน มีพวกแคลเซียมซ่ึงจําเปนตอการสรางผนังเซลล และการ
สรางสปอรของเชื้อ ฟอสเฟตและแมกนีเซียมเปนแรธาตุที่มีความสําคัญในการสังเคราะห ATP, 
เปนตน ในชวงแรกแบคทเีรียจะมีอัตราการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วซ่ึงสังเกตไดจากคาการดูดกลืน
แสงที่เพิ่มขึ้นมากและเมื่อมีการเจริญคงที่แลว (stationary phase) จะเริ่มมีการสรางนิวทรัลโปรติเอส
ขึ้นมีแอคติวิตีจําเพาะสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 การทดลองนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Kim และคณะ 
(2001) ซ่ึงศึกษาการเจริญของ Bacillus cereus KCTC 3674  พบวาการสรางเอนไซมจะอยูในชวงที่
เชื้อมีการเจริญคงที่แลว (stationary phase ) เชนกัน   
        
          อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูง
สุดของ Bacillus cereus คือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ช่ัวโมง     
เชนเดียวกับการศึกษาเรื่องอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis TISTR 25 ของ      
วรรณวิมล ทรัพยดี (2540) พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อมีสวนสําคัญในการเลี้ยงเชื้อ



 101

และมีผลตอการผลิตเอนไซม เพราะถาอุณหภูมินั้นเหมาะสมจะทําใหเชื้อสามารถมีการเจริญเติบโต
ไดดี และชวยใหกระบวนการตางๆที่เกิดภายในเซลลมีการทํางานที่ดี 
 
          pH ที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium ที่ B.cereus สามารถผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มี      
แอคติวิตีจําเพาะสูงสุด คือ pH 7.0 หลังเล้ียงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากงานวิจัยที่ผานมา Moon 
และ Parulekar (1991) พบวาที่ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacillus firmus เทากับ 7.7 จะมีการผลิตโป
รติเอสใหแอคติวิตีสูง และถาอาหารเลี้ยงเชื้อมี  pH  สูงตอนเริ่มตนจะทําใหเชื้อไมเจริญในชวงแรก 
ดังนั้น pH   สามารถกดดันการผลิตโปรติเอสได      
   
          การใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) ทําใหมีการสรางเอนไซมที่มีแอคติวิตีสูงสุดหลังเล้ียง
เชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง ดังนั้นอาจกลาวไดวาการใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5 % (v/v) นั้นเหมาะสมตอ
ปริมาณสารอาหารที่ใชทําใหผลิตเอนไซมไดมาก  
 
          ความเร็วรอบที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงสุด 
คือ 200 รอบ/นาที หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากการมีผูศึกษาเกี่ยวกับการละลายของ
ออกซิเจนจะเพิ่มขึ้นตามการเพิ่มของความเร็วรอบในการเขยา และจุลินทรียสายพันธุบาซิลัส เปน
แบคทีเรียแกรมบวกที่ตองการอากาศในการเจริญ ดังนั้นปริมาณออกซิเจนที่เพียงพอจะชวยให       
เมตาบอลิซึมเกิดขึ้นไดดี รวมทั้งสงผลใหเซลลมีการเจริญไดสูงดวย (Chain และ Gualandi, 1954)  
แตจากการทดลองขางตนพบวาความเร็วรอบที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อคือ 200 รอบตอนาที อาจ
เปนไปไดวาเปนความเร็วรอบที่เหมาะสมในการเจริญของ Bacillus cereus ซ่ึงแตกตางกันตามสาย
พันธุ นอกจากนี้ยังไดมีผูศึกษาวาการใชความเร็วรอบที่มากเกินไปในการเขยาอาจสงผลใหการเจริญ
ของเชื้อต่ําลงและสงผลตอการสรางเอนไซม ที่เปนเชนนี้อาจเนื่องมาจากปริมาณออกซิเจนที่มาก
เกินไปจะสามารถกดการสรางเอนไซมของเชื้อได  (O’Reilly, 1983 ) 
       
          การไมใสกลูโคสในอาหาร Raja’s medium จะทําให B.cereus ผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคา     
แอคติวิตีจําเพาะสูงสุด หลังเล้ียงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง อาจเนื่องมาจากความเขมขนของกลูโคสใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มากเกินไปจะทําใหเกิด catabolic repression โดยกลูโคสจะไปกดการทํางานของ
ยีนสวนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ทําใหไมสามารถสรางเอนไซมได หรือทําใหเกิดการชะลอการ
สรางเอนไซม (Doi, 1973; Bernlohr, 1964 ) ซ่ึงใหผลเชนเดียวกับการศึกษาของ เกษม พงษมณี 
(2536) ที่พบวาระดับความเขมขนของกลูโคสมีผลตอการสรางเอนไซม  
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          ความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตนที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium คือ 0.5 กรัม% 
(w/v) ทําใหเชื้อผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคาแอคติวิตีสูงสุด หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง   
ดังนั้นการใชปริมาณเปปโตนที่เหมาะสมจะมีผลตอการเจริญของเชื้อและการผลิตเอนไซม  Kole 
และคณะ (1988) รายงานวาถามีโนโตรเจนปริมาณมากหรือนอยเกินไปจะกดดันการสรางเอนไซม
ได  นอกจากนี้  Adin. และคณะ (2002) ไดศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแอลคาไลน           
โปรติเอสจาก Bacillus sp. PE-11 ศึกษาถึงสัดสวนของปริมาณเปปโตนที่เหมาะสมในสวนประกอบ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีผลตอการผลิตของเอนไซม ซ่ึงผลที่ไดคือ ปริมาณเปปโตนมีผลตอการ     
ควบคุมขบวนการสังเคราะหเอนไซม และปริมาณเปปโตนที่มากเกินไปมีผลยับยั้งการสังเคราะห
เอนไซม 
  
          ความเขมขนของแคลเซียมอิออนที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium คือ 0.10 กรัม
% (w/v) เนื่องจากเชื้อสามารถผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงสุด หลังจากเลี้ยง 
เชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากงานวิจัยของ Uttam C.B.และคณะ (1999) มีรายงานวาการเติมแคลเซียม
อิออนปริมาณ 10 มิลลิโมลาร เปนสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวา สามารถปองกันการเกิด 
autolysis ของแอลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus brevis และ ทําใหเอนไซมมีความเสถียร
มากขึ้น โดยเอนไซมยังมีแอคติวิตีเหลืออยูถึง 50 เปอรเซ็นต หลังบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 4 วัน และยังมีรายงานวาแคลเซียมอิออนสามารถเพิ่มความเสถียรของเอนไซม subtilisin 
จาก Bacillus sp. AK.1 โดยพบวาแคลเซียมอิออนสามารถทําใหเอนไซมมีความเสถียรโดยเพิ่มความ
แข็งแรงบริเวณพันธะไดซัลไฟดที่อยูบริเวณเรงของเอนไซม (Helen S.T. และคณะ, 2000 )  
 
          ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ Bacillus cereus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium คือ 
หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง เชื้อจะผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  
จากงานวิจัยที่ผานมา การผลิตเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสโดยเชื้อ Bacillus subtilis TISTR 25 จะ
สามารถผลิตเอนไซมที่มีแอคติวิตีสูงสุดหลังเล้ียงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง (เกษม พงษมณี, 2536) ดัง
นั้นการนําเอนไซมมาใชเพื่อประโยชนในทางอุตสาหกรรม หรือ การทําใหบริสุทธิ์บางสวนมีความ
จําเปนที่จะตองทราบชวงเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมปริมาณสูงสุด และ
ประโยชนสูงสุดในการนําเอนไซมมาใช 
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การเตรียมเอนไซมโปรติเอสและทําใหเอนไซมบริสุทธิ์บางสวน  
 
          จากการทดลองในการเตรียม crude enzyme ปริมาณมากโดยใชสูตรอาหารที่เล้ียงเชื้อ 
Bacillus ereus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium สูตรที่ปรับแลวปริมาณ 300 มิลลิลิตร สูตรอาหาร
ตามขอ 4.4.1 โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
เมื่อเริ่มมีการเจริญเติบโตคงที่จะมีการผลิตเอนไซมเกิดขึ้นและผลิตเอนไซมที่มีแอคติวิตีจําเพาะสูง
สุด หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปทําใหเอนไซมมีความเขมขนมากขึ้นโดยใช
วิธี ultrafiltration ทําใหเอนไซมมีคาแอคติวิตีจําเพาะเพิ่มขึ้น 5 เทา แสดงดังตารางที่ 4.7 จากนั้นจึง
ตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80% ซ่ึงทําใหเอนไซมมีความบริสุทธิ์มากขึ้นเปน 
9 เทาจาก crude enzyme จากขั้นตอนตางๆทําใหเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นบางสวน แตจากการ
ทดลองจะเห็นไดวา เอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเพียง 9 เทาจาก crude enzyme ดังนั้นอาจตอง
ปรับปรุงขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์บางสวน คือ ใชสารละลายในการตกตะกอนโปรตีนแทน
แอมโมเนียมซัลเฟตที่อ่ิมตัว 80% เชน อะซีโตน หรือ เอทานอล เปนตน อาจทําใหเอนไซมมีความ
บริสุทธิ์เพิ่มขึ้นไดและสามารถนําไปศึกษาสมบัติของเอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวนตอไป  
 
ผลการศึกษาสมบัติของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
 
 การหาน้ําหนักโมเลกุลของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนโดยวิธีเซฟาเดกซจี-75 
คอลัมนโครมาโตรกราฟ พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 34,700 ดาลตัน และการหาหนวยยอยของเอนไซม
ที่บริสุทธิ์บางสวน โดยวิธีเอสดีเอส – พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส พบวามีแถบโปรตีน
เขม 3 แถบ และมีแถบโปรตีนที่ 4 ตอจากแถบที่ 3 ลงมาอีก 1 แถบ ซ่ึงแถบโปรตีนที่ 1 – 3 มีน้ําหนัก
โมเลกุล ดังนี้ คือ 63,000, 54,000 และ 46,000 ดาลตัน ตามลําดับ สวนแถบโปรตีนที่ 4 มีน้ําหนัก
โมเลกุล 38,100 ดาลตัน และจากวิธี Substrate – Containing SDS Zymogram gel electrophoresis 
ทําใหทราบขนาดน้ําหนักโมเลกุลของนิวทรัลโปรติเอสโดยใช casein เปนสับเสตรท พบวามีแถบ
โปรตีนเกิดขึ้น 1 แถบ สามารถหาคาน้ําหนักโมเลกุลไดเทากับ 44,700     ดาลตัน ดังนั้นสามารถ
สรุปไดวานิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 38,000 – 46,000 ดาลตัน 
แตน้ําหนักโมเลกุลของนิวทรัลโปรติเอสที่นาเชื่อถือ คือ วิธีเซฟาเดกซ จี – 75 คอลัมนโครมาโตร- 
กราฟ  เนื่องจากเปนเอนไซมที่อยูในรูปธรรมชาติ (native form) สวนในวิธี  เอสดีเอส – พอลิอะคริ-
ลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิสและวิธี Substrate – Containing SDS Zymogram gel electrophoresis 
เอนไซมเสียสภาพธรรมชาติ เนื่องจาก SDS ไปทําใหโครงรูปของ tertiary structure ของเอนไซม
เปล่ียนไปเปน primary structure ดังนั้นน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมที่ไดอาจคลาดเคลื่อนจากคาที่
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ควรเปนจริง จากการทดลอง น้ําหนักโมเลกุลของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนโดยวิธี         
เซฟาเดกซ จี -  75 คอลัมนโครมาโตรกราฟ มีขนาดเทากับ 34,700 ดาลตัน  แตจากการหาน้ําหนัก
โมเลกุลโดยใชวิธีเอสดีเอส – พอลิอะคริลาไมด มีน้ําหนักหนักโมเลกุล 38,100 ดาลตัน และวิธี 
Substrate – Containing SDS Zymogram gel มีน้ําหนักโมเลกุล 44,700 ดาลตัน จากการทดลองนี้พบ
วาเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลใกลเคียงกับงานวิจัยที่ผานมาเกี่ยวกับการทําให
บริสุทธิ์และศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซมที่ไดจาก Bacillus cereus KCTC 3674  พบวามี        
โปรติเอส 2 ชนิด เมื่อแยกดวย เอสดีเอส - พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส ซ่ึงโปรตีนชนิดที่ 
1 มีน้ําหนักโมเลกุล 36,000 ดาลตันและโปรตีนชนิดที่ 2 มีน้ําหนักโมเลกุล 38,000 ดาลตัน ( Sam 
และคณะ, 2001 ) และยังมีรายงานวา การหาหนวยยอยของเอนไซมโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus sp. 
DJ-1, DJ-2 และ DJ-3 โดยวิธี Zymogram  ในการเปรียบเทียบความสามารถในการยอย substrate 3 
ชนิดคือ casein, fibrin และ gelatin จากการทดลองนี้ไดใช substrate คือ casein ในการหาหนวยยอย
ของเอนไซมโปรติเอสโดยวิธีเอสดีเอส - พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส พบวามีน้ําหนัก
โมเลกุลประมาณ 40,000 - 50,000 ดาลตัน (Nack และคณะ, 2001) 
       
การศึกษาสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี จลนศาสตรของเอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวน 

          อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาคือที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส pH 7.0 แตหลังจาก
อุณหภูมิเกิน 80 องศาเซลเซียส เอนไซมจะหมดความสามารถในการทํางานได สําหรับผลของ
อุณหภูมิตอความเสถียรของเอนไซม พบวาการบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส 
เอนไซมยังมีแอคติวิตีเหลืออยู 100 เปอรเซ็นต หลังบมเปนเวลา 20 นาที แตมีแนวโนมลดลงเมื่อบม
เชื้อที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสขึ้นไป จากงานวิจัยของ Yamagata และคณะ (1995) ไดศึกษาความ
เสถียรของเอนไซมวายังมีแอคติวิตีอยู 100 เปอรเซ็นต เมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที ซ่ึงจากการทดลองจะเห็นไดวา นิวทรัลโปรติเอสที่ไดจากการทดลองมีอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการทํางานเชนเดียวกับงานที่ผานมา แตมีความเสถียรของเอนไซมที่ดีกวา คือ เอนไซม
ยังมีแอคติวิตีที่เหลืออยูมากกวาเมื่อใชเวลาในการบมเอนไซมที่นานกวา   

            pH ที่เหมาะสมและ pH ตอความเสถียรของเอนไซมตอการทํางานของนิวทรัลโปรติเอสที่
ผลิตจาก Bacillus cereus  ที่ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมสูงสุดคือที่ pH 7.0 (0.1 M Tris-HCl) 
โดยบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส สําหรับ  pH ตอความเสถียรของเอนไซม พบวาที่ pH 
7.0 เอนไซมจะมีความเสถียรมากที่สุดเมื่อเวลาผานไป 5 นาที แตหลังจากบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส และความเสถียรจะมีแนวโนมลดลงหลังจากเวลาผานไป 15 นาที จากงานวิจัยที่ผาน
มา ไดศึกษา pH ที่เหมาะสมและ pH ตอความเสถียรของเอนไซมตอการทํางานของนิวทรัล           
โปรติเอสที่ผลิตจาก B. cereus KCTC 3674 พบวา มี pH ที่เหมาะสมในการทํางาน คือ 8.0 สวน
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ความเสถียรของ pH ตอการทํางานของเอนไซม เมื่อบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที ยังมีแอคติวิตีเหลืออยู 100 เปอรเซ็นต ดังนั้นอาจกลาวไดวา นิวทรัลโปรติเอสที่ไดจากการ
ทดลองนี้มีคา pH ต่ํากวาและมีความเสถียรตอคา pH ที่นอยกวาเมื่อดูจากคาแอคติวิตีที่เหลืออยู 
แสดงวาเอนไซมนี้ยังไมมีความเสถียรมากพอ  

                    ผลการศึกษาผลของสับสเตรทธรรมชาติและสับสเตรทสังเคราะหตอแอคติวิตีของ
เอนไซม จากตารางที่ 4.8 คา Km ของเอนไซมที่ผลิตจาก Bacillus cereus ระหวาง casein และ 
azocasein พบวา คา Km  ของ casein มีคานอยกวา azocasein แสดงวา นิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก 
Bacillus cereus  มีความชอบตอสับสเตรทที่เปน casein มากกวาคือสามารถจับไดแนนกวา (high 
affinity) สวนนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ก็ใหผลเชนเดียวกัน และ
สําหรับการหาคา         ประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซม (Efficiency) พบวาคา Efficiency 
ของเอนไซมที่ไดจาก Bacillus cereus มีคามากกวาคา Efficiency ของเอนไซมที่ไดจาก Bacillus 
subtilis TISTR25 แสดงวาเอนไซมจาก Bacillus cereus มีประสิทธิภาพการทาํงานทั้ง casein และ 
azocasein มากกวาเอนไซมของ Bacillus subtilis TISTR 25 ซ่ึงแสดงผลดังตารางที่ 4.9 จากรายงาน
ที่ผานมาของ Tony และ Jon(1983) ในการหาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมจากแบคทีเรีย 2 
ชนิดคือ Escherichia coli B-11 และ Klebsiella aerogenes A ในการใชสับสเตรทที่ยอยคือ 
Benzylpenicillin, α-amino-benzylpenicillin, p-hydroxy-α-amino-benzylpenicillin, α-carboxyl-
benzylpenicillin และ 3- thienyl α-carboxy-benzylpenicillin พบวาในสับเสตรท 3 ชนิดแรกพบวา
คา Efficiency ของเอนไซมจาก  Escherichia coli B-11มีคามากกวา Klebsiella aerogenes A แสดง
วามีประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซมที่ดีกวา Klebsiella aerogenes A ดังนั้นการทํางานของ
เอนไซมแตละชนิดที่ผลิตมาจากจุลินทรียที่ตางชนิดกันยอมมีประสิทธิภาพในการทํางานที่แตกตาง
กัน ขึ้นกับความชอบของเอนไซมตอสับเสตรทและอัตราเร็วสูงสุดในการทําปฏิกิริยา เปนตน 

                 การศึกษาตัวเรงการทํางานของเอนไซมจาก Bacillus cereus พบวาการใชแคลเซียม        
อิออนที่มีความเขมขน 10 มิลลิโมลารใน crude enzyme สามารถเรงการทํางานของเอนไซมได 100 
เปอรเซ็นต   สําหรับนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ใหผลเชนเดียวกัน แต
แคลเซียมอิออนไมมีผลในการเรงการทํางานในนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B. cereus 
และ B. subtilis TISTR 25 ไดมีผูศึกษาโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus sp. Ak.1คือ แคลเซียมอิออน 
ซ่ึงการมีแคลเซียมอิออนจะชวยใหพันธะไดซัลไฟดมีความแข็งแรงมากขึ้น ดังนั้นเอนไซมจึงมีความ
เสถียรมากขึ้น (Helen S.ละคณะ, 2000) จากการทดลองพบวาแคลเซียมอิออนไมมีผลตอการทํางาน
ของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน อาจเนื่องจาก ในโมเลกุลของเอนไซมมีปริมาณแคลเซียมที่
มากพอจากสูตรอาหารของ Raja’s ที่จะทําใหเอนไซมมีความเสถียร และมีรูปรางที่เหมาะสมตอการ
ทํางานอยูแลว สวนใน crude enzyme ของทั้งสองสายพันธุพบวา การที่คาแอคติวิตีจําเพาะที่เหลือ
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อยูของเอนไซมมีคามากขึ้น แสดงวาการเติมแคลเซียมอิออนใน crude enzyme ชวยทําใหเอนไซมมี
รูปรางที่เหมาะสมตอการทํางานมากขึ้น 

            การศึกษาตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซม โดยใชสารคีเลตติ้ง คือ EDTA ที่ความเขมขน      
2 – 10 มิลลิโมลาร พบวา EDTA สามารถยับยั้งการทํางานของนิวทรัลโปรติเอสที่ไดจาก B.cereus 
ไดดีกวานิวทรัลโปรติเอสจาก B.subtilis TISTR แสดงวานิวทรัลโปรติเอสจาก B. cereus เปน        
เมทัลโลโปรติเอส ซ่ึงมีโลหะอยูที่บริเวณเรงของเอนไซม ดังนั้นการศึกษาถึงโลหะที่อยูบริเวณเรง
ของเอนไซมอาจใชวิธี x – ray crystallography เพื่อดูโครงสรางของเอนไซมและทราบถึงโลหะที่อยู
บริเวณเรงได  จากการทดลองนี้การเติม EDTA สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม 100 
เปอรเซ็นต จากงานวิจัยของ Sam และคณะ (2001) พบวาตัวยับยั้งการทํางานของเมทัลโลโปรติเอส
ที่ผลิตจาก Bacillus cereus KCTC คือ EDTA และมีโลหะสังกะสีอยูที่บริเวณเรงของเอนไซม    

          ผลของไอออนโลหะ จากตารางที่ 4.10 พบวาไอออนโลหะสวนใหญมีผลตอการทํางานของ
เอนไซม ซ่ึงจากการเติมไอออนของโลหะ จะทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีจําเพาะที่เหลืออยูลดลง แสดง
วาไอออนของโลหะมีผลตอบริเวณเรงของเอนไซม ซ่ึงอาจทําใหเอนไซมมีรูปรางที่ไมเหมาะสมตอ
การทํางาน หรือไปบดบังบริเวณเรงของเอนไซม จึงสงผลใหแอคติวิตีจําเพาะที่เหลืออยูลดลง 

          การศึกษาอุณหภูมิในการเก็บรักษาเอนไซมที่ภาวะตางๆ จากรูปที่ 4.61 พบวาภาวะที่เหมาะ
สมในการเก็บรักษาเอนไซมคือ การเก็บเอนไซมใน glycerol 10% ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
และ การเก็บเอนไซมในรูปเอนไซมผง (lyophilized) ที่อุณหภูมิหอง แตการเก็บรักษาเอนไซมในรูป
ผง มักมีปญหาในการใชเนื่องจาก อาจเปนสาเหตุในการแพ ทําใหเกิดอาการคัน ไมสะดวกในการใช
งาน และเครื่องมือในการทําเอนไซมเปนผงมีราคาแพง ดังนั้นจึงควรเก็บในรูปสารละลายเอนไซมที่
เติม glycerol 10% ดีกวา ไดมีผูศึกษาเกี่ยวกับการเก็บรักษาเอนไซมในรูปสารละลายเอนไซมและใน
รูปเอนไซมผง พบวาการเก็บรักษาเอนไซมในรูปเอนไซมผงจะสามารถเก็บไวไดนานโดยไมมีการ
สูญเสียแอคติวิตี เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (เกษม พงษมณี, 2536)  
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สรุปผลการทดลอง 

1. การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสจากตัวอยางดินในประเทศไทยจาก 63 ตัวอยางดิน สามารถ
คัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสไดทั้งหมด 12 และสามารถคัดเลือกชนิดของแบคทีเรียที่ผลิต    
โปรติเอสที่ใหคาแอคติวิตีสูงสุดคือแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 โดยวิธี azocasein hydrolysis ภาวะที่
เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมคือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส , pH 7.0 แบคทีเรียสาย
พันธุที่ 6 เปนแบคทีเรียจากดินบริเวณกนบอน้ําเค็มรอน จังหวัดกระบี่ จากการจําแนกชนิดของ        
จุลินทรียโดยวิธีทางสัณฐานวิทยา ทางชีวเคมีและการยืนยันผลการจําแนกชนิดของแบคทีเรียทางชีว
เคมีโดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S  ribosomal RNA gene สรุปวาเปน Bacillus 
cereus 

2. การหาภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง Bacillus cereus และการผลิตเอนไซม อุณหภูมิที่เหมาะสม
ในการเลี้ยงเชื้อ อาหารที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อคือ Raja's medium ที่ประกอบดวย เปปโตน 0.5 
กรัม% (w/v) โดยไมเติมกลูโคส แคลเซียมอิออน 0.1 กรัม% (w/v),  ภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง
เชื้อคือ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 ปริมาณเชื้อเริ่มตนคือ 0.5 เปอรเซ็นต ความเร็วรอบที่
เหมาะสมในการเขยาคือที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

3. การเตรียมเอนไซมโปรติเอสในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja's medium ในสูตรที่ปรับแลว ( CaCl2.2H2O 
1 กรัม, K2HPO4 0.6 กรัม, MgSO4.7H2O 0.5 กรัม, NaCl 0.045 กรัม, peptone 5 กรัม ในปริมาตรทั้ง
หมด 1 ลิตร) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร จํานวน 8 ขวด เก็บเอนไซมหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48       
ชั่วโมง จะไดสารละลายเอนไซม 2,400 มิลลิลิตร มีคาแอคติวิตีจําเพาะของโปรติเอส 0.4 U/mg 
protein จากนั้นนํามาทําใหเขมขนดวยวิธี ultrafiltration มีคาแอคติวิตีจําเพาะเปน 2.0 U/mg protein 
จากนั้นนําไปทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว                    
80 เปอรเซ็นต เอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเปน 3.56 U/mg protein  

4. การศึกษาสมบัติของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนของนิวทรัลโปรติเอสจาก Bacillus 
cereus สําหรับการหาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีเซฟาเดกซ จี-75 คอลัมน นิวทรัล            
โปรติเอสจาก Bacillus cereus มีน้ําหนักโมเลกุล 34,700 ดาลตัน  

5. การศึกษาหนวยยอยและน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยการใชวิธี เอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมด 
เจลอิเลกโทรโฟริซิส นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก Bacillus cereus ใหแถบโปรตีน 4 
แถบ แถบที่ 1 มี น้ําหนักโมเลกุล 63,000 ดาลตัน และ แถบที่ 2 มีน้ําหนักโมเลกุล 54,000 ดาลตัน 
แถบที่ 3 มีน้ําหนักโมเลกุล 46,000 ดาลตัน และแถบที่ 4  มีน้ําหนักโมเลกุล 38,100 ดาลตัน 
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6. การศึกษาหนวยยอยและน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยใชวิธี Substrate -Containing SDS 
Zymogram gel นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก Bacillus cereus ใหแถบที่เกิดการยอย
โปรตีน 1 แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 44,700 ดาลตัน  

7. อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus cereus คือที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส โดยใหผลเชนเดียวกันทั้ง crude enzyme และ นิวทรัลโปรติเอสที่
บริสุทธิ์บางสวน สําหรับความเสถียรของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนเอนไซมยังไมสูญเสีย
แอคติวิตีเมื่อบมที่อุณหภูมิ 55 - 60 องศาเซลเซียส และแอคติวิตีจะลดลงครึ่งหนึ่งหลังบมเอนไซม 
65 องศาเซลเซียส และมีแนวโนมลดลงเมื่อบมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 

8. pH ที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus cereus คือที่ pH 7.0 
และเอนไซมจะยังคงมีแอคติวิตีในชวง pH  6.0 - 9.0 แต pH ที่เหมาะสมคือ pH 7.0 หลังจากเวลา
ผานไป 15 นาที คาความเสถียรของเอนไซมในทุกๆ pH จะลดลงครึ่งหนึ่ง 

9. สับสเตรทที่เหมาะสมตอการทํางานของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก Bacillus cereus 
คือ casein สวนประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม (Efficiency) นั้น นิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก 
Bacillus cereus มีประสิทธิภาพในการทํางานไดดีกวานิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis 
TISTR 25 ในสับสเตรตทั้ง 2 ชนิด คือ casein และ azocasein เนื่องจากมีคา Efficiency ที่สูงกวา 

10.ไอออนของโลหะมีผลตอการทํางานของเอนไซมและสารที่ยับยั้งการทํางานของนิวทรัล          
โปรติเอส คือ EDTA โดยมีความเขมขน 2 - 10 มิลลิโมลาร   สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม
ได 100 เปอรเซ็นต ทั้งใน crude enzyme และนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนที่ผลิตจาก 
Bacillus cereus สําหรับนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ที่ใชเปนตัวเปรียบ
เทียบ EDTA สามารถยับยั้งการทํางานของ crude enzyme ได 90 เปอรเซ็นต สวนในนิวทรัล         
โปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนสามารถยับยั้งการทํางานได 50 เปอรเซ็นต 

11. แคลเซียมอิออนมีความสามารถในการเรงการทํางานของเอนไซมที่ผลิตจาก Bacillus cereus ได 
คือ แคลเซียมคลอไรดที่มีความเขมขน 10 มิลลิโมลาร สามารถเรงการทํางานได 100 เปอรเซ็นตใน 
crude enzyme สวนในนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน แคลเซียมคลอไรดไมมีผลตอการเรงการ
ทํางานของเอนไซม สําหรับนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ก็ใหผลเชน
เดียวกัน 
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12. ภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเอนไซมคือ การเก็บในรูปสารละลายเอนไซมที่เติม glycerol 
10% เนื่องจากงายตอการใชงานและไมกอใหเกิดฝุนที่อาจกออาการระคายเคือง เหมือนกับเอนไซม
ผง (lyophilized) 



รายการอางอิง  
ภาษาไทย  
กฤษณา โพธิสารัตนะ : 2535. การศึกษาสมบัติของแอลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp.             
             ชนิดทนตอสภาวะดาง . วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ                   
             บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย                                      
. เกษม พงษมณี : 2536. การผลิตเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสโดย Bacillus subtilis TISTR 25 .       
             วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต สาชาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ -             
             มหาวิทยาลัย. 
ชัยสิทธิ์ สิทธิเวช: 2544. การทําใหบริสุทธิ์และลักษณะสมบัติของโปรติเอสที่เสถียรตออุณหภูมิสูง. 
             วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต สาขาชีวเคมี ภาควิชาชีวเคมี บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ 
             มหาวิทยาลัย 
ปกรณ จิโรจนกุลกิจ : 2532. การแยกใหบริสุทธิ์และการศึกษาสมบัติของแอลคาไลนโปรติเอสจาก    
             เชื้อ Bacillus subtilis TISTR 25. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต ภาควิชาชีวเคมี บัณฑิต 
            วิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
สนธยา ศรีเมฆ. 2533. ผลของสารตนตอคารบอนและไนโตรเจนตอการผลิตโปรติเอสและเอนไซม                  
              ในไนโตรเจนเมทาบอลิซึมของ Bacillus subtilis TISTR 25. วิทยานิพนธปริญญา                   
               มหาบัณฑิต ภาควิชาชีวเคมี บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
 อุดมลักษณ ธิติรักษพาณิชย. 2533. การทําใหบริสุทธิ์และการศึกษาสมบัติของเอนไซมนิวทรัล                  
               โปรติเอสจาก Bacillus subtilis TISTR 25. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต ภาควิชา 
               ชีวเคมี บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย.        
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก ก 
 
สารละลายสําหรับการสกัด DNA 

1. SET buffer ( sucrose 20%, Tris-HCl 50 mM, pH 7.6, EDTA 50 mM ) 
ผสมสารละลายใหเขากันในหลอดแกวไรเชื้อ ( sterile test tube ) จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร 
โดยการเติมน้ํากลั่นที่ไรเชื้อ 
                sucrose 25 %   40   มิลลิลิตร 
   Tris-HCl 1 M, pH 7.6   2.5   มิลลิลิตร 

  EDTA 0.5 M, pH 8.0  5   มิลลิลิตร 
                
               1.1 sucrose 25 %     
               ละลาย sucrose 12.5 g ในน้ํา 40 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 50 ml จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่  
 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   
       
               1.2 Tris-HCl 1M, pH 7.6 (2.5 มิลลิลิตร) 
               ละลาย Tris base 1.21 g ในน้ํากลั่น 8 มิลลิลิตร เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขนประมาณ 0.60 ml ตั้งทิ้งใหสาร
ละลายเย็นจนถึงอุณหภูมิหอง ปรับ pH เปน 7.6 โดย HCl หรือ NaOH ที่เจือจาง ปรับปริมาตร 10 ml ทําใหไรเชื้อโดยนํา
ไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   
       
               1.3. 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
   ละลาย disodium ethylene diamine tetraacetate .2H2O (EDTA) จํานวน 1.861 กรัม ในน้ํา 8 มิลลิลิตร  คนให
ละลายมากที่สุดโดยปรับใหเปน pH 8.0 โดยใส NaOH 0.2 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 1.0 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆา
เชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   
 
2. TEN buffer (Tris-HCl 10 mM pH 7.6 , EDTA 1 mM, NaCl 10 mM) 
     ผสมสารในหลอดแกวไรเชื้อ ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร โดยการเติมน้ํากลั่นที่ไรเชื้อ 
               Tris-HCl 1 M , pH 7.6   0.1   มิลลิลิตร 
  EDTA 0.5 M, pH 8.0   0.02    มิลลิลิตร   
  NaCl 5 M   0.02   มิลลิลิตร 
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3. lysozyme (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ใน TEN buffer 
    ละลาย lysozyme 10 มิลลิกรัม  ใน TEN buffer จํานวน 1 มิลลิลิตร ในหลอดแกวไรเชื้อ 
 
4. SDS 10 % 
    ละลาย sodium dodesyl sulfate (sodium lauryl sulfate) จํานวน 1กรัม ในน้ํา 9 มิลลิลิตรอุนที่ 68 องศาเซลเซียส เพื่อชวย
ใหการละลายเร็วขึ้น ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร  
 
5. sodium acetate 5 M, pH 7.4 
    ละลาย sodium acetate.3H2O 6.8 กรัม ในน้ํา 8 มิลลิลิตร ปรับ pHใหเปน 7.4 โดยการเติม glacial acetic acid ปรับ
ปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   
 
6. 10 X และ 1 X Tris - borate buffer ( 10X TB และ TB ) 
    เตรียม 10 X TB โดยละลาย Tris base 10.8 กรัม boric 5.5 กรัม และ Na2EDTA 0.93 กรัม ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจาง 10X TB นี้ใหเปน TB โดยเติมน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร ลงใน 10X TB จํานวน 
100 มิลลิลิตร 
 
7. agarose 0.7 % 
    ใส agarose 0.7 กรัม ลงใน TB 100 มิลลิลิตร ตมในอางน้ําเดือดพรอมคนเปนครั้งคราวจนละลายหมด ทิ้งไวใหอุณหภูมิ
ลดถึง 50 มิลลิลิตร กอนนําไปเทลงในเจลแชมเบอร 
 
8. tracking dye (0.025 % มิลลิกรัม Ficoll 400 จํานวน 4 กรัม และ SDS 50 มิลลิกรัม) ลงในน้ํากลั่นไรเชื้อจํานวน 8 
มิลลิลิตร หลังละลายหมดปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร 
หมายเหตุ : เครื่องแกวที่ใชเตรียมและเก็บสีติดตามควรผานการทําลายนิวคลีเอสโดยการออโตเคลบ 
 
9.  DNA staining solution (ethidium bromide 2.5 mg/ml) 
     ละลาย ethidium bromide 2.5 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร เก็บไวในขวดสีน้ําตาล  
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     ภาคผนวก ข 
 
1. วิธีเตรียมสารละลายที่ใชในการทํา  เอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส 
    1.1 Stock reagent 
               Acrylamide 30%     29.2   กรัม 
               N,N’ –Methylene-bis-acrylamide   0.8  กรัม 
               ปรับปริมาตรใหเปน 100 ml ดวยนํ้ากลั่น 
      
     1.2 Tris-HCl 5 M pH 8.8 (100 มิลลิลิตร) 
               Tris(hydroxymethyl) – aminomethane   18.17  กรัม 
  ปรับ pH ใหเปน 8.8 ดวย HCl 1 M แลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น 
     . 
     1.3 Tris-HCl 2.0 M pH 8.8 (100 มิลลิลิตร) 

  Tris(hydroxymethyl) – aminomethane   24.2  กรัม 
  ปรับ pH ใหเปน 8.8 ดวย HCl 1 M แลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น 

  
     1.4 Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 (100 มิลลิลิตร) 

  Tris(hydroxymethyl) – aminomethane   6.06  กรัม 
  ปรับ pH ใหเปน 6.8 ดวย HCl 1 M แลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น 
 

    1.5 Tris-HCl 1.0 M pH 6.8 (100 มิลลิลิตร) 
  Tris(hydroxymethyl) – aminomethane   12.1  กรัม 
  ปรับ pH ใหเปน 6.8 ดวย HCl 1 M แลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น 

 
    1.6 solution B (เอสดีเอส – พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส), 100 มิลลิลิตร 
         Tris-HCl 2 M     75  มิลลิลิตร 
    SDS 10 %        4    มิลลิลิตร 
        น้ํากลั่น         21   มิลลิลิตร 
. 
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     1.7 solution C (เอสดีเอส – พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส), 100 มิลลิลิตร 
         Tris-HCl 1 M     50  มิลลิลิตร 
    SDS 10 %        4    มิลลิลิตร 
        น้ํากลั่น         46  มิลลิลิตร      
      
     1.8 tracking dye สําหรับ เอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส 
    Tris-HCl 1 M, pH 6.8     0.06   มิลลิลิตร 
     glycerol 50 %       2.5   มิลลิลิตร 
   SDS 10%         2.0    มิลลิลิตร  
 β - mercaptoethanol     0.5   มิลลิลิตร 
 bromophenol blue 1%     1.0   มิลลิลิตร 
   น้ํากลั่น      3.4   มิลลิลิตร 
 
     1.9 Electrode buffer (1,000 มิลลิลิตร) 
   Tris(hydroxymethyl) –aminomethane  3.0  กรัม 
   glycine        14.4   กรัม 
   SDS       1.0   กรัม 
  ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มิลลิลิตร (pH สุดทายควรเปน 8.3) 
 
2  วิธีเตรียมสารละลายที่ใชในการทํา non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
     2.1   Tris-HCl 1M, pH 6.8    3.1    มิลลิลิตร 
       glycerol       5.0   มิลลิลิตร 
   bromophenol blue 1%     0.5   มิลลิลิตร  น้ํากลั่น   
   1.4   มิลลิลิตร 
     2.2 Electrode buffer (1,000 มิลลิลิตร) 
   Tris(hydroxymethyl) – aminomethane  3.03  กรัม 
   glycine        14.4   กรัม 
   ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มิลลิลิตร (pH สุดทายควรเปน 8.3) 
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3. วิธีเตรียมสารละลายที่ใชในการยอมสีเจล (comassie brilliant blue staining) 
     3.1 staining solution, 100 มิลลิลิตร 
  comassie brilliant blue R-250    0.1   กรัม 
   methanol      45   มิลลิลิตร 
  acetic acid      10   มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น      45   มิลลิลิตร 
      
      3.2 destaining solution ,100 มิลลิลิตร   
   methanol      10   มิลลิลิตร  
 acetic acid      10   มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น      80   มิลลิลิตร  
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      ภาคผนวก ค 
 
1. การหาปริมาณไนโตรเจรทั้งหมดใน peptone โดยวิธี Kjeldahl 
    ชั่ง peptone มา 0.1 และ 0.5 กรัม อยางละ 2 หลอดใสในหลอดตัวอยาง blank 2 หลอด โดยใสน้ํากลั่นแทน peptone 
จากนั้นเติมตัวเรงปฏิกิริยาผสม (โพแทสเซียมซัลเฟต 95 กรัม คอปเปอรซัลเฟต 5 กรัม)ปริมาตร 1 กรัม และเติมกรดซัล
ฟุริกปริมาณ 20 มิลลิลิตร นําไปยอยบนเตาหลุมจนไดสารละลายสีเขียวใส ทิ้งไวใหเย็นแลวเติมน้ํากลั่น 40 มิลลิลิตร 
นําตัวอยางไปกลั่นโดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 40 เปอรเซ็นต จํานวน 85 มิลลิลิตร นําเอาขวดรูป
กรวยใสกรดบอริก 4 เปอรเซ็นต จํานวน 60 มิลลิลิตร ซึ่งเติมอินดิเคเตอร 2 - 3 หยด มารองรับสารละลายที่กลั่นได จน
กระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนเปนสีเขียว แลวจึงนําไปไตเตรทกับสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ทราบความเขมขน
แนนอน    ไตเตรทจนสารละลายเปลี่ยนเปนสีมวงใส  
     คํานวณหาปริมาณไนโตรเจนจากสูตรขางลางนี้ 
               เปอรเซ็นตไนโตรเจน           =        (A-B) x C x 1.4      
                                                                                  V 
     A = ปริมาณกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทตัวอยาง 
     B = ปริมาณกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทแบลงค 
     C = ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริก 
     V = ปริมาตรของตัวอยางที่ใช 
     1.4 = ปริมาณของกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.1 N จํานวน 1 มิลลิลิตรที่สมมูลยกับปริมาณของไนโตรเจน 1.4 
มิลลิกรัม  
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ภาคผนวก ง. 
 

 กราฟมาตรฐานสําหรับการหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี micromethod ของ Bradford ใชความเขมขนของโปรตีนมาตร
ฐาน bovine serum albumin (BSA) ปริมาณ 0 - 10 ไมโครกรัม วัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตรใน
สารละลายบัฟเฟอร pH 6.0 - 12.0  
 

Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Phosphate buffer , pH 6.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Phosphate buffer
 pH 7.0 

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6

0 2.5 5 7.5 10 12.5
ug BSA

Ab
sor

ban
ce 

at 5
95 

nm



 122

 
 

Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Tris-HCl pH 7.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Tris-HCl pH 8.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Tris-HCl pH 9.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Tris-HCl pH 10.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Glycine-NaOH pH 10.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Glycine-NaOH pH 11.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Glycine-NaOH pH 12.0 
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ภาคผนวก จ. 
 

กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ของสารละลายไทโรซีน ที่มีความเขมขน 0-
14 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 
 
 
 

Standard curve for protein assay in Tris-HCl, pH 7.0
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวอภิรดี อุดมสิน เกิดเมื่อวันที่ 24 สิงหาคม พ.ศ. 2517 ที่จังหวัดนนทบุรี สําเร็จการศึกษา
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคนิคการแพทย คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และไดเขาศึกษา
ตอในระดับวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร ในปการศึกษา 2542 ปจจุบัน
รับราชการในตําแหนงนักเทคนิคการแพทย หัวหนาแผนกหองปฏิบัติการทางเคมี  ที่โรงพยาบาลธรรมศาสตร
เฉลิมพระเกียรติ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ศูนยรังสิต
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