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 Selection of halophilic protease-producing bacteria in M73 agar medium with 20% sodium 
chloride, pH 5.5, from 45 isolates based on a criterion of the highest ratio between diameter of clear 
zone and diameter of colony showed that the highest ratio was obtained for the isolate SA.02 isolated 
from sea salt, used in lab-scale  production of soy sauce. The isolate grew well in Medium 73 with 5-
10% sodium chloride. Identification was based on rod-shaped, Gram positive, spore production, 
peritrichous flagellation, strictly aerobes and other biochemical tests including sequencing of 16S 
rDNA. Homology comparisons with 16S rDNA sequences deposited at GenBank revealed  that the 
isolate’s 16S rDNA was 99 % homology with that of Halobacillus trueperi. Additional biochemical 
tests revealed that isolate SA.02 more closely resembled Halobacillus trueperi than Halobacillus 
thailandensis. It was concluded that isolate SA.02 was a subspecies of Halobacillus trueperi. This is 
the first report on the isolation of Halobacillus sp. from sea salt. Optimization of Medium 73 led to an 
increased protease activity (65.6 unit.ml-1) when  yeast extract was increased from 1.0 to 1.5 g.l-1. 
The enzyme was purified 1.5 folds with 0.25% recovery by 0-50% ammonium sulfate precipitation, 
DEAE Bio-gel A column chromatography, Sephadex G-50 gel filtration. SDS-PAGE followed by 
transfer of polypeptide bands to casein-polyacrylamide gel revealed the molecular weight of the 
enzyme was 31 kD. EDTA was found to almost 100% inhibit this protease activity therefore the 
enzyme was a metalloprotease. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 แบคทีเรียชอบเค็ม (Halophilic bacteria) เปนแบคทีเรียที่เพิ่มจํานวนไดมากเมื่อเลี้ยงใน
อาหารที่มีโซเดียมคลอไรด ในปจจุบันยังมีผูวิจัยการนําแบคทีเรียชอบเค็มมาใชในอุตสาหกรรม 
หรือนํามาผลิตผลิตภัณฑเชิงพาณิชยนอยมาก  ผลงานวิจัยเกี่ยวกับแบคทีเรียชอบเค็มสวนใหญได
แก  การศึกษากลไกการชอบเค็มหรือกลไกการทนเค็ม (Bremer และ Kramer, 2000) วัตถุ
ประสงคของการทดลองนี้เพื่อ 

 1. คัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตโปรติเอส 
 2. จําแนกสายพันธุแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตโปรติเอสจํานวน 1 สายพันธุ 

             3. ทําโปรติเอสที่ขับออกนอกเซลลแบคทีเรียชอบเค็มดังกลาวใหบริสุทธิ์ 
 

 ทั้งนี้เพื่อนําโปรติเอสที่ทําใหบริสุทธิ์แลว มาศึกษาสมบัติเพื่อประกอบการประยุกตเชิง
พาณิชย อุตสาหกรรมหนึ่งที่อาจใชโปรติเอสที่แยกไดจากแบคทีเรียชอบเค็มไดแก อุตสาห
กรรมการผลิตซีอ๊ิวโปรตีนสูง เพื่อใหไดรับตรามาตรฐานอุตสาหกรรมจากกระทรวงอุตสาหกรรม  
สมบัติหนึ่งของซีอ๊ิวที่จะไดรับตรามาตรฐานอุตสาหกรรมคือ  มีปริมาณโปรตนี ซึ่งวิเคราะหโดยวิธี
เคดัลเทากับ 5.5 เปอรเซ็นต (มอก.252-2521) 

ในป พ.ศ. 2540 สุดาวดี  ลีโทชวลิต รายงานวาการเติมผงโปรติเอสปริมาณ 250 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร   ที่แยกจากแบคทีเรียทนเค็ม  Bacillus sp. K1 และตกตะกอนโดยแอมโมเนียมซัลเฟต 
หลังจากนั้นทําการไดอะลิซีส และไลโอฟไลเซชัน และเติมผงโปรติเอสในวันที่แปดของระยะโมโรมิ
ของการหมักซีอ๊ิว  ผลการทดลองพบวา ปริมาณโปรตีนในน้ําซีอ๊ิวกอนการพาสเจอไรซ  เพิ่มจาก
เดิม 7.4-7.8 เปอรเซ็นตเปน  9.5-9.9 เปอรเซ็นต  คิดเปนการเพิ่มปริมาณโปรตีน 30 เปอรเซ็นต  
ผลการทดลองชี้ใหเห็นวามีความเปนไปไดที่จะเติมผงโปรติเอสในระยะโมโรมิ  เพื่อเพิ่มปริมาณ
โปรตีนในน้ําซีอ๊ิวเพื่อผลิตซีอ๊ิวโปรตีนสูง เปนการเพิ่มมูลคาผลิตภัณฑเพื่อบริโภคภายในประเทศ
และเพื่อการสงออก 
 นอกจากนี้โปรติเอสที่ผลิตโดยแบคทีเรียชอบเค็มยังอาจใชในการเรงปฏิกิริยายอยสลาย
เนื้อกุงทะเล  เนื้อปูทะเล ฯลฯ จากเปลือกกุงทะเล  เปลือกปูทะเล ฯลฯ ในการทําไคตินใหบริสุทธิ์ 
(Yang และคณะ, 2000) 
 



บทที่ 2 
 

การตรวจเอกสาร 
 
2.1 ชนิดของโปรติเอส 

โปรติเอสเปนเอนไซมที่ยอยสลายพันธะเปปไทดในโปรตีน โปรติเอสเปนเอนไซมที่นํามาใช
อยางแพรหลาย  ในป ค.ศ. 1998 Rao และคณะ  รายงานวา มีมูลคาในการซื้อขายเอนไซมในทาง
อุตสาหกรรมถึง 1 ลานลานเหรียญสหรัฐ ซึ่งโปรติเอสเปนกลุมที่มีการซื้อขายมากถึง 60 เปอรเซ็นต  

เนื่องจากโปรติเอสเปนเอนไซมเรงปฏิกิริยาสําหรับการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต จึงมีความ
หลากหลายและผลิตโดยสิ่งมีชีวิตทุกชนิด เชน พืช, สัตว และ จุลินทรีย  

โปรติเอสจากพืช ที่เปนที่รูจักกันดี คือ Papain ซึ่งสกัดไดจากยางของมะละกอ Bromelain  
สกัดจากสัปปะรด  

โปรติเอสจากสัตว  สวนใหญผลิตจากตับออน เชน  Trypsin, Chymotrypsin, Pepsin 
และ Rennin เปนตน 

โปรติเอสจากจุลินทรีย ผลิตไดจากแบคทีเรีย รา ไวรัส  แตสวนใหญโปรติเอสที่ใชในอุต
สาหกรรมจะไดจากแบคทีเรีย และเปนนิวทรัลโปรติเอสกับแอลคาไลนโปรติเอสเปนสวนใหญ   นิว 
ทรัลโปรติเอสจะเรงปฏิกิริยาไดดีที่ชวงพีเอชกวางคือ 5.0–8.0   ( Rao และคณะ, 1998 ) นิวทรัล 
ปรติเอสจากแบคทีเรีย จะเหมาะนําไปใชในอุตสาหกรรมมากกวาโปรติเอสจากสัตว เพราะผลิต
ภัณฑที่ไดจะมีความขมนอยกวา  สวนแอลคาไลนโปรติเอสจะเรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอช 10.0 และมี
ความจําเพาะตอซับสเตรตกวาง ซึ่งเหมาะจะใชในอุตสาหกรรมซักฟอก 

เนื่องจากโปรติเอสมีความหลากหลายมาก ทั้งในดานกลไกการเรงปฏิกิริยาและโครงสราง 
จึงไมงายนักที่จะจัดกลุมไดตามระบบปกติ ตามการจัดของ Nomenclature Committee of the 
International Union of Biochemistry and Molecular Biology โปรติเอสถูกจัดอยูใน subgroup 
ที่ 4 ของเอนไซมกลุมที่ 3 คือ กลุม Hydrolases   การจัดกลุมของเอนไซมอยูบนพื้นฐาน 3 ขอคือ 
1. ชนิดของปฎิกิริยาเรง  2. ลักษณะดานเคมีของบริเวณที่เกิดการเรงปฏิกิยา (Chemical Nature 
of Catalytic Site) 3. ความสัมพันธดานวิวัฒนาการของโครงสราง (Structural Evolution 
Relationship) 

Barrett (1990)  และ Rao และคณะ(1998) แบงโปรติเอสออกเปน 2 กลุมใหญซึ่งขึ้นอยู
กับตําแหนงที่เกิดปฎิกิริยาการตัดพันธะเปปไทด  คือ 

1.Exopeptidases ตัดพันธะเปปไทดตรงตําแหนงปลาย N ซ่ึงจะเรียกวา 
Aminopeptidase  และจะเรียกวา Carboxypeptidase เมื่อตัดตรงตําแหนงปลาย C 
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2.Endopeptidases  ตัดพันธะเปปไทดภายในสายของโพลีเปปไทด  
นอกจากนี้ KeayและWildi (1970)   รายงานวา ยังแบงโปรติเอสไดตามพีเอชที่เอนไซมเรง 
ปฎิกิริยาไดดี  คือ  
1. Acidic proteases  สวนใหญพบใน ราและยีสต พบนอยในแบคทีเรีย เรงปฏิกิริยาไดดี

ที่พีเอชระหวาง 3.0–4.0  แต Pepsin มีการเรงปฏิกิริยาที่พีเอช 2.0 หรือตํ่ากวานั้น ไมถูกยับยั้งดวย 
serine protease inhibitors เชน diisopropylfluoro phosphate (DFP) หรือ Thiol group 
reagents เชน p–chloromercuribenzoate (PCMB) แตถูกยับยั้งดวยสารประกอบ diazoketone 
เชน  diazoacetyl-DL-norleucine methylester (Morihara, 1974) 

2. Neutral proteases เรงปฏิกิริยาไดดีที่คาพีเอชระหวาง 7.0-8.0 ถูกยับยั้งดวย metal 
chelating agents เชน EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) บางครั้งจะอยูในกลุม 
Metalloenzymes 

3. Alkaline  proteases    เรงปฏิกิริยาไดดีที่คาพีเอชระหวาง 9.0-11.0   สามารถตัด
พันธะเปปไทดไดหลายชนิด ไมถูกยับยั้งดวย metal chelating agents แตถูกยับยั้งดวย DFP 

 
โปรติเอสสามารถแบงไดตามกลไกการเรงปฏิกิริยา คือ 
1. Serine proteases เปนเอนไซมที่มี serine ตรงตําแหนง active site มีการตัดพันธะ

เปปไทดทั้งแบบ exopeptidase และ endopeptidase ตรง catalytic triad ประกอบดวย Serine 
(nucleophile), Histidine (base) และ  Aspartate (electrophile) เรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอชที่เหมาะ
สมชวงพีเอช 7.0–11.0   มี Isoelectric point อยูระหวางพีเอช 4.0–6.0 และมีความจําเพาะตอ
ซับสเตรตกวาง มีมวลโมเลกุล 18–35 กิโลดาลตัน  ยกเวน serine protease จาก Blakeslea 
trispora  มีมวลโมเลกุล 126 กิโลดาลตัน   Serine proteases สามารถถูกยับยั้งแบบ reversible 
โดย 3,4-dichloro isocoumarin (3,4-DCI), L-3-Carboxytrans-2,3–epoxypropyl-
leucylamido(4-guanidine) (E-64), diisopropylfluoro phosphate (DFP), 
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) และ tosyl-L-lysine chloromethyl ketone (TLCK)   
Serine proteases บางชนิดถูกยับยั้งโดย thiol reagents เชน p–chloromercuribenzoate 
(PCMB)  ตรง Cysteine residue ใกลบริเวณเรงของ  Serine proteases 
Serine proteases สามารถแบงกลุมยอยไดเปน 4 กลุม (Morihara, 1974) 

1.1 Trypsin-like serine proteases ตัดพันธะเปปไทดตรงตําแหนงกรดอะมิโนที่ใหหมู
คารบอกซิลในการสรางพันธะเปปไทด  มี side chain เปน basic (positive) charge เชน Lysine 
และ Arginine มีพีเอชเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาที่ 8.0 ถูกยับยั้งโดย DFP, Soybean trypsin 
inhibitor และ TLCK มีมวลโมเลกุล 20 กิโลดาลตัน และมี Isoelectric point เทากับ 9.0 
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1.2 Chemotrypsin-like serine alkaline proteases ตัดพันธะเปปไทดตรงตําแหนงกรด
อะมิโนที่ใหหมูคารบอกซิลในการสรางพันธะเปปไทด มี side chain เปน aromatic หรือ 
hydrophobic groups เชน Tyrosine, Phenylalanine และ Leucine พีเอชที่เหมาะสมตอการเรง
ปฏิกิริยาสูงถึง 10.0  มีคา Isoelectric point คือ 9.0  มีมวลโมเลกุล 15–30 กิโลดาลตัน  ถูกยับยั้ง
โดย DFP และ Potato protease  inhibitor แตไมถูกยับยั้งโดย tosyl-L-Phenylalanine 
chloromethyl ketone (TPCK) และ TLCK   โปรติเอสที่อยูในกลุมนี้ไดแก Subtilisin เชน 
Subtilisin Carlsberg ผลิตจาก Bacillus licheniformis และ Subtilisin Novo(BPN’) ผลิตจาก 
Bacillus amyloliquefaciens  

1.3 Elastase-like serine proteases ตัดพันธะเปปไทดตรงตําแหนงกรดอะมิโนที่ใหหมู
คารบอกซิลเปนกรดอะมิโน มี side chain เปน aliphatic groups เชน Alanine เรงปฏิกิริยาไดดีที่
พีเอช 9.0 ถูกยับยั้งโดย DFP มีมวลโมเลกุลเทากับ 20 กิโลดาลตัน 

1.4 Staphylococcal proteinases ตัดพันธะเปปไทดตรงตําแหนงกรดอะมิโนที่ใหหมูคาร
บอกซิล มี side chain ที่มีประจุสุทธิเปนลบ เชน Aspartic acid และ Glutamic acid มีมวล
โมเลกุล 12 กิโลดาลตัน เรงปฏิกิริยาไดดี ที่พีเอช 3.5-9.5 ถูกยับยั้งการเรงปฏิกิริยาโดย DFP 
 

2. Aspartic proteases (acidic proteases)     สวนใหญผลิตจาก ยีสต และรา พบนอย
ในแบคทีเรีย  ตัดพันธะเปปไทดแบบ endopeptidases  มี Aspartic residue ที่บริเวณเรง
ปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวย  Aspartate, Xaa และ Glycine (Xaa  อาจเปน  Serine หรือ Threonine)     
เรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอช 3.0–4.0   มี Isoelectric point อยูระหวางพีเอช 3.0–4.5  มีมวลโมเลกุล 
30–45  กิโลดาลตัน  ถูกยับยั้งการเรงปฏิกิริยาโดย Pepstatin, Diazo acetyl-DL-norleucine 
methyl ester (DAN) และ 1,2 epoxy-3-(p-nitrophenoxy) propane (EPNP)    แบงเปน 2 กลุม
คือ 2.1 Pepsin-like enzymes ผลิตโดย Aspergillus spp. และ Penicilium spp.  2.2 Rennin-
like enzymes ผลิตโดย   Endothia spp. และ Mucor spp.   

  
3. Cysteine/Thiol proteases ที่ catalytic triad ประกอบดวย Cysteine 25,  Histidine 

159 และ Asparagine 175 มีแอคติวิตีในสภาวะที่มี reducing agent เปน HCN และ Cysteine  
พีเอชที่เหมาะสมคือสภาวะที่เปนกลาง มีการเรงปฏิกิริยาบางเล็กนอยที่พีเอชต่ํา  การเรงปฏิกิริยา
ถูกยับยั้งไดโดย thoil group reagents เชน PCMB แตไมถูกยับยั้งโดย DFP หรือ metal chelating 
reagents   

4. Metalloproteases เปนโปรติเอสที่มีลักษณะจําเพาะ คือตองการ divalent metal ions 
สําหรับเรงในปฎิกิริยา มีทั้งแบบ exopeptidases และ endopeptidases  เชน Thermolysin จาก 
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Bacillus stearothermophilus  ซึ่งเปนนิวทรัลโปรติเอสที่เปนเปปไทดสายเดี่ยวไมมี disulfide 
bridge มีมวลโมเลกุล 34 กิโลดาลตัน ประกอบดวย Zn++ อะตอมฝงในโครงสรางพับตัวของ
โปรตีนและมี Ca++ 4 อะตอม ซึ่งทําใหโปรติเอสชนิดนี้ทนความรอน 

 
Rao และคณะ(1998) รายงานวา ไดมีการนําสมบัติของเอนไซมมาใชในอุตสาหกรรม  

โดยแบงตามความจําเพาะตอซับสเตรต เชน  
          1. Chymotrypsin เปนเอนไซมที่พบในสารสกัดจากตับออนของสัตว มีความจําเพาะตอ
การยอยสลายพันธะเปปไทดบริเวณที่กรดอะมิโนที่ใหหมูคารบอกซิลในการสรางพันธะเปปไทด  มี 
side chain เปนกลุมอะโรเมติก เชน Phenylalanine, Tyrosine มีมวลโมเลกุล 23.8 กิโลดาลตัน 
เอนไซมที่บริสุทธิ์มีราคาแพง  สวนใหญนํามาใชในงานวินจิฉัยและงานวิเคราะห 

2. Trypsin เปนเอนไซมหลักที่เรงปฏิกิริยาสําหรับการยอยอาหารในลําไส Trypsin เปน
serine protease มีความจําเพาะตอการยอยสลายพันธะเปปไทดบริเวณที่กรดอะมิโนที่ใหหมูคาร
บอกซิลในการสรางพันธะเปปไทดมี side chain ที่มีประจุสุทธิเปนบวก เชน Lysine และ Arginine 
เอนไซมนี้มีขอจํากัดในอุตสาหกรรมอาหาร เพราะผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยมีรสชาติขม 

3. Glutamic acid specific protease อยูในกลุม serine proteases มีความจําเพาะตอ
การยอยสลายพันธะเปปไทดตรงกรดอะมิโนที่ใหหมูคารบอกซิลในการสรางพันธะเปปไทดเปน 
Glutamic acid พบไดจาก Bacillus subtilis  (Okamoto และคณะ,1997) และ Bacillus 
licheniformis (Kakudo และคณะ,1992) เปนตน   

4. Leucine aminopeptidase (Lee และคณะ, 1998)อยูในกลุม cellular exoprotease 
ตัดพันธะเปปไทดตรงกรดอะมิโนที่เปนกลุมใหหมูคารบอกซิลในการสรางพันธะเปปไทด ที่มี side 
chain เปน hydrophobic เชน Leucine ที่ปลายดาน N พบไดจาก E.coli  และ Aeromonas 
proteolytica  
 
2.2 การหาโปรติเอสแอคติวิตี 

มีการใชซับสเตรตหลายชนิดในการหาแอคติวิตีของโปรติเอส ซับสเตรตที่ใชสวนใหญไดแก  
Casein   McConn  และคณะ, 1964; Ohta, 1967; Norberg และ  

Hofsten, 1969; Yasunobu และ McConn, 1970; Drapeau 
และคณะ, 1972; Durham และคณะ,1987; Aderibigbe และ 
Odunfa, 1988; Fujio และ Kume, 1991; Shimogaki และคณะ
, 1991; Van den burg, และคณะ, 1991; Fukuda และคณะ, 
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1997; Matta และ Punj, 1998; Moriyama และคณะ, 1998; 
Kim และ Choi, 2000; Yang, และคณะ, 2000;  

  
Hammersten casien  Horikoshi, 1971; Qua และคณะ, 1981; Takami และคณะ, 

1989; Aoki, 1995; Kobayashi และคณะ, 1995; Kumar และ
คณะ, 1999 

 
Azocasein   Izotova  และคณะ, 1983; Roitsh และ Hageman, 1983; Rufo  

และคณะ, 1990; Rahman และคณะ, 1994; Ohta และคณะ, 
1995; Takii และคณะ, 1998 

 
Azocoll    Yang และคณะ, 1984; Sloma และคณะ, 1990 
 
Azure    Sidler และ Zuber, 1980 
 
Hemoglobin   Wang และคณะ, 1974; Wu และ Hang, 1998 
 
Hemoglobin และ BSA  Strongin และคณะ, 1978 
 
Fluorescein isothiocyanated labled casien  Yamamoto และคณะ, 1993;  

Samacchi และ Gobbetti, 1999 
 
2.3 การทําโปรติเอสใหบริสุทธิ์ 

เนื่องจากผลการทดลองเบื้องตน  พบวาโปรติเอสที่ผลิตโดยแบคทีเรียชอบเค็มสายพันธุ SA.02 
เปนนิวทรัลโปรติเอส (Phooyothin และคณะ, 2000)  การตรวจเอกสารตอไปจึงจํากัดเพียง
การทํานิวทรลัโปรติเอสใหบริสุทธิ์ 

 
McConn, Tsuru และ Yasunobu ป ค.ศ 1964 ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสใหบริสุทธิ์ 

จาก Bacillus subtilis  โดยนํา crude powder มาละลายใน 10 มิลลิโมลาร ทรีส มาเลตบัฟ
เฟอร พีเอช 6.4ที่มี 2 มิลลิโมลาร แคลเซียมอะซิเตต นําดีอีเออี เซลลูโลส  (DEAE- cellulose) 
มาเติมลงใน crude enzyme กวน 30 นาที นํามากรองเอาดีอีเออี เซลลูโลสออก ปรับพีเอช 
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7.4  ตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 0.6 เปอรเซ็นต นํามาปนแยกตะกอน นํา
ตะกอนมาละลายในบัฟเฟอรเดิมและไดอะไลส นํามาผานลงในคอลัมนซีเอ็ม เซลลูโลส (CM-
cellulose) ตกตะกอนโปรตีนอีกครั้งดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 60 เปอรเซ็นต นํามาปนแยก
ตะกอน นําตะกอนมาละลายในบัฟเฟอรเดิม และไดอะไลส นํามาผานลงในคอลัมนซีเอ็ม 
เซลลูโลส โดยทุกขั้นตอนทําที่ 4 องศาเซลเซียส พบวาเอนไซมเหลือแอคติวิตี 28.1 เปอรเซ็นต 
จากการศึกษาสมบัติเอนไซมพบวา เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอช  7.0  และอุณหภูมิ 58 
องศาเซลเซียส มีน้ําหนักโมเลกุล 30-40  กิโลดาลตัน 

 
Yasunobu และ McConn ป ค.ศ.1970 ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสใหบริสุทธิ์บางสวน 

จาก Bacillus subtilis  เลี้ยงแบบ submerged culture นํา crude enzyme 30 กรัมมา
ละลายใน 400 มิลลิลิตร ของ 1 มิลลิโมลาร ทรีส มาเลตบัฟเฟอร ที่มี 2 มิลลิโมลาร แคลเซียม
อะซิเตต พีเอช 6.4    นําดีอีเออี เซลลูโลส  มาเติมลงใน crude enzyme กวน 30 นาที  นํา
มากรองเอาดีอีเออี เซลลูโลสออก   นํามาตกตะกอนโปรตีนดวยอะซิโตนที่เย็น 66 เปอรเซ็นต 
(-15 องศาเซลเซียส)   นํามาปนแยกตะกอน นําตะกอนมาละลายใน 10 มิลลิโมลาร ทรีส มา
เลตบัฟเฟอร พีเอช 6.4 ที่มี 2 มิลลิโมลาร แคลเซียมอะซิเตท นํามาผานลงในคอลัมนซีเอ็ม 
เซลลูโลส  ชะโดย10 มิลลิโมลาร ทรีส มาเลตบัฟเฟอร พีเอช 6.4 ที่มี 2 มิลลิโมลาร แคลเซียม
อะซิเตท พบวาเอนไซมบริสุทธิ์ขึ้น 20.4 เทา เหลือแอคติวิตี 24 เปอรเซ็นต จากการศึกษา
สมบัติเอนไซมพบวา เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอช 6.5-7.5  และอุณหภูมิ 57 องศา
เซลเซียสที่มีแคลเซียมคลอไรด  มีน้ําหนักโมเลกุล 44.7  กิโลดาลตัน 

 
Sidler และ Zuber ป ค.ศ.1980 ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสใหบริสุทธิ์ จาก Bacillus 

stearothermophilus โดยทํา crude filtrate ใหเขมขนดวยการระเหยในเครื่องปนเหวี่ยง ใน
สูญญากาศ ที่ 38–40 องศาเซลเซียส  หลังจากนั้นนํามาตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียม
ซัลเฟตอิ่มตัว 60-90  เปอรเซ็นต  นํามาปนแยกตะกอน นําตะกอนมาละลายในน้ํากลั่น ปน
แยกสวนที่ไมละลายออก นําไปไดอะไลสในน้ํากลั่น นํามาผานลงในคอลัมนดีอีเออี เซลลูโลส  
ชะโดย 30 มิลลิโมลาร เมส (MES) บัฟเฟอร พีเอช 6.0 ที่มี 10 มิลลิโมลาร แคลเซียมอะซิเตต 
รวมสวนที่มีแอคติวิตีมาทําใหเขมขนโดยใชอุลตราฟวเทรชั่น  ตกตะกอนดวยอะซิโตน แลว
ผานลงในคอลัมน Affinity 4B-Sepharose พบวาเอนไซมบริสุทธิ์ขึ้น 223 เทา เหลือแอคติวิตี 
22.9 เปอรเซ็นต จากการศึกษาสมบัติเอนไซมพบวา เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอช 7.2 มีน้ํา
หนักโมเลกุล 35 กิโลดาลตัน 
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Qua, Simidu และ Taga ป ค.ศ.1981 ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสใหบริสุทธิ์ จาก 
Pseudomonas sp. โดยการนํา crude filtrate มาตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
อ่ิมตัว 50-90 เปอรเซ็นต นํามาปนแยกตะกอน นําตะกอนมาละลายใน 50 มิลลิโมลาร ทรีส 
บัฟเฟอร พีเอช 7.8 นําไปไดอะไลสในบัฟเฟอรเดียวกับขางตน  นํามาผานลงในคอลัมนดีอีเออี 
เซลลูโลส  ชะดวย 50 มิลลิโมลาร ทรีส บัฟเฟอร พีเอช 7.8 ที่มี 10 มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอ
ไรด และ10 มิลลิโมลาร แมกนีเซียมคลอไรด  ทําใหเขมขนโดยการตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟต นํามาปนแยกตะกอน  และละลายตะกอนใน 50 มิลลิโมลาร ทรีส บัฟ
เฟอร พีเอช 7.8 ที่มี 5  มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด  นํามาผานลงในคอลัมนเซฟาเดกซ จี 
200 (Sephadex G-200 ) ชะดวย 50 มิลลิโมลาร ทรีส บัฟเฟอร พีเอช 7.8 ที่มี 10 มิลลิโมลาร 
แคลเซียมคลอไรด, 10 มิลลิโมลาร แมกนีเซียมคลอไรด  และ 1 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด 
พบวาเอนไซมบริสุทธิ์ข้ึน 485 เทา เหลือแอคติวิตี 22เปอรเซ็นต จากการศึกษาสมบัติเอนไซม
พบวา เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอช 8.0 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  

 
Aderibigbe และ Odunfa ป ค.ศ. 1988 ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสใหบริสุทธิ์ จาก 

Bacillus subtilis BS2 โดยการนํา crude filtrate   มาตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัล
เฟตอิ่มตัว 50-70 เปอรเซ็นต นํามาปนแยกตะกอน นําตะกอนมาละลายใน 100 มิลลิโมลาร 
ทรีส บัฟเฟอร พีเอช 7.8 นําไปไดอะไลสในบัฟเฟอรเดียวกับขางตน นํามาผานลงในคอลัมนดี
อีเออี เซฟาเดกซ (DEAE-Sephadex) ชะแบบเกรเดียนต นํามาผานลงในคอลัมนซีเอ็ม เซฟา
โรส  (CM Sepharose) ชะโดย 50 มิลลิโมลาร ฟอสเฟต บัฟเฟอร พีเอช 6.5 นํามาผานลงใน
คอลัมนเซฟาเดกซ จี 75(Sephadex G-75) และผานลงในคอลัมนเซฟาเดกซ จี 
50(Sephadex G-50) พบวาเอนไซม 3 ชนิดแตกตางกัน จากการศึกษาพบวา มีน้ําหนัก
โมเลกุล 23.8, 38.4 และ 29.4  กโิลดาลตัน 

Rufo และคณะ ป ค.ศ. 1990 ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสใหบริสุทธิ์ จาก Bacillus 
subtilis  โดยการนํา crude filtrate มาทําใหเขมขนขึ้น 5-10 เทา โดยวิธีCH2PR 
concentration system ดวย S1Y10 spiral cartidge  นํามาผานลงในคอลัมนดีอีเออี เซฟา
เซล (DEAE-Sephacel ) ชะดวย 50 มิลลิโมลาร เมส (MES) บัฟเฟอร พีเอช 6.8 รวมสวนที่มี
แอคติวิตีมาปรับพีเอชใหเปน 7.5 นํามาผานคอลัมน ซีเอ็ม เซฟาโรส ซีเอล-6บี(CM 
Sepharose CL-6B) ชะดวย 50 มิลลิโมลาร มอบส บัฟเฟอร (MOPS) พีเอช 7.5    นําไปได
อะไลสใน 50 มิลลิโมลาร เมส (MES) บัฟเฟอร พีเอช 6.8 นํามาผาน HPLC weak cation 
exchanger   และผานHPLC TSK gel filtration 2 คร้ัง พบวาเอนไซมบริสุทธิ์ขึ้น 6,897 เทา 
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เหลือแอคติวิตี 4 เปอรเซ็นต จากการศึกษาสมบัติเอนไซมพบวา  เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่พี
เอช 7.5 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีน้ําหนักโมเลกุล 28 กิโลดาลตัน 

 
Kohlmann และคณะ ป ค.ศ. 1991 ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสใหบริสุทธิ์ จาก 

Pseudomonas fluorescens M316 โดยการนํา crude filtrate  มาตกตะกอนโปรตีนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 10, 30 และ75 เปอรเซ็นต นํามาปนแยกตะกอน นําตะกอนมา
ละลายใน 50 มิลลิโมลาร ทรีส บัฟเฟอร พีเอช 7.0 นําไปไดอะไลสในบัฟเฟอรเดียวกับขางตน 
นํามาผานลงในคอลัมน  DE-52 cellulose anion exchange resin (Whatman) ชะดวยบัฟ
เฟอรเดียวกับขางตน  นําไปไดอะไลสและระเหิดแหง นําผงโปรตีนที่ไดมาละลายในน้ํากลั่น  
นํามาผานลงในคอลัมนเซฟาเดกซ จี 100 (Sephadex G-100) ที่ 4 องศาเซลเซียส พบวา
เอนไซมบริสุทธิ์ขึ้น 106.6 เทา เหลือแอคติวิตี 7.6 เปอรเซ็นต จากการศึกษาสมบัติเอนไซมพบ
วา  เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอช  8.0 และอุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียส มีน้ําหนักโมเลกุล 
45 กิโลดาลตัน 

 
Ohta, Katoh และ Fujio ป ค.ศ.1995  ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสทนรอนใหบริสุทธิ์ 

จาก Bacillus stearothermophilus No.2 โดยการนํา crude filtrate   มาตกตะกอนโปรตีน
ดวยอะซิโตนที่เย็น ( -20 องศาเซลเซียส) นํามาปนแยกตะกอน นําตะกอนมาละลายใน 10 
มิลลิโมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.8 นําไปไดอะไลสในบัฟเฟอรเดียวกับขางตน แลวผาน
ลงในคอลัมน Hydroxylapatite รวมสวนที่มีแอคติวิตี  นํามาผานลงในคอลัมนดีอีเออี เซฟา
เดกซ เอ-50 (DEAE-Sephadex A-50) มาทําใหเขมขนโดยใชอุลตราฟวเทรชั่น แลวผานลงใน
คอลัมนเซฟาเดกซ จี 75 (Sephadex G-75 superfine) พบวาเอนไซมบริสุทธิ์ขึ้น 46.32 เทา 
เหลือแอคติวิตี 8.2 เปอรเซ็นต จากการศึกษาสมบัติเอนไซมพบวา  เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่
พีเอช  7.5-8.0 และอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส มีน้ําหนักโมเลกุล 35 กิโลดาลตัน 

 
Matta และ Punj ป ค.ศ.1998 ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสทนรอนใหบริสทุธิ์ จาก 

Bacillus polymyxa B-10 โดยการนํา crude filtrate มาตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียม
ซัลเฟตอิ่มตัว 45-70 เปอรเซ็นต นํามาปนแยกตะกอน นําตะกอนมาละลายใน 50 มิลลิโมลาร 
ทรีส บัฟเฟอร พีเอช 7.5 ที่มี 5  มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด  นําไปไดอะไลสในบัฟเฟอร
เดียวกับขางตน นํามาผานลงในคอลัมนเซฟาเดกซ จี 100 (Sephadex G-100 ) รวมสวนที่มี
แอคติวิตีนําไปไดอะไลสในบัฟเฟอรเดียวกับขางตน พบวาเอนไซมบริสุทธิ์ขึ้น 40.38 เทา เหลอื
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แอคติวิตี 78.35 เปอรเซ็นต จากการศึกษาคุณสมบัติเอนไซมพบวา เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่
พีเอช  7.5  และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีน้ําหนักโมเลกุล 30 กิโลดาลตัน 

 
Secades และ Guijarro ป ค.ศ.1999 ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสใหบริสุทธิ์ จาก 

Yersinia ruckeri โดยการนํา crude filtrate  มาตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่ม
ตัว 60  เปอรเซ็นต นํามาปนแยกตะกอน นําตะกอนมาละลายใน 50 มิลลิโมลาร ทรีส บัฟ
เฟอร พีเอช 7.0 นําไปไดอะไลสในบัฟเฟอรเดียวกับขางตน  นํามาผานลงในคอลัมนดีอีเออี เซ
ฟาเซล (DEAE-Sephacel )  รวมสวนที่มีแอคติวิตีไปไดอะไลส ทําใหเขมขนโดยการระเหิด
แหง   เก็บที่ –20 องศาเซลเซียส   พบวาเอนไซมบริสุทธิ์ข้ึน 82.15 เทา เหลือแอคติวิตี 2.07 
เปอรเซ็นต พบวา เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอช  8.0 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีน้ํา
หนักโมเลกุล 47 กิโลดาลตัน 

 
Toma, Ichinose และ Iwanaga ป ค.ศ.1999 ศึกษาการทํานิวทรัล(ซิงค เมทัลโล)โปรติ

เอสใหบริสุทธิ์ โดยการนํา crude filtrate มาตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 
70 เปอรเซ็นต นํามาปนแยกตะกอน นําตะกอนมาละลายใน 20 มิลลิโมลาร ทรีส บัฟเฟอร พี
เอช 7.6 นําไปไดอะไลสในบัฟเฟอรเดียวกับขางตน นํามาผานลงในคอลัมนเซฟาเดกซ จี-100 
(Sephadex G-100 ) แลวผานลงในคอลัมนเซฟาเดกซ จี-50 (Sephadex G-50 superfine ) 
จากการศึกษาสมบัติเอนไซมพบวา  เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอช  7.0 และ มีน้ําหนัก
โมเลกุล 34 กิโลดาลตัน 

 
Kim และ Choi ป ค.ศ. 2000 ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสใหบริสุทธิ์ จาก Bacillus sp. 

strain DJ-4 โดยทํา crude filtrate ใหเขมขนดวย อุลตราฟวเทรชั่น (Ultrafiltration) นํามาเจือ
จาง 5 เทาดวย ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.3 นํามาผานลงในคอลัมน ซีเอ็ม เซฟาโรส ซีเอล-6บี  
(CM Sepharose CL-6B)  รวมสวนที่มีแอคติวิตีไปไดอะไลส ทําใหเขมขน นําไประเหิดแหง 
นํามาผานลงในคอลัมน ทีเอสเค เจลฟลเทรชั่น (TSK gel filtration Toyopearl HW-5JF) ทุก
ขั้นการทดลองทําที่ 4 องศาเซลเซียส พบวา เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอช  8.0 และ
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีน้ําหนักโมเลกุล 29 กิโลดาลตัน 

 
Yang และคณะ ป ค.ศ. 2000  ศึกษาการทํานิวทรัลโปรติเอสใหบริสุทธิ์ จาก Bacillus 

subtilis  โดยการนํา crude filtrate มาตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 608 
กรัมตอลิตร นํามาปนแยกตะกอน นําตะกอนมาละลายใน 50 มิลลิโมลาร โซเดียมซัลเฟต   
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บัฟเฟอร พีเอช 7.0  นําไปไดอะไลสในบัฟเฟอรเดียวกับขางตน นํามาผานลงในคอลัมนดีอีเออี   
เซฟาโรส ซีเอล 6บี (DEAE-Sepharose CL-6B)   โดยใชโซเดียมคลอไรดชะแบบเกรเดียนต 
นําเอนไซมที่ไดมาตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอีกครั้ง ปนแยกตะกอน นําตะกอนมา
ละลายในบัฟเฟอร  นําไปไดอะไลสในบัฟเฟอรเดียวกับขางตน  นํามาผานลงในคอลัมน
เซฟาคริล เอส-200 (Sephacryl S-200)   ชะโดย 50 มิลลิโมลาร อะซิเตต บัฟเฟอร พีเอช 7.0 
พบวาเอนไซมบริสุทธิ์ขึ้น 37 เทา เหลือแอคติวิตี 18 เปอรเซ็นต   จากการศึกษาสมบัติเอนไซม
พบวา เอนไซมเรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอช  8.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีน้ําหนักโมเลกุล 
44 กิโลดาลตัน 
 
 ผลการตรวจเอกสารเบื้องตน  สรุปไดวาการทํานิวทรัลโปรติเอสจากแบคทีเรียแกรมบวก 
เชน  Bacillus spp. และแบคทีเรียแกรมลบเชน Pseudomonas spp., Yersiner ruckeri
ประกอบดวย การตกตะกอนดวยสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวในชวง 50-90 
เปอรเซ็นต  ไดอะลิซีส  การทํา ion exchange chromatography  และ  gel filtration  สาร
ละลายแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่ใชมีคาในชวง 50-90 เปอรเซ็นต  anion exchangers ที่
นิยมใช  เชน DEAE cellulose,  DEAE Sephadex และ DEAE  Sephacel  เปนตน  cation 
exchangers ที่นิยมใช  เชน CM cellulose, CM Sepharose และ CM Sepharose CL-6B  
เปนตน    Matrix ของ gel filtration columns ที่นิยมใช  ไดแก Sephadex G-200, 
Sephadex G-100, Sephadex G-75, Sephadex G-50, Sephacryl  S-200 เปนตน    มี
การเติม 2-10 มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด  และในบางกรณีมีการเติม 10  มิลลิโมลาร 
แมกนีเซียมคลอไรด ในบัฟเฟอรที่ใชชะสารละลายออกจากคอลัมนดวย    บัฟเฟอรที่นิยมใช
ไดแก 1-100 มิลลิโมลาร ทรีสไฮโดรคลอริก พีเอช 6.4-7.8 
 

2.4 การใชประโยชนเชิงพาณิชย 
การผลิตและการนําโปรตีนไปใชเปนสิ่งสําคัญมากสําหรับส่ิงมีชีวิต วัตถุประสงคที่สําคัญ

คือการเพิ่มกรดอะมิโนที่จําเปนในอาหาร ในทางตะวันตกโปรติเอสสวนใหญนํามาจากพืชและสัตว  
แตในทางโลกตะวันออกใชโปรติเอสจากจุลินทรียในการถนอมอาหารจากวัตถุดิบ เชน ถั่วเหลือง,
ขาว และปลา(Aunstrup, 1979) ในอุตสาหกรรมการหมักซึ่งมีการผลิตใหมีตนทุนต่ํา  โดยนํา
เอนไซมจากจุลินทรียมาใชแทนที่เอนไซมจากสัตวและพืช เพราะสามารถนํามาประยุกตใชได
หลากหลายดวยคุณสมบัติของเอนไซม   การนําโปรติเอสมาใชในอุตสาหกรรมในปจจุบันมีหลาก
หลายดังนี้ 
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อุตสาหกรรมฟอกหนัง 
การใชโปรติเอสแบงตามวัตถุประสงค  2 ขอ (Outtrup และ Boyce, 1990)  

1. การกําจัดขนสัตว มีการนําซีรีนโปรติเอสจากจุลินทรียมาใชแทนสารเคมี เชน โปรติเอสจาก 
Bacillus sp. ชอบเค็ม ขอดีของการใชโปรติเอสคือลดปญหาการบําบัดของเสียจากโรงงานเนื่อง
จากสารเคมีที่ใช แตตนทุนจะสูง 
 2. การแชหนังสัตวในดาง (bating) เพื่อทําใหหนังมีความนุมและยืดหยุนมากขึ้น แตเดิมการแช
หนังสัตวใหมีความนุมและยืดหยุนใชเอนไซมจากตับออนเชน Trypsin และ Pancreatin    มีการ
นําซีรีนโปรติเอสจากแบคทีเรียมาใชแทนที่เอนไซมจากสัตวแตไดผลไมดีนัก ในป ค.ศ.1970 จึงมี
การนําแอลคาไลนโปรติเอสมาใชแทนซึ่งไดผลดี แหลงแอลคาไลนโปรติเอสผลิตจาก Aspergillus 
oryzae, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis ที่มีขายในปจจุบันในชื่อการคาได
แก PIN, Pyrase, Novocor AD เปนตน (http://www.enzyme.Novo.dk/enzyme/Industries-
food.htm) 
  

ผงซักฟอก 
การซักฟอกคือการขจัดคราบสกปรกออกจากเสื้อผาโดยวิธีตางๆ  สวนใหญสารซักลาง

ประกอบดวย สารลดแรงตึงผิว (surfactants หรือ สารกําจัดคราบสกปรก) และดาง เปนตน  ใน 
ยุโรปมีการใส เปอรบอเรต (perborate) ซึ่งเปนสารฟอกขาว สวนในสหรัฐอเมริกาจะใชไฮเปอร
คลอเรตแทน(Aunstrup,1979)   เสื้อผาที่สกปรกจะดูดซับส่ิงสกปรกจากสิ่งแวดลอม หรือจากราง
กายมีทั้งคราบโปรตีน คารโบไฮเดรต และไขมัน  ในการซักฟอก ความรอน ความเปนดาง สารลด
แรงตึงผิว และ สารกําจัดคราบสกปรกจะชวยขจัดคราบออก  และสารฟอกขาวจะชวยขจัดสียอม
ออกไป แตโปรตีนจะไมสามารถถูกขจัดออกไปไดและยังคงติดอยูกับเสนใยเสื้อผา เพราะโปรตีนจะ
แข็งตัวเปนกอน และไมละลายที่พีเอชดาง(9.0-10.0)  การใชโปรติเอสในสารซักฟอกสามารถนํา
มาใชแกปญหาได เพราะเอนไซมจะยอยโปรตีนที่เกาะอยูบนเสื้อผา ทําใหมีประสิทธิภาพในการซัก
ลางมากขึ้น โปรติเอสที่ซื้อขายในอุตสาหกรรมซักฟอกไดแก  Alcalase จากบริษัท Novo 
Industrial ประเทศเดนมารก 
 ในอุตสาหกรรมอาหารมีความตองการปรับปรุงอาหารโดยใชวิธีที่ไมสูญเสียคุณคาทาง
โภชนาการ นอกจากนี้ยังมีการจํากัดสารเติมแตง การใชวิธีทางเคมีไมเปนที่ยอมรับเพราะเกิด
ปฏิกิริยาที่รุนแรง การเกิดปฏิกิริยาไมจําเพาะ และมีความยากในการแยกออกจากผลิตภัณฑภาย
หลัง เอนไซมมีขอไดเปรียบคืออัตราการเกิดปฏิกิริยาเร็วแตไมรุนแรง มีความจําเพาะสูงและ
สามารถแยกออกจากผลิตภัณฑไดงาย วัตถุดิบที่เปนโปรตีนมีมากมายหลากหลายตามความ
ตองการ  ดังเชน 
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 อุตสาหกรรมการทําเนยแข็ง 
การใชเอนไซมเรนเนตจากกระเพาะลูกวัว ทําใหเกิดการตกตะกอนของน้ํานมอยางรวดเร็ว

ในพีเอชที่เปนกลางซึ่งมีการสลายตัวของโปรตีนในน้ํานมต่ํา แตเอนไซมเรนเนตจากกระเพาะลูกวัว
มีขอเสียคือตองสกัดจากกระเพาะที่สี่ของลูกวัว ซึ่งมีราคาสูง จึงมีการนําเอนไซมจากจุลินทรียที่มี
ลักษณะใกลเคียงมาแทน เชน Renin-like enzyme จาก  Mucor  miechi, Mucor pusillus และ
Endothai parasitica  เปนตน 
 
  อุตสาหกรรมเบเกอรี 

การนําโปรติเอสมาประยุกตใช 2 ขอคือ 1.ปรับปรุงใหมีกลูเตนในโดลสูง(Outtrup และ 
Boyce, 1990)   ในการทํา cracker และ biscuit สวนมากใชแอซิดโปรติเอสจากรา โดยโปรติเอส
ทําใหกลูเตนถูกยอยสลายทําใหอากาศไมสามารถถูกกักเก็บในโดลระหวางการหมักจากยีสต จึง
ทําใหโดลไมพอง เมื่อนําไปอบ จะได texture ที่กรอบมาก โปรติเอสที่ใชเชน จาก Bacillus 
amyloliquefaciens ซึ่งเปนนิวทรัลโปรติเอส   2. เพื่อทําใหมีรสชาติที่ดีข้ึนจากสารใหกลิ่นของกรด
อะมิโนทําใหเกิดกลิ่นที่นารับประทาน (Poutanen, 1997) 
 
 อุตสาหกรรมการหมักเบยีร 

การใชโปรติเอสในการหมักเบียรโดยมีวัตถุประสงค 2 ประการ ไดแก 1. ในขั้นตอนการผลิ
ตจะนําขาวบารเลยมาหมักหรือเรียกวา มอลต (malt) หลังจากหมักจะนํามากรองของเหลวที่มีรส
หวาน  นํามาตมกับดอกฮอบส (hops) ของเหลวที่ไดจะถูกทําใหเย็นและเติมยีสต หลังจากหมักจะ
ไดเปนเบียรสด  แหลงผลิตเอนไซมที่ใชในการหมักเบียร คือยีสตซึ่งเปนปจจัยที่สําคัญ ถายีสตที่ใช
ผลิตเอนไซมนอย เบียรที่ไดคุณภาพจะไมดี ยีสตที่ใชเปนยีสตที่มีชีวิตและยังตองการสารอาหาร
เพื่อการเจริญเชน โปรตีน ถามีกรดอะมิโนอิสระไมเพียงพอการหมักก็จะไมดี   จึงมีการนํา
นิวทรัลโปรติเอสจากแบคทีเรียมาเติมในการหมักเพื่อเพิ่มปริมาณกรดอะมิโนอิสระ ซึ่งเปนการปรับ
ปรุงคุณภาพเบียรใหดีขึ้น (http://www.enzyme.Novo.dk/enzyme/Industries-food.htm) 
2.ในขั้นตอนการเก็บเบียรในอุณหภูมิต่ําจะเกิดความขุนเนื่องจากมีสารประกอบโพลีฟนอล, 
คารโบไฮเดรต และโปรตีน  การใสโปรติเอสจะทําใหเบียรมีความใสมากขึ้น (Aunstrup,1979) 
  

สารสกัดจากโปรตีน 
ในอุตสาหกรรมการทําซีอ๊ิว (soy sauce) มีการใชเอนไซมโปรติเอสจากราในการยอย

สลายโปรตีนในถั่วเหลือง เชน Aspergillus oryzae และ Aspergillus sojae เปนตน 



บทที่ 3  
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 

 เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (controlled environmental incubator shaker) รุน 

Gyromax™ 707R ของ Amerex Instrument, Inc. 
2. เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุน T-42K ของ Kontron 

Instrument. 
3. เครื่องปนเหวี่ยงขนาดเล็ก (microcentrifuge) รุน Centrifuge 5402 ของ Eppendrof. 
4. เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (Digital pH meter) รุน 8519 ของ Hanna 

Instruments. 
5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic® 401 ของ 

Miton Roy. 
6. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน Labo Autoclave MLS 3000 ของ Sanyo 

Electric Co., Ltd. 
7. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar flow  รุน VT-122  ของ ISSCO 
8. เครื่องบมเชื้อ (incubator) รุน RO-8 ของ Memert 
9. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ของ Memert 
10. เครื่องกวนแมเหล็กไฟฟา (magnetic stirrer) รุน Fried Electric M20/1 ของ Framo® 
11. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุน G560E ของ Scientific Industries Inc. 
12. เครื่องโครมาโทกราฟ (low pressure liquid chromatography) รุน Econo ของ 

BioRad 
13. เครื่องอิเลคโทรโฟริซิสแบบแผน (slab gel electrophoresis equipment) รุน 

AE6531 PAGE RUN ของ ATTO 
14. เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม รุน Gene Amp PCR System 2400 ของ Perkin 

elmer. 
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 สารเคมีที่ใชทดลอง 
1. เคซีน(casein) ของ Sigma 
2. Folin-Ciocalteu’s reagent ของ Carlo Erba 
3. ไตรคลอโรอะซิติกแอซิด (trichloroacetic acid) ของ Merk 
4. โซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate) ของ Merk 
5. แอมโมเนียมซัลเฟต(ammoniumsulfate) ของ BDH 
6. DNAZol®ของ Life Technologies 
7. ไพรเมอร (primer) ของ Life Technologies 
8. PCR Master Taq kit ของ Eppendrof Science 
9. λ Ladder ของ Bio-Rad 
10. ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ (DEAE Bio-gel A) ของ Bio-Rad 
11. เซฟาเดกซ จี-50 (Sephadex G-50) ของ Pharmacia 
12. อะคริลาไมด (acrylamide) ของ Sigma 
13. เอ็น, เอ็น, เอ็น’, เอ็น’-เททระเมธิลีนไดเอมีน (N,N,N’,N’-Tetramethylenediamine, 

TEMED) 
14. แอมโมเนียมเพอรซัลเฟต (ammmniumpersulfate) ของ Bio-Rad 
15. สีคลูแมสซี บริลเลียนท บลู จี-250 (coomassie brilliant blue G-250) ของ Fluka 
16. 2-เมอรแคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) ของ Sigma 
17. โปรตีนมาตรฐาน ของ Bio-Rad 
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วิธีการทดลอง 
 
3.1 การคัดเลือกแบคทีเรียที่เพิ่มจํานวนและผลิตโปรติเอสที่พีเอช 5.5 และ  20  เปอร 
เซ็นต  โซเดียมคลอไรด 

เนื่องจากคาพีเอชของระยะโมโรมิเทากับ 5.5 และความเค็มของน้ําซีอ๊ิวมีคาเทากับ 20 
เปอรเซ็นตโซเดียมคลอไรด (Chansa-ngavej และ Singhaboonpong, 1994)   จึงนําแบคทีเรีย 
45 ไอโซเลตที่แยกไดจากน้ําซีอ๊ิวระหวางการหมักของโรงงานอุตสาหกรรมขนาดเล็กแหงหนึ่ง ใน
จังหวัดชลบุรี (Chansa-ngavej และ Mahattanathavee, 1993)  และจากวัตถุดิบที่ใชในการผลิต
ซีอ๊ิวระดับหองปฏิบัติการ (สุดาวดี ลีโทชวลิต, 2540) มาจุดในอาหารสูตรมีเดียม 73 ที่มีเจลาติน
เปนแหลงคารบอนและไนโตรเจน(ภาคผนวก ก)      ที่ความเขมขน 20 เปอรเซ็นตโซเดียมคลอไรด 
พีเอช 5.5 ที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน นํามาราดทับโคโลนีดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว  
ถาแบคทีเรียผลิตโปรติเอสจะเห็นเปนวงใสรอบโคโลนี วัดเสนผานศูนยกลางวงใสและเสนผานศูนย
กลางโคโลนี ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง  เกณฑที่ใชในการคัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตโปรติเอส
ปริมาณสูง คือ อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางวงใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนีที่มีคาสูง 

 
3.2 การตรวจลักษณะชอบเค็มหรือทนเค็มของไอโซเลต SA.02  

เลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลต SA.02  ในอาหารเหลวสูตรมีเดียม 73 พีเอช 7.0 โดยแปรปริมาณ
โซเดียมคลอไรด  0-20 เปอรเซ็นต เขยาที่ 200 รอบตอนาที ที่ 30 องศาเซลเซียส   วัดการเพิ่ม
จํานวนเซลลโดยวัดความขุนที่ 660 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Pharmacia Novaspec II  คํานวณคา
อัตราการเจริญจําเพาะ(specific growth rate)  โดยใชสมการมาตรฐานตอไปนี้  โดยใชคา N0, N,  
t  จากกราฟผลการทดลองที่ได 

N = N0eµt 
µ = ln N - ln N0 

        t 
N0 =  คาการดูดกลืนแสงเริ่มตนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  

  N      = คาการดูดกลืนแสงที่เวลา t ชั่วโมง ที่ความยาวคลื่น  
660 นาโนเมตร 

  µ = อัตราการเจริญจําเพาะ  มีหนวยเปนชั่วโมง-1 
  t = เวลาที่ใชในการเลี้ยงแบคทีเรีย  มีหนวยเปนชั่วโมง 
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3.3 การจําแนกชนิดแบคทีเรีย SA.02 ที่คัดเลือกไดโดยการทดสอบทางชีวเคมีและจุลชีว
วิทยา (Gerhardt และคณะ, 1981) 

3.3.1 ลักษณะโคโลนี  นําเชื้อมาขีดใหแยกเปนโคโลนีเดี่ยว ลงบนอาหารวุน Tryptic soy 
agar (TSA;Difco)  ที่มี 5 เปอรเซ็นตโซเดียมคลอไรด โดยบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน 

3.3.2 การศึกษารูปรางภายนอกดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสแกนนิง (Scanning 
Electron Microscope, SEM) เลี้ยงแบคทีเรีย SA.02 บนอาหารวุน TSA  ที่มี 5 เปอรเซ็นต 
โซเดียมคลอไรดที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน ทํา SEM โดยตัดตัวอยางที่เจริญบนวุนชิ้น
เล็กๆ ขนาด 0.5 ลูกบาศกมิลลิเมตร  ทํา fixation, post fixation และ dehydration ดวยเอธานอล 
แลวทําใหแหงดวยเครื่องทําใหตัวอยางแหงที่จุดวิกฤต (critical point dryer) Model BALZER ติด
ตัวอยางลงบนแทงทองเหลืองสําหรับวางตัวอยาง (stub)   นําไปฉาบทองดวยเครื่อง Ion sputter   
(BALZER)  แลวจึงนําไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสแกนนิง   (JEOL Model JSM 
– T20 )  ดวยความตางศักย 15 กิโลโวลต  ถายภาพดวยฟลม Verichrome pan VP 120 (Kodak) 

3.3.3 การติดสีแกรม แตะน้ํากลั่นบนกระจกสไลดที่สะอาด เขี่ยเชื้อจากขอ 3.3.1 และ
เกลี่ยใหกระจายในน้ํากลั่น   ทิ้งใหแหง   ผานเปลวไฟ 2-3 คร้ังเพื่อใหเซลลติดบนกระจกสไลดไดดี 
ยอมดวยสีคริสตัลไวโอเลต 1 นาที ลางน้ํา   หยดสารละลายไอโอดีน  ทิ้งไว 1 นาที ลางน้ํา  ลางสี
สวนเกินดวย 95 เปอรเซ็นต เอธานอล รีบลางน้ําทันที ยอมดวยสีซาฟรานินโอ  20-30 วินาที ลาง
น้ํา  ซับใหแหง  นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนโดยใช  oil objective  กําลังขยาย  100 เทา 

3.3.4 การยอมสีสปอร ในการทดลองระยะแรกของการวิจัย เลี้ยงไอโซเลต SA.02  ใน
อาหารเหลว TSB(ภาคผนวก ก) เปนเวลา  1-7 วัน   ในระยะหลังเลี้ยงไอโซเลต SA.02  ในอาหาร 
Seawater agar(Spring และคณะ, 1996) (ภาคผนวก ก)   ยอมสปอรดวยสีมาลาไคตกรีน   โดย
แตะน้ํากลั่นแตะบนกระจกสไลดที่สะอาด เขี่ยแบคทีเรีย SA.02 ที่เลี้ยงในอาหาร TSA หรือ 
Seawater agar  เกลี่ยใหกระจาย  ทิ้งใหแหง และผานเปลวไฟ 2-3 คร้ัง เพื่อใหเซลลติดบน
กระจกสไลดไดดี  หยด 5 เปอรเซ็นตมาลาไคตกรีน ลงบนกระจกสไลด  ใชไฟลนใตสไลดใหเกิดไอ 
1-2 นาที คอยหยดสีอยาใหแหง  ลางดวยน้ํา 30 วินาที ยอมดวยสีซาฟรานินโอ 1 นาที ลางน้ําซับ
ใหแหง สองกลองจุลทรรศนดูดวย oil immersion objective  ถามีสปอรจะติดสีเขียว เซลลติดสี
ชมพู (positive control ที่ใชไดแก Bacillus subtilis, negative control ที่ใชไดแก  Lactobacillus 
sp.) 

3.3.5 ทดสอบการเพิ่มจํานวนในสภาวะปราศจากอากาศ (anaerobic growth) ขีดไอโซ
เลต SA.02 ในอาหารวุน TSA ใสใน anaerobic jar ที่มี BBL™ Gas Pak anaerobic system และ
methylene blue  indicator strip ซึ่งจะเห็นเปนแถบกระดาษสีฟาในภาวะมีอากาศและไมมีสีใน
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สภาวะไรอากาศ เปรียบเทียบการเพิ่มจํานวนเซลลกับไอโซเลตเดียวกัน ที่เลี้ยงบนอาหารวุนสูตร
เดียวกัน  แตบมในอากาศที่ 30 องศาเซลเซียส 

3.3.6 ทดสอบการเคลื่อนที่โดยการยอมสีแฟลกเจลา  เลี้ยงไอโซเลตในอาหารเหลว 
Tryptic soy broth (TSB) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 ชั่วโมง โดยยอมสีดวยวิธี 
negative staining หยดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไอโซเลต SA.02  หนึ่งหยดบน copper grid ที่มี form 
var ยอมดวย 0.5 เปอรเซ็นตยูเรนิลอะซิเตต  ซับสีสวนเกินแลว นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนอิ
เลคตรอนแบบสองผาน (Transmission electron microscopy) ถายภาพดวยฟลม Verichrome 
pan VP 120 (Kodak) 

3.3.7 การสรางคาตาเลส  หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด เขมขน 3 เปอรเซ็นต 
ลงบนโคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารวุน TSA   ถามีฟองกาซเกิดขึ้นแสดงวาแบคทีเรียผลิต
คาตาเลส   (positive control ที่ใชไดแก Staphylococcus  epidermidis, negative control ที่ใช
ไดแก  Streptococcus  lactis)  

3.3.8 การเลี้ยงไอโซเลต SA.02 เพื่อตรวจระยะการมีเซลลแบบแทงและระยะการมีเซลล
ทรงกลม  เลี้ยงแบคทีเรียแตละชนิดเหลานี้: ไอโซเลต SA.02, Arthrobacter citreus  TISTR 820, 
Brevibacterium ammoniagenes TISTR 362  และ Corynebacterium glutamicum TISTR 461 
ขีดในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร EYGA ตามวิธีที่รายงานโดย Cure และ Keddie(1973)  สูตรอาหาร 
EYGA ดังรายงานในภาคผนวก ก  บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง, 24 ชั่วโมง และ 3 
วัน นํามายอมการติดสีแกรมตามวิธีที่รายงานในขอ 3.3.3 นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนโดยใช  
oil immersion objective  กําลังขยาย  100 เทา 

 
3.4 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA 
 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ประกอบดวยการสกัดโครโมโซมัลดีเอ็นเอ 
และการเพิ่มช้ินสวน 16S rDNA โดยวิธีพีซีอาร โดยใช  27f และ 1492r เปน forward และ reverse 
primers ตามวิธีที่รายงานโดย  Blackall(1999)  
 27f และ 1492r เปนไพรเมอรซึ่งประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทด ลําดับที่ 9-27  และลําดับ
ที่ 1492-1512 ตามลําดับ โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของ E.coli  ดังนี้ (Dorch และ 
Strackebrandt, 1992)  
 27f      มีลําดับนิวคลีโอไทด      5’ GAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ 
 1492r  มีลําดับนิวคลีโอไทด      5’ ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’ 
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3.4.1 การสกัดโครโมโซมัลดีเอ็นเอ  
องคประกอบของสารละลายที่ใชในการสกัดโครโมโซมัลดีเอ็นเอ  มีดังรายงานในภาค

ผนวก ข  ทําลาย RNAse และ DNAse ในสารละลายและ Eppendorf tubes, tips, spatula ฯลฯ 
โดยวิธี autoclave  เลี้ยงไอโซเลต SA.02 ในอาหารเหลวสูตรมีเดียม 73 พีเอช 7.0 ที่มี 5 
เปอรเซ็นตโซเดียมคลอไรด ที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปนแยกเซลล ที่ 10,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําเซลลปริมาณขนาดเทาหัวไมขีด มาเติม 200 ไมโครลิตร ของ TES 
บัฟเฟอร เขยาใหเขากัน เติม 80 ไมโครลิตรของ ไลโซไซม (2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละลาย 
saline-EDTA) บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  ทําใหเซลลแตกดียิ่งขึ้นโดยวาง 
Eppendorf tubes ที่บรรจุเซลลในตูแชแข็ง  -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และวาง 
Eppendorf tubes ดังกลาวในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  ทําเชน
นี้ซ้ําอีก 3 คร้ัง หลังจากนั้นเติมสารเคมี DNAZol® (Life Technologies) 1 มิลลิลิตร ผสมโดยคว่ํา
และหงาย Eppendorf tube หลายๆครั้ง ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 
นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  นําสวนน้ําใสใสหลอด Eppendorf tube ใหม เติม 0.5 มิลลิลิตร  100 
เปอรเซ็นต เอธานอลที่เย็นจัด  ผสมใหเขากัน    โดยคว่ําและหงาย Eppendorf tube    ปนเหวี่ยง
แยกตะกอนดีเอ็นเอที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เทสวน
น้ําใสทิ้ง  ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย  600 ไมโครลติร  70 เปอรเซ็นต เอธานอล(เย็น)  ทิ้งไวใหดีเอ็นเอ
แหงในอากาศ    หลังจากนั้นเติม 20-50 ไมโครลิตร น้ํากลั่น แยกสารละลายดีเอ็นเอโดยวิธีอะกา
โรสเจลอิเลกโตรโฟรีซีส และยอมสีแถบดีเอ็นเอดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ตามวิธีที่รายงาน
โดย Sambrook และคณะ(1989) 

3.4.2 การเพิ่มจํานวนชิ้นสวน 16S rDNA ของไอโซเลต SA.02 โดยวิธีพีซีอาร 
 ข้ันตอนการทําลาย RNase, DNase, การปองกันการปนเปอนจากดีเอ็นเอของจุลินทรีย
อ่ืนมีดังรายงานโดย  Eeles และ Stamps (1993) 
 การทําปฏิกริิยาพีซีอารในการเพิ่มจํานวนชิ้นสวน 16S rDNA ของไอโซเลต SA.02 ใชชุด
สําเร็จรูป PCR MasterTaq Kit  ซึ่งประกอบดวย 
 5x TaqMaster buffer additives   10 ไมโครลิตร 
 10x Taq  buffer  (Mg2+)      5 ไมโครลิตร 
 10 mM dNTP-mix      1  ไมโครลิตร 
 Primer 27f     (200 นาโนกรัมตอไมโครลิตร)    0.5 ไมโครลิตร 
 Primer 1492r (200 นาโนกรัมตอไมโครลิตร)    0.5  ไมโครลิตร 
 DNA Template     (10-100 นาโนกรัม)     2  ไมโครลิตร 
 Taq  Polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร)     0.5  ไมโครลิตร 
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 Double distilled, sterile water               30.5 ไมโครลิตร 
      รวม       50.0 ไมโครลิตร 
 
 โปรแกรมที่ใชในการเพิ่มช้ินสวน 16S rDNA  ทําตามที่รายงานโดย  Blackall (1999) ดังนี้ 
 95 องศาเซลเซียส    30 นาที 
 94 องศาเซลเซียส    60 วินาที 
 48 องศาเซลเซียส    60 วินาที        30  รอบ 

72 องศาเซลเซียส             120 วินาที 
48 องศาเซลเซียส    60 วินาที 
72 องศาเซลเซียส             300 วินาที 
  4 องศาเซลเซียส    ∞   
 
แยกผลิตภัณฑพีซีอารโดยอะกาโรสเจลอิเลกโตรโฟรีซีส ตามวิธีที่ระบุใน Sambrook และ

คณะ (1989) โดยใช 1 กิโลเบส λ Ladder เปนขนาดดีเอ็นเอมาตรฐาน 
หลังจากตรวจพบผลิตภัณฑพีซีอาร  ซึ่งมีขนาด 1,500 คูเบส บนอะกาโรสเจล ไดสงสาร

ละลายที่เหลือในหลอดพีซีอาร ซึ่งมีชิ้นสวน 16S rDNA ไปยังหนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติเพื่อใชบริการหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช ABI PRISM™ 
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit(Applied Biosystems) โดยผูวิจัยสง Sequencing 
strategy ดังแสดงในรูปที่1 ใหหนวยบริการชีวภาพ   ไพรเมอรที่ใชในการหาลําดับ 16S rDNA 
เลือกใชไพรเมอรตามที่แนะนําโดย Blackall(1999) และ Dorsch และ Stackebrandt (1992) ดังนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 Sequencing strategy ในการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของไอโซเลต SA.02  
 

Sense strand
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

5’3’ 
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1100r
1492r
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ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรและลําดับที่ของนิวคลีโอไทดเรียงตามลําดับที่นิวคลีโอไทดของ
16S rDNA  ของ E.coli   มีดังนี้ 
 
ไพรเมอร (ตําแหนงของนิวคลีโอไทดใน E.coli  16S rDNA )ลําดับนิวคลีโอไทดจาก 5’ ไป 3’ 
 27f (9-27)   GAGTTTGATCCTGGCTCAG 
 343r (343-357)   CTGCTGCCTCCCGTA 
 787r (787-803)   CTACCAGGGTATCTAAT 
 1100r (1100-1115)  AGGGTTGCGCTCGTTG 
 1241f (1224-1241)  TACACACGTGCTACAATG 

1492f (1492-1512)  ACGGCTACCTTGTTACGACTT 
 
ผลการทดลองที่ไดรับจากหนวยบริการชีวภาพ        จะเปนลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวน

16S rDNA จํานวนทั้งหมด 6 ชิ้นสวน ที่มีบริเวณทับกัน(overlapping) จากบริเวณทับกันเหลานี้ได
ใชโปรแกรม BioEdit(http://www.mbio.ncsu.edu)  ในการเรียงใหเปนลําดับนิวคลีโอไทดของ 
sense strand  หลังจากนั้นสงลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA  ไปใชโปรแกรม BLAST ที่ 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพื่อ
ใชเปอรเซ็นตความคลายกันของลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ในการจําแนกชนิดของไอโซ
เลต SA.02 
 
3.5 การทดสอบทางชีวเคมีเพิ่มเติมเพื่อเปรียบเทียบสปชีสของ Halobacillus 
 ผลการตรวจเอกสารหลังจากพบวาไอโซเลต SA.02 มีลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA 
เหมือนกับ Halobacillus trueperi  99 เปอรเซ็นต   พบวา Spring และคณะ(1996)  เปนคณะผู
วิจัยที่ตั้งชื่อจีนัสนี้เปนครั้งแรก โดยคณะผูวิจัยระบุผลการทดลองทางชีวเคมีของ Halobacillus 
halophilus   comb.nov.  Halobacillus litoralis sp. nov., และ Halobacillus trueperi sp. nov. 
นอกจากนี้  Chaiyanan และคณะ(1999)  รายงานการจําแนกชนิด Halobacillus thailandensis 
sp. nov. จากน้ําหมักในกระบวนการหมักน้ําปลาในประเทศไทย(คณะผูวิจัยไมไดระบุจังหวัด)   ดัง
นั้นจึงไดทดสอบทางชีวเคมีเพิ่มเติมเพื่อระบุรายละเอียดของสายพันธุที่แยกได  โดยการเพิ่มการ
ทดสอบทางชีวเคมีเพิ่มข้ึนมาดังนี้ 

3.5.1 การเจริญในอาหารที่มโีซเดียมคลอไรด  0.5 เปอรเซ็นต เลี้ยงไอโซเลต SA.02 บน
อาหารวุน TSA ที่มีโซเดียมคลอไรด  0.5 เปอรเซ็นต  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 
วัน ตรวจดูโคโลนี 
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3.5.2 การสรางออกซิเดส หยดสารละลาย tetramethyl-p-phenylenediamine dihydro 
chloride 1 เปอรเซ็นต  ที่เตรียมใหมๆ ลงบนกระดาษกรองที่ชื้น ใชลูปเขี่ยแบคทีเรียกระจายใหทั่ว
กระดาษกรอง ถาแบคทีเรียสรางออกซิเดสจะเปนสีมวงภายใน 10 วินาที (positive control ที่ใชได
แก Pseudomonas aeruginosa, negative control ที่ใชไดแก   Escherichia coli )  

3.5.3 การทดสอบ Voges–Proskauer  เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารสําเร็จรูป MRVP(Difco) 
2  หลอด หลอดหนึ่งบมที่ 37 องศาเซลเซียส อีกหลอดบมที่  40 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง นํา 
1 มิลลิลิตร ของน้ําเลี้ยงแบคทีเรียของแตละหลอด เติม 0.6 มิลลิลิตร ของ 5 เปอรเซ็นต  α- 
napthol ที่ละลายใน absolute ethanol เติม 0.2 มิลลิลิตร ของ 40 เปอรเซ็นต aqueous KOH 
ผสมใหเขากัน บมโดยเอียงหลอด 15 –60 นาที จะเกิดสีแดงบนผิวหนาอาหาร  (positive control 
ที่ใชไดแก  Enterobacter aerogenes, negative control ที่ใชไดแก Escherichia coli ) 

 3.5.4 ทดสอบการรีดิวซไนเตรตเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว Nitrate broth(Difco)  บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน หยดสารละลาย Sulfanilic acid  และสารละลาย α - 
napthylamine(ภาคผนวก ข) อยางละ 2–3 หยด ถาสารละลายเปลี่ยนสีเปนสีแดงชมพูแสดงวามี
การรีดิวซไนเตรต ( positive control ที่ใชไดแก  Pseudomonas aeruginosa, negative control 
ที่ใชไดแก   Bacillus sphaericus )  

3.5.5 การทดสอบการผลิตกรดจากน้ําตาล  เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว phenol base 
broth(Difco)  ที่มี 1 เปอรเซ็นตของน้ําตาลแตละชนิด  ถาแบคทีเรียสรางกรดสีอินดิเคเตอรจะ
เปลี่ยนสีจากสีแดงเปนสีเหลือง  น้ําตาลที่ใชทดสอบไดแก D-fructose, D-galactose, Maltose, 
Sucrose, D-xylose, D-glucose, D-mannitol และ D-trehalose 

3.5.6 การยอยสลายเอสคิวลิน(esculin) เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่มี 0.01 เปอรเซ็นต เอส
คิวลิน และ 0.05 เปอรเซ็นต เฟอรริกซิเตรต ถาแบคทีเรียสามารถยอยเอสคิวลินได  อาหารจะ
กลายเปนสีน้ําตาลดํา (positive control ที่ใชไดแก Streptococcus faecalis, negative control ที่
ใชไดแก Streptococcus mitis)  

3.5.7 การยอยเคซีน เลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร skim milk agar(ภาคผนวก ก) ลาก
แบคทีเรียบนอาหาร ถาแบคทีเรียยอยเคซีนจะเกิดสวนใสรอบโคโลนี (positive control ที่ใชไดแก 
Bacillus subtilis, negative control ที่ใชไดแก  Mycobacterium phei )  

3.5.8  การยอยสลายเจลาติน   เลี้ยงแบคทีเรียใน nutrient broth(ภาคผนวก ก)        ที่มี
เจลาติน 12 เปอรเซ็นต แทงแบคทีเรียลงในอาหาร บมที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 2 วัน นําหลอดที่
บมเชื้อมาแชในน้ําแข็ง ถาแบคทีเรียยอยเจลาตินได เจลาตินจะไมแข็ง (positive control ที่ใชไดแก 
Proteus vulgaris, negative control ที่ใชไดแก  Escherichia coli )  
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3.5.9 การยอยสลายแปง  เลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร TSA ที่มี 0.2 เปอรเซ็นต soluble 
starch    (โดยในสูตรอาหารไมมี กลูโคส ) autoclave ที่ 115 องศาเซลเซียส 10 นาที   บมเชื้อ 30 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2 วัน  เททับดวยสารละลายไอโอดีน ถาแบคทีเรียใชแปง  จะเกิดสวนใส
รอบโคโลนี (positive control ที่ใชไดแก Bacillus subtilis, negative control ที่ใชไดแก 
Escherichia coli )  

3.5.10 การยอย Tween80   เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารวุน Tween80  ดูการเกิดวงทึบรอบ
โคโลนี (positive control ที่ใชไดแก Pseudomonas aeruginosa, negative control ที่ใชไดแก 
Alcaligenes bronchisepticus )  

 3.5.11 การสรางยูรีเอส  ใสแบคทีเรียลงในอาหารเหลวยูเรีย(ภาคผนวก ก) สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงสีของฟนอลเรดในอาหารจากสีเหลืองเปนสีชมพู แสดงวาแบคทีเรียสามารถสรางยูรี
เอสยอยยูเรียไดแอมโมเนียม ทําใหอาหารเปนดาง (positive control ที่ใชไดแก Proteus vulgaris, 
negative control ที่ใชไดแก  Escherichia coli )  

3.5.12 การสรางฟอสฟาเทส  เลี้ยงแบคทีเรียใน nutrient agar ที่มีสารละลาย 1 
เปอรเซ็นต Phenolphthalein phosphate sodium salt บมที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 2 วัน  หยด 
0.1 มิลลิลิตร สารละลายแอมโมเนียความเขมขน 28 เปอรเซ็นต บนฝา นําจานที่เพาะเชื้อมาอัง ถา
โคโลนีเปนสีแดงแสดงวาแบคทีเรียสามารถสรางฟอสฟาเทส (positive control ที่ใชไดแก 
Staphylococcus aureus, negative control ที่ใชไดแก Micrococcus varius ) 
หมายเหตุ:  เฉพาะการทดสอบไอโซเลต SA.02 ใสโซเดียมคลอไรด 5 เปอรเซ็นตในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
3.6 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการผลิตโปรติเอสโดยไอโซเลต SA.02 
 3.6.1 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสม  นําแบคทีเรียไอโซเลต SA.02 1 ลูปมาเลี้ยงในอาหาร
เหลวสูตรมีเดียม 73 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร พีเอช 7.0 ที่มี 5 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด เขยาที่ 
200 รอบตอนาที 30 องศาเซลเซียส  เลี้ยงเปนเวลา 9 ชั่วโมง เพื่อใชเปนหัวเชื้อ   นํามา 5 มิลลิลิตร
ใสลงในอาหารเหลวมีเดียม 73 ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ที่แปรคาพีเอช ตั้งแต 6.0–9.0 ปรับปรุงสูตร
อาหาร  โดยแปรปริมาณ โซเดียมคลอไรด 0-20 เปอรเซ็นต แมกนีเซียมซัลเฟต 5, 10, 15 กรัมตอ
ลิตร     โปตัสเซียมคลอไรด  2.5, 5, 7.5  กรัมตอลิตร  แคลเซียมคลอไรด  0.1, 0.2, 0.3 กรัมตอ
ลิตร  สารสกัดจากยีสต 0.5, 1.0, 1.5 กรัมตอลิตร  เจลาติน  0.5, 1.0, 1.5 กรัมตอลิตร ความเขม
ขนที่สองที่เปนความเขมขนขององคประกอบในสูตรมีเดียม 73(เดิม) เลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว  
200 รอบตอนาที ที่ 30 องศาเซลเซียส  วัดการเพิ่มจํานวนเซลลโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น  
660 นาโนเมตร   และวัดแอคติวิตีของโปรติเอสตามวิธีที่ระบุไวในขอ 3.6.2 
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      3.6.2 การวัดแอคติวิตีของโปรติเอส วิธีวัดแอคติวิตีของโปรติเอสเปนวิธีที่ดัดแปลงมาจาก 
Keay และ Wildi (1970)   โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 1 มิลลิลิตร สารละลายโปรติ
เอสความเขมขนที่เหมาะสม บมที่ 37 องศาเซลเซียส 5 นาที   เติม 1 มิลลิลิตร ของ 2 เปอรเซ็นต 
เคซีน ที่ละลายใน 0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด บัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่มี 5 มิลลิโมลาร 
แคลเซียมคลอไรด บมที่ 37 องศาเซลเซียส 10 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 2 มิลลิลิตร ของ 0.4 โมลาร 
ไตรคลอโรอะซิติกแอซิด บมที่ 37 องศาเซลเซียส 20 นาที นํามาปนแยกตะกอนดวยเครื่องปน
เหวี่ยง ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนน้ําใส (TCA soluble fragment)  
1 มิลลิลิตร มาเติม 5 มิลลิลิตร ของ 0.4 โมลาร  โซเดียมคารบอเนต และ 1 มิลลิลิตร ของ สาร
ละลายฟอรลิน-ฟนอล (1:3 ) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร   สวนหลอดควบคุม
เติม 0.4 โมลาร ไตรคลอโรอะซิติคแอซิด กอนเติมเคซีน  กําหนดให 1 หนวยเอนไซมเทากับปริมาณ 
ของเอนไซมที่สามารถยอยซับสเตรตไดเปน TCA soluble fragments ที่ใหสีน้ําเงินเทากับสีน้ําเงิน
ที่เกิดจากไทโรซีน  0.5 ไมโครกรัม ตอนาที ภายใตสภาวะที่ทดสอบ 
 
3.7 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Bradford, 1976) 
 วิเคราะหปริมาณโปรตีน โดยนําสารละลายตัวอยาง    0.5  มิลลิลิตร      ผสมกับสารละลาย
แบรดฟอรด รีเอเจนต 5  มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที นํา
ไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร อานคาปริมาณโปรตีนในสารละลายตัว
อยางเปรียบเทียบกับสารละลายโปรตีนมาตราฐานโดยใช โบไวน ซีรัม อัลบูมิน (Bovine serum 
albumin)   ปริมาณ 0–100  ไมโครกรัม 
 
3.8 การทําโปรติเอสใหบริสุทธิ์ 
     ข้ันตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์เร่ิมจาก crude enzyme ที่เตรียมไดจากการเลี้ยงไอโซเลต 
SA.02 ในสูตรอาหารเหมาะสมที่พบในขอ  3.6.1 

3.8.1 การหาความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการตกตะกอนโปรติเอส 
นําสารละลายเอนไซมที่เตรียมไดมาตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่บดละเอียด โดยเติม
แอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณตามที่ระบุในตารางมาตรฐานน้ําหนักแอมโมเนียมซัลเฟตที่เติมในสาร
ละลายเพื่อเพิ่มความเขมขนของเกลือแอมโมเนียมเปนลําดับสวนตั้งแต 0-100 เปอรเซ็นต   แตละ
ลําดับสวน กวนสารแขวนลอยเอนไซมเบาๆ ประมาณ  3 ชั่วโมง นําไปปนแยกตะกอน  ดวย
ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ละลายตะกอนโปรตีนของแตละลําดับสวนดวย 
0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด บัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่มี 5 มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด โดย
ใชปริมาณนอยที่สุดที่ละลายตะกอนไดหมด ไดอะไลซขามคืนในบัฟเฟอรดังกลาว  เปลี่ยนบฟัเฟอร 
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2-3 คร้ังจนแอมโมเนียมซัลเฟตหมด หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนออก วัดปริมาตร  
ปริมาณโปรตีนและโปรติเอสแอคติวิตี   เพื่อหาความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมที่
โปรติเอสตกตะกอน 

3.8.2 การหาสภาวะที่ใชในการวิเคราะหแอคติวิตีโปรติเอส   นําสารละลายโปรติเอสทีผ่าน
การทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต ทําไดอะไลซีส และมาทําใหเจือ
จางโดย 0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด บัฟเฟอร พีเอช 6.0,7.0,8.0 และ 9.0 แปรปริมาณ
โซเดียมคลอไรด 0–20 เปอรเซ็นตในการวิเคราะห นํามาหาปริมาณโปรตีนและโปรติเอสแอคติวิตี 

3.8.3 การทําโปรติเอสใหบริสุทธิ์โดย DEAE Biogel A column chromatography โดยใช
เครื่อง Econosystem(Bio-rad)   ใชเครื่องมือทําคอลัมนโครมาโตกราฟ ซึ่งมีหนวยวัดปริมาณ
โปรตีน เปนคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

การเตรียมคอลัมน 
เทดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ (Bio-Rad) 100 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น กวนเบาๆใหเขากัน ปลอยทิ้ง

ไวใหตกตะกอน เทสวนที่ไมตกตะกอนทิ้ง ทําซ้ําๆเพื่อเอาเม็ดเจลที่แขวนลอยออก นําไปดูดอากาศ
ออก แลวนํามาบรรจุลงในคอลัมนขนาด 0.5x20 เซนติเมตรใหไดสูง 18.5 เซนติเมตร ผาน 0.1 โม
ลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด บัฟเฟอร พีเอช 7.0  

การทําโปรติเอสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ 
นําสารละลายโปรติเอสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยการตกตะกอนแอมโมเนียมซัล

เฟตที่ความเขมขนที่เหมาะสม และไดอะไลซ จากขอ 3.8.1 มาผานคอลัมนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ ซึ่ง
มีตัวกลางในการแลกเปลี่ยนประจุลบ ชะโดย 0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด บัฟเฟอร พีเอช 
7.0 อัตราการชะ 0.3 มิลลิลิตรตอนาท ี แยกเก็บสวนที่ออกมาจากคอลัมนหลอดละ 1 มิลลิลิตร ติด
ตอกันจนไมมีโปรตีนออกจากคอลัมน เปลี่ยนเปนชะดวย Linear Salt Gradient ที่ 0–2 โมลาร 
โซเดียมคลอไรด  นําแตละหลอดมาหาโปรติเอสแอคติวิตี 

3.8.4 การทําใหบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนดวยSephadex G-50 gel filtration chromatography โดย
ใชเครื่อง Econosystem 

การเตรียมคอลัมน 
แชเซฟาเดกซ จี-50 (Pharmacia) ปริมาณ 10 กรัม ขามคืนใน 500 มิลลิลิตร น้ํากลั่น เพื่อให

เม็ดเจลพองตัวเต็มที่ นํามาบรรจุลงในคอลัมนขนาด 0.5 x 50 เซนติเมตรใหสูง 49  เซนติเมตร 
ผาน 0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด บัฟเฟอร พีเอช 7.0  

การทําใหบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนดวยเซฟาเดกซ จี-50 เจลฟลเตรชันคอลัมน 
นําสารละลายเอนไซมจากขอ 3.8.3 ทําใหเขมขนขึ้นโดยนํามาระเหิดแหง นํามาละลายดวย 

0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด บัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาณนอยที่สุดที่สามารถละลายได  
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ผานลงในคอลัมนเซฟาเดกซ จี-50 ชะออกดวย 0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด บัฟเฟอร พีเอช 
7.0 เก็บแยกสวนสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร นําแตละหลอดมาหาโปรติ
เอสแอคติวิตี 

ทําขอ 3.8.1 ถึงขอ 3.8.4 ซ้ําโดยใชบัฟเฟอรที่เติม 5 มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด 
 

3.9  การตรวจความบริสุทธิ์และวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของโปรติเอส 
Hummel และคณะ(1996) รายงานวาสามารถตรวจความบริสุทธิ์และหาน้ําหนักโมเลกุล

ของโปรติเอสไดพรอมกัน   โดยทํา SDS-PAGE และกําจัด SDS และใหโปรตีนพับโมเลกุลกลับสู
สภาพเดิม  กอนยายแถบโปรตีนจาก SDS-PAGE ไปยัง อะคริลาไมดเจลที่โคโพลิเมอรไรซดวย 0.5 
เปอรเซ็นต เจลาติน โดยวางซับสเตรตเจลทับบน SDS-PAGE 

ในการทดลองนี้ไดหาผลของ SDS ตอการทํางานของโปรติเอส เพราะถาพบวา SDS ไมมีผล
ตอการเรงปฏิกิริยาโดยโปรติเอส ก็ไมจําเปนตองกําจัด SDS ออกจาก SDS-PAGE เจล กอนยาย
แถบโปรตีนไปยังซับสเตรตเจล (Garcia-Carrent และคณะ, 1993)    ทดลองหาผลของ SDS ตอ
โปรติเอสแอคติวิตี โดยเติม 0-20 มิลลิโมลาร SDS ลงในสารละลายตะกอนโปรตีนที่ไดหลังจากทํา
ใหเขมขนดวย 0-50 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต และผานการไดอะไลซีส หลังจากนั้นวิเคราะห
หาโปรติเอสแอคติวิตีและโปรตีน เปรียบเทียบกับแอคติวิตีจําเพาะเมื่อไมมี SDS ในสารละลาย
ตะกอนโปรติเอส 

นําตัวอยางโปรตีนจากขั้นตอน crude enzyme, สารละลายโปรตีนจากการตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 0-50 เปอรเซ็นต, สารละลายโปรตีนจากการผานคอลัมนดีอีเออี ไบโอ
เจล เอ และสารละลายโปรตีนจากการผานคอลัมนเซฟาเดกซจี-50 ที่มีปริมาณโปรตีนเทากับ 15 
ไมโครกรัม สารละลายโปรตีนมาตรฐานที่ยอมสีแลว(prestained, Bio-rad) 6 ไมโครลิตร มาทํา 
SDS-PAGE  โดยวิธีมาตรฐาน (Larmmli, 1970) บนมินิเจล ขนาด 6x12 เซนติเมตร  หนา 1.5  
มิลลิเมตร separating gel ความเขมขน 15 เปอรเซ็นต(ภาคผนวก ข) stacking gel  ความเขมขน 
4 เปอรเซ็นต(ภาคผนวก ข) หยอดโปรตีนมาตรฐานและโปรตีนตัวอยางลงในชองตัวอยางแลวทํา
การอิเลกโตรโฟรีซีสที่ 15 มิลลิแอมปตอเจล   จนสีของบรอมฟนอลบลู เคลี่อนที่ลงมาใกลถึงปลาย
สุดของแผนเจล 

การเตรียมแผนเจลที่มีซับสเตรต  ทําโดยใช  separating gel  ความเขมขน 15 เปอรเซ็นตที่
มี 0.1 เปอรเซ็นตเคซีนที่ใชเปน ซับสเตรต(ภาคผนวก ข) ขนาด 8x12  เซนติเมตร  

แช SDS-PAGE เจลใน 2.5 เปอรเซ็นต ไทรทรอนเอ็กซ-100 ใน 0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอ
ริกแอซิด บัฟเฟอร พีเอช 7.0  ที่มี 5 มิลลิโมลาร  แคลเซียมคลอไรด นาน 30 นาที      นํามาประกบ
กับแผนเจลที่มีซับสเตรตโดยใชกระจกรอง  นาน   4 ชั่วโมง โดยมี0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอ
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ซิด บัฟเฟอร พีเอช 7.0  ที่มี 5 มิลลิโมลาร  แคลเซียมคลอไรด หลอไวไมแหง  นําเจลทั้งสองไปยอม
สีโปรตีน(Dye staining) โดยใชสี Coomassie Blue โดยนําเจลไปแชในน้ํายายอมสี(staining 
solution) เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวลางสีสวนเกินออก ดวยสารละลายลางสี (destaining solution) 
จนเห็นเจลที่ทําอิเลกโตรโฟรีซีสของโปรตีนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน แลวแชในน้ํากลั่นจนพื้นหลังใส 
สวนเจลที่มีซับสเตรตจะมีแถบใสบริเวณที่มีแถบโปรติเอส  ประมาณน้ําหนักโมเลกุลของโปรติเอส
โดยพิจารณาจากการเคลื่อนที่ของโปรตเิอสเทียบกับการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีนมาตรฐาน  

ผลของ  SDS ตอการเรงปฏิกิริยาโดยโปรติเอส 
โดยเติม 0-20 มิลลิโมลาร SDS ลงในสารละลายตะกอนโปรติเอสที่ไดหลังจากทําใหเขมขน

ดวย 0-50 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟตและผานการไดอะไลซีส  หลังจากนั้นวิเคราะหหาโปรติ
เอสแอคติวิตีและปริมาณโปรตีน เปรียบเทียบกับแอคติวิตีจําเพาะเมื่อไมมี SDS ในสารละลาย
ตะกอนโปรติเอส 

 
3.10 การหาสมบัติบางประการของโปรติเอสของ Halobacillus trueperi  subspecies 
thailandensis  
 เนื่องจากการเติมผงโปรติเอสลงในระยะโมโรมิของกระบวนการหมักซีอ๊ิว เปนการเติมผง
โปรติเอส หลังจากตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว ทําไดอะไลซีส และระเหิดแหงเปนผง 
ดังนั้นจึงวิจัยเบื้องตนเพื่อหาสมบัติบางประการของโปรติเอสของ Halobacillus trueperi  
subspecies thailandensis โดยใช 0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด  บัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่มี 5 
มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด ละลายตะกอนโปรติเอสที่ไดจากการตกตะกอนดวย 0-50 
เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว ทําไดอะไลซีส และนํามาเจือจางใหอยูในความเขมขนที่
เหมาะสม เพื่อนํามาหาชนิดของโปรติเอส โดยการศึกษาผลของสารยับยั้งแอคติวิตีสองชนิด ไดแก 
EDTA หรือ PMSF ซึ่งหากยับยั้งแอคติวิตีแสดงวาโปรติเอสเปน metalloprotease หรือ serine 
protease ตามลําดับ นอกจากนี้ยังนําสารละลายโปรติเอสดังกลาวมาศึกษาผลของไอออนโลหะ
บางชนิดที่เพิ่มปฏิกิริยา การเรงการยอยสลายพันธะเปปไทด และศึกษาผลของอุณหภูมิตอโปรติ
เอสแอคติวิตี โดยเติมสารในความเขมขนตอไปนี้ในการวิเคราะหหาโปรติเอสแอคติวิตี เปรียบเทียบ
กับโปรติเอสแอคติวิตีที่วิเคราะหโดยไมเติมสารเหลานี้ 
• 1, 5 มิลลิโมลาร EDTA, 5, 10 มิลลิโมลาร PMSF  
• 0.5 มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด, แมกนีเซียมคลอไรด, แมงกานีสซัลเฟต หรือ  

ซิงคซัลเฟต 
• 0-30 มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด 

 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียที่ เพิ่มจํานวนและผลิตโปรติเอสที่ พีเอช 5.5 และ 20 

เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด 
ตารางที่ 1 แสดงอัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางวงใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนี 

ของแบคทีเรีย 12 ไอโซเลตจากไอโซเลตซึ่งมีอัตราสวนสูงไปต่ําตามลําดับ    ผลการทดลองพบ
วาไอโซเลต SA.02 มีอัตราสวนสูงที่สุดจึงนําไอโซเลตนี้มาใชในการทดลองขั้นตอนตอไป 

 
ตารางที่ 1 แสดงอัตราสวนระหวางคาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางวงใสตอคาเฉลี่ยเสนผานศูนย
กลางโคโลนีของแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสซึ่งแยกไดจากน้ําซีอ๊ิวระหวางการหมัก และจากวัตถุ
ดิบที่ใชในการผลิตซีอ๊ิวระดับหองปฏิบัติการ12 ไอโซเลต ที่ผลิตโปรติเอสมากไปนอย เมื่อเลี้ยง
ในอาหารสูตรมีเดียม 73 ที่มี 20 เปอรเซ็นตโซเดียมคลอไรด พีเอช 5.5   ที่ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา  3 วัน  

 
 

เสนผานศูนยกลาง ไอโซเลต 
วงใส โคโลนี 

อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลาง 
วงใสตอโคโลนี 

SA.02 5.40 0.48 11.2 
N5 2.40 0.25 9.6 
N3 1.70 0.19 8.9 
N16 2.42 0.36 6.7 
Cl26 2.87 0.46 6.3 
N22 2.50 0.43 5.8 
M031 1.77 0.33 5.4 
T7.1 2.57 0.59 4.4 
Cl24.1 2.13 0.56 3.8 
K24 2.16 0.63 3.4 
K24.1 2.70 1.66 1.6 
Cl24 1.09 0.77 1.4 
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4.2 ผลการตรวจลักษณะชอบเค็มหรือทนเค็มของไอโซเลต SA.02  
 รูปที่ 2  แสดงกราฟการเพิ่มจํานวนเซลลและคาอัตราการเจริญจําเพาะของแบคทีเรียไอโซ
เลต SA.02 ที่เลี้ยงในอาหารสูตรมีเดียม 73 ที่มีโซเดียมคลอไรดปริมาณ 0-20 เปอรเซ็นต  ผล
การทดลองแสดงใหเห็นวา ไอโซเลต SA.02  ชอบความเค็มเทียบเทากับ 5-10 เปอรเซ็นต
โซเดียมคลอไรด  โดยมีคาอัตราการเจริญจําเพาะ  0.37–0.38 ชั่วโมง- 1 ระยะเวลาที่ใชในการ
เพิ่มจํานวนเซลลถึงระยะมิดล็อก 9 ชั่วโมง ดังนั้นในการทดลองตอๆไปจึงเติม 5 เปอรเซ็นต
โซเดียมคลอไรด ในอาหารเลี้ยงไอโซเลต SA.02 

 
 
รูปที่ 2 กราฟการเพิ่มจํานวนเซลลและคาอัตราการเจริญจําเพาะของแบคทีเรียไอโซเลต SA.02 ที่
เลี้ยงในอาหารสูตรมีเดียม 73 ที่มีโซเดียมคลอไรดปริมาณ 0-20 เปอรเซ็นต เขยา 200 รอบตอนาที 
ที่ 30 องศาเซลเซียส 
 
4.3 การจําแนกชนิดแบคทีเรีย SA.02 ที่คัดเลือกไดโดยการทดสอบทางชีวเคมีและจุลชีว
วิทยา 

4.3.1 ลักษณะโคโลนีของไอโซเลต SA.02 
รูปที่ 3 แสดงลักษณะโคโลนีของไอโซเลต SA.02  ที่เพิ่มจํานวนบนอาหารวุน TSA ที่มี 5 เปอรเซ็นต
โซเดียมคลอไรด  บมที่  30  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 วัน ผลการทดลองพบวาโคโลนีมีสีเหลือง
สม  กลม  นูน  ขอบเรียบ  มีขนาดเล็ก (เสนผาศูนยกลาง 0.5 –1.0 มิลลิเมตร) 
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รูปที่ 3 ลักษณะโคโลนีของไอโซเลต SA.02 ที่เลี้ยงบนอาหารวุน Tryptic Soy Agar ที่มี 5 เปอรเซ็นต
โซเดียมคลอไรด บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน 
  
 
4.3.2 ผลการศึกษารูปรางภายนอกของเซลลแบคทีเรีย SA.02 ผลการวิเคราะหรูปรางภายนอกของ
ไอโซเลต SA.02 พบวาเซลลมีลักษณะแทงและรูปกลม ขนาด 2–5 ไมโครเมตรดังแสดงในรูปที่ 4 
 

 
รูปที่  4 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสแกนนิ่งของเซลลไอโซเลต    SA.02  เมื่อเล้ียง
ในอาหารวุน TSA  ที่มี  5 เปอรเซ็นตโซเดียมคลอไรด  ที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน (กําลัง
ขยาย 5,000 เทา)                       5 ไมโครเมตร 
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4.3.3 การติดสีแกรม การยอมสีสปอร และการทดสอบทางชีวเคมี 
ผลการยอมสีแกรมพบวาแบคทีเรีย SA.02  ติดสีแกรมบวก ผลการยอมสปอรเบื้องตน หลังจากเลี้ยงใน

อาหารเหลว TSA ไมพบสปอร  แมวาจะพบสปอรเมื่อเลี้ยง positve control ไดแกBacillus subtilis. ในสภาวะ
เดียวกัน  ดังนั้นจึงสรุปเบื้องตนวาไอโซเลต SA.02 เปนแบคทีเรียติดสีแกรมบวก  ที่ไมสรางสปอร  และมีเซลล
เป นแท งผสมกับ เป นรูปทรงกลม   จึ งจํ าแนกชนิด เบื้ อ งตน ให อ ยู ในBergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology (Jones และ Collins, 1984) Section 15 : Irregular, nonsporing Gram-positive rods  ผลการ
ทดสอบความสามารถในการเพิ่มจํานวนภายใตสภาวะมีอากาศและไรอากาศ  การเคล่ือนที่  การผลิตคาตาเลส 
และแหลงที่แยกแบคทีเรีย  ชี้ใหในเบื้องตนวา ไอโซเลต SA.02 อาจเปน Arthrobacter sp. เพราะเคลื่อนที่ได  ดัง
แสดงในตารางที่ 2 
 
ตารางที่  2 ลักษณะจําเพาะที่แยกกลุมแบคที เรียใน  Section 15 ของ Bergey’s Manual of 
Systematic Bacteriology (Jones และ Collins, 1984) 
 
ลักษณะ
เฉพาะ 

Corynebacterium 
spp. 

Arthrobacter  
spp. 

Brevibacterium 
spp. 

SA.02 

รูปรางเซลล รูปรางแทงไมแน
นอน 

มีระยะที่เซลลเปน
แทงและระยะที่เซลล
เปนทรงกลมอยาง

ชัดเจน 

มีระยะที่เซลลเปน
แทงและระยะที่เซลล

เปนทรงกลม 

รูปรางแทงผสม
กับทรงกลม 

การติดสีแกรม แกรมบวก แกรมบวก แกรมบวก แกรมบวก 
เพิ่มจํานวนใน
ภาวะมีอากาศ

เทานั้น 

 
ได 

 
ได 

 
ได 

 
ได 

การเคลื่อนที่ ไมเคลื่อนที่ บางสปชีเคลื่อนที่ได
บางสปชีเคลื่อนที่ไม

ได 

ไมเคลื่อนที่ เคลื่อนที่ไดโดยมี
แฟลกเจลา 

การผลิตแคตา
เลส 

ผลิต ผลิต ผลิต ผลิต 

แหลงที่พบ พืช ดิน เนยแข็ง ผิวหนัง เกลือจากนา
เกลือสมุทร 
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รูปที่ 5 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผานกําลังขยาย  12,450 เทา  ( 12 มม. เทา
กับ 1 ไมครอน)  ไอโซเลต SA.02 มีแฟลกเจลารอบเซลล (peritrichous flagella) 
 
 ในการพิสูจนวาไอโซเลต SA.02 เปน Arthrobacter sp. หรือไมเปนนั้น  มีความจําเปนตอง
เลี้ยงไอโซเลต SA.02 เพื่อตรวจระยะการมีเซลลแบบแทง และระยะการมีเซลลทรงกลม 
 ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 6 แสดงใหเห็นวา  Corynbacterium sp., Brevibacterium 
sp., Arthrobacter sp. มีเซลลที่อยูระยะเปนแทง และมีเซลลที่อยูในระยะที่เปนทรงกลม  แตไอโซเลต 
SA.02 ไมมีลักษณะดังกลาวขางตน  จึงไมใช Corynbacterium sp., Brevibacterium sp., 
Arthrobacter sp. 
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รูปที่ 6 ภาพแสดงลักษณะเซลลที่สองดูดวยกลองจุลทรรศนของแบคทีเรียชนิดตางๆ  ที่เลี้ยงในอาหาร
เหลวสูตร EYGA เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ช่ัวโมง (แถวบน), 
24 ช่ัวโมง (แถวกลาง), 3 วัน (แถวลาง)   กําลังขยาย 1,000 เทา แบคทีเรียที่ใชไดแก 
 
  คอลัมนที่หนึ่ง Corynebacterium glutamicum TISTR 461 
  คอลัมนที่สอง Brevibacterium ammoniagenes TISTR 362 
  คอลัมนที่สาม Arthrobacter  citreus TISTR 820 
  คอลมันที่ส่ี ไอโซเลต SA.02 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

2ก1ก 3ก 4ก 
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4.3.4 ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทด  16SrDNA ของไอโซเลต SA.02   
รูปที่ 7  แสดงโครโมโซมัลดีเอ็นเอที่แยกไดจากไอโซเลต SA.02 ผลการทดลอง แสดงใหเห็นวา
คุณภาพของดีเอ็นเอดีเพียงพอที่จะใชเปนดีเอ็นเอแมแบบ (target DNA) ในการเพิ่มช้ินสวน 
16S rDNA 

 
รูปที่ 7 การแยกโครโมโซมัลดีเอ็นเอของไอโซเลต  SA.02  เพื่อใชเปนดีเอ็นเอแมแบบในการเพิ่มช้ินสวน 
16 SrDNA โดยวิธีพีซีอาร    แถว M ไดแก โครโมโซมัลดีเอ็นเอของแลมดาที่ตัดดวย HindIII  ใชเปนดี
เอ็นเอขนาดมาตรฐาน  แถวที่ SA.02 เปนโครโมโซมัลดีเอ็นเอที่แยกไดจากไอโซเลต  SA.02  
 

 
 

รูปที่ 8  แสดง 16S rDNA ที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนโดยวิธีพีซีอาร แถวที่1 เปน DNA ladder  แถวที่ 2 
และ 3 เปนผลิตภัณฑพีซีอารขนาดประมาณ  1,500 คูเบส ซ่ึงมีขนาดเทากับ  16 SrDNA ของ E.coli 
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รูปที่ 9 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวน 16S rDNA ตางๆ ของไอโซเลต  SA.02   ที่ได
จากการหาลําดับนิวคลีโอไทด  โดยใชไพรเมอร 27f, 343r, 787r, 1100r, 1241f และ 1492r   ผล
การเรียงลําดับนิวคลีโอไทดบน sense strand  ของ 16S rDNA  ของไอโซเลต  SA.02  เปนดัง
แสดงในรูปที่ 10 
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4.5 การจําแนกสายพันธุของไอโซเลต SA.02 
จากการเปรียบเทียบเปอรเซ็นต  ความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของไอโซเลต  

SA.02  กับลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของสายพันธุที่มีผูฝาก (deposit) ไวใน GeneBank ของ NCBI   
พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของไอโซเลต  SA.02  เหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ Halobacillus 
trueperi  จํานวน 1,508 เบสจาก 1,522 เบสเปนจํานวนนิวคลีโอไทดที่ไมเหมือนกัน  14  ตําแหนง ซึ่งรวมการ
เพิ่มชองวาง(gap) 4 แหง  คิดเปนเปอรเซ็นตความเหมือนกัน  99 เปอรเซ็นต ดังแสดงในรูปที่  11 ดังนั้นไอโซเลต  
SA.02  อาจเปน Halobacillus trueperi   

 
4.6 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของไอโซเลต SA.02 เปรียบเทียบกับผลการทดสอบทางชีวเคมีของ 
Halobacillus spp. ดังแสดงในตารางที่ 3 
 ผลจากการทดลองแสดงให เห็นวา ไอโซเลต  SA.02 มีผลการทดสอบทางชีวเคมีใกลเคียงกับ 
Halobacillus trueperi มาก ตางกันเพียง 2 ลักษณะ คือไอโซเลต SA.02  ยอยเคซีนและมียูรีเอส  ในขณะที่  
Halobacillus trueperi ไมยอยเคซีนและไมมียูรีเอส  ผลการทดลองชี้ใหเห็นวา วา ไอโซเลต SA.02 มีสมบัติทาง
ชี ว เคมี แตกต า งจาก  Halobacillus thailandensis และ  Halobacillus litoralis  มากกว า  ตั วอย า ง เช น 
Halobacillus thailandensis ไมเพิ่มจํานวนเซลลถาในอาหารมีเกลือเพียง 0.5 เปอรเซ็นต  ยอยเอสคูลินและแปง 
ไมผลิตยูรีเอส แตผลิตฟอสฟาเทส  ในขณะที่ไอโซเลต SA.02 เพิ่มจํานวนเซลลแมวาในอาหารมีเกลือเพียง 0.5 
เปอรเซ็นต ไอโซเลต SA.02 ไมยอยเอสคูลินและไมยอยสลายแปง ผลิตยูรีเอส แตไมผลิตฟอสฟาเทส ไอโซเลต 
SA.02 มีสมบัติทางชีวเคมีตางจาก Halobacillus litoralis หลายลักษณะ เชน การใช ดี-กาแลกโตส  แตไมใช ดี-
ไซโลส และดี-แมนนิทอล ยอยสลายเคซีน ผลิตยูรีเอส เปนตน  ดังนั้นผลการทดสอบทางชีวเคมี เทาที่ปรากฏใน
เอกสารอางอิง (Spring และคณะ, 1996  และ Chaiyanan และคณะ, 1999) แสดงใหเห็นวา ไอโซเลต SA.02 มี
ความใกลเคียงกับ Halobacillus trueperi มากกวาอีก 2 สายพันธุ 
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TACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCCAATTATTGGCCCCACCTTCGGCGGCTGGCT
CCAAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGCCAACTCTCGTGGTGTGACGGGCG
GTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGC
GATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTTAT
GGGATTTGCTACACCTCGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGT
GTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCGCCTTCCTCCGGTTT
GTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATTAGGGGT
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGTCTGACGACAACCAT
GCACCACCTGTCACTTGGTCCCCGAAGGGAAAGTCCTATCTCTAGGATTGTCCAAGG
ATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGG
CGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAGGGGTGGAAGCCCCCTAACACCTAG
CACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTTGTTGTTCCACGC
TTTCGCACCTCAGCGTCAGAAACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCT
CCACATATCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGTCCTCA
AGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTT
AAGGAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCCCCTA
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGGGCTTCCTCGTTAGGTACCGTC
AAGGTACCGCTCTATTCGCACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAACTTTACGATCC
GAAGACCTTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAG 
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCC
GATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAA
CTAGCTAATGCGCCGCGGGCCCATCTGTAAGTGATAGCGAGAAGCCATCTTTCAACTT
TCCTTCATGCGAAAGAAAGTATTACCCGGCATTAGCCCCGGTTTCCCGGGGTTATTCC
GATCTTACAGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTTCCACGAG
CTTCACCCCGAAGGGATCCACTCGCTTCCCGCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACG
CCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGGATAAACTCA 
 
รูปที่ 10 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของสวน 16S rDNA ไอโซเลต SA.02 เมื่อผานโปรแกรม BioEdit 
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รูปที่ 11  การจําแนกสายพันธุไอโซเลต   SA.02 โดยใชเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของ      
16S rDNA เครื่องหมาย * แสดงตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ไมเหมือนกัน จํานวน 14 แหง ซึ่งรวมชองวางที่
เติมเขาไปจํานวน 4 แหง 
Query= gi|sa02| (1530 letters)  
 

Score    E 
Sequences producing significant alignments:                      (bits) Value 
 
gi|13508750|emb|AJ310149.1|HTR310149  Halobacillus trueperi ...  2884   0.0    
gi|1181223|emb|X94558.1|HL16SRRN1  H.litoralis 16S rRNA gene     2819   0.0    
gi|452433|emb|X62174.1|SHNCIMBT  S.halophila 16S rRNA            2535   0.0    
gi|15425521|emb|AJ291752.1|HSP291752  Halobacillus sp. K3-1 ...  2460   0.0    
gi|15425523|emb|AJ291754.1|HSP291754  Halobacillus sp. I7 pa...  2337   0.0    
Alignments 
>gi|13508750|emb|AJ310149.1|HTR310149  Halobacillus trueperi 16S rRNA gene, strain DSM 
10404T 
          Length = 1536 
 
 Score = 2884 bits (1455), Expect = 0.0 
 Identities = 1508/1522 (99%), Gaps = 4/1522 (0%) 
 Strand = Plus / Minus 

  
                                   ∗                              
SA.02:      1    tacggctaccttgttacgacttcaccccaattattggccccaccttcggcggctggctcc 60 
                ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:1519 tacggctaccttgttacgacttcaccccaatcattggccccaccttcggcggctggctcc 1460 
 
                                                                         
SA.02:        61 aaaaaggttacctcaccgacttcgggtgttgccaactctcgtggtgtgacgggcggtgtg 120 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:1459 aaaaaggttacctcaccgacttcgggtgttgccaactctcgtggtgtgacgggcggtgtg 1400 
 
                                                                         
SA.02:      121  tacaaggcccgggaacgtattcaccgcggcatgctgatccgcgattactagcgattccgg 180 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:1399 tacaaggcccgggaacgtattcaccgcggcatgctgatccgcgattactagcgattccgg 1340 
 
                                                                         
SA.02:      181  cttcatgcaggcgagttgcagcctgcaatccgaactgagaatggttttatgggatttgct 240 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:1339 cttcatgcaggcgagttgcagcctgcaatccgaactgagaatggttttatgggatttgct 1280 
 
                                                                         
SA.02:      241  acacctcgcggcttcgctgccctttgtaccatccattgtagcacgtgtgtagcccaggtc 300 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:1279 acacctcgcggcttcgctgccctttgtaccatccattgtagcacgtgtgtagcccaggtc 1220 
 
                                                                         
SA.02:      301  ataaggggcatgatgatttgacgtcatccccgccttcctccggtttgtcaccggcagtca 360 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:1219 ataaggggcatgatgatttgacgtcatccccgccttcctccggtttgtcaccggcagtca 1160 
 
                                                                         
SA.02:      361  ccttagagtgcccaactgaatgctggcaactaagattaggggttgcgctcgttgcgggac 420 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:1159 ccttagagtgcccaactgaatgctggcaactaagattaggggttgcgctcgttgcgggac 1100 
 

                                         ∗                                    
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SA.02:      421  ttaacccaacatctcacgacacgagtctgacgacaaccatgcaccacctgtcacttggtc 480 
                ||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:1099 ttaacccaacatctcacgacacgag-ctgacgacaaccatgcaccacctgtcacttggtc 1041 
 
 
 

                             ∗            ∗∗                                    
SA.02:      481  cccgaagggaaagtcctatctctaggattgtccaaggatgtcaagacctggtaaggttct 540 
                ||||||||||||| ||||||||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:1040 cccgaagggaaagccctatctctagggatgtccaaggatgtcaagacctggtaaggttct 981 
 

                                                           ∗                 
SA.02:     541  tcgcgttgcttcgaattaaaccacatgctccaccgcttgtgcgg-cccccgtcaattcct 599 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
H.trueperi:980 tcgcgttgcttcgaattaaaccacatgctccaccgcttgtgcgggcccccgtcaattcct 921 
 
                                                                         
SA.02:      600 ttgagtttcagccttgcggccgtactccccaggcggagtgcttaatgcgttaacttcagc 659 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:920 ttgagtttcagccttgcggccgtactccccaggcggagtgcttaatgcgttaacttcagc 861 
 
                                                                         
SA.02:      660 actaaggggtggaagccccctaacacctagcactcatcgtttacggcgtggactaccagg 719 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:860 actaaggggtggaagccccctaacacctagcactcatcgtttacggcgtggactaccagg 801 
 

                               ∗∗  ∗∗∗∗                                           
SA.02:      720 gtatctaatcctgttttgttgttccacgctttcgcacctcagcgtcagaaacagaccaga 779 
               ||||||||||||||||  |    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:800 gtatctaatcctgtttgctac--ccacgctttcgcacctcagcgtcagaaacagaccaga 743 
 
 
SA.02:      780 gagtcgccttcgccactggtgttcctccacatatctacgcatttcaccgctacacgtgga 839 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:742 gagtcgccttcgccactggtgttcctccacatatctacgcatttcaccgctacacgtgga 683 
 
                                                                         
SA.02:      840 attccactctcctcttctgtcctcaagttccccagtttccaatgaccctccacggttgag 899 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:682 attccactctcctcttctgtcctcaagttccccagtttccaatgaccctccacggttgag 623 
 
                                                                         
SA.02:      900 ccgtgggctttcacatcagacttaaggaaccgcctgcgcgcgctttacgcccaataattc 959 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:622 ccgtgggctttcacatcagacttaaggaaccgcctgcgcgcgctttacgcccaataattc 563 
 
                                                                         
SA.02:      960 cggacaacgcttgccccctacgtattaccgcggctgctggcacgtagttagccggggctt 1019 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:562 cggacaacgcttgccccctacgtattaccgcggctgctggcacgtagttagccggggctt 503 
 
                                                                         
SA.02:     1020 cctcgttaggtaccgtcaaggtaccgctctattcgcacggtacttgttcttccctaacaa 1079 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:502 cctcgttaggtaccgtcaaggtaccgctctattcgcacggtacttgttcttccctaacaa 443 
 
                                                                     
 
     
SA.02:     1080 cagaactttacgatccgaagaccttcatcgttcacgcggcgttgctccgtcagactttcg 1139 
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               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:442 cagaactttacgatccgaagaccttcatcgttcacgcggcgttgctccgtcagactttcg 383 
 
                                                                         
SA.02:     1140 tccattgcggaagattccctactgctgcctcccgtaggagtctgggccgtgtctcagtcc 1199 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:382 tccattgcggaagattccctactgctgcctcccgtaggagtctgggccgtgtctcagtcc 323 
 
                                                                         
SA.02:     1200 cagtgtggccgatcaccctctcaggtcggctacgcatcgtcgccttggtgagccgttacc 1259 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:322 cagtgtggccgatcaccctctcaggtcggctacgcatcgtcgccttggtgagccgttacc 263 
 

                                                            ∗                
SA.02:     1260 tcaccaactagctaatgcgccgcgggcccatctgtaagtgatagcgagaagccatctttc 1319 
               ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
H.trueperi:262 tcaccaactagctaatgcgccgcgggcccatctgtaagtgatagctagaagccatctttc 203 
 
                                                                         
SA.02:     1320 aactttccttcatgcgaaagaaagtattacccggcattagccccggtttcccggggttat 1379 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:202 aactttccttcatgcgaaagaaagtattacccggcattagccccggtttcccggggttat 143 
 
                                                                         
SA.02:     1380 tccgatcttacaggcaggttgcccacgtgttactcacccgtccgccgctcgttccacgag 1439 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi:142 tccgatcttacaggcaggttgcccacgtgttactcacccgtccgccgctcgttccacgag 83 
 

                               ∗                                             
SA.02:     1440 cttcaccccgaagggatccactcgcttcccgcgctcgacttgcatgtattaggcacgccg 1499 
               |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
H.trueperi: 82 cttcaccccgaagggagccactcgcttcccgcgctcgacttgcatgtattaggcacgccg 23 
 
              
SA.02:     1500 ccagcgttcgtcctgagccagg 1521 
               |||||||||||||||||||||| 
H.trueperi: 22 ccagcgttcgtcctgagccagg 1 
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ตารางที่ 3 ผลการทดสอบทางจุลชีววิทยาและชีวเคมีของ ไอโซเลตSA.02 เพื่อเปรียบเทียบกับ Halobacillus 
spp.  ที่มีผูรายงาน(Spring และคณะ, 1996; Chaiyanan และคณะ, 1999) 

ลักษณะ Halobacillus 
litoralis 

Halobacillus 
thailandensis 

Halobacillus 
trueperi 

Isolate SA.02 

รูปรางเซลล แทง แทง แทง แทง 
สปอร + + + + 
การเคลื่อนที่ + + + + 
รงควัตถุ สีสม สีสม สีสม สีสม 
การเจริญในสภาวะ
ปราศจากอากาศ 

- - - - 

การเจริญที่เกลือ 0.5% + - + + 
แคตาเลส + + + + 
ออกซิเดส + + + + 
การใชวีพี - - - - 
การรีดิวซไนเตรท - - - - 
การผลิตกรดจาก : 
ดี- ฟรุกโตส 
ดี-กาแลคโตส 
มอลโตส 
ซูโครส 
ดี- ไซโลส 
ดี- กลูโคส 
ดี-แมนนิทอล 
ดี-ทีฮาโลส 

 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 

การยอยสลาย : 
เอสคูลิน 
เคซีน 
เจลาติน 
แปง 
ทวีน 80 

 
- 
- 
+ 
- 
- 

 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

 
- 
- 
+ 
- 
- 

 
- 
+ 
+ 
- 
- 

การผลิตเอนไซม: 
ยูรีเอส 
ฟอสฟาเทส 

 
- 
- 

 
- 
+ 

 
- 
- 

 
+ 
- 
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4.7 ผลการหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการผลิตโปรติเอส 
       ผลการทดลองนําแบคทีเรียไอโซเลต SA.02 มาเลี้ยงในอาหารเหลวมีเดียม 73 ที่แปรคาพีเอช 
ตั้งแต 6.0 – 9.0 ปรับปรุงสูตรอาหาร  โดยแปรปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟต 5 -15 กรัมตอลิตร  โปตัส
เซียมคลอไรด  2.5 - 7.5  กรัมตอลิตร  แคลเซียมคลอไรด  0.1 - 0.3 กรัมตอลิตร  สารสกัดจากยีสต 
0.5-1.5 กรัมตอลิตร  เจลาติน  5-15 กรัมตอลิตร และ 0-20 เปอรเซ็นตโซเดียมคลอไรด  วัดการ
เพิ่มจํานวนโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น  660 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของโปรติเอสโดย
วิธี Keay &  Wildi 1970  ผลการทดลองพบวาไอโซเลต SA02.1 ผลิตโปรติเอสสูงสุดเมื่อเลี้ยงใน
อาหารมีเดียม73 ที่พีเอช 7.0  ที่มี 5 เปอรเซ็นตโซเดียมคลอไรดโดยเพิ่มสารสกัดจากยีสตจากสูตร
เดิมไปเปน 1.5 กรัมตอลิตร พบวามีโปรติเอสแอคติวิตีเทากับ 164 ยูนิตตอมิลลิลิตรในตารางที่ 4 
 
4.8 ผลการทําโปรติเอสใหบริสุทธิ์ 

4.8.1 การหาชวงที่โปรติเอสตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
 ผลการทดลองการหาชวงที่โปรติเอสจากไอโซเลต SA.02    เกิดตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
0–100 เปอรเซ็นต พบวาชวงที่โปรติเอสตกตะกอนคือ  0–50 เปอรเซ็นต ดังรูปที่  12  

 
รูปที่  12 แสดงคาแอคติวิตีจําเพาะของโปรติเอสที่ความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวชวง 
0-100 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 4 ผลโปรติเอสแอคติวิตี (ยูนิต/มิลลิลิตร)ในการหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการผลิตโปรติเอสแอคติวิตีสูงโดยการปรับปรุงสูตรอาหารเหลวมีเดียม 73  แถว
กลาง ของสารอาหารแตละชนิดเปนปริมาณเดิมของสารอาหารในสูตร มีเดียม 73 ซึ่งประกอบดวย 10 g.l-1 MgSO4 , 5 g.l-1 KCl , 0.2 g.l-1 CaCl2 , 10 g.l-1 gelatin, 
1.0 g.l-1 Yeast  extract 
 

pH 6 7 8 9 
NaCl      %   0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 

0.6 0.8 0.4 0.24 0.2 16.1 26.1 20.3 9.7 2.6 5.4 24.4 19.2 13.3 4.1 7.6 2.2 2.2 1.8 0.8 
2.1 3.4 1.28 1.04 1.8 12.8 32.5 24.8 11.7 4 16.1 19.8 23.4 6.6 3.8 2.1 1.3 1.3 0.9 0.2 

                    5 
MgSO4            10 
  (g.l-1)        15   1.0 1.3 0.4 0.3 0.2 9.4 22.0 8.7 1.9 1.4 2.4 35.4 21.3 1.5 1.5 0.6 0.5 0.4 0.1 0.2 

10.4 11.7 4.8 0.7 0.3 12.0 19.3 19.8 6.2 3.8 8.9 14.6 14.5 12.1 11.2 4.4 4.4 2.9 1.7 1.5 
2.1 3.4 1.28 1.04 1.8 12.8 32.5 24.8 11.7 4 16.1 19.8 23.4 6.6 3.8 2.1 1.3 1.3 0.9 0.2 

                 2.5 
 KCl          5.0 
  (g.l-1)       7.5   1.7 2.1 0.3 0 0 19.0 21.6 30.8 6.7 1.3 17.9 22.9 9.8 2.5 0.3 1.0 0.9 0.7 0.2 0.1 

0.9 3.6 6.1 1.1 1.8 15.0 24.2 22.2 5.0 1.2 7.8 4.9 12.7 21.1 1.1 1.9 1.9 0.6 0.9 0.6 
2.1 3.4 1.28 1.04 1.8 12.8 32.5 24.8 11.7 4 16.1 19.8 23.4 6.6 3.8 2.1 1.3 1.3 0.9 0.2 

                 0.1 
 CaCl2       0.2   
(g.l-1)         0.3 2.6 4.2 1.4 0.5 1.8 10.4 25.2 19.2 6.6 3.1 7.4 17.3 8.7 4.8 2.5 1.5 1.3 0.9 0.9 1.0 

0.5 3.0 1.1 1.0 1.8 4.8 11.4 8.3 6.6 2.2 4.2 5.9 16.3 4.4 1.0 4.2 3.2 3.0 3.2 2.2 
2.1 3.4 1.28 1.04 1.8 12.8 32.5 24.8 11.7 4 16.1 19.8 23.4 6.6 3.8 2.1 1.3 1.3 0.9 0.2 

                  5 
gelatin      10 

  (g.l-1)       15 0.7 0.9 1.4 1.1 0.6 7.4 10.5 18.1 6.6 6.7 6.2 4.4 10.2 4.8 0.6 1.0 1.0 1.2 0.2 0.2 
1.0 3.8 1.8 1.1 0.7 9.8 23 19.2 10.6 1.6 12.3 9.0 3.2 1.8 1.2 1.8 0.6 0.3 3.4 3.0 
2.1 3.4 1.28 1.04 1.8 12.8 32.5 24.8 11.7 4 16.1 19.8 23.4 6.6 3.8 2.1 1.3 1.3 0.9 0.2 

   Yeast     0.5 
 Extract   1.0 
 (g.l-1)       1.5 2.1 4.0 3.8 2.5 3.0 32.4 65.6 39.4 15.9 7.8 7.7 16.5 14.1 16.6 1.1 1.0 2.6 2.2 1.9 0.2 
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   ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4    ชี้ใหเห็นวาสูตรอาหารที่ทําใหไอโซเลต SA.02 ขับ
โปรติเอสแอคติวิตีสูงสุดออกนอกเซลล ไดแก สูตรอาหารทีประกอบดวย 10 กรัมตอลิตร 
แมกนีเซียมซัลเฟต, 5 กรัมตอลิตร โปตัสเซียมคลอไรด, 0.2 กรัมตอลิตร แคลเซียมคลอไรด, 10 
กรัมตอลิตร  เจลาติน, 1.5 กรัมตอลิตร  สารสกัดจากยีสต,  5  เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด       
ที่พีเอช 7.0 
 
4.8.2  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหแอคติวิตีของโปรติเอส 

  ผลการทดลอง พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหโปรติเอสแอคติวิตีคือ พีเอช  7.0 และ
ไมเติมโซเดียมคลอไรด ดังแสดงในรูปที่ 13 

 

 
รูปที่ 13  แสดงแอคติวิตีจําเพาะของโปรติเอส ที่พีเอช และที่เปอรเซ็นตโซเดียมคลอไรดตางๆ 
 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0 5 10 15 20

 ความเขมขนโซเดียมคลอไรด (เปอรเซ็นต

แอ
คต

ิวิต
ีจํา
เพา

ะ (
ยูน

ิตต
อม

ิลลิ
กร
ัมโ
ปร
ตี

 x1
/10

00 พีเอช 6.0
พีเอช 7.0
พีเอช 8.0
พีเอช 9.0



 51

4.8.3 การทําโปรติเอสใหบริสุทธิ์โดยการทําดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ โดยใชดีอีเออีเปนตัวแลกเปลี่ยน
ประจุลบ  ที่พีเอช  7.0 และ linear gradient  ที่ 0–2 โมลาร โซเดียมคลอไรด พบวาโปรติเอสที่ได
จากไอโซเลต SA.02  เปนประจุลบเพราะเกาะกับดีอีเออี และโดยชะออกมาที่ 1.2 โมลาร โซเดียม
คลอไรด ชะออกมาลําดับสวนที่ 66-76  ดังแสดงในรูปที่  14 

รูปที่ 14 การทําโปรติเอสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ บัฟเฟอรที่ใชชะไดแก 0.1 โม
ลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด พีเอช 7.0 และ linear gradient ชะดวย 0-2 โมลาร โซเดียมคลอไรด 
 
4.8.4 การทําโปรติเอสใหบริสุทธิ์โดยการทําเซฟาเดกซ จี-50 เจลฟลเตรชันคอลัมน ผลการทดลอง
พบวาสามารถแยกโปรติเอสออกจากโปรตีนอื่น    โดยชะออกมาลําดับสวนที่ 36 ถึง 46 ดังแสดง
ในรูปที่ 15 

 
รูปที่ 15 การทําโปติเอสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนเซฟาเดกซ จี-50 บัฟเฟอรที่ใชชะไดแก  0.1 โมลาร 
ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด พีเอช 7.0 
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สรุปการทําใหบริสุทธิ์ของโปรติเอสที่ผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนโปรตีน
ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 0-50 เปอรเซ็นต,  ผานลงคอลัมนดีอีเออี ไบโอเจล-เอ  ผานลง
คอลัมนเซฟาเด็กซ จี-50  พบวาโปรติเอสมีความบริสุทธิ์ข้ึน 1.0 เทา และมีแอคติวิตีเหลืออยู 0.08 
เปอรเซ็นต เมื่อไมมี 5 มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด ในบัฟเฟอรดังตารางที่ 5     และพบวาโปรติ
เอสมีความบริสุทธิ์ ข้ึน 1.5 เทา และมีแอคติวิตีเหลืออยู 0.25 เปอรเซ็นต เมื่อมี 5 มิลลิโมลาร 
แคลเซียมคลอไรด ในบัฟเฟอร ดังตารางที่ 6 
 
ตารางที่ 5 แสดงการทําใหบริสุทธิ์ของโปรติเอสโดยผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ตางๆ เมื่อไมมี 5 
มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด ใน 0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด บัฟเฟอร พีเอช 7.0 

  ลําดับขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์ 

ปริมาตร 
(มล.) 

แอคติวิตี
ทั้งหมด 
(หนวย) 

โปรตีนทั้ง
หมด 
(มก.) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอมก. 
โปรตีน) 

ความ
บริสุทธิ์ 
(เทา) 

 

รอยละของ 
โปรติเอสแอคติ
วิตีที่ตรวจพบ 

สารสกัดเอนไซม 1520 89984 11.8 7626 1 100 
ตกตะกอนดวย  
0-50 เปอรเซ็นต 

แอมโมเนียมซัลเฟต 

 
9.5 

 
59347 

 
2.01 

 
29526 

 
3.9 

 
66 

ดีอีเออี ไบโอเจล เอ 5.9 859 0.11 7809 1.0 1.0 
เซฟาเด็กซ จี 50 0.8 69 0.01 6900 0.9 0.08 

 
ตารางที่ 6 แสดงการทําใหบริสุทธิ์ของโปรติเอสโดยผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ตางๆ  เมื่อมี 5 
มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด ใน 0.1 โมลาร ทรีส ไฮโดรคลอริกแอซิด บัฟเฟอร พีเอช 7.0 
ลําดับขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์ 

ปริมาตร 
(มล.) 

แอคติวิตี
ทั้งหมด 
(หนวย) 

โปรตีนทั้ง
หมด 
(มก.) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอมก. 
โปรตีน) 

ความ
บริสุทธิ์ 
(เทา) 

รอยละของ 
โปรติเอสแอคติ
วิตีที่ตรวจพบ 

 
สารสกัดเอนไซม 1520 91930 12.2 7535 1 100 
ตกตะกอนดวย  
0-50 เปอรเซ็นต 

แอมโมเนียมซัลเฟต 

 
11.5 

 
62634 

 
1.84 

 
34040 

 
4.5 

 
68.1 

ดีอีเออี ไบโอเจล เอ 1.5 1373 0.13 10562 1.4 1.5 
เซฟาเด็กซ จี 50 0.17 225.6 0.02 11280 1.5 0.25 

 



 53

4.9 ผลการตรวจความบริสุทธิ์และวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของโปรติเอส 
 จากการนําตัวอยางโปรติเอสแตละขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์  มาทํา SDS-PAGE และ 
Activity staining นํามาหาน้ําหนักโมเลกุลเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ไดผลการทดลองดังรูปที่ 16  
พบวาโปรติเอสใหแถบชัดเพียงแถบเดียวและมีโปรติเอสแอคติวิตี และจากการวิเคราะหกราฟ
มาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับระยะการเคลื่อนที่ของ
โปรตีนบน SDS-PAGE แสดงดังรูปที่ 17 แถบโปรติเอสมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 31 กิโลดาลตัน 
และคาดวาโปรติเอสไมมีหนวยยอย เนื่องจากมีแอคติวิตีบน SDS-PAGE และสามารถทําการ 
renature ใหมีแอคติวิตีได 

 
รูปที่16  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของโปรติเอส โดยการทํา SDS-PAGE และ Activity staining  
แถวที่ 1 โปรตีนมาตรฐาน แถวที่ 4 โปรติเอสที่ผานขั้นตอน  
แถวที่ 2 crude enzyme     ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ   
แถวที่ 3 โปรติเอสที่ผานขั้นตอนตกตะกอน  แถวที่ 5 โปรติเอสที่ผานขั้นตอน     
ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 0-50 % เซฟา เดกซ จี-50 
แถวที่ 6 crude enzyme   แถวที่ 8 โปรติเอสที่ผานขั้นตอน  
แถวที่ 7 โปรติเอสที่ผานขั้นตอนตกตะกอน  ดีอีเออี ไบโอ-เจลเอ 
ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 0-50 %    แถวที่ 9 โปรติเอสที่ผานขั้นตอน 
      เซฟาเดกซ จี-50 

Activity 
Staining 

SDS-
PAGE 
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รูปที่ 17 กราฟความสัมพันธระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลกับระยะทางที่โปรตีนเคลื่อน
ที่บน SDS-PAGE 

1. ไมโอซิน(Myosin)     น้ําหนักโมเลกุล  209    กิโลดาลตัน 
2. บีตา-กาแลกโตซิเดส (β -galactosidase)   น้ําหนักโมเลกุล  124    กิโลดาลตัน 
3. อัลบูมินจากโบ ไวน (Bovine serum albumin)  น้ําหนักโมเลกุล    80    กิโลดาลตัน 
4. อัลบูมินจากไข (Ovalbumin)    น้ําหนักโมเลกุล    49.1 กิโลดาลตัน 
5. คารบอนิก แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase) น้ําหนักโมเลกุล    34.8 กิโลดาลตัน 
6. สารยับย้ัง ซอยบีน ทริปซิน (Soybean trypsin inhibitor) น้ําหนักโมเลกุล  28.9 กิโลดาลตัน 
7. ไลโซไซม (Lysozyme)     น้ําหนักโมเลกุล    20.6 กิโลดาลตัน 
8. อะโพตินิน (Aprotinin)    น้ําหนักโมเลกุล      7.1 กิโลดาลตัน 
P    โปรติเอสจากไอโซเลต SA.02   น้ําหนักโมเลกุล    31    กิโลดาลตัน 
 การหาผลของ SDS ตอการเรงปฏิกิริยาของ SDS พบวา SDS ทําใหโปรติเอสมีแอคติวิตี
ลดลงทุกความเขมขนและลดลงเพิ่มข้ึนเมื่อความเขมขน SDS เพิ่มข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 18 

 
รูปที่ 18  ผลของความเขมขนของ SDS ตอการเรงปฏิกิริยาของโปรติเอสแอคติวิตี 
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4.10 ผลการศึกษาสมบัติโปรติเอสจากไอโซเลต SA.02 
4.10.1 ผลของ EDTA และ PMSF ตอการทํางานของโปรติเอส พบวา EDTA มีผลยับยั้ง

การทํางานของโปรติเอสเพราะแอคติวิตีลดลง  สวน PMSF ไมมีผลยับยั้งการทํางานของโปรติเอส   
ดังแสดงในตารางที่  7 แสดงวาโปรติเอสของ Halobacillus trueperi  subspecies thailandensis  
เปน metalloprotease 
 
ตารางที่ 7 แสดงผลของ EDTA และ PMSF ตอการทํางานของโปรติเอส 
 

สารยับยั้ง ความเขมขน  
(มิลลิโมลาร) 

Relative activity 
(เปอรเซ็นต) 

None - 100 
1 0.65 EDTA 
5 0.07 
5 97 PMSF 
10 100 

 
4.10.2 ผลของไอออนโลหะความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ตอการทํางานของของโปรติเอส 

พบวาไอออนของแคลเซียมคลอไรด ทําใหโปรติเอสมีแอคติวิตีสูงขึ้นเมื่อเทียบกับไอออนโลหะชนิด
อ่ืนๆ โดยมีแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 35 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน     ดังแสดงในรูปที่ 19 

รูปที่ 19 ผลของไอออนตอการทํางานของโปรติเอส 
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 4.10.3 ผลการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแคลเซียมคลอไรดตอโปรติเอสแอคติวิตี 
พบวาความเขมขนของไอออนแคลเซียมคลอไรด ที่ทําใหโปรติเอสมีแอคติวิตีสูงขึ้น คือ 5 มิลลิ
โมลาร แคลเซียมคลอไรด  ดังแสดงในรูปที่ 20 

 
รูปที่ 20 ผลของแคลเซียมคลอไรด ที่ความเขมขน 0-30 มิลลิโมลาร   ตอการเรงปฏิกิริยาของ
โปรติเอส 
 

4.10.4 ผลการหาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของโปรติเอส พบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของโปรติเอส คือ 45 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมินี้เอนไซมเรง
ปฏิกิริยาไดดี ดังแสดงในรูปที่ 21 

รูปที่ 21 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของโปรติเอส 
 

 

0
5

10
15
20
25
30
35
40

0 5 10 15 20 25 30

ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด (มิลลิโมลาร)

แอค
ติวิตีจํ

าเพา
ะ(ยูนิ

ตตอ
มิลลิ
กรัมโ
ปรตี
น)

x 1
/10

00

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)

แอ
คติ
วิตี
จํา
เพ
าะ 

(ยูนิ
ตต
อมิ

ลิก
รัม
โป
รตี
น)

 x 
1/1

00
0



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

5.1 ไอโซเลต SA.02 อาจเปน Halobacillus trueperi  subspecies thailandensis  
 ผลการคัดเลือกและจําแนกชนิดแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตโปรติเอส          ในอาหารสูตรมี
เดียม 73 ที่มี 20 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด พีเอช 5.5 ไดผลเปนที่นาพอใจเพราะสามารถคัดเลือก
แบคทีเรียชอบเค็มไอโซเลต SA.02 ซึ่งสุดาวดี ลีโทชวลิต (2540)  แยกจากเกลือสมุทรท่ีใชในการ
ผลิตซีอ๊ิวระดับหองปฏิบัติการ  ผลการจําแนกชนิดไอโซเลต SA.02  พบวา งานวิจัยนี้เปนงานวิจัย
แรกที่พบ Halobacillus trueperi  subspecies thailandensis  จากเกลือสมุทร  กอนหนานี้ Spring 
และคณะ  เสนอใหมี จีนั สใหมคื อ   Halobacillus  ในปค .ศ . 1996 โดยรายงานการคนพบ 
Halobacillus trueperi และ Halobacillus litoralis จากดินตะกอนทางทิศใตของ Salt Lake  มลรัฐยู
ทาห สหรัฐอเมริกา   นอกจากนี้  Chaiyanan และคณะ(1999) รายงานการคนพบ Halobacillus 
thailandensis จากน้ําปลาระหวางการหมัก แตยังไมมีรายงาน การฝากลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S 
rDNA ของ Halobacillus thailandensis ในฐานขอมูล Genbank  ผลการตรวจเอกสารพบวา ใน
ปจจุบันมีรายงานชนิดของ Halobacillus  ที่มีรูปรางกลม 1 ชนิด ไดแก Halobacillus halophilus  
และที่มี รูปรางเปนแทง เพียง 3 ชนิดไดแก  Halobacillus litoralis, Halobacillus trueperi  และ 
Halobacillus thailandensis (Spring และคณะ, 1996, Chaiyanan และคณะ, 1999) ผลการเปรียบ
เทียบลําดับนิวคลีโอไทด และผลการทดสอบทางชีวเคมีดังแสดงในตารางที่ 3 ชี้วา ไอโซเลต SA.02 
อาจ เป น  subspecies ของ  Halobacillus trueperi  มากกว า เป น  subspecies ของ  Halobacillus 
litoralis หรือ Halobacillus thailandensis 
  
5.2 Halobacillus trueperi  subspecies thailandensis มีรูปรางกลมและรูปรางแทง  

รูปที่ 4 แสดงภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด แสดงใหเห็นวา 
Halobacillus trueperi  subspecies thailandensis  มีรูปรางกลมและรูปรางเปนทอน เปนการคนพบที่
นาสนใจมาก ซึ่งผูวิจัยกําลังทําการวิจัยเพื่อยืนยันการคนพบดังกลาว จากผลการทดลองในเบื้อง
ตน เนื่องจากแบคทีเรียมีรูปรางเซลลแบบกลมและรูปแทง ไมพบสปอรเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
TSA  เมื่อเทียบกับแบคทีเรียที่เปน positive control  ซึ่งลักษณะเซลลแบบนี้จัดอยูใน Bergey’s 
Manual of Systematic Bacteriology ใน  Section 15:Irregular, nonsporing  Gram-positive rod  จึ ง
สรุปในเบื้องตนวานาจะเปน Arthrobacter sp.(ตารางที่ 2)  เมื่อนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว EYGA 
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และนํามายอมสีแกรม สองดูดวยกลองจุลทรรศนพบวา Arthrobacter sp., Brevibacterium sp. และ 
Corynebacterium sp. เปลี่ยนแปลงรูปรางเซลลไดเมื่อเวลาผานไป 6 ชั่วโมง, 24 ชั่วโมง และ 3 วัน 
โดยมีรูปแทงสั้น  รูปแทงยาว และ รูปกลม ตามลําดับ  ดังแสดงในรูปที่ 6  สวนไอโซเลต SA.02 จะ
มีรูปแทง ทุกชวงเวลา เมื่อสองดูดวยกลองจุลทรรศน    

ดังนั้นหากมีการศึกษาเพื่อยืนยันการมีรูปรางกลมและรูปรางแทงของ Halobacillus 
trueperi subspecies thailandensis  ก็จะเปนการคนพบใหมวา แบคทีเรียชนิดนี้มีรูปรางกลมและ
แทง  คลายกับที่พบในแบคทีเรีย Section 15 ดังกลาวขางตน แตเปนแบคทีเรียที่สรางสปอร 
 
5.3 การทําโปรติเอสจาก Halobacillus trueperi subspecies thailandensis ใหบริสุทธิ์  
 ผลการปรับปรุงสูตรอาหารที่ใชเลี้ยงเชื้อ Halobacillus trueperi subspecies thailandensis  
ใหขับโปรติเอสแอคติวิตีสูงออกนอกเซลล  พบวาการเพิ่มสารสกัดจากยีสตจากเดิม 1.0 กรัมตอ
ลิตร เปน 1.5 กรัมตอลิตร ทําใหโปรติเอสแอคติวิตีเพิ่มข้ึนจากการใชสูตรเดิมเกือบ 2 เทา  ดังแสดง
ในตารางที่ 4 สารสกัดจากยีสตมีไวตามินบี คอมเพล็กซ  ที่จําเปนในกิจกรรมของเซลล (Difco 
Manual, 1984)  ผลการทดลองยืนยันวาสูตรอาหารที่ Norberg และ Hofsten (1969) คิดคนขึ้น
สําหรับใชศึกษาโปรติเอสที่ผลิตโดยแบคทีเรียชอบเค็ม เปนสูตรอาหารที่เหมาะสําหรับเลี้ยง
แบคทีเรียชอบเค็มใหขับโปรติเอสแอคติวิตีสูงออกนอกเซลล 
 ผลการทําโปรติเอสใหบริสุทธิ์ดังแสดงในตารางที่ 5 และ 6 พบวา โปรติเอสแอคติวิตีลดต่ํา
ลงอยางรวดเร็วมาก จากขั้นตอนการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตมายังขั้นตอนการทําให
บริสุทธิ์โดยใชดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ  แมวาจะใช 5 มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด  ในบัฟเฟอร  ก็ไม
สามารถเพิ่มโปรติเอสแอคติวิตีได  อาจเปนเพราะการยอยสลายตนเอง  เพราะแอคติวิตีของโปรติ
เอสในชวงขั้นตอนคอลัมนดีอีเออีโครมาโตกราฟ และเจลฟวเตรชั่น ลดลงอยางมากเชนเดียวกัน 
นอกจากนี้สันนิษฐานวาในการทํา ion exchange chromatography ไอออนซึ่งเปนสวนสําคัญของ 
metalloprotease ชนิดนี้อาจสูญเสียไป ทําใหสูญเสียแอคติวิตี  ดังนั้นจึงอาจทําโปรติเอสชนิดนี้ให
บริสุทธิ์ โดยทําเจลฟวเตรชันกอนการทํา  ion exchange chromatography หรืออาจใช hydrophobic 
column chromatography (Pharmacia, 1993) 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
1. ผลการทดลองไดคัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตโปรติเอสในอาหารสูตรมีเดียม 73 ที่มี 20 

เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด พีเอช 5.5 ผลการจําแนกชนิดโดยวิธีทางจุลชีววิทยา  วิธีทางชีว



 59

เคมี  รวมถึงการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความคลายกันของลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA  
พบวาแบคทีเรียชอบเค็มที่แยกไดอาจเปน Halobacillus trueperi subspecies thailandensis  

2. ผลการทําโปรติเอสของ Halobacillus trueperi subspecies thailandensis ใหบริสุทธิ์ โดยวิธีตก
ตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต  ไดอะไลซีส ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ โครมาโตรกราฟ  เซฟาเดกซ 
จี-50 เจลฟวเตรชัน SDS-PAGE คูกับ Casein-PAGE  พบวาสูญเสียโปรติเอสแอคติวีตีในชวง
ตอระหวางการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต และการทํา ion exchange chromatography  
ผลการใชสาร EDTA พบวายับยั้งการทํางานของโปรติเอส  จึงจัดวาเปน metalloprotease ซึ่ง
อาจสูญ เสียไอออนที่นาจะเปน  ประจุลบของบริเวณ เรง  ในชวงการทํา  ion exchange 
chromatography  ทําใหสามารถทําโปรติเอสใหบริสุทธิ์ไดเพียง 1.5 เทา โดยตรวจพบแอคติวิตี
เหลือเพียง 0.25 เปอรเซ็นต น้ําหนักโมเลกุล 31 กิโลดาลตัน  

3. โปรติเอสมีแอคติวิตีที่อุณหภูมิเหมาะสมคือ 45 องศาเซลเซียส  จัดวาเปนเอนไซมชอบรอนพอ
สมควร ซึ่งอาจทดลองใชผงโปรติเอสดังกลาวในการผลิตซีอ๊ิวโปรตีนสูง ในระยะโมโรมิซึ่งอยู
กลางแจงได 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
อาหารเหลวมีเดียม 73 (M73 medium) ตอ 1 ลิตร  Norberg และ Hofsten (1969) 
 แมกนีเซียมซัลเฟต     10 กรัม 
 โปตัสเซียมคลอไรด      5 กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด     0.2 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด              10 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต      1  กรัม 
 เจลาติน                10 กรัม 
ปรับคาพีเอชใหไดเทากับ 7.0 ดวย 0.1 นอรมอล โซเดียมไฮดรอกไซด  นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศา
เซลเซียส 20 นาที 
 
อาหารเหลว TSB (Tryptic Soy Broth) ตอ 1 ลิตร 
 แบคโต ทริปโทน      15 กรัม 
 แบคโต ซอยโทน                           15 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด                  5      กรัม 
 ปรับคาพีเอชใหไดเทากับ 7.0 ดวย 0.1 นอรมอล โซเดียมไฮดรอกไซด  นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศา
เซลเซียส 15 นาที 
 
อาหารแข็ง TSA (Tryptic Soy Agar) ตอ 1 ลิตร 
 อาหารเหลวทริปติก ซอย            1  ลิตร 
 วุน       15 กรัม 
ปรับคาพีเอชใหไดเทากับ 7.0 ดวย 0.1 นอรมอล โซเดียมไฮดรอกไซด  นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศา
เซลเซียส 15 นาที 
 
อาหารแข็งซีวอเตอร (Seawater agar) ตอ 1 ลิตร   Spring และคณะ (1996) 
 โซเดียมคลอไรด           50 กรัม 
 แมกนีเซียมคลอไรด              10.99 กรัม 
 โซเดียมซัลเฟต                 4.06 กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด                1.51 กรัม 
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 โปตัสเซียมคลอไรด               0.69 กรัม 
 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต      0.2 กรัม 
 โปตัสเซียมโบรไมด          0.1 กรัม 
 เฟอรรัสฟอสเฟต              0.1 กรัม 
 เซอรรีเนียมคลอไรด             0.042 กรัม 
 กรดบอริก              0.027 กรัม 
 แมงกานีสคลอไรด             0.01 กรัม 
 โซเดียมซิลิเคต             0.005 กรัม 
 โซเดียมฟลูออไรด             0.003 กรัม 
 แอมโมเนียมไนเตรต             0.002 กรัม 
 เคซีนเปปโทน                  5 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต                 1 กรัม 
 วุน                  15 กรัม 
ปรับคาพีเอชใหไดเทากับ 7.0 ดวย 0.1 นอรมอล โซเดียมไฮดรอกไซด  นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศา
เซลเซียส 15 นาที 
 
อาหารแข็ง EYGA ตอ 1 ลิตร  (Cure และ Keddie, 1973) 
 สวนประกอบ 
 มิเนอรัล เบส อี (Mineral Base E)   1000 มิลลิลิตร 
 วิตามิน B 12                  200    ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 สารสกัดจากยีสต                  1.0 กรัม 
 วุน                   12.0 กรัม 
 กลูโคส                     1.0 กรัม 
 
การเตรียม มิเนอรัล เบส อี  มีดังนี้  
สารละลายสตอก (ใน 400 มิลลิลิตร น้ํากลั่น) ประกอบดวย 
สารละลาย 1: ไดโปตัสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต              80       กรัม 
สารละลาย 2: โปตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต                   62.4    กรัม 
สารละลาย 3: แคลเซียมคลอไรด                                  2.0   กรัม 
สารละลาย 4: แมกนีเซียมซัลเฟต                                    8.0    กรัม 
                     โซเดียมคลอไรด                                        4.0    กรัม 
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สารละลาย 5: แอมโมเนียมซัลเฟต                            20.0    กรัม 
การเตรียมอาหารสูตร EYGA  มีดังนี้ เติมสารสกัดจากยีสต และวุนลงใน มิเนอรัลเบส อี (1 ลิตร) 
และตมจนวุนละลาย  ละลายกลูโคสและเติม วิตามิน B 12 1 มิลลิลิตร (อาจเตรียมสารละลาย 
วิตามิน B 12  โดยเติม วิตามิน B 250 ไมโครกรัม ในน้ํากลั่น 24 มิลลิลิตร) ปรับพีเอชเทากับ 6.5 
(ถาจําเปน)  นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส 20 นาที 
 
 อาหารเหลวไนเตรต (Nitrate Broth) ตอ 1 ลิตร 
 สารสกัดจากเนื้อ                                      3 กรัม 
 แบคโตเปปโทน           15 กรัม 
 โปตัสเซียมไนเตรต           1 กรัม 
ปรับคาพีเอชใหไดเทากับ 7.0 ดวย 0.1 นอรมอล โซเดียมไฮดรอกไซด  นึ่งฆาเชื้อที่ 110 องศา
เซลเซียส 20 นาที 
 
อาหารแข็งสกิมมิลค (Skim milk agar ) ตอ 1 ลิตร 
 สารสกัดจากเนื้อ      3 กรัม 
 แบคโตเปปโทน      5 กรัม 
 สกิมมิลค      10 กรัม 
 วุน       15 กรัม 
ปรับคาพีเอชใหไดเทากับ 7.0 ดวย 0.1 นอรมอล โซเดียมไฮดรอกไซด  นึ่งฆาเชื้อที่ 110 องศา
เซลเซียส 15 นาที 
 
อาหารนิวเทรียนต  (Nutrient Agar)  ตอ 1 ลิตร 
 สารสกัดจากเนื้อ      3 กรัม 
 แบคโตเปปโทน      5 กรัม 
 วุน       15 กรัม 
ปรับคาพีเอชใหไดเทากับ 7.0 ดวย 0.1 นอรมอล โซเดียมไฮดรอกไซด  นึ่งฆาเชื้อที่ 120 องศา
เซลเซียส 20 นาที 
 
อาหารแข็งทวิน80 (Tween80 medium) ตอ 1 ลิตร 
 แบคโต เปปโทน      10 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด      5 กรัม 
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 ทวิน80       10 มิลลิลิตร 
แคลเซียมคลอไรด     0.1 กรัม 

 วุน       20 กรัม 
ปรับคาพีเอชใหไดเทากับ 7.0 ดวย 0.1 นอรมอล โซเดียมไฮดรอกไซด  นึ่งฆาเชื้อที่ 110 องศา
เซลเซียส 20 นาที 
 
อาหารทดสอบการผลิตยูเรีย ตอ 1 ลิตร 
 แบคโต เปปโทน      1.0 กรัม 
 กลูโคส       1.0 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด      5.0 กรัม 
 โปตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต    2.0 กรัม 
 สีฟนอลเรด      0.012 กรัม 
 วุน       20 กรัม 
ปรับคาพีเอชใหไดเทากับ 6.9 ดวย 0.1 นอรมอล โซเดียมไฮดรอกไซด   นึ่งฆาเชื้อที่ 120 องศา
เซลเซียส 20 นาที 
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สารเคมีที่ใชในการทดสอบทางชีวเคมี (Cowan และ Steel, 1974) 
สารละลายคริสตัลไวโอเลต  
สารละลาย ก ประกอบดวย 

คริสตัลไวโอเลต      10 กรัม 
95 เปอรเซ็นต เอธานอล     100 มิลลิลิตร 

สารละลาย ข ประกอบดวย 
  แอมโมเนียมออกซาเลต(Ammonium oxalate)  1 กรัม 
 น้ํากลั่น       100 มิลลิลิตร 
ผสมสารละลาย ก 20 มิลลิลิตรและสารละลาย ข 80 มิลลิลิตร 
 
สารละลายสีมาลาไคตกรีน  
 สีมาลาไคตกรีน (Malachite green)   5 กรัม 
 น้ํากลั่น       100 มิลลิลิตร 
 
สารละลายสีซาฟรานิน  
 สีซาฟรานิน (safranin)     0.5 กรัม 
 น้ํากลั่น       100  มิลลิลิตร 
 
สารละลายทดสอบเอนไซมออกซิเดส 
สารละลาย ก ประกอบดวย 
 เตตระเมธิลพาราเฟนิลีนไดเอมีน ไดไฮโดรคลอไรด    1 มิลลิลิตร 
 (tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride) 
 น้ํากลั่น       100  มิลลิลิตร 
เก็บในขวดสีชา ที่ 4 องศาเซลเซียส 
 
สารละลาย ข ประกอบดวย 
 แอลฟาแนฟธอล      1 กรัม 
 95 เปอรเซ็นต เอธานอล     100 มิลลิลิตร 
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สารละลาย ค ประกอบดวย 
 พารา-อะมิโนเมธิลลาอะนิไลน ออกซาเลต   1 กรัม 
 (p-aminodimethylaniline oxalate) 
 น้ํากลั่น       100 มิลลิลิตร 
 
สารละลายทดสอบไนไตร  
สารละลาย ก ประกอบดวย 
 ซัลฟานิลิก แอซิด     0.8 กรัม 
 5 นอรมอล อะซิติก แอซิด    100 มิลลิลิตร 
 
สารละลาย ข ประกอบดวย 
  แนปธิลเอมีน      0.5 กรัม 
 5 นอรมอล อะซิติก แอซิด    100 มิลลิลิตร 
 
สารละลายไอโอดีน 
 ไอโอดีน       5 กรัม 
 โพแทสเซียม ไอโอดีน     10 กรัม 
 น้ํากลั่น       100  มิลลิลิตร 
 
สารเคมีที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ 
Tris EDTA Saline , TES buffer 
 โซเดียมคลอไรด      0.9 กรัม 
 อีดีทีเอ       0.29 กรัม 
 0.1 โมลาร ทริสบัฟเฟอร พีเอช  8.0   100 มิลลิลิตร 
ปรับพีเอชเทากับ 8.0  นําไปนึ่งฆาเชื้อ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
Saline EDTA  
 โซเดียมคลอไรด      0.9 กรัม 
 อีดีทีเอ       0.29 กรัม 
 น้ํากลั่น       100 มิลลิลิตร 
ปรับพีเอชเทากับ 8.0  นําไปนึ่งฆาเชื้อ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
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สารละลายเอธิเดียมโบรไมดสําหรับยอมสีดีเอ็นเอ 
 นําสารละลายเอธิเดียมโบรไมด  10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ละลายในน้ํากลั่น  นํามาผสม
กับ TES บัฟเฟอรจนมีความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
สารเคมีที่ใชในการหาปริมาณโปรตีน 
สารละลายแบรดฟอรด 
 สีคลูแมสซี บริลเลียนท จี250    100 มิลลิกรัม 
 95 เปอรเซ็นต เอธานอล     50 มิลลิลิตร 
 85 เปอรเซ็นต  กรดฟอสฟอริก    100 มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่น       850 มิลลิลิตร 
กรองผานกระดาษกรอง whatman เบอร 1 เก็บในขวดสีชา 
 
สารเคมีที่ใชในการหาแอคติวิตีของโปริเอส 
สารละลายโปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  0.1 โมลาร พีเอช 6.0 

ไดโปตัสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต    6.15 กรัม 
โปตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต    3.85 กรัม 

ละลายน้ํากลั่นปริมาณเล็กนอยปรับพีเอชเทากับ 6.0 เติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 1000 
มิลลิลิตร ในขวดวัดปริมาตร 
 

สารละลายทริสบัฟเฟอร  0.1 โมลาร พีเอช  7.0 
ทรีสมาร เบส      121.1 กรัม 

ละลายน้ํากลั่นปริมาณเล็กนอยปรับพีเอชเทากับ 7.0 โดยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน เติมน้ํา
กลั่นจนมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ในขวดวัดปริมาตร 

 
สารละลายทริสบัฟเฟอร  0.1 โมลาร พีเอช  8.0 และ 9.0 เตรียมวิธีเดียวกับ พีเอช 7.0 แต
ปรับพีเอชใหได 8.0 และ 9.0 โดยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  
 
สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก 0.4 โมลาร 

กรดไตรคลอโรอะซิติก     16.34 กรัม 
น้ํากลั่น       250 มิลลิลิตร 
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สารละลายโซเดียมคารบอเนต 0.4 โมลาร 
       โซเดียมคารบอเนต     21.2 กรัม 
       น้ํากลั่น       500 มิลลิลิตร 
 
สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนตเจือจาง 
       โฟลินฟนอลรีเอเจนต     1 สวน 
 น้ํากลั่น       3 สวน 
 
 
  
สารเคมีที่ใชในการหาทําอิเลคโทรโฟริซีสบนโซเดียมโดเดซิลพอลิอะคริลาไมดเจลชนิด
แผน 
สารละลายทริสไกลซีนอิเลคโทรดบัฟเฟอร (เขนขน 5เทา) 
 ทริส       9.0 กรัม 
 ไกลซีน       43.2 กรัม 
 โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต     3.0 กรัม 
ปรับพีเอชใหเทากับ  8.3  เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร  600  มิลลิลิตร 
 
สาละลายโซเดียมโดดิซิลซัลเฟต (SDS stock) 10  เปอรเซ็นต 
 โซเดียมโดดิซิลซัลเฟต     1.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร  10.0  มิลลิลิตร  
 
สารละลายทริส บัฟเฟอร ความเขนขน 0.5 โมลาร พีเอช 6.8  
 ทริส       6.0 กรัม 
ปรับพีเอชใหเทากับ  6.8  เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร  600 มิลลิลิตร 
 
สารละลายทริส บัฟเฟอร ความเขนขน 1.5 โมลาร พีเอช 8.8  
 ทริส       18.15 กรัม 
ปรับพีเอชใหเทากับ  8.8  เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร  600 มิลลิลิตร 
 
สารละลายอะคริไมด ( 30% T, 2.67% C) 
 อะคริไมด      14.60 กรัม 
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 BIS(N,N,-Methylene bis acrylamide)   0.40 กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่น  50 มิลลิลิตร 
 
บัฟเฟอรที่ใชกับโปรตีนที่จะวิเคราะห (Sample buffer) เขมขน 1 เทา 
 น้ํากลั่น       3.8 มิลลิลิตร 
 สารละลายทริส บัฟเฟอร ความเขนขน   1.0 มิลลิลิตร 

0.5 โมลาร พีเอช 6.8  
กลีเซอรอล       0.8 มิลลิลิตร 
10 เปอรเซ็นต SDS     1.6 มิลลิลิตร 
2-เมอรแคปโตเอธานอล     0.4 มิลลิลิตร 
สารละลาย 1 เปอรเซ็นตบรอมฟนอลบลู   0.4 มิลลิลิตร 

 
สารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 
 แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต     0.1 กรัม 
ละลายในน้ํากลั่น  1  มิลลิลิตร 
 
สารละลายผสมของ seperating gel 15 เปอรเซ็นตเจล 

น้ํากลั่น       3.52 มิลลิลิตร 
สารละลายทริส บัฟเฟอร ความเขนขน   3.75 มิลลิลิตร 
1.5 โมลาร พีเอช 8.8   
สารละลายโซเดียมโดดิซิลซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต  150 ไมโครลิตร 
สารละลายอะคริลาไมด     7.5 มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนียม     75 ไมโครลิตร 
เปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต     
TEMED       7.5 ไมโครลิตร 

 
สารละลายผสมของ stacking gel 4 เปอรเซ็นตเจล 

น้ํากลั่น       6.10 มิลลิลิตร 
สารละลายทริส บัฟเฟอร ความเขนขน   2.50 มิลลิลิตร 
1.5 โมลาร พีเอช 6.8   
สารละลายโซเดียมโดดิซิลซัลเฟต10 เปอรเซ็นต  100.0 ไมโครลิตร 
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สารละลายอะคริลาไมด     1.33 มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต    50.00 มิลลิลิตร 
10 เปอรเซ็นต  
TEMED       5.00 ไมโครลิตร 

 
สารละลายผสมของ seperating gel 15 เปอรเซ็นตเจลที่มีเคซีน 1 เปอรเซ็นต 

น้ํากลั่น       2.02 มิลลิลิตร 
สารละลายทริส บัฟเฟอร ความเขนขน   3.75 มิลลิลิตร 
1.5 โมลาร พีเอช 8.8   
สารละลายโซเดียมโดดิซิลซัลเฟต10 เปอรเซ็นต  150 ไมโครลิตรสาร
ละลายอะคริลาไมด     7.5 มิลลิลิตร 
สารละลายเคซีน 10 เปอรเซ็นต    1.5 มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต   75 ไมโครลิตร 
10 เปอรเซ็นต  
TEMED       7.5 ไมโครลิตร 

 
สารละลายไตรตรอนเอ็กซ-100 (TritonX-100) ความเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต 

ไตรตรอนเอ็กซ-100     25  มิลลิลิตร 
 สารละลายทริส บัฟเฟอร ความเขนขน   975 มิลลิลิตร 

0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ที่มี 5 มิลลิโมลาร 
แคลเซียมคลอไรด 
 

สารละลายสําหรับยอมสี (staining solution)  
 สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จี-250    0.1 เปอรเซ็นต 
 เมธานอล      40 เปอรเซ็นต 
 กรดอะซิติก      10 เปอรเซ็นต 
 
สารละลายสําหรับลางสี (destaing solution) 
 เมธานอล      40 เปอรเซ็นต 

กรดอะซิติก      10 เปอรเซ็นต 
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