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                 Bacillus cereus  เปนแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสทนรอนที่แยกไดจากดินบริเวณบอน้ํารอนใน
ประเทศไทย แบคทีเรียที่ถูกคัดเลือกชนิดนี้ถูกจําแนกสายพันธุโดยใชลักษณะทางชีวเคมี และยืนยันผล
ดวยวิธี 16S rRNA gene  จากการทดลองพบวาภาวะที่ดีที่สุด คือ การใช Raja's medium ซ่ึงมีสูตรอาหาร
ดังนี้ CaCl2.2H2O 0.1 กรัม, K2HPO4 0.06 กรัม, MgSO4 .7H2O 0.05 กรัม, NaCl 0.045 กรัม และ Peptone 
0.5 กรัม%  (w/v) ที่อุณหภูมิ 37 o C,  pH 7.0, ปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมคือ 0.5% (v/v)  ซ่ึงมีสวน
ประกอบในอาหาร คือ 0 กรัม% glucose (w/v), 0.5 กรัม% peptone (w/v) ภายใตการเลี้ยงในขวดเขยา 
ขนาด 1 ลิตรซึ่งมีอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 300 มิลลิลิตร โดยใชความเร็วรอบในการเขยาที่ 200 รอบตอ
นาที และภาวะที่ดีที่สุดในการหาแอคติวิตีของโปรติเอส โดยใช azocasein คือที่อุณหภูมิ 55 o C,  pH 7.0 
ภายหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง สามารถผลิตเอนไซม ซ่ึงมีคาแอคติวิตีสูงที่สุดเทากับ 5.69 
หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน จากการหาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีเซฟาเดกซ จี-75 คอลัมน
โครมาโตรกราฟ พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 34,700 ดาลตัน สวนการหาหนวยยอยของเอนไซมดวยวิธี 
Substrate – Containing SDS Zymogram gel พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 44,700 ดาลตัน แคลเซียมอิออน
สามารถเรงการทํางานของ crude enzyme ไดและสารที่ยับยั้งการทํางานของเอนไซมคือ EDTA  นิวทรัล
โปรติเอสที่ผลิตจาก B. cereus สามารถยอยสับสเตรททั้ง casein หรือ azocasein ไดดีกวานิวทรัล  
โปรติเอสที่ผลิตจาก B.subtilis TISTR 25 
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 Bacillus cereus was isolated as a mesophilic bacteria which produced thermoresistant protease 
among 63 soil samples. The isolated bacteria was selected and identified by using biochemical 
characterization. And the test was confirmed with 16S rRNA gene. It was found that the best conditions 
were used Raja’s medium (CaCl2.2H2O 0.1 g, K2HPO4 0.06 g, MgSO4.7H2O 0.05 g, NaCl 0.045 g, peptone 
0.5 g% (w/v)) at 370C, pH 7.0, 0.5% (v/v) initial inoculum size, 0% (w/v) glucose in shaking flask culture 
1,000 ml  and were shaked with the speed of 200 rpm. The protease was exhibited maximum activity 
towards azocasein at 550C, pH 7.0 and the enzyme production was reached its maximum level of 5.69 
U/mg protein after 48 hours. The protease had an apparent molecular weight of 34,700 Dalton by 
Sephadex G - 75 gel - filtration chromatography. And the protease  had molecular weight of 44,700 
Dalton by Substrate-Containing SDS Zymogram gel. The activity, crude enzyme, was considerably 
increased by addition of Ca2+. Enzyme activity was inhibited by EDTA. The data clearly indicated that 
protease from Bacillus cereus  was likely neutral protease. Neutral protease from B.cereus  that could 
hydrolyse substrate , casein or azocasein, better than the protease from B.subtilis TISTR25.  
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คํายอ 

 
oC   =   องศาเซลเซียส 
%    =   เปอรเซ็นต 
µg  =   ไมโครกรัม 
ml  =    มิลลิลิตร 
rpm  =    รอบตอนาที 
v/v  =    ปริมาตรตอปริมาตร 
w/v  =    น้ําหนักตอปริมาตร 

    mM  =     มิลลิโมลาร 
    M  =     โมลาร  
 
 



บทที่ 1 
 

 บทนํา 
 

          โปรติเอส (Protease) เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะเปปไทด (peptide bond) ของโปรตีน
ใหเปนเปปไทดสายสั้นๆ และกรดอะมิโน (Ward, 1983) โปรติเอสมีช่ือสามัญหลายช่ือ ไดแก เปปติเดส โปรตีเนส 
และ เอนไซมโปรติโอไลติค เปนตน ซึ่งมีสมการแสดงปฏิกิริยาดังรูปที่ 1.1  

 
รูปที่ 1.1 การเรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีนโดยโปรติเอส  
         โปรติเอสเปนเอนไซมที่มีการนํามาใชประโยชนมากเปนอันดับ 1 ใน 3 ของเอนไซมที่ใชใน 
อุตสาหกรรมทั้งหมด โดยโปรติเอสามารถนําไปใชไดมากมาย เชน อุตสาหกรรมฟอกหนัง อาหาร เครื่องดื่ม เบียร 
ยา และอุตสาหกรรมผลิตผงซักฟอก เปนตน แสดงดังตารางที่ 1.1  
          โปรติเอส เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารจําพวกโปรตีน แหลงที่มาของ 
โปรติเอส พบไดทั้งในพืช สัตวและจุลชีพ ซึ่งมีลักษณะแตกตางกันทางดานความจําเพาะตอ 
สับสเตรท บริเวณเรง กลไกในการเรงปฏิกิริยา ชวงความเปนกรด-ดางและ อุณหภูมิในการทํางาน เสถียรภาพของ
เอนไซม ในทางการคาพบวากลุมเอนไซมโปรติเอสมีสวนแบงการตลาดถึง 60% เมื่อเทียบกับเอนไซมชนิดอื่น 
(Ward, 1983) แสดงดังรูปที่ 1.2 แหลงของโปรติเอสที่นิยมใชในปจจุบัน คือ โปรติเอสจากจุลชีพ ซึ่งจุลชีพที่มีการ
ใชในทางอุตสาหกรรมมากเปนอันดับหนึ่ง ไดแก            โปรติเอสจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus licheniformis, 
Bacillus subtilis และ alkalophilic Bacillus ซึ่งใชในอุตสาหกรรมการผลิตสารซักฟอก เอนไซมจากจุลชีพมี
ปริมาณการใชรองลงมา ไดแก           โปรติเอสจากรา Mucor spp. และ Aspergillus oryzae ใชในอุตสาหกรรมการ
ผลิตอาหาร (Ward, 1983; Aunstrup, 1980)  
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ตารางที่ 1.1 การใชประโยชนของโปรติเอสในทางอุตสาหกรรม 
 

ประเภทของอุตสาหกรรม ขบวนการที่ใช แหลงของเอนไซม 
1. baking and Milling bread baking fungal 
2. brewing  chillproofing papain, bromelain, pepsin, 

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

fungal, bacteria  
4. dairy milk prevention of oxided flavor 

milk protein hydrolysate 
evaporate milk, stabilization 

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

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

pepsin, pancreatin, bacteria,fungal 
bacterial, fungal 

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

papain, bromelain, fungal, bacteria 
 

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

unhairing 
bacteria, pancreatin, fungal 
bacteria, fungal, papain     

9. laundry spot removal bacteria, pancreatin, fungal 
10.photographic recovery of silver from spent film bacteria 
11. textile desizing fibrics bacteria, fungal, pancreatin 
 
ที่มา : Miller และ Litsky (1976) 
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รูปที่ 1.2 สวนแบงทางการตลาดของเอนไซมโปรติเอสเมื่อเทียบกับเอนไซมชนิดอื่นๆ ที่ใชใน 
อุตสาหกรรม (Mala และคณะ, 1998)  
  
          การนําโปรติเอสมาใชในอุตสาหกรรมตางๆ มีการใชงานและแหลงที่มาของเอนไซมที่ 
แตกตางกัน (ตารางที่ 1.2) โดยโปรติเอสเปนเอนไซมที่ถูกคนพบเปนชนิดที่สองของโลก หลังจากการพบ amylase 
ในป ค.ศ. 1814 Wurt คนพบโปรติเอสชนิดแรก คือ ปาเปนในยางมะละกอ ในป ค.ศ. 1905 Rohm ไดนํา 
pancreatic protease มาใชในการฟอกหนังและกําจัดขนที่ติดอยูกับหนัง และไดเริ่มนํามาใชเปนสารซักลาง 
(detergent) เปนครั้งแรก เมื่อป ค.ศ. 1973 และในป ค.ศ. 1971 คณะกรรมการอาหารและยาแหงสหรัฐอเมริกา 
(FDA) ไดใหคําประกาศรับรองเอนไซมนี้สามารถใชรวมกับสารซักลางโดยไมมีอันตราย นอกจากนี้ในธรรมชาติ
โปรติเอส ยังมีหนาที่อีกมากมาย เชน การสรางสปอร การงอกของสปอร การประกอบเปนอนุภาคของไวรัส 
กระตุนไวรัสทําใหสิ่งมีชีวิตอื่นมีอาการของโรค การจับตัวของเลือด ควบคุมความดันเลือด การแสดงออกของยีน 
กระตุนการเปลี่ยนโปรตีนใหอยูในรูปที่พรอมจะทํางาน และชวยใหสารที่เซลลสรางขึ้นหลั่งออกนอกเซลลได จะ
เห็นไดวา  โปรตเิอสมีการนําไปใชอยางมากมาย แตที่นิยมนํามาใชประโยชนมักเปนแหลงเอนไซมที่ไดจาก  จุล
ชีพ เพราะเลี้ยงงาย และเติบโตไดรวดเร็ว  
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ตารางที่ 1.2 แหลงที่มาของโปรติเอส  (Mala และคณะ, 1998) 
 

แหลงที่มา ชนิดของเอนไซม คุณสมบัติ 
1. พืช papain จากมะละกอ 

 
 
bromelain จากสับปะรด 
 
 
 
keratinases พบไดในพืชบางชนิด 
 

มีชวงการทํางานระหวาง pH 5.0-
9.0 สามารถคงสภาพไดถึงอุณหภูมิ 
80 oC หรือ 90 oC  
มีชวงการทํางานระหวาง pH 
5.0-9.0 อุณหภูมิที่ตํ่ากวา 70 oC 
เหมาะสมในการทํางานของ
เอนไซม 
ทําหนาที่ยอยผมหรือขนและ
สามารถปองกันการอุดตันของ
ระบบทอน้ําทิ้งได  

2. สัตว 
 

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

เปนเอนไซมที่สําคัญในการยอย
อาหารบริเวณลําไสเล็ก โดยจะยอย
พันธะบริเวณ carboxyl groups โดย
มีกรดอะมิโนบริเวณเรงคือ lysine 
และ arginine  
 
เปนเอนไซมที่ยอยพันธะเปปไทด
บริเวณหมูคารบอกซิล มักใชผสม
ในอาหารที่มีสวนประกอบของนม 
สําหรับผูที่มีอาการแพโปรตีนจาก
น้ํานมและเปนเอนไซมที่มีราคา
คอนขางสูง 
 
เปนพวก acidic protease มักพบใน
กระเพาะของสัตวที่มีกระดูกสัน
หลังสวนใหญ 
มกัใชในอุตสาหกรรมนม 
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แหลงที่มา ชนิดของเอนไซม คุณสมบัติ 
3. จุลชีพ แบคทีเรีย 

 
 
 
รา             
 
 
 
Viruses 

ที่นิยมใชในอุตสาหกรรมมักพบ
เปน neutral และ alkaline โดยจุล
ชีพเปนสายพันธุ  
บาซิลัส 
มีการใชแพรหลายมากกวา
แบคทีเรีย เชน Aspergillus ผลิตทั้ง 
acid, neutral และ alkaline protease 
 
protease จาก virus มีความสําคัญตอ
หนาที่และกระบวนการทํางานของ
โปรตีนในไวรัสซึ่งมักเปนไวรัสที่
กอใหเกิดโรค เอดส และมะเร็ง 
 

 
 
          ปจจุบันไดมีการใชโปรติเอสในอุตสาหกรรมตางๆ รวมทั้งมีการนําโปรติเอสไปใชทางการแพทย เชน ใชใน
การรักษาโรคมะเร็ง มาลาเรีย และเอดส ไดมีการนําโปรติเอสที่ผานการตัดตอยีน โดยใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม
เพื่อเพิ่มปริมาณ และคุณภาพของเอนไซม  (Branislav และคณะ, 2000) ทําใหสามารถนําไปใชงานที่หลากหลาย
มากขึ้น 
 
ชนิดและสมบัติของเอนไซมโปรติเอส 
           โปรติเอสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีน แบงได 2 กลุม ตามตําแหนงของพันธะเปปไทดที่
ถูกไฮโดรไลสคือ เอกโซเปปติเดส (exopeptidase) จะยอยพันธะเปปไทดจากดานนอกเขามาและเอนโดเปปติเดส 
(endopeptidase) จะยอยภายในสายพอลิเปปไทด เอนไซมที่มีความสําคัญในอุตสาหกรรมสวนใหญอยูในกลุมเอน
โดเปปติเดส โดยโปรติเอสที่ผลิตไดสามารถแบงออกไดแสดงดังตารางที่ 1.3 
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โปรติเอสที่มีความสําคัญในอุตสาหกรรมสวนใหญอยูในกลุมเอนโดเปปติเดส   จัดเปน  
4 กลุม ( Mala และคณะ, 1998  ) 
 
           1. ซีรีนโปรติเอส ( serine protease ) EC.3.4.21.14 
               เอนไซมชนิดนี้เรียกอีกช่ือหนึ่งวา alkaline protease เนื่องจากมีหมูกรดอะมิโนเซรีนอยูบริเวณเรงของ
เอนไซม (active site) สามารถถูกยับยั้งไดดวย 3,4 –dichloroisocoumarin,  
(3,4-DCI), L-3-carboxytrans 2,3-epoxypropyl-leucylamido (4-guanidine) butane (E.64),  diisopropylfluoro-
phosphate (DFP), phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) และ tosyl-L-lysine chloromethyl-ketone (TLCK) โดย
การจับกับหมูไฮดรอกซิลของกรดอะมิโนเซรีนที่อยูบริเวณเรง สวน EDTA ไมสามารถยับยั้งเอนไซมชนิดนี้ได 
(Hideto และคณะ, 1989) ชวง pH  ที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาอยูระหวาง pH 7.0 - 11.0 และอุณหภูมิที่เหมาะ
สมอยูระหวาง 60-70 องศาเซลเซียส  (Outtrup และ Boyce, 1990) แคลเซียมไอออนทําใหเอนไซมมีความเสถียร
มากขึ้น  (Helen และคณะ, 2000) มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 18,000 – 35,000 ดาลตัน (Mala และคณะ, 1998 ) 
               แอลคาไลนโปรติเอสผลิตไดทั้งในเชื้อราและแบคทีเรีย โดยเฉพาะในแบคทีเรียกลุม  
Bacillus spp. เปนสวนใหญ ไดแก Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis และ alkalophilic Bacillus ซึ่งเอนไซม
จะถูกสรางและถูกปลอยออกเปนอิสระในน้ําเลี้ยงเช้ือ ( Extracellular enzyme ) และอาจสรางไปพรอมๆกับนิวท
รัลโปรติเอส หรือ อาจจะมีการสรางนิวทรัลโปรติเอสกอนการสรางแอลคาไลนโปรติเอสก็ได (Halpern , 1981) เซ
รีนโปรติเอสสามารถแบงไดเปน 2 กลุม คือ serine alkaline protease และ subtilisins 
      
      1.1 serine alkaline protease สามารถผลิตไดจาก แบคทีเรีย ยีสต และรา เปนตน สารที่สามารถยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซมคือ DFP และ potato protease inhibitor แตไมสามารถยับยั้งไดดวย tosyl-L- phenylalanine 
chloromethyl ketone (TPCK) หรือ TLCK สําหรับ pH ที่เหมาะสมกับการทํางานของ alkaline protease คือ pH 9.0 
และมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 15,000 - 30,000 ดาลตัน โดยแบคทีเรียที่ผลิต alkaline serine protease เชน 
Arthrobacter, Streptomyces และ Flavobacterium spp. เปนตน 
       
     1.2 Subtilisins เอนไซมนี้มักพบการสรางในแบคทีเรียสกุลบาซิลัส เราสามารถแบง Subtilisins ออกไดเปน 2 
กลุมดังนี้ 
             กลุมที่ 1 Subtilisin Carlsberg พบครั้งแรกโดย Linderstrom และ Ottesen ในปค.ศ. 1947 ที่หองปฏิบัติการ
เมือง Carlsberg (Aunstrup, 1979) ผลิตไดจาก Bacillus licheniformis และ Bacillus pumilus เอนไซมนี้มีลักษณะ
เปนพอลิเปปไทดสายเดี่ยวประกอบดวยกรดอะมิโน 274 ตัว เนื่องจากไมมีกรดอะมิโนซิสเตอีนหรือซิสทีน ดังนั้น 
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จึงไมมีพันธะไดซัลไฟด โครงสรางตติยภูมิเปนรูปทรงกลม (spherical) มีเสนผาศูนยกลาง 4.2 นาโนเมตร บริเวณ
เรงประกอบดวย เซรีนตําแหนงที่ 221 ฮีสติดีนตําแหนงที่ 64 และแอสพาเตทตําแหนงที่ 32 มีความจําเพาะตอสับส
เตรต กวาง (broad specificity) จะไฮโดรไลสโปรตีนพันธะเปปไทดเปนสวนใหญและเอสเทอรบางสวน ในการทํา
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โปรตีนไมจําเปนตองมีตัวกระตุน (Activators) รวมทั้งไมตองมีแคลเซียมอิออนในการชวย
ใหเอนไซมเสถียรเหมือนกับแอลคาไลนโปรติเอสชนิดอื่นๆ เอนไซมมีชวง pH ที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซมอยูระหวาง pH 8.0 - 9.0 เอนไซมมีความเสถียรในชวง pH 5.0 - 11.0 แตที่ pH ตํ่ากวา 5.0 หรือ สูงกวา 
11.0 แอคติวิตีของเอนไซมจะลดลงซึ่งคาดวาเอนไซมจะเกิดการยอยตัวเอง ( Autodigestion )โดยโมเลกุลจะคลาย
รูป (unfold ) (Ward, 1983) และเอนไซมยังคงมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูงประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส 
     
      กลุมที่ 2 Subtilisin BPN’ ( Bacterial Protease Nagarase ) หรือ Subtilisin NOVO ซึ่งผลิตจาก Bacillus 
amyloliquefaciens เอนไซมชนิดนี้ประกอบดวยกรดอะมิโน 275 ตัว การเรียงตัวของกรด 
อะมิโนคลายกับ Subtilisin Carlsberg ถึง 85 เปอรเซ็นต (Pero และ Sloma, 1993) โดยมีกรดอะมิโนเพียง 58 ตัวเทา
นั้นที่แตกตางกัน ในโมเลกุลไมมีกรดอะมิโนซิสเตอีน ดังนั้นจึงไมมีพันธะได-ซัลไฟด บริเวณเรงของเอนไซม
ประกอบดวยเซรีนตําแหนงที่ 221 ฮิสติดีนตําแหนงที่ 64 และแอสพาเตทตําแหนงที่ 32 (Outtrup และ Boyce, 
1990) มีอะลานีนอยูปลายทางดานอะมิโนและกลูตามีนอยูปลายทางดานคารบอกซิล แคลเซียมไอออนชวยทําให
เอนไซมเสถียรมากขึ้นโดยเฉพาะที่อุณหภูมิสูงหรือที่ pH สูงหรือตํ่ามากๆ เอนไซมมีความจําเพาะตอการไฮโดร
ไลสพันธะเปปไทดและเอสเทอรแตกตางจาก Subtilisin Carlsberg (Ward, 1983) 
 
2.  แอสพาติกโปรติเอส (Aspartic protease) EC 3.4.23 
     เอนไซมชนิดนี้เรียกอีกช่ือหนึ่งวา  แอซิดิกโปรติเอส (acidic protease) เปนเอนไซมที่มีกรด 
อะมิโนแอสพาติกอยูบริเวณเรง พบมากในเซลลสัตว รา เชน Aspergillus oryzae, Penicillium, Rhizopus และยีสต
เปนตน ภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมคือ pH 3.0 - 4.0 สารที่สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม
คือ pepstatin, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) และ DFP เอนไซมชนิดนี้ยังสามารถแบงออกเปน 2 ชนิด 
ตามลักษณะโครงสราง (Matsubara และ Feder, 1971) ไดดังนี้ 
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     2.1 rennin-like acid protease  จุลชีพที่มีบทบาทสําคัญในการผลิตโปรติเอสในเชิงการคา ไดแก Mucor pusillus, 
Mucor miehei และ Endothia paraditica นิยมนําไปใชในอุตสาหกรรมทําเนยแข็ง 
     2.2 pepsin-like acid protease นําไปใชในการปรับปรุงคุณภาพของแปงที่ใชในการทําขนมปง และ ใชยอย
โปรตีนของถั่วเหลืองในอุตสาหกรรมทําซีอิ๊ว (soy sauce)  Aspergillus  oryzae เปน 
จุลชีพที่สําคัญในการผลิตเอนไซมในอุตสาหกรรม เอนไซมชนิดนี้เปน endoprotease มีชวงการทํางานที่เหมาะสม
มีคา pH 4 - 4.5 
 
3. ซิสเตอีนโปรติเอส (cysteine protease) EC 3.4.22 
    เอนไซมชนิดนี้เรียกอีกช่ือหนึ่งวา ไทออลโปรติเอส ( thiol protease ) เปนเอนไซมที่มีกรด 
อะมิโนซีสเตอีนอยูบริเวณเรงโดยซิสเตอีนและไฮโดรเจนไซยาไนดสามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม สาร
ออกซิไดสยับยั้งการทํางานของเอนไซม pH ที่เหมาะสมคือ pH ที่เปนกลาง เอนไซมที่สําคัญไดแก ปาเปน ไฟซิน 
และโปรมีเลน มักผลิตไดจากพืชและมีจุลชีพบางชนิดที่ผลิตเอนไซมชนิดนี้ไดแก Clostridium spp. และ 
Streptococcus spp. (Ward, 1983) ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 32,000 - 50,000 ดาลตัน 
 
4. เมทัลโลโปรติเอส (metalloprotease) EC 3.4.24  
    เอนไซมชนิดนี้เรียกอีกช่ือหนึ่งวา นิวทรัลโปรติเอส (neutral protease) เปนเอนไซมที่มีอิออน 
ของโลหะกระตุนการทํางานของเอนไซม มักพบที่บริเวณเรง  เอนไซมชนิดนี้พบทั่วไปในแบคทีเรียและราโดย
เฉพาะแบคทีเรียในกลุมบาซิลัสหลายชนิด เชน Bacillus megaterium, Bacillus cereus และ Bacillus 
thermoproteolyticus ซึ่งจะผลิตเฉพาะนิวทรัลโปรติเอสเทานั้น (Prist, 1977) แตใน Bacillus subtilis พบวามีการ
ผลิตทั้งนิวทรัลโปรติเอสและแอลคาไลนโปรติเอส นอกจากนี้ยังมี Bacillus thuringenesis, Bacillus pumilus และ 
Bacillus polymyxa (Griffin และ Forgaty, 1973) เปนตน นิวทรัลโปรติเอสเปนเอนไซมที่มีอิออนของสังกะสีอยูที่
บริเวณเรงแอคติวิตีของเอนไซมสูงเมื่อใชสับเสตรตสังเคราะห FAGLA (furylacrolylglycyl leucinamide) ที่ pH 
เปนกลาง  พบวาแคลเซียม (Ca 2+) จะทําใหเอนไซมมีความเสถียรมากขึ้น เอนไซมชนิดนี้สามารถทําปฏิกิริยาไดดี
กับกรดอะมิโนไลซีนและถูกยับยั้งดวยสารประเภท chelating agents เชน ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA), 1,10-Phennanthroline ( Pero และ Sloma, 1993 ) ซึ่งยับยั้งเอนไซมโดยการดึงอะตอมของสังกะสีออก แต
ไมถูกยับยั้งโดย di-isopropryl fluorophosphate ( DFP ) , sulfhydryl reagent, soybean trypsin inhibitor และ potato 
protease inhibitor ความสามารถสูงสุดในการยอยสลายพันธะเปปไทดของโปรตีนที่สภาวะความเปนกรด-ดาง
ประมาณ 7 - 8 โดยใชเคซีนเปนสับสเตรท มีความเสถียรในชวง pH 5 - 10 (Endo, 1962) เอนไซมสําคัญไดแก 
 thermolysin จาก  Bacillus stearothermophilus ซึ่งมีสมบัติเดน คือ มีความเสถียรสูง เชน เมื่อบมที่
อุณหภูมิ 80องศาเซลเซียส เปนเวลา       1 ช่ัวโมง ยังมีแอคติวิตีของเอนไซมเหลือถึง 50 เปอรเซ็นต เนื่องจากใน 
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โครงสรางของเอนไซมมีแคลเซียมอิออน 4 อะตอม (Endo, 1962) เมื่อเทียบกับนิวทรัลโปรติเอสจาก 
B.amyloliquefaciens ซึ่งแอคติวิตีของเอนไซมจะเหลือ 50 เปอรเซ็นต หลังจากบมที่ 59 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที เนื่องจากมีแคลเซียมอิออน 2 อะตอมในโครงสรางเอนไซม นอกจากนี้   การผลิต thermolysin จาก Bacillus 
stearothermophilus KP 1236 พบวาเอนไซมมีอุณหภูมิที่สูงในการทํางานของเอนไซมคือ อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส และ pH 7.0 และเอนไซมยังมีความเสถียรเปนเวลาถึง 10 นาที เมื่ออุณหภูมิสูงกวา 80 องศาเซลเซียส 
(Yukio และคณะ, 1987)  นอกจากนี้ยัง พบนิวทรัลโปรติเอสในรา พวก Aspergillus oryzae อีกดวย นิวทรัลโปรติ
เอสนิยมนําไปใชในอุตสาหกรรมมากมาย เชน อุตสาหกรรมฟอกหนัง เบียร ซีอิ้ว น้ําปลา การผลิตสารสกัดจาก
ยีสต (yeast extract) อุตสาหกรรมผลิตเนยแข็งและขนมปงตางๆ นอกจากนี้มีผูศึกษาถึงสมบัติของนิวทรัลโปรติ
เอสจาก Bacillus subtilis พบวาชวยปรับปรุงคุณภาพของขนมปงประเภท cracker และ biscuit ทําใหแปงเปนแผน
บางโดยไมฉีกขาด และชวยลดฟองอากาศที่เกิดระหวางการอบ (Barrett, 1979; Aunstrup, 1980) และเมื่อใช
เอนไซมนี้รวมกับไลเปส (Lipase) ในการทําเนย พบวาชวยเพิ่มรสชาติของเนยแข็งและไมทําใหเกิดรสขม 
(Godfrey  และคณะ 1983)  
 
การผลิตโปรติเอสและความสําคัญของเอนไซมตอเซลล 
     การสรางเอนไซมในกลุม Bacillus spp. จะเกิดขึ้นในชวงปลายการเจริญของเชื้อแบบทวีคูณ ( exponential 
phase ) หรือ logarithmic phase ) หรือในระยะแรกของการเจริญแบบคงที่ (stationary phase) โดยพบในลักษณะ
ของเอนไซมที่อยูนอกเซลล  (extracellular enzyme) เปนเอนไซมที่ปลอยออกจากเซลลและพบอิสระในน้ําเลี้ยง
เช้ือ ( Markkanen และ Bailey, 1974; Priest, 1977) วิธีที่เช้ือปลอยเอนไซมออกนอกเซลลมีสมมติฐานที่เปนที่ยอม
รับมากที่สุดคือ signal hypothesis สมมติฐานนี้เสนอวา การสังเคราะหเอนไซมเกิดที่ไรโบโซม สารตั้งตน 
(precursor) ของเอนไซมจะมีกรดอะมิโนชนิดไฮโดรโฟบิคที่บริเวณปลายดานอะมิโนของสายพอลิเปปไทด          
ทําหนาที่เปน leading  (signal) sequence ทําใหสายเปปไทดที่ถูกสรางขึ้นมาผานออกจากเยื่อหุมเซลลได จากนั้น 
signal sequence จะถูกตัดออกโดยเอนไซมเปปติเดสที่ดานนอกของเยื่อหุมเซลลและสวนโปรตีนที่เปนเอนไซมก็
จะพับ (fold) อยูในโครงรูป (conformation  ที่เสถียร (Ward, 1985; Sheerler และ Bianchi, 1987) 
     ในธรรมชาติ โปรติเอสของ Bacillus spp. มีบทบาทที่สาํคัญคือชวยไฮโดรไลส สับสเตรทที่เปนพอลิเปปไทด
สายใหญใหเปนโมเลกุลเล็กทําใหเซลลสามารถดูดซึมเปนอาหารไดนอกจากนี้เอนไซมจากจุลชีพยังมีบทบาทที่ซับ
ซอนอยางอื่น ไดแก 
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1. บทบาทในการสรางสปอร 
 

 
รูปที่ 1.3 ระยะตางๆในการเจริญของสปอร 
 
         การเกิดสปอรถูกกระตุนโดยการขาดแคลน (starvation) แหลงคารบอนและไนโตรเจน และบางครั้งเกิดจาก
การขาดแคลนฟอสเฟต มีหลักฐานแสดงใหเห็นวาการสรางเอนไซมแอลคาไลน 
โปรติเอสเกี่ยวของกับการเกิดสปอร โดยมิวแตนทของ B. subtilis ที่ไมสรางเอนไซมจะไมสามารถสรางสปอร 
และ phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ซึ่งเปนสารยับยั้งของแอลคาไลนโปรติเอสไมยับยั้งการเจริญของ
เซลล แตยับยั้งการสรางสปอร สําหรับนิวทรัลโปรติเอสไมมีความจําเปนในการสรางสปอรเพราะมิวแตนทที่ขาด
เอนไซมนี้ยังสามารถสรางสปอรได (Piggot และ Coote, 1976; Dancer และ Mandelstam, 1975) นอกจากนี้ยัง
ปรากฏวาเอนไซมโปรติเอสยังเกี่ยวของกับการงอก   (germination) ของสปอร โดยการเตรียมกรดอะมิโนซึ่งสปอร
ไมสามารถสังเคราะหไดในระยะแรกเริ่ม ( early part of germination ) ( Ward, 1983 ) อยางไรก็ดีมีงานวิจัยของนัก
วิจัยบางกลุมที่คัดคานบทบาทของเอนไซมในแงนี้โดยเสนอวาโปรติเอสที่อยูนอกเซลลไมมีความจําเปนในการ
สราง   สปอรของ Bacillus (Maurizi และ Switzer, 1980) 
      
     2. บทบาทในการควบคุมการ turnover ของผนังเซลล 
         มีรายงานวาอัตราการ turnover ของ peptidoglycan(ซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญของผนังเซลล ) ในระยะการ
เจริญทวีคูณ (exponential growth) ขึ้นกับเอนไซมโปรติเอสที่อยูนอกเซลล (Jolliffe และ คณะ, 1980) โดยพบวาใน
มิวแตนทของ B.subtilis ที่ไมสรางโปรติเอส อัตราการ turnover ของ peptidoglycan มีมากกวาในสายพันธุดั้งเดิม 
(wild type) ในขณะที่สายพันธุที่สรางโปรติเอสมากกวาปกติ (hyperprotease-producing strains) มีอัตราการ  
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turnover ของ peptidoglycan มีมากกวาในสายพันธุดั้งเดิม (wild type) ในขณะที่สายพันธุที่สรางโปรติเอสมากกวา
ปกติ (hyperprotease- producing strains) จะมีอัตราการ turnover ของ peptidoglycan ตํ่า และอัตราการ turnover 
ของ peptidoglycan  ในสายพันธุที่ไมสรางโปรติเอสลดลงเมื่อเลี้ยงเช้ือรวมกับสายพันธุที่สราง               โปรติเอ
สมากกวาปกติ การเติม PMSF  ซึ่งเปนตัวยับยั้งแอลคาไลนโปรติเอสลงในอาหารเลี้ยงเช้ือของสายพันธุที่สรางโป
รติเอสมากจะเพิ่มอัตรา turnover ของผนังเซลล และเมื่อเติม subtilisin ซึ่งเปนแอลคาไลนโปรติเอสสกัดจาก B 
.subtilis  ลงในสายพันธุที่ไมสรางโปรติเอสจะพบวาการเกิดการ turnover ของผนังเซลลลดลง ผลการทดลองเหลา
นี้สนับสนุนวาการ turnover ของผนังเซลลใน B. subtilis นาจะถูกควบคุมโดยโปรติเอสที่อยูนอกเซลล 
 
     3. บทบาทในการไฮโดรไลสเอนไซมที่ถูกสังเคราะหขึ้นใหมใหอยูในสภาพที่ทํางานได  
(active form) โดยตัด signal sequence ออกจากเอนไซม 
         บทบาทในการเปลี่ยน inactive precursor form ของเอนไซมบางชนิดใหเปน active enzyme มีรายงานโดย 
Aiyappa และคณะ (1997) วา แอลคาไลนโปรติเอสที่อยูนอกเซลล จาก B. licheniformis 749 สามารถเปลี่ยนเพนนิ
ซิลิเนสที่เกาะกับเยื่อหุมเซลลซึ่งอยูในรูปของ precursor form ใหเปนรูปแบบที่เปนอิสระ (free exoenzyme) ซึ่ง
แสดงแอคติวิตีของเอนไซมได นอกจากนี้ Drapeau  (1978) ยังไดรายงานวา  metalloprotease จาก Staphylococcus 
aureus V8 มีบทบาทในการเปลี่ยน inactive precursor ของโปรติเอสอีกชนิดหนึ่งซึ่งสรางโดยตัวของมันเอง
ระหวางกระบวนการขนสงใหเปน active enzyme นอกเซลล 
 
ปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซม 
     ปจจัยพ้ืนฐานที่สําคัญในอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงจุลชีพซึ่งมีผลตอการเจริญและการสราง 
โปรติเอสของจุลชีพคือ 
 
1. อิทธิพลของแหลงคารบอน 
     กลูโคสเปนแหลงคารบอนหลักในอาหารเลี้ยงเช้ือจุลชีพสามารถนําไปใชไดโดยงายในชวง stationary phase 
เมื่อแหลงอาหารและพลังงานลดนอยลง เช้ือจะเริ่มสรางสปอรพรอมๆกับการสรางเอนไซม แตถาในอาหารเลี้ยง
เช้ือมีปริมาณกลูโคสที่มากเกินไป กลูโคสจะกดการทํางานของการควบคุมการสรางเอนไซม (catabolite 
repression) ( Doi, 1973; Bernlohr, 1964; Hubner และคณะ, 1993 ) นอกจากนี้ไดมีผูศึกษาถึงผลการเติมกลูโคสลง
ไปในชวง stationary phase ของการเลี้ยงเช้ือ Bacillus subtilis TISTR 25 พบวาหลังการเติมกลูโคส 2% ลงไป 1 
ช่ัวโมง แอคติวิตีของแอลคาไลนโปรติเอสจะลดลงเพียงเล็กนอย เมื่อเทียบกับการเติมกลูโคสในชวงการถายเชื้อซึ่ง
ลดลงอยางมาก และการสรางแอลคาไลนโปรติเอสยังขึ้นกับปริมาณของกลูโคสในอาหารเลี้ยงเช้ือดวย นอกจากนี้ 
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ยังไดมีผูศึกษาถึงปริมาณของกลูโคสที่มีผลตอการเพิ่มผลผลิตของเอนไซมใหมีปริมาณสูงที่สุด  
(Adin. และ Ellaiah, 2002)  สําหรับการศึกษาถึงแหลงคารบอนในวัตถุดิบตางๆ (เกษม, 2536) ไดศึกษาการใชวัตถุ
ดิบราคาถูกหลายชนิดเปนแหลงคารบอนพบวาอาหารที่มีแปงขาวเหนียวเปนแหลงคารบอนจะใหผลผลิตแอลคา
ไลนโปรติเอสสูงกวาสูตรอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน  สวน Fujiwara และ Yamamoto (1985) ไดใชวัตถุ
ดิบราคาถูกหลายชนิดเปนแหลงคารบอนพบวาการเลี้ยง Bacillus spp. B21-2 โดยใชแปงและกลูโคส พบวาแอคติวิ
ตีของแอลคาไลนโปรติเอสที่ไดมีคาสูงสุดเมื่อเทียบกับการใชแลคโตส, ซูโครส และกลีเซอรีนเปนแหลงคารบอน 
 
2. อิทธิพลของแหลงไนโตรเจน 
     สารประกอบไนโตรเจนจะถูกยอยสลายเพื่อผลิตกรดอะมิโน, กรดนิวคลีอิค, โปรตีน และสวนประกอบของ
ผนังเซลล การผลิตโปรติเอสจะขึ้นกับปริมาณไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเช้ือ การสรางโปรติเอสจะถูกกดดัน 
(repress) เมื่อมีกรดอะมิโนหรือเปปไทดในอาหารมากเกินไป โดยกรดอะมิโนแตละชนิดมีความสามารถในการกด
ดันการสรางเอนไซมไดตางกัน ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของเชื้อดวย ใน Bacillus spp. กรดอะมิโนชนิดเดียวกันจะมีผลตอ
การกดดันการสรางเอนไซมไดตางกัน (Chaloupka และ Kreckova, 1968) บางครั้งกรดอะมิโนหรือเปปไทดหลาย
ชนิดอยูรวมกันก็มีผลตอการกดดันการสรางเอนไซมไดมากกวากรดอะมิโนชนิดเดียว (Jaroslav และคณะ, 1987) 
สนธยา      (2533) ไดทําการศึกษาผลของกรดอะมิโนผสมระหวาง กลูตาเมท แอสปาเตทและแอสปาราจีน เปน
แหลงไนโตรเจน พบวามีผลตอการเจริญและการผลิตแอลคาไลนโปรติเอสของ B. subtilis TISTR 25 ทําใหมีการ
ผลิตแอลคาไลนโปรติเอสไดสูงกวามีกรดอะมิโนชนิดเดียวเสริมลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ เมื่อเพิ่มความเขมขนของ
กรดอะมิโนการเจริญของเชื้อจะสูงขึ้นแตการผลิตแอลคาไลนโปรติเอสกลับลดต่ําลง แสดงวาชนิดและปริมาณ
ของแหลงไนโตรเจนมีผลตอการเจริญและการผลิตเอนไซม (Reilly และ Day, 1983) ไดศึกษาการผลิตโปรติเอส
จาก Aeromonas hydrophila โดยใชวัตถุดิบหลายชนิดเปนแหลงไนโตรเจน เชน เคซีน, casamino acid, proteose, 
peptone, neopeptone, tryptose และไมใชวัตถุดิบใดๆเลย พบวาการไมใชวัตถุดิบใดๆเลยเปนแหลงไนโตรเจนการ
เจริญของเชื้อจะต่ํามาก แตจะมีการเจริญผลิตแอลคาไลนโปรติเอสในปริมาณมาก เมื่อนํามาเปรียบเทียบกับการใช
วัตถุดิบอื่นๆ พบวาการเจริญของเชื้อสูงมากแตการผลิตแอลคาไลนโปรติเอสกลับมีปริมาณต่ําลงอาจเนื่องมาจาก
ความเขมขนของกรดอะมิโนที่ไมเหมาะสมมีผลตอการกดดันการสรางโปรติเอสได นอกจากนี้  (Fujiwara และ 
Yamamoto, 1987) ไดศึกษาการผลิตแอลคาไลนโปรติเอส Bacillus spp. B21-2 โดยใชวัตถุดิบราคาถูกหลายชนิด 
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เปนแหลงไนโตรเจนพบวา Bonito extract และกากถั่วเหลือง สามารถเพิ่มการผลิตแอลคาไลนโปรติเอสไดเมื่อ
เปรียบเทียบกับการใชวัตถุดิบอื่นๆ นอกจากนี้มีผูศึกษาถึงปริมาณที่เหมาะสมของกากถั่วเหลืองที่ใชเปนแหลง
ไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเช้ือ Bacillus spp. พบวาอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีกากถั่วเหลืองบดในปริมาณมาก ทําใหการ
ละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเช้ือลดลง เช้ือเจริญไดนอยจึงผลิตโปรติเอสไดลดลง (จํานงค และ คณะ, 2003)  
 
3. อิทธิพลของฟอสเฟต 
     ฟอสเฟตมีบทบาทสําคัญในการสังเคราะหสารพันธุกรรม (DNA, RNA)และโปรตีน การยอยสลาย
คารโบไฮเดรต, การหายใจของเซลลรวมทั้งควบคุมระดับ ATP ในขบวนการสังเคราะหเอนไซมโปรติเอส 
ฟอสเฟตจะมีสวนชวยในการเพิ่มความเสถียรของ mRNA   โดยการยับยั้งการทํางานของ RNase  และชวยให
เอนไซมที่สรางขึ้นถูกปลอยออกมานอกเซลลไดดีขึ้นแตถาเริ่มตนเลี้ยงเซลลดวยปริมาณฟอสเฟตที่มากเกินไป จะ
มีผลยับยั้งการเจริญและกดดันการสราง 
โปรติเอสได (Moon และ Parulekar, 1991) 
 
4. อิทธิพลของไอออนโลหะ 
    ไอออนของโลหะมีสวนสําคัญในการเจริญและสรางเอนไซมในเชื้อสกุล Bacillus  เชนแมกนีเซียมไอออนมี
ความสําคัญและจําเปนตอการเจริญ การแบงตัว ขนาดและรูปรางของเชื้อ มีผลตอแบคทีเรียเเกรมบวกมากกวา
แบคทีเรียแกรมลบ ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีปริมาณแมกนีเซียมมากเกินไปจะมีผลยับยั้งการเจริญและกดดันการสราง
เอนไซม (Wabb, 1949) 
    สวนไอออนชนิดอื่นๆ เชน แมงกานีสและเหล็ก พบวาเปน cofactor สําหรับเอนไซมหลายชนิดในขบวนการเม
ตาบอลิซึมของไนโตรเจนโดยมีกลูตามีนซินทิเตสเปนเอนไซมสําคัญในการใชไนโตรเจนจากอนินทรียไนโตรเจน 
(John, 1991) แคลเซียมอิออนมีสวนชวยในการเพิ่มความเสถียรใหกับเอนไซมในที่อุณหภูมิสูงๆ  (Raja Noor และ
คณะ, 1993) 
 
5. อิทธิพลของภาวะแวดลอมที่ใชในการหมัก 
    ภาวะแวดลอมที่ใชในการเลี้ยงเช้ือหรือเริ่มตนเลี้ยงเช้ือที่มีผลตอการผลิตโปรติเอสไดแก 
     
    5.1 คาความเปนกรด - ดาง (pH) คา  pH  เริ่มตนของอาหารเลี้ยงเช้ือมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมที่เช้ือสรางขึ้น 
มีผลตอกระบวนการขนสงสารผานเซลลเมมเบรน  (Roger และ Bernard, 1972) ไดเลี้ยง Bacillus subtilis TISTR 
25 โดยเริ่มตนที่ pH ตางๆ ต้ังแต 5 - 12 พบวา pH ที่เหมาะสมคือ     7.5 - 9.5 จะผลิตแอลคาไลนโปรติเอสไดดีที่
สุด (Moon และ Parulekar, 1991) พบวาเมื่อเลี้ยง Bacillus firmus ในอาหารที่มี pH 7.7 มีผลทําใหเช้ือมีการผลิตโป
รติเอสไดสูงสุด 
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      5.2 อุณหภูมิ  อุณหภูมิในการเลี้ยงตองเหมาะสมเชื้อจึงมีการผลิตเอนไซมออกมา อุณหภูมิมีความสําคัญตอการ
ละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเช้ือ ถาอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเช้ือสูงการละลายของออกซิเจนจะต่ํา  
(Jaroslave และคณะ, 1991) ไดทําการศึกษาใน Bacillus megaterium โดยอุณหภูมิจะมีผลตอการถอดรหัสของ 
mRNA ในการผลิตโปรติเอส  
 
      5.3 อัตราเร็วในการกวนและอัตราการใหอากาศ  ขึ้นกับสายพันธุของเชื้อที่เลี้ยง ขนาดของถังหมัก และชนิด
ของอาหารเลี้ยงเช้ือ ปริมาณของออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเลี้ยงเช้ือจะขึ้นอยูกับอัตราการกวนและการให
อากาศภายในถังหมัก ซึ่งปริมาณออกซิเจนที่พอเหมาะจะมีผลใหจุลินทรียเจริญและสรางเอนไซมได ถาปริมาณ
ออกซิเจนต่ําจะทําใหเช้ือใชกลูโคสไมสมบูรณทําใหอัตราการเจริญของเชื้อลดลง (Moon & Parulekar, 1991) จาก
การผลิตแอลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus licheniformis แบบ Fed - batch โดยควบคุมปริมาณออกซิเจนให
ละลายในอาหารเลี้ยงเช้ือ 5 เปอรเซ็นต พบวาสามารถผลิตแอลคาไลนโปรติเอสไดสูงกวาการไมไดควบคุมปริมาณ
ออกซิเจนถึง 4.6 เทา (Giesecke และคณะ, 1991)  
 
การทําใหโปรติเอสมีความบริสุทธิ์บางสวนและศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซม 

       การทําใหโปรติเอสมีความบริสุทธิ์มากขึ้นทําใหสามารถนําไปใชในงานที่หลากหลายมากขึ้น ซึ่งมีผูไดศึกษา
เกี่ยวกับการทําใหโปรติเอสมีความบริสุทธิ์ดังนี้ 

      Takii และคณะ (1987) ศึกษาการแยกนิวทรัลโปรติเอสและสมบัติของโปรติเอสจากจุลินทรียทนรอนคือ 
Bacillus stearothermophilus KP 1236 ซึ่งแยกไดจากตัวอยางดิน ภาวะที่เหมาะสมในการเจริญคือ ที่อุณหภูมิ 39 
องศาเซลเซียส โปรติเอสมีแอคติวิตีสูงสุดที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส , pH 7.0 การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลโดยใช
เอสดีเอสพอลิอะคริลาไมดเจลอเิลคโตรโฟลิซิสพบวามีน้ําหนักโมเลกุล 33,000 ดาลตัน 

      Durham และคณะ (1987) ศึกษาการแยกและทําใหบริสุทธิ์ของแอลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus spp. สาย
พันธุ GX6638 ( ATCC 53278 ) ซึ่งแยกไดจากดินพบวาประกอบดวยแอลคาไลนโปรติเอส 3 ชนิด จากการแยกให
บริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโตรกราฟชนิดแลกเปลี่ยนประจุ   โปรติเอส 2 ชนิดที่สามารถมีแอคติวิตีสูงที่ภาวะดาง และ
เสถียรที่อุณหภูมิสูงได ชนิดแรกคือ HS มีน้ําหนักโมเลกุล 36,000 ดาลตัน สวนชนิดที่สองคือ AS มีน้ําหนัก
โมเลกุล 27,500 ดาลตัน โดยเอนไซมทั้ง 2 ชนิดมีภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมที่  pH 8.0-12.0 และ 
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 

      Manachimi และคณะ (1988) ศึกษาการแยกและทําใหบริสุทธิ์ของแอลคาไลนโปรติเอส จาก Bacillus 
thermoruber ซึ่งแยกใหบริสุทธิ์โดยใชโครมาโตรกราฟชนิดแลกเปลี่ยนประจุ คือ DEAE-Sephadex A-50 และ  
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แอฟฟนิตีโครมาโตรกราฟชนิดแลกเปลี่ยนประจุ คือ DEAE-Sephadex A-50 และแอฟฟนิตีโครมาโตรกราฟ คือ 
α-casein affinity chromatography พบวา โปรติเอสที่ไดประกอบดวย พอลิเปปไทดสายเดี่ยว มีน้ําหนักโมเลกุล 
39,000+ 800 ดาลตัน ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรติเอสคือ pH 9.0 และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สารยับยั้ง
ของเอนไซมคือ PMSF และ EDTA เอนไซมจะมีความเสถียรมากขึ้นในภาวะที่มีแคลเซียมอิออน 

       Takami และคณะ (1989) ศึกษาแอลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus spp.NO. AH-101 ซึ่งแยกไดจากดิน
ซึ่งภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมคือ ที่ pH 12.0 - 13.0 และที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เอนไซมจะ
เสถียรในภาวะที่มีแคลเซียมอิออน และสารที่ยับยั้งการทํางานของเอนไซม คือ PMSF เอนไซมที่ไดมีน้ําหนัก
โมเลกุล 30,000 ดาลตัน การแยกใหบริสุทธิ์ใชวิธีโครมา-โตรกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ 

      Zaliha และคณะ (1994) พบวาแบคทีเรียทนรอน คือ Bacillus stearothermophilus F1 สามารถแยกใหบริสุทธิ์
โดยการใชวิธีการทางความรอน, อุลตราฟลเตรชัน และ เจลฟลเตรชัน พบวาน้ําหนักโมเลกุลของโปรติเอส 33,500 
ดาลตัน โดยการใชวิธีเอสดีเอสพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส และมีน้ําหนักโมเลกุลเปน 20,000 ดาลตัน 
โดยวิธีเจลฟลเตรชันโครมาโตรกราฟ  ภาวะที่เอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดคือที่ pH 9.0 โดยเอนไซมจะเสถียรเปน
เวลา 24 ช่ัวโมงที่ 70 องศาเซลเซียส จะมีชวง pH ที่เหมาะสมที่ 8.0 - 10.0 ในสภาวะที่มีแคลเซียมอิออนเอนไซมจะ
มีความเสถียรมากขึ้น 

      ปกรณ จิโรจนกุลกิจ (2532) พบวา Bacillus subtilis TISTR 25 สายพันธุที่แยกไดจากดินในประเทศไทย ซึ่ง
เปนสายพันธุที่ผลิตไดทั้งนิวทรัลโปรติเอสและแอลคาไลนโปรติเอสมีชวงการทํางานในระหวาง pH 7.0-11.0 และ
มีแอคติวิตีสูงสุดที่ pH 8.0 และ pH 10.5 นอกจากนี้การผลิต    โปรติเอสสามารถถูกชักนําโดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ในอาหารสูตรปรับต่ําที่เสริมดวย  1 เปอรเซ็นตกลูตาเมท pH 6.0 และพบวาการผลิตโปรติเอสถูก
กดดันในภาวะที่มีน้ําตาลกลูโคส      การตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต และแยกโดยซีเอ็ม-เซลลูโลส 
คอลัมนโครมาโตร- กราฟ พบวามีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 2.3 เทา โดยพบวา เอนไซมเปนพอลิเปปไทดสายเดี่ยว ไม
มีหนวยยอย มีน้ําหนักโมเลกุล 27,000 ดาลตัน ความเปนกรด - ดาง และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาคือ 
pH 8.0 และ 55 องศาเซลเซยีส เอนไซมไฮโดรไลสไดทั้งสับสเตรทธรรมชาติและสังเคราะห 

      อุดมลักษณ ธิติรักษพาณิชย (2533) แยกเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ใหบริสุทธิ์
ดวยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 40 - 70% แลวผานคอลัมน       โครมาโตรกราฟ 2 ชนิด คือ ซี
เอ็ม เซลลูโลส และ เซฟาเดกซ จี 75 และทดสอบความบริสุทธิ์โดยเทคนิค พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส
ไดแถบโปรตีนแถบเดียว และหาหนวยยอยโดยวิธี   เอสดีเอส พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส พบวา 
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เอนไซมเปนพอลิเปปไทดสายเดี่ยว มีขนาดโมเลกุล 37,000 ดาลตัน สภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฎิกิริยาการยอย
สลายเคซีนดีที่สุดที่pH 7.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นิวทรัลโปรติเอสจาก Bacillus subtilis TISTR 25 
สามารถยอย          สับสเตรทที่เปน tripeptide ขึ้นไป เอนไซมถูกยับยั้งปฎิกิริยาไดดวยสารคีเลตติ้ง EDTA และ 
Phenanthroline   

      จากงานวิจัยนี้ถือเปนแนวทางหนึ่งในการคนควาวิจัยเพิ่มเติมเกี่ยวกับ ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรติเอส 
การแยกใหบริสุทธิ์บางสวนและศึกษาสมบัติของเอนไซมจากแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากตัวอยางดินในประเทศ
ไทยเพื่อเปนแนวทางเลือกใหมในการหาจุลินทรียที่มีสมบัติที่ดี เหมาะสม สามารถนําไปใชงานไดมากขึ้น เมื่อนํา
ไปเปรียบเทียบกับโปรติเอสที่ผลิตไดจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ที่มีอยูเดิมซึ่งนับวามีประโยชนตองานวิจัย
และยังสามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาห-กรรมไดตอไป 

      วัตถุประสงค 

1. เพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่สามารถผลิตโปรติเอสทนรอนที่คัดเลือกไดจากตัวอยางดินในประเทศไทย 

2. เพ่ือศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรติเอสจาก Bacillus cereus 

3. ศึกษาวิธีการที่ทําใหโปรติเอสบริสุทธิ์บางสวน 

4. ศึกษาสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และจลนพลศาสตรของเอนไซมบริสุทธิ์บางสวน 
  
 
 
    
  
  
  
  



บทท่ี 2 
 

ครุภัณฑและเคมีภัณฑ 
2.1 ครุภัณฑ 

ครุภัณฑ รุนท่ีผลิต บริษัท/ประเทศที่ผลิต 
1. เครื่องวัดและบันทึกการดูดกลืนแสง 
(UV spectrophotometer) 

Spectronic Gene SYS 8 BECTHAI/Thailand 
 

2. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง Spectronic 20 D Baush & Lomb/U.S.A. 
3. เครื่องปนความเร็วสูงที่ควบคุม
อุณหภูมิได (refrigerated 
microcentrifuge) 

Sigma 2MK Sigma Laboratory/Western 
Germany 
 

4. เครื่องเหวี่ยงตกตะกอน 
(centrifuge) 

H-103 N series Kokusan/Japan 

5. เครื่องอบนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) HA-30 Hirayama Manufacturing 
Cooperation/Japan 

6. ตูบมเชื้อ (incubator) Heraeus Type B 5050 E Heraeus/Germany 
7. เครื่องเขยาใหอากาศควบคุมอุณหภูมิ
ดวยน้ํา (Gyrotary water bath shaker ) 

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

8. เครื่องเขยาใหอากาศควบคุมอุณหภูมิ
ได  (controlled environment incubator 
shaker) Phycotherm Model G 760 

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

9. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง 
(pH- meter) 

PHM 83 Autocal Radiometer, Copenhagen/ 
Denmark 

10. เครื่องชั่งสาร Mettler AE200 Mettler Instrument AG/ 
Switzerland 

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

- BUCHI/Switzerland 
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ครุภัณฑ รุนท่ีผลิต บริษัท/ประเทศที่ผลิต 
13. เครื่องระเหยน้ําอุณหภูมิต่ํา 
(lyophilizer) 

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

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

membrane และ 
Microconcentrator Model 
CentriconTM 10 Amicon 
Division 

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

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

สารเคมี บริษัท / ประเทศที่ผลิต 

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

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

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

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

 
2.3 แบคทีเรียที่ใชในการทดลอง 
 Bacillus cereus ซ่ึงคัดเลือกไดจากบอน้ําเค็มรอน จังหวัดกระบี่ สามารถผลิตนิวทรัลโปรติเอส และ
หล่ังออกมานอกเซลลได การคัดเลือกแบคทีเรียกลาวถึงในบทที่ 3 และ Bacillus subtilis TISTR 25 ไดรับ
ความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย TISTR (Thailand Institute of 
Scientific and Technological Research) Culture Collection เปนสายพันธุที่แยกไดจากดินในประเทศไทย 
 

 



บทท่ี 3  
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 

3.1 การคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตโปรติเอสจากตัวอยางดิน 
      เก็บตัวอยางดินจากบริเวณบอนํ้าพุรอน บอนํ้าทิ้งยางพารา และบอเลี้ยงกุง จากดินในประเทศไทย  
ดังนี้ (ภาคเหนือ: เชียงใหม, เชียงราย, แมฮองสอน, ลําปางและตาก  ภาคกลาง: ราชบุรี และกาญจนบุรี  
ภาคตะวันออก: จันทบุรี และระยอง  ภาคใต: ระนองและกระบี่ ) รวมทั้งส้ิน 63 ตัวอยางดิน 
       
     3.1.1 การคัดเลือกแบคทีเรียครั้งที่ 1 (primary screening) 
              ช่ังตัวอยางดินท่ีเก็บไดนํ้าหนัก 1 กรัม จากนั้นนําดินไปทําใหเจือจางในน้ํากลั่นที่ผานการนึ่งฆา
เชื้อแลวปริมาตร 9 มิลลิลิตร และนําไป spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ NA (ภาคผนวก ฉ ขอ 1)โดยใช
สารละลายตัวอยางดินคือ 10 µl, 100 µl, 500 µl ใน NA จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 0 C เปนเวลา  
17 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเขี่ยโคโลนีที่แยกไดไปทําใหบริสุทธิ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ถายเชื้อลงบน Skim 
milk (ภาคผนวก ฉ ขอ 2  ) แลวบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมงเก็บแบคทีเรียที่ใหวงใสที่
แยกไดไปทดลองขั้นตอไป     
                 
     3.1.2 การคัดเลือกแบคทีเรียครั้งที่ 2 (secondary screening) 
              แบคทีเรียที่ใหวงใสจากการคัดเลือกแบคทีเรียครั้งที่ 1 ( primary screening ) มาเลี้ยงในอาหาร
เหลวผลิตโปรติเอส (ภาคผนวก ฉ ขอ 3 ) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 o C เปนเวลา 17 ช่ัวโมง 
จากนั้นนํามาเหวี่ยงท่ี 3,500 รอบตอนาที นําสวนใสมาจํานวน 20 µl มาบมที่อุณหภูมิตางๆ ตั้งแต
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสถึง 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที กอนนํามาหยอดลงในหลุมบน 
skim milk agar plate ท่ีเจาะหลุมไว    จากนั้นนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 17 ช่ัวโมง เพื่อหา
ภาวะในการทดสอบการทํางานของเอนไซม 
                 
     3.1.3 การทดสอบแอคติวิตีของเอนไซมโดยใชวิธี Azocasein hydrolysis (Rajar, 1994) 
              หลังจากทราบภาวะที่เหมาะสมเพื่อเปนแนวทางในการทดสอบแอคติวิตีของเอนไซมจากการ
คัดเลอืกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่ 2 (secondary screening) โดยนําแบคทีเรียท่ีใหวงใส มาหา         
แอคติวิตีของเอนไซม โดยบมสวนใสของน้ําเลี้ยงเชื้อ 0.1 มิลลิลิตรกับ azocasein solution 0.2%           
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1 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ฉ ขอ 4), Tris-HCl 0.1 M ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตรโดยใชอุณหภูมิ และ pH ที่   
เหมาะสมของการหาคาแอคติวิตี โดยไดขอมูลมาจากขอ 3.1.2 โดยบมเปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้น
หยุดปฏิกิริยาโดยเติม 10 % trichloroacetic acid  (ภาคผนวก ฉ ขอ 5) กอนใสสวนใสของเอนไซมแลว
จึงนําไปบมโดยใชอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมตามที่ไดกลาวแลวขางตน โดยกําหนดให 1 หนวยของ
เอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมท่ีทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ 440 นาโนเมตรมีคาเพิ่มขึ้น 0.1 หนวยตอนาที 
ภายใตภาวะที่กําหนด 
 
     3.1.5 การหาภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของโปรติเอส 
              การหาภาวะที่เหมาะสมของการทํางานของโปรติเอส โดยการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ, ความเปน
กรด- ดาง และอัตราการเขยา โดยนําจุลินทรียที่ผลิตโปรติเอสมาเลี้ยงในอาหารเหลว (Raja medium)ใน
ขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร โดยบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 17 ช่ัวโมง เขยาดวยความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที แลวเหวี่ยงท่ี 3,500 รอบตอนาที เพื่อนํา
สวนใสมาหาแอคติวิตีของโปรติเอสที่อุณหภูมิและ pH โดยวิธี azocasein hydrolysis ดังไดกลาวแลว 
ขางตน และวิธีการคํานวณแอคติวิตีของเอนไซม ( 3.1.5.1 ) ดังนี้ 
               3.1.5.1 การคํานวณคาแอคติวิตีของเอนไซม  
คาการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนไป   0.1 หนวย    เทียบไดกับแอคติวิตี   0.1   หนวย  
ดังนั้น ถาคาการดูดกลืนแสงเปลี่ยนไป   1   หนวย    เทียบไดกับแอคติวิตี   10  หนวย  ----- ( 1 ) 
 
ใชปริมาณเอนไซม    100  µl         คิดเปน      1   หนวย  
ถาใชปริมาณเอนไซม   1,000 µl       คิดเปน     10   หนวย  -----( 2 ) 
 
 คาการดูดกลืนแสงสุทธิ =    คาการดูดกลืนแสงของ Sample -   คาการดูดกลืนแสงของ control 
Unit activity  =  [ คาการดูดกลืนแสงสุทธิ x (1 ) x ( 2 ) ] / เวลา 
         มีหนวยเปน U/ml/min 
specific activity  =   Unit activity/ mg protein 
       มีหนวยเปน U/mg protein 
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     3.2 การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่ไดจากการคัดเลือก 
           3.2.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
                    3.2.1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชกลองจุลทรรศน (light  microscope) 
                                เพ่ือดูการติดสีแกรม รูปราง ลักษณะ และการเรียงตัวของแบคทีเรีย นอกจากนี้ยัง
สามารถดูตําแหนงของสปอรในเซลลแบคทีเรียได ซ่ึงสามารถนําไปจําแนกชนิดไดอยางคราวๆ 
                    3.2.1.2  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน (electron 
microscope )  
                                 เพื่อดูขนาดความกวาง ยาว ของแบคทีเรีย ซึ่งเรยีกวา scanning electron microscope 
(SEM) ซึ่งสามารถดูภาพวัตถุไดถึง 3 มิติ และไดภาพขยายถึง 75,000-10,000 เทา 
         
                    3.2.2 การทดสอบสมบัติทางชีวเคมี (biochemical test) ไดรับความอนุเคราะหการทดสอบ
สมบัติทางชีวเคมี จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ซึ่งการทดสอบมีดังนี้คือ 
                     
                             3.2.2.1 ลักษณะการเกิด hemolysis ใน blood agar โดยดูลักษณะการเกิด hemolysis 
ซ่ึงเกิดจากการลักษณะยอยเม็ดเลือดแดงวาเปนแบบ α- hemolysis มีลักษณะเปนสีเขียว,  β มีลักษณะ
เปนวงใสโดยสมบูรณ หรือ γ-hemolysis แสดงวาไมเกิดการยอยเม็ดเลือดแดง  
                     
                             3.2.2.2 การทดสอบการใชน้ําตาลใน TSI agar  
                             หลักการ ในอาหาร TSI ประกอบดวยนํ้าตาล 3 ชนิดคือ glucose 0.1%, lactose 1%  
และ sucrose 1%  เนื่องจากที่ผิว slant มีเชื้อมากกวาบริเวณอื่น นํ้าตาล glucose ที่ slant จึงถูกใชหมดเร็ว
กวา ถาเชื้อไมสามารถใชน้ําตาล lactose และ/ หรือ sucrose ก็จะหันไปใชโปรตีนที่มีอยูในอาหารทําให 
slant มีความเปนดาง ( เปลี่ยนสี phenol red เปนสีแดง ) สวนที่ butt สามารถหมักยอยนํ้าตาล glucose ได
ดใีนสภาพที่ไมมีอากาศ อาหารเลี้ยงเชื้อจึงมีความเปนกรด (เปลี่ยนสี phenol red เปนสีเหลือง) (ปฏิกิริยา
ใน TSI เปน K/A) 
                                         
                             3.2.2.3  การทดสอบ motility การตรวจพิสูจน motility ของเชื้อกลุมที่ไมยอยน้ําตาล 
โดยดูการเจริญนอกรอย semisolid agar slab                   
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                             3.2.2.4  การทดสอบ Indole test  แบคทีเรียที่มีเอนไซม tryptophanase จะสามารถ
ผลิตindole จาก tryptophan ซ่ึงตรวจสอบไดโดยทําปฏิกิริยากับ p- dimethylaminobenzaldehyde ในน้ํา
ยา Kovac ไดผลผลิตเปนสีแดงเกิดขึ้น 
     

 
                             3.2.2.5  การทดสอบ citrate test                                                                                                     
.                             หลักการ เพื่อทดสอบความสามารถของเชื้อในการใช citrate เปนแหลงคารบอนใน
ขบวนการ metabolism และใหผลผลิตเปนดาง ซึ่งจะเปลี่ยนสี indicator เปนสีนํ้าเงิน 

                              3.2.2.6 การทดสอบเอนไซม urease 
                              หลักการ  แบคทีเรียท่ีมี urease สามารถยอย urea ได ammonia และ carbonate ซึ่งมี
ฤทธิ์เปนดาง เปลียนสี indicator เปนสีชมพูแดง 
 
 
 
 
                     
 
 

ferrous ions 
Tryptophan                                         Indole                                     resindol    dye  ( red color ) 

                   
sodium citrate                                   CO2                                     Na2CO3     
                                                                                                                                       alkaline           
     Na+                                 NaOH                                                             
 
 

blue colour 

tryptophanase 
from bacteria 

p – dimethyl 
aminobenzaldehyde 
in Kovac’s reagent

bromthymol

citratase  
from bacteria 

urea    2NH3 dark pink 
( pH 6.8 ) 

urease from 
bacteria phenol red

Na + H2O
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                              3.2.2.7 การทดสอบ nitrate test 
                              หยด nitrate solution A และ B โดยหยดลงในอาหารทดสอบ nitrate broth      
 
 
 
                                      
 
 
 
                                                                                                                                                                                               
 
 
                              ถาเกิดสีแดงภายใน 1 – 2 นาที แสดงวา nitrate ถูก reduce เปน nitrite แตถาไมเกิดสี
แดงขึ้น (อาจเกิดจากเชื้อนั้นใช nitrite ตอ) จึงตองทดสอบวามี unreduced nitrate เหลืออยูหรือไม โดย
การเติม zinc dust ไป reduce nitrate เปน nitrite ถาสีของน้ํายาที่เติมลงไปยังคงไมมีสี แสดงวาผลการ
ทดลองเปนบวก แตถาเกิดสีแดง แสดงวามี nitrate เหลืออยูผลจึงเปนลบ 
                 
                               3.2.2.8 การทดสอบ esculin hydrolysis  
                               หลักการ เปนการทดสอบความสามารถของเชื้อในการยอย glycoside esculin เปน 
esculetin และ glucose ไดโดย esculin solution 0.2 มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลอง ใสเชื้อปริมาณมากพอ 
บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ถาเชื้อสามารถยอย glucoside esculin ไดเปน esculetin 
จะทําปฎิกิริยากับ ferric ammonium citrate เกิดสารสีดํา  
                      
                               3.2.2.9  การทดสอบ Voges- Proskauer Test (VP)   
                               หลักการ เปนการทดสอบความสามารถของเชื้อในการสรางสาร acetyl-methyl 
carbinol (acetoin) จาก glucose สารนี้มีฤทธิ์เปนกลาง จะถูก oxidise โดย KOH และ O2 ได diacetyl 
แลว diacetyl ที่ไดนี้ถามี α- naphtol (catalyst) และกรดอะมิโน arginine (เหลือจากอาหาร peptone) 
หรือ creatine อยูดวยจะเกิดเปน complex สีแดงสมขึ้น 
                                         

nitrate   nitrite   N2 (gas)
nitrate reductase 

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

red color (positive)

Zinc dust

red color ( negative)
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                               3.2.2.10 การทดสอบ gelatin liquefaction  
                               หลักการ gelatinase ซึ่งเปนเอนไซมจะยอย gelatin ผลการทดสอบอาหารเลี้ยงเชื้อจะ
เหลว 
                                                            
                               3.2.2.11  การทดสอบ lecithinase test 
                               หลักการ lecithinase เมื่อ hydrolyse lecithin แลวผลิตภัณฑสุดทาย เปน diglyceride 
และ phosphorylcholine กอใหเกิดความขุนขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ เนื่องจากไมละลายน้ํา ผลบวกเกิดโซน
ขุนรอบโคโลนี 
                                                
                               3.2.2.12   การทดสอบ carbohydrate fermentation test  
                               หลักการ  เปนการทดสอบความสามารถของเชื้อในการใชนํ้าตาลเพื่อเปนแหลง      
ตนตอของคารบอน ถาเชื้อสามารถใชนํ้าตาล จะทําใหเกดิกรด phenol red ซึ่งเปน indicator จะเปลี่ยน
จากสีแดงเปนสีเหลือง 
                            
           3.2.3 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ 16S rRNA gene โดยนําเซลลแบคทีเรียมา 
สกัด DNA ตามวิธีของ Sambrook และคณะ (ขอ 3.2.3.1) แลวนํามาทํา PCR 30 รอบ  (ขอ 3.2.3.2) โดย
ใช primer A (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG), primer D (CAG CAG CCG CGG TAA TAC) 
และ primer Ho  (AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA) ( Edwards และ คณะ, 1989 ) แลวนําเอา    
ผลิตภัณฑ PCR มาทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่อง DNA sequencer แลวเปรียบเทียบกับลําดับ
นิวคลีโอไทดใน BLAST Programme ที่มีอยูในฐานขอมูล ( http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) 
                    3.2.3.1 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย มีขั้นตอนการสกัดดังนี้ 
                    1. เลี้ยงเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใหเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน นํา
เชื้อท่ีเลี้ยงมาปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใสในหลอด eppendoffs จากนั้นนํามาปนดัวยความเร็ว 12,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 2 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง นําตะกอนที่ไดมาละลายใน SET buffer (ภาคผนวก ก. ขอ 1) 
100 µl แลวเติม SET buffer อีก 350 µl ปนใหเขากัน 
                    2. เติม 5 µl ของ lysozyme (10 mg/ml)(ภาคผนวก ก. ขอ 3) กับ 5 µl ของ RNase  
(20 mg/ml)นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นเติม 20 µl ของ 10 % SDS  
(ภาคผนวก ก. ขอ 4) และ 5 µl ของ proteinase K (20 mg/ml)ทําใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา 
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                    3. เติม 50 µl ของ 5.0 M sodium-acetate (ภาคผนวก ก. ขอ 5) เขยาใหเขากันเบาๆบมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน แลวเติม phenol-chloroform-isoamyl alcohol เทากับ
ปริมาตรสุดทาย เขยาใหเขากันปนดัวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 20 นาที 
                    4. นําสารละลายสวนใสดานบนไปใสในหลอดใหม จากนั้นเติม isopropanol ปริมาตร 0.6 
เทาของปริมาตรสารละลายที่ได เขยาเบาๆ แลวนําไปเก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เปนเวลา         
30 - 60 นาที ปนดัวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 
                    5. เก็บสวนที่เปนตะกอนของดีเอ็นเอที่สกัดได  แลวเติม ethanol 70%  ที่เย็นจัด ปริมาตร    
1 มิลลิลิตรระเหย ethanol 70%  ออกจากตะกอนดีเอ็นเอ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  หรือ 50 องศา
เซลเซียส ละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดดวย TE buffer ปริมาตร 50 µl ปนดัวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําสารละลายดีเอ็นเอไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หรือ –20 องศา
เซลเซียส 
                     3.2.3.2 การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยใชวิธี PCR ไพรเมอรที่ใชมีดังนี้คือ 
1. primer A ( AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG ) 
2. primer D ( CAG CAG CCG CGG TAA TAC )  
3. primer Ho ( AAC GAG GTG ATC CAG ) 

รูปที่ 3.1 แสดงถึงลําดับนิวคลีโอไทดที่จําเพาะของไพรเมอร แตละชนิดใน 16 S rRNA geneโดยทิศทาง
การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอจะเปนไปตามทิศทางของลูกศร 
 
Master mix PCR  ท่ีใชในการทดลองคือ 
                    10x  PCR buffer                     ปริมาตร       15      µl     
                    MgCl2 25mM                 ปริมาตร         9      µl 
       dNTP 10mM                 ปริมาตร        3       µl 
       primer A  (10 pmol/ml )                    ปริมาตร        3       µl 

 
 
5′                                                                                                                              3′ 

pA 
( 8-28 ) 

pD 
( 518-536 )

pHo 

( 1542-1522 ) 
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       primer Ho: (10 pmol/ml)        ปริมาตร        3       µl    
       5U/µl Taq DNA polymerase    ปริมาตร         1.2       µl 
       น้ํากลั่นปลอดเชื้อ   ปริมาตร         112.8   µl   
            ปริมาตรรวม              147        µl 
ทํา 3 หลอด คือ หลอดควบคุม และตัวอยางอีก 2 หลอด โดยใสดีเอ็นเอแมแบบ หลอดละ 1 µl  แลวใส 
Master mix หลอดละ 49 µl รวมปริมาตรแตละหลอดคือ 50 µl จากนั้นใชเครื่อง PCR analyzer สภาวะที่
ใชมีดังนี้  
หมายเหตุ สําหรับการใช primer D (10 pmole/ml) และ primer A ( 10 pmole/ml ) ใชกรรมวิธีและภาวะ
เชนเดียวกัน  
 

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

30 cycles 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
จากนั้นนํา PCR productที่ไดมาทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่อง DNA sequencer แลวเปรียบเทียบ
กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล BLAST Programme 
 
3.3 การหาภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตโปรติเอส 
      3.3.1 การเปรียบเทียบระหวางอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิดคือ Raja’s medium  (ภาคผนวก ฉ. ขอ 3) และ 
Nutrient broth (ภาคผนวก ฉ. ขอ 6)  

   40 Sec 
94 .C 

   3 min        53oC
72.C

4.C        35 Sec
  1.45min  7 min

Denaturation 

annealing

extension

30 cycles
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               นําอาหารทั้ง 2 ชนิดมาเลี้ยงแบคทีเรีย ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส , pH 7.0 เขยาที่ความเร็วรอบ 
250 รอบ / นาที เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของ
เอนไซม 
       
      .       3.3.2 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
                       เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิตางๆ คือ 37 องศาเซลเซียส,  45 องศาเซลเซียสและ 50 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็วรอบ 250 
รอบ/นาที เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของ
เอนไซม 
 
              3.3.3 การศึกษา pH ที่เหมาะสม 
                       เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  ท่ี pH 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 และ 11.0 เขยาที่ความเร็วรอบ 250 รอบ / 
นาที  เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตขีองเอนไซม 
 
              3.3.4 การศึกษาปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสม 
                       เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  pH ท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.3 ปริมาณเชื้อเริ่มตนตางๆดังนี้คือ 0.5, 1.0, 
1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0% ( v/v ) ความเร็วรอบ 250รอบ/นาที  เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72   
ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม 
  
               3.3.5 การศึกษาความเร็วรอบที่เหมาะสม 
                        เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  pH ท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.3 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.4 เขยาท่ีความเร็วรอบ 200, 250 และ 300 รอบ/นาที  เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัว-
โมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม 
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              3.3.6 การศึกษาปริมาณของกลูโคสที่เหมาะสม   
                        เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  pHที่เหมาะสมจากขอ 3.3.3 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.4 เขยาที่ความเร็วรอบที่เหมาะสมจากขอ 3.3.5 โดยใชกลูโคสเปนแหลงของคารบอนความเขมขน
ตางๆดังนี้    0 ,0.25 , 0.5, 0.75 และ 1.0 g% ( w/v ) คือ เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง 
วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม 
               3.3.7 การศึกษาปริมาณของเปปโตนที่เหมาะสม  
                        เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  pH ท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.3 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.4 เขยาที่ความเร็วรอบที่เหมาะสมจากขอ 3.3.5 ความเขมขนของกลูโคสที่เหมาะสมจากขอ 3.3.6 ที่
ปริมาณของเปปโตนซึ่งเปนแหลงไนโตรเจนตางๆดังนี้คือ 0, 0.5, 1.0 และ 1.5 g% (w/v)   เก็บตัวอยาง
ทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม 

 
               3.3.8 การศึกษาปริมาณของแคลเซียมคลอไรดท่ีเหมาะสม 
                        เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2  pH ท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.3 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.4  เขยาที่ความเร็วรอบท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.5 ความเขมขนของกลูโคสที่เหมาะสมจากขอ 3.3.6  
ปริมาณไนโตรเจนจากขอ 3.3.7 ท่ีความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดตางๆ ดังนี้คือ 0, 0.1, 0.2 และ 0.3 
g% (w/v)  เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของ
เอนไซม 

 
               3.3.9 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ 
                         เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียโดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสมจากขอ 3.3.1 จากนั้นนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 3.3.2 pH ที่เหมาะสมจากขอ 3.3.3 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมจากขอ 
3.3.4 เขยาที่ความเร็วรอบท่ีเหมาะสมจากขอ 3.3.5 ความเขมขนของกลูโคสที่เหมาะสมจากขอ 3.3.6 
ความเขมขนของเปปโตนจากขอ 3.3.7 ความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดจากขอ 3.3.8 เก็บตัวอยางทุก 
6  ช่ัวโมง จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม 
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3.4 ขั้นตอนการเตรียมเอนไซมและการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์บางสวน 
      ในการเตรียมเอนไซมปริมาณมาก เลี้ยงเชื้อในทํานองเดียวกับขอ 3.3.1.1 ในภาวะที่เหมาะสมตามที่
ไดศึกษาจาก ขอ 3.3 ใสอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาณ 300 ml ในขวดรูปชมพูขนาด 1,000 ml หลังเลี้ยงเชื้อเปน
เวลา 48 ช่ัวโมง นําไปปนท่ีความเร็วรอบ 5,000 รอบ/นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แยกเก็บ
สวนน้ําใส เรียกสารละลายนี้วา crude enzyme นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เพื่อนําไปศึกษา
และทําใหบริสุทธิ์ตอไป 
       
      3.4.1 การทําใหเขมขนดวยวิธี ultrafiltration                                                                                    
               นําน้ําเลี้ยงเชื้อที่แยกเซลลออกมาแลวมาทํา ultrafiltration โดยลดปริมาตรใหเหลือ 1 ใน 3 โดย
กรองผานเมมเบรนที่มี molecular weight cut off 10,000  
       
      3.4.2 การตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต  
               เติมผงแอมโมเนียมซัลเฟตซ่ึงบดละเอียดลงใน crude enzyme อยางชาๆ ใหไดเปอรเซ็นต
แอมโมเนียมซัลเฟตที่บดละเอียด 80 เปอรเซ็นต  (516 มิลลิกรัมตอน้ําเลี้ยงเชื้อ 1 มิลลิลิตร) โดยคอย ๆ 
เติมทีละนอยคนเบาๆ จนแอมโมเนียมซัลเฟตละลายหมด แลวนําไปตั้งท้ิงไวในตูเย็น 1 คืน นํามาเหวี่ยง
ตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที แยกเอามาเฉพาะสวนที่เปนตะกอนมา
ละลายในสารละลาย Tris-HCl 0.1 M pH 7.0        
       
      3.4.3 การขจัดเกลือออกจาก crude enzyme โดยวิธีไดอะไลซิส 
               นําสารเอนไซมที่ไดจากการตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต บรรจุลงในถุงไดอะ-
ไลซิส นําไปไดอะไลซใน Tris-HCl 0.1 M pH 7.0 ใชบัฟเฟอร ปริมาตร 10 เทาของสารละลายที่ไดจาก
การละลายตะกอนในขอ 3.4.2 เปนเวลา 10 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลายที่ไดมาวัดปริมาตร ปริมาณ
โปรตีน และแอคติวิตีของโปรติเอส 
      
      3.4.4 การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธีแบรดฟอรด (Bradford, 1976) 
               ใชสารละลายตัวอยางที่ตองการวัดปริมาณโปรตีน 0.1 ml ผสมกับสารละลายโปรตีนรีเอเจนต 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาและตั้งทิ้งไว เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง นําไปวัดการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
 



 32

3.5 การศึกษาสมบัติของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
3.5.1 การตรวจหาความบริสุทธิ์ของเอนไซม น้ําหนักโมเลกุลและหนวยยอยของเอนไซม 

             3.5.1.1 วิธีแยกโปรตีนดวยพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิสชนิดไมตอเนื่อง ( Disc 
polyacrylamide gel electrophoresis ) 
                            3.5.1.1.1  การเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 
                           เตรียม seperating gel 7.0 %  (2 แผน) (วิธีเตรียมสารละลายตามภาคผนวก ข.)โดยใช
สารละลาย 30 % อะคริลาไมด 2.33 มิลลิลิตร, Tris-HCl 1.5 M pH 8.8, น้ํากลั่น 5.15 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมสารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต 10% 50 ไมโครลิตรและ TEMED 5 ไมโครลิตรใหสารละลาย
เปนเนื้อเดียวกันแลวนํามาบรรจุในแผนแกวคูขนานขนาด 1.50 mm x 16 x 18 cm (ระหวางแผนแกวมี 
spacer คั่นอยู) จนสารละลายมีความสูง 12 cm จากนั้นคอยๆ หยดน้ํากลั่นลงบนผิวเจล ตั้งท้ิงไวที่
อุณหภูมิหองประมาณ 1 ช่ัวโมง เมื่อสังเกตเห็นรอยตอระหวางเจลและน้ํากลั่นอยางชัดเจน เทน้ํากลั่น
ออกจากหนาเจล จากนั้นเตรียม stacking gel โดยผสมสารละลาย 30 % อะคลิลาไมด 0.835 ml, Tris-
HCl 0.5 M pH 6.8 ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 2.9 มิลลิลิตร เขยาใหสารละลายเปนเนื้อเดียว
กัน เติมสารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต 10%  25 ไมโครลิตร, TEMED 5 ไมโครลิตร แลวเติมสาร
ผสมนี้ลงในแผนแกวคูขนานที่มี comb อยู ทิ้งใหเจลแข็งตัวประมาณครึ่งชั่วโมง จากนั้นคอยๆดึง comb 
ออก ลางผิวเจลดวยน้ํากลั่น 2-3 ครั้ง เตรียมนําไปใชในการทดลองตอไป 
  
                           3.5.1.2.2  การทําอิเลกโทรโฟริซิส 
                       ใสแผนเจลลงในอางบัฟเฟอรในแนวตั้ง ใสสารละลายทริส-ไกลซีนบัฟเฟอร pH 8.3 
ลงในอางบัฟเฟอร จนทวมแผนเจลทั้งสองขาง นําสารละลายเอนไซมที่เตรียมไวไปหยอดลงบนหลุม
เจล (wells)  ปริมาณตอหลุมประมาณ 10-100  µg และปริมาตรที่หยอดประมาณ 15-30  µl แลวผาน
กระแสไฟฟา ขนาด 20 มิลลิแอมแปร/แผนเจล โดยกําหนดใหขั้วลบอยูดานบน จนกระทั่งแถบสีตาม
รอยเคลื่อนไปจนถึงระยะอีก 1 เซนติเมตร จากปลายลางของแผนเจล จึงหยุดกระแสไฟฟา 
                            
                           3.5.1.2.3 วิธียอมสีโปรตีนในแผนพอลิอะคริลาไมดเจล 
                     แกะแผนเจลจากแผนกระจกแลวนําไปแชในน้ํายายอมสีโปรตีนท้ิงไวคางคืนจากนั้น
นําแผนเจลไปลางสีสวนเกินออกดวยน้ํายาลางสียอมโปรตีนจนกระทั่งแผนเจลใสและไดแถบสีนํ้าเงิน
ของโปรตีนปรากฎอยางชัดเจน เก็บแผนเจลที่ไดไวในน้ํายาลางสียอมโปรตีน  
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     3.5.2 เซฟาเดกซ จี-75 เจลฟลเตรชันคอลัมน 
              แชเซฟาเดกซ จี-75 ปริมาณ 25 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร แลวนําไปตมเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
โดยเปลี่ยนน้ํากลั่น 2 ครั้ง จากนั้นจึงตมดวย Tris-HCl 0.01 M pH 7.0 ที่มีแคลเซียมคลอไรด 20 มิลลิ- 
โมลารปริมาตร 1 ลิตร จากนั้นนําไปทิ้งไวใหเย็น แลวนําไปไลฟองอากาศออกโดยใช pump จากนั้นนํา
เจลมาบรรจุลงในคอลัมนขนาด 94 x 1.25 เซนติเมตร ใหไดเจลสูง 83 เซนติเมตร ผานสารละลาย  
0.01 M Tris-HCl pH 7.0 ที่มี 20 mM แคลเซียมคลอไรด อีกประมาณ 15 ช่ัวโมง ดวยอัตราการไหล 10 
มิลลิลิตร/ช่ัวโมง เพื่อใหเม็ดเจลเรียงตัวอยูในสภาพสมดุลย ทดสอบประสิทธิภาพของคอลัมนดวยสาร
ละลายบลูเดกซแทรน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และโปแตสเซียมไดโครเมท 3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  
              โปรตีนมาตรฐานที่ใชไดแก bovine serum albumin (BSA) นํ้าหนักโมเลกุล 66,000 ดาลตัน, 
ovalbumin นํ้าหนักโมเลกุล 45,000 ดาลตัน, lysozyme  นํ้าหนักโมเลกุล 14,300 ดาลตนั และ 
cytochrome c น้ําหนักโมเลกุล 12,384 ดาลตัน ในปริมาณ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
              เก็บสารละลายซึ่งแยกไดจากคอลัมนหลอดละ 5 มิลลิลิตร ติดตอกันโดยใชเครื่องเก็บแยกสวน 
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดปริมาตรที่สารละลายโปรตีนที่ผานออก
มาจากคอลัมน นําไปคํานวณคา Kav ดังนี้  

                    
                            Ve   คือ elution volume ของโปรตีนที่ผานออกมาจากคอลัมน 
                            V0 คือ void volume ของคอลัมนที่วัดไดจากปริมาตรที่สารละลาย 
บลูเดกซแทรนผานออกมา 
                            Vt คือ  bed volume ปริมาตรทั้งหมดของคอลัมนสวนท่ีเจลบรรจุอยู (total 
volume) ที่วัดไดจากปริมาตรที่สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมทผานออกมา 
                                           
      3.5.3 เอสดีเอส - พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส (SDS-polyacrylamide gel  electrophoresis) 
               
               
 
 
 

Kav = Ve- V0   / Vt- V0 
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              3.5.3.1 การเตรียมเอสดีเอส - พอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 
              เตรียม seperating gel 12.5 % (2 แผน) โดยใช  acrylamide solution 30 %  ปริมาตร 4.17 
มิลลิลิตร ผสมกับ solution B (Tris-HCl 2 M pH 8.8 ปริมาตร 75 มิลลิลิตร, SDS 10% ปริมาตร 4 
มิลลิลิตร, น้ํากลั่น 21 มิลลิลิตร) จากนั้นเติมน้ํากลั่น 3.33 มิลลิลิตร, แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต 10% 
 50 ไมโครลิตร, TEMED 5 ไมโครลิตร และเตรียม stacking gel 10 % โดยใช  acrylamide solution  
30 % 670 ไมโครลิตร, ผสมกับ solution C (Tris-HCl 1.0 M pH 6.8 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร, SDS 10% 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร, นํ้ากลั่น 46 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ํากลั่น 2.3 มิลลิลิตร, แอมโมเนียมซัลเฟต 10% 
 30 ไมโครลิตร และ TEMED 5 ไมโครลิตร 
              โปรตีนมาตรฐานที่ใชไดแก phosphorylase b น้ําหนักโมเลกุล 97,000 ดาลตัน, albumin  
นํ้าหนักโมเลกุล 66,000 ดาลตัน, ovalbumin นํ้าหนักโมเลกุล 45,000 ดาลตัน, carbonic anhydrase  
นํ้าหนักโมเลกุล 30,000 ดาลตัน, trypsin inhibitor นํ้าหนักโมเลกุล 20,100 ดาลตัน, α - lactalalbumin 
นํ้าหนักโมเลกุล 14,400 ดาลตัน 
                     
               3.5.3.2  การเตรียมสารละลายโปรตีนและเอนไซมท่ีตองการวิเคราะห 
                            ใช standard 200 ไมโครลิตรกับ sample buffer (Tris-HCl 1 M, SDS 10%, glycerol 
50% ( v/v ), DTT 0.1 M และ bromophenol blue 1% pH 6.8 สวนสารละลายตัวอยางใชสารละลายตัว
อยางและสีตามรอยในอัตราสวน 4:1 (ความเขมขนของโปรตีนอยูในชวง 0.5 - 1.0 mg/ml ) นําไปตมใน
นํ้าเดือด เปนเวลา 5 นาที ทิ้งไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง 
                             
                            3.5.3.2.1 การทําอิเลกโทรโฟลิซิส 
                       วิธีทําเชนเดียวกับขอ 3.5.1.2.2  แตเปลี่ยนสารละลายทริส-ไกลซีนบัฟเฟอรท่ีเติม SDS 
ลงไปดวย และปริมาตรโปรตีนที่ใช 1-20 ไมโครลิตร/หลุม  
                            การคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม 
                            วัดระยะทางที่แถบโปรตีนเคลื่อนที่และระยะทางที่แถบสีตามรอยเคลื่อนที่ในแผนเจล
แลวคํานวณหา mobility ดังนี้ 
   relative mobility    =   ระยะทางที่แถบโปรตีนเคลื่อนที่/ระยะทางที่แถบสีตามรอยเคลื่อนที่    
คํานวณคา relative mobility ของนิวทรัลโปรติเอสแลวเทียบหาน้ําหนักโมเลกุลจากกราฟมาตรฐานของ
โปรตีน        
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     3.5.4 การเตรียม substrate - containing SDS zymogram gel 
              เพื่อใชในการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของโปรติเอสโดยใช casein เปน substrate 
โดยเปนวิธีการนํา เอสดีเอส - พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิสมาประยุกตใชโดยเติม casein ลง
ไปดวยเพ่ือเปนการยืนยันแถบที่มีโปรติเอสแอคติวิตีโดยเทียบกับโปรตีนมาตรฐานเชนเดียวกับขอ 3.5.3 
 
seperating gel 12% : 10 ml สําหรับ minislabs                 
    
                            สวนประกอบ     ปริมาตร ( มิลลิลิตร) 
  acrylamide-bisacrylamide, 30%:0.8%                   4 
         Tris-HCl 1.5 M buffer (pH 8.8)     2.5 
               casein (0.012 กรัม/มิลลิลิตร)     1 
               SDS 10 %          0.1 
        Ammonium sulfate 10% (w/v)     0.1 
               TEMED       0.04 

 น้ํากลั่น        2.3 
 ปริมาตรรวม       10 

Stacking gel 5% : 2 ml สําหรับ minislabs 
               สวนประกอบ                     ปริมาตร ( ml ) 
               acrylamide-bisacrylamide, 30%:0.8%                  0.33 
               Tris-HCl 1.0 M buffer ( pH 6.8 )     0.25 
               SDS 10 %          0.02 
         Ammonium sulfate  10% (w/v)     0.02 
     TEMED       0.002 
               น้ํากลั่น        1.38 
               ปริมาตรรวม       2 ml  
        การเตรียมสารละลายโปรตีนและเอนไซมท่ีตองการวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 3.5.3.2 สวนการ
ทําอิเลกโทรโฟริซิสเชนเดียวกับขอ 3.5.3.2.1 
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               3.5.4.1 ขั้นตอนการทํา Zymogram reaction 
    หลังจากขั้นตอนการทําอิเลกโทรโฟริซิสแลวใหนําเจล มาบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 
30 นาที โดยเขยาตลอดเวลาใช Triton X-100 2.5 %  กับ Tris-HCl pH 7.4 จากนั้นลางเจลดวยน้ํากลั่น 
เพื่อลาง Triton X-100 ออก และนําไปบมใน Zymogram reaction buffer ( 30 mM Tris-HCl , pH 7.4, 
NaCl 200 mM, CaCl 10 mM, Brij - 35 ) ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นนํามา
ยอมดวยสียอม ( Comassie brilliant blue 0.5% ) เปนเวลาครึ่งชั่วโมง และ  destain ดวย destaining 
solution ( methanol 10%  และ acetic acid 5 %  ) ปริมาตร 100 ml เปนเวลา 20 นาที ขึ้นไป 
  
3.6 การศึกษาสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี จลนศาสตรของโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
       
      3.6.1 การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทําปฎิกิริยาของเอนไซม  
               วัดแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1.4 ที่อุณหภูมิตางๆ ตั้งแต 37 องศาเซลเซียส ถึง  90 
องศาเซลเซียส 
       
      3.6.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของเอนไซม (thermal stability) 
นําเอนไซมมาบมที่อุณหภูมิตางๆในชวงระหวาง 55 องศาเซลเซียส ถึง 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที หลังจากนั้นนํามาวัดแอคติวิตีของเอนไซมที่เหลือตามวิธีในขอ 3.1.4 
           
      3.6.3 การศึกษา pH ท่ีเหมาะสมในการทําปฎิกิริยาของเอนไซม  
               บมเอนไซมกับสับสเตรทในสารละลายบัฟเฟอรที่มีคา pH 6.0 - 7.0 (phosphate - 
buffer  0.1 M),  pH 7.0 - 10.0 ( Tris-HCl buffer 0.1 M ), pH 10.0-12.0 (  Glycine-NaOH 0.1 M)จาก
น้ันวัดแอคติวิตีของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1.4 
       
       3.6.4 การศึกษาผลของ pH ตอความเสถียรของเอนไซม ( pH stability ) 
               นําเอนไซมมาบมกับสารละลายบัฟเฟอรที่ pH ตางๆ คือ 8.0, 10.0 และ 11.0 โดยใชสารละลาย
บัฟเฟอรในขอ 3.3.3 ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 45 นาที จากนั้นนํามาวัดแอคติวติีที่เหลือ 
 
      3.6.5 การศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซม 
               3.6.5.1 ใช casein ซึ่งเปนสับสเตรทธรรมชาติ เตรียมท่ีความเขมขน 2, 4, 6 และ 10  
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มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นํามาวัดแอคติวิตีของเอนไซมตามขอ 3.1.4 และ หาคา Km , Vmax  ของสับสเตรทโดย
อาศัยการพลอตแบบ Lineweaver-Burk plot 
               3.6.5.2 ใช azocaseinซึ่งเปนสับสเตรทสังเคราะห เตรียมท่ีความเขมขน 0.25, 0.50, 0.75 และ 
1.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นํามาวัดแอคติวิตีของเอนไซมตามขอ 3.1.4 และ หาคา Km , Vmax  ของสับสเตรท
โดยอาศัยการพลอตแบบ Lineweaver-Burk plot 
 

      3.6.6 การศึกษาผลของตัวเรงการทํางาน ตัวยับยั้ง และไอออนของโลหะ ตอการทํางานของ
โปรติเอส 
                             3.6.6.1 การศึกษาผลของตัวเรงการทํางานของโปรติเอส 
                                         บมสารละลายเอนไซม 0.1 มิลลิลิตร กับ Tris-HCl buffer 0.1 M pH 7.0 
ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร กับแคลเซียมอิออน ที่มีความเขมขนสุดทายที่ 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 mM เปน
เวลา 20 นาที ท่ี อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นําไปหาแอคติวิตีท่ีเหลือของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1.4 
โดยทําเทียบกับ crude enzyme ที่มาจาก B. cereus สําหรับเอนไซมจาก B.subtilis TISTR 25 ก็ทําเชน
เดียวกัน 
                              3.6.6.2 การศึกษาผลของตัวยับยั้งโปรติเอส 
                                        บมสารละลายเอนไซม 0.1 ml กับ 0.1 M Tris-HCl buffer pH 7.0 ปริมาตร 
0.9 ml กับ EDTA ที่มีความเขมขนสุดทายท่ี 0, 2,4,6,8 และ 10 mM เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 55 oC 
นําไปหาแอคติวิตีท่ีเหลือของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1.4 โดยทําเทียบกับ Crude enzyme ที่มาจาก 
B.cereus สําหรับเอนไซมจาก B.subtilis TISTR 25 ก็ทําเชนเดียวกัน 
                               3.6.6.3 การศึกษาผลของไอออนของโลหะ 
                                           บมสารละลายเอนไซม 0.1 มิลลิลิตร กับ Tris-HCl 0.1 M buffer pH 7.0 
ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตรที่มีความเขมขนสุดทายของสารชนิดใดชนิดหนึ่งตอไปนี้ คือ ZnSO4.7H2O, 
CoCl2.6H2O, NaNO2, Ni (NO3)2.6H2O, Co (NO3)2.6H2O, MnSO4.H2O. FeSO4.7H2O, MgCl2, 
CaCl2.2H2O, MgSO4, HgCl2, Cu2SO4.5H2O, LiCl, FeCl3.6H2O   อยางละ 10 mM เปนเวลา 20 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือของเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1.4 
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3.7 การศึกษาอุณหภูมิของการเก็บรักษาเอนไซมที่ภาวะตางๆ 
      ศึกษาการเก็บรักษาเอนไซมในรูปผงที่อุณหภูมิหอง สารละลายเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
และสารละลายเอนไซมที่เติม glycerol 10% โดยเก็บท่ีอุณหภูมิตางๆดังนี้ –20 องศาเซลเซียส, 0 องศา
เซลเซียส, 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7, 14, 21, 28 และ 35 วัน แลวจึงนํามาวัด 
แอคติวิตีท่ีเหลือตามขอ 3.1.4  
           
 

 



บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1  การคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตโปรติเอสทนรอนจากตัวอยางดินในประเทศไทย    
       ขั้นตอนแรกในการเก็บตัวอยางดิน คือ การวาดรูปของสถานที่และแหลงที่เก็บตัวอยางดินและ
รายละเอียดอื่นๆ เชน ตัวอยางดินนั้นหางจากขอบบอกี่เมตร ขุดลึกลงไปเทาใด หรือขุดจากบริเวณ
ใด ซ่ึงจากรูปที่ 4.1 แสดงดังขางลางนี้แสดงถึงการเก็บตัวอยางดินบริเวณบอน้ําทิ้งยางพารา              
จ. ระยอง โดยเปนการเก็บดินบริเวณขอบบอ 
       จากการคัดเลอืกแบคทีเรียที่สามารถผลิตโปรติเอสทนรอนจากตัวอยางดินบริเวณน้ําพุรอน     
บอน้ําทิ้งยางพารา บอเลี้ยงกุง  (ภาคเหนือ : เชียงใหม, เชียงราย, แมฮองสอน, ลําปางและตาก  ภาค
กลาง : ราชบุรีและกาญจนบุรี  ภาคตะวันออก : จันทบุรีและระยอง  ภาคใต : ระนองและกระบี่ รวม
ทั้งสิ้น 63 ตัวอยางดิน)  โดยชั่งตัวอยางดินน้ําหนัก 1 กรัม  นํามาละลายในน้ํากลั่นที่ผานการนึ่งฆา
เชื้อแลวปริมาตร 9 มิลลิลิตร แลวนําไป spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อคือ nutrient agar  (meat extract 
0.5 %, peptone 1%, NaCl 0.5%, agar 2%, pH 7.0 โดยใชปริมาณของสารละลายตัวอยางดิน คือ 10 
µl, 100 µl และ 500 µl บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 17 ชั่วโมง  การ spread plate 
แสดงดังรูปที่ 4.2 หลังจากนั้นเขี่ยโคโลนีที่เกิดขึ้นลงบน nutrient agar เพื่อทําเปน master plate หรือ 
streak เชื้อใหเกิดเปนโคโลนีเดี่ยวๆ บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาสามารถแยกแบคทีเรียโดยใช
เกณฑลักษณะโคโลนีไดทั้งหมด 12 สายพันธุ ดังตารางที่ 4.1   
 
       4.1.1 การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่1 
                หลังจากไดเชื้อที่เปนโคโลนีเดี่ยวๆ จาก nutrient agar ซ่ึงเปน master plate แลว จากนั้นนํา
เชื้อที่แยกไดมาเพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ skim milk agar plate  บมที่อุณหภูมิ 37     องศาเซลเซียส 
เปนเวลาประมาณ 18 ชั่วโมง สังเกตวงใสที่เกิดขึ้นแลววัดขนาดวงใสที่เกิดขึ้น    แสดงดังรูปที่ 4.3   
พบวา แบคทีเรียที่ใหขนาดวงใสใหญที่สุดมีทั้งหมด  3 ชนิด คือ แบคทีเรียสายพันธุที่ 6,   แบคทีเรีย
สายพันธุที่  11 และ แบคทีเรียสายพันธุที่ 12 ซ่ึงทั้ง 3 ชนิดมีขนาดวงใส 0.16 cm.2 แสดงผลดังตาราง
ที่ 4.2    
 
       4.1.2 การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่ 2       
                หลังจากนั้นนําแบคทีเรียทั้ง 12   ที่ใหวงใสจากการคัดเลือกครั้งที่ 1 มาเลี้ยง                                                 
ในอาหารเหลว Nutrient broth ที่ใชเลี้ยงแบคทีเรีย ขนาด 5 มิลลิลิตร แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นนําหลอดที่เลี้ยงเชื้อไปปนที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบตอ



 40

นาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ และ pH ตางๆ จากนั้นนําสารละลายเอนไซม
ปริมาตร 20 µl มาใสบนหลุมของอาหารเลี้ยงเชื้อ skim milk agar plate เปนเวลา 18 ชั่วโมง วัดสวน
ใสที่เกิดขึ้น  แสดงดังรูปที่ 4.4 เพื่อนําไปเทียบกับครั้งที่ 1    เพื่อดูการทํางานของเอนไซมสําหรับ
เปนแนวทางในการนําไปทดสอบหาภาวะที่เหมาะสมในเชิงคุณภาพ จากผลการทดลองพบวา 
แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมที่มีชวงการทํางานของอุณหภูมิที่สูง และ pH ในชวงที่กวาง คือ 
แบคทีเรียสายพันธุที่ 2, แบคทีเรียสายพันธุที่ 5 และแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 ซ่ึงสามารถใหวงใสไดใน
ชวงอุณหภูมิระหวาง 37 องศาเซลเซียส ถึง 90 องศาเซลเซียส และ pH ในชวงระหวาง pH 7.0 - 12.0 
ซ่ึงแสดงดังตารางที่ 4.4 และ ตารางที่ 4.5 
 
         4.1.4 การทดสอบแอคติวิตีของเอนไซมโดยใชวิธี azocasein hydrolysis (Raja Noor, 1994) 
                  หลังจากทราบภาวะที่เหมาะสมอยางคราวๆจากขอ 4.1.1 - 4.1.3 สามารถเลือกแบคทีเรีย
สายพันธุที่ 6 ซ่ึงมีคุณสมบัติที่เหมาะสมตอการนําไปใชประโยชน มาทดสอบหาแอคติวิตีของ
เอนไซมโดยวิธี azocasein hydrolysis (Raja Noor, 1994) ซึ่งเปนการหาแอคติวิตีของเอนไซมเชิง
ปริมาณ วิธีการทดลองดังขอ    3.1.4     พบวาแบคทีเรียสายพันธุที่ 6     มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
ทํางานของโปรติเอสที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ดังรูปที่ 4.5 และ pH ที่เหมาะสมตอการทํางานคือ
ที่ 7.0 ดังรูปที่ 4.6 
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รูปที่ 4.1 การเก็บตัวอยางดินบริเวณขอบบอน้ําทิ้งยางพารา จ. ระยอง 
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รูปที่ 4.2 โคโลนีที่เกิดจากการ spread บน nutrient agar plate 
 

 
 
รูปที่ 4.3 การเกิดวงใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ skim milk agar plate จากการการคัดเลือก

แบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่ 1 
 

 
รูปที่ 4.4  การเกิดวงใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ skim milk agar plate จากการคัดเลือก

แบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่ 2 
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ตารางที่ 4.1 แบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากตัวอยางดินในประเทศไทยมีทั้งหมด 12 สายพันธุ  ดังนี้ 
 

สายพันธุของแบคทีเรีย แหลงที่มาของตัวอยางดิน 
1. แบคทีเรียสายพันธุที่ 1 ดินจาก อ. ฝาง จ. เชียงใหม 
2. แบคทีเรียสายพันธุที่ 2 ดินจากบอคลึง จ. ราชบุรี 
3. แบคทีเรียสายพันธุที่ 3 ดินจาก จ. ยะลา 
4. แบคทีเรียสายพันธุที่ 4 ดินจากบอคลึง หางจากขอบบอ 1 เมตร จ. ราชบุรี 
5. แบคทีเรียสายพันธุที่ 5 ดินจากบอคลึง จ. ราชบุรี 
6. แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 ดินจากกนบอน้ําเค็มรอน จ. กระบี่ 
7. แบคทีเรียสายพันธุที่ 7 ดินจากบอคลึง จ.ราชบุรี 
8. แบคทีเรียสายพันธุที่ 8 ดินจากกนบอน้ําเค็มรอน จ. กระบี่ 
9. แบคทีเรียสายพันธุที่ 9 ดินจากสันกําแพง หางจากขอบบอ1 เมตร  

จ. เชียงใหม 
10. แบคทีเรียสายพันธุที่ 10 ดินจากบอคลึง หางจากขอบบอ1 เมตร จ. ราชบุรี 

11. แบคทีเรียสายพันธุที่ 11 ดินจ. ยะลา 
12. แบคทีเรียสายพันธุที่ 12 ดินจากบอหินดาด หางจากขอบบอ2 เมตร 

จ. กาญจนบุรี  
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ตารางที่ 4.2  ขนาดวงใสของแบคทีเรียจากการคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสครั้งที่ 1 
 

สายพันธุของแบคทีเรีย เสนผานศูนยกลางเฉลี่ย  
 มม. 

พื้นที่วงใส (ซม. 2 ) 

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

10. แบคทีเรียสายพันธุที่ 10 22.5 0.04 
11. แบคทีเรียสายพันธุที่ 11 23.0 0.04 
12. แบคทีเรียสายพันธุที่ 12 23.0 0.04 
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ตารางที่ 4.3 ขนาดวงใสในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการทดสอบเอนไซมที่ไดจากเชื้อที่คัดเลือกได 
 

สายพันธุของแบคทีเรีย เสนผานศูนยกลางเฉลี่ย  
 ( มม. ) 

พื้นที่วงใส ( ซม. 2 ) 

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

10. แบคทีเรียสายพันธุที่ 10 25.5 0.05 
11. แบคทีเรียสายพันธุที่ 11 26.0 0.05 
12. แบคทีเรียสายพันธุที่ 12 20.5 0.03 
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ตารางที่ 4.4 ขนาดวงใสของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการทดสอบโปรติเอสที่บมไว ในชวงอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ถึง 100 องศาเซลเซียส     
  

ขนาดของวงใส ( ซม.2)ที่อุณหภูมิตางๆ สายพันธุของ
แบคทีเรีย 37oC 40 oC 50 oC 60 oC 70 oC 80 oC 90 oC 100 oC 
1.สายพันธุที่ 1 0.03 0.03 0.02 0.02 - - - - 
2.สายพันธุที่ 2 0.03 0.04 0.01 0.03 0.02 0.02 0.02 - 
3.สายพันธุที่ 3 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 - - 
4.สายพันธุที่ 4 0.03 0.03 0.03 0.02 0.03 0.02 - - 
5.สายพันธุที่ 5 0.04 0.04 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 - 
6.สายพันธุที่ 6 0.03 0.03 0.02 0.03 0.02 0.02 - - 
7.สายพันธุที่ 7 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 0.02 - - 
8.สายพันธุที่ 8 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 - - 
9.สายพันธุที่ 9 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 - - 
10.สายพันธุที่ 10 0.02 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02 - - 
11.สายพันธุที่ 11 0.04 0.04 0.03 0.03 0.02 0.03 - - 
12.สายพันธุที่ 12 0.02 0.03 0.02 0.02 0.02 0.01 - - 
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ตารางที่ 4.5 ขนาดของวงใสของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการทดสอบโปรติเอสที่บมไวในชวง pH 
7.0 - 12.0  
 

ขนาดของวงใส (ซม.2) ที่ pH ตางๆ สายพันธุของ
แบคทีเรีย pH 

3.0 
pH 
4.0 

 

pH 
5.0 

pH 
6.0 

 

pH 
7.0 

pH 
8.0 

 

pH 
9.0 

pH 
10.0 

 

pH 
11.0 

pH 
12.0 

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

 
 
 
 
 
 



 48

  รูปที่ 4.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของโปรติเอสที่ pH 7.0 จากแบคทีเรียสายพันธุที่ 6  

รูปที่ 4.6 คา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ของโปรติเอสจากแบคทีเรีย 
สายพันธุที่ 6 
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4.2 การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรีย 
      4.2.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
               ก ) การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชกลองจุลทรรศน (light microscope) 
                     หลังจากเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar  (ภาคผนวก ฉ ขอ 1) ใหได
อายุ 18 - 24 ช่ัวโมงนํามาจําแนกชนิดตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาตามวิธีของ Bergey          
(Sneath และ คณะ, 1986) พบวาการยอมสีแกรม (gram stain) แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 ใหลักษณะการ
ติดสีแบบแกรมบวก คือ ติดสีน้ําเงิน มีรูปรางแบบแทง มสีปอร ลักษณะดังรูปที่ 4.7 

 
รูปที่ 4.7  การยอมสีแกรมของแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 โดยใชกลองจุลทรรศน 

(light microscope) ที่มีกําลังขยาย 100 เทา 
 
               ข ) การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน (electron 
microscope )  
                     เพื่อดูขนาดความกวาง ยาว ของแบคทีเรีย จากการใช scanning electron  microscope  
(SEM) ซ่ึงสามารถดูภาพวัตถุไดถึง 3 มิติ จากรูปที่ 4.8 - 4.10 แสดงขนาดภาพของแบคทีเรียชนิดที่ 6 
มีขนาด 7,500, 15,000 และ 20,000 เทา ตามลําดับ พบวา แบคทีเรยีสายพันธุที่ 6 จําแนกตามวิธีของ 
Bergey (Sneath และ คณะ, 1986) มีขนาดเซลลมีความกวาง 1.0 - 1.2 µm และ ยาว 3 - 5 µm  
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รูปที่ 4.8 แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน (electron microscope) 
ที่มีกําลังขยาย 7,500 เทา 

รูปที่ 4.9 แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
(electron microscope) ที่มีกําลังขยาย 15,000 เทา 

รูปที่ 4.10 แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
(electron microscope ) ที่มีกําลังขยาย 20,000 เทา 
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      4.2.2 การทดสอบสมบัติทางชีวเคมี (biochemical test) 
              ไดรับความอนุเคราะหการทดสอบสมบัติทางชีวเคมี จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข ไดผลการทดสอบดังนี้ 
                
              ก ) ลักษณะการเกิด hemolysis ใน blood agar ดูลักษณะการเกิด hemolysis พบวาเปนแบบ 
β - hemolysis มีลักษณะดังรูปที่ 4.11 

 

 
รูปที่ 4.11 การเกิด hemolysis ใน blood agar ของแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 

 
              ข) ดูลักษณะการยอยน้ําตาล 3 ชนิดโดยใช Triple sugar iron agar (TSI agar) คือ glucose 
0.1%, lactose 1%, sucrose 1% พบวา ปฏิกิริยาเปน K/A และไมสราง H2S เนื่องจากบริเวณผิวหนา
ของ slant ที่มีปริมาณเชื้อมากกวาบริเวณอื่นมีการใชน้ําตาล glucose ไปจนหมดแลวแตเชื้อไม
สามารถใชน้ําตาล lactose หรือ sucrose ไดจึงหันไปใชโปรตีนที่มีอยูในอาหารทําให slant มีความ
เปนดาง (เปลี่ยนสี phenol red เปนสีแดง) สวนบริเวณกนหลอด (butt) เชื้อสามารถใชน้ําตาล   
glucose ในสภาพที่ไมมีอากาศไดดีจะทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเปนกรด (เปลี่ยนสี phenol red 
เปนสีเหลือง)     และเชื้อนี้ไมสราง H2S เนื่องจากไมเกิดตะกอนสีดําที่กนหลอด       
 
              ค) การทดสอบ motility ซ่ึงสามารถตรวจดูการเจริญนอกรอย semisolid agar slab พบวามี
การเจริญออกไปตามนอกรอยที่ slab ไว แสดงวามี motility เกิดขึ้น 
 
              ง) การทดสอบ citrate  พบวาเชื้อมีความสามารถในการใช citrate เปนแหลงคารบอนใน
ขบวนการ metabolism และใหผลผลิตที่เปนดางซึ่งสามารถเปลี่ยนสี indicator เปนสีน้ําเงินได  
 
               จ) การทดสอบ urease พบวาเชื้อไมสามารถยอย urea ไดดังนั้นสีของ urea จึงเหมือนเดิม 
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              ฉ) การทดสอบ nitrate  พบวาผลการทดสอบเปนบวก คือ หลังจากทําการทดสอบตามขอ 
3.2.2.7 แลวเกิดสีแดงภายใน 1 - 2 นาที แตไมมี N2 (gas) เกิดขึ้น 
                                 
               ช) การทดสอบ esculin hydrolysis พบวาเกิดสารสีดําขึ้นแสดงวาเชื้อสามารถ hydrolyse 
glycoside esculin เปน esculetin ซ่ึงสามารถทําปฏิกิริยากับ ferric ammonium citrate ไดสารสีดําเกิด
ขึ้น 
     
                ซ) การทดสอบ Voges - Proskauer (VP) พบวาไมเกิดวงสีชมพูเกิดขึ้นหลังจากทําการ
ทดสอบตามขอ 3.2.2.9 แสดงวาเชื้อไมมีความสามารถในการสรางสาร acetyl - methyl carbinol 
 (acetoin) จาก glucose ได 
 
                ฌ) การทดสอบ gelatin liquefaction พบวาเชื้อสามารถผลิต gelatinase ซ่ึงสามารถยอย 
gelatin ได ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวหลังทําตามขอ 3.2.2.10 
 
               ญ) การทดสอบ lecithinase test พบวาเกิด zone ขุนรอบๆโคโลนีแสดงวาเชื้อสามารถผลิต
เอนไซม lecitinase ไดคือเมื่อ hydrolyse lecithin แลวไดผลิตภัณฑสุดทายเปน diglyceride และ 
phosphorylcholine กอใหเกิดความขุนในอาหารเลี้ยงเชื้อเนื่องจากไมละลายน้ําแสดงดังรูปที่ 4.12 
 

 

 
รูปที่ 4.12 การทดสอบ lecithinase test ของแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 

ซ่ึงเกิด zone ขุนรอบๆ โคโลนีของเชื้อ 
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                ฎ ) การทดสอบ carbohydrate fermentation test พบวาน้ําตาลที่เชื้อสามารถใชเปนแหลง
คารบอน คือ glucose แตไมสามารถใชน้ําตาล mannitol, xylose และ arabinose ได  
                จากผลการทดลองจากขอ 4.2.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ 4.2.2 การ
ทดสอบทางชีวเคมีตามวิธีของ Bergey  (Sneath และ คณะ, 1986) สามารถจําแนกชนิดของเชื้อได
เปน B. cereus จากการทดสอบทางชีวเคมีตามขอ 4.2.2 ขอ ก - ฎ  สามารถสรุปผลการทดลองไดดัง
ตารางที่ 4.6  
 
ตารางที่ 4.6  แสดงผลการวิเคราะหเชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 โดยใชวิธีทางชีวเคมี 
 

การทดสอบลักษณะของแบคทีเรีย ผลที่ไดจากการวิเคราะห 
1.การยอมสีแกรม แกรมบวก มีสปอร 
2.ชนิดของการเจริญเติบโตบน Blood agar ( 24 hours ) β - hemolysis (large) 
3. TSI K/A 
4. H2S - 
5. motility + 
6. indole - 
7. citrate + 
8. urease - 
9. nitrate + 
10. N2 gas - 
11. esculin + 
12. VP + / W 
13. gelatinase + 
14. egg yolk agar ( lecithinase test ) + 
15. sugar base - 
16. glucose / gas + 
17. mannitol - 
18. D- xylose - 
19. L- arabinose - 
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     4.2.3 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ 16S rRNA gene  
              เพื่อเปนการยืนยันผลการจําแนกชนิดของแบคทีเรียชนิดที่ 6 ที่ไดจากขอ 4.2.1 และ 4.2.2 
ดังนั้นจึงนําแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 มาสกัดดีเอ็นเอ ตามวิธีของ Sambrook และคณะ (ขอ 
3.2.3.1)แลวนํามาทํา PCR  (ขอ 3.2.3.2)โดยไพรเมอรที่ใชมีดังนี้ 
 
primer A (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG ) 
primer D ( CAG CAG CCG TAA TAC )  
primer Ho ( AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA )  
 
 
     5′                                                                                                                       3′ 
 
 
 
รูปที่ 4.13 ทิศทางการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอของไพรเมอรแตละชนิดใน 16 S rRNA gene  
              จากการทํา PCR เพื่อเพิ่มจํานวนชิ้นของดีเอ็นเอไดขนาด 1,500 bp จากนั้นนําไปเปรียบ
เทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ 16S rRNA gene ที่มีอยูในฐานขอมูลโดยใช BLAST program 
ซ่ึงจากการเปรียบเทียบแลวพบวาใกลเคียงกับ Bacillus cereus ATCC 1479 มีความคลายคลึงกันถึง 
99% แสดงดังรูปที่ 4.14 

pA 
( 8-28 ) 

pHO 
( 1542-1522 )

pD 
( 518-536 )
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รูปที่ 4.14 ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16 S rRNA gene ของแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 บริเวณที่ขีดเสน
ใตเปนบริเวณซอนกันของลําดับเบส เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทด โดยไพรเมอรตางชนิดกัน

GNANGCTGGCGGCGTGCCTATCATGCAAGTCGCAGCGAATGGATTAA
GAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAAT
ACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTT
CGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTANCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACNAAAGTCTGACGGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGATGAANGCTTTCGGGTCGNAAAACTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGNAC
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCANCAGCCGCGNTAAT
ACGTAGGTGTGCANGCGTTATCCNNAATTATTGGGCGTAAAGCGCCN
CGCAAGNTGGTTTCTTAAGCTCTGATGNGAAAGCCCNCGNCNCNACC
GTGGAAGGGTCATTGNAAACNGGGAGAACTTCNAGTNCAGAAGAGG
AAAGAAAATNNNATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATAT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACAC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCC
TTTAGTGNTGAAGTTAACGCATTAAGCACTNCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTGAAACTTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGANCATGTGGTTTAATTNGAAGCAACNCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTANANATAGGGCTTCTCCTTCGG
GAGCANAGATGACNNGTGGTGCATGGTTGTCNTCAGCTCNTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAANTCCCGCAACGAAGCGCAACCCTTTGATCTTAG
CTTGCCATCATTANGATTNGGCACTCTAANGTGACTNCCCGGTTNAC
AANCCGGTTANGAATNGTNGNNTANNACNCTCAAATCNTCATGCCCC
TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCT
GCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCG
GATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGT
AACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGGA
AGTCGAACAAGGAGCCGnCGA 
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4.3 การหาภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตโปรติเอส 
      เมื่อทราบชนิดของเชื้อแบคทีเรียชนิดที่ 6 วาคือ B. cereus  จากผลการทดลองที่กลาวแลวขางตน
จึงหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรติเอสของ B. cereus ซ่ึงคือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม, 
อุณหภูมิ, ความเปนกรด - ดาง, ปริมาณเชื้อเริ่มตน, ความเร็วรอบในการเขยา, แหลงคารบอน และ
แหลงไนโตรเจน เปนตน  
       
       4.3.1 การทดสอบชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อระหวาง Nutrient broth และ Raja's medium 
                การหาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ B. cereus เพื่อผลิตเอนไซมโปรติเอสโดยเปรียบเทียบ
ระหวางอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิด คือ Nutrient broth และ Raja's medium ซ่ึงจากรูปที่ 4.15  พบวาใน
ชวง 12 ช่ัวโมงแรก B. cereus มีการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium ไดดีกวาอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Nutrient broth ลักษณะการเจริญเติบโตหลัง 12 ชั่วโมงมีรูปแบบเพิ่มขึ้นเล็กนอย คงที่ และ
ลดลงในที่สุด สวนการเปลี่ยนแปลง pH จากรูปที่ 4.16 ในอาหารเลี้ยงเชื้อหลังมีการเจริญของเชื้อไม
มีการเปลี่ยนแปลงจากเดิมมากนักในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 ชนิดคือเมื่อเริ่มเลี้ยง pH มีคาเทากับ 7.0 
หลังจาก 12 ช่ัวโมงแรกมีคาเพิ่มขึ้นเล็กนอยในอาหารทั้ง 2 ชนิด และจะเพิ่มขึ้นจนกระทั่งมี pH  มาก
กวา pH เริ่มตนประมาณ 1 หนวยในชั่วโมงที่ 36  สําหรับการสรางเอนไซมนั้นพบวาในชวง 12     
ช่ัวโมงแรกยังไมมีการสรางเอนไซมแตจะเริ่มสรางเมื่อมีอัตราการเจริญของเชื้อคงที่ และมีการสราง
เอนไซมสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 48 แอคติวิตีของเอนไซมใน Raja’s medium มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทา
กับ 21.87 U/mg protein สวนใน  Nutrient medium มีคาแอคติวติีจําเพาะเทากับ 4.57 U/mg protein 
ดังรูปที่ 4.17 ตามลําดับ ดังนั้นเห็นไดวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของเชื้อที่ทําให
อัตราการเจริญเติบโตเกิดไดอยางรวดเร็วและสามารถใหเอนไซมที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะที่ดีกวาคือ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium ซ่ึงจะไดหาปริมาณสัดสวนแรธาตุที่เหมาะสม และภาวะตางๆที่
เหมาะสมตอไป 
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  รูปที่ 4.15 อัตราการเจริญของเชื้อ B.cereus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ Raja’s medium และ Nutrient 
broth 
   

 รูปที่ 4.16 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH ในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ Raja’s medium และ Nutrient 
broth 
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  รูปที่ 4.17 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ Raja’s medium และ Nutrient 
broth 
 
        4.3.2 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium 
                 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อ B. cereus โดยนําไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ Raja’s medium จากนั้นนําไปเลี้ยงในอุณหภูมิตางๆกัน คือ 37 องศาเซลเซียส, 45 องศาเซลเซียส 
และ 50 องศาเซลเซียส ตามลําดับ จากการทดลองพบวา อัตราการเจริญของเชื้อสูงสุดในชวง 0 - 12 
ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เชื้อจะมีการเจริญเติบโตไดเร็วและดีกวาที่อุณหภูมิ 45 องศา-
เซลเซียส และ 50 องศาเซลเซียส แสดงดังรูปที่ 4.18 สวนการเปลี่ยนแปลงคา pH พบวาคา pH จาก
เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง มีคาใกลเคียงกัน แสดงดังรูปที่ 4.19 สําหรับการผลิตโปรติเอสนั้นพบ
วาอุณหภูมิที่สามารถทําใหเกิดการผลิตโปรติเอสจาก B. cereus ไดมากที่สุดคือ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยเริ่มผลิตโปรติเอสหลงัจากที่เชื้อมีอัตราการเจริญเติบโตคงที่           คาแอคติวิตีจําเพาะ
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ 16.82 U/mg protein สวนคาแอคติวิตีจําเพาะที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส และ 50 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ 3.70 U/mg protein และ 5.10 U/mg protein ตาม
ลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.20 
 
 
 
 
 

0

5

10

15

20

25

0 12 24 36 48 60 72 84
Time ( hrs. )

Sp
eci

fic
 ac

tiv
ity

 ( U
/m

g p
rot

ein
 )

Raja's medium

Nutrient broth



 59

รูปที่ 4.18 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 45 
องศาเซลเซียส และ 50 องศาเซลเซียส 
 

 รูปที่ 4.19 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium  ที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส, 45 องศาเซลเซียส และ 50 องศาเซลเซียส 
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 รูปที่ 4.20 การเปรียบเทียบคาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium  
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส , 45 องศาเซลเซียส และ 50 องศาเซลเซียส 
   
       4.3.3 การหาคา pH ที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium  
     การหาคา pH ที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อ B. cereus เพื่อผลิตโปรติเอสพบวาเชื้อ
สามารถมีการเจริญเติบโตไดที่ pH 7.0, 8.0, 9.0 อัตราการเจริญสูงสุดชวง 0 – 12 ชั่วโมง สวนที่ pH 
10.0 เชื้อมีการเจริญเติบโตชา แสดงดังรูปที่ 4.21 การเปลี่ยนแปลงของ pH พบวา pH 7.0, 8.0, 9.0 มี
แนวโนมการเปลี่ยนแปลงของ pH เพิ่มขึ้นหลังเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ช่ัวโมง สวนที่ pH 10.0 มีแนว
โนมการเปลี่ยนแปลงในทางลดลง แสดงดังรูปที่ 4.22 สําหรับการสรางเอนไซมนั้นพบวาเริ่มมีการ
สรางเอนไซมเมื่อเชื้อมีอัตราการเจริญคงที่คือหลังจาก 24 ช่ัวโมง โดยมีการสรางเอนไซมที่มีคา    
แอคติวิตีสูงที่สุดที่ pH 7.0 หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 18.75 
U/mg protein สวนที่ pH 8.0, 9.0 และ 10.0 มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 14.80, 12.79 และ 6.88 
U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.23 
   
 
 
 
 
 
 

0

5

10

15

20

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Time ( hrs. )

Sp
eci

fic
 ac

tiv
ity

 ( U
/m

g p
rot

ein
 ) 37 องศาเซลเซียส

45 องศาเซลเซียส
50 องศาเซลเซียส



 61

 
 

 รูปที่ 4.21 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ pH 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0 

 รูปที่ 4.22 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium ที่ pH 7.0, 8.0, 9.0 และ 
10.0 
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รูปที่ 4.23 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium ที่ pH 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0 
 
        4.3.4  การหาปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium 
                  การหาปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อ B. cereus ในอาหาร Raja’s 
medium ที่อุณหภูมิ 37 oC, pH 7.0 พบวา อัตราการเจริญของเชื้อในชวง 0 - 12 ชั่วโมง การใชปริมาณ
เชื้อเริ่มตน 0.5%, 1.0%,1.5% และ 2.0% (v/v) เชื้อมีอัตราการเจริญเติบโตใกลเคียงกัน   แสดงดังรูป
ที่ 4.24 การเปลี่ยนแปลงคา pH พบวา ในการใชปริมาณเชื้อเริ่มตนตางๆ คา pH ไมมีการเปลี่ยน-
แปลงมากนัก แสดงดังรูปที่ 4.25 สวนการสรางเอนไซมนั้นพบวาเอนไซมจะเริ่มมีการสรางหลังจาก
เชื้อมีการเจริญคงที่คือหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ช่ัวโมง และปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมที่สุด
คือ 0.5% (v/v) หลังเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมงมีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 36.11 U/mg protein 
สวนปริมาณเชื้อเริ่มตน 1.0%, 1.5% และ 2.0% (v/v) มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 25.91, 17.62, 
22.24 U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.26     
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 รูปที่ 4.24 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ ปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5%, 

1.0%, 1.5% และ 2.0% (v/v) 
 รูปที่ 4.25 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium ที่ปริมาณเชื้อเริ่มตน 
0.5%, 1.0%, 1.5% และ 2.0% (v/v) 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 12 24 36 48 60 72
Time ( hrs. )

Ab
sor

ban
ce 

at 6
00 

nm

ปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5 %
ปริมาณเชื้อเริ่มตน 1.0 %
ปริมาณเชื้อเริ่มตน 1.5 %
ปริมาณเชื้อเริ่มตน 2.0 %

0

2

4

6

8

10

0 12 24 36 48 60 72 84
Time ( hrs. )

pH

ปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5 %
ปริมาณเชื้อเริ่มตน 1.0 %
ปริมาณเชื้อเริ่มตน 1.5 %
ปริมาณเชื้อเริ่มตน 2.0 %



 64

 รูปที่ 4.26 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium ที่ปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5%, 
1.0%, 1.5% และ 2.0% (v/v) 
 
     4.3.5 การหาความเร็วรอบที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium                                           
              การหาความเร็วรอบที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B. cereus ในอาหาร Raja’s medium 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส,  pH 7.0 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) พบวาอัตราการเจริญของเชื้อ
ในชวงเวลาที่ 0 - 12 ช่ัวโมง การเขยาที่ความเร็วรอบ 200, 250 และ 300 รอบ/นาที มีการเจริญของ
เชื้อใกลเคียงกัน แสดงดังรูปที่ 4.27 การเปลี่ยนแปลง pH พบวามีแนวโนมเพิ่มขึ้น 1 หนวย หลังจาก
เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง แสดงดังรูปที่ 4.28 สําหรับการสรางเอนไซมจะเกิดในชวงที่เชื้อมีการ
เจริญคงที่ ความเร็วรอบที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อคือ 200 รอบ/นาที  มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 
38.72 U/mg protein และคาแอคติวิตีจําเพาะที่ความเร็วรอบ 250 และ 300 รอบ/นาที มีคาแอคติวิตี
จําเพาะเทากับ 29.1 และ 16.61 U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.29 
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 รูปที่ 4.27 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ความเร็วรอบ 200, 250 และ 
300 รอบ/นาที  
 

 รูปที่ 4.28 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium ที่ความเร็วรอบ 200, 250 
และ 300 รอบ/นาที  
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 รูปที่ 4.29 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium ที่ความเร็วรอบ 200, 250 และ 
300 รอบ/นาที 
 
     4.3.6 การหาความเขมขนของกลูโคสที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium 
               การหาความเขมขนของกลูโคสที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B. cereus ในอาหาร Raja’s 
medium ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) เขยาที่ความเร็วรอบ 
200 รอบ/นาที พบวาอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในการใชความเขมขนของกลูโคสในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ความเขมขนของกลูโคส 0.70 กรัม% (w/v) เชื้อจะสามารถมีการเจริญเติบโตไดรวดเร็วที่สุด 
สวนที่ความเขมขนของกลูโคส 0, 0.25 และ 0.75 กรัม% (w/v) เชื้อมีอัตราการเจริญใกลเคียงกันคือ
จะมีการเจริญอยางรวดเร็ว ในชวงเวลา 0 - 12 ชั่วโมง และจะเริ่มมีการเจริญคงที่หลังจากเลี้ยงเชื้อ
เปนเวลา 24 ชั่วโมง แสดงดังรูปที่ 4.30 สวนการเปลี่ยนแปลงคา pH พบวาการใชความเขมขนของ
กลูโคส 0 และ 0.25 กรัม% (w/v) มีแนวโนมวาจะมีคาเพิ่มขึ้น 1 หนวย หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 
ชั่วโมง สวนที่ปริมาณกลูโคส 0.50 และ 0.75% มีแนวโนมวาจะลดลง แสดงดังรูปที่ 4.31 สําหรับ
การสรางเอนไซมพบวา จะมีการสรางเอนไซมหลังเชื้อมีการเจริญคงที่คือ หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 
24 ชั่วโมง ซ่ึงการไมใสกลูโคสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อทําใหเชื้อสามารถผลิตเอนไซมที่มีแอคติวิตี
จําเพาะสูงที่สุดเทากับ 24.77 U/mg protein และที่ปริมาณกลูโคส 0.25, 0.50 และ 0.75 กรัม% (w/v)  
มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.29, 0.92 และ 0.65 U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.32    
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 รูปที่ 4.30 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของกลูโคส       
0, 0.25, 0.50 และ 0.75 กรัม% (w/v)  

 รูปที่ 4.31 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของ 
กลูโคส 0, 0.25, 0.50 และ 0.75 กรัม% (w/v)  
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       รูปที่ 4.32 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของกลูโคส        
0, 0.25, 0.50 และ 0.75 กรัม% (w/v) 
 
     4.3.7 การหาความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตนที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium 
               การหาความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตนที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B. cereus ใน
อาหาร Raja’s medium ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) เขยา
ที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที และไมใสกลูโคส พบวาความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตน  ที่
ทําใหเชื้อมีอัตราการเจริญอยางรวดเร็วคือ 0.5 กรัม% (w/v) หลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นเชื้อจะเริ่มมีการเจริญคงที่ แสดงดังรูปที่ 4.33 สวนการเปลี่ยนแปลงคา pH พบวาการใช
ความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตน  ทุกๆความเขมขนมีแนวโนมคา pH เพิ่มขึ้น 1 หนวยหลัง
จากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ช่ัวโมง แสดงดังรูปที่     4.34    สําหรับการผลิตเอนไซมพบวาการใชความ
เขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตนที่ 0.5 กรัม% (w/v) เปปโตนจะสามารถผลิตเอนไซมที่มีคา 
แอคติวิตีจําเพาะที่มีคามากที่สุดคือ 30.13 U/mg protein  หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง โดย
เชื้อจะมีการผลิตเอนไซมหลังจากมีอัตราการเจริญของเชื้อคงที่ และที่ 1.0 กรัม% และ 1.5 กรัม% 
(w/v) จะมีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 3.27 และ 9.21 U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.35  

0
5

10
15
20
25
30

0 12 24 36 48 60
Time ( hrs. )

Sp
eci

fic
 ac

tiv
ity

 (U
/m

g p
rot

ein
)

กลูโคส 0 กรัม%
กลูโคส 0.25 กรัม%
กลูโคส 0.50 กรัม%
กลูโคส 0.75 กรัม%



 69

 รูปที่ 4.33 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของไนโตรเจน
จากเปปโตน 0.5, 1.0 และ 1.5 กรัม% (w/v)  
 

  รูปที่ 4.34 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium ที่ปริมาณไนโตรเจนของ
เปปโตน 0.5, 1.0 และ 1.5 กรัม% (w/v )  
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รูปที่ 4.35 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium  ที่ความเขมขนของไนโตรเจน
จากเปปโตน 0.5, 1.0 และ 1.5 กรัม% (w/v) 
หมายเหตุ การหาปริมาณไนโตรเจนของเปปโตน โดยวิธี Kjeldal ( ภาคผนวก ค. ) 
 
     4.3.8 การหาปริมาณแคลเซียมอิออนที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium  
              การหาปริมาณแคลเซียมอิออนที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B. cereus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Raja’s medium ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) เขยาที่
ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที ไมใสกลูโคส และใชไนโตรเจนจากเปปโตนที่ความเขมขน 0.5 กรัม% 
(w/v) พบวาอัตราการเจริญของเชื้อจะมีการเติบโตไดอยางรวดเร็วที่ปริมาณแคลเซียมอิออน 0.10 
และ 0.15 กรัม% (w/v) สวนที่ 0 และ 0.05 กรัม% (w/v) จะมีอัตราการเจริญของเชื้อที่ชากวา หลัง
จากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง แสดงดังรูปที่ 4.36 สวนการเปลี่ยนแปลงคา pH พบวาทุกๆความ
เขมขนของแคลเซียมอิออนมีแนวโนมคา pH เพิ่มขึ้นหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง แสดงดัง
รูปที่ 4.37 สําหรับการผลิตเอนไซมพบวาการผลิตเอนไซมที่มคีาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุดคือ ปริมาณ
แคลเซียมอิออน 0.10 กรัม% (w/v) มีคาเทากับ 85.5 U/ mg protein หลังเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง 
สวนที่ปริมาณแคลเซียมอิออน 0, 0.05 และ 0.15 กรัม% (w/v) มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 10.59, 
20.36 และ 70.54 ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.38 
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รูปที่ 4.36 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของแคลเซียม- 
อิออน 0, 0.05, 0.10 และ 0.15 กรัม% (w/v)   
  

 รูปที่ 4.37 การติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH  ในอาหาร Raja’s medium  ที่ความเขมขนของ
แคลเซียมอิออน 0, 0.05, 0.10 และ 0.15 กรัม% (w/v)   
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รูปที่ 4.38 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja’s medium ที่ความเขมขนของแคลเซียม- 
อิออน 0, 0.05, 0.10 และ 0.15 กรัม% (w/v) 
 
     4.3.11 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium 
                การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B.cereus ในอาหาร Raja’s medium ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 ใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/
นาที ไมใสกลูโคส ความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตน 0.5 กรัม% (w/v)  และความเขมขนของ
แคลเซียมคลอไรด 0.10 กรัม% (w/v) ที่ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อตางๆ โดยเก็บตัวอยางทุกๆ 12   
ช่ัวโมง  พบวาอัตราการเจริญของเชื้อจะมีคาเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในชวง 0-12 ชั่วโมง และอัตราการ
เจริญของเชื้อจะเริ่มคงที่   แสดงดังรูปที่ 4.39 สวนการเปลี่ยนแปลง pH มีแนวโนมเพิ่มขึ้น 1 หนวย
หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง แสดงดังรูปที่ 4.40 สําหรับการผลิตเอนไซมพบวาจะมีการผลิต
เอนไซมสูงสุดคือ หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงสุดเทากับ 85.5 
U/mg protein แสดงดังรูปที่ 4.41     
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 รูปที่ 4.39 อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร Raja’s medium ที่ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ
ตางๆ โดยเก็บตัวอยางทุกๆ 12 ช่ัวโมง  

      รูปที่ 4.40 การติดตามการเปลี่ยนแปลง คา pH ในอาหาร Raja’s medium ที่ระยะเวลาในการเลี้ยง
เชื้อตางๆ โดยเก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.41 คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมในอาหาร Raja's medium ที่ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ
ตางๆ  
 
4.4 การเตรียมเอนไซมโปรติเอสและทําใหเอนไซมบริสุทธิ์บางสวน 
      การเตรียมเอนไซมปริมาณมาก โดยเลี้ยงเชื้อ B. cereus ในทํานองเดียวกับขอ 3.3.1.1 ในขวดรูป
ชมพูขนาด 1 ลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อคือ Raja’s  medium สูตรที่ปรับแลวปริมาณ 300 มิลลิลิตรดัง
แสดงในขอ 4.4.1 โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที 
แสดงในขอที่ 4.3 จะเห็นไดวาการเจริญของ B. cereus จะมีอัตราการเจริญเติบโตของเชื้ออยาง    
รวดเร็วหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ช่ัวโมง หลังจากนั้นการเจริญของเชื้อจะเริ่มคงที่ ชวงนี้จะมีการ
ผลิตเอนไซมเกิดขึ้น และมีการสรางเอนไซมที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงสุด หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 
48 ชั่วโมง สวนการเปลี่ยนแปลงคา pH จะมีแนวโนมสูงขึ้น 1 หนวยหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24  
ชั่วโมง ดังนั้น การเตรียมเอนไซมเพื่อนําไปทําใหบริสุทธิ์ จึงเลี้ยงเชื้อ B. cereus ในสูตรอาหาร 
Raja’s medium ที่ปรับแลว ในขวดรูปชมพูขนาด 1 ลิตร ที่มีปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อ 300 มิลลิลิตร 
จํานวน 8 ขวด เก็บเอนไซมหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง จะไดสารละลาย crude enzyme 
ปริมาณ 2,400 มิลลิลิตร มีคาแอคติวิตีจําเพาะของโปรติเอส 0.4 U/mg protein สรุปดังตารางที่ 4.7 
     4.4.1 สูตรอาหาร Raja’s medium ที่ปรับแลวตามขอ 4.3  
       CaCl2.2H2O   1  กรัม 
    K2HPO4    0.6   กรัม 
    MgSO4.7H2O    0.5   กรัม 
    NaCl     0.045   กรัม 
    เปปโตน   5  กรัม 
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เติมน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pHใหเปน 7.0 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที  
 
     4.4.2 การทําใหเอนไซมเขมขนขึ้นดวยวิธี ultrafiltration 
              หลังจากได crude enzyme จากขอ 4.4.1 แลวนํามาทําใหเขมขนขึ้นดวยวิธี ultrafiltration 
เพื่อลดปริมาตรใหเหลือ 1 ใน 3 โดยกรองผานเมมเบรนที่มี molecular weight cut off 10,000 จาก
การทดลองพบวา crude enzyme ที่ผานกระบวนการ ultra-filtration แลวมีคาแอคติวิตีจําเพาะเพิ่มขึ้น
มีคาเทากับ 2.01 U/mg protein แสดงดังตารางที่ 4.7 
     4.4.3 การตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
              การตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งบดละเอียดลงใน crude enzyme อยางชาๆ โดยใช
แอมโมเนียมซัลเฟตที่อ่ิมตัว 80 เปอรเซ็นต จากการทดลองพบวาทําใหคาความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 2  
เทา     คือ มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ     3.56 U/mg protein     แสดงดังตารางที่ 4.7 จากนั้นนําไป 
ไดอะไลซิสใน Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 โดยใชปริมาณบัฟเฟอร 10 เทาของสารละลายที่ไดจากการ
ปนตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 
 
ตารางที่ 4.7 สรุปผลการทําใหเอนไซมโปรติเอสบริสุทธิ์บางสวน 
 
ขั้นตอนการทําใหบรสุิทธิ์ ปริมาตร 

(มล.) 
ปริมาณ
โปรตีน 
ทั้งหมด 
( มก.)  

แอคติวิตี
ทั้งหมด 
( ยูนิต) 

แอคติวิตีจําเพาะ 
ทั้งหมด 
( ยูนิต/ 

มก.โปรตีน ) 

ปริมาณ
โปรตีน
ที่เหลือ 

(%) 

ความ
บริสุทธิ์ 
( เทา ) 

1. สารละลายเอนไซมตั้งตน 
2. Ultrafiltration 
3. ตกตะกอนโปรตีนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 
80% 

2,400 
1,475 

30 

237.6 
129.8 
12.21 

96.0 
261.8 
43.4 

0.4 
2.0 

3.56 

100 
272.7 
45.23 

1 
5.0 
8.9 
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4.5 ผลการศึกษาสมบัติของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
      4.5.1 ผลการหาน้ําหนักโมเลกุลและการหาหนวยยอยของเอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวน 
              ก) เซฟาเดกซ จี-75 คอลัมน 
                   หลังจากผานสารละลายโปรตีนมาตรฐาน และสารละลายเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสลงในคอลัมนเซฟา
เดกซ จี-75 จากนั้นชะดวยสารละลาย Tris-HCl 0.01 M, pH 7.0 ที่มีแคลเซียมอิออน 20 mM การเตรียมคอลัมนวิธีตาม
ขอ 3.5.1.1 แสดงดังรูปที่ 4.42 ซึ่งจากการทดลองแสดงใหเห็นวา โปรตีนมาตรฐาน BSA, ovalbumin, lysozyme และ 
cytochrome C จะถูกชะออกจากคอลัมนดวย elution volume 135, 195, 300 และ 265 มิลลิลิตร ตามลําดับ สวนเอนไซม
นิวทรัลโปรติเอสจาก B. cereus จะออกจากคอลัมนพรอมกับ ovalbumin คือมีคา elution volume เทากับ 195 มิลลิลิตร
เมื่อนํามาคํานวณคาสัมประสิทธิ์ Kav แลวเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน แสดงดังรูปที่ 4.50 พบวาเอนไซมนิวทรัล           
โปรติเอสมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ    34,700 ดาลตัน    
 รูปที่ 4.42 การหาน้ําหนักโมเลกุลของนิวทรัลโปรติเอสจาก B. cereus ในคอลัมนเซฟาเดกซ จี-75 
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รูปที่ 4.43 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง Kav และ log ของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานใน               
               การศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสโดยคอลัมนเซฟาเดกซ จี-75  
               ( ขนาด 83.5 x 1.15 ซม. ) 
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               ข) วิธีแยกโปรตีนดวยโพลีอะคลิลาไมดเจลชนิดไมตอเนื่อง  (Disc polyacrylamide Gel Electrophoresis) วิธี
การทดลองตามขอ 3.5.1.2 
                    หลังจากไดเอนไซมที่บริสุทธ์ิบางสวนจาก เซฟาเดกซ จี-75 คอลัมน นํามาแยกโปรตีนที่ได โดยทําการ
ทดลองเทียบกับสารละลายโปรติเอสจาก crude enzyme, ultrafiltration และ จากการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่ม
ตัว 80% แสดงดังรูปที่ 4.44 ซึ่งพบวาการทําใหโปรติเอสบริสุทธ์ิบางสวนตามขั้นตอนขอ 4.4 สามารถทําใหเอนไซมมี
ความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นสังเกตไดจากแถบของโปรตีนมีจํานวนลดนอยลง จากการใสโปรตีนลงในหลุมที่ทดสอบหลุมละ 
20 ไมโครลิตร ซึ่งปริมาณโปรตีนของ crude enzyme, แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80% และจากเซฟาเดกซ จี-75 คอลัมน 
คือ 20 ไมโครกรัมโปรตีน, 81 ไมโครกรัมโปรตีน และ 62 ไมโครกรัมโปรตีนตามลําดับ  
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4.6 ผลการศึกษาสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี จลนพลศาสตร ของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์
บางสวน 
       
      4.6.1 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม 
               การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมโปรติเอสที่บริสุทธิ์บาง
สวนซึ่งผลิตจาก B. cereus โดยทําเทียบกับใน crude enzyme พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
ทําปฏิกิริยาคือที่ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ซ่ึงใหผลเชนเดียวกันทั้งในเอนไซมโปรติเอสที่
บริสุทธิ์บางสวนและ crude enzyme มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 5.69 U/mg protein และ 5.89 
U/mg protein ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาจะมีแนวโนมลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงเกิน 55 องศา-
เซลเซียส  และหลังจากอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เอนไซมจะหมดความสามารถในการทํางาน
ได แสดงดังรูปที่ 4.49 
 
      4.6.2 ผลการศึกษาผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของเอนไซม (thermal stability) 
               การศีกษาผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของเอนไซม พบวา การบมที่อุณหภูมิ          
55 - 60 องศาเซลเซียส ในชวงเวลา 30 นาที เอนไซมยังไมสูญเสียแอคติวิตี แตจะเริ่มมีแอคติวิตี
เหลือคร่ึงหนึ่งเมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และมีแนวโนมลดลงถาบมเชื้อที่ 70  
องศาเซลเซียสขึ้นไป แสดงดังรูปที่ 4.50 
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 รูปที่ 4.49 ผลของอุณหภูมิตอแอคติวิตีจําเพาะของนิวทรัลโปรติเอสจาก B.cereus 
 
 

รูปที่ 4.50 ผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก  
                               B. cereus 
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      4.6.3 ผลการศึกษา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
               pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ที่บริสุทธิ์บางสวนที่ผลิตจาก B. cereus 
โดยเทียบกับ crude enzyme โดยใช  phosphate buffer 0.1 M, pH 6.0, Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 - 
9.0 และ Glycine-NaOH 0.1 M, pH 10.0 - 12.0 พบวา pHที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม ทั้ง 2 ชนิด คือ Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 เมื่อบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส มีคา      
แอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.88 และ 3.03 U/mg protein ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 4.51  
 
      4.6.4 ผลการศึกษาผลของ pH ตอความเสถียรของเอนไซม (pH stability) 
               pH ที่เอนไซมมคีวามเสถียรที่สุดคือ Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 เมื่อเวลาผานไปเปนเวลา 
5   นาที คาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 2.0 U/mg protein สําหรับที่ phosphate buffer 0.1 M, pH 6.0 
และ Glycine-NaOH 0.1 M, pH 10.0 มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากับ 1.59 และ 1.67 U/mg protein 
ตามลําดับ  คาความเสถียรของเอนไซมมีแนวโนมลดลงครึ่งหนึ่ง ในการบมเอนไซมที่ pH ตางๆ 
หลังจากเวลาผานไป 15 นาที แสดงดังรูปที่ 4.52 
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รูปที่ 4.51  pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B. cereus  

     

รูปที่ 4.52  pH ตอความเสถียรของนิวทรัลโปรติเอสจาก B.cereus เมื่อบมที่อุณหภูมิ 55              
    องศาเซลเซียส ใน phosphate buffer 0.1 M, pH 6.0 , Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 และ     
    Glycine - NaOH 0.1 M, pH 10.0  
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     4.6.5 ผลการศึกษาคาคงที่ทางจลนพลศาสตรของเอนไซมตอสับสเตรทธรรมชาติและ     
สับสเตรทสังเคราะหตอแอคติวิตีของเอนไซม 
              จากการศึกษาการเปรียบเทียบระหวางความสามารถในการไฮโดรไลสสับสเตรท 
ธรรมชาติของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B. cereus  กับ B. subtilis TISTR 25 โดย
ใช casein เปนสับสเตรท นําผลที่ไดมาพลอตหาคา Km และ Vmax โดยวิธี Lineweaver - Burk ได
ผลแสดงดังรูปที่ 4.53, 4.54, 4.55 และ 4.56 ตามลําดับ การหาคาประสิทธิภาพของเอนไซมใน
การทํางาน (Efficiency) ระหวางเชื้อ 2 ชนิด คือ B. cereus และ B. subtilis TISTR 25 แสดงผล
การทดลองดังตารางที่ 4.8 พบวาคา Km ของ casein และ azocasein  สําหรับ B. cereus  มีคาเทา
กับ 2.78 มก./มล. และ 5.11 มก./มล. สวน B.subtilis TISTR 25 มีคาเทากับ 0.20 มก./มล. และ 
1.033 มก./มล. ตามลําดับ  ซ่ึงจะเห็นไดวาคา Km ของ Casein จาก B.cereus มีคาสูงกวาของ
เอนไซมจาก B. cereus  แสดงวามีความสามารถในการยึดจับกับ   casein    และ   azocasein   
นอยกวา     แตเมื่อเปรียบเทียบความเร็วสูงสุดในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลส (Vmax) พบวา       
เอนไซมจาก B. cereus สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลส casein และ azocasein ไดดีกวาเอนไซม
ที่ไดจาก B. subtilis TISTR 25 ซ่ึงจาก B. cereus มีคา Vmax ของ casein และ azocasein เทากับ 
64.52 Unit/mg และ 555.55 Unit/mg ตามลําดับ สวนการหาคาประสิทธิภาพในการทํางานของ
เอนไซม (Efficiency) พบวาคา Efficiency ของเอนไซมที่ไดจาก B. cereus มีคามากกวาคา  
(Efficiency) ของ B. subtilis TISTR 25 แสดงวาเอนไซมจาก B. cereus  มีประสิทธิภาพการ
ทํางานทั้ง casein และ azocasein มากกวา เอนไซมของ B. subtilis TISTR 25 แสดงดังตารางที่ 
4.9 
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รูปที่ 4.53 Lineweaver - Burk plot ของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก       
                 B. cereus  เมื่อใช casein เปนสับสเตรท วัดแอคติวิตีที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
                 pH 7.0 ตามวิธีในขอ3.1.4 
 

Lineweaver -  Burk plot  of  protease  on  casein
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รูปที่ 4.54 Lineweaver-Burk plot ของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก  

B.cereus  เมื่อใช azocasein เปนสับสเตรท วัดแอคติวิตีที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส        
pH 7.0 ตามวิธีในขอ 3.1.4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lineweaver-Burk of protease on Azocasein
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รูปที่ 4.55 Lineweaver-Burk plot ของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก     
                 B. subtilis  TISTR 25 เมื่อใช casein เปนสับสเตรท วัดแอคติวิตีที่อุณหภูมิ 55  
                 องศาเซลเซียส pH 7.0 ตามวิธี ในขอ 3.1.4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lineweaver - Burk of protease on casein
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รูปที่ 4.56 Lineweaver-Burk plot ของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก  
                 B. subtilis  TISTR 25 เมื่อใช azocasein เปนสับสเตรท วัดแอคติวิตีที่อุณหภูมิ 55      
                 องศาเซลเซียส pH 7.0 ตามวิธีในขอ 3.1.4 
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ตารางที่ 4.8 สรุปคา Km และ Vmax ของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสจาก B.cereus และ B. subtilis   
                    TISTR 25 เมื่อใช casein และ azocasein เปนสับสเตรท  
 
 

คาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตร สับเสตรท แหลงของเอนไซม 
Km * Vmax * 

casein 
 

azocasein 

B.cereus 
B.subtilis TISTR 25 

B.cereus 
B.subtilis TISTR 25 

2.78 
0.204 
5.11 
1.03 

64.52 
0.911 

555.55 
5.817 

 
Km   ของ casein และ azocasein มีหนวยเปน มก./มล. 
Vmax  มีหนวยเปน Unit / mg protein  
 
 
ตารางที่ 4.9 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมนิวทรัลโปรติเอส   
( Efficiency) ที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B.cereus และ B. subtilis TISTR 25 
 

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

casein 2.78 64.52 23.21 0.20 0.91 4.46 
azocasein 5.11 555.55 108.67 1.03 5.81 5.63 
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     4.6.6 ผลการศึกษาผลของตัวเรงการทํางาน ตัวยับยั้ง และไอออนของโลหะตอการทํางาน 
ของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
               
                4.6.6.1 ผลการศึกษาผลของตัวเรงการทํางานของโปรติเอส 
                            ผลการศึกษาผลของตัวเรงการทํางานของโปรติเอสโดยใชสารละลายเอนไซม
บมกับแคลเซียมอิออนที่ความเขมขนตางๆ วิธีการทดลองตามขอ 3.6.7.3 พบวา แคลเซียม- 
อิออนที่ความเขมขน 10 mM มีความสามารถในการเรงการทํางานของเอนไซมได 100% ใน 
crude enzyme สวนในนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน จาก B. cereus พบวาแคลเซียม
อิออนไมมีผลตอการเรงการทํางานของเอนไซมมากนัก แสดงดังรูปที่ 4.57 สําหรับใน crude 
enzyme และ นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B. subtilis TISTR 25 พบวาใน crude 
enzyme แคลเซียมอิออนที่มีความเขมขน 10 mM สามารถเรงการทํางานได  สวนใน    นิวทรัล
โปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน แคลเซียมอิออนไมมีผลตอการเรงการทํางานของเอนไซมแสดงดัง
รูปที่ 4.58 
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รูปที่ 4.57 ผลของแคลเซียมอิออนตอการเรงการทํางานของ crude enzyme และ นิวทรัล 
                  โปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B.cereus ที่ความเขมขนของ แคลเซียมอิออนคือ  
                   10, 20, 30, 40 และ 50 mM ตามวิธีขอ 3.6.7.3 
 
 

รูปที่ 4.58 ผลของแคลเซียมอิออนตอการเรงการทํางานของ crude enzyme และ นิวทรัล 
                 โปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B. subtilis TISTR 25 ที่ความเขมขนของแคลเซียม- 
                  อิออนคือ 10, 20,  30,  40 และ 50 mM ตามวิธีขอ 3.6.7.3 
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             4.6.6.2 ผลของการศึกษาผลของตัวยับยั้งโปรติเอส 
                          ผลการศึกษาผลของตัวยับยั้งโดยใชสารละลายเอนไซมบมกับ   EDTA  ที่ความ 
เขมขนตางๆ วิธีการทดลองตามขอ 3.6.7.2 พบวา EDTA ที่ความเขมขน 2 - 10 mM มีความ
สามารถในการยับยั้งเอนไซมใน crude enzyme และ นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน จาก 
B.cereus ได 100% แสดงดังรูปที่ 4.59 สําหรับ crude enzyme และนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์
บางสวนจาก B. subtilis TISTR 25 ที่มีความเขมขนของ EDTA 2 - 10 mM  พบวาใน crude 
enzyme สามารถยับยั้งการทํางานของ crude enzyme ได 90 เปอรเซ็นต  สวนในนิวทรัลโปรติ
เอสที่บริสุทธิ์บางสวนสามารถยับยั้งการทํางานได 50 เปอรเซ็นต  แสดงดังรูปที่ 4.60 (วัดแอคติ
วิตีที่เหลือของเอนไซมตามวิธีขอ 3.1.4 ) 
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รูปที่ 4.59 ผลการยับยั้งการทํางานของ crude enzyme และ นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
                 จาก  B. cereus ที่ความเขมขนของ EDTA คือ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 mM 

รูปที่ 4.60 ผลการยับยั้งการทํางานของ crude enzyme และ นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน
จาก  B. subtilis TISTR 25 ที่ความเขมขนของ EDTA คือ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 mM ตามวิธีขอ 
3.6.7.2 
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             4.6.6.4 ผลการศึกษาผลของไอออนโลหะ 
                         เมื่อศึกษาผลของโลหะ ตามวิธีในขอ 3.6.7.1 ตอคาแอคติวิตีจําเพาะของนิวทรัล
โปรติเอสจาก B. cereus พบวาไอออนของโลหะที่มีผลตอการยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
สามารถแบงการยับยั้งออกได 3 กลุม จากตารางที่ 4.10 
                        1. ไอออนของโลหะที่สามารถยับยั้งการทํางานไดประมาณ 50% คือ ไอออน
ของโลหะพวก แมงกานีส   
                        2. ไอออนของโลหะที่สามารถยับยั้งการทํางานไดประมาณ 60-90% คือ ไออน 
ของโลหะพวก แมกนีเซียม นิเกิล ลิเธียม โคบอลต และ สังกะสี 
                        3. ไอออนของโลหะที่สามารถยับยั้งการทํางานได 100% คือ ไอออนของโลหะ
พวก คอบเปอร เหล็ก และคลอไรด 
 
ตารางที่ 4.10 ผลของไอออนของโลหะตอแอคติวิตีจําเพาะของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บาง
สวนจาก B. cereus 
   

ผลของไอออนโลหะ Relative specific  activity (%) 
หลอดควบคุม 100 
MnSO4.H2O 10 mM 50.0 
MnCl2.4H2O 10 mM 47.2 
Ni(NO3)2.6H2O 10 mM 38.9 
MgCl2  10 mM 36.1 
LiCl 10 mM 36.1 
CoCl2.6H2O 10 mM 16.7 
ZnSO4.7H2O 10 mM 13.9 
NaNO2 10 mM 13.9 
FeSO4.7H2O 10 mM 8.3 
MgSO4 10 mM 3.9 
HgCl2 10 mM 2.8 
CuSO4.5H2O 10 mM 0.0 
FeCl3.6 H2O 10 mM 0.0 
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4.7 ผลการศึกษาอุณหภูมิในการเก็บรักษาเอนไซมที่ภาวะตางๆ 
      ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเอนไซมใน glycerol 10%  ที่ภาวะตางๆ 
คือ –20 องศาเซลเซียส, 0  องศาเซลเซียส, 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง พบวาการเก็บ
เอนไซมเปนเวลา 1 เดือน การเก็บเอนไซมโดยวิธี lyophilized  เหลือแอคติวิตี 63 เปอรเซ็นต 
สําหรับการเก็บรักษาสารละลายเอนไซมใน 10 % glycerol ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส,0 
องศาเซลเซียส, 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง แอคติวิตีจําเพาะที่เหลือเทากับ 33.9, 11.38, 
8.69 และ 4.47% ตามลําดับ สวนในสารละลายเอนไซมที่ไมไดเติม glycerol 10%  เมื่อเก็บที่  4  
องศาเซลเซียส แอคติวิตีจําเพาะที่เหลือเทากับ 3.53% แสดงดังรูปที่ 4.61 
 
 

                                           
รูปที่ 4.61  ผลของการเก็บรักษาสารละลายเอนไซมใน glycerol 10% ที่ภาวะตางๆคือที่อุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส, 0 องศาเซลเซียส , 4 องศาเซลเซียส, อุณหภูมิหอง เอนไซมผงที่เก็บไวที่
อุณหภูมิหอง  และสารละลายเอนไซมที่ไมไดเติม glycerol 10%  ที่เก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียสใน
ระยะเวลา 1 เดือน นํามาวัดแอคติวิตีจําเพาะที่เหลืออยูทุกๆ 7 วันโดยวิธีตามขอ 3.1.4 
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บทที่ 5  
 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 
การคัดเลือกและจําแนกสายพันธุของแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสทนรอน 
 
           แบคทีเรียสายพันธุที่ 6 ที่สามารถผลิตโปรติเอสทนรอนที่แยกไดจากดินกนบอน้ําเค็มรอน 
จังหวัดกระบี่ โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สมบัติทางชีวเคมี และใชวิธีการเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S ribosomal RNA gene  ของแบคทีเรียในกลุม Bacillus มีความใกล
เคียงสายพันธุกันมาก ใน 6 species คือ Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, 
Bacillus pseudomycoides และ Bacillus weihenstephanensis (Ameur และคณะ, 2003) ดังนั้นจึงใช
ลักษณะทางชีวเคมีและทางสัณฐานวิทยา เพื่อประกอบการจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวย จากงาน
วิจัยนี้ไดใชวิธีการเกิด hemolysis บน blood agar เปนตัวช้ีวัดการจําแนกสายพันธุวาอยูในกลุม 
Bacillus cereus  
 
 ภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตโปรติเอส 
 
          การศึกษาสูตรอาหารในการเลี้ยงเชื้อ B.cereus พบวาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเจริญและ
ผลิตโปรติเอสคือ สูตร Raja’s medium (ขอ 4.4.1) การใชอาหารสูตร Raja’s medium  พบวามีการ
เจริญเติบโตไดดีกวาการใช Nutrient broth อาจเนื่องจากวา มีสวนประกอบในอาหารที่สามารถชวย
ใหเชื้อมีการเจริญเติบโตไดดีกวา เชน มีพวกแคลเซียมซ่ึงจําเปนตอการสรางผนังเซลล และการ
สรางสปอรของเชื้อ ฟอสเฟตและแมกนีเซียมเปนแรธาตุที่มีความสําคัญในการสังเคราะห ATP, 
เปนตน ในชวงแรกแบคทเีรียจะมีอัตราการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วซ่ึงสังเกตไดจากคาการดูดกลืน
แสงที่เพิ่มขึ้นมากและเมื่อมีการเจริญคงที่แลว (stationary phase) จะเริ่มมีการสรางนิวทรัลโปรติเอส
ขึ้นมีแอคติวิตีจําเพาะสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 การทดลองนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Kim และคณะ 
(2001) ซ่ึงศึกษาการเจริญของ Bacillus cereus KCTC 3674  พบวาการสรางเอนไซมจะอยูในชวงที่
เชื้อมีการเจริญคงที่แลว (stationary phase ) เชนกัน   
        
          อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูง
สุดของ Bacillus cereus คือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ช่ัวโมง     
เชนเดียวกับการศึกษาเรื่องอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis TISTR 25 ของ      
วรรณวิมล ทรัพยดี (2540) พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อมีสวนสําคัญในการเลี้ยงเชื้อ
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และมีผลตอการผลิตเอนไซม เพราะถาอุณหภูมินั้นเหมาะสมจะทําใหเชื้อสามารถมีการเจริญเติบโต
ไดดี และชวยใหกระบวนการตางๆที่เกิดภายในเซลลมีการทํางานที่ดี 
 
          pH ที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium ที่ B.cereus สามารถผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มี      
แอคติวิตีจําเพาะสูงสุด คือ pH 7.0 หลังเล้ียงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากงานวิจัยที่ผานมา Moon 
และ Parulekar (1991) พบวาที่ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacillus firmus เทากับ 7.7 จะมีการผลิตโป
รติเอสใหแอคติวิตีสูง และถาอาหารเลี้ยงเชื้อมี  pH  สูงตอนเริ่มตนจะทําใหเชื้อไมเจริญในชวงแรก 
ดังนั้น pH   สามารถกดดันการผลิตโปรติเอสได      
   
          การใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5% (v/v) ทําใหมีการสรางเอนไซมที่มีแอคติวิตีสูงสุดหลังเล้ียง
เชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง ดังนั้นอาจกลาวไดวาการใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 0.5 % (v/v) นั้นเหมาะสมตอ
ปริมาณสารอาหารที่ใชทําใหผลิตเอนไซมไดมาก  
 
          ความเร็วรอบที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงสุด 
คือ 200 รอบ/นาที หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากการมีผูศึกษาเกี่ยวกับการละลายของ
ออกซิเจนจะเพิ่มขึ้นตามการเพิ่มของความเร็วรอบในการเขยา และจุลินทรียสายพันธุบาซิลัส เปน
แบคทีเรียแกรมบวกที่ตองการอากาศในการเจริญ ดังนั้นปริมาณออกซิเจนที่เพียงพอจะชวยให       
เมตาบอลิซึมเกิดขึ้นไดดี รวมทั้งสงผลใหเซลลมีการเจริญไดสูงดวย (Chain และ Gualandi, 1954)  
แตจากการทดลองขางตนพบวาความเร็วรอบที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อคือ 200 รอบตอนาที อาจ
เปนไปไดวาเปนความเร็วรอบที่เหมาะสมในการเจริญของ Bacillus cereus ซ่ึงแตกตางกันตามสาย
พันธุ นอกจากนี้ยังไดมีผูศึกษาวาการใชความเร็วรอบที่มากเกินไปในการเขยาอาจสงผลใหการเจริญ
ของเชื้อต่ําลงและสงผลตอการสรางเอนไซม ที่เปนเชนนี้อาจเนื่องมาจากปริมาณออกซิเจนที่มาก
เกินไปจะสามารถกดการสรางเอนไซมของเชื้อได  (O’Reilly, 1983 ) 
       
          การไมใสกลูโคสในอาหาร Raja’s medium จะทําให B.cereus ผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคา     
แอคติวิตีจําเพาะสูงสุด หลังเล้ียงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง อาจเนื่องมาจากความเขมขนของกลูโคสใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มากเกินไปจะทําใหเกิด catabolic repression โดยกลูโคสจะไปกดการทํางานของ
ยีนสวนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ทําใหไมสามารถสรางเอนไซมได หรือทําใหเกิดการชะลอการ
สรางเอนไซม (Doi, 1973; Bernlohr, 1964 ) ซ่ึงใหผลเชนเดียวกับการศึกษาของ เกษม พงษมณี 
(2536) ที่พบวาระดับความเขมขนของกลูโคสมีผลตอการสรางเอนไซม  
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          ความเขมขนของไนโตรเจนจากเปปโตนที่เหมาะสมในอาหาร Raja’s medium คือ 0.5 กรัม% 
(w/v) ทําใหเชื้อผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคาแอคติวิตีสูงสุด หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง   
ดังนั้นการใชปริมาณเปปโตนที่เหมาะสมจะมีผลตอการเจริญของเชื้อและการผลิตเอนไซม  Kole 
และคณะ (1988) รายงานวาถามีโนโตรเจนปริมาณมากหรือนอยเกินไปจะกดดันการสรางเอนไซม
ได  นอกจากนี้  Adin. และคณะ (2002) ไดศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแอลคาไลน           
โปรติเอสจาก Bacillus sp. PE-11 ศึกษาถึงสัดสวนของปริมาณเปปโตนที่เหมาะสมในสวนประกอบ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีผลตอการผลิตของเอนไซม ซ่ึงผลที่ไดคือ ปริมาณเปปโตนมีผลตอการ     
ควบคุมขบวนการสังเคราะหเอนไซม และปริมาณเปปโตนที่มากเกินไปมีผลยับยั้งการสังเคราะห
เอนไซม 
  
          ความเขมขนของแคลเซียมอิออนที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium คือ 0.10 กรัม
% (w/v) เนื่องจากเชื้อสามารถผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงสุด หลังจากเลี้ยง 
เชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากงานวิจัยของ Uttam C.B.และคณะ (1999) มีรายงานวาการเติมแคลเซียม
อิออนปริมาณ 10 มิลลิโมลาร เปนสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวา สามารถปองกันการเกิด 
autolysis ของแอลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus brevis และ ทําใหเอนไซมมีความเสถียร
มากขึ้น โดยเอนไซมยังมีแอคติวิตีเหลืออยูถึง 50 เปอรเซ็นต หลังบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 4 วัน และยังมีรายงานวาแคลเซียมอิออนสามารถเพิ่มความเสถียรของเอนไซม subtilisin 
จาก Bacillus sp. AK.1 โดยพบวาแคลเซียมอิออนสามารถทําใหเอนไซมมีความเสถียรโดยเพิ่มความ
แข็งแรงบริเวณพันธะไดซัลไฟดที่อยูบริเวณเรงของเอนไซม (Helen S.T. และคณะ, 2000 )  
 
          ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ Bacillus cereus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium คือ 
หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง เชื้อจะผลิตนิวทรัลโปรติเอสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  
จากงานวิจัยที่ผานมา การผลิตเอนไซมแอลคาไลนโปรติเอสโดยเชื้อ Bacillus subtilis TISTR 25 จะ
สามารถผลิตเอนไซมที่มีแอคติวิตีสูงสุดหลังเล้ียงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง (เกษม พงษมณี, 2536) ดัง
นั้นการนําเอนไซมมาใชเพื่อประโยชนในทางอุตสาหกรรม หรือ การทําใหบริสุทธิ์บางสวนมีความ
จําเปนที่จะตองทราบชวงเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมปริมาณสูงสุด และ
ประโยชนสูงสุดในการนําเอนไซมมาใช 
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การเตรียมเอนไซมโปรติเอสและทําใหเอนไซมบริสุทธิ์บางสวน  
 
          จากการทดลองในการเตรียม crude enzyme ปริมาณมากโดยใชสูตรอาหารที่เล้ียงเชื้อ 
Bacillus ereus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja’s medium สูตรที่ปรับแลวปริมาณ 300 มิลลิลิตร สูตรอาหาร
ตามขอ 4.4.1 โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
เมื่อเริ่มมีการเจริญเติบโตคงที่จะมีการผลิตเอนไซมเกิดขึ้นและผลิตเอนไซมที่มีแอคติวิตีจําเพาะสูง
สุด หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปทําใหเอนไซมมีความเขมขนมากขึ้นโดยใช
วิธี ultrafiltration ทําใหเอนไซมมีคาแอคติวิตีจําเพาะเพิ่มขึ้น 5 เทา แสดงดังตารางที่ 4.7 จากนั้นจึง
ตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80% ซ่ึงทําใหเอนไซมมีความบริสุทธิ์มากขึ้นเปน 
9 เทาจาก crude enzyme จากขั้นตอนตางๆทําใหเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นบางสวน แตจากการ
ทดลองจะเห็นไดวา เอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเพียง 9 เทาจาก crude enzyme ดังนั้นอาจตอง
ปรับปรุงขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์บางสวน คือ ใชสารละลายในการตกตะกอนโปรตีนแทน
แอมโมเนียมซัลเฟตที่อ่ิมตัว 80% เชน อะซีโตน หรือ เอทานอล เปนตน อาจทําใหเอนไซมมีความ
บริสุทธิ์เพิ่มขึ้นไดและสามารถนําไปศึกษาสมบัติของเอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวนตอไป  
 
ผลการศึกษาสมบัติของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน 
 
 การหาน้ําหนักโมเลกุลของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนโดยวิธีเซฟาเดกซจี-75 
คอลัมนโครมาโตรกราฟ พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 34,700 ดาลตัน และการหาหนวยยอยของเอนไซม
ที่บริสุทธิ์บางสวน โดยวิธีเอสดีเอส – พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส พบวามีแถบโปรตีน
เขม 3 แถบ และมีแถบโปรตีนที่ 4 ตอจากแถบที่ 3 ลงมาอีก 1 แถบ ซ่ึงแถบโปรตีนที่ 1 – 3 มีน้ําหนัก
โมเลกุล ดังนี้ คือ 63,000, 54,000 และ 46,000 ดาลตัน ตามลําดับ สวนแถบโปรตีนที่ 4 มีน้ําหนัก
โมเลกุล 38,100 ดาลตัน และจากวิธี Substrate – Containing SDS Zymogram gel electrophoresis 
ทําใหทราบขนาดน้ําหนักโมเลกุลของนิวทรัลโปรติเอสโดยใช casein เปนสับเสตรท พบวามีแถบ
โปรตีนเกิดขึ้น 1 แถบ สามารถหาคาน้ําหนักโมเลกุลไดเทากับ 44,700     ดาลตัน ดังนั้นสามารถ
สรุปไดวานิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 38,000 – 46,000 ดาลตัน 
แตน้ําหนักโมเลกุลของนิวทรัลโปรติเอสที่นาเชื่อถือ คือ วิธีเซฟาเดกซ จี – 75 คอลัมนโครมาโตร- 
กราฟ  เนื่องจากเปนเอนไซมที่อยูในรูปธรรมชาติ (native form) สวนในวิธี  เอสดีเอส – พอลิอะคริ-
ลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิสและวิธี Substrate – Containing SDS Zymogram gel electrophoresis 
เอนไซมเสียสภาพธรรมชาติ เนื่องจาก SDS ไปทําใหโครงรูปของ tertiary structure ของเอนไซม
เปล่ียนไปเปน primary structure ดังนั้นน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมที่ไดอาจคลาดเคลื่อนจากคาที่
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ควรเปนจริง จากการทดลอง น้ําหนักโมเลกุลของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนโดยวิธี         
เซฟาเดกซ จี -  75 คอลัมนโครมาโตรกราฟ มีขนาดเทากับ 34,700 ดาลตัน  แตจากการหาน้ําหนัก
โมเลกุลโดยใชวิธีเอสดีเอส – พอลิอะคริลาไมด มีน้ําหนักหนักโมเลกุล 38,100 ดาลตัน และวิธี 
Substrate – Containing SDS Zymogram gel มีน้ําหนักโมเลกุล 44,700 ดาลตัน จากการทดลองนี้พบ
วาเอนไซมนิวทรัลโปรติเอสที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลใกลเคียงกับงานวิจัยที่ผานมาเกี่ยวกับการทําให
บริสุทธิ์และศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซมที่ไดจาก Bacillus cereus KCTC 3674  พบวามี        
โปรติเอส 2 ชนิด เมื่อแยกดวย เอสดีเอส - พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส ซ่ึงโปรตีนชนิดที่ 
1 มีน้ําหนักโมเลกุล 36,000 ดาลตันและโปรตีนชนิดที่ 2 มีน้ําหนักโมเลกุล 38,000 ดาลตัน ( Sam 
และคณะ, 2001 ) และยังมีรายงานวา การหาหนวยยอยของเอนไซมโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus sp. 
DJ-1, DJ-2 และ DJ-3 โดยวิธี Zymogram  ในการเปรียบเทียบความสามารถในการยอย substrate 3 
ชนิดคือ casein, fibrin และ gelatin จากการทดลองนี้ไดใช substrate คือ casein ในการหาหนวยยอย
ของเอนไซมโปรติเอสโดยวิธีเอสดีเอส - พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส พบวามีน้ําหนัก
โมเลกุลประมาณ 40,000 - 50,000 ดาลตัน (Nack และคณะ, 2001) 
       
การศึกษาสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี จลนศาสตรของเอนไซมที่บริสุทธิ์บางสวน 

          อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาคือที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส pH 7.0 แตหลังจาก
อุณหภูมิเกิน 80 องศาเซลเซียส เอนไซมจะหมดความสามารถในการทํางานได สําหรับผลของ
อุณหภูมิตอความเสถียรของเอนไซม พบวาการบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส 
เอนไซมยังมีแอคติวิตีเหลืออยู 100 เปอรเซ็นต หลังบมเปนเวลา 20 นาที แตมีแนวโนมลดลงเมื่อบม
เชื้อที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสขึ้นไป จากงานวิจัยของ Yamagata และคณะ (1995) ไดศึกษาความ
เสถียรของเอนไซมวายังมีแอคติวิตีอยู 100 เปอรเซ็นต เมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที ซ่ึงจากการทดลองจะเห็นไดวา นิวทรัลโปรติเอสที่ไดจากการทดลองมีอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการทํางานเชนเดียวกับงานที่ผานมา แตมีความเสถียรของเอนไซมที่ดีกวา คือ เอนไซม
ยังมีแอคติวิตีที่เหลืออยูมากกวาเมื่อใชเวลาในการบมเอนไซมที่นานกวา   

            pH ที่เหมาะสมและ pH ตอความเสถียรของเอนไซมตอการทํางานของนิวทรัลโปรติเอสที่
ผลิตจาก Bacillus cereus  ที่ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมสูงสุดคือที่ pH 7.0 (0.1 M Tris-HCl) 
โดยบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส สําหรับ  pH ตอความเสถียรของเอนไซม พบวาที่ pH 
7.0 เอนไซมจะมีความเสถียรมากที่สุดเมื่อเวลาผานไป 5 นาที แตหลังจากบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส และความเสถียรจะมีแนวโนมลดลงหลังจากเวลาผานไป 15 นาที จากงานวิจัยที่ผาน
มา ไดศึกษา pH ที่เหมาะสมและ pH ตอความเสถียรของเอนไซมตอการทํางานของนิวทรัล           
โปรติเอสที่ผลิตจาก B. cereus KCTC 3674 พบวา มี pH ที่เหมาะสมในการทํางาน คือ 8.0 สวน
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ความเสถียรของ pH ตอการทํางานของเอนไซม เมื่อบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที ยังมีแอคติวิตีเหลืออยู 100 เปอรเซ็นต ดังนั้นอาจกลาวไดวา นิวทรัลโปรติเอสที่ไดจากการ
ทดลองนี้มีคา pH ต่ํากวาและมีความเสถียรตอคา pH ที่นอยกวาเมื่อดูจากคาแอคติวิตีที่เหลืออยู 
แสดงวาเอนไซมนี้ยังไมมีความเสถียรมากพอ  

                    ผลการศึกษาผลของสับสเตรทธรรมชาติและสับสเตรทสังเคราะหตอแอคติวิตีของ
เอนไซม จากตารางที่ 4.8 คา Km ของเอนไซมที่ผลิตจาก Bacillus cereus ระหวาง casein และ 
azocasein พบวา คา Km  ของ casein มีคานอยกวา azocasein แสดงวา นิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก 
Bacillus cereus  มีความชอบตอสับสเตรทที่เปน casein มากกวาคือสามารถจับไดแนนกวา (high 
affinity) สวนนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ก็ใหผลเชนเดียวกัน และ
สําหรับการหาคา         ประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซม (Efficiency) พบวาคา Efficiency 
ของเอนไซมที่ไดจาก Bacillus cereus มีคามากกวาคา Efficiency ของเอนไซมที่ไดจาก Bacillus 
subtilis TISTR25 แสดงวาเอนไซมจาก Bacillus cereus มีประสิทธิภาพการทาํงานทั้ง casein และ 
azocasein มากกวาเอนไซมของ Bacillus subtilis TISTR 25 ซ่ึงแสดงผลดังตารางที่ 4.9 จากรายงาน
ที่ผานมาของ Tony และ Jon(1983) ในการหาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมจากแบคทีเรีย 2 
ชนิดคือ Escherichia coli B-11 และ Klebsiella aerogenes A ในการใชสับสเตรทที่ยอยคือ 
Benzylpenicillin, α-amino-benzylpenicillin, p-hydroxy-α-amino-benzylpenicillin, α-carboxyl-
benzylpenicillin และ 3- thienyl α-carboxy-benzylpenicillin พบวาในสับเสตรท 3 ชนิดแรกพบวา
คา Efficiency ของเอนไซมจาก  Escherichia coli B-11มีคามากกวา Klebsiella aerogenes A แสดง
วามีประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซมที่ดีกวา Klebsiella aerogenes A ดังนั้นการทํางานของ
เอนไซมแตละชนิดที่ผลิตมาจากจุลินทรียที่ตางชนิดกันยอมมีประสิทธิภาพในการทํางานที่แตกตาง
กัน ขึ้นกับความชอบของเอนไซมตอสับเสตรทและอัตราเร็วสูงสุดในการทําปฏิกิริยา เปนตน 

                 การศึกษาตัวเรงการทํางานของเอนไซมจาก Bacillus cereus พบวาการใชแคลเซียม        
อิออนที่มีความเขมขน 10 มิลลิโมลารใน crude enzyme สามารถเรงการทํางานของเอนไซมได 100 
เปอรเซ็นต   สําหรับนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ใหผลเชนเดียวกัน แต
แคลเซียมอิออนไมมีผลในการเรงการทํางานในนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก B. cereus 
และ B. subtilis TISTR 25 ไดมีผูศึกษาโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus sp. Ak.1คือ แคลเซียมอิออน 
ซ่ึงการมีแคลเซียมอิออนจะชวยใหพันธะไดซัลไฟดมีความแข็งแรงมากขึ้น ดังนั้นเอนไซมจึงมีความ
เสถียรมากขึ้น (Helen S.ละคณะ, 2000) จากการทดลองพบวาแคลเซียมอิออนไมมีผลตอการทํางาน
ของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน อาจเนื่องจาก ในโมเลกุลของเอนไซมมีปริมาณแคลเซียมที่
มากพอจากสูตรอาหารของ Raja’s ที่จะทําใหเอนไซมมีความเสถียร และมีรูปรางที่เหมาะสมตอการ
ทํางานอยูแลว สวนใน crude enzyme ของทั้งสองสายพันธุพบวา การที่คาแอคติวิตีจําเพาะที่เหลือ
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อยูของเอนไซมมีคามากขึ้น แสดงวาการเติมแคลเซียมอิออนใน crude enzyme ชวยทําใหเอนไซมมี
รูปรางที่เหมาะสมตอการทํางานมากขึ้น 

            การศึกษาตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซม โดยใชสารคีเลตติ้ง คือ EDTA ที่ความเขมขน      
2 – 10 มิลลิโมลาร พบวา EDTA สามารถยับยั้งการทํางานของนิวทรัลโปรติเอสที่ไดจาก B.cereus 
ไดดีกวานิวทรัลโปรติเอสจาก B.subtilis TISTR แสดงวานิวทรัลโปรติเอสจาก B. cereus เปน        
เมทัลโลโปรติเอส ซ่ึงมีโลหะอยูที่บริเวณเรงของเอนไซม ดังนั้นการศึกษาถึงโลหะที่อยูบริเวณเรง
ของเอนไซมอาจใชวิธี x – ray crystallography เพื่อดูโครงสรางของเอนไซมและทราบถึงโลหะที่อยู
บริเวณเรงได  จากการทดลองนี้การเติม EDTA สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม 100 
เปอรเซ็นต จากงานวิจัยของ Sam และคณะ (2001) พบวาตัวยับยั้งการทํางานของเมทัลโลโปรติเอส
ที่ผลิตจาก Bacillus cereus KCTC คือ EDTA และมีโลหะสังกะสีอยูที่บริเวณเรงของเอนไซม    

          ผลของไอออนโลหะ จากตารางที่ 4.10 พบวาไอออนโลหะสวนใหญมีผลตอการทํางานของ
เอนไซม ซ่ึงจากการเติมไอออนของโลหะ จะทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีจําเพาะที่เหลืออยูลดลง แสดง
วาไอออนของโลหะมีผลตอบริเวณเรงของเอนไซม ซ่ึงอาจทําใหเอนไซมมีรูปรางที่ไมเหมาะสมตอ
การทํางาน หรือไปบดบังบริเวณเรงของเอนไซม จึงสงผลใหแอคติวิตีจําเพาะที่เหลืออยูลดลง 

          การศึกษาอุณหภูมิในการเก็บรักษาเอนไซมที่ภาวะตางๆ จากรูปที่ 4.61 พบวาภาวะที่เหมาะ
สมในการเก็บรักษาเอนไซมคือ การเก็บเอนไซมใน glycerol 10% ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
และ การเก็บเอนไซมในรูปเอนไซมผง (lyophilized) ที่อุณหภูมิหอง แตการเก็บรักษาเอนไซมในรูป
ผง มักมีปญหาในการใชเนื่องจาก อาจเปนสาเหตุในการแพ ทําใหเกิดอาการคัน ไมสะดวกในการใช
งาน และเครื่องมือในการทําเอนไซมเปนผงมีราคาแพง ดังนั้นจึงควรเก็บในรูปสารละลายเอนไซมที่
เติม glycerol 10% ดีกวา ไดมีผูศึกษาเกี่ยวกับการเก็บรักษาเอนไซมในรูปสารละลายเอนไซมและใน
รูปเอนไซมผง พบวาการเก็บรักษาเอนไซมในรูปเอนไซมผงจะสามารถเก็บไวไดนานโดยไมมีการ
สูญเสียแอคติวิตี เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (เกษม พงษมณี, 2536)  
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สรุปผลการทดลอง 

1. การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสจากตัวอยางดินในประเทศไทยจาก 63 ตัวอยางดิน สามารถ
คัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสไดทั้งหมด 12 และสามารถคัดเลือกชนิดของแบคทีเรียที่ผลิต    
โปรติเอสที่ใหคาแอคติวิตีสูงสุดคือแบคทีเรียสายพันธุที่ 6 โดยวิธี azocasein hydrolysis ภาวะที่
เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมคือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส , pH 7.0 แบคทีเรียสาย
พันธุที่ 6 เปนแบคทีเรียจากดินบริเวณกนบอน้ําเค็มรอน จังหวัดกระบี่ จากการจําแนกชนิดของ        
จุลินทรียโดยวิธีทางสัณฐานวิทยา ทางชีวเคมีและการยืนยันผลการจําแนกชนิดของแบคทีเรียทางชีว
เคมีโดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S  ribosomal RNA gene สรุปวาเปน Bacillus 
cereus 

2. การหาภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง Bacillus cereus และการผลิตเอนไซม อุณหภูมิที่เหมาะสม
ในการเลี้ยงเชื้อ อาหารที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อคือ Raja's medium ที่ประกอบดวย เปปโตน 0.5 
กรัม% (w/v) โดยไมเติมกลูโคส แคลเซียมอิออน 0.1 กรัม% (w/v),  ภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง
เชื้อคือ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, pH 7.0 ปริมาณเชื้อเริ่มตนคือ 0.5 เปอรเซ็นต ความเร็วรอบที่
เหมาะสมในการเขยาคือที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

3. การเตรียมเอนไซมโปรติเอสในอาหารเลี้ยงเชื้อ Raja's medium ในสูตรที่ปรับแลว ( CaCl2.2H2O 
1 กรัม, K2HPO4 0.6 กรัม, MgSO4.7H2O 0.5 กรัม, NaCl 0.045 กรัม, peptone 5 กรัม ในปริมาตรทั้ง
หมด 1 ลิตร) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร จํานวน 8 ขวด เก็บเอนไซมหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48       
ชั่วโมง จะไดสารละลายเอนไซม 2,400 มิลลิลิตร มีคาแอคติวิตีจําเพาะของโปรติเอส 0.4 U/mg 
protein จากนั้นนํามาทําใหเขมขนดวยวิธี ultrafiltration มีคาแอคติวิตีจําเพาะเปน 2.0 U/mg protein 
จากนั้นนําไปทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว                    
80 เปอรเซ็นต เอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเปน 3.56 U/mg protein  

4. การศึกษาสมบัติของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนของนิวทรัลโปรติเอสจาก Bacillus 
cereus สําหรับการหาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีเซฟาเดกซ จี-75 คอลัมน นิวทรัล            
โปรติเอสจาก Bacillus cereus มีน้ําหนักโมเลกุล 34,700 ดาลตัน  

5. การศึกษาหนวยยอยและน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยการใชวิธี เอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมด 
เจลอิเลกโทรโฟริซิส นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก Bacillus cereus ใหแถบโปรตีน 4 
แถบ แถบที่ 1 มี น้ําหนักโมเลกุล 63,000 ดาลตัน และ แถบที่ 2 มีน้ําหนักโมเลกุล 54,000 ดาลตัน 
แถบที่ 3 มีน้ําหนักโมเลกุล 46,000 ดาลตัน และแถบที่ 4  มีน้ําหนักโมเลกุล 38,100 ดาลตัน 
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6. การศึกษาหนวยยอยและน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยใชวิธี Substrate -Containing SDS 
Zymogram gel นิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก Bacillus cereus ใหแถบที่เกิดการยอย
โปรตีน 1 แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 44,700 ดาลตัน  

7. อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus cereus คือที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส โดยใหผลเชนเดียวกันทั้ง crude enzyme และ นิวทรัลโปรติเอสที่
บริสุทธิ์บางสวน สําหรับความเสถียรของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนเอนไซมยังไมสูญเสีย
แอคติวิตีเมื่อบมที่อุณหภูมิ 55 - 60 องศาเซลเซียส และแอคติวิตีจะลดลงครึ่งหนึ่งหลังบมเอนไซม 
65 องศาเซลเซียส และมีแนวโนมลดลงเมื่อบมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 

8. pH ที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus cereus คือที่ pH 7.0 
และเอนไซมจะยังคงมีแอคติวิตีในชวง pH  6.0 - 9.0 แต pH ที่เหมาะสมคือ pH 7.0 หลังจากเวลา
ผานไป 15 นาที คาความเสถียรของเอนไซมในทุกๆ pH จะลดลงครึ่งหนึ่ง 

9. สับสเตรทที่เหมาะสมตอการทํางานของนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนจาก Bacillus cereus 
คือ casein สวนประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม (Efficiency) นั้น นิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก 
Bacillus cereus มีประสิทธิภาพในการทํางานไดดีกวานิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis 
TISTR 25 ในสับสเตรตทั้ง 2 ชนิด คือ casein และ azocasein เนื่องจากมีคา Efficiency ที่สูงกวา 

10.ไอออนของโลหะมีผลตอการทํางานของเอนไซมและสารที่ยับยั้งการทํางานของนิวทรัล          
โปรติเอส คือ EDTA โดยมีความเขมขน 2 - 10 มิลลิโมลาร   สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม
ได 100 เปอรเซ็นต ทั้งใน crude enzyme และนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนที่ผลิตจาก 
Bacillus cereus สําหรับนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ที่ใชเปนตัวเปรียบ
เทียบ EDTA สามารถยับยั้งการทํางานของ crude enzyme ได 90 เปอรเซ็นต สวนในนิวทรัล         
โปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวนสามารถยับยั้งการทํางานได 50 เปอรเซ็นต 

11. แคลเซียมอิออนมีความสามารถในการเรงการทํางานของเอนไซมที่ผลิตจาก Bacillus cereus ได 
คือ แคลเซียมคลอไรดที่มีความเขมขน 10 มิลลิโมลาร สามารถเรงการทํางานได 100 เปอรเซ็นตใน 
crude enzyme สวนในนิวทรัลโปรติเอสที่บริสุทธิ์บางสวน แคลเซียมคลอไรดไมมีผลตอการเรงการ
ทํางานของเอนไซม สําหรับนิวทรัลโปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis TISTR 25 ก็ใหผลเชน
เดียวกัน 
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12. ภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเอนไซมคือ การเก็บในรูปสารละลายเอนไซมที่เติม glycerol 
10% เนื่องจากงายตอการใชงานและไมกอใหเกิดฝุนที่อาจกออาการระคายเคือง เหมือนกับเอนไซม
ผง (lyophilized) 
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก ก 
 
สารละลายสําหรับการสกัด DNA 

1. SET buffer ( sucrose 20%, Tris-HCl 50 mM, pH 7.6, EDTA 50 mM ) 
ผสมสารละลายใหเขากันในหลอดแกวไรเชื้อ ( sterile test tube ) จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร 
โดยการเติมน้ํากลั่นที่ไรเชื้อ 
                sucrose 25 %   40   มิลลิลิตร 
   Tris-HCl 1 M, pH 7.6   2.5   มิลลิลิตร 

  EDTA 0.5 M, pH 8.0  5   มิลลิลิตร 
                
               1.1 sucrose 25 %     
               ละลาย sucrose 12.5 g ในน้ํา 40 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 50 ml จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่  
 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   
       
               1.2 Tris-HCl 1M, pH 7.6 (2.5 มิลลิลิตร) 
               ละลาย Tris base 1.21 g ในน้ํากลั่น 8 มิลลิลิตร เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขนประมาณ 0.60 ml ตั้งทิ้งใหสาร
ละลายเย็นจนถึงอุณหภูมิหอง ปรับ pH เปน 7.6 โดย HCl หรือ NaOH ที่เจือจาง ปรับปริมาตร 10 ml ทําใหไรเชื้อโดยนํา
ไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   
       
               1.3. 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
   ละลาย disodium ethylene diamine tetraacetate .2H2O (EDTA) จํานวน 1.861 กรัม ในน้ํา 8 มิลลิลิตร  คนให
ละลายมากที่สุดโดยปรับใหเปน pH 8.0 โดยใส NaOH 0.2 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 1.0 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆา
เชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   
 
2. TEN buffer (Tris-HCl 10 mM pH 7.6 , EDTA 1 mM, NaCl 10 mM) 
     ผสมสารในหลอดแกวไรเชื้อ ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร โดยการเติมน้ํากลั่นที่ไรเชื้อ 
               Tris-HCl 1 M , pH 7.6   0.1   มิลลิลิตร 
  EDTA 0.5 M, pH 8.0   0.02    มิลลิลิตร   
  NaCl 5 M   0.02   มิลลิลิตร 
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3. lysozyme (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ใน TEN buffer 
    ละลาย lysozyme 10 มิลลิกรัม  ใน TEN buffer จํานวน 1 มิลลิลิตร ในหลอดแกวไรเชื้อ 
 
4. SDS 10 % 
    ละลาย sodium dodesyl sulfate (sodium lauryl sulfate) จํานวน 1กรัม ในน้ํา 9 มิลลิลิตรอุนที่ 68 องศาเซลเซียส เพื่อชวย
ใหการละลายเร็วขึ้น ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร  
 
5. sodium acetate 5 M, pH 7.4 
    ละลาย sodium acetate.3H2O 6.8 กรัม ในน้ํา 8 มิลลิลิตร ปรับ pHใหเปน 7.4 โดยการเติม glacial acetic acid ปรับ
ปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   
 
6. 10 X และ 1 X Tris - borate buffer ( 10X TB และ TB ) 
    เตรียม 10 X TB โดยละลาย Tris base 10.8 กรัม boric 5.5 กรัม และ Na2EDTA 0.93 กรัม ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจาง 10X TB นี้ใหเปน TB โดยเติมน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร ลงใน 10X TB จํานวน 
100 มิลลิลิตร 
 
7. agarose 0.7 % 
    ใส agarose 0.7 กรัม ลงใน TB 100 มิลลิลิตร ตมในอางน้ําเดือดพรอมคนเปนครั้งคราวจนละลายหมด ทิ้งไวใหอุณหภูมิ
ลดถึง 50 มิลลิลิตร กอนนําไปเทลงในเจลแชมเบอร 
 
8. tracking dye (0.025 % มิลลิกรัม Ficoll 400 จํานวน 4 กรัม และ SDS 50 มิลลิกรัม) ลงในน้ํากลั่นไรเชื้อจํานวน 8 
มิลลิลิตร หลังละลายหมดปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร 
หมายเหตุ : เครื่องแกวที่ใชเตรียมและเก็บสีติดตามควรผานการทําลายนิวคลีเอสโดยการออโตเคลบ 
 
9.  DNA staining solution (ethidium bromide 2.5 mg/ml) 
     ละลาย ethidium bromide 2.5 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร เก็บไวในขวดสีน้ําตาล  
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     ภาคผนวก ข 
 
1. วิธีเตรียมสารละลายที่ใชในการทํา  เอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส 
    1.1 Stock reagent 
               Acrylamide 30%     29.2   กรัม 
               N,N’ –Methylene-bis-acrylamide   0.8  กรัม 
               ปรับปริมาตรใหเปน 100 ml ดวยนํ้ากลั่น 
      
     1.2 Tris-HCl 5 M pH 8.8 (100 มิลลิลิตร) 
               Tris(hydroxymethyl) – aminomethane   18.17  กรัม 
  ปรับ pH ใหเปน 8.8 ดวย HCl 1 M แลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น 
     . 
     1.3 Tris-HCl 2.0 M pH 8.8 (100 มิลลิลิตร) 

  Tris(hydroxymethyl) – aminomethane   24.2  กรัม 
  ปรับ pH ใหเปน 8.8 ดวย HCl 1 M แลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น 

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

  Tris(hydroxymethyl) – aminomethane   6.06  กรัม 
  ปรับ pH ใหเปน 6.8 ดวย HCl 1 M แลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น 
 

    1.5 Tris-HCl 1.0 M pH 6.8 (100 มิลลิลิตร) 
  Tris(hydroxymethyl) – aminomethane   12.1  กรัม 
  ปรับ pH ใหเปน 6.8 ดวย HCl 1 M แลวปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น 

 
    1.6 solution B (เอสดีเอส – พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส), 100 มิลลิลิตร 
         Tris-HCl 2 M     75  มิลลิลิตร 
    SDS 10 %        4    มิลลิลิตร 
        น้ํากลั่น         21   มิลลิลิตร 
. 
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     1.7 solution C (เอสดีเอส – พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส), 100 มิลลิลิตร 
         Tris-HCl 1 M     50  มิลลิลิตร 
    SDS 10 %        4    มิลลิลิตร 
        น้ํากลั่น         46  มิลลิลิตร      
      
     1.8 tracking dye สําหรับ เอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมดเจลอิเลกโทรโฟริซิส 
    Tris-HCl 1 M, pH 6.8     0.06   มิลลิลิตร 
     glycerol 50 %       2.5   มิลลิลิตร 
   SDS 10%         2.0    มิลลิลิตร  
 β - mercaptoethanol     0.5   มิลลิลิตร 
 bromophenol blue 1%     1.0   มิลลิลิตร 
   น้ํากลั่น      3.4   มิลลิลิตร 
 
     1.9 Electrode buffer (1,000 มิลลิลิตร) 
   Tris(hydroxymethyl) –aminomethane  3.0  กรัม 
   glycine        14.4   กรัม 
   SDS       1.0   กรัม 
  ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มิลลิลิตร (pH สุดทายควรเปน 8.3) 
 
2  วิธีเตรียมสารละลายที่ใชในการทํา non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
     2.1   Tris-HCl 1M, pH 6.8    3.1    มิลลิลิตร 
       glycerol       5.0   มิลลิลิตร 
   bromophenol blue 1%     0.5   มิลลิลิตร  น้ํากลั่น   
   1.4   มิลลิลิตร 
     2.2 Electrode buffer (1,000 มิลลิลิตร) 
   Tris(hydroxymethyl) – aminomethane  3.03  กรัม 
   glycine        14.4   กรัม 
   ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มิลลิลิตร (pH สุดทายควรเปน 8.3) 
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3. วิธีเตรียมสารละลายที่ใชในการยอมสีเจล (comassie brilliant blue staining) 
     3.1 staining solution, 100 มิลลิลิตร 
  comassie brilliant blue R-250    0.1   กรัม 
   methanol      45   มิลลิลิตร 
  acetic acid      10   มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น      45   มิลลิลิตร 
      
      3.2 destaining solution ,100 มิลลิลิตร   
   methanol      10   มิลลิลิตร  
 acetic acid      10   มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น      80   มิลลิลิตร  
   
     
   



 120

      ภาคผนวก ค 
 
1. การหาปริมาณไนโตรเจรทั้งหมดใน peptone โดยวิธี Kjeldahl 
    ชั่ง peptone มา 0.1 และ 0.5 กรัม อยางละ 2 หลอดใสในหลอดตัวอยาง blank 2 หลอด โดยใสน้ํากลั่นแทน peptone 
จากนั้นเติมตัวเรงปฏิกิริยาผสม (โพแทสเซียมซัลเฟต 95 กรัม คอปเปอรซัลเฟต 5 กรัม)ปริมาตร 1 กรัม และเติมกรดซัล
ฟุริกปริมาณ 20 มิลลิลิตร นําไปยอยบนเตาหลุมจนไดสารละลายสีเขียวใส ทิ้งไวใหเย็นแลวเติมน้ํากลั่น 40 มิลลิลิตร 
นําตัวอยางไปกลั่นโดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 40 เปอรเซ็นต จํานวน 85 มิลลิลิตร นําเอาขวดรูป
กรวยใสกรดบอริก 4 เปอรเซ็นต จํานวน 60 มิลลิลิตร ซึ่งเติมอินดิเคเตอร 2 - 3 หยด มารองรับสารละลายที่กลั่นได จน
กระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนเปนสีเขียว แลวจึงนําไปไตเตรทกับสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ทราบความเขมขน
แนนอน    ไตเตรทจนสารละลายเปลี่ยนเปนสีมวงใส  
     คํานวณหาปริมาณไนโตรเจนจากสูตรขางลางนี้ 
               เปอรเซ็นตไนโตรเจน           =        (A-B) x C x 1.4      
                                                                                  V 
     A = ปริมาณกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทตัวอยาง 
     B = ปริมาณกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทแบลงค 
     C = ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริก 
     V = ปริมาตรของตัวอยางที่ใช 
     1.4 = ปริมาณของกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.1 N จํานวน 1 มิลลิลิตรที่สมมูลยกับปริมาณของไนโตรเจน 1.4 
มิลลิกรัม  
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ภาคผนวก ง. 
 

 กราฟมาตรฐานสําหรับการหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี micromethod ของ Bradford ใชความเขมขนของโปรตีนมาตร
ฐาน bovine serum albumin (BSA) ปริมาณ 0 - 10 ไมโครกรัม วัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตรใน
สารละลายบัฟเฟอร pH 6.0 - 12.0  
 

Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Phosphate buffer , pH 6.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Phosphate buffer
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Tris-HCl pH 7.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Tris-HCl pH 8.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Tris-HCl pH 9.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Tris-HCl pH 10.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Glycine-NaOH pH 10.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Glycine-NaOH pH 11.0 
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Standard curve of Bradford assay in 0.1 M Glycine-NaOH pH 12.0 
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ภาคผนวก จ. 
 

กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ของสารละลายไทโรซีน ที่มีความเขมขน 0-
14 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl 0.1 M, pH 7.0 
 
 
 

Standard curve for protein assay in Tris-HCl, pH 7.0
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวอภิรดี อุดมสิน เกิดเมื่อวันที่ 24 สิงหาคม พ.ศ. 2517 ที่จังหวัดนนทบุรี สําเร็จการศึกษา
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ตอในระดับวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร ในปการศึกษา 2542 ปจจุบัน
รับราชการในตําแหนงนักเทคนิคการแพทย หัวหนาแผนกหองปฏิบัติการทางเคมี  ที่โรงพยาบาลธรรมศาสตร
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