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บทคัดย อ 

ความต�องการใช�เอนไซม�โปรติเอสท่ีมีสมบัติเฉพาะท่ีเพิ่มข้ึนในตลาดส&งผลให�นักเทคโนโลยีชีวภาพสนใจท่ีจะ
หาแหล&งผลิตเอนไซม�โปรติเอสชนิดใหม&ท่ีมีสมบัติตามต�องการ แบคทีเรียใต�ทะเลซึ่งอาศัยอยู&ในสภาวะท่ีมีความ
หลากหลายทางชีวภาพและมีการเปล่ียนแปลงทางสภาพแวดล�อมตลอดเวลาจึงเป2นแหล&งผลิตเอนไซม�แหล&งหน่ึงที่
น&าสนใจ โครงการวิจัยน้ีมีเป@าหมายที่จะหาแบคทีเรียใต�ทะเลที่สามารถขับเอนไซม�โปรติเอสศักยภาพสูงออกมานอก
เซลล�ได� จากแบคทีเรียใต�ทะเลจํานวน 12 ไอโซเลทที่คัดแยกได�จากตะกอนทะเลของเกาะจาน แสมสาร ท่ีระดับ
ความลึก 9 และ 24 เมตร พบจํานวน 3 ไอโซเลทที่สามารถผลิตเอนไซม�โปรติเอสได� โดยพบการผลิตเอนไซม�โปรติ-
เอสสูงที่สุด (6.57 ± 0.25 หน&วยต&อมิลลิลิตร) ในแบคทีเรียใต�ทะเลไอโซเลทท่ี 7 ซึ่งมีการระบุชนิดว&าเป2น Bacillus 
megaterium โดยสามารถวัดแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสในอาหารเล้ียงเช้ือได�สูงท่ีสุดหลังจากการบ&มเพาะเช้ือ
เป2นเวลา 15 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 30°C และค&าพีเอชเท&ากับ 6.0 ที่ความเร็วในการเขย&า 250 รอบต&อนาที  เมื่อทํา
บริสุทธ์ิบางส&วนเอนไซม�โปรติเอสโดยการตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความเข�มข�นเกลืออ่ิมตัวร�อยละ  
60-80 และการไดอะไลซิส พบเอนไซม�มีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 125 เท&า โดยมีมวลโมเลกุลสัมพัทธ�ประมาณ 61  
กิโลดาลตัน เมื่อทําปฏิกิริยากับสับสเตรทอะโซเคซีนพบสภาวะท่ีเหมาะสมของเอนไซม�คือ ค&าพีเอชเท&ากับ 8.0 และ
อุณหภูมิเท&ากับ 37°C เอนไซม�มีความเสถียรในช&วงค&าพีเอชเป2นด&าง (ค&าพีเอช 7.0-9.0) เป2นเวลา 6 ช่ัวโมง และที่
อุณหภูมิสูงหลากหลายระหว&าง 60 และ 80°C เป2นเวลา 72 ช่ัวโมง นอกจากน้ียังพบว&าเกลือของโลหะไม&ส&งผล
ยับย้ังการทําปฏิกิริยาของเอนไซม�แต&กับเสริมแอคติวิตี และเอนไซม�ยังมีความเสถียรในสภาวะท่ีมีสารลดแรงตึงผิว 
สารฟอกขาว และตัวทําละลายอินทรีย�ที่ไม&มีขั้ว ความเสถียรต&ออุณหภูมิสูง การชอบทําปฏิกิริยาในสภาวะที่เป2นด&าง 
และความสามารถในการทําปฏิกิริยาในสภาวะท่ีมีเกลือของโลหะ ตัวทําละลายอินทรีย� สารลดแรงตึงผิว และสาร
ซักฟอก สนับสนุนให�เห็นถึงศักยภาพของเอนไซม�โปรติเอสชนิดน้ีในการนํามาเป2นตัวเร&งปฏิกิริยาทางชีวภาพท่ีมี
ประสิทธิภาพสําหรับประยุกต�ใช�ในระดับอุตสาหกรรมต&อไป  

คําสําคัญ  เอนไซม�โปรติเอส, แบคทีเรียใต�ทะเล, Bacillus megaterium, ความเสถียรต&ออุณหภูมิสูง, ความเสถียร
ในตัวทําละลายอินทรีย�, การทนโลหะ, ความเสถียรในสารลดแรงตึงผิว 
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Abstract 
 

Increasing demand of protease with specific properties lead biotechnologists explore a new 
source of protease. Marine bacterium living in wide biological diversity and environmental 
change is one of the popular sources for biotechnologists. This study aims to find a marine 
bacterium secrete high potent protease. Among 12 marine bacteria isolated from marine 
sediments of Koh Chan, Samaesan (9 and 24 meters depth), three were found to produce 
protease. Isolate No.7 showed the highest protease activity (6.57 ± 0.25 U/ml) and was identified 
as Bacillus megaterium. Maximum protease activity of the culture medium was obtained after 
15 h at 30°C and pH 6.0, 250 rpm. The protease was successfully purified 125-fold by 60-80% 
ammonium sulphate precipitation and dialysis. The purified protease possessed a relative 
molecular mass of 61 kDa. Higher protease activity was determined at pH 8.0 and 37 °C with 
azocasein as a substrate. The enzymes was stable at alkali pH (7.0-9.0) for 6 h and at a variety of 
high temperature between 60 and 80 °C for 72 h. Metal ions did not affect the enzyme activity 
in contrast improve the activity. The enzyme was stable in surfactants, bleaching agents and 
hydrophobic solvents. The high temperature stability, alkaliphilic and ability to work in metal 
ions, solvents, surfactants and bleachining agents support the potential of this protease as a 
vigorous biocatalyst for industrial applications.      

Keywords:  protease, marine bacteria, Bacillus megaterium, thermostable, solvent-stable, metal-
tolerant, surfactant stable 
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 ∆  = ผลต&าง 
 %  = ร�อยละ 
 °C  = องศาเซลเซียส 
 ซม.  = เซนติเมตร 
 atm  = Atmosphere 
 Aw  = ค&า Water activity 
 C  = เบสไซโทซีน (Cytosine) 
 CFU  = Colony forming unit 
 DTT  = Dithiothreitol 
 EC  = Enzyme committee 
 EDTA  = Ethylenediaminetetraacetic 
 G  = เบสกวานีน (Guanine) 
 log PO/W = Partition coefficient (octanol/water) 
 OD  = Optical density 
 pH  = ค&าความเป2นกรด-ด&าง, ค&าพีเอช 
 PMSF  = Phenylmethylsulfonyl fluoride 
 ppt  = Part per ton 
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บทท่ี 1 
 

บทนาํ 
 

1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปYญหา  

การขยายตัวในปvจจุบันของภาคอุตสาหกรรมอย&างต&อเน่ือง ส&งผลให�เกิดการแข&งขันด�านเศรษฐกิจเพิ่มมากข้ึน
และเพื่อเพิ่มความคุ�มค&าทางเศรษฐกิจของภาคอุตสาหกรรมน้ันๆ ปvจจัยสําคัญท่ีส&งผลต&อผลกําไรในการผลิตคือ การ
ลดต�นทุนการผลิตและเพิ่มกําลังการผลิตให�ได�สูงท่ีสุด เอนไซม�จัดเป2นตัวเร&งปฏิกิริยาทางชีวภาพท่ีผู�ประกอบการ
ภาคอุตสาหกรรมให�ความสนใจใช�เป2นตัวเร&งปฏิกิริยา เน่ืองจากสามารถให�ผลผลิตปริมาณสูงในระยะเวลาอันส้ันเมื่อ
เทียบกับกระบวนการผลิตปกติที่ใช�สารเคมีเป2นตัวเร&งปฏิกิริยา และยังมีข้ันตอนในการแยกผลิตภัณฑ�ออกจาก
ปฏิกิริยาให�มีความบริสุทธ์ิท่ีสามารถทําได�ง&ายกว&าการใช�สารเคมีในการเร&งปฏิกิริยา รวมทั้งไม&ทําให�เกิดมลพิษต&อ
ส่ิงแวดล�อม (Ranganathan et al., 2008; Dizge and Keskinler, 2008) ซึ่งหน่ึงในชนิดเอนไซม�ท่ีนิยมนํามาใช�
และมีความต�องการในตลาดสูงคือ เอนไซม�กลุ&มไฮโดรเลส (hydrolytic enzymes) 

เอนไซม�กลุ&มไฮโดรเลส เป2นเอนไซม�ที่สามารถเร&งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) สลายพันธะท่ีเกิดข้ึน
ภายในโมเลกุลของสับสเตรท ซึ่งชนิดของเอนไซม�ไฮโดรเลสท่ีนิยมใช�ในระดับอุตสาหกรรมสูงที่สุด ได�แก& เอนไซม� 
โปรติเอส (protease) และเอนไซม�ไลเพส (lipase) ที่เร&งปฏิกิริยาการสลายพันธะเพปไทด� (peptide bond) และ
พันธะเอสเทอร� (ester bond) ภายในโมเลกุลของโปรตีนและลิพิด ตามลําดับ และยังสามารถนํามาใช�เร&งปฏิกิริยา
ย�อนกลับของปฏิกิริยาการสลาย คือ ปฏิกิริยาการสร�างพันธะเพปไทด�และปฏิกิริยาการสร�างหรือเคล่ือนย�ายพันธะ
เอสเทอร� ตามลําดับ ในสภาวะที่ปราศจากนํ้า คือ ในสภาวะที่มีตัวทําละลายอินทรีย� (organic solvent) หรือใน
สภาวะของไหลซุปเปอร�คริติคอล (supercritical fluid) ได�  

โดยท่ัวไปแหล&งผลิตเอนไซม�โปรติเอสและเอนไซม�ไลเพสในระดับอุตสาหกรรมมักได�มาจากจุลินทรีย�มากกว&า
พืชและสัตว� เน่ืองจากจุลินทรีย�สามารถเจริญได�เร็วและเล้ียงง&ายกว&าพืชหรือสัตว� ท่ีการเพาะเล้ียงน้ันข้ึนกับสภาพ
ภูมิอากาศและการเก็บเก่ียว รวมท้ังเป2นการประหยัดพื้นท่ีในการผลิตและให�ปริมาณเอนไซม�สูงกว&าด�วย (Macrae 
and Hammond, 1985) ในช&วงสิบป6ท่ีผ&านมาแบคทีเรียกลุ&มใหม&ในกลุ&มเอ็กทรีโมไฟล� (extremophile) ท่ีสามารถ
เจริญในสภาวะที่รุนแรง เช&น ความดันสูง สภาวะท่ีมีเกลือความเข�มข�นสูงและมีตัวทําละลายอินทรีย�ผสมได�รับความ
นิยมเพิ่มมากข้ึนในหมู&นักวิจัยและนิยมนํามาใช�เป2นแหล&งผลิตเอนไซม�กลุ&มไฮโดรเลสท่ีมีคุณลักษณะเฉพาะ ได�แก& มี
ความสามารถในการเร&งปฏิกิริยาในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง ความเค็ม และตัวทําละลายอินทรีย� ซึ่งเป2นคุณลักษณะ
พึงประสงค�ของตัวเร&งปฏิกิริยาทางชีวภาพท่ีนิยมใช�ในระดับอุตสาหกรรม (Sellek & Chaudhuri, 1999; Gupta & 
Khare, 2009; Sardessai & Bhosle, 2002; Bont, 1998) และได�เคยมีรายงานถึงการผลิตเอนไซม�โปรติเอสและ
เอนไซม�ไลเพสท่ีมีคุณลักษณะดังกล&าวจากแบคทีเรียบางชนิดในกลุ&มน้ีจํานวนหน่ึง (Sellek & Chaudhuri, 1999; 
Khmelnitsky et al., 1988; Klibanov, 2001; Ogino & Ishikawa, 2001; Gupta & Khare, 2009; Sardessai 
& Bhosle, 2002; Bont, 1998) จากความจริงดังกล&าวประกอบกับข�อเท็จจริงที่ว&าสภาวะใต�ทะเลลึกน้ันเป2นสภาวะ
ที่มีความหลากหลายทางกายภาพที่ไม&เหมาะต&อการเจริญของส่ิงมีชีวิตปกติ และแบคทีเรียที่สามารถเจริญอยู&ใต�
ทะเลลึก (deep sea) หรือตัวอย&างโคลนทะเล (marine mud) น้ัน มักผลิตเอนไซม�ที่มีคุณลักษณะพึงประสงค�
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ดังกล&าวได� (Sardessai & Bhosle, 2002) ทําให�ผู�วิจัยสนใจที่จะคัดแยกแบคทีเรียใต�ทะเลที่สามารถผลิตเอนไซม�
กลุ&มไฮโดรเลส โดยมุ&งเป@าไปท่ีการผลิตเอนไซม�โปรติเอสและ/หรือเอนไซม�ไลเพส ซึ่งมีการประยุกต�ใช�มากในระดับ 
อุตสาหกรรม โดยสนใจที่จะทําการคัดแยกแบคทีเรียใต�ทะเลจากตะกอนใต�ทะเลตะวันออก ซึ่งอาจเป2นที่รวมของนํ้า
ทิ้งที่มีการระบายลงสู&ทะเลของโรงงานอุตสาหกรรมในบริเวณใกล�เคียง เช&น นิคมอุตสาหกรรมอมตะนคร นิคม
อุตสาหกรรมป��นทอง นิคมอุตสาหกรรมแหลมฉบัง และนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุต เป2นต�น รวมท้ังทําบริสุทธ์ิและ
ศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม�โปรติเอสและ/หรือเอนไซม�ไลเพสท่ีผลิตได�จากแบคทีเรียใต�ทะเลที่คัดแยกได� 
เพื่อเป2นข�อมูลพื้นฐานในการนําไปประยุกต�ใช�สําหรับเป2นแหล&งผลิตเอนไซม�แหล&งใหม&สําหรับอุตสาหกรรมต&อไป 

1.2 วัตถุประสงค�ของการวิจัย 
1. เพื่อคัดเลือกและจําแนกสายพันธุ�แบคทีเรียใต�ทะเลที่สามารถผลิตเอนไซม�กลุ&มไฮโดรเลสโดยมุ&งเน�นที่

เอนไซม�โปรติเอสและ/หรือเอนไซม�ไลเพสท่ีชอบอุณหภูมิสูง ทนเกลือ และมีความเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย� 
2. เพื่อหาองค�ประกอบของอาหารเล้ียงและสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซม�โปรติเอสและ/หรือ

เอนไซม�ไลเพสจากแบคทีเรียใต�ทะเลที่คัดเลือกได� 
3. เพื่อทําบริสุทธ์ิและศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม�โปรติเอสและ/หรือเอนไซม�ไลเพสที่คัดแยกได� 
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บทท่ี 2 
  

การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข�อง 
 

2.1 ทฤษฏีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข�อง 

2.1.1 นิเวศวิทยาทางทะเล (ศิริพรรณ สารินทร�, 2550) 

นิเวศวิทยาของบริเวณทะเลเป�ด (pelagic) จะประกอบด�วยส่ิงมีชีวิตทั้งขนาดใหญ&และขนาดเล็กหลาย
ชนิด แต&จะไม&มีส่ิงมีชีวิตช้ันสูงอยู&เลย ผลผลิตเบ้ืองต�นท่ีเกิดข้ึนจะมาจากพวกสาหร&ายขนาดเล็กและจุลินทรีย� โดย
จะพบจุลินทรีย�จํานวนมากในนํ้าทะเลบริเวณชายฝv�ง บริเวณท่ีมีการหมุนเวียนสารอาหารข้ึนสู&ผิวนํ้า (up-welling) 
และบริเวณปากแม&นํ้า (estuarine) ซ่ึงบริเวณที่พบจุลินทรีย�จํานวนมากน้ีพบว&า จุลินทรีย�พวกเฮเทอโรโทรฟ�ก 
แบคทีเรีย (heterotrophic bacteria) จะอาศัยอยู&กับสาหร&ายหรือเกาะอยู&กับเศษซากต&าง ๆ ที่แขวนลอยอยู&ในนํ้า  
เน่ืองจากเป2นแหล&งอาหารที่อุดมสมบูรณ�กว&านํ้าทะเลในบริเวณทะเลเป�ดท่ีมีปริมาณสารอินทรีย�ตํ่า นอกจากน้ียังพบ
จุลินทรีย�เป2นจํานวนมากในดินตะกอน (107-108 ต&อกรัม) ท่ีความลึกประมาณ 2-3 เซนติเมตรแรกของความหนา
ของดินตะกอน ท้ังน้ีเพราะปริมาณสารอาหารท่ีมีมากอยู&ในดินตะกอนช้ันบนๆ จุลินทรีย�บางชนิดท่ีเจริญในพื้นผิวนํ้า
จะเคล่ือนท่ีข้ึนลงไปมาและบางคร้ังก็เกาะติดกับอนุภาคของตะกอนท่ีแขวนลอยอยู& ซ่ึงจุลินทรีย�กลุ&มน้ีก็เป2นแหล&ง
อาหารของส่ิงมีชีวิตต&างๆ ท่ีอาศัยอยู&ในบริเวณทะเลเป�ด 

2.1.2 จุลินทรีย�ในทะเล (ศิริพรรณ สารินทร�, 2550) 

จุลินทรีย�ในทะเล โดยความหมายท่ีแท�จริงแล�วคือ จุลินทรีย�ที่ต�องสามารถเจริญได�ในนํ้าท่ีมีความเค็ม
ประมาณ 20-40 ppt และมีโซเดียมคลอไรด�เป2นองค�ประกอบ ซ่ึงจุลินทรีย�ในทะเลจะต�องอาศัยไอออนท่ีอยู&ในนํ้า
ทะเลรักษาความสมดุลและการทํางานที่เหมาะสมของเซลล�เมมเบรน เช&น โซเดียมและคลอไรด�ไอออนจะจําเป2นต&อ
กระบวนการขนส&งแบบแอคทีฟ (active transport) ของเซลล� จุลินทรีย�ในทะเลบางชนิดจะมีเซลล�เมมเบรนหลาย
ช้ันอยู&ล�อมรอบตัวเซลล� นอกจากน้ีจุลินทรีย�ในทะเลยังต�องสามารถเจริญได�ในที่ท่ีมีสารอาหารตํ่าอย&างเช&นใน
มหาสมุทร และยังมีเซลล�ขนาดเล็ก มีปริมาณดีเอ็นเอตํ่า แต&มีความสามารถในการนําสารอาหารเข�าสู&เซลล�ได�สูง  
ดังน้ันจุลินทรีย�ในทะเลส&วนใหญ&จึงเป2นพวกที่เจริญได�ในที่ท่ีมีสารอาหารตํ่า (obligately oligotrophic) ท่ีสามารถ
เจริญได�ในสภาพแวดล�อมท่ีมีอุณหภูมิตํ่า (psychro-philic หรือ psychrotrophic) ยกเว�นจุลินทรีย�ท่ีเจริญอยู&ในผิว
นํ้าทะเลเขตอบอุ&นหรือบริเวณร&องนํ้าอุ&น (thermalvent) ส&วนแบคทีเรียที่ เจริญในร&องนํ้าลึก (deep-sea 
trenches) ก็จะต�องทนต&อแรงดันสูงได� (barotolerant หรือ barophilic bacteria) 

แบคทีเรียในทะเลส&วนใหญ&จะเป2นพวกแกรมลบ (gram-negative) ท่ีสามารถเคล่ือนที่ได� และเป2นพวก
แอโรป (aerobes) หรือแฟคัลเททีฟ แอนาโรป (facultative anaerobes) ได�แก&  Pseudomonas, Vibrio, 
Flavobacterium, Spirillum, Alcaligenes, Hyphomicrobium, Cytophaga, Microcuclus และ 
Actinomycetes ส&วนพวกแกรมบวก (gram-positive) ท่ีพบมากได�แก& Bacillus ซึ่งมักพบในดินตะกอน และพวก
แอนาโรป เช&น Desulflovibrio และ Methanogens ซ่ึงพบในช้ันดินตะกอนลึก  นอกจากน้ียังมีแบคทีเรียพวก 
คีโมลิโทโทรฟ�ค (chemolithotrophic) ท่ี เ ก่ียวข�องกับวัฏจักรไนโตรเจนในทะเล  เช&น Nitrosococcus, 
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Nitrococcus, Nitrosomonas, Nitrospina และ Nitrobacter นอกจากจะพบแบคทีเรียในนํ้าทะเลแล�วยังพบใน
สัตว�ทะเลต&าง ๆ อีกด�วย เช&น ในปลา กุ�ง ปู หอย เป2นต�น 

2.1.3 บทบาทของจุลินทรีย�ในทะเล (ศิริพรรณ สารินทร�, 2550) 

2.1.3.1 การย&อยสลายสารอินทรีย� 

จุลินทรีย�ในทะเลมีบทบาทสําคัญในการย&อยสลายสารอินทรีย�ต&าง ๆ สารอินทรีย�ประมาณ 
ร�อยละ 60 จะถูกย&อยสลายเป2นแร&ธาตุต&าง ๆ ส&วนอีกร�อยละ 40 จะเปล่ียนเป2นสารประกอบของเซลล�จุลินทรีย�
สารอินทรีย�ท่ีถูกย&อยสลายได�เร็ว ได�แก& กรดอะมิโนและคาร�โบไฮเดรตท่ีมีโครงสร�างไม&ซับซ�อน ส&วนไขมันและพอลิ-
แซคคาไรด�ที่ซับซ�อนมาก ๆ จะถูกย&อยสลายอย&างช�า ๆ 

2.1.3.2 การเปล่ียนแปลงของวัฏจักรสารในทะเล 

แบคทีเรียในทะเลช&วยให�เกิดการเปล่ียนแปลงในวัฏจักรสารต&าง ๆ ที่สําคัญคือ วัฏจักร
ไนโตรเจน แบคทีเรียในทะเลหลายชนิดสามารถตรึงก�าซไนโตรเจนได� โดยผลผลิตแอมโมเนียท่ีได�จะถูกเปล่ียนแปลง
ในกระบวนการไนไตรฟ�เคชัน (nitrification) นอกจากน้ีแอมโมเนียท่ีได�จะมีความสัมพันธ�กับวัฏจักรของคาร�บอน
โดยจะถูกนําไปเป2นวัตถุดิบสังเคราะห�สารประกอบอินทรีย�ของไนโตรเจนและสารอนินทรีย�ต&าง ๆ แต&อย&างไรก็ตาม
แบคทีเรียในทะเลยังไม&สามารถทําให�เกิดการเปล่ียนแปลงของวัฏจักรไนโตรเจนท่ีสมบูรณ�ได�เมื่อเทียบกับวัฏจักร
ไนโตรเจนในดิน สําหรับวัฏจักรกํามะถัน มีแบคทีเรียในทะเลหลายชนิดที่สามารถย&อยสลายโปรตีนแล�วให�ก�าซ
ไฮโดรเจนซัลไฟด�  นอกจากน้ีการย&อยสลายสารอินทรีย�ของกํามะถันในสภาวะที่ ไม& มีออกซิ เจนก็จะให�
ไฮโดรเจนซัลไฟด�ออกมาด�วย จากน้ันแบคทีเรียพวกท่ีเปล่ียนไฮโดรเจนซัลไฟด�เป2นซัลเฟต โดยกระบวนการรีดักชัน
ก็จะทํางานต&อ ส&วนแบคทีเรียท่ีสังเคราะห�แสงได�ก็จะใช�ไฮโดรเจนซัลไฟด�เป2นวัตถุดิบในการสังเคราะห�แสงและให�
กํามะถันคืนกลับมา 

2.1.3.3 การเกิดโรค   

จุลินทรีย�หลายชนิดในทะเลสามารถก&อโรคต&าง ๆ กับสัตว�ทะเลได�  นอกจากน้ีจุลินทรีย�ในทะเล
บางชนิดยังอาศัยสัตว�ทะเลเป2นพาหะในการทําให�เกิดโรคกับมนุษย� เช&น โรคอาหารเป2นพิษท่ีเกิดจาก Vibrio 
parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Salmonella และ Clostridium botulinum เป2นต�น  

2.1.4 การระบุชนิดของจุลินทรีย� (นงลักษณ� สุวรรณพินิจ และปรีชา สุวรรณพินิจ, 2539) 

การระบุชนิดของจุลินทรีย�มีการจัดลําดับอย&างเป2นระบบ ซึ่งจําเป2นจะต�องรู�ลักษณะของจุลินทรีย�ก&อน
โดยบอกถึงความสัมพันธ�และความแตกต&างระหว&างส่ิงมีชีวิตต&าง ๆ ตามทฤษฎีวิวัฒนาการของชาร�ลส� ดาร�วิน ซึ่ง
กล&าวไว�ว&าส่ิงมีชีวิตที่มีลักษณะต&าง ๆ คล�ายกันเป2นผลเน่ืองจากสืบทอดมาจากบรรพบุรุษร&วมกัน  ดังน้ันการจัด
ส่ิงมีชีวิตเป2นหมวดหมู& จึงแสดงให�เห็นถึงความสัมพันธ�ทางสายวิวัฒนาการของส่ิงมีชีวิตได� โดยทั่วไปลักษณะที่
สําคัญของจุลินทรีย�ท่ีใช�เป2นหลักเกณฑ�ในการระบุชนิด ได�แก& 

2.1.4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphological characteristics)   

จะทําการศึกษาจากเช้ือบริสุทธ์ิ โดยดูจากขนาด รูปร&าง โครงสร�างของเช้ือจุลินทรีย� เน่ืองจาก
แต&ละเซลล�มีขนาดเล็กมากมีหน&วยเป2นไมโครเมตร ในการศึกษาจึงต�องใช�กล�องจุลทรรศน�ที่มีกําลังขยายประมาณ 
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1,000 เท&า และยังต�องใช�กล�องจุลทรรศน�อิเล็กตรอนท่ีให�รายละเอียดมากข้ึน ท้ังน้ีรูปร&างลักษณะของเซลล�ไม&ได�
บอกถึงความสัมพันธ�ทางวิวัฒนาการมากนัก แต&อาจใช�ในการระบุชนิดของแบคทีเรียได� เช&น โครงสร�างของเอนโด-
สปอร� (endospore) หรือ แฟลกเจลลา (flagella) เป2นต�น 

2.1.4.2 องค�ประกอบทางเคมีของเซลล� (chemical composition) 

เซลล�ของจุลินทรีย�ประกอบด�วยสารอินทรีย�แตกต&างกันมากมาย เช&น การมีลิโพพอลิแซ็กคา-
ไรด� (lipolysaccharide) ที่ผนังเซลล�เป2นลักษณะของแบคทีเรียแกรมลบ แต&แบคทีเรียแกรมบวกไม&มี หรือ 
แบคทีเรียแกรมบวกมีกรดไทโคอิก (teichoic acid) ท่ีผนังเซลล�ซึ่งแบคทีเรียแกรมลบไม&มี เป2นต�น 

2.1.4.3 ลักษณะของการเล้ียงเช้ือ (cultural characterization) 

จุลินทรีย�แต&ละชนิดต�องการสารอาหารแตกต&างกัน เช&น บางชนิดเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือใน
ห�องปฏิบัติการได� บางชนิดเล้ียงในอาหารท่ีมีสารอนินทรีย�เท&าน้ัน แต&บางชนิดต�องการสารอินทรีย�หลายชนิด เช&น 
กรดอะมิโน นํ้าตาล พิริมิดีน วิตามิน และโคเอนไซม� เป2นต�น 

จุลินทรีย�ย&อมมีความต�องการสภาพแวดล�อมในอาหารเจริญท่ีแตกต&างกัน เช&น สภาวะท่ีมี
อุณหภูมิสูงหรืออุณหภูมิตํ่า และก�าซก็มีความจําเป2น เน่ืองจากบางชนิดจําเป2นต�องใช�ออกซิเจนในการเจริญ แต&บาง
ชนิดไม&จําเป2นต�องใช� นอกจากน้ีจุลินทรีย�แต&ละชนิดยังมีลักษณะการเจริญท่ีแตกต&างกัน เช&น เล้ียงในอาหารเหลวมี
การกระจายมาก หรือตกตะกอนท่ีก�นหลอด หรือเป2นฟ�ล�มบาง ๆ ท่ีผิวหน�าอาหาร ส&วนในอาหารแข็งจะเจริญเป2น
โคโลนีท่ีมองเห็นได�ด�วยตาเปล&า ซึ่งจะมีลักษณะแตกต&างกัน เช&น ขนาด รูปร&าง ลักษณะ เน้ือสัมผัส ความหนืด สี  
และลักษณะปรากฏท่ีแตกต&างกัน 

2.1.4.4 ลักษณะของเมแทบอลิซึม (metabolic characterization)  

เมแทบอลิซึม (metabolism) คือ ปฏิกิริยาทางเคมีท่ีทําให�เกิดกระบวนการดํารงชีวิตของเซลล�  
ปฏิกิริยาน้ีจะแตกต&างกันตามชนิดของจุลินทรีย� เช&น จุลินทรีย�บางชนิดต�องใช�พลังงานจากแสง หรือบางชนิดใช�จาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารอินทรีย�หรือสารอนินทรีย� นอกจากน้ีวิถีในการสังเคราะห�องค�ประกอบต&าง ๆ ของเซลล�
ก็แตกต&างกัน 

2.1.4.5 ลักษณะทางพันธุกรรม (genetic characterization) 

สารพันธุกรรมในเซลล�จะมีลักษณะคงท่ีและเกิดการเปล่ียนแปลงได�น�อย ดังน้ันจึงนํามาช&วยใน
การจัดจําแนกจุลินทรีย�ได�โดยศึกษาจาก 

2.1.4.5.1 องค�ประกอบของเบสในสายดีเอ็นเอ (DNA base composition) 

ดีเอ็นเอประกอบด�วยคู&ของเบส คือ กวานีน (guanine) คู&กับไซโตซีน (cytosine) 
และอะดีนีน (adenine) คู&กับไทมีน (thymine) ซ่ึงจํานวนของเบสในดีเอ็นเอคิดเป2นร�อยละของกวานีนกับไซโทซีน
รวมกันที่เรียกว&าร�อยละโมล G+C (mole %G+C) ซึ่งจะแตกต&างกันไปตามชนิดของจุลินทรีย�ต้ังแต&ร�อยละ 23 ถึง 
ร�อยละ 75 
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2.1.4.5.2 ลําดับของนิวคลีโอไทด� (nucleotide sequence) ในสายดีเอ็นเอ 

เป2นหลักเกณฑ�ท่ีสําคัญท่ีสุดในการจัดหมวดหมู&จุลินทรีย� เน่ืองจากลําดับนิวคลีโอ-
ไทด�ในสายดีเอ็นเอน้ันจะมีความจําเพาะกับชนิดของจุลินทรีย� 

2.1.4.6 ลักษณะทางนิเวศวิทยา (ecological characterization) 

ถ่ินที่อยู&ของจุลินทรีย� มีความสําคัญในการบอกลักษณะของจุลินทรีย�น้ัน ๆ เน่ืองจากจุลินทรีย�
บางชนิดสามารถอยู&อย&างกระจายท่ัวไปในธรรมชาติ แต&บางชนิดจะจํากัดท่ีอยู&ในบางบริเวณเท&าน้ัน 

2.1.4.7 ปฏิกิริยาชีวเคมีเบ้ืองต�น 

2.1.4.7.1 การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม�คะตะเลสของแบคทีเรีย (catalase 
test) 

โดยปกติในขบวนการหายใจแบบใช�ออกซิเจน อะตอมของไฮโดรเจนจะรวมตัวกับ
ออกซิเจน ทําให�เกิดไฮโดรเจนเปอร�ออกไซด� (H2O2) ซึ่งเป2นอันตรายกับเซลล� แต&แบคทีเรียส&วนใหญ&สามารถผลิต
เอนไซม�คะตะเลสเพื่อย&อยสลายไฮโดรเจนเปอร�ออกไซด�ให�ออกซิเจนและนํ้าได� ดังน้ันในการทดสอบว&าแบคทีเรีย
สามารถผลิตเอนไซม�คะตะเลสได�หรือไม& ทําได�โดยการใส&ไฮโดรเจนเปอร�ออกไซด�ลงในอาหารเล้ียงเช้ือแล�วสังเกตดู
การเกิดก�าซ ถ�าให�ก�าซแสดงว&าให�ผลบวก 

2.1.4.7.2 การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม�ออกซิเดสของแบคทีเรีย (oxidase 
test) 

แบคทีเรียท่ีต�องใช�ออกซิเจนในการเจริญ (aerobic bacteria) มีขบวนการออกซิเด-
ทีฟฟอสโฟริเลชัน (oxidative phosphorylation) สําหรับขบวนการหายใจและสร�างพลังงานในระหว&างที่
ขบวนการน้ีเกิดข้ึน จะมีการถ&ายเทอิเล็กตรอนให�แก&ออกซิเจนโดยผ&านลูกโซ&ขนส&งอิเล็กตรอนซ่ึงอาศัยการทํางาน
ของไซโตโครม (cytochrome) ได�ผลิตภัณฑ�คือนํ้า ในแบคทีเรียมีไซโตโครมมากมายท่ีทําหน�าท่ีเป2นเอนไซม�ออกซิ-
เดสตัวสุดท�ายในการถ&ายเทอิเล็กตรอนให�ออกซิเจน 

การตรวจสอบเอนไซม�ออกซิเดสจะใช�รีเอเจนต�สองชนิดคือ เททราเมทิล-พารา- 
ฟ�นิลีนไดอะมีน ไดไฮโดรคลอไรด� (tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride) หรือไดเมทิล-พารา-
ฟ6นิลีนไดอะมีนไดไฮโดรคลอไรด� (dimethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride) ซ่ึงปกติไม&มีสีและจะมีสี
ม&วงหรือสีนํ้าเงินเข�มเมื่อถูกออกซิไดซ� ดังน้ันแบคทีเรียท่ีมีเอนไซม�ออกซิเดสจะสามารถออกซิไดส�รีเอเจนต�เหล&าน้ีทํา
ให�เห็นเป2นสีนํ้าเงินเข�ม 

2.1.4.7.3 การทดสอบการใช�นํ้าตาลชนิดต&าง ๆ ในสภาวะท่ีมีหรือไม&มีออกซิเจน (oxidation-
fermentation test) 

การใช� นํ้าตาลเหล&า น้ีจะได�กรดหรือกรดและก�าซ โดยใช�อาหารเ ล้ียงเ ช้ือที่
ประกอบด�วยโปรตีนเล็กน�อย โซเดียมคลอไรด� บัฟเฟอร� อินดิเคเตอร� วุ�น และคาร�โบไฮเดรต โปรตีนท่ีใส&ลงไปเพียง
เล็กน�อยเพื่อหลีกเล่ียงการเกิดด&างท่ีได�จากการย&อยสลายโปรตีนจากขบวนการดีอะมิเนชัน (deamination) 
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2.1.4.7.4 การทดสอบความสามารถในการเคล่ือนที่ (motile test) 

เน่ืองจากเช้ือที่มีแฟลกเจลลาจะสามารถเคล่ือนที่ออกจากบริเวณเดิมไปยังบริเวณ
ใหม& ซึ่งจะเกิดการเจริญและแบ&งตัวยังบริเวณน้ันต&อไป ดังน้ันถ�าต�องการทดสอบเพื่อให�เห็นลักษณะการเจริญของ
แบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือได�อย&างชัดเจน จะมีการใส&ไทฟ6นิลเททราโซเลียมคลอไรด� (2,3,5 triphenyl-
tetrazolium  chloride; TTC) ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ แบคทีเรียที่เจริญทวีจํานวนจะนํา TTC ซ่ึงไม&มีสีเข�าสู&เซลล�  
แล�วรีดิวซ� TTC เป2นตะกอนของเม็ดสีแดง ให�เห็นตรงบริเวณท่ีมีการเจริญทวีจํานวนของแบคทีเรีย 

2.1.5 ปYจจัยทางกายภาพที่ส งผลต อการเจริญของจุลินทรีย� (ดวงพร คันธโชติ, 2545) 

สภาวะแวดล�อมส&งผลโดยตรงต&ออัตราการเจริญและการตายของจุลินทรีย�และจะมีความแตกต&างกัน ไม&
ว&าจะเป2นในห�องปฎิบัติการหรือในธรรมชาติต&างก็มีปvจจัยทางกายภาพที่ควบคุมอัตราการเจริญหรือการตายของ
จุลินทรีย� ในธรรมชาติเป2นสภาวะท่ีไม&สามารถควบคุมพารามิเตอร�ทางส่ิงแวดล�อมได� แต&ในห�องปฎิบัติการเป2นไปได�
ที่จะควบคุมพารามิเตอร�เหล&าน้ัน ทําให�เกิดสภาวะที่เหมาะสมต&อการเจริญของจุลินทรีย�ได� เม่ือพิจารณาถึงปvจจัย
ทางกายภาพที่มีผลต&อการเจริญของจุลินทรีย� พบว&ามีปvจจัยหลักที่ส&งผลอยู& 5 ปvจจัย ได�แก& 

2.1.5.1 ค&าพีเอช 

อัตราการเจริญของจุลินทรีย�ข้ึนกับค&าพีเอชมาก เพราะค&าพีเอชจะส&งผลต&อธรรมชาติของ
โปรตีน ประจุของกรดอะมิโนในสายพอลิเพปไทด� (polypeptide chain) มีอิทธิพลต&อโครงสร�างและหน�าท่ีของ
โปรตีน ปกติเอนไซม�จะเสียสภาพที่ค&าพีเอชตํ่ามากหรือสูงมาก บทบาทของค&าพีเอชต&ออัตราการเจริญของจุลินทรีย�
จุดที่สําคัญแรกสุดคือค&าพีเอชเริ่มต�นของอาหารเล้ียงเช้ือจะต�องปรับให�เหมาะต&อการเจริญของเช้ือ และติดตามการ
เปล่ียนแปลงของค&าพีเอช เพื่อท่ีจะได�มีการควบคุมค&าพีเอชให�เช้ือเจริญจนถึงจุดสูงสุดและใช�สารอาหารได�หมด การ
ควบคุมค&าพีเอช หรือการป@องกันการเปล่ียนแปลงของค&าพีเอช ให�เกิดการเปล่ียนแปลงเพียงเล็กน�อยได� โดยการเติม
สารปรับสภาพความเป2นกรด-ด&าง (buffer agent) ลงในอาหาร 

ช&วงการทนต&อค&าพีเอชของจุลินทรีย�จะแตกต&างกันไปข้ึนกับประเภทของจุลินทรีย� ซึ่งแบคทีเรีย
ส&วนใหญ&จะเจริญได�ดีที่ค&าพีเอช 6-9 แม�ว&าแบคทีเรียส&วนใหญ&ไม&สามารถเจริญได�ท่ีค&าพีเอชตํ่า แต&ก็มีข�อยกเว�น
สําหรับแบคทีเรียที่ทนกรดซ่ึงค&าพีเอชเท&ากับ 0.8 ก็สามารถเจริญได� แบคทีเรียท่ีชอบกรด (acidophile) สามารถ
เจริญได�ดีที่ค&าพีเอชตํ่า แบคทีเรียเหล&าน้ีมีการปรับตัวของระบบสรีรวิทยาในส&วนของเอนไซม�และกิจกรรมการขนส&ง
ที่เย่ือหุ�มเซลล�ให�สามารถทํางานได�ที่ค&าพีเอชตํ่า โดยมีค&าพีเอชท่ีเหมาะสมต&อการเจริญอยู&ระหว&าง 2 และ 4 เซลล�
พวกน้ีจะรักษาสภาพไซโทพลาสซึมให�มีค&าพีเอชเท&ากับ 6.0 หรือสูงกว&า การรักษาผลต&างของค&าพีเอชจะอยู&ที่ 
ทรานส�เมมเบรน  โดยข้ึนอยู&กับพลังงานและความต&างศักย�ไฟฟ@าของทรานส�เมมเบรน  Escherichia coli และโพร-
คาริโอตอ่ืน ๆ มีค&าพีเอชที่เหมาะสมต&อการเจริญคือค&าพีเอชเป2นกลาง ค&าผลต&างของค&าพีเอชระหว&างภายในเซลล�
และภายนอกเซลล�จะถูกรักษาโดยโปรตอนท่ีนําเข�าเพื่อให�ค&าพีเอชภายในยังคงเป2น 7.6-7.8 ส&วนแบคทีเรียที่มีค&า 
พีเอชเหมาะสมต&อการเจริญเป2นช&วงด&างพวกน้ีจะเจริญในสภาวะที่มีค&าพีเอชระหว&าง 8.0 และ 11.5 โดยค&าพีเอช
ภายในไซโทพลาสซึมจะเท&ากับ 9.0 หรือน�อยกว&า แต&ค&าพีเอชภายนอกจะเป2น 11 ดังน้ันภายใต�สภาพน้ีไซโทพลาส-
ซึมจะมีความเป2นกรดมากกว&าอาหารท่ีเล้ียงใน Bacillus firmus และ B. alcalophilus จะรักษาค&าพีเอชโดยอาศัย
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กิจกรรมของ Na+/H+ ATPase แต&แบคทีเรียพวกไม&ชอบด&าง (non-alkaliphilic) เช&น  B. firmus ท่ีผ&าเหล&าจะขาด
กิจกรรมของ Na+/H+ ATPase   

2.1.5.2 อุณหภูมิ 

เป2นปvจจัยทางกายภาพท่ีสําคัญต&ออัตราการเจริญและการตายของจุลินทรีย� เพราะอุณหภูมิมี
ผลต&อปฏิกิริยาชีวเคมีภายในเซลล� และรูปแบบโครงสร�างสามมิติของโปรตีนจึงมีผลต&อแอคติวิตีของเอนไซม�ด�วย  
แอคติวิตีของเอนไซม�ต�องการอุณหภูมิที่เหมาะสมเพื่อได�ค&าแอคติวิตีสูงสุด อุณหภูมิที่เหมาะสมแตกต&างกันไป
สําหรับเอนไซม�แต&ละชนิด หรือถึงแม�เป2นเอนไซม�ชนิดเดียวกันแต&จากส่ิงมีชีวิตท่ีแตกต&างกันก็มีอุณหภูมิที่เหมาะสม
ต&อการทํางานต&างกัน และเม่ืออุณหภูมิสูงเกินอุณหภูมิที่เหมาะสมจนทําให�โปรตีนเสียสภาพ ในท่ีสุดจุลินทรีย�จะตาย
เพราะเมแทบอลิซึมหยุดลง 

อุณหภูมิสามารถนํามาใช�แบ&งจุลินทรีย�เป2นกลุ&มตามช&วงอุณหภูมิที่เจริญได�ดี คือ พวกที่เจริญได�
ดีท่ีอุณหภูมิตํ่า เรียกว&า ไซโครไฟล� (psychrophile) ซึ่งจะมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต&อการเจริญตํ่ากว&า 20 องศา-
เซลเซียส และสามารถเจริญได�ดีที่อุณหภูมิน�อยกว&า 0 องศาเซลเซียส หากนํ้ายังมีสภาพเป2นของเหลวท่ีใช�ได� 
จุลินทรีย�กลุ&มน้ีพบได�ท่ัวไปตามมหาสมุทรต&างๆ ส&วนพวกท่ีเจริญได�ดีท่ีอุณหภูมิปานกลางเรียกว&ามีโซไฟล� 
(mesophile) ท่ีมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยู&ในช&วง 20-50 องศาเซลเซียส โดยส&วนใหญ&จุลินทรีย�ท่ีใช�ใน
ห�องปฏิบัติการจะจัดอยู&ในกลุ&มน้ี โดยมีอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญประมาณ 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป2น
อุณหภูมิในร&างกายของมนุษย� และอีกกลุ&มคือพวกที่เจริญได�ดีท่ีอุณหภูมิสูง เรียกว&า เทอร�โมไฟล� (thermophile) 
อุณหภูมิที่เหมาะสมต&อการเจริญคือ 55-60 องศาเซลเซียส แต&บางชนิดของกลุ&มน้ีก็รอดชีวิตได�ท่ีอุณหภูมิตํ่า ดังน้ัน
การจําแนกว&าเป2นกลุ&มใดจึงยึดเอาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต&อการเจริญเป2นหลักไม&ใช&ช&วงอุณหภูมิที่รอดชีวิตได� 

2.1.5.3 แรงดันออสโมซิส 

แรงดันออสโมซิสระหว&างเซลล�กับส่ิงแวดล�อม โดยทั่วไปแบ&งเป2น 3 สภาวะ ได�แก& สภาวะไอโซ-
โทนิก (isotonic solution) หมายถึง ความเข�มข�นของสารภายในเซลล�เท&ากับส่ิงแวดล�อมท่ีเซลล�อยู&  ซ่ึงใน
ส่ิงแวดล�อมจะพบสภาพเช&นน้ีน�อยมาก  ส&วนสภาวะไฮโปโทนิก (hypotonic solution) ความเข�มข�นของสารใน
ส่ิงแวดล�อมจะน�อยกว&าภายในเซลล� ซ่ึงเซลล�ทั่วไปมักอยู&ในสภาวะน้ี คือส่ิงแวดล�อมที่เซลล�อยู&มีความเข�มข�นของสาร
น�อยกว&าภายในเซลล�ประมาณ 10 มิลลิโมลาร� และอีกสภาพคือสภาวะไฮเปอร�โทนิก (hypertonic solution) ที่
ความเข�มข�นของสารในส่ิงแวดล�อมมีมากกว&าภายในเซลล� เช&น ในท่ีที่มีเกลือสูง นํ้าตาลสูง สภาพเช&นน้ีใช�ถนอม
อาหารได� การเปล่ียนแปลงความเข�มข�นของตัวถูกละลายไม&เพียงแต&เปล่ียนค&า Aw  (water activity) แต&ยังมีผลต&อ
แรงดันออสโมซิส ซึ่งเป2นแรงท่ีเป2นผลจากความแตกต&างของตัวถูกละลายกระทําต&อเย่ือหุ�มเซลล� โครงสร�างผนัง
เซลล�ของแบคทีเรียและจุลินทรีย�อ่ืน ๆ มีความต�านทานต&อการเปล่ียนแปลงของแรงดันออสโมซิส แต&แรงดัน 
ออสโมซิสที่มากอาจส&งผลให�จุลินทรีย�ตายได� ในสารละลายท่ีมีสภาวะไฮเปอร�โทนิก เซลล�จุลินทรีย�อาจย&นและเห่ียว  
ขณะท่ีเมื่ออยู&ในสภาวะไฮโปโทนิกเซลล�อาจแตกได� 

การทนเกลือของจุลินทรีย�น้ันเก่ียวกับค&า Aw และแรงดันออสโมซิสเช&นกัน จุลินทรีย�บางกลุ&ม
เป2นพวกชอบเกลือ (halophilic) หมายถึง ต�องการเกลือสําหรับการเจริญ กลุ&มที่ชอบเกลือปานกลางส&วนมากคือ  
แบคทีเรียในทะเลซึ่งเจริญได�ดีที่สุดท่ีความเข�มข�นของเกลือประมาณร�อยละ 3 ส&วนพวกที่ชอบเกลือมากอัตราการ
เจริญสูงสุดคือ ในสารละลายเกลืออ่ิมตัวมันจึงเจริญได�ดีที่ความเข�มข�นของเกลือมากกว&าร�อยละ 15 ซ่ึงเป2นสภาวะที่
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พบได�ในทะเลสาบนํ้าเค็มและถังหมักผัก ความเข�มข�นท่ีสูงของเกลือปกติส&งผลต&อระบบการขนส&งที่เย่ือหุ�มเซลล�ทํา
ให�แตกและโปรตีนเสียสภาพ แต&จุลินทรีย�กลุ&มน้ีมีกลไกทางสรีรวิทยาสําหรับการทนเกลือท่ีมีความเข�มข�นสูง  
แบคทีเรียพวกน้ี เช&น Halobacterium sp. จะมีเย่ือหุ�มเซลล�และเอนไซม�ที่ต&างจากแบคทีเรียท่ัวไป ซึ่งทําให�เซลล�
ยังคงมีกิจกรรมที่ความเข�มข�นเกลือสูงได� ในจุลินทรีย�ส&วนใหญ&น้ันระบบสรีรวิทยาไม&มีการปรับตัวเพื่อให�ทนต&อเกลือ
ความเข�มข�นสูง และความไวต&อเกลือของจุลินทรีย�แต&ละชนิดจะแตกต&างกันไป ส&วนใหญ&แบคทีเรียไม&สามารถเจริญ
ได�ในที่มีเกลือร�อยละ 3 แต&บางสายพันธุ�ของ Staphylococcus sp. จะทนเกลือและสามารถเจริญในท่ีมีเกลือ
มากกว&าร�อยละ 10 ได� 

2.1.5.4 อากาศ (นงลักษณ� สุวรรณพินิจ, 2544) 

แบคทีเรียมีความต�องการอากาศแตกต&างกัน มีทั้งพวกแอโรบ (aerobes) ท่ีต�องการออกซิเจน
เพื่อใช�สร�างพลังงานในกระบวนการหายใจระดับเซลล� บางชนิดเป2นแฟคัลเททิฟแอนแอโรบ (facultative 
anaerobes) คือสามารถเจริญในท่ีมีหรือไม&มีออกซิเจนก็ได� พวกน้ีสามารถสร�างพลังงานได�จากการหายใจถ�ามี
ออกซิเจน หรือจากกระบวนการหมักถ�าไม&มีออกซิเจน ส&วนพวกที่เจริญในท่ีไม&มีออกซิเจนเรียกว&า แอนแอโรบ
แท�จริง หรือ ออบลิเกตแอนแอโรบ (obligate anaerobes) 

2.1.5.5 สารอาหาร 

ระบบนิเวศส&วนใหญ&ตามธรรมชาติไม&มีลักษณะท่ีอุดมด�วยสารอินทรีย�ท่ีใช�ได� จุลินทรีย�ในระบบ
นิเวศต&างๆ เช&น มหาสมุทร ต&างอาศัยอยู&ในส่ิงแวดล�อมท่ีมีความเข�มข�นของสารอาหารตํ่า สารประกอบอนินทรีย�
ส&วนใหญ&ต&างก็เป2นสารอาหารที่จําเป2นสําหรับจุลินทรีย� แต&ก็มีสารประกอบอนินทรีย�หลายชนิดเช&นกันท่ีมีความเป2น
พิษต&อจุลินทรีย� ดังน้ันสารประกอบอนินทรีย�จึงเป2นได�ทั้งสารอาหารหรือสารยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย� 
สารประกอบอนินทรีย�ที่สําคัญซ่ึงพบได�ท่ัวไปในระบบนิเวศ ได�แก& แก�สต&างๆ เช&น ออกซิเจน คาร�บอนไดออกไซด� 
ไนโตรเจน เป2นต�น ในรูปของธาตุ เช&น กํามะถัน (S) ในรูปของไอออน เช&น แอมโมเนียม (NH4

+) เฟอร�รัส (Fe2+)  
เฟอร�ริก (Fe3+) โซเดียม (Na+) โพแทสเซียม (K+) ซัลเฟต (SO4

2-) ไนเตรต (NO3
-) ไนไตรต� (NO2

-) และคลอไรด�  
(Cl-) เป2นต�น 

2.1.6 เอนไซม�โปรติเอส (ปราณี อ&านเปรื่อง, 2543) 

เอนไซม�โปรติเอส มีช่ือสามัญหลายช่ือได�แก& เพปติเดส (peptidase) โปรติเอส (protease) โปรติเนส 
(proteinase) เพปไทด�ไฮโดรเลส (peptidehydrolase) และเอนไซม�โปรติโอไลติค (proteolytic enzyme) เร&ง
ปฏิกิริยาการสลายพันธะเพปไทด�ด�วยนํ้า (ภาพที่ 1) รวมทั้งสลายพันธะอ่ืนที่มีลักษณะคล�ายพันธะเพปไทด�แต&
ประกอบด�วยหมู&เคมีต&างไป เช&น เอไมด� (-NH2) เอสเทอร� (-COOR) ไทโอเอสเทอร� (-COSR) หรือไฮโดรซาเมท  
(-CONHOH) ในปvจจุบันสามารถจัดจําแนกเอนไซม�โปรติเอสออกได�เป2น 4 ชนิด ตามลักษณะการเร&งปฏิกิริยาและ
โครงสร�างของเอนไซม� ดังน้ี  
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ภาพท่ี 1 การสลายโปรตีนโดยเอนไซม�โปรติเอส (ดัดแปลงจาก Terrence and Osna, 2003) 

2.1.6.1 เซรีนโปรติเอส (serine protease)  

เซรีนโปรติเอสมีเลขตามระบบ คือ EC 3.4.21 เป2นเอนไซม�ที่ทํางานได�ดีในสภาวะท่ีเป2นด&าง 
ถูกยับย้ังได�ด�วยไดไอโซโพรพิลฟลูออโรฟอสเฟต (diisopropylfluorophosphate) ด�วยการเข�าไปทําปฏิกิริยากับ
หมู&ไฮดรอกซีของอนุมูลเซริล (seryl residue) ในบริเวณเร&งของเอนไซม� เซรีนโปรติเอสท้ังหมดจัดเป2นเอนโดเพปติ-
เดส (endopeptidase) ท่ีทํางานได�ดีในช&วงค&าพีเอชมากกว&า 7.0 (ค&าพีเอช 7-11) ตัวอย&างเอนไซม�โปรติเอสในกลุ&ม
น้ีได�แก& ซับทิลิซิน (subtilisin) EC 3.4.21.14 ที่จัดอยู&ในกลุ&มของแอลคาไลน�เซรีนโปรติเอส (alkaline serine 
protease) ที่แยกได�จาก Bacillus ท่ีรู�จักกันดีในช่ือของ ซับทิลิซินบีพีเอน (subtilisin BPN) หรือ นากาเรสซับทิโล
เพปทิเดสซี (nagarase subtilo-peptidase C)   

2.1.6.2 ไธออลโปรติเอส (thiol protease) 

ไธออลโปรติเอสมีเลขตามระบบ คือ EC 3.4.22 เป2นกลุ&มเอนไซม�ที่มีหมู&ซัลไฮดริล (-SH) อยู&ใน
บริเวณเร&งและอาจมีฮีสทิซิล (histisyl) รวมอยู&ด�วย ค&าพีเอชที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม�กลุ&มน้ีอยู&ในช&วง
เป2นกลาง คือ 6.0-7.5 และเป2นเอนไซม�ท่ีค&อนข�างทนความร�อนได�ดี อาจจะทนความร�อนได�ถึง 60-80 องศา-
เซลเซียส ท่ีค&าพีเอชเป2นกลาง แต&มักเสียสภาพที่ค&าพีเอชน�อยกว&า 4 ไธออลโปรติเอส เป2นกลุ&มเอนไซม�ที่ย&อยสลาย
พันธะเพปไทด�ของโปรตีนที่ถูกยับย้ังการทํางานได�โดยสารซัลไฮดริล (sulphydryl reagent) หรือสารกลุ&มไธออล 
(thiol groups) เช&น พารา-คลอโรเมอร�คิวริเบนโซเอท (p-chloromercuribenzoate หรือ pCMB) ไอโอโดอะซิ-
ทาไมด�-เอน-เอทิลมาเลอิไมด� (idoacetamide-N-ethyl maleimide) เป2นต�น (Verachtert and de Mot, 1990) 
สารยับย้ังจะทําลายอนุมูลซัลไฮดริลท่ีบริเวณเร&งของเอนไซม�จนสูญเสียการทํางานได� ในบางคร้ังจึงเรียกเอนไซม�
กลุ&มน้ีว&า ซัลไฮดริลโปรติเนส ตัวอย&างของเอนไซมโปรติเนสกลุ&มน้ี เช&น ปาเปน (papain) (EC 3.4.22.2) จากยาง
มะละกอ และโบรมิเลน (bromelain) จากสับปะรด เป2นต�น 

2.1.6.3 แอซิดโปรติเอส (acid protease)  

แอซิดโปรติเอสมีเลขตามระบบ คือ EC 3.4.23 เป2นเอนไซม�ที่มีช&วงการทํางานเหมาะสมอยู&
ในช&วงค&าพีเอชท่ีเป2นกรด โดยทั่วไปจะอยู&ในช&วงค&าพีเอชระหว&าง 2 และ 4 โดยมีความจําเพาะกับกรดอะมิโน

โปรติเอส + H2O 

พันธะ           
เพปไทด� 
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ชนิดอะโรมาติก (aromatic amino acid) แต&จะถูกยับย้ังการทํางานด�วยสารประกอบเพปสเตอิน ไดอะโซอะเซติล 
นาเลซีนเมทิล เอสเทอร� (pepstain diazoacetyl norlecine- methyl ester) แอซิดโปรติเอสจากจุลินทรีย�แบ&ง
ออกเป2น 2 กลุ&มย&อย คือ เพปซินไลค�เอนไซม� (pepsin-like enzyme) เป2นเอนไซม�ท่ีผลิตโดย Aspergillus sp. 
Penicllium sp. และ Rhizopus sp. และ เรนนินไลค�เอนไซม� (rennin-like enzyme) ซึ่งมีกิจกรรมที่ใกล�เคียงกับ
คาล�ฟ ไคโมซิน (calf-chymosin) ที่ผลิตจาก Mucor pusillus, Endothia purasitica และ A. miehei (Fogarty 
and Kelly, 1990) 

2.1.6.4 เมทัลโลโปรติเอส (metalloprotease)  

เมทัลโลโปรติเอสมีเลขตามระบบ คือ EC 3.4.24 เป2นเอนไซม�ท่ีมีไอออนของโลหะรวมอยู&
ภายในโมเลกุลของเอนไซม� หรือช&วยในปฏิกิริยาการเร&งสลาย เช&น Zn2+ เอนไซม�น้ีทําการตัดสายพอลิเพปไทด�จาก
ปลาย (exopeptidase) โดยทําปฏิกิริยาได�ดีที่ค&าพีเอชเป2นกลาง (ค&าพีเอช 5.6-7.5) ซึ่งอาจเรียกว&า นิวทรัลโปรติ-
เอส (neutralprotease) ก็ได� และเน่ืองจากมีไอออนของโลหะร&วมในปฏิกิริยาจึงมักถูกยับย้ังได�ด�วยสารดึงโลหะ 
(metel chelating agents) เช&น เอทิลลีนไดอะมีนเททราอะซิติก (ethylenediaminetetraacetic; EDTA) และ 
วันเทนฟ6แนนโทรลิน (1,10-phenanthrolin) (Pero et al., 1990) แต&สารประกอบท่ีมีกํามะถัน หรือไดไอโซโพร-
พิลฟลูออโรฟอสเฟต(diisopropylfluorophosphate; DIFP) ไม&สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม�กลุ&มน้ีได� 
ตัวอย&างเอนไซม�โปรติเอสในกลุ&มน้ี เช&น คาร�บอกซีเพปติเดสเทอร�โมไลซินคอลลาจีเนส (carboxypeptidase 
thermolysin collagenase) เป2นต�น (Verachtert and de Mot, 1990) 

2.1.7 กลไกการเร งปฏิกิริยาของเอนไซม�โปรติเอส (http://www.rosehulman.edu/~brandtChem330/ 
Enzyme_ mech_ examples .pdf) 

กลไกการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม�โปรติเอสที่จะยกตัวอย&างในหัวข�อน้ีคือ กลไกการเร&งปฏิกิริยาของ
เซรีนโปรติเอส ที่เพิ่มอัตราการสลายพันธะเพปไทด�ได� 1010 เท&า เม่ือเปรียบเทียบกับในสภาวะท่ีไม&มีตัวเร&งปฏิกิริยา 
บริเวณเร&งของเซรีนโปรติเอสประกอบด�วยกรดอะมิโน 3 เรซิดิว ท่ีทําหน�าที่สําคัญ คือ เซรีน ฮิสติดีน และแอสปา-
เตท และเป2นบริเวณอนุรักษ�ของเซรีนโปรติเอสเกือบทุกชนิด กลไกการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม�โปรติเอสเริ่มต�นจาก
การเข�าจับของเอนไซม�กับสับสเตรท จากน้ัน อิเล็กตรอนของฮิสติดีนจะเข�าสร�างพันธะกับอะตอมไฮโดรเจนของ 
เซรีน ทําให�เซรีนแสดงความเป2นนิวคลีโอไฟล� (nucleophile) ท่ีสามารถสร�างพันธะโคเวเลนท�กับหมู&คาร�บอนิลของ
พันธะเพปไทด�ในสับสเตรท ส&งผลให�ประจุลบของออกซิเจนบนหมู&คาร�บอนิลของเพปไทด�สามารถสร�างพันธะ
ไฮโดรเจนกับโปรตอนของหมู&เอไมด� เกิดบริเวณที่เรียกว&า ออกซียานไอออน โฮล (oxyanion hole) ที่ทําให�เกิดการ
เร&งปฏิกิริยาการสลายต&อไป โดยหมู& N-H ในพันธะเพปไทด�ของสารต้ังต�น จะเกิดส&งถ&ายอิเล็กตรอนให�กับอะตอม
ไนโตรเจนในสายโซ&ข�างของฮิสติดีน ทําให�พันธะเพปไทด�ของสับสเตรทแตกออก จากน้ันพันธะเอสเทอร�ระหว&าง 
เพปไทด�และอะตอมออกซิเจนของกรดอะมิโนเซรีน จะเกิดการสลายได�เป2นเพปไทด�ท่ีมีหมู&คาร�บอนิล และหมู& 
ไฮดรอกซีของกรดอะมิโนเซรีนคืนกลับมา สุดท�ายเอนไซม�ก็จะหลุดออกจากสับสเตรทและกลับมาอยู&ในรูปท่ีพร�อม
เร&งปฏิกิริยาต&อไป (ภาพท่ี 2) 
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 ภาพท่ี 2 แสดงกลไกการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม�โปรติเอส (Hedstrom, 2002) 
 

2.1.8 แหล งผลิตของเอนไซม�โปรติเอส (มยุรฉัตร เอกธรรมกิจ และสุจิตรา ยนต�สิงห�, 2548) 

2.1.8.1 เอนไซม�โปรติเอสจากพืช  

การผลิตโปรติเอสจากพืชมีข�อจํากัดหลายประการ เช&น ใช�เวลานานและพื้นท่ีมาก อย&างไรก็
ตามมีเอนไซม�โปรติเอสหลายชนิดจากพืชท่ีผลิตและใช�กันอย&างแพร&หลาย เช&น ปาเปนจากยางมะละกอ ท่ีทํางานได�
ดีในช&วงค&าพีเอชระหว&าง 5 และ 9 และมีความคงตัวท่ีอุณหภูมิ 80 ถึง 90 องศาเซลเซียส หรือ โบรมิเลนจาก
สับปะรด ซ่ึงเป2นเอนไซม�ท่ีมีสมบัติคล�ายกับซีสเทอีนโปรติเอส และทํางานได�ดีในช&วงค&าพีเอชระหว&าง 5 และ 9 
สําหรับเคราติเนส (keratinase) เป2นเอนไซม�ท่ีย&อยสลายผมและขนแกะมักนําไปใช�ป@องกันการอุดตันในระบบบําบัด
นํ้าเสีย 

2.1.8.2 เอนไซม�โปรติเอสจากสัตว�  

ส&วนใหญ&มาจากตับอ&อนของสัตว� ตัวอย&างโปรติเอสจากสัตว� เช&น ทริปซิน (trypsin) จาก
กระเพาะที่ใช�ในอุตสาหกรรมอาหารและการผลิตยา ไคโมทริปซิน (chymotrypsin) จากตับท่ีใช�ในการตรวจ
วินิจฉัยโรคจึงเป2นเอนไซม�ท่ีมีราคาแพง ใช�ในอุตสาหกรรมย&อยพันธะเพปไทด�ในอาหารที่มีส&วนประกอบของนม
สําหรับผู�ท่ีมีอาการแพ�โปรตีนจากนํ้านม เพปซิน (pepsin) จากกระเพาะของสัตว�ซึ่งสามารถทํางานได�ดีในช&วงค&า 
พีเอชระหว&าง 1 และ 2 และเรนนิน (rennin) จากกระเพาะลูกวัว ที่ใช�อย&างกว�างขวางในอุตสาหกรรมนม ทําให�
ผลิตภัณฑ�นมมีความคงตัว เพิ่มกล่ินและรสชาติให�ดีขึ้น 

2.1.8.3 เอนไซม�โปรติเอสจากจุลินทรีย� 

แม�ว&าเอนไซม�โปรติเอสจะพบได�ทั้งในพืช สัตว� และจุลินทรีย� แต&ในปvจจุบันแหล&งผลิตของ
เอนไซม�โปรติเอสท่ีมีขายในเชิงการค�าส&วนใหญ&มักมาจากจุลินทรีย�โดยเฉพาะแบคทีเรีย แบคทีเรียสามารถเจริญ
อย&างรวดเร็ว และยังควบคุมการเจริญได�ง&าย นอกจากน้ียังมีต�นทุนในการเล้ียงท่ีตํ่ากว&าพืชและสัตว� อุตสาหกรรม
ส&วนใหญ&จึงนิยมนําแบคทีเรียมาเล้ียงเพื่อผลิตเอนไซม�มาใช� เพราะแบคทีเรียมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ซับซ�อน
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น�อยกว&าราและไวรัส และสภาวะในการเล้ียงก็ง&าย เน่ืองจากเอนไซม�โปรติเอสที่ได�จากพืชและสัตว�ไม&สามารถ
ตอบสนองต&อความต�องการของโลกในปvจจุบันจึงทําให�เกิดความสนใจเอนไซม�โปรติเอสท่ีมาจากจุลินทรีย�มากข้ึน 
และจุลินทรีย�น้ันก็เป2นแหล&งท่ีดีของเอนไซม�โปรติเอส เน่ืองจากมีความหลากหลายทางชีวเคมีและมีการดัดแปลง
พันธุกรรมได�ง&าย และมีคุณลักษณะเฉพาะที่เหมาะสมในการนําไปประยุกต�ใช�ทางด�านเทคโนโลยีชีวภาพ (Rao et 
al., 1998) 

เอนไซม�โปรติเอสท่ีจําหน&ายในเชิงการค�าส&วนใหญ&เป2นพวกนิวทรัลและอัลคาไลน�โปรติเอสที่
ผลิตจากจุลินทรีย�สายพันธุ� Bacillus เอนไซม�นิวทรัลโปรติเอสมักมีการทํางานได�ในช&วงค&าพีเอชแคบ (ค&าพีเอช 5-8) 
และสามารถทนอุณหภูมิสูงได�ค&อนข�างตํ่า ส&วนเอนไซม�อัลคาไลน�โปรติเอสท่ีมีลักษณะเฉพาะคือ สามารถทํางานได�ที่
ค&าพีเอชสูงๆ (ค&าพีเอช 10) มีความจําเพาะต&อสับสเตรท และมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานประมาณ 60 
องศาเซลเซียส ด�วยสมบัติเหล&าน้ีของเอนไซม�อัลคาไลน�โปรติเอส จึงทําให�มีความเหมาะสมที่จะนําไปประยุกต�ใช�ใน
อุตสาหกรรมการผลิตผงซักฟอก (Rao et al., 1998) 

จากความรู�ทางด�านเทคโนโลยีชีวภาพที่มีการพัฒนาตลอดและความต�องการเอนไซม�ท่ีมี
คุณลักษณะเฉพาะใหม& ทําให�นักเทคโนโลยีชีวภาพยังคงสนใจท่ีจะค�นหาเอนไซม�โปรติเอสจากแหล&งผลิตใหม& (Sana 
et al., 2006) ท่ีสามารถทนต&อสภาวะท่ีรุนแรงในกระบวนการอุตสาหกรรม เช&น ในสภาวะท่ีมีการใช�เกลือ ค&าพีเอช
ที่สูงหรือตํ่าเกินไปและอุณหภูมิสูง 

แบคทีเรียใต�ทะเลเป2นแหล&งผลิตเอนไซม�ชนิดใหม&ที่กําลังได�รับความนิยม ซึ่งมีการค�นพบการ
ผลิตเอนไซม�หลายชนิดท่ีสามารถนํามาใช�เร&งปฏิกิริยาในระดับอุตสาหกรรม เช&น โปรติเอส, ไคติเนส (chitinase), 
เอสเทอเรส (esterase), ไลเพส (lipase), อะไมเลส (amylase), อะกาเรส (agarase) และ เอริลซัลฟาเตส 
(arylsulphatase) ทั้งน้ีเน่ืองจากแบคทีเรียใต�ทะเล อาศัยอยู&ในสภาวะแวดล�อมท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพ 
และอาจพบการปนเป��อนของสารเคมีจึงทําให�สามารถปรับตัวเพื่อความอยู&รอดได�ดีกว&าแบคทีเรียท่ีพบบนบก (Sana 
et al., 2006)  

2.1.9 การประยุกต�ใช�เอนไซม�โปรติเอสในระดับอุตสาหกรรม (วทัญ�ุตา ภู&โยทิน, 2544) 

เอนไซม�โปรติเอสถูกจัดเป2นเอนไซม�ในกลุ&มไฮโดรเลสที่มีบทบาทโดยตรงในอุตสาหกรรม และมีการใช�
อย&างกว�างขวางในปvจจุบันถึงร�อยละ 60 ของเอนไซม�ท้ังหมดท่ีใช� (Rao et al., 1998) ดังสรุปตัวอย&างอุตสาหกรรม
ที่มีการใช�เอนไซม�โปรติเอสเร&งปฏิกิริยาได�ในตารางท่ี 1 

2.1.9.1 เบเกอรี 

สําหรับเอนไซม�โปรติเอสท่ีนํามาประยุกต�ใช�ในการผลิตเบเกอรี มีวัตถุประสงค�สําคัญ 2 
ประการ คือ เพื่อปรับปรุงให�มีกลูเตนในโดล� (dough) สูง (Outtrup and Boyce, 1990) ในการทําขนมปvงกรอบ 
แคร็กเกอร� (cracker) และ บีสกิต (biscuit) ส&วนมากจะใช�แอซิดโปรติเอสจากเช้ือรา โดยโปรติเอสจะทําให�กลูเตน
ถูกย&อยสลายจึงทําให�ไม&เกิดการกักเก็บอากาศในโดล�ระหว&างการหมักด�วยยีสต� จึงทําให�โดล�ไม&พอง เมื่อนําไปอบจะ
ได�เน้ือสัมผัส (texture) ที่กรอบมาก โปรติเอสท่ีใช�เช&น นิวทรัลโปรติเอส จาก Bacillus amyloliquefaciens และ
ใช�เพื่อให�ขนมปvงมีรสชาติที่ดีขึ้น จากกล่ินของกรดอะมิโนท่ีได�รับจากการสลาย (Poutanen, 1997) 
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ตารางที่ 1 การใช�เอนไซม�โปรติเอสในอุตสาหกรรม  

ประเภทของอุตสาหกรรม วัตถุประสงค�ในการใช� แหล&งผลิต
เอนไซม� 

ชนิดของเอนไซม� 
โปรติเอสที่ใช� 

1. เบเกอรี การทําขนมปvงกรอบ  รา แอซิดโปรติเอสและ
นิวทรัลโปรติเอส 

2. การผลิตเบียร� ทําให�เบียร�ใสข้ึน รา, แบคทีเรีย ปาเปน, โบรมิเลน,  
เพปซิน, 
 

3. ธัญชาติ ใช�ในข้ันตอนการแปรรูป
เครื่องปรุงรส 

รา, แบคทีเรีย ปาเบน, โบรมิเลน,  
เพปซิน 

4. ผลิตภัณฑ�จากนม รักษารสชาติของผลิตภัณฑ�  
ย&อยโปรตีนในนม 
รักษาคุณภาพและช&วยในการ
ระเหยของนม 

รา, แบคทีเรีย เอนไซม�จากนํ้าย&อย, 
ปาเปน, โบมิเลน, เพปซิน 

5. การผลิตอาหารสัตว� เพิ่มคุณค&าทางโภชนาการ              
ของวัตถุดิบอาหารสัตว� 

รา, แบคทีเรีย เอนไซม�จากนํ้าย&อย,  
เพปซิน 

6. การแปรรูปผลิตภัณฑ�เน้ือ
และปลา  

ทําให�เน้ือมีความนุ&ม  
 

รา, แบคทีเรีย ปาเบน, โบรมิเลน 

7. อุตสาหกรรมยาและทางการ
แพทย� 

ช&วยในการย&อย รา, แบคทีเรีย ปาเบน, โบรมิเลน 

8. การฟอกหนัง ทําให�หนังมีความนุ&มและช&วย
กําจัดขน 

รา, แบคทีเรีย 
 

เอนไซม�จากนํ้าย&อย, 
ปาเบน 
 

9. การผลิตผงซักฟอก ขจัดคราบโปรตีนและส่ิง
สกปรก 

รา, แบคทีเรีย แอลคาไลน�โปรติเอส 

ที่มา: Miller and Litsky, 1976 อ�างอิงใน อภิรดี อุดมสิน, 2546  

2.1.9.2 การผลิตเบียร� 

ในอุตสาหกรรมการหมักเบียร�หรือผลิตเบียร� นิยมนําเอนไซม�โปรติเอสมาใช�เพื่อวัตถุประสงค�
สําคัญ 2 ประการ คือ ใช�ในข้ันตอนการผลิต มีการนํานิวทรัลโปรติเอสจากแบคทีเรียมาเติมในการหมักเพื่อเพิ่ม
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระสําหรับการเจริญของยีสต� เป2นการปรับปรุงคุณภาพเบียร�ให�ดีข้ึน และใช�เพื่อช&วยให�นํ้า
เบียร�มีความใส เพราะในข้ันตอนการเก็บเบียร�จะเก็บท่ีอุณหภูมิตํ่าและมักจะเกิดความขุ&น ท่ีเกิดจากสารประกอบ 
โพลีฟ6นอล คาร�โบไฮเดรต และโปรตีนในเบียร� การใส&โปรติเอสลงไปจะช&วยทําให�เบียร�มีความใสมากข้ึน 
(Aunstrup, 1979) 
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2.1.9.3 การผลิตอาหารสัตว� 

วัตถุประสงค�ในการเสริมเอนไซม�โปรติเอสลงในอาหารสัตว�น้ัน เพื่อเพิ่มคุณค&าทางโภชนาการ
ของวัตถุดิบอาหารสัตว�  ในลูกสัตว�ที่เพิ่งหย&านม (weaning animals) จะเป2นอีกกลุ&มท่ีควรเสริมเอนไซม�ลงใน
อาหาร เน่ืองจากทางเดินอาหารยังไม&คุ�นเคยกับสารอาหารชนิดใหม& ทําให�การผลิตเอนไซม�ย&อยสารอาหารต&างๆ ยัง
ไม&สมบูรณ� จึงควรเสริมเอนไซม�จําพวกโปรติเอสลงไปด�วย เพื่อช&วยให�การย&อยอาหารและดูดซึมอาหารเป2นไปอย&าง
มีประสิทธิภาพมากข้ึน นอกจากน้ีการเติมเอนไซม�โปรติเอสลงในอาหารสัตว�ยังช&วยกําจัดสารขัดขวางโภชนะ 
(antinutritional factors; ANFs) เน่ืองจากในวัตถุดิบอาหารสัตว�หลายๆ ชนิด นอกจากจะมีสารอาหารท่ีให�
ประโยชน�ต&อการดํารงชีวิตของสัตว�แล�ว ยังมีองค�ประกอบที่ก&อให�เกิดโทษต&อสุขภาพสัตว�ด�วย เรียกสารเหล&าน้ีว&า
สารขัดขวางโภชนะ ยกตัวอย&างเช&น สารชีวโมเลกุลในกลุ&มโปรตีนซ่ึงพบมากในพืชตระกูลถ่ัว มีสมบัติไปยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซม�ทริปซินในทางเดินอาหารของสัตว� ทําให�สัตว�ย&อยและดูดซึมโปรตีนไปใช�ได�น�อยลง จึงได�มีการ
เติมเอนไซม�โปรติเอสลงไปช&วยย&อยโปรตีนในพืชตระกูลถ่ัวน้ี 

2.1.9.4 การแปรรูปผลิตภัณฑ�เน้ือและปลา 

การแปรรูปผลิตภัณฑ�จากเน้ือสัตว� เน่ืองจากผู�บริโภคชอบเน้ือสัตว�ท่ีมีความนุ&มและไม&เหนียว
โดยเฉพาะเน้ือวัว ดังน้ันการทําให�เน้ือนุ&มสามารถทําได�โดยการเก็บรักษาเน้ือท่ีได�จากซากสัตว�ภายหลังการฆ&าไว�ใน
ห�องเย็นเป2นเวลาหลายสัปดาห� เพื่อให�โปรตีนในเน้ือสัตว�เกิดการเร&งสลายตัวเอง (autocatalysis) มีการใช�โปรติเอส
เพื่อไปไฮโดรไลซ�โปรตีนที่เป2นส&วนประกอบของเน้ือเย่ือเก่ียวพัน (fibrous protein) ทําให�เน้ือมีความนุ&มได�ดีมาก 
วิธีการทําได�โดยฉีดเอนไซม�เข�าไปในซากสัตว�ภายหลังการฆ&าสัตว�แล�ว เพื่อให�เอนไซม�กระจายไปทั่วทั้งตัวสัตว� อาจ
ทําการปv�มเข�าทางหลอดเลือด ภายหลังจากเลือดได�ไหลออกจากตัวสัตว�หมดแล�ว เพื่อให�เน้ือสัตว�มีความนุ&ม 

2.1.9.5 การฟอกหนัง 

ในการฟอกหนังนิยมนําเอนไซม�โปรติเอสมาใช�เพื่อวัตถุประสงค�ในการกําจัดขนสัตว� โดยมีการ
นําเซรีนโปรติเอสจากจุลินทรีย�มาใช�แทนสารเคมี เช&น โปรติเอสชอบเค็มจาก Bacillus sp. ข�อดีของการใช�โปรติ-
เอส ในข้ันตอนการกําจัดขนสัตว� คือ ลดปvญหาการบําบัดของเสียจากโรงงานเน่ืองจากสารเคมีซึ่งมีต�นทุนสูง และทํา
ให�หนังสัตว�มีความนุ&มและยืดหยุ&น โดยมีการนําเซรีนโปรติเอสจากแบคทีเรียมาใช�แทนเอนไซม�จากสัตว�แต&ไม&ได�ผลดี
นัก ในป6 ค.ศ 1970 จึงมีการนําเอนไซม�โปรติเอสจากแบคทีเรียมาใช�แทนการใช�ทริปซินและเพนครีเอทิน 
(pancreatin) ท่ีรวมท้ังมีการใช�แอลคาไลน�โปรติเอสจาก Aspergillus oryzea, B. amyloliquefaciens,  
B. licheniformis ที่มีขายในปvจจุบันในช่ือการค�า ได�แก& PIN, Pyrase, Novocor ตามลําดับ (วทัญ�ุตา ภู&โยทิน, 
2544)  

2.1.9.6 การสังเคราะห�เพปไทด� (จิตติมา เจริญพานิช, 2552)  

ในปvจจุบันนิยมนําเพปไทด�มาใช�ในอุตสาหกรรมท่ีหลากหลายอาทิเช&น เครื่องด่ืมท่ีผสมกรดอะ
มิโน โปรตีนไฮโดรไลเซท (protein hydrolysate) สารให�ความหวานเทียมในรูปของไดเพปไทด�ซ่ึงในการสังเคราะห�
จะใช�เอนไซม�โปรติเอสเร&งปฎิกิริยาในทิศทางการผันกลับของปฏิกิริยาการสลาย ที่จะเกิดปฏิกิริยาในสภาวะที่มีนํ้า
น�อยหรือในสภาวะที่มีตัวทําละลายอินทรีย� และต�องการเอนไซม�  โปรติเอสที่มีความเสถียรในสภาวะที่มีตัวทํา
ละลายอินทรีย�และช&วงค&าพีเอชกว�าง  
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2.1.9.7 การทําซีอ้ิวและเนยแข็ง 

ในการทําซีอ้ิว (soy sauce) มีการใช�เอนไซม�โปรติเอสย&อยสลายโปรตีนในถ่ัวเหลือง เช&น การ
ใช�โปรติเอสจาก Aspergillus oryzae และ A. sojae หรือมีการใช�เอนไซม�เรนเนตจากกระเพาะลูกวัว ในการทํา
เนยแข็งที่ทําให�เกิดการตกตะกอนของนํ้านมอย&างรวดเร็วในค&าพีเอชที่เป2นกลางซ่ึงมีการสลายตัวของโปรตีนใน
นํ้านมตํ่า แต&จากข�อจํากัดในเรื่องราคาทําให�ในปvจจุบันนิยมนําเอนไซม�โปรติเอสจากจุลินทรีย�ที่มีลักษณะใกล�เคียง
มาใช�แทน เช&น เรนนินไลค�เอนไซม�จาก Mucor miechi, M. pusillus และ Endothai parasitica 

2.1.9.8 การผลิตผงซักฟอก (วทัญ�ุตา ภู&โยทิน, 2544) 

ผงซักฟอกจะประกอบไปด�วยส&วนประกอบหลักๆ คือ สารลดแรงตึงผิว (surfactants หรือ 
สารกําจัดคราบสกปรก) สารซักล�าง (detergent) สารที่ใช�รักษาระดับความเป2นด&าง (alkaline builder) เป2นต�น 
เส้ือผ�าท่ีสกปรกจะดูดซับส่ิงสกปรกจากส่ิงแวดล�อม หรือจากร&างกายที่มีทั้งคราบโปรตีน คาร�โบไฮเดรต และไขมัน 
ซึ่งในสภาวะการซักฟอก ความร�อน ความเป2นด&าง สารลดแรงตึงผิว และสารกําจัดคราบสกปรกจะช&วยขจัดคราบ
ออกได� แต&โปรตีนไม&สามารถถูกขจัดออกไปได� และยังคงติดอยู&กับเส�นใยผ�า เพราะโปรตีนจะแข็งตัวเป2นก�อน และ
ไม&ละลายท่ีค&าพีเอชเป2นด&าง (ค&าพีเอช 9-10) การใช�เอนไซม�โปรติเอสในผงซักฟอกสามารถนํามาใช�แก�ปvญหาได� 
เพราะเอนไซม�จะย&อยโปรตีนท่ีเกาะอยู&บนเส้ือผ�า ทําให�ผงซักฟอกมีประสิทธิภาพในการซักล�างมากข้ึน สําหรับ
เอนไซม�ท่ีจะนําไปประยุกต�ใช�ในอุตสาหกรรมผงซักฟอก จะต�องสามารถทํางานและมีความเสถียรต&อส&วนประกอบ
ต&างๆ ที่เป2นส&วนผสมของผงซักฟอก เช&น ต�องมีความเสถียรในสารลดแรงตึงผิว สารซักล�าง และสารฟอกขาว ซึ่ง
สารเหล&าน้ีเป2นส&วนประกอบหลักๆ ในผงซักฟอก นอกจากน้ีเอนไซม�ยังต�องมีสภาวะท่ีใช�ในการซัก เช&น มีความ
เสถียรในช&วงพีเอชที่เป2นด&าง (alkaline protease) และต�องเสถียรต&ออุณหภูมิท่ีใช�ในการซัก  

2.2  ขอบเขตของการดําเนินการวิจัย 

การดําเนินการวิจัยตลอดโครงการวิจัยน้ีสามารถแบ&งออกเป2น 3 ข้ันตอนหลัก คือ (1) การคัดเลือกและระบุ
ชนิดแบคทีเรียใต�ทะเลที่สามารถผลิตเอนไซม�กลุ&มไฮโดรเลส (2) การหาองค�ประกอบของอาหารเล้ียงและสภาวะที่
เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซม�จากแบคทีเรียใต�ทะเลลึกที่คัดเลือกได� และ (3) การทําบริสุทธ์ิและศึกษา
คุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม�ที่คัดแยกได� ซึ่งสามารถสรุปแผนงานตลอดโครงการได�ดังภาพที่ 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3 ภาพรวมขอบเขตของการดําเนินการวิจัยในโครงการ

การคัดเลือกและระบุชนิดแบคทีเรียใต�ทะเลที่สามารถผลิตเอนไซม�กลุ&มไฮโดรเลส 

การหาองค�ประกอบของอาหารเล้ียงและสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซม�จาก
แบคทีเรียใต�ทะเลลึกท่ีคัดเลือกได� 

การทําบริสุทธ์ิและศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม�ที่คัดแยกได� 



บทท่ี 3 
 

ระเบียบวิธีดาํเนนิการวจิยั 
 

3.1 ตัวอย างตะกอนทะเล 
สุ&มเก็บตัวอย&างตะกอนทะเล จํานวน 10 กรัม ท่ีระดับความลึกต&างกัน จากทะเลในเขตภาคตะวันออก โดย

การออกเรือในช&วงเวลาระหว&างวันท่ี 25 พฤษภาคม 2556 ถึงวันที่ 30 เมษายน 2557 ดังสรุปในตารางท่ี 2 ทํา
การเก็บตัวอย&าง โดยใช�พล่ัวตักตะกอนทะเลที่ความลึกลงไป 10 ซม. จากพื้นผิวเก็บเข�าหลอดปลายแหลมและ
แช&เย็นไว�ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกระท่ังนํามาคัดแยกแบคทีเรียใต�ทะเลท่ีสามารถผลิตเอนไซม�โปรติเอส
ได� โดยจะเก็บไว�ไม&เกินหน่ึงสัปดาห� ทําการบันทึกความลึก อุณหภูมิ และความดันของนํ้าขณะเก็บตัวอย&าง 
ความเค็มของนํ้าทะเลขณะเก็บตัวอย&างอยู&ระหว&าง 25 ppt และ 30 ppt ลักษณะตัวอย&างเป2นดินทรายสีนํ้าตาล
เข�มผสมโคลนและมีนํ้าทะเลผสม โดยมีค&าพีเอชในช&วง 6.0-6.8  

ตารางที่ 2 ตําแหน&งและความลึกของตะกอนทะเลท่ีเก็บมาศึกษา 

ตัวอย&างที่ แหล&งของตัวอย&าง ความลึก 
(เมตร) 

อุณหภูมิ  
(°C) 

ความดัน 
(atm) 

1 ชายหาดอ&าวพร�าวช&วงที่มีการร่ัวซึมของคราบนํ้ามันดิบ 
จังหวัดระยอง 

5 32 1.6 

2 เกาะจาน แสมสาร จังหวัดชลบุรี 9 21 2.1 
3 เกาะจาน แสมสาร จังหวัดชลบุรี 24 21 4 
4 เกาะช�าง จังหวัดตราด 18 24 2.3 
5 ทะเลบ�านกรูด จังหวัดประจวบคีรีขันธ� 0.5 31 1.0 
6 ทะเลเขาเต&า จังหวัดประจวบคีรีขันธ� 0.5 34 1.0 
7 หินเพลิง จังหวัดระยอง 16  26 3 
8 หินเพลิง จังหวัดระยอง  21 26 3.6 
9 เรือหลวงคราม จังหวัดชลบุรี  22 25 3.8 

3.2 การคัดแยกแบคทีเรียใต�ทะเลจากตัวอย างตะกอนทะเล 
ช่ังตัวอย&างตะกอนทะเล อย&างละ 1 กรัม ลงในขวดรูปชมพู&ขนาด 100  มิลลิลิตร ที่มีนํ้ากล่ันฆ&าเช้ือ

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ละลายตัวอย&างและทําการเจือจางตัวอย&าง 5 เท&า และ 10 เท&า ในนํ้ากล่ันฆ&าเช้ือปริมาตร 
1 มิลลิลิตร จากน้ันนําตัวอย&างท่ีไม&ได�เจือจาง, เจือจาง 5 เท&า และ 10 เท&า ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา
กระจายให�ทั่ว (spread) บนอาหารแข็ง Luria–Bertani ท่ีประกอบไปด�วยทริปโทน (bacto-tryptone) ร�อยละ 
1 (นํ้าหนักต&อปริมาตร), ยีสต�เอ็กซ�แทรค (yeast extract) ร�อยละ 0.5 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) และ NaCl ร�อยละ 
1 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) บ&มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง เม่ือเช้ือเจริญเลือกโคโลนีเด่ียวท่ีมี
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ลักษณะโคโลนีและสีหรือรูปร&างแตกต&างกัน มาทําให�บริสุทธ์ิโดยการเล้ียงซ้ําบนอาหารแข็งชนิดเดิมจนไม&พบการ
ปนเป��อนของเช้ือโคโลนีอ่ืน 

3.3 การคัดเลือกแบคทีเรียใต�ทะเลท่ีผลิตเอนไซม�โปรติเอส 

นําเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได�จากข�อ 3.2 มาทดสอบการย&อยโปรตีนโดยนํามาเพาะเช้ือแบบลงเช้ือตําแหน&ง
เดียว (point inoculation) บนอาหารแข็งสกิมมิลล� (skim milk) ท่ีประกอบไปด�วยผงสกิมมิลล� (skim milk 
powder) ร�อยละ 1 (นํ้าหนักต&อปริมาตร), เปปโทน (peptone) ร�อยละ 1.5 (นํ้าหนักต&อปริมาตร), ยีสต�เอ็กซ�-
แทรค ร�อยละ 0.25 (นํ้าหนักต&อปริมาตร), กลูโคส (glucose) ร�อยละ 0.1 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) และ NaCl ร�อย
ละ 2.5 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) นําไปบ&มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เลือกไอโซเลทท่ีให�บริเวณใส (clear zone) 
รอบโคโลนี มาวัดความกว�างของบริเวณใสเทียบกับความกว�างของโคโลนีทุก ๆ 12 ช่ัวโมง เป2นเวลา 3 วัน 
พร�อมทั้งตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสท่ีขับออกมานอกเซลล�ของเช้ือท่ีเล้ียงเจริญในอาหารเหลว LB 
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง ตามวิธีที่จะอธิบายในหัวข�อ 3.4 เลือกไอโซเลทท่ีแสดงค&าแอ
คติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสสูงที่สุดมาทําการระบุชนิดต&อไป 

3.4 การวิเคราะห�ปริมาณโปรตีนและค าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส 

3.4.1 การวิเคราะห�ปริมาณโปรตีน 

การวิเคราะห�ปริมาณโปรตีนจะใช�วิธีของ Bradford (1976) โดยการผสมสารละลายโปรตีนตัวอย&าง 
5 ไมโครลิตรกับสารละลายแบรดฟอร�ด (Bradford reagent; BioRad) ปริมาตร 245 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไว�ที่
อุณหภูมิห�องเป2นเวลา 5 นาที จากน้ันนํามาวัดค&าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร และคํานวณ
เทียบความเข�มข�นโปรตีนกับกราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA (ภาคผนวกท่ี 1) 

3.4.2 การวิเคราะห�ค าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส  

ดูดเช้ือเจริญปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ทําการแยกเซลล�ออก โดยการปv�นเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 
รอบต&อนาที เป2นเวลา 3 นาที นําส&วนใสซ่ึงเรียกว&าส&วนสกัดเอนไซม�มาติดตามแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอ
สด�วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสอะโซเคซีน (azocasein hydrolysis) (นิตยา เยาว�แสง, 2552) โดยทําการผสมอะ
โซเคซีน ความเข�มข�นร�อยละ 1 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กับ ส&วนสกัดเอนไซม� ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ทิ้งไว�ให�ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล  เป2นเวลา 10 นาที  จากน้ันหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม
กรดไตรคลอโรอะซิติก (trichloroacetic acid) ความเข�มข�น 0.4 โมลาร� ทิ้งไว� 15 นาที ปv�นเหว่ียงตะกอน 
อะโซเคซีนที่ไม&ทําปฏิกิริยาออกด�วยความเร็ว 8,000 รอบต&อนาที เป2นเวลา 5 นาที ดูดส&วนใสปริมาตร 1 
มิลลิลิตร มาทําปฏิกิริยากับสารละลายโซเดียมคาร�บอเนต (Na2CO3) ความเข�มข�น 0.4 โมลาร� ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร และสารโฟลิน (folin reagent) อัตราส&วน 1:1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว�เป2นเวลา 10 นาที แล�ว
นําไปวัดค&าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร คํานวณเทียบค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสกับก
ราฟมาตรฐานของ L-tyrosine (ภาคผนวกที่ 2) ในการวัดค&าแอคติวิตีแต&ละคร้ังจะทําซ้ํา 3 ครั้ง โดยกําหนดให� 
1 หน&วยเอนไซม�คือ ปริมาณเอนไซม�ท่ีใช�เร&งปฏิกิริยาแล�วทําให�เกิดผลิตภัณฑ� 1 ไมโครโมลภายในเวลา 1 นาทีใน
สภาวะท่ีกําหนด   
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3.5 การระบุชนิดของแบคทีเรียใต�ทะเลท่ีผลิตเอนไซม�โปรติเอส 
การระบุชนิดของแบคทีเรียใต�ทะเลผลิตเอนไซม�โปรติเอสท่ีคัดแยกได�จะใช�ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

คุณลักษณะทางชีวเคมี ตามวิธีของ “API Skills Bacterial Identification Method” และลําดับนิวคลีโอไทด�
ของช้ินยีน 16S rRNA (Weisburg et al., 1991) ทําการเพิ่มปริมาณช้ินยีน 16S rRNA โดยเทคนิคพีซีอาร� ท่ีใช�
คู&ไพรเมอร�ที่ออกแบบมาจากลําดับนิวคลีโอไทด�บริเวณอนุรักษ�ของยีน 16S rRNA ของ Escherichia coli ที่
ตําแหน&งเบส 22-41 และ 1066-1085 (Precigou et al., 2004) โดยสารละลายผสมที่ใช�ทําปฏิกิริยาพีซีอาร� 
(ปริมาตรท้ังหมด  100  ไมโครลิตร) ต&อหน่ึงตัวอย&าง ประกอบด�วยโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม dNTP 
แต&ละชนิดที่ความเข�มข�น 0.2 มิลลิโมลาร� MgCl2 ความเข�มข�น 1.5 มิลลิโมลาร� ไพรเมอร�แต&ละสายท่ีความ
เข�มข�น 0.8 ไมโครโมลาร� บัฟเฟอร� PCR ความเข�มข�น 1X และเอนไซม�แทคดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (Taq DNA 
polymerase) 2.5 หน&วย  (เติมทีหลัง) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทําในเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช�โปรแกรม
ต&อไปน้ี คือ ความร�อนเริ่มต�นที่  95 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 10 นาที จากน้ันหยุดเครื่องช่ัวคราว เพื่อเติม
เอนไซม�แทคดีเอ็นเอพอลิเมอเรส ต&อมาทําปฏิกิริยาจํานวน 30 รอบ ท่ีประกอบด�วยข้ันการแยกสายดีเอ็นเอที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 30  วินาที การจับของไพรเมอร�ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 
45 วินาที และการต&อสายดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 90 วินาที และข้ันสุดท�ายของการต&อ
สายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 7  นาที ทําบริสุทธ์ิผลิตภัณฑ�พีซีอาร�ที่ได� (ขนาดประมาณ 1.1 กิโล-
เบส) โดยใช�ชุดสกัดดีเอ็นเอจากเจล GF-1 GEL  DNA RECOVERT KIT (Vivantis) ตามวิธีท่ีแนะนําจากบริษัท 
จากน้ันเช่ือมผลิตภัณฑ�พีซีอาร�ที่เตรียมได�เข�าสู& T/A cloning vector ทรานส�ฟอร�มเข�าสู& E.coli DH5α และ
สกัดพลาสมิดสายผสมท่ีได�ด�วยชุดสกัดพลาสมิด GF-1  PLASMID  DNA  EXTRACTION  KIT (Vivantis) นํา
พลาสมิดสายผสมที่ผ&านการยืนยันว&ามีช้ินยีน 16S rRNA  ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได�แต&ละสายพันธุ� ไปหาลําดับ
นิวคลีโอไทด�ตามวิธีไดดีออกซีนิวคลีโอไทด� (Sanger et al., 1977) เปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลี-
โอไทด�ท่ีได� (Basic  local  alignment  search  tool; BLAST)  กับลําดับนิวคลีโอไทด�ท่ีมีในฐานข�อมูลนิวคลี-
โอไทด�โลก (GenBank: http://www.ncbi. nlm.nih.gov) และจัดจําพวกนิวคลีโอไทด� (alignment) โดยใช�
โปรแกรมออนไลน� CLUSTALW (http://align.genome.jp/) เพื่อนํามาทําการวิเคราะห�ความสัมพันธ�ทาง 
วงค�วานวิวัฒนาการ (phylogenetic  analysis) โดยอาศัยความใกล�เคียงของลําดับนิวคลีโอไทด� และสร�าง
แผนภาพวงค�วานวิวัฒนาการ (phylogenetic  tree) แบบ Neighbor-joining (Saitou and Nei, 1987) ท่ีมี
ค&า bootstrap จํานวน 1000 ครั้ง (Felsenstein, 1985) และมีการคํานวณระยะห&างทางวิวัฒนาการด�วยวิธี 
Kimura 2-parameter method (Kimura, 1980) โดยใช�โปรแกรม MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013)  

3.6 การศึกษาผลของปYจจัยทางกายภาพและปริมาณไอออนต อการเจริญและการผลิตเอนไซม� 
โปรติเอสของแบคทีเรียใต�ทะเลท่ีคัดเลือกได� 

3.6.1 การเตรียมหัวเช้ือ 

นําแบคทีเรียใต�ทะเลที่คัดแยกได�จากข�อ 3.3 มาเล้ียงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ&มที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด�วยความเร็ว 250 รอบต&อนาที เป2นเวลา 16 ช่ัวโมง หลังจากน้ันถ&ายเช้ือร�อยละ 
10 ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ&มเล้ียงในสภาวะเดิม เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อนํามาเป2นหัว
เช้ือในการศึกษาต&อไป โดยกําหนดให�ปริมาณเช้ือเริ่มต�นในแต&ละการทดลองมีค&า OD600 ประมาณ 1.9 
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3.6.2 การศึกษาผลของค าพีเอชต อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอส 

ถ&ายหัวเช้ือจากข�อ 3.6.1 ร�อยละ 10 ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมีค&าพีเอช
แตกต&างกัน ต้ังแต& 3 ถึง 11 บ&มเล้ียงเช้ือเป2นเวลา 24 ช่ัวโมง ด�วยความเร็ว 250 รอบต&อนาที นําเช้ือเจริญมาวัด
ค&าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เพื่อคํานวณผลต&างของค&าการดูดกลืนแสงที่เพิ่มข้ึน 
(∆OD600) โดยเทียบกับค&าการดูดกลืนแสงท่ีเวลาท่ี 0 ช่ัวโมงของการเล้ียง, วิเคราะห�ปริมาณโปรตีน และค&า 
แอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส ทุกการทดลองทําซ้ํา 3 ครั้ง และรายงานผลในรูปของค&าเฉล่ียพร�อมส&วน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

3.6.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิต อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอส 

ถ&ายหัวเช้ือร�อยละ 10 ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมีค&าพีเอชท่ีเหมาะสมที่ได�จาก
ข�อ 3.6.2 บ&มเล้ียงเช้ือที่อุณหภูมิท่ีแตกต&างกัน คือ 5 ถึง 50 องศาเซลเซียส ด�วยความเร็ว 250 รอบต&อนาที เป2น
เวลา 24 ช่ัวโมง นํามาวัดค&า ∆OD600, ปริมาณโปรตีน และค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส ทุกการทดลอง
ทําซ้ํา 3 ครั้ง และรายงานผลในรูปของค&าเฉล่ียพร�อมส&วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

3.6.4 การศึกษาผลของความเร็วในการเขย าต อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอส 

ถ&ายหัวเช้ือร�อยละ 10 ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มีค&าพีเอชท่ีเหมาะสมที่หาได�
จากข�อ 3.6.2 บ&มเล้ียงเช้ือท่ีความเร็วท่ีแตกต&างกัน คือ 150 ถึง 350 รอบต&อนาที ที่อุณหภูมิท่ีหาได�จากข�อ 
3.6.3 เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง นํามาวัดค&า ∆OD600, ปริมาณโปรตีน และค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส ทุก
การทดลองทําซ้ํา 3 คร้ัง และรายงานผลในรูปของค&าเฉล่ียพร�อมส&วน เบ่ียงเบนมาตรฐาน 

3.6.5 การศึกษาผลของความเข�มข�นเกลือโซเดียมคลอไรด�ต อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอส 

ถ&ายหัวเช้ือร�อยละ 10 ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด�
ความเข�มข�นต&างกันคือ ร�อยละ 0 ถึง 5 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) เล้ียงให�เจริญในสภาวะที่หาได�จากข�อ 3.6.4 เป2น
เวลา 24 ช่ัวโมง นํามาวัดค&า ∆OD600, ปริมาณโปรตีน และค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส ทุกการทดลอง
ทําซ้ํา 3 ครั้ง และรายงานผลในรูปของค&าเฉล่ียพร�อมส&วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

3.6.6 การศึกษาผลของการเติมแมงกานีสคลอไรด�และเมอร�คิวร่ีคลอไรด�ต อการเจริญและการผลิต
เอนไซม�โปรติเอส 

นําเช้ือท่ีคัดแยกได�จากข�อ 3.3 มาเล้ียงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีการเติม
แมงกานีสคลอไรด�หรือเมอร�คิวรี่คลอไรด� ความเข�มข�น 0 ถึง 20 มิลลิโมลาร� บ&มเล้ียงเช้ือตามสภาวะเหมาะสมที่
หาได�ในหัวข�อ 3.6.4 เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง นํามาวัดค&า ∆OD600, ปริมาณโปรตีน และค&าแอคติวิตีของเอนไซม�
โปรติเอส ทุกการทดลองทําซ้ํา 3 คร้ัง และรายงานผลในรูปของค&าเฉล่ียพร�อมส&วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

3.7 การติดตามกราฟการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของแบคทีเรียใต�ทะเลท่ีคัดเลือกได� 
เล้ียงแบคทีเรียใต�ทะเลที่คัดแยกได�จากข�อ 3.3 ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 

องศา-เซลเซียส ด�วยความเร็ว 250 รอบต&อนาที เป2นเวลา 16 ช่ัวโมง จากน้ันถ&ายเช้ือร�อยละ 10 ลงในอาหาร
เหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เล้ียงในสภาวะเดียวกัน เป2นเวลา 16 ช่ัวโมง และถ&ายเช้ือร�อยละ 10 ลงใน
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อาหาร LB ปริมาตร 450 มิลลิลิตร ท่ีมีค&าพีเอชเท&ากับ 6.0 และมีการเติม NaCl  ร�อยละ 2.5 (นํ้าหนักต&อ
ปริมาตร) เขย&าให�เข�ากัน ดูดเช้ือมา 4 มิลลิลิตร เพื่อนําไปวัดค&า ∆OD600, ค&าพีเอช, ตรวจนับจํานวนโคโลนี
แบบ CFU (colony forming unit), วิเคราะห�ปริมาณโปรตีน และวัดค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส จากน้ัน
เล้ียงเช้ือต&อเน่ืองท่ีสภาวะเดิมเป2นเวลา 72 ช่ัวโมง  โดยจะเก็บตัวอย&างเช้ือเจริญปริมาตร 4 มิลลิลิตร มา
วิเคราะห�ทุก 3 ช่ัวโมงของการเจริญ  การทดลองทําซํ้า 3 คร้ัง และรายงานผลในรูปของค&าเฉล่ียพร�อมส&วน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

3.8 การทําบริสุทธ์ิบางส วนเอนไซม�โปรติเอสจากแบคทีเรียใต�ทะเลท่ีคดัแยกได� 

3.8.1 การเตรียมส วนสกัดเอนไซม�โปรติเอสเร่ิมต�น 

ในการเตรียมหัวเช้ือทําได�โดยเล้ียงแบคทีเรียที่คัดแยกได�ในหลอดทดลองขนาด 15 เซนติเมตร ท่ีมี
อาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 15 ช่ัวโมง ด�วยการเขย&าต&อเน่ือง
ที่ความเร็ว 250 รอบต&อนาที นําหัวเช้ือที่ได�ถ&ายลงในขวดรูปชมพู&ขนาด 125 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล�วนําไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด�วยการเขย&าต&อเน่ืองที่ความเร็ว 250 รอบ
ต&อนาที เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันถ&ายเช้ือมาเล้ียงต&อในขวดรูปชมพู&ขนาด 1000 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว 
LB ปริมาตร 500 มิลลิลิตร นําไปเล้ียงให�เช้ือเจริญและเพิ่มปริมาณเซลล� ดังสภาวะท่ีกล&าวมาแล�ว โดยใช�ความ
เข�มข�นเช้ือเริ่มต�นร�อยละ 10 นําเช้ือเจริญท่ีได�มาทําการปv�นเหว่ียงท่ีความเร็ว 8000 รอบต&อนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป2นเวลา 15 นาที เพื่อแยกเก็บส&วนใสซ่ึงคือส&วนสกัดเอนไซม�โปรติเอสเร่ิมต�น (crude 
protease) มาวัดปริมาตร วิเคราะห�ปริมาณโปรตีน และวัดแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส ตามวิธีที่ได�อธิบายไว�
แล�วในหัวข�อ 3.4 

 3.8.2 การทําบริสุทธ์ิบางส วนเอนไซม�โปรติเอส 

นําส&วนสกัดเอนไซม�โปรติเอสเริ่มต�นท่ีเตรียมได�จากข�อ 3.8.1 มาตกตะกอนด�วยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟต โดยการเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีผ&านการบดละเอียดปริมาณตามท่ีระบุในตารางมาตรฐานนํ้าหนัก
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (ภาคผนวกที่ 3) ลงในส&วนสกัดเอนไซม�โปรติเอสเริ่มต�นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ทีละ
น�อยๆ โดยใช�ช�อนตักสารขนาดเส�นผ&านศูนย�กลาง 6 มิลลิเมตร เพื่อเพิ่มความเข�มข�นของเกลือเป2นลําดับข้ัน ดังน้ี 
ร�อยละเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 0-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, และ 70-80 เมื่อพบว&าเอนไซม� 
โปรติเอสของแบคทีเรียตกตะกอนท่ีความเข�มข�นเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 60-70 และ 70-80 มาก
ที่สุด จึงทดลองตกตะกอนเกลือใหม& จํานวน 2 ความเข�มข�น คือท่ีความเข�มข�นเกลืออ่ิมตัวร�อยละ 0-60 และร�อย
ละ 60-80 กวนอย&างต&อเน่ืองให�เกิดการละลายอย&างสมบูรณ�ตลอดเวลาบนนํ้าแข็ง เม่ือทําการเติมเกลือจนครบ
ปริมาณแล�วจะทําการกวนอย&างต&อเน่ืองต&อเป2นเวลา 30 นาที บนนํ้าแข็ง ปv�นเก็บตะกอนโปรตีนที่ได�ในแต&ละข้ัน 
โดยนําไปปv�นเหว่ียงด�วยความเร็ว 12000 รอบต&อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 15 นาที นํา
ตะกอนโปรตีนที่ได�มาทําการไดอะไลซิส (dialysis) โดยละลายตะกอนโปรตีนด�วยฟอสเฟตบัฟเฟอร� ค&าพีเอช 
7.0 ความเข�มข�น 50  มิลลิโมลาร� ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล�วบรรจุลงในถุงไดอะไลซิส ทําการไดอะไลซ�ใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอร�ชนิดเดิม ปริมาตร 1800 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยกวนตลอดเวลา เป2นเวลา 
12 ช่ัวโมง ซ่ึงจะเปล่ียนสารละลายบัฟเฟอร�ทุก 4 ช่ัวโมง เป2นจํานวน 3 คร้ัง จากน้ันนําสารละลายเอนไซม�ท่ีได�
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ในแต&ละข้ันไปตรวจสอบความบริสุทธ์ิโดยการวิเคราะห�ด�วยเทคนิค SDS-PAGE ต&อไป ตลอดการทดลองจะทํา
การวัดปริมาตร วิเคราะห�ปริมาณโปรตีน และวัดแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสที่ได�ในทุกความเข�มข�นของเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตท่ีใช�ตกตะกอน และคํานวณค&าแอคติวิตีจําเพาะ ปริมาณเอนไซม�คงเหลือ และจํานวนเท&า
ของความบริสุทธ์ิ และรายงานในรูปของตารางสรุปการทําบริสุทธ์ิเอนไซม� (วิธีคํานวณแสดงในภาคผนวกที่ 2) 

 3.8.3 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม�โดยการวิเคราะห�ด�วยเทคนิค SDS-PAGE  

ทําการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม�โปรติเอสท่ีเตรียมได�ด�วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช� 
เจลแยก (separating gel) ที่มีความเข�มข�นอะคริลาไมด� ร�อยละ 12 การวิเคราะห�ทําโดยการผสมตัวอย&าง
สารละลายโปรตีนและสารระบุตําแหน&ง (dye) ในอัตราส&วน 1:6 นําไปต�มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป2น
เวลา 5 นาที ทิ้งให�เย็นท่ีอุณหภูมิห�อง ก&อนที่จะหยอดลงในช&องของเจล ให�กระแสไฟฟ@าผ&านเจลคงท่ี 150 โวลต� 
เมื่อสีระบุตําแหน&งเคล่ือนที่ถึงปลายเจล นําเจลที่ได�มาย�อมด�วยสารละลายย�อมสีคูแมซีบลู (ประกอบด�วยกรด 
อะซิติก ร�อยละ 10 (ปริมาตรต&อปริมาตร) เมทานอล ร�อยละ 40 (ปริมาตรต&อปริมาตร) และสีคูแมซีบลู ร�อยละ 
0.25 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) เป2นเวลา 30 นาที ล�างสีส&วนเกินออกด�วยสารละลายผสมของกรดอะซีติก ร�อยละ 
10 (ปริมาตรต&อปริมาตร) และ เมทานอล ร�อยละ 40 (ปริมาตรต&อปริมาตร) จนกระทั่งพื้นหลังของเจลไม&มีสี 
เพื่อชะเอาสีคูแมซีบลูในส&วนที่เป2นพื้นหลังออก เพื่อให�แถบแบนของโปรตีนปรากฏออกมา นําเจลท่ีได�ไปสแกน
ด�วยเครื่องสแกน นําไปประมาณมวลโมเลกุลสัมพัทธ�ของเอนไซม�โปรติเอสโดยใช�การเคล่ือนท่ีของแถบเอนไซม�
เทียบกับของโปรตีนมาตรฐาน (วิธีการประมาณมวลโมเลกุลสัมพัทธ�ของเอนไซม�แสดงในภาคผนวกท่ี 4) 

3.9 การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม�โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรียท่ีคัดแยกได� 
3.9.1 ผลของค าพีเอชต อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซม�โปรติเอส 

การหาค&าพีเอชที่เหมาะสมต&อการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม� ดําเนินการโดยการบ&มสารละลาย
เอนไซม�ท่ีผ&านการทําบริสุทธ์ิบางส&วนจากหัวข�อ 3.8 กับสับเสตรทท่ีละลายในสารละลายบัฟเฟอร�ท่ีมีค&าพีเอช
ต&างกันคือ ค&าพีเอช 3-6 (ใช�บัฟเฟอร�โซเดียมอะซิเตท ความเข�มข�น 50 มิลลิโมลาร�), ค&าพีเอช 6-8 (ใช�บัฟเฟอร�
ฟอตเฟต ความเข�มข�น 50 มิลลิโมลาร�), ค&าพีเอช 7-9 (ใช�บัฟเฟอร�ทริสความเข�มข�น 50 มิลลิโมลาร�) และค&า 
พีเอช 9-12 (ใช�บัฟเฟอร�โซเดียมคาร�บอเนต ความเข�มข�น 50 มิลลิโมลาร�) และติดตามค&าแอคติวิตีของเอนไซม� 
คํานวณเป2นค&าร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ� (% relative activity) โดยใช�ผลการทดลองที่ให�ค&าแอคติวิตีสูงสุดเป2น
ร�อยละ 100 สําหรับการศึกษาผลของค&าพีเอชต&อความเสถียรของเอนไซม� จะดําเนินการทดลองคล�ายกันแต&จะ
บ&มสารละลายเอนไซม�ในสารละลายบัฟเฟอร�ท่ีมีค&าพีเอชต&างๆ เป2นเวลา 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง ก&อนทําปฏิกิริยา 
คํานวณค&าร�อยละแอคติวิตีคงเหลือ (% residual activity) โดยเทียบผลการทดลองท่ีค&าพีเอชที่ให�ค&าแอคติวิตี
ของเอนไซม�สูงท่ีสุดเป2นร�อยละ 100        

3.9.2 ผลของอุณหภูมิต อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซม�โปรติเอส 

การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต&อการทํางานของเอนไซม� ดําเนินการโดยการบ&มสารละลายเอนไซม�ใน
ชนิดของบัฟเฟอร�ความเข�มข�น 0.05 โมลาร� ที่มีค&าพีเอชที่เหมาะสมที่หาได�ในหัวข�อ 3.9.1 ที่อุณหภูมิต&างกัน 
จากน้ันติดตามแอคติวิตีของเอนไซม�และคํานวณเป2นค&าร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ�โดยเทียบผลการทดลองที่ให�ค&า
แอคติวิตีสูงท่ีสุดเป2นร�อยละ 100 สําหรับการศึกษาผลของอุณหภูมิต&อความเสถียรของเอนไซม� จะทําโดยการบ&ม
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สารละลายเอนไซม�ในบัฟเฟอร�ท่ีเหมาะสมที่อุณหภูมิต&างๆ เป2นเวลา 72 ช่ัวโมง และติดตามวัดค&าแอคติวิตีของ
เอนไซม�ท่ีเวลา 6, 12, 24, 36, 48 และ 72 ช่ัวโมง คํานวณเป2นค&าร�อยละแอคติวิตีคงเหลือโดยเทียบค&าแอตติวิตี
ของเอนไซม�ที่ช่ัวโมงท่ีศูนย�เป2นร�อยละ 100 

3.9.3 ผลของสารเคมีต อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส 

การศึกษาผลของสารเคมีต&อการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม� ทําโดยการบ&มสารละลายเอนไซม�ใน
สภาวะท่ีมีสารเคมีต&างๆ ความเข�มข�น 1, 5 และ 10 มิลลิโมลาร� และติดตามค&าแอคติวิตีของเอนไซม� รายงานผล
การทดลองเป2นค&าร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ�โดยเทียบค&าแอคติวิตีโปรติเอสของชุดควบคุมท่ีไม&มีการเติมสารเคมี
เป2นร�อยละ 100 สารเคมีที่ใช�ศึกษาได�แก& NaCl, CaCl2, MgCl2, MnCl2, ZnCl2, HgCl2, PMSF, EDTA และ 
DTT   

3.9.4 ผลของเกลือต อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส 

การศึกษาผลของเกลือต&อแอคติวิตีของเอนไซม�จะใช�โซเดียมคลอไรด�และแคลเซียมคลอไรด�ความ
เข�มข�นต&างกันคือระหว&างร�อยละ 0-20 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) เติมลงในปฏิกิริยาของเอนไซม�ท่ีมีค&าพีเอชและ
อุณหภูมิที่เหมาะสมท่ีหาได�จากข�อ 3.9.1 และ 3.9.2 จากน้ันติดตามแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส คํานวณค&า 
ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ�โดยเทียบค&าแอคติวิตีของเอนไซม�ในสภาวะท่ีไม&มีเกลือเป2นร�อยละ 100 

3.9.5 ผลของดีเทอร�เจนท�ต อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส 

การติดตามการทํางานของเอนไซม�โปรติเอสในสภาวะท่ีมีดีเทอร�เจนท�ทําโดยการบ&มสารละลาย
เอนไซม�ในปฏิกิริยาที่มีสารดีเทอร�เจนท� ได�แก& SDS, Tween80 และ Triton X-100 ท่ีความเข�มข�นสุดท�าย
เท&ากับร�อยละ 1, 5 และ 10 (นํ้าหนัก/ปริมาตรต&อปริมาตร) แล�วติดตามแอคติวิตีของเอนไซม� คํานวณค&าร�อยละ
แอคติวิตีสัมพัทธ�โดยเทียบค&าแอคติวิตีโปรติเอสของชุดควบคุมที่ไม&มีการเติมดีเทอร�เจนท�เป2นร�อยละ 100 

3.9.6 ผลของสารฟอกขาวต อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส 

การติดตามการทํางานของเอนไซม�โปรติเอสในสภาวะที่มีสารฟอกขาวทําโดยการบ&มสารละลาย
เอนไซม�ในปฏิกิริยาท่ีมีสารฟอกขาว ได�แก& Hydrogenperoxide (H2O2), Nitrioriacetic acid, Sodium 
dihydrogen orthophospate, Sodium carbonate, Sodium carboxymethyl cellulose, Sodium 
perborate, Sodium percarbonate, Sodium pyrophosphate tetrabasic, Sodium p-toluene 
sulfonate, Sodium silicate, Sodium tripolyphosphate, Sodium xylenesulfonate และ Zeolite ที่
ความเข�มข�นสุดท�ายเท&ากับร�อยละ 1, 5 และ 10 (นํ้าหนัก/ปริมาตรต&อปริมาตร) แล�วติดตามแอคติวิตีของ
เอนไซม� คํานวณค&าร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ�โดยเทียบค&าแอคติวิตีโปรติเอสของชุดควบคุมที่ไม&มีการเติมสารฟอก
ขาวเป2นร�อยละ 100 

3.9.7 ผลของตัวทําละลายอินทรีย�ต อความเสถียรของเอนไซม�โปรติเอส 

บ&มสารละลายเอนไซม�ในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรีย�แต&ละชนิดความเข�มข�นร�อยละ 50 
(ปริมาตรต&อปริมาตร) ระหว&างการบ&มปฏิกิริยาจะทําการเขย&าสารผสมอย&างต&อเน่ืองที่ความเร็ว 150 รอบต&อ
นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 6, 12 และ 24 ช่ัวโมง จากน้ันติดตามค&าแอคติวิตีของเอนไซม� ตัว
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ทําละลายอินทรีย�ที่นํามาศึกษาได�แก& ไดเมทิลซัลโฟนิลออกไซด� (DMSO มีค&า log Po/w = -1.22), เมทานอล 
(methanol มีค&า log Po/w= -0.8), เอทานอล (ethanol มีค&า log Po/w = -0.24), บิวทานอล (butanol มีค&า 
log Po/w =0.8), เบนซีน (benzene มีค&า log Po/w = 2.0), โทลูอีน (toluene มีค&า log Po/w = 2.7) เฮกเซน 
(hexane มีค&า log Po/w  = 3.6), เดคเคน (decane มีค&า log Po/w = 5.6), และ เฮกซาเดคเคน (hexadecane 
มีค&า log Po/w = 8.8) รายงานผลการทดลองเป2นค&าร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ�โดยเทียบค&าแอคติวิตีโปรติเอสของ
ชุดควบคุมท่ีไม&มีตัวทําละลายอินทรีย�เป2นร�อยละ 100 

3.9.8 ความจําเพาะต อสับสเตรทของเอนไซม�โปรติเอส 

การศึกษาความจําเพาะต&อสับสเตรทของเอนไซม�โปรติเอสจะใช�สับสเตรทอะโซเคซีนและเคซีน ที่
ความเข�มข�นร�อยละ 1 (ปริมาตรต&อปริมาตร) ในการศึกษาด�วยการติดตามแอคติวิตีของเอนไซม� คํานวณค&า 
ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ�โดยเทียบค&าแอคติวิตีของปฏิกิริยาท่ีเกิดจากสับสเตรทอะโซเคซีนเป2นร�อยละ 100 
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บทท่ี 4 

 
ผลการวจิยั 

 
4.1 การคัดแยกแบคทีเรียใต�ทะเลท่ีสามารถผลิตเอนไซม�โปรติเอสจากตัวอย างตะกอนทะเล 

เม่ือนําตัวอย&างตะกอนทะเลจากทะเลในเขตภาคตะวันออก จํานวน 9 ตัวอย&าง ท่ีระดับความลึกต&างกันมา
ทําการเจือจางตัวอย&าง 5 เท&า และ 10 เท&าด�วยนํ้ากล่ันฆ&าเช้ือและกระจายทั่วบนผิวหน�าของอาหารแข็ง LB บ&ม
เล้ียงเช้ือที่อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง พบแบคทีเรียที่มีความแตกต&างของลักษณะโคโลนี 
ขนาด และสี จํานวนท้ังส้ิน 22 ไอโซเลท ซึ่งเม่ือนํามาเพาะเช้ือแบบลงเช้ือตําแหน&งเดียวบนอาหารแข็งสกิมมิลค� 
และนําไปบ&มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง และสังเกตบริเวณใสรอบโคโลนีท่ีเกิดข้ึน (ภาพ
ที่ 4) พบแบคทีเรียจํานวน 3 ไอโซเลท (ไอโซเลทที่ 5, 7, และ 9) ท่ีมีแนวโน�มว&าจะเป2นไอโซเลทที่สามารถผลิต
เอนไซม�โปรติเอสได� ซ่ึงเม่ือวัดเส�นผ&านศูนย�กลางของบริเวณใสเทียบกับเส�นผ&านศูนย�กลางของโคโลนีแล�ว พบว&า 
ไอโซเลทท่ี 7 มีอัตราส&วนของวงใสต&อโคโลนีมากท่ีสุดคือเท&ากับ 2.18 ขณะท่ีไอโซเลทที่ 9 มีอัตราส&วนของวงใส
ต&อโคโลนีเท&ากับ 1.40 สําหรับไอโซเลทท่ี 5 น้ันพบอัตราส&วนน�อยท่ีสุด คือ 1.20 และเม่ือวิเคราะห�ค&าแอคติวิตี
ของเอนไซม�โปรติเอสพบว&า ไอโซเลทที่ 7 ให�ค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสสูงท่ีสุดเท&ากับ 6.57±0.25 หน&วย
ต&อมิลลิลิตร เม่ือเทียบกับค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสที่ได�จากไอโซเลทอ่ืน ดังแสดงในตารางท่ี 3 ด�วยเหตุ
น้ีจึงเลือกแบคทีเรียไอโซเลทท่ี 7 มาทําการระบุชนิดของแบคทีเรียต&อไป 
 

 
 
ภาพท่ี 4 ตัวอย&างวงใสรอบโคโลนีที่เกิดจากการย&อยสลายโปรตีนในอาหารแข็งสกิมมิลค�ของแบคทีเรียไอโซเลท
ที่ 7 และไอโซเลทท่ี 9 เม่ือบ&มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 3 อัตราส&วนระหว&างเส�นผ&านศูนย�กลางของวงใสต&อเส�นผ&านศูนย�กลางของโคโลนีแบคทีเรียที่คัดแยกได�
เมื่อเล้ียงเจริญบนอาหารแข็งสกิมมิลค� ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง และค&าแอคติวิตีของ
เอนไซม�โปรติเอสท่ีแบคทีเรียขับออกมานอกเซลล� 

ไอโซเลทท่ี ลักษณะโคโลนี 
อัตราส&วนของ
ขนาดวงใสต&อ
ขนาดโคโลนี 

แอคติวิตีของเอนไซม�     
โปรติเอส  

(หน&วยต&อมิลลิลิตร)        
± ส&วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

5 
ขอบหยัก มีวงใสรอบๆ โคโลนีขนาดใหญ&และ
กลม สีขาวขุ&น 

1.20 6.32 ± 0.25 

7 ขอบหยัก โคโลนีมีสีขาวขุ&น 2.18 6.57 ± 0.25 

9 
ขอบเรียบและกลม โคโลนีขนาดใหญ&  
มีสีขาวขุ&น 

1.40 6.42 ± 0.08 
 

4.2 การระบุชนิดของแบคทีเรียใต�ทะเลท่ีสามารถผลิตเอนไซม�โปรติเอสท่ีคัดแยกได� 
การระบุชนิดของแบคทีเรียใต�ทะเลไอโซเลทท่ี 7 ท่ีสามารถผลิตเอนไซม�โปรติเอสท่ีคัดแยกได� จะใช�ลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาและสมบัติทางชีวเคมีตามวิธี API Skill bacterial identification ร&วมกับลําดับนิวคลีโอไทด�
ในบริเวณอนุรักษ�ของช้ินยีน 16S rRNA ผลการทดลองพบว&า แบคทีเรียไอโซเลทท่ี 7 เป2นแบคทีเรียแกรมบวก 
รูปร&างท&อน ท่ีให�ผลบวกกับการทดสอบปฏิกิริยาของเอนไซม�คะทะเลส (catalase) และสามารถผลิตกลีเซอรอล 
(glycerol) เอ็น-อะซิทิลกลูโคซามีน (N-acetylglucosamine), อะไมดาลิน (amygdalin), ซาลิซิน (salicin), 
เอสคูลิน-เฟอร�ริกซิเตรท (esculin ferric citrate), อาบูติน (arbutin), อินูลิน (inulin), อะไมดอน (amidon) 
และไกลโคเจน (glycogen) รวมทั้งสามารถใช�นํ้าตาลได�หลายชนิด เช&น แอล-อะราบิโนส (L-arabinose),   
ดี-ไรโบส (D-ribose), ดี-ไซโลส (D-xylose), ดี-กาแลกโทส (D-galactose), ดี-กลูโคส (D-glucose), ดี-ฟรักโทส 
(D-fructose), อิโนซิทอล (inositol), ดี-แมนนิทอล (D-mannitol), ดี-เซลโลไบโอส (D-cellobiose), ดี- 
มอลโตส (D-maltose) และ ดี-แลคโตส (D-lactose) เป2นต�น ดังสรุปในตารางที่ 4 ซ่ึงสามารถสรุปได�ว&า 
แบคทีเรียไอโซเลทท่ี 7 คือ Bacillus megaterium โดยมีระดับความน&าเช่ือถือของผลการวิเคราะห�เท&ากับร�อย
ละ 99.1 ผลการระบุชนิดโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบัติทางชีวเคมีน้ีให�ผลสอดคล�องกับผลการ
วิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ในบริเวณอนุรักษ�ของช้ินยีน 16S rRNA ท่ีพบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด�ถึง
ร�อยละ 99 กับ B. megaterium หลายสายพันธุ� เช&น B. megaterium strain BAB-2927 (Accession no. 
KF853118.1), B. megaterium strain KUDC1750 (Accession no. KC414696.1), B. megaterium 
strain MSC2 (Accession no. HQ694774.1) เป2นต�น และจัดไอโซเลทท่ี 7 เป2น B. megaterium เช&นกัน 
(ภาพที่ 5) 
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ตารางที่ 4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลทท่ี 7 ที่คัดเลือกได�เม่ือ
วิเคราะห�ตามวิธี API Skill bacterial identification 

ปฏิกิริยาที่ใช�ทดสอบ ผลการวิเคราะห� 
การย�อมแกรม (gram stain)  แกรมบวก, รูปร&างท&อน 
การทดสอบปฏิกิริยาเอนไซม�คะทะเลส (catalase test)                            + 
กลีเซอรอล (glycerol)  + 
อีริทรีทอล (erythritol)   - 
ดี-อะราบิโนส (D-arabinose)  - 
แอล-อะราบิโนส (L-arabinose)   + 
ดี-ไรโบส (D-ribose)   + 
ดี-ไซโลส (D-xylose)   + 
แอล-ไซโลส (L-xylose)   - 
ดี-อะโดนิทอล (D-adonitol)   - 
เมทิล-เบต�า-ดี-ไซโลไพราโนไซด� (methyl-β-D-xylopyranoside)   - 
ดี-กาแลกโทส (D-galactose)   + 
ดี-กลูโคส (D-glucose)   + 
ดี-ฟรักโทส (D-fructose)   + 
ดี-แมนโนส (D-mannose)  - 
แอล-ซอร�โบส  (L-sorbose)   - 
แอล-แรมโนส (L-rhamnose)  - 
ดูซิทอล (ducitol)   - 
อิโนซิทอล (inositol)   + 
ดี-แมนนิทอล (D-mannitol)  + 
ดี-ซอบิทอล (D-sorbitol) - 
เมทิล-แอลฟา-ดี-แมนโนไพราโนไซด� (methyl-α-D-
mannopyranoside)   

- 

เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซด� (methyl-α-D-glucopyranoside)  - 
เอ็น-อะซิติลกลูโคซามีน (N-acetylglucosamine)  + 
อะไมดาลิน  (amygdalin)  + 
อาบูติน (arbutin) + 
เอสคูลิน เฟอร�ริก ซิเตรท (esculin ferric citrate) + 

 หมายเหตุ   –  หมายถึง ให�ผลลบ 
       +  หมายถึง ให�ผลบวก 
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ตารางที่ 4 (ต&อ) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลทที่ 7 ที่คัดเลือกได�
เมื่อวิเคราะห�ตามวิธี API Skill bacterial identification 

ปฏิกิริยาที่ใช�ทดสอบ ผลการวิเคราะห� 
ซาลิซิน (salicin)  + 
ดี-เซลโลไบโอส (D-cellobiose)  + 
ดี-มอลโตส (D-maltose)   + 
ดี-แลคโตส (D-lactose)  + 
ดี-เมลิไบโอส (D-melibiose)  + 
ดี-แซคคาโรส หรือซูโครส (D-saccharose หรือ sucrose)  + 
ดี-ทรีฮาโลส (D-trehalose)   + 
อินูลิน (inulin)   + 
ดี-เมลิไซโทส (D-melezitose)   + 
ดี-ราฟฟ�โนส (D-raffinose)   + 
อะไมดอนจากแป@ง (Amidon; starch)   + 
ไกลโคเจน (glycogen)   + 
ไซลิทอล (xylitol)   - 
เจนทิโอไบโอส  (gentiobiose)  + 
ดี-ทูราโนส (D-turanose)   + 
ดี-ไลโซส (D-lyxose)   - 
ดี-ทากาโลส (D-tagalose)  - 
ดี-ฟูโคส (D-fucose)  - 
แอล-ฟูโคส (L-fucose)   - 
ดี-อะราบิทอล (D-arabitol)   - 
แอล-อะราบิทอล (L-arabitol)  - 
โพแทสเซียม กลูโคเนต (potassium gluconate)  - 
โพแทสเซียม ทู-คีโตกลูโคเนต 
(potassium 2-ketogluconate)   

- 

โพแทสเซียม ไฟว�-คีโตกลูโคเนต 
(potassium 5-ketogluconate)  

- 

ผลสรุป Bacillus megaterium  
(ความน&าเช่ือถือของผลการ

วิเคราะห�ร�อยละ 99.1) 

 หมายเหตุ   –  หมายถึง ให�ผลลบ 
       +  หมายถึง ให�ผลบวก 



 
 

40 
 

 Bacillus megaterium S20404 (KF956578)

 Bacillus megaterium S20109 (KF956572)

 Bacillus megaterium S20510 (KF956591)

 Isolate 7

 Bacillus psychrosaccharolyticus (AB021195)

 Bacillus lentus (AB021189)

 Bacillus azotoformans DSM1046 (D78309)

 Bacillus subtilis (AJ277905)

 Bacillus vallismortis (AB021198)

 Bacillus atrophaeus (AB021181)

 Bacillus weiheustephanensis (AB021199)

 Bacillus cereus SBTBC-008 (KF601957)

 Bacillus thuringiensis Sn9 (KC683724)

 Bacillus halodurans C-125 (NR_074984)

 Bacillus coagulans JCM2257 (D78313)

 Bacillus alcalophilus (AJ277904)

 Enterobacter aerogenes EBB1 (GU903317)

 Escherichia coli RRECI (AF527827)100

99

100

100

100

0.02  
ภาพท่ี 5 การวิเคราะห�วงศ�วานวิวัฒนาการของแบคทีเรียใต�ทะเลไอโซเลทที่ 7  ท่ีคัดแยกได� โดยใช�ลําดับนิวคลี-
โอไทด�ของช้ินยีน 16S rRNA เทียบกับแบคทีเรียในกลุ&มที่มีวิวัฒนาการใกล�เคียงกัน ตัวเลขท่ีระบุถัดจากจุดแยก
ของก่ิงเป2นค&าร�อยละความเช่ือม่ันของการวิเคราะห�ซึ่งจะแสดงเมื่อมีค&ามากกว&าร�อยละ 70 จากการวิเคราะห�
ฐานราก (bootstrap analysis) จํานวน 1000 ครั้ง ระยะห&างทางวิวัฒนาการ (evolutionary distances) 
คํานวณโดยใช�วิธี Kimura 2-parameter และอยู&ในหน&วยจํานวนของเบสที่เปล่ียนไปต&อตําแหน&ง  
 
4.3 การศึกษาผลของปYจจัยทางกายภาพและปริมาณไอออนต อการเจริญและการผลิตเอนไซม�
โปรติเอสของ Bacillus megaterium    

4.3.1 ผลของค าพีเอชต อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอส 

เมื่อนํา B. megaterium ท่ีคัดเลือกได�มาเล้ียงในอาหารเหลว LB ที่มีค&าพีเอชแตกต&างกันเป2นเวลา 
24 ช่ัวโมง ด�วยความเร็ว 250 รอบต&อนาที แล�วติดตามค&า ∆OD600 ปริมาณโปรตีน และค&าแอคติวิตีของ
เอนไซม�โปรติเอสพบว&า B. megaterium สามารถเจริญและผลิตเอนไซม�โปรติเอสได�ท่ีค&าพีเอชในช&วง 5.0-9.0 
โดยมีการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสได�สูงที่สุดที่ค&าพีเอชเท&ากับ 6.0 คือ 6.25 ± 0.37 หน&วยต&อ
มิลลิลิตร ซึ่งเมื่อเพิ่มค&าพีเอชของอาหารเล้ียงจะพบว&าการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสจะมีค&าลดลงอย&าง
ต&อเน่ือง และไม&สามารถเจริญได�ที่ค&าพีเอชมากกว&า 9.0 ดังแสดงผลการทดลองในภาพท่ี 6 
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ภาพท่ี 6 ผลของค&าพีเอชต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium 
           กําหนดให�      คือ ผลต&างของค&าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (∆OD600)             
                                   เมื่อเล้ียงเช้ือในสภาวะที่วิเคราะห�เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง  

                        คือ ค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส (หน&วยต&อมิลลิลิตร) 

4.3.2 ผลของอุณหภูมิต อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอส 

เมื่อทราบค&าพีเอชท่ีเหมาะสมต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium 
แล�ว (ผลการทดลองจากหัวข�อ 4.3.1) จะทําการเล้ียงเช้ือเจริญที่อุณหภูมิแตกต&างกันคือ ต้ังแต&อุณหภูมิ 5 ถึง 
50 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง ด�วยความเร็ว 250 รอบต&อนาที และวัดค&า ∆OD600 ปริมาณโปรตีน 
และค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสได�ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 7 คือ B. megaterium สามารถเจริญได�
ดีในช&วงอุณหภูมิกว�างต้ังแต& 15 ถึง 45 องศาเซลเซียส และมีการผลิตเอนไซม�โปรติเอสในปริมาณที่ใกล�เคียงกัน 
โดยมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสเท&ากับ 30 องศาเซลเซียส ซ่ึงให�ค&า 
แอคติวิตีของเอนไซม�สูงสุดเท&ากับ 7.15±0.09 หน&วยต&อมิลลิลิตร และเม่ือเล้ียงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
พบว&า B. megaterium ไม&สามารถเจริญได� 

4.3.3 ผลของความเร็วในการเขย าต อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอส 

เมื่อทราบค&าพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. 
megaterium แล�วปvจจัยต&อมาท่ีได�ทําการศึกษา คือ ปริมาณออกซิเจนต&อการเจริญโดยใช�ความเร็วในการเขย&า
ที่แตกต&างกันระหว&าง 150 และ 350 รอบต&อนาทีเป2นตัวกําหนด เม่ือบ&มเล้ียงเช้ือเป2นเวลา 24 ช่ัวโมง แล�ววัดค&า 
∆OD600 ปริมาณโปรตีน และค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส พบว&า B. megaterium สามารถเจริญได�ดีใน
ระดับท่ีใกล�เคียงกันในทุกความเร็วในการเขย&าแต&จะมีการผลิตเอนไซม�โปรติเอสในระดับท่ีต&างกัน โดยพบว&าที่
ความเร็ว 250 รอบต&อนาทีน้ัน B. megaterium สามารถผลิตเอนไซม�โปรติเอสได�สูงท่ีสุดเท&ากับ 7.58 ± 0.04 
หน&วยต&อมิลลิลิตร ขณะที่เม่ือใช�ความเร็วในการเขย&าท่ีสูงหรือตํ่ากว&าน้ันจะมีการผลิตเอนไซม�ในปริมาณน�อยลง 
ดังแสดงในภาพที่ 8 
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ภาพท่ี 7 ผลของอุณหภูมิต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium  

กําหนดให�     คือ ผลต&างของค&าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (∆OD600)             
                                   เมื่อเล้ียงเช้ือในสภาวะที่วิเคราะห�เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง  

                         คือ ค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส (หน&วยต&อมิลลิลิตร) 
 

 
ภาพท่ี 8 ผลของความเร็วในการเขย&าต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium 
           กําหนดให�     คือ ผลต&างของค&าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (∆OD600)             
                                  เมื่อเล้ียงเช้ือในสภาวะท่ีวิเคราะห�เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง  

                       คือ ค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส (หน&วยต&อมิลลิลิตร) 
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4.3.4 ผลของความเข�มข�นเกลือโซเดียมคลอไรด�ต อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอส 

เมื่อเล้ียง B. megaterium ในอาหารเหลว LB ที่มีปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด�ในอาหารท่ีความ
เข�มข�นต&างกัน คือ ร�อยละ 0 ถึง 5 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) เล้ียงให�เจริญในสภาวะเหมาะสมท่ีหาได�จากข�อ 4.3.3 
เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง พบว&า B. megaterium สามารถเจริญได�ในอาหาร LB ที่มีเกลือทุกความเข�มข�นสูงถึง 
ร�อยละ 5 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) โดยสามารถผลิตเอนไซม�โปรติเอสได�แต&จะแสดงแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส 
สูงท่ีสุดเท&ากับ 8.13 ± 0.08 หน&วยต&อมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงเจริญในอาหารท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด�ร�อยละ 2.5 
(นํ้าหนักต&อปริมาตร) เป2นองค�ประกอบและค&าแอคติวิตีของเอนไซม�จะค&อยๆ ลดลงอย&างต&อเน่ือง ดังแสดงใน
ภาพท่ี 9 

 
ภาพที่ 9 ผลของความเข�มข�นเกลือโซเดียมคลอไรด�ต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ  
B. megaterium  
             กําหนดให�     คือ ผลต&างของค&าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (∆OD600)             
                                    เม่ือเล้ียงเช้ือในสภาวะที่วิเคราะห�เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง  

                          คือ ค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส (หน&วยต&อมิลลิลิตร) 

4.3.5 ผลของการเติมแมงกานีสคลอไรด�และเมอร�คิวร่ีคลอไรด�ต อการเจริญและการผลิตเอนไซม� 
โปรติเอส 

การเล้ียง B. megaterium ในอาหารเหลว LB ที่มีการเติมแมงกานีสคลอไรด�หรือเมอร�คิวร่ีคลอไรด� 
ความเข�มข�น 0 ถึง 20 มิลลิโมลาร� ลงเป2นส&วนประกอบของอาหารและบ&มเล้ียงเป2นเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาวะ
เหมาะสมที่หาได�จากข�อ 4.3.3 พบว&า B. megaterium สามารถเจริญได�ในอาหารท่ีมีการเติมแมงกานีสคลอไรด�
สูงถึง 10 มิลลิโมลาร� จากน้ันการเจริญจะค&อย ๆ ลดลงเม่ือเพิ่มความเข�มข�นของแมงกานีสคลอไรด� แต&ที่
น&าสนใจคือ เมื่อมีปริมาณแมงกานีสคลอไรด�เพิ่มข้ึนจะทําให�สามารถวัดแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสได�เพิ่มข้ึน
ตามไปด�วย ดังแสดงในภาพท่ี 10 สําหรับการเล้ียงเจริญในอาหารท่ีมีการเติมเมอร�คิวรี่คลอไรด�พบว&า  
B. megaterium ยังคงสามารถเจริญได�ดีท่ีทุกความเข�มข�นของเมอร�คิวรี่คลอไรด�แต&ค&าแอคติวิตีของเอนไซม� 
โปรติเอสจะลดลงตามปริมาณของเมอร�คิวรี่คลอไรด�ท่ีเพิ่มข้ึน ดังแสดงในภาพท่ี 11  
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ภาพท่ี 10 ผลของการเติมแมงกานีสคลอไรด�ต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium 

กําหนดให�     คือ ผลต&างของค&าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (∆OD600)             
                                    เม่ือเล้ียงเช้ือในสภาวะที่วิเคราะห�เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง  

                    คือ ค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส (หน&วยต&อมิลลิลิตร) 
 
 
 

 
ภาพท่ี 11 ผลของการเติมเมอร�คิวร่ีคลอไรด�ต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium 

กําหนดให�     คือ ผลต&างของค&าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (∆OD600)             
                                   เมื่อเล้ียงเช้ือในสภาวะที่วิเคราะห�เป2นเวลา 24 ช่ัวโมง  

                         คือ ค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส (หน&วยต&อมิลลิลิตร) 
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4.4 การติดตามกราฟการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium 

เม่ือได�สภาวะที่เหมาะสมในการเล้ียง B. megaterium ให�ผลิตเอนไซม�โปรติเอสสูงแล�วจากข�อ 4.3 จึงได�มี
การติดตามกราฟการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอส โดยจะเก็บตัวอย&างอาหารเล้ียงมาวิเคราะห�ทุกๆ 3 
ช่ัวโมงต&อเน่ือง เป2นเวลา 72 ช่ัวโมง ในการวิเคราะห�จะวัดค&า ∆OD600, ค&าพีเอช, นับจํานวนโคโลนี, ปริมาณ
โปรตีน และค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส ได�ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 12 กล&าวคือ เม่ือเวลาผ&านไป 9 
ช่ัวโมง B. megaterium สามารถเจริญเข�าสู&ระยะคงที่ (stationary phase) โดยสามารถเจริญและผลิตเอนไซม�
โปรติเอสได�สูงท่ีสุด (6.74 ± 0.02 หน&วยต&อมิลลิลิตร) ท่ีช่ัวโมงที่ 15 ของการเล้ียง โดยมีจํานวนโคโลนีและค&า 
∆OD600 เท&ากับ 4.76 ± 0.03 × 106 CFUต&อมิลลิลิตร และ 2.04 ± 0.05 ตามลําดับ และปริมาณเซลล�จะ
ลดลงเมื่อเล้ียงเจริญต&อเน่ืองเป2นเวลา 72 ช่ัวโมง ในลักษณะท่ีข้ึนกับเวลา แต&จะส&งผลต&อค&าแอคติวิตีของ
เอนไซม�โปรติเอสเพียงเล็กน�อย สําหรับค&าพีเอชของอาหารน้ันมีแนวโน�มเพิ่มข้ึนเล็กน�อยตามเวลาในการเล้ียง 
 

 
ภาพท่ี 12 กราฟการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium                        

 กําหนดให�      คือ ค&าพีเอชของอาหารเล้ียง 
   คือ ค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส (หน&วยต&อมิลลิลิตร) 

            คือ จํานวนโคโลนีแบคทีเรีย (×106 ซีเอฟยูต&อมิลลิลิตร) 
            คือ ผลต&างของค&าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (∆OD 600)  
                                    เม่ือเล้ียงเช้ือเจริญท่ีเวลาที่ทําการวิเคราะห� 
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4.5 การทําบริสุทธ์ิบางส วนเอนไซม�โปรติเอสจาก Bacillus megaterium  

 เมื่อนําส&วนสกัดเอนไซม�โปรติเอสเริ่มต�นไปตกตะกอนด�วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละต&างกัน 
พบว&าสามารถตรวจพบแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสสูงในตะกอนโปรตีนที่ใช�เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว
ร�อยละ 60-70 และ 70-80 โดยมีค&าแอคติวิตีจําเพาะเท&ากับ 68.39 และ 83.40 หน&วยต&อมิลลิกรัมโปรตีน 
ตามลําดับ จึงทําการตกตะกอนเอนไซม�ใหม&ด�วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 0-60 และ 60-80 พบว&า
เอนไซม�โปรติเอสส&วนใหญ&จะตกตะกอนที่ความเข�มข�นเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 60-80 โดยให�ค&า
แอคติวีตีเอนไซม�ทั้งหมดเท&ากับ 38.96 หน&วย และมีค&าแอคติวิตีจําเพาะสูงถึง 5729.41 หน&วยต&อมิลลิกรัม
โปรตีน ซ่ึงแสดงถึงความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 125.67 เท&า แม�จะมีปริมาณเอนไซม�คงเหลือเพียงร�อยละ 0.56 ดัง
แสดงในตารางท่ี 5 

 เมื่อนําสารละลายโปรตีนท่ีผ&านการตกตะกอนเกลือมาตรวจสอบความบริสุทธ์ิและประมาณมวลโมเลกุล
สัมพัทธ�เทียบกับโปรตีนมาตรฐานด�วยการวิเคราะห� SDS-PAGE พบว&า การตกตะกอนเอนไซม�โปรติเอสด�วย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 60-80 ให�แถบโปรตีนท่ีคาดว&าคือเอนไซม�โปรติเอสท่ีมีความเข�มสูงกว&า
แถบโปรตีนอ่ืนและไม&พบในตะกอนโปรตีนที่ตกตะกอนด�วยเกลืออ่ิมตัวร�อยละ 0-60 โดยมีขนาดอยู&ระหว&าง 52 
และ 76 กิโลดาลตัน จากการวิเคราะห�กราฟมาตรฐานระหว&างค&าลอการึทึมของนํ้าหนักโมเลกุลของโปรตีน
มาตรฐานกับระยะการเคล่ือนท่ีของโปรตีน (ภาคผนวกที่ 4) พบว&าเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium ที่
ผ&านการทําบริสุทธ์ิบางส&วนมีมวลโมเลกุลสัมพัทธ�ประมาณ 61 กิโลดาลตัน ดังแสดงในภาพท่ี 13 และนํามา
ศึกษาคุณลักษณะเฉพาะต&อไป 

 
4.6 การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium 

4.6.1 ผลของค าพีเอชต อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซม�โปรติเอส 

การวัดค&าแอคติวิตีของเอนไซม� โปรติเอสท่ีค&าพี เอชต&างกัน พบว&าเอนไซม� โปรติเอสจาก  
B. megaterium สามารถเร&งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสอะโซเคซีนได�ทุกค&าพีเอชต้ังแต& 3 ถึง 12 โดยแสดงค&าแอค- 
ติวิตีมากกว&าครึ่งในช&วงค&าพีเอช 5-10  ซ่ึงพบว&าค&าพีเอชท่ีเหมาะสมต&อการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม�อยู&ท่ีค&า 
พีเอชเท&ากับ 8 ดังแสดงในภาพที่ 14 สําหรับการศึกษาผลของค&าพีเอชต&อความเสถียรของเอนไซม� โดยทําการ
บ&มสารละลายเอนไซม�ในบัฟเฟอร�ท่ีมีค&าพีเอชต&างกันเป2นเวลา 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง พบว&า เมื่อทําการบ&มเป2น
เวลา 1 และ 3 ช่ัวโมง เอนไซม�ยังคงสามารถรักษาความเสถียรได�มากกว&าร�อยละ 50 ในทุกค&าพีเอชและจะยังคง
เหลือแอคติวิตีมากกว&าร�อยละ 80 ในช&วงค&าพีเอช 6-9 ดังแสดงในภาพท่ี 15ก และ 15ข ซึ่งให�ผลการทดลองใน
ลักษณะเดียวกันกับการบ&มเอนไซม�เป2นเวลา 6 ช่ัวโมง แต&พบว&าเอนไซม�ยังคงรักษาแอคติวิตีได�สูงเกินร�อยละ 80 
ในช&วงค&าพีเอชแคบลงคือ 7-9 ดังแสดงในภาพที่ 15ค 
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                 กิโลดาลตัน                      M     1        2       3 

 

ภาพท่ี 13 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium ด�วยการวิเคราะห� SDS-
PAGE โดยใช�เจลแยกท่ีมีความเข�มข�นอะคริลาไมด�ร�อยละ 12  
  กําหนดให�  M  คือ โปรตีนมาตรฐาน 
     แถวที่ 1  คือ ส&วนสกัดเอนไซม�โปรติเอสเริ่มต�น 
         แถวที่ 2  คือ โปรตีนที่ผ&านการตกตะกอนด�วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 0-60  

แถวที่ 3  คือ โปรตีนและเอนไซม�โปรติเอส (ลูกศร) ที่ผ&านการตกตะกอนด�วยเกลือแอมโมเนียม  
                ซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 60-80 

 
ภาพท่ี 14  ผลของค&าพีเอชต&อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium 

  กําหนดให�           คือ 50 mM Sodium acetate (ค&าพเีอช 3-6)                     
                         คือ 50 mM  Phosphate (ค&าพีเอช 6-8)  
                         คือ 50 mM Tris-HCl (ค&าพีเอช 7-9)  
                         คือ 50 mM Sodium carbonate (ค&าพีเอช 9-12)  

225  

  76  

52 

38  
31  

24  

~61 กิโลดาลตัน 
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ตารางที่ 5 ตารางการทําบริสุทธิ์บางส&วนเอนไซม�โปรติเอสจาก Bacillus megaterium 

ขั้นตอนการ  
ทําบริสุทธิ์ 

ปริมาตร 
(มล.) 

ปริมาณโปรตีน 
(มก.ต&อมล.) 

ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด (มก.) 

แอคติวิตี 
(หน&วยต&อมล.) 

แอคติวิตีทั้งหมด 
(หน&วย) 

แอคติวิตีจําเพาะ  
(หน&วยต&อมก.) 

ปริมาณเอนไซม�
คงเหลือ  
(ร�อยละ) 

ความบริสุทธิ์ 
(เท&า) 

ส&วนสกัดเอนไซม� 
โปรติเอสเริ่มต�น 

1500 0.102 153 4.65 6,975 45.59 100 1 

การตกตะกอนด�วย
เกลือแอมโมเนียม

ซัลเฟตอิ่มตัว 
ร�อยละ 0-60 

6.20 0.387 2.40 0.88 5.46 2.28 0.08 0.05 

การตกตะกอนด�วย
เกลือแอมโมเนียม

ซัลเฟตอิ่มตัว 
ร�อยละ 60-80 

6.80 0.001 0.0068 5.73 38.96 5,729.41 0.56 125.67 
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ภาพท่ี 15 ผลของค&าพีเอชต&อความเสถียรของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium เมื่อทําการบ&มเอนไซม�ใน
สารละลายบัฟเฟอร�ที่ค&าพีเอชต&างกันเป2นเวลา (ก) 1 ช่ัวโมง (ข) 3 ช่ัวโมง และ (ค) 6 ช่ัวโมง 
กําหนดให�            คือ 50 mM Sodium acetate (ค&าพีเอช 3-6)                                                            
                        คือ 50 mM Phosphate (ค&าพีเอช 6-8)                                                                            
                        คือ 50 mM Tris-HCl (ค&าพีเอช 7-9)                                                                      
                        คือ 50 mM Sodium carbonate (ค&าพีเอช 9-12)  
 

(ก) 

  (ข) 

  (ค) 
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4.6.2 ผลของอุณหภูมิต อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซม�โปรติเอส                                     

       การวัดค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสท่ีอุณหภูมิต&างกัน เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร&ง
ปฏิกิริยาของเอนไซม� พบว&า อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม�โปรติเอสคือ ที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส ดังแสดงในภาพท่ี 16 สําหรับการศึกษาผลของอุณหภูมิสูงต&อความเสถียรของเอนไซม� โดยการบ&ม
สารละลายเอนไซม�ท่ีอุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 72 ช่ัวโมง พบว&า ในทุกอุณหภูมิที่
ทําการศึกษา เอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium  ยังคงรักษาแอคติวิตีของเอนไซม�ได�มากกว&าร�อยละ 80 
เมื่อทําการบ&มเอนไซม�ในทุกค&าอุณหภูมิเป2นเวลา 48 ช่ัวโมง และเอนไซม�ยังคงเหลือแอคติวิตีมากกว&าร�อยละ 60 
เมื่อทําการบ&มต&อเน่ืองเป2นเวลา 72 ช่ัวโมง ดังแสดงในภาพที่ 17 

 
ภาพท่ี 16 ผลของอุณหภูมิต&อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium   

 
ภาพท่ี 17 ผลของอุณหภูมิสูงต&อความเสถียรของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium เม่ือทําการบ&มเอนไซม�
ที่อุณหภูมิต&างกันเป2นเวลาต&อเน่ือง 72 ช่ัวโมง 
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4.6.3 ผลของตัวทําละลายอินทรีย�ต อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส 

         การศึกษาความเสถียรของเอนไซม�โปรติเอสในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรีย�ต&างชนิด พบว&า
การบ&มเอนไซม�ในตัวทําละลายที่ไม&มีข้ัว คือ เบนซีน โทลูอีน เฮกเซน เดดเคน และเฮกซาเดคเคน เป2นเวลา 6 
ช่ัวโมง ไม&ส&งผลต&อความเสถียรของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium แต&เมื่อทําการบ&มนานข้ึนเป2นเวลา 
12 และ 24 ช่ัวโมง จะส&งผลต&อความเสถียรของเอนไซม�เล็กน�อย ขณะท่ีตัวทําละลายอินทรีย�ที่มีข้ัวจะส&งผล
ยับย้ังการทํางานของเอนไซม�บางส&วน แต&ในสภาวะดังกล&าวเอนไซม�โปรติเอสยังคงรักษาแอคติวิตีไว�ได�มากกว&า
ครึ่ง ดังแสดงในตารางที่ 6 
 

ตารางที่ 6 แอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรีย�ความเข�มข�นร�อยละ 50 (ปริมาตร 
ต&อปริมาตร) 
 

ชนิดของตัวทําละลาย    
  อินทรีย� 
            เวลาในการบ&ม 

ค&า log Po/w 
ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ� 

6 ชม. 12 ชม. 24 ชม. 

ชุดควบคุม - 100 100 100 

DMSO -1.22 56 55 53 

เมทานอล - 0.8 63 62 56 

เอทานอล - 0.24 63 57 56 

บิวทานอล 0.8 61 65 71 

เบนซีน 2.0 112 89 69 

โทลูอีน 2.7 99 102 78 

เฮกเซน 3.6 109 94 90 

เดคเคน 5.6 104 98 79 

เฮกซาเดคเคน 8.8 110 101 88 

4.6.4 ผลของสารเคมีต อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส 

         การติดตามการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม�โปรติเอสในสภาวะที่มีไอออนโลหะชนิดและความเข�มข�น
ต&างกันพบว&า ท่ีความเข�มข�น 2 มิลลิโมลาร� ไม&ส&งผลยับย้ังการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม� แต&ในทางกลับกันจะเสริม
การทํางานของเอนไซม� โดย Mn2+  สามารถเสริมการทํางานของเอนไซม�ได�มากกว&าร�อยละ50 ซ่ึงเม่ือเพิ่มความ
เข�มข�นของไอออนโลหะเป2น 5 และ 10 มิลลิโมลาร� จะเพิ่มค&าแอคติวิตีของเอนไซม�มากข้ึนไป ขณะท่ีไอออน
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โลหะอ่ืน ที่ความเข�มข�น 5 มิลลิโมลาร� ไม&ส&งผลต&อการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม� แต&จะยับย้ังการทํางานของ
เอนไซม�เล็กน�อยเมื่อความเข�มข�นสูงถึง 10 มิลลิโมลาร� เม่ือเทียบกับค&าแอคติวิตีของชุดควบคุมท่ีไม&มีการเติม
ไอออนโลหะลงไป ดังแสดงในตารางท่ี 7 สําหรับผลตัวยับย้ังต&อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส พบว&า การเติม 
DTT ความเข�มข�นสูงถึง 5 มิลลิโมลาร� ช&วยเสริมการทํางานของเอนไซม� แต& PMSF ที่ความเข�มข�นสูงกว&า 2   
มิลลิโมลาร� จะยับย้ังการทํางานของเอนไซม� ขณะท่ี EDTA ความเข�มข�นมากกว&า 5 มิลลิโมลาร� จะส&งผลยับย้ัง
แอคติวิตีของเอนไซม� 
 
ตารางที่ 7 แอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสในสภาวะท่ีมีสารเคมีต&างกัน 

 ชนิดของสารเคมี 
                    

           ความเข�มข�นที่
ศึกษา 

ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ� 

ความเข�มข�น  
2 มิลลิโมลาร� 

ความเข�มข�น  
5 มิลลิโมลาร� 

ความเข�มข�น  
10 มิลลิโมลาร� 

ชุดควบคุม 100 100 100 

Na+ 114 110 65 

Ca2+ 117 121 79 

Mg2+ 122 92 77 

Mn2+ 151 184 176 

Hg2+ 122 105 79 

Zn2+ 118 104 77 

PMSF 118 66 76 

DTT 147 114 * 

EDTA 127 102 86 

หมายเหตุ * คือ ไม&ได�ทําการทดลอง 

4.6.5 ผลของเกลือต อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส 

         การเตรียมเกลือโซเดียมคลอไรด�และแคลเซียมคลอไรด�ความเข�มข�นต&างกัน ต้ังแต&ร�อยละ 0-20 
(นํ้าหนักต&อปริมาตร) ลงในปฏิกิริยาของเอนไซม�และวัดค&าแอคติวิตีพบว&า เกลือโซเดียมคลอไรด�ท่ีความเข�มข�น
สูงถึงร�อยละ 10 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) ส&งผลเสริมค&าแอคติวิตีของเอนไซม�เล็กน�อย แต&เมื่อความเข�มข�นเกลือสูง
กว&าน้ีจะส&งผลยับย้ังการทํางานของเอนไซม�เล็กน�อยในลักษณะท่ีข้ึนกับความเข�มข�น โดยเอนไซม�ยังคงเหลือ 
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แอคติวิตีมากกว&าร�อยละ 80 เมื่อทําปฏิกิริยาในสภาวะที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด�ความเข�มข�นสูงถึงร�อยละ 20 
(นํ้าหนักต&อปริมาตร) ขณะที่การเติมเกลือแคลเซียมคลอไรด�ลงในปฏิกิริยาส&งผลเสริมค&าแอคติวิตีของเอนไซม�ใน
ลักษณะท่ีขึ้นกับความเข�มข�นและให�ค&าแอคติวิตีของเอนไซม�สูงสุดท่ีความเข�มข�นเกลือแคลเซียมคลอไรด� เท&ากับ
ร�อยละ 10 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) จากน้ันแอคติวิตีของเอนไซม�จะมีค&าลดลง เมื่อเพิ่มความเข�มข�นของเกลือ
แคลเซียมคลอไรด�มากข้ึน ดังแสดงในภาพที่ 18  

 
ภาพท่ี 18 แอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium ท่ีความเข�มข�นเกลือต&างกัน                                        
              กําหนดให� สัญลักษณ�           คือ ผลการทดลองของการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด�                     
                                            คือ ผลการทดลองของการเติมแคลเซียมคลอไรด� 
 

4.6.6 ผลของดีเทอร�เจนท�ต อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส 

         เมื่อทดสอบการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม�โปรติเอสในสภาวะที่มีดีเทอร�เจนท�พบว&า ดีเทอร�เจนท�
ทั้งสามชนิด ไม&ส&งผลยับย้ังการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม�โปรติเอสแม�จะใช�ความเข�มข�นสูงถึงร�อยละ 10 (ปริมาตร
ต&อปริมาตร) ก็ตาม ดังแสดงในตารางท่ี 8  
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ตารางที่ 8 แอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสในสภาวะที่มีดีเทอร�เจนท�ต&างกัน 

ชนิดของดีเทอร�เจนท� 
 

         ความเข�มข�นที่ศึกษา 

ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ� 

ร�อยละ 1  
(ปริมาตรต&อปริมาตร) 

ร�อยละ 5  
(ปริมาตรต&อปริมาตร) 

ร�อยละ 10  
(ปริมาตรต&อปริมาตร) 

ชุดควบคุม 100 100 100 

SDS 120 111 116 

Tween-80 122 125 105 

Triton X-100 131 160 92 

4.6.7 ผลของสารฟอกขาวต อแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส 

         เมื่อติดตามแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสในสภาวะที่มีสารฟอกขาวพบว&า แอคติวิตีของเอนไซม�
มีค&าลดลงตามความเข�มข�นของสารฟอกขาวที่เพิ่มข้ึน โดยเอนไซม�ยังคงเร&งปฏิกิริยาได�มากกว&าร�อยละ 70 เม่ือ
อยู&ในสภาวะท่ีมีสารฟอกขาวความเข�มข�นร�อยละ 1 และร�อยละ 5 (ปริมาตรต&อปริมาตร) และจะเหลือแอคติวิตี
มากกว&าครึ่งเม่ืออยู&ในสภาวะที่มีสารฟอกขาวความเข�มข�นสูงถึงร�อยละ 10 (ปริมาตรต&อปริมาตร) ดังสรุปใน
ตารางที่ 9 
  

ตารางที่ 9 แอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสในสภาวะที่มีสารฟอกขาวต&างกัน 

ชนิดของสารฟอกขาว 
 

               ความเข�มข�นท่ีศึกษา 

ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ� 

ร�อยละ 1  
(ปริมาตรต&อปริมาตร) 

ร�อยละ 5  
(ปริมาตรต&อปริมาตร) 

ร�อยละ 10  
(ปริมาตรต&อปริมาตร) 

ชุดควบคุม 100 100 100 

H2O2 125 97 89 

Nitriloriacetic acid  96 97 94 
Sodium dihydrogen 

orthophosphate  
91 91 52 

Sodium carbonate  110 99 97 
Sodium carboxymethyl 

cellulose  
71 68 61 

Sodium perborate  103 72 61 
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ตารางที่ 9 (ต&อ) แอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสในสภาวะที่มีสารฟอกขาวต&างกัน 

ชนิดของสารฟอกขาว 
 

               ความเข�มข�นท่ีศึกษา 

ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ� 

ร�อยละ 1  
(ปริมาตรต&อปริมาตร) 

ร�อยละ 5  
(ปริมาตรต&อปริมาตร) 

ร�อยละ 10  
(ปริมาตรต&อปริมาตร) 

ชุดควบคุม 100 100 100 

Sodium percarborate  86 68 56 
Sodium pyrophosphate 

tetrabasic  
88 77 56 

Sodium p-toluene sulfonate  96 75 10 

Sodium silicate  84 70 69 

Sodium tripolyphosphate  94 74 54 

Sodium xylenesulfonate  92 74 55 

Zeolite  97 94 90 

4.6.8 ความจําเพาะต อสับสเตรทของเอนไซม�โปรติเอส 

         การทดสอบความจําเพาะต&อสับสเตรทของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium โดยใช�     
อะโซเคซีนและเคซีนเป2นสับสเตรท พบว&า เอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium มีความจําเพาะต&อเคซีน 
มากกว&าอะโซเคซีนซ่ึงเป2นสับสเตรทสังเคราะห� โดยให�ค&าแอคติวิตีสูงกว&าถึงร�อยละ 60 ดังแสดงในตารางท่ี 10 
 
ตารางที่ 10 ความจําเพาะต&อสับสเตรทของเอนไซม�โปรติเอส 

ชนิดของสับสเตรท 
(ร�อยละ 1 นํ้าหนักต&อปริมาตร) 

ร�อยละแอคติวิตีสัมพัทธ� 

อะโซเคซีน 100 

เคซีน 160 
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บทท่ี 5 
 

อภิปรายและวจิารณ�ผลการวจิยั 
 

นิเวศวิทยาใต�ทะเลเป2นสภาวะท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพสูงประกอบด�วยเกลือความเข�มข�นสูง ความ
ดันของนํ้า และอาจพบการปนเป��อนของโลหะหนัก ด�วยเหตุน้ีแบคทีเรียท่ีอาศัยอยู&ใต�ทะเลจึงต�องสามารถ
ปรับตัวเพื่อให�อยู&รอดในสภาวะแวดล�อมที่แปรปรวนแบบน้ีได� และหากแบคทีเรียสามารถผลิตสารตัวกลางหรือ
เอนไซม�ท่ีมีความสําคัญต&อการนําไปดํารงชีพก็น&าจะมีสมบัติที่น&าสนใจซึ่งเป2นประโยชน�ต&อการนําไปประยุกต�ใช�
ทางเทคโนโลยีชีวภาพได� ดังเช&น เคยมีรายงานพบแบคทีเรียใต�ทะเล Bacillus subtilis ที่สามารถผลิตเอนไซม�
โปรติเอสทนต&อความเข�มข�นเกลือสูงได� (Maruthiah et al., 2013) หรือการพบ B. cereus ที่สามารถผลิต
เอนไซม�โปรติเอสท่ีทนต&อตัวทําละลายอินทรีย�ได� (Shah et al., 2010)  

เอนไซม�โปรติเอสเป2นเอนไซม�ท่ีได�รับความนิยมนํามาใช�ในระดับอุตสาหกรรมอย&างต&อเน่ืองโดยมีแหล&งผลิต
เอนไซม�ท่ีสําคัญคือจุลินทรีย� ด�วยเหตุน้ีการค�นหาแหล&งผลิตใหม&ของเอนไซม�โปรติเอส จึงยังคงได�รับความสนใจ
จากภาครัฐและเอกชน ทั้งน้ีเพื่อหวังท่ีจะเพิ่มกําลังการผลิตเอนไซม�ภายในประเทศ เน่ืองจากท�องทะเลเป2นแหล&ง
ทรัพยากรธรรมชาติที่มีความหลายหลายทางนิเวศวิทยาสูงจึงน&าจะมีโอกาสพบแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการ
เจริญในสภาวะท่ีหลากหลาย รวมท้ังยังสามารถผลิตสารตัวกลางหรือเอนไซม�ท่ีมีคุณลักษณะที่น&าสนใจซึ่งอาจ
รวมถึงเอนไซม�โปรติเอสได�  

เม่ือนําตัวอย&างตะกอนทะเลท่ีระดับความลึก 9 เมตรและ 24 เมตร จากบริเวณเกาะจาน เขตแสมสาร 
อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี ท่ีอาจมีการปนเป��อนจากของเสียและสารพิษท่ีปล&อยมาจากนิคมอุตสาหกรรมท่ีราย
ล�อมมาทําการคัดแยกแบคทีเรียใต�ทะเล พบแบคทีเรียท่ีมีความแตกต&างของลักษณะโคโลนีปรากฏเม่ือสังเกต
ด�วยตาเปล&าท้ังส้ิน 12 ไอโซเลท ซึ่งแสดงให�เห็นถึงความหลากหลายของจุลินทรีย�ใต�ทะเล (ศิริพรรณ สารินทร�, 
2550) และเม่ือนําไปทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม�โปรติเอสโดยการเล้ียงในอาหารแข็งสกิมมิลค� ซึ่ง
มีส&วนประกอบของโปรตีนเคซีนจากนํ้านม โดยอาศัยหลักการที่ว&าถ�าเซลล�แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม� 
โปรติเอสออกมาภายนอกเซลล�ได� จะต�องไฮโดรไลซ�โปรตีนเคซีนในอาหารเล้ียงได�เป2นเพปไทด�สายส้ันและ
กรดอะมิโนอิสระท่ีจะมองเห็นเป2นบริเวณใสรอบโคโลนีของแบคทีเรีย (http://www.foodnetworksolution. 
com/wiki/word/1176/protease) ผลการทดลองพบแบคทีเรียจํานวน 3 ไอโซเลทท่ีให�บริเวณใสรอบโคโลนี 
ซึ่งแสดงถึงความเป2นไปได�ท่ีจะผลิตเอนไซม�โปรติเอส และเม่ือยืนยันผลการผลิตเอนไซม�โปรติเอสจากค&า 
แอคติวิตีของเอนไซม�ต&อปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสับสเตรทอะโซเคซีน พบว&าอัตราส&วนของวงใสต&อขนาดโคโลนี
ให�ผลสอดคล�องกับค&าแอคติวิตีท่ีวัดได� กล&าวคือ แบคทีเรียไอโซเลทที่ 7 มีการผลิตเอนไซม�โปรติเอสสูงที่สุด โดย
ให�อัตราส&วนขนาดวงใสต&อขนาดโคโลนีมากท่ีสุดเท&ากับ 2.18 และมีค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสสูงท่ีสุดคือ 
6.57 ± 0.25 หน&วยต&อมิลลิลิตร เมื่อเทียบกับของไอโซเลทอ่ืน  ด�วยเหตุน้ีจึงเลือกแบคทีเรียไอโซเลทที่ 7 มาทํา
การระบุชนิดตามวิธี API Skill bacterial identification และลําดับนิวคลีโอไทด�ในบริเวณอนุรักษ�ของช้ินยีน 
16S rRNA ได�เป2น Bacillus megaterium ซึ่งเคยมีรายงานวิจัยท่ีคล�ายกันของ Das และคณะ ในป6 ค.ศ. 2012  
ที่คัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม�โปรติเอสจากชายฝv�งทะเลเบงกอลตะวันตก ประเทศอินเดีย พบ 
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Bacillus จํานวน 3 สายพันธุ�ท่ีสามารถผลิตเอนไซม�โปรติเอสได�คือ B. cereus, B. pumilus และ B. cibi แต&ยัง
ไม&เคยพบรายงานการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium ท่ีคัดแยกได�จากตัวอย&างของระบบนิเวศทาง
ทะเลมาก&อน 

ต&อมาได�ทําการศึกษาปvจจัยทางกายภาพที่ส&งผลต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ  
B. megaterium ที่คัดเลือกได� โดยเริ่มจากค&าพีเอชของอาหารเล้ียงที่เหมาะสมซึ่งพบว&า B. megaterium ไม&
สามารถเจริญและผลิตเอนไซม�โปรติเอสได�ในสภาวะท่ีมีค&าพีเอชเป2นกรดแก&และเบสแก& แต&จะเจริญและผลิต
เอนไซม�ได�ในช&วงค&าพีเอช 5 ถึง 9 โดยที่ค&าพีเอชเท&ากับ 5 และ 6 ให�ศักยภาพในการผลิตเอนไซม�โปรติเอสไม&
ต&างกันมากคือ 6.49 ± 1.17 และ 6.25 ± 0.37 หน&วยต&อมิลลิลิตร ตามลําดับ แต&ท่ีเลือกที่ค&าพีเอช 6 เป2นค&า 
พีเอชท่ีเหมาะสมในการศึกษาต&อไปน้ันเน่ืองจากท่ีค&าพีเอช 5 มีความเป2นกรดมากเกินไป อาจส&งผลต&อสมดุล
ภายในเซลล�ของแบคทีเรีย (อุมาพร ศิริพันธุ�, 2535) และ B. megaterium ส&วนใหญ&สามารถเจริญได�ดีท่ีค&า 
พีเอช 5.7-7.0 (http://www.tgw1916.net/Bacillus/megaterium.html) ผลการทดลองท่ีได�สอดคล�องกับ
รายงานของ Asker et al. (2013) ท่ีทําการคัดแยกแบคทีเรีย 30 สายพันธุ� จากตัวอย&างดินในท�องถ่ิน และ
พบว&า B. megaterium มีความสามารถในการผลิตเอนไซม�โปรติเอสได�สูงท่ีสุด โดยสามารถเจริญและผลิต
เอนไซม�โปรติเอสได�ในช&วงค&าพีเอช 5.5 ถึง 8.0 โดยมีค&าพีเอชท่ีเหมาะสมเท&ากับ 7 ต&อมาได�ทํา การศึกษาผล
ของอุณหภูมิต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium ที่คัดเลือกได� และพบว&าสามารถ
เจริญและผลิตเอนไซม�โปรติเอสได�ในช&วงอุณหภูมิระหว&าง 15 และ 45 องศาเซลเซียส โดยมีอุณหภูมิที่เหมาะสม
อยู&ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งสอดคล�องกับข�อเท็จจริงที่ว&า B. megaterium ส&วนใหญ&สามารถเจริญได�
ในช&วงอุณหภูมิ 3-45 องศาเซลเซียส โดยมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต&อการเจริญเท&ากับ 30 องศาเซลเซียส 
(http://www.tgw1916.net/Bacillus/megaterium.html) ต&อมาได�ทําการศึกษาผลของความเร็วในการเขย&า
ต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�และพบว&าเช้ือสามารถเจริญได�ในระดับใกล�เคียงกันท่ีความเร็วในการเขย&า
ต้ังแต& 150 ถึง 350 รอบต&อนาที และจะผลิตเอนไซม�โปรติเอสได�ปริมาณสูงที่สุดเมื่อใช�ความเร็วในการเขย&า
เท&ากับ 250 รอบต&อนาที ถึงแม�ว&าที่ความเร็วในการเขย&า 350 รอบต&อนาทีจะส&งผลให�มีการเจริญของเช้ือที่ดีกว&า 
แต&การลดลงของค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสอาจ เน่ืองมาจากปริมาณออกซิเจนและฟองอากาศท่ีสูง ที่อาจ
ส&งผลทําลายพันธะไดซัลไฟด�ภายในโครงรูปของเอนไซม�สามารถทําให�เอนไซม�เส่ือมสภาพได� (อุมาพร ศิริพันธุ�, 
2535)  

หลังจากน้ันได�ทําการศึกษาผลของปริมาณไอออนต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ  
B. megaterium และพบว&าแบคทีเรียมีการเจริญได�ในทุกความเข�มข�นของเกลือโซเดียมคลอไรด� แต&จะมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม�โปรติเอสสูงท่ีสุดท่ีความเข�มข�นของเกลือโซเดียมคลอไรด�ร�อยละ 2.5 (นํ้าหนัก
ต&อปริมาตร) การเจริญท่ีดีในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด�สูงถึงร�อยละ 5 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) น้ันสอดคล�อง
กับข�อเท็จจริงท่ีว&า B. megaterium ต�องการเกลือโซเดียมคลอไรด�ในการเจริญและสามารถเจริญได�แม�ใน
สภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด�สูงถึงร�อยละ 7 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) (http://www.tgw1916.net/Bacillus/ 
megaterium.html)  แต&ในสภาวะท่ีมีเกลือสูงมากกว&าร�อยละ 3 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) ที่ส&งผลให�ค&าแอคติวิตี
ของเอนไซม�โปรติเอสลดลงน้ันอาจเน่ืองมาจากผลของความแรงไอออนที่สูงที่สามารถเสียสภาพเอนไซม�บางส&วน
ได�น่ันเอง (จิตติมา เจริญพานิช, 2553) และเน่ืองจาก B. megaterium ท่ีใช�ศึกษาน้ีคัดแยกมาจากตะกอนทะเล
ในบริเวณเกาะจาน แสมสารที่ติดกับนิคมอุตสาหกรรมหลายแห&งที่อาจมีการปนเป��อนของโลหะหนักหรือไอออน
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บางชนิด และเอนไซม�หลายชนิดมักต�องการ Mn2+ เป2นโคแฟคเตอร� ผู�วิจัยจึงสนใจท่ีจะศึกษาผลของ Mn2+ และ 
Hg2+ ต&อการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอส โดยพบว&าการเติมแมงกานีสคลอไรด�ท่ีความเข�มข�นมากกว&า 
10 มิลลิโมลาร�จะยับย้ังการเจริญของเช้ือ แต&สามารถเสริมค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสได� ท่ีเป2นเช&นน้ีอาจ
เน่ืองมาจากแมงกานีสคลอไรด�มักมีหน�าท่ีเป2นโคเเฟกเตอร�ของเอนไซม�หลายชนิดที่ผลิตจาก B. megaterium 
เช&น เอนไซม�ไกลซิเลสมิวเคส (3-P-glycerase mutase) ท่ีต�องการ Mn2+ เปล่ียนเอนไซม�จากรูปที่ทํางานไม&ได�
ให�อยู&ในรูปท่ีทํางานได� (Kuhn et al., 1993) เป2นต�น สําหรับปริมาณเมอร�คิวรี่คลอไรด�ที่ไม&ส&งผลต&อการเจริญ
ของ B. megaterium น้ันก็เป2นไปตามคาด เน่ืองจากตัวอย&างตะกอนทะเลท่ีเก็บมาอยู&ในเขตทะเลใกล�นิคม
อุตสาหกรรมท่ีมักปล&อยโลหะหนักลงสู&แหล&งนํ้าทะเลใกล�เคียงจึงเป2นไปได�ว&าเช้ือที่เจริญในบริเวณดังกล&าวต�อง
สามารถปรับตัวเพื่อการอยู&รอดในสภาวะดังกล&าวได� แต&การท่ีค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสที่ลดลงเม่ือมีการ
เติมเมอร�คิวรี่คลอไรด�เพิ่มข้ึนน้ันมีสาเหตุมาจากเมอร�คิวรี่มีผลต&อโครงสร�างของเอนไซม� โดยจะเข�าไปขัดขวาง
บริเวณพันธะไดซัลไฟล�ท่ีรักษาโครงรูปของเอนไซม� ส&งผลให�เกิดการเสียสภาพของเอนไซม�จึงทําให�ค&าแอคติวิตี
ของเอนไซม�ลดลงได� (Bezawada et al., 2011) 

การติดตามกราฟการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium เม่ือเล้ียงในสภาวะที่
เหมาะสม เป2นเวลา 72 ช่ัวโมง พบว&าเช้ือมีการเจริญและเข�าสู&ระยะเอ็กโปเนนเชียลภายในเวลา 6 ช่ัวโมงจากน้ัน
จะเข�าสู&ระยะคงที่ท่ีเวลา 9 ช่ัวโมง โดยมีการผลิตเอนไซม�โปรติเอสสูงสุดท่ีเวลา 15 ช่ัวโมง และหลังจากเวลา
ผ&านไป 18 ช่ัวโมง เช้ือจะค&อยๆ หยุดการเจริญและเริ่มตาย ซ่ึงอาจมาจากปริมาณสารอาหารที่จํากัด และความ
เป2นเบสท่ีเพิ่มข้ึนของค&าพีเอชในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอาจเกิดจากการปล&อยสารตัวกลางลําดับที่สอง (secondary 
metabolite) เมื่อเช้ือเจริญสูงสุดและผลิตเอนไซม�โปรติเอสไปแล�วก็ได� 

การทําบริสุทธ์ิบางส&วนเอนไซม�โปรติเอสท่ีผลิตจาก B. megaterium ที่คัดแยกได�จากตะกอนดินใต�ทะเล
เกาะจาน แสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี พบว&า เอนไซม�โปรติเอสตกตะกอนได�ดีในช&วงความเข�มข�นเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวร�อยละ 60-80  โดยให�ความบริสุทธ์ิของเอนไซม�เพิ่มข้ึน 125.67 เท&า แต&มีค&าร�อยละ
เอนไซม�คงเหลือเพียง 0.56 ปริมาณเอนไซม�คงเหลือท่ีน�อยมากน้ีอาจเน่ืองมาจากเอนไซม�สูญเสียแอคติวิตี
หลังจากการทําไดอะไลซิส ซ่ึงมีความเป2นไปได�ว&าเอนไซม�อาจต�องการไอออนขนาดเล็กท่ีสามารถสูญเสียไปได�
จากการทําไดอะไลซิสช&วยในการเร&งปฏิกิริยา ซึ่งเป2นลักษณะเฉพาะของเอนไซม�โปรติเอสในแบคทีเรีย (Sana et 
al., 2006; Haddar et al., 2009) เมื่อตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม�โปรติเอส โดยการวิเคราะห�ด�วย
เทคนิค SDS-PAGE พบว&าตะกอนโปรตีนที่ได�จากการตกตะกอนเกลือแอมโมเนียซัลเฟตที่ความเข�มข�นอ่ิมตัวร�อย
ละ 60-80 ให�แถบโปรตีนขนาดประมาณ 61 กิโลดาลตัน ที่มีความเข�มชัดเจนเม่ือเทียบกับแถบโปรตีนขนาดอ่ืน 
และไม&พบในตะกอนโปรตีนที่ตกจากเกลืออ่ิมตัวร�อยละ 0-60 ซึ่งไม&สามารถตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซม�ใน
ปริมาณสูงได�จึงมีความเป2นไปได�ที่จะเป2นแถบโปรตีนของเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium  

การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม�โปรติเอสที่ผ&านการทําบริสุทธ์ิบางส&วน พบว&า เอนไซม�มีค&าพีเอชที่
เหมาะสมต&อการเร&งปฏิกิริยาคือ 8.0 และมีความเสถียรในช&วงพีเอชที่เป2นด&างระหว&าง 6.0-9.0 จึงสามารถจัดอยู&
ในกลุ&มของแอลคาไลฟ�ลิกโปรติเอส (alkaliphilic protease) ซึ่งนิยมนํามาประยุกต�ใช�ในอุตสาหกรรมท่ีต�องการ
สภาวะที่เป2นด&างในการทํางาน เช&น การผลิตผงซักฟอก (วทัญ�ุตา ภู&โยทิน, 2544) ซึ่งเคยมีรายงานพบ 
แอลคาไลฟ�ลิกโปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรียกลุ&ม Bacillus หลายสายพันธุ� เช&น B. mojavensis A21 (Haddar 
et al., 2010) และ B. cereus (Shah et al., 2010) เป2นต�น การศึกษาผลของอุณหภูมิต&อแอคติวิตีและความ
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เสถียรของเอนไซม� พบว&าเอนไซม�แสดงแอคติวิตีได�สูงที่สุดท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จึงจัดอยู&ในกลุ&มของมี
โซฟ�ลิกเอนไซม� (mesophilic enzyme) และมีความเสถียรในช&วงอุณหภูมิสูงต้ังแต& 60-80 องศาเซลเซียส เป2น
เวลา 72 ช่ัวโมง ผลการทดลองที่ได�ใกล�เคียงกับผลของเอนไซม�โปรติเอสจาก Bacillus sp. ท่ีอุณหภูมิที่
เหมาะสมต&อการเร&งปฏิกิริยาคือ 37 องศาเซลเซียส (Patel et al., 2006) หรือเอนไซม�โปรติเอสของ gamma-
Proteobacterium ท่ียังคงรักษาความเสถียรได�ในช&วงอุณหภูมิ 30 - 70 องศาเซลเซียส (Sana et al., 2006)  

การศึกษาผลของเกลือโซเดียมคลอไรด�และแคลเซียมคลอไรด�ต&อการเร&งปฏิกริยาของเอนไซม�พบว&า การ
เติมเกลือท้ังสองชนิดลงในปฏิกิริยาของเอนไซม�ส&งผลเสริมแอคติวิตีของเอนไซม� ซึ่งให�ผลในทํานองเดียวกันกับ
ในเอนไซม�โปรติเอสจากแบคทีเรียใต�ทะเลกลุ&ม gamma-Proteobacterium ท่ีมีความเสถียรที่ความเข�มข�น
เกลือโซเดียมคลอไรด�ร�อยละ 30 (นํ้าหนักต&อปริมาตร)  (Sana et al., 2006) และเคยมีราย งานว&าแอคติวิตีของ
เอนไซม�โปรติเอสจะเพิ่มสูงข้ึนในสภาวะท่ีมีเกลือแคลเซียมคลอไรด�ในปฏิกิริยา (Ghorbel et al., 2003) ที่เป2น
เช&นน้ีอาจเน่ืองมาจากบริเวณเร&งของเอนไซม�โปรติเอสมีกรดอะมิโนสําคัญ 3 ตัว คือ เซรีน ฮีสติดีน และแอสปา-
เตท ซ่ึงเป2นกรดอะมิโนในกลุ&มที่มีข้ัวหรือมีประจุ ท่ีสามารถสร�างสะพานเกลือ (salt bridge) กับเกลือทั้งสอง
ชนิด ทําให�เกิดการส&งถ&ายอิเล็กตรอนในบริเวณเร&งปฏิกิริยาได�ดีข้ึน จึงทําให�แอคติวิตีของเอนไซม�เพิ่มสูงข้ึนได� 
จากสมบัติในการทนเกลือของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium น้ีสามารถนําไปประยุกต�ใช�ใน
อุตสาหกรรมการฟอกหนัง ท่ีจําเป2นต�องอยู&ในสภาวะท่ีมีความเข�มข�นเกลือสูงได� การศึกษาผลของสารเคมีต&อ
การเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม�พบว&าการเติมไอออนโลหะ Mn2+ ช&วยเสริมการทํางานของเอนไซม�โปรติเอส โดย
ให�ผลสอดคล�องกับของเอนไซม�โปรติเอสจาก Bacillus sp. ที่แอคติวิตีของเอนไซม�จะเพิ่มสูงข้ึนเมื่ออยู&ในสภาวะ
ที่มี Mn2+ ที่ความเข�มข�น 10 มิลลิโมลาร� (Jain et al., 2012) และจากข�อเท็จจริงท่ีว&าแอคติวิตีของเอนไซม� 
โปรติเอสจะเพิ่มสูงข้ึนเม่ือมีการเติมไออนประจุบวกท่ีมีรัศมีไอออนกว�าง ยกตัวอย&างเช&นการเติม Ca2+ ซ่ึงมี
ขนาดรัศมีไอออนเท&ากับ 0.099 นาโนเมตร สามารถเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. cereus ได� 
(Shah et al., 2010) ในลักษณะเดียวกันการเติม Mn2+ ซึ่งมีขนาดรัศมีไอออนเท&ากับ 0.082 นาโนเมตร ก็อาจ
เป2นสาเหตุที่ทําให�แอคติวิตีของเอนไซม�เพิ่มสูงข้ึนได�เช&นกัน 

สําหรับผลของสารยับย้ังคือ PMSF  DTT และ EDTA ท่ีทําให�ค&าแอคติวิตีของเอนไซม�ลดลงตามความ
เข�มข�นท่ีเพิ่มข้ึน อาจเน่ืองมาจาก PMSF เข�าไปสร�างพันธะโคเวเลนท�กับหมู&ไฮดรอกซีของกรดอะมิโนเซรีน จึง
ทําให�บริเวณเร&งของเอนไซม�เปล่ียนไป ส&งผลให�ประสิทธิภาพในการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม�ลดลง ในลักษณะ
เดียวกัน DTT จะเข�าไปสลายพันธะไดซัลไฟด�ในโครงสร�างของเอนไซม� ส&งผลให�รูปร&างของเอนไซม�เปล่ียนไป ที่
สามารถทําให�แอคติวิตีของเอนไซม�ลดลงได� ขณะที่ EDTA ซึ่งเป2นสารดึงโลหะ (metal chelating agent) อาจ
ดึงไอออนโลหะที่ เป2นโคแฟคเตอร�ของเอนไซม�ออกไป ผลท่ีได� น้ีแสดงให�เห็นว&าเอนไซม�โปรติเอสจาก  
B. megaterium ต�องการโลหะไอออนช&วยในการเร&งปฏิกิริยาและอาจมีเซรีนและ  ซีสทิอีนอยู&ในบริเวณเร&งจึง
จัดกลุ&มได�เป2นเซรีนโปรติเอส ไทออลโปรติเอส และเมทัลโลโปรติเอส นอกจากน้ีเมื่อเอนไซม�อยู&ในสภาวะท่ีมี 
ดีเทอร�เจนท� พบว&า สารลดแรงตึงผิวชนิดประจุลบ (SDS) และสารลดแรงตึงผิวชนิดไม&มีประจุ (Tween-80 และ 
Triton X-100) รวมท้ังสารฟอกขาวแทบจะไม&ส&งผลยับย้ังแอคติวิตีของเอนไซม�เลยแม�ความเข�มข�นจะสูงถึง 
ร�อยละ 10 ซ่ึงเคยมีรายงานท่ีคล�ายกันในเอนไซม�โปรติเอสจาก B. alveayuensis (Neelamegam et al., 
2013) และ B. mojavensis A21 (Haddar et al., 2009) รวมทั้งเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium 
(Renganathan et al., 2011) อีกด�วย จากสมบัติความเสถียรของเอนไซม�ในสารลดแรงตึงผิว ร&วมกับการ
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ทํางานได�ดีในสภาวะที่เป2นด&าง ประกอบกับการเสริมค&าแอคติวิตีของเอนไซม�เมื่อเติม Ca2+ และ Mn2+ ท่ีพบได�
มากในนํ้ากระด�าง (http://www.foodnet-worksolution. com/wiki/word /2006/water-hardness) ของ
เอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium น้ีจึงทําให�เหมาะท่ีจะนําเอนไซม�ไปประยุกต�ใช�ในอุตสาหกรรมการผลิต
ผงซักฟอกได�  

ความเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย�ท่ีไม&มีข้ัวของเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium น้ีเป2นอีก
คุณลักษณะเฉพาะที่น&าสนใจ ซ่ึงให�ผลสอดคล�องกับเอนไซม�โปรติเอสของ Bacillus หลายสายพันธุ� เช&น 

Bacillus sp. (Reddy et al., 2008) และ B. cereus (Shah et al., 2010) โดยปกติตัวทําละลายอินทรีย�จะ
เข�าไปลดความยืดหยุ&น (flexibility) ของโครงสร�างเอนไซม�ซึ่งมีความสําคัญในการเร&งปฏิกริยา แต&ในการศึกษา
ครั้งน้ีแสดงให�เห็นว&าเอนไซม�โปรติเอสน้ีมีความสามารถในการป@องกันการเสียสภาพธรรมชาติในสภาวะดังกล&าว 
โดยยังคงรักษาแอคติวิตีของเอนไซม�ได�มากกว&าครึ่ง จากคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม�น้ีเป2นส่ิงน&าสนใจสําหรับ
การนําไปประยุกต�ใช�ในอุตสาหกรรมการสังเคราะห�เพปไทด� ที่จําเป2นอย&างย่ิงที่จะใช�ตัวทําละลายอินทรีย�ไม&มีข้ัว
เป2นตัวกลางในปฏิกิริยา (จิตติมา เจริญพานิช, 2552) และสุดท�ายผลของความจําเพาะต&อสับสเตรทของเอนไซม� 
พบว&า เอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium มีความจําเพาะต&อเคซีนได�มากกว&าอะโซเคซีนซึ่งเป2นสับสเตรท
สังเคราะห� ซึ่งให�ผลการทดลองตรงกับทฤษฎีท่ีว&าเอนไซม�ชอบท่ีจะย&อยสลายพันธะเพปไทด�ของเคซีนซึ่งเป2น
สับสเตรทธรรมชาติมากกว&าอะโซเคซีนซึ่งเป2นสับสเตรทสังเคราะห�น่ันเอง 

แม�การศึกษาเอนไซม�โปรติเอสจาก Bacillus sp. จะมีรายงานมากพอสมควร แต&ยังไม&เคยมีรายงานถึง
เอนไซม�โปรติเอสท่ีมีคุณลักษณะเฉพาะท่ีน&าสนใจต&อภาคอุตสาหกรรมหลายอย&าง เช&น การชอบสภาวะที่เป2น
ด&าง ทนอุณหภูมิสูง มีความเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย� เกลือ โลหะหนัก ดีเทอร�เจนท� และสารฟอกขาว จึง
ทําให�เอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium ที่ทําการศึกษาในโครงการวิจัยน้ีมีลักษณะท่ีน&าสนใจมากกว&า
เอนไซม�โปรติเอสท่ีเคยมีรายงานมาแล�ว และมีความเป2นไปได�สูงท่ีจะใช�แบคทีเรียใต�ทะเลเป2นแหล&งผลิตเอนไซม�
แหล&งใหม&ที่มีคุณลักษณะพึงประสงค�ที่สามารถนําไปต&อยอดประยุกต�ใช�ในระดับอุตสาหกรรมต&อไปได� 
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บทท่ี 6 
 

สรุปผลการวจิัย 
 

การคัดเลือกแบคทีเรียใต�ทะเลที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม�โปรติเอสจากตัวอย&างตะกอนทะเล บริเวณ
เกาะจานในเขตแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี ท่ีระดับความลึก 9 เมตร และ 24 เมตร พบแบคทีเรียที่
สามารถผลิตเอนไซม�โปรติเอสได� 3 ไอโซเลท จากท้ังหมด 12 ไอโซเลท โดยแบคทีเรียไอโซเลทท่ี 7 สามารถผลิต
เอนไซม�โปรติเอสได�ในปริมาณสูงที่สุด คือ 6.57 ± 0.25 หน&วยต&อมิลลิลิตร และมีอัตราส&วนของวงใสต&อขนาด
ของโคโลนีเม่ือเจริญบนอาหารแข็งสกิมมิลค�เท&ากับ 2.18 ซึ่งสามารถระบุชนิดได�คือ Bacillus megaterium ท่ีมี
สภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสในอาหารเหลว LB คือ ค&าพีเอชของอาหารเล้ียง
เท&ากับ 6 อุณหภูมิที่ใช�ในการบ&มเพาะคือ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วในการเขย&าเท&ากับ 250 รอบต&อนาที และ
มีความเข�มข�นเกลือโซเดียมคลอไรด�ในอาหารเท&ากับร�อยละ 2.5 เม่ือทําการเติมแมงกานีสคลอไรด�และเมอร�คิวรี่
คลอไรด�ลงในอาหารเล้ียง พบว&าปริมาณแมงกานีสคลอไรด�ที่มากกว&า 10 มิลลิโมลาร�ยับย้ังการเจริญของเช้ือแต&
สามารถเพิ่มค&าแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส ขณะท่ีการเติมเมอร�คิวรี่คลอไรด�ลงในอาหารเล้ียงพบว&า  
B. megaterium สามารถเจริญได�ดีแม�ในสภาวะที่มีเมอร�คิวรี่สูงถึง 20 มิลลิโมลาร� แต&ปริมาณของเมอร�คิวรี่-
คลอไรด�จะยับย้ังการผลิตเอนไซม�โปรติเอสตามความเข�มข�นของเมอร�คิวรี่คลอไรด�ที่เพิ่มข้ึน สําหรับการติดตาม
กราฟการเจริญและการผลิตเอนไซม�โปรติเอสของ B. megaterium พบว&าการเล้ียงเป2นเวลา 15 ช่ัวโมงใน
สภาวะท่ีเหมาะสมส&งผลให� B. megaterium เจริญและผลิตเอนไซม�โปรติเอสได�สูงท่ีสุด 

โครงการวิจัยน้ีสามารถทําบริสุทธ์ิบางส&วนเอนไซม�โปรติเอสจาก B. megaterium โดยการตกตะกอนเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตความเข�มข�นอ่ิมตัวร�อยละ 60-80 และการทําไดอะไลซิส ให�เอนไซม�ที่มีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 
125.67 เท&า โดยมีมวลโมเลกุลประมาณ 61 กิโลดาลตันเม่ือวิเคราะห�โดยเทคนิคSDS-PAGE ค&าพีเอชและ
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม� คือค&าพีเอชเท&ากับ 8.0 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดย
เอนไซม�สามารถรักษาความเสถียรได�ดีในช&วงค&าพีเอช 6-9 เป2นเวลานาน 6 ช่ัวโมง เอนไซม�มีความเสถียรใน
อุณหภูมิสูง 60-80 องศาเซลเซียส เป2นเวลา 72 ช่ัวโมง การเติมเกลือโซเดียมคลอไรด�และแคลเซียมคลอไรด�
ความเข�มข�นสูงถึงร�อยละ 20 (นํ้าหนักต&อปริมาตร) ช&วยเสริมการทํางานของเอนไซม� และไอออนของโลหะทุก
ชนิดท่ีความเข�มข�น 5 มิลลิโมลาร�ไม&ส&งผลรบกวนการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม� รวมทั้งโลหะหนัก Hg2+ แต&ที่
ความเข�มข�น 10 มิลลิโมลาร� ไอออนทุกชนิดยกเว�น Mn2+ ส&งผลยับย้ังการทํางานของเอนไซม�เล็กน�อย การเติม
สารยับย้ัง PMSF DTT และ EDTA ความเข�มข�น 2 มิลลิโมลาร� ช&วยเสริมการเร&งปฏิกิริยาของเอนไซม� แต&เม่ือ
เพิ่มความเข�มข�นจะส&งผลยับย้ัง ขณะที่ดีเทอร�เจนท�และสารฟอกขาวแทบไม&ส&งผลยับย้ังการเร&งปฏิกิริยาของ
เอนไซม�โปรติเอส แม�ท่ีความเข�มข�นสูงถึงร�อยละ 10 (ปริมาตรต&อปริมาตร) นอกจากน้ียังพบว&าเอนไซม� 
โปรติเอสจาก B. megaterium มีความเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย�ที่ไม&มีข้ัวนานถึง 6 ช่ัวโมง และชอบท่ีจะ
เร&งปฏิกิริยากับสับเสตรทเคซีนมากกว&าอะโซเคซีนถึงร�อยละ 60  
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ภาคผนวกท่ี 1 
 

กราฟมาตรฐานของโบวนีซีรัมอัลบมูินและวธีิการคาํนวณความเข�มข�นของโปรตนี 

 
จากกราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน (BSA) ได�สมการเส�นตรงท่ีมีค&าพารามิเตอร� คือ ความชันของ

กราฟ = 0.82 และค&า R2 = 0.99 ซึ่งสามารถนํามาคํานวณปริมาณโปรตีนของสารละลายตัวอย&าง (มิลลิกรัม) ได�
จากสมการ 

A = εbc 
โดยท่ี A = ค&าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร (A595) 

       ε = ความชันของกราฟที่มีค&าเท&ากับ 0.82 
       b = ระยะทางท่ีแสงเคล่ือนที่ (ความกว�างของคิวเวต) ซึ่งมีค&าเท&ากับ 1 เซนติเมตร  
       c = ความเข�มข�นของโปรตีน (มิลลิกรัมต&อมิลลิลิตร) 
 

ความเข�มข�นโปรตีน =   ค&าการดูดกลืนแสง A595 ของตัวอย&าง – ค&าการดูดกลืนแสง A595 ของตัวควบคุม 
ความชันของกราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน 

ปริมาณโปรตีนท้ังหมด = ความเข�มข�นโปรตีน x ปริมาตรทั้งหมดของสารละลายส&วนใสที่เก็บได� 
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ภาคผนวกท่ี 2 
 

กราฟมาตรฐานของแอล-ไทโรซีน วิธกีารคาํนวณแอคติวติขีองเอนไซม�โปรติเอส 
และค าพารามิเตอร�ต างๆ 

 

 
 

จากกราฟมาตรฐานของแอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) ได�สมการเส�นตรงท่ีมีค&าพารามิเตอร� คือ ความชันของ
กราฟ = 4.77 และค&า R2 = 0.99 ซ่ึงสามารถนํามาคํานวณแอคติวิตีของเอนไซม�โปรติเอส (หน&วยต&อมิลลิลิตร) 
ได�จากสมการต&อไปน้ี 

1 หน&วยเอนไซม� =      (ค&าการดูดกลืนแสง A660 ของตัวอย&าง x ปริมาตรท้ังหมดท่ีเกิดปฏิกิริยา) 
  (ความชันของกราฟมาตรฐานแอล-ไทโรซีน x ปริมาตรเอนไซม�ที่ใช� × เวลาที่ใช�ทํา         
   ปฏิกิริยา (นาที) ) 

 1 หน&วยเอนไซม� = ปริมาณเอนไซม�ท่ีสามารถเร&งปฏิกิริยาการสลายอะโซเคซีน ได�ผลิตภัณฑ�เป2น         
                                  ไทโรซีนอิสระ 1 มิลลิกรัมในเวลา 1 นาที 

 แอคติวิตีทั้งหมด (หน&วย) = แอคติวิตีเอนไซม� (หน&วยต&อมิลลิลิตร) x ปริมาตรทั้งหมด (มิลลิลิตร) 

 แอคติวิตีจําเพาะ (หน&วยต&อมิลลิกรัม) = แอคติวิตีเอนไซม�โปรติเอสท้ังหมด/ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
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วิธีการคํานวณหาค&าพารามิเตอร� 

1. การคํานวณหาร�อยละปริมาณเอนไซม�คงเหลือ                               

= แอคติวิตีทั้งหมดจากแฟรคช่ันน้ันๆ (หน&วย)  x  100  
          แอคติวิตีทั้งหมดของส&วนสกัดเอนไซม�โปรติเอสเริ่มต�น (หน&วย) 

2. การคํานวณความบริสุทธ์ิของเอนไซม�                 

  = แอคติวิตีจําเพาะของแฟรคชันน้ันๆ (หน&วยต&อมิลลิกรัม)                                                                 
            แอคติวิตีจําเพาะของส&วนสกัดเอนไซม�โปรติเอสเริ่มต�น (หน&วยต&อมิลลิกรัม) 
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ภาคผนวกท่ี 3 
 

ตารางแสดงปริมาณเกลือแอมโมเนยีมซัลเฟตท่ีใช�ตามความเข�มข�นอ่ิมตวัต างกนั 
เทียบกับสารละลายเอนไซม�ปรมิาตรหนึ่งลิตร 

  

ความเข�มข�น
เริ่มต�น (ร�อยละ) 

ความเข�มข�นสุดท�าย (ร�อยละ) 

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 

0 27 55 84 113 144 176 208 242 277 314 

5  27 56 85 115 146 179 212 246 282 

10   28 57 86 117 149 182 216 251 

15    28 58 88 119 151 185 219 

20     29 59 89 121 154 188 

25      29 60 91 123 157 

30       30 61 92 126 

35        30 62 94 

40         31 63 

45          31 
 

ที่มา: Bollag, Rozycki and Edelstein, 1996 
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ภาคผนวกท่ี 3 (ต อ) 
 

ตารางแสดงปริมาณเกลือแอมโมเนยีมซัลเฟตท่ีใช�ตามความเข�มข�นอ่ิมตวัต างกนั 
เทียบกับสารละลายเอนไซม�ปรมิาตรหนึ่งลิตร 

      
ความเข�มข�น
เริ่มต�น (ร�อยละ) 

ความเข�มข�นสุดท�าย (ร�อยละ) 

55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 

0 351 390 430 472 516 561 608 657 708 761 

5 319 357 397 439 481 526 572 621 671 723 

10 287 325 364 405 447 491 537 584 634 685 

15 255 292 331 371 413 456 501 548 596 647 

20 223 260 298 337 378 421 465 511 559 609 

25 191 227 265 304 344 386 429 475 522 571 

30 160 195 232 270 309 351 393 438 485 533 

35 128 163 199 236 275 316 358 402 447 495 

40 96 130 166 202 241 281 322 365 410 457 

45 64 97 132 169 206 245 286 329 373 419 

50 32 65 99 135 172 210 250 292 335 381 

55  33 66 101 138 175 215 256 298 343 

60   33 67 103 140 179 219 261 305 

65    34 69 105 143 183 224 266 

70     34 70 107 146 186 228 
 

ที่มา: Bollag, Rozycki and Edelstein, 1996 
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ภาคผนวกท่ี 3 (ต อ) 
 

ตารางแสดงปริมาณเกลือแอมโมเนยีมซัลเฟตท่ีใช�ตามความเข�มข�นอ่ิมตวัต างกนั 
เทียบกับสารละลายเอนไซม�ปรมิาตรหนึ่งลิตร 

      
ความเข�มข�น
เริ่มต�น (ร�อยละ) 

ความเข�มข�นสุดท�าย (ร�อยละ) 

55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 

75      35 72 110 149 190 

80       36 73 112 152 

85        37 75 114 

90         37 76 

95          38 
 

ที่มา: Bollag, Rozycki and Edelstein, 1996 
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ภาคผนวกท่ี 4 
 

กราฟการเคลือ่นท่ีสัมพัทธ�ของโปรตีนมาตรฐาน และ 
วิธีการประมาณมวลโมเลกุลสัมพัทธ�ของเอนไซม�โปรติเอส 

 
นํ้าหนักโมเลกุลของโปรตีน

มาตรฐานแต&ละแถบ 
ระยะทางที่เคล่ือนท่ีได� 

(เซนติเมตร) 
ค&า Rf 

76 5.15 0.38 

52 7.90 0.58 

38 10.30 0.75 

31 11.50 0.84 

24 13.50 0.99 

 

 
 

จากกราฟได�สมการเส�นตรงท่ีมีค&าพารามิเตอร� คือ ความชันของกราฟ = -0.83 และค&า R2 = 0.99 ซึ่ง
สามารถนํามาคํานวณหามวลโมเลกุลสัมพัทธ�ของเอนไซม�โปรติเอส ได�ดังน้ี 
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ระยะทางที่เอนไซม�โปรติเอสเคล่ือนที่ได� (ซม.) เท&ากับ 6.7 มีค&า Rf เท&ากับ 0.49 
จากสมการ  Y = -0.83x + 5.19 

 แทนค&า X เท&ากับ 0.49 ลงในสมการ 
 จะได�         Y =  (-0.83 × 0.49) + 5.19 
                               ค&า log ของมวลโมเลกุล  = 4.78                                                                                   
    มวลโมเลกุล = 104.78                                                                                                                  
                                                        = 61.71 

ดังน้ัน มวลโมเลกุลสัมพัทธ�ของเอนไซม�โปรติเอส (กิโลดาลตัน) เท&ากับ 61.71 
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