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 การวจิยัคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน ์
โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินภายในประเทศ ดว้ยการสงัเกตวงใสรอบ
โคโลนีเด่ียวบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง BMSM พีเอช 10 และเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสร้าง
เอนไซมใ์นอาหารเล้ียงเช้ือเหลว BMSM พีเอช 10 ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC พบว่าเช้ือแบคทีเรียจ  านวน 
หกไอโซเลทไดแ้ก่ 012, 013, 032, 042, 053 และ 071 มีแนวโนม้ในการสร้างเอนไซมไ์ดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ จากแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินทั้งหมด 157 ไอโซเลท และเมื่อน ามาศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม ์พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท 032 มีประสิทธิภาพในการสร้าง
เอนไซมดี์ท่ีสุด เม่ือใชอ้าหารสูตร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถัว่
เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ภายใตอุ้ณหภูมิ 37 ºC ซ่ึงการจดัจ  าแนกชนิดของแบคทีเรียดว้ยวิธี  
16S rDNA sequencing พบว่ามีความใกลเ้คียงกบัเช้ือแบคทีเรีย Bacillus cohnii ท่ีระดบั 98.27 % 
เมื่อศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเทคนิคในการเพาะเล้ียง B. cohnii ส าหรับการผลิต 
อลัคาไลน์โปรตีเอสในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร พบว่าการผลิตเอนไซมข์อง B. cohnii มีประสิทธิภาพ
สูงสุด เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ โดยใชอ้าหารเพาะเล้ียง BPMM พีเอช 10 
ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเขม้ขน้ 2 เท่า ไม่มี
การเติมสบัสเตรทและไม่มีการควบคุมค่าพีเอช ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm 
ความเร็วใบกวน 500 rpm เติมอาหารท่ีระยะ deceleration phase ดว้ยอาหารท่ีมีองคป์ระกอบและ
ความเขม้ขน้เดียวกนักบัในถงัหมกั อตัราคงท่ีท่ี 0.90 L/h ท าใหส้ามารถวดัค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ 
(µ) ได ้0.124 h-1 อตัราการจ าเพาะของการสร้างเอนไซม ์(qp) ได ้1.785 U/g cell.h ค่ากิจกรรม
เอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั 9.51 U/mL และ 0.396 U/mL/h ตามล าดบั  
โดยค่าท่ีวดัไดสู้งกว่าเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะถึง 1.6 เท่า 
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 This research was to study the alkaline protease production from bacteria isolated from 
soil in Thailand by observation the appearances of clear zone around bacterial colony on BMSM 
agar, pH 10, and comparing the crude enzyme activity obtained from culture broth of BMSM, pH 
10, at 37 ºC. The results indicated that six bacterial isolates including of 012, 013, 032, 042, 053, 
and 071 showed the highest alkaline protease activity at 48 h. After the optimization of enzyme 
production in 500 mL-baffle flask, bacteria isolate 032 produced the highest activity when 
cultivated in BPMM medium, pH 10, with dextrin and soybean meal as carbon and nitrogen 
source at 37 ºC. The strain was identified by 16S rDNA sequencing analysis as Bacillus cohnii at 
98.27 % similarity. The efficiency of various cultivation techniques for alkaline protease 
production from B. cohnii were observed in 5-L fermenter. The results revealed that cultivation of 
B. cohnii using fed-batch fermentation technique in BPMM medium, pH 10, containing dextrin 
and soybean meal as carbon and nitrogen source with non-substrate adding and non-pH 
controlling, at 37 ºC, aeration rate 1 vvm, agitation speed 500 rpm, feeding with the same medium 
concentration when its growth was deceleration phase at dilution rate of 0.90 L/h were the most 
suitable. Consequently, the specific growth rate (µ) and specific alkaline protease production rate 
(qp) of 0.124 h-1 and 1.785 U/g cell.h, respectively, and the maximum enzyme activity and 
enzyme productivity of 9.51 U/mL and 0.396 U/mL/h that were higher than using batch 
cultivation technique for 1.6 times. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
 เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส (Alkalline protease) (E.C. 3.4.21-24) จดัอยูใ่นกลุ่มของ
เอนไซมโ์ปรตีเอสท่ีสามารถสลายพนัธะเปปไทดข์องสายโพลีเปปไทดซ่ึ์งเกิดจากหน่วยยอ่ยของ 
กรดอะมิโนท่ีเช่ือมต่อกนั ใหไ้ดส้ายเปปไทดท่ี์มขีนาดสั้นลง ภายใตส้ภาวะท่ีพีเอชเป็นกลางไป
จนถึงเป็นด่าง (Gupta, Beg, & Chauhan, 2002) ดว้ยคุณสมบติัท่ีมีกิจกรรมและความเสถียรภายใต้
สภาวะดงักล่าว ท าใหเ้อนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสถกูน าไปใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรม โดยเร่ิม
จากการน าเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีไดจ้ากแบคทีเรียมาเป็นส่วนประกอบในผงซกัฟอกเป็น
คร้ังแรกในปี 1960 (Saeki, Ozaki, Kobayashi, & Ito, 2007) เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการก าจดัส่ิง
สกปรกบนเน้ือผา้ หลงัจากนั้นจึงแพร่หลายไปยงัอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ ไม่ว่าจะเป็นอุตสาหกรรมฟอก
หนงั ท่ีน าอลัคาไลน์โปรตีเอส ไปใชใ้นการยอ่ยก าจดัเสน้ขนออกจากหนงัสตัว ์รวมไปถึงการ
น าไปใชอุ้ตสาหกรรมอาหาร การแพทย ์และการก าจดัของเสียจากอุตสาหกรรม เป็นตน้ (Kumar & 
Takagi, 1999) จากประโยชนด์งักล่าวจึงท าใหเ้อนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสมีมลูค่าส่วนแบ่งทาง
การตลาดมากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละประมาณ 60 ถึง 65 ของตลาดการคา้เอนไซมทุ์กชนิดทัว่โลก 
(Genckal & Tari, 2006) 
 ส่วนใหญ่ เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีใชใ้นอุตสาหกรรมจะผลิตมาจากจุลินทรีย์
จ  าพวกราและแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียในสกุล Bacillus ท่ีเป็นแบคทีเรียกลุ่มส าคญัในการ
ผลิตเอนไซม ์อลัคาไลน์โปรตีเอสชนิดหลัง่ออกมาภายนอกเซลล ์(Kumar, Venkatachalam, 
Govindarajan, Balakumaran, & Kalaichelvan, 2012) ซ่ึงการผลิตเอนไซมจ์ากจุลินทรียเ์หล่าน้ีใน
ระดบัอุตสาหกรรม นิยมใชก้ระบวนการหมกัในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว (Submerged fermentation) ท่ี
ตอ้งมีการควบคุมสภาวะแวดลอ้มต่าง ๆ ในการเพาะเล้ียงอยา่งเหมาะสม เช่น สูตรอาหารเพาะเล้ียง 
พีเอช อุณหภูมิ อตัราการใหอ้ากาศและการกวนผสม เป็นตน้ รวมไปถึง การเลือกใชเ้ทคนิค 
การเพาะเล้ียงท่ีมีประสิทธิภาพ ซ่ึงจะช่วยส่งเสริมการสร้างเอนไซมข์องจุลินทรีย ์
 จะเห็นไดว้่า เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสมีบทบาทส าคญัต่ออุตสาหกรรมต่าง ๆ เป็น
อยา่งมาก โดยเฉพาะอยา่งยิง่อุตสาหกรรมผงซกัฟอก แต่เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีน ามาใช้
ประโยชน์เกือบทั้งหมดนั้น ตอ้งน าเขา้จากต่างประเทศทั้งส้ิน คิดเป็นมลูค่าหลายพนัลา้นบาทต่อปี 
ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงไดท้ าการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือ
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แบคทีเรียท่ีคดัแยกและคดัเลือกไดจ้ากตวัอยา่งดินภายในประเทศไทย โดยใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียง
แบบเติมกะ (Fed-batch fermentation) ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เพื่อเป็นแนวทางหน่ึงในการ
ประยกุตใ์ชแ้ละขยายก าลงัการผลิตไปสู่ระดบัอุตสาหกรรม ซ่ึงจะช่วยประหยดัเงินตราของประเทศ
จากการลดปริมาณการน าเขา้ของเอนไซม ์
 

วตัถุประสงค์ของการวิจยั 
 1.  เพ่ือคดัแยกและคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน ์   
โปรตีเอสจากตวัอยา่งดินภายในประเทศ และจดัจ  าแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียท่ีได ้
 2.  เพื่อศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญและการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของ 
เช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้
 3.  เพ่ือศึกษาเทคนิคการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม ์
อลัคาไลน์โปรตีเอสของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
 

ขอบเขตของโครงการวิจยั 
 1.  คดัแยกและคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์      
โปรตีเอสจากตวัอยา่งดินภายในประเทศ และจดัจ  าแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรีย 
 2.  ศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญและการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของ
แบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้ไดแ้ก่ สูตรอาหารส าหรับเพาะเล้ียง แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน พีเอช 
และอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
 3.  ศึกษาเทคนิคการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์     
โปรตีเอสของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้โดยเปรียบเทียบระหว่างการหมกัแบบกะ (Batch 
fermentation) และการหมกัแบบเติมกะ (Fed-batch fermentation) และใชส้ภาวะในการเพาะเล้ียงท่ี
เหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลองในขอ้ 2 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1.  สามารถคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์ 
โปรตีเอส ไดม้ีประสิทธิภาพสูง 
 2.  ทราบสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของ
เช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้
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 3.  ทราบเทคนิคในการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม ์
อลัคาไลน์โปรตีเอสของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้
 4.  สามารถน าขอ้มลูพ้ืนฐานต่าง ๆ ท่ีไดจ้ากงานวจิยัไปพฒันาเพ่ือเป็นแนวทาง 
ในการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสในระดบัอุตสาหกรรม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
เอนไซม์โปรตเีอส 
 เอนไซมโ์ปรตีเอส (EC. 3:4, 11-19, 20-24, 99) เป็นกลุ่มของเอนไซมท่ี์ท าหนา้ท่ีเร่ง
ปฏิกิริยาการยอ่ยสลายพนัธะเปปไทด ์(Peptide bond) ของโปรตีน ใหไ้ดเ้ป็นกรดอะมิโนและ 
เปปไทดส์ายสั้น ๆ ดว้ยคุณสมบติัดงักล่าว ปัจจุบนัจึงมีการน าเอนไซมโ์ปรตีเอสมาใชป้ระโยชน์ใน
อุตสาหกรรมประเภทต่าง ๆ มากมาย เช่น อุตสาหกรรมฟอกหนงั อุตสาหกรรมอาหาร 
อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมส่ิงทอ การบ าบดัของเสีย และโดยเฉพาะอยา่งยิง่อุตสาหกรรมสาร 
ซกัลา้ง (Jisha et al., 2013) โดยแหล่งท่ีมาของโปรตีเอสท่ีน ามาใชป้ระโยชน์นั้น มีทั้งจากพืช สตัว ์
และจุลินทรีย ์แต่โปรตีเอสท่ีมีบทบาทส าคญัท่ีสุดในอุตสาหกรรมนั้น เป็นโปรตีเอสท่ีไดจ้าก
จุลินทรีย ์ทั้งจากราและแบคทีเรีย โดยมีปริมาณการผลิตคิดเป็นสองในสามส่วนของตลาดการคา้
เอนไซมทุ์กชนิดทัว่โลก (Gupta, Beg, & Lorenz, 2002)  

 
คุณสมบัตแิละการจ าแนกเอนไซม์โปรตเีอส 
 เอนไซมใ์นปัจจุบนันั้น สามารถแบ่งไดเ้ป็น 6 หมวดหมู่ (Class) ตามการจดักลุ่มของ 
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) โดยแบ่งตามลกัษณะการ
เขา้ท าปฏิกิริยาของเอนไซมก์บัสบัสเตรท ไดแ้ก่ 1) ออกซิโดรีดกัเทส (Oxidoreductase) 2)  
ทรานสเฟอเรส (Transferase) 3) ไฮโดรเลส (Hydrolase) 4) ไลเอส (Lyase) 5) ไอโซเมอเรส 
(Isomerase) และ 6) ไลเกส (Ligase) ส่วนเอนไซมโ์ปรตีเอสนั้นถกูจดัอยูใ่นหมวดหมู่ (Class) ท่ี 3 
ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ช่วยเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolytic enzyme) และถกูจดัอยูใ่นกลุ่มยอ่ย 
(Subclass) ตามลกัษณะเฉพาะของการเร่งปฏิกิริยาบนพนัธะเปปไทดไ์ดเ้ป็น 3.4 ซ่ึงเป็นการแบ่งตาม
ระบบ Enzyme Classification (EC) นอกจากน้ียงัสามารถแบ่งโปรตีเอส ออกเป็นกลุ่มยอ่ยของ
ตวัเลขชุดท่ี 2 (Sub-subclass) ไดอี้ก 2 กลุ่ม คือ Exopeptidases และ Endopeptidases ดงัแสดงไวใ้น
ตารางท่ี 2-1 
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ตารางท่ี 2-1  การจดักลุ่มของเอนไซมโ์ปรตีเอส (Rao, Tanksale, Ghatge, & Deshpande, 1998) 
 
Protease Mode of action EC no. 

Exopeptidases 
   Aminopeptidases 
      Dipeptidyl peptidase 
      Tripeptidyl peptidase 
   Carboxypeptidase 
      Serine type protease 
      Metalloprotease 
      Cysteine type protease 
      Peptidyl dipeptidase 
      Dipeptidases 
   Omega peptidase 
 
Endopeptidases 
   Serine protease 
   Cysteine protease 
   Aspartic protease 
   Metalloprotease 
   Endopeptidases of unknown 
      Catalytic mechanism 
 

 
-  -      -     -     ---  
-  -      -     -     --- 
-  -      -     -     --- 

------    -      -     -      -     -   
 
 
 
-------   -      ----  -     -     -      

-  
*-      -      -     --- 
---    -     -    -      -* 
---    -     -     -      -      -     --- 
 
 
 

 
3.4.11 
3.4.14 
3.4.14 
3.4.16-3.4.18 
3.4.16 
3.4.18 
3.4.15 
3.4.13 
3.4.19 
3.4.19 
 
3.4.21-3.4.34 
3.4.21 
3.4.22 
3.4.23 
3.4.24 
3.4.99 

หมายเหตุ  วงกลมสีขาวแทน Amino acid residues ในสายโพลีเปปไทด ์
  วงกลมสีด าแทน Terminal amino acid  
  เคร่ืองหมายดอกจนัแทน Blocked termini 
  ลกูศรแทนต าแหน่งท่ีเกิดการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม ์ 
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 1.  Exopeptidases 
 Exopeptidases เป็นกลุ่มของเอนไซมโ์ปรตีเอส ท่ีท าหนา้ท่ีตดัพนัธะเปปไทดจ์ากปลาย
สายของเปปไทดห์รือโปรตีนเขา้ดา้นใน ซ่ึงอาจเป็นไดท้ั้งปลาย C-terminus หรือ N-terminus ข้ึนกบั
ชนิดของเอนไซม ์กลไกและตวัอยา่งของเอนไซม ์Exopeptidases ดงัแสดงไวใ้นตารางท่ี 2-1 
  1.1  Aminopeptidases 
  Aminopeptidases จะท าหนา้ท่ีตดัพนัธะเปปไทดบ์ริเวณปลาย N-terminus โดยตดัเขา้
ไปทีละหน่ึงหน่วย มกัพบเอนไซมช์นิดน้ีในจุลินทรียห์ลากหลายชนิด ทั้งราและแบคทีเรีย ท าให้
เอนไซมช์นิดน้ีมีความจ าเพาะต่อสบัสเตรทแตกต่างกนัอยา่งชดัเจนในราและแบคทีเรีย ดงันั้นจึง
สามารถจ าแนกชนิดของเอนไซมไ์ดจ้ากผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนภายหลงักระบวนการไฮโดรไลซิส 
(Hydrolysis) 
   1.1.1  Dipeptidyl peptidase 
   เป็นเอนไซมท่ี์มีความจ าเพาะเจาะจงต่อพนัธะเปปไทดข์องโปรตีน โดยตดัจาก
ปลายสายบริเวณ N-terminus ของโปรตีนเขา้ดา้นในทีละ 2 หน่วย 
   1.1.2  Tripeptidyl peptidase 
   เป็นเอนไซมท่ี์มีความจ าเพาะเจาะจงต่อพนัธะเปปไทดข์องโปรตีน โดยตดัจาก
ปลายสายบริเวณ N-terminus ของโปรตีนเขา้ดา้นในทีละ 3 หน่วย 
  1.2  Carboxypeptidases 
  Carboxypeptidases จะท าหนา้ท่ีตดัพนัธะเปปไทดบ์ริเวณปลาย C-terminus แลว้
ปลดปล่อยกรดอะมิโนหน่ึงหน่วยหรือไดเปปไทด ์(Dipeptide) ออกมา เอนไซมโ์ปรตีเอสในกลุ่มน้ี
สามารถแบ่งออกไดอี้กเป็น 3 กลุ่มยอ่ย คือ Serine carboxypeptidase, Metallocarboxypeptidases 
และ Cysteine carboxypeptidase ข้ึนอยูก่บัชนิดของกรดอะมิโนตรงบริเวณเร่งของเอนไซม ์
   1.2.1  Peptidyl dipeptidase 
   เป็นเอนไซมท่ี์มีความจ าเพาะเจาะจงต่อพนัธะเปปไทดข์องโปรตีน โดยตดัจาก
ปลายสายบริเวณ C-terminus ของโปรตีนเขา้ดา้นในทีละ 2 หน่วย 
   1.2.2  Dipeptidases 
   เป็นเอนไซมท่ี์มีความจ าเพาะเจาะจงต่อสบัสเตรทท่ีเป็นไดเปปไทด ์(Dipeptide) 
ตรงต าแหน่งพนัธะเปปไทดบ์ริเวณปลายสายของโปรตีน 
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  1.3  Omega peptidase 
  Omega peptidase เป็นเอนไซมท่ี์สามารถตดัพนัธะเปปไทดไ์ดท้ั้งบริเวณปลาย N- 
และ C-terminus ของสายโพลีเปปไทด ์
 2.  Endopeptidases 
 Endopeptidases เป็นกลุ่มของเอนไซมโ์ปรตีเอสท่ีท าหนา้ท่ีตดัพนัธะเปปไทดภ์ายในสาย   
โพลีเปปไทดข์องโปรตีน แบ่งออกไดเ้ป็น 4 กลุ่มยอ่ย ตามลกัษณะของกลไกในการเร่งปฏิกิริยา คือ 
Serine proteases, Aspartic proteases, Cysteine proteases และ Metalloproteases 
  2.1  Serine protease (E.C. 3.4.21) 
  เป็นเอนไซมท่ี์มีกรดอะมิโนเซรีนอยูต่รงบริเวณเร่งของเอนไซม ์พบอยา่งแพร่หลาย
ทั้งในไวรัส แบคทีเรีย และยคูาริโอต เน่ืองจากเป็นเอนไซมท่ี์มีความส าคญัต่อส่ิงมีชีวิต Serine 
protease สามารถถกูยบัย ั้งแบบไม่ผนักลบั (Irreversible Inhibition) ได ้โดย Diisopropyl 
fluorophosphate (DFP) และ Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) โดยทัว่ไปสามารถท างานไดท่ี้
สภาวะเป็นกลางจนถึงด่าง ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานอยูร่ะหว่าง 7 - 11 น ้ าหนกัโมเลกุลอยู่
ระหว่าง 18 - 35 กิโลดาลตนั สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 6 กลุ่มยอ่ย (Gupta et al., 2002) ดงัน้ี 
   2.1.1  Chymotrypsin-like protease 
   เป็นเอนไซมท่ี์มีโครงสร้างคลา้ยคลึงกบั Trypsin, Elastase และ Thrombin มี
ความจ าเพาะต่อสบัสเตรทท่ีเป็นกรดอะมิโนพ้ืนฐานชนิดต่าง ๆ ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างาน
ของเอนไซมเ์ท่ากบั 8.0 สามารถถกูยบัย ั้งการท างานไดโ้ดยสารพวก N-tosyl-L-lysine chloromethyl 
ketone, L-1-tosylamide-2-phenylethyl chloromethyl ketone, Diisopropyl fluorophosphate และ 
Soyabean trypsin inhibitor 
   2.1.2  Subtilisin-like protease หรือ subtilase 
   เป็นเอนไซมท่ี์มีจุดก  าเนิดมาจากแบคทีเรีย ซ่ึงจะถกูหลัง่ออกมานอกเซลลเ์พื่อยอ่ย
สลายสารอาหาร มีความจ าเพาะต่อสบัสเตรทท่ีเป็นวงแหวนและมีคุณสมบติัไฮโดรโฟบิก ค่าพีเอช
ท่ีเหมาะสมต่อการท างานเท่ากบั 10.0 สามารถถกูยบัย ั้งปฏิกิริยาไดโ้ดยสาร PMSF, Diisopropyl 
fluorophosphates (DFP) และ Potato inhibitor 
   2.1.3  Wheat serine carboxypeptidase II-like protease 
   เป็นเอนไซมท่ี์มีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานอยูใ่นช่วง 4.5-5.5 นัน่แสดงใหเ้ห็น
ว่าฮิสทิดีน (Histidine) ท่ีอยูต่รงบริเวณเร่งมีค่า pKa ต ่ากวา่ปกติ 
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   2.1.4  Prolyloligopeptidase-like serine protease 
   เป็นเอนไซมก์ลุ่มท่ียงัไม่ค่อยทราบคุณสมบติัมากนกั แต่สามารถใชเ้ทคนิค 
Sequence homology มาอธิบายได ้
   2.1.5  Myxobacter α-lytic protease 
   เป็นเอนไซมท่ี์มีความจ าเพาะต่อหมู่คาร์บอกซิลของกรดอะมิโนท่ีเป็นกลางและมี
โครงสร้างเป็นสาย มีค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานเท่ากบั 9.0 และสามารถถกูยบัย ั้งปฏิกิริยาได้
โดยสารจ าพวก Diisopropyl fluorophosphates (DFP) 
   2.1.6  Staphylococcal protease 
   ถกูสร้างจากแบคทีเรีย Staphylococcus aureus มีค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างาน
อยูใ่นช่วง 4.0-7.8 มีความจ าเพาะต่อพนัธะเปปไทดต์รงหมูค่าร์บอกซิลของกรดอะมิโนท่ีเป็นกรด 
และถกูยบัย ั้งปฏิกิริยาไดโ้ดยสาร Diisopropyl fluorophosphates (DFP) 
  2.2  Aspartic proteases (E.C. 3.4.23) 
  Aspartic protease หรือท่ีรู้จกักนัดีในช่ือ Acidic protease เป็นเอนไซมท่ี์มีกรดอะมิโน
แอสปาร์ติกอยูท่ี่บริเวณเร่งของเอนไซม ์ส่วนใหญ่ไดจ้ากราและยสีต ์แต่ก็มีแบคทีเรียบางจ าพวกท่ี
ผลิตเอนไซมช์นิดน้ีได ้มีค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมอ์ยูใ่นช่วง 2.0-4.0 สารท่ีมี
ผลยบัย ั้งการท างานของเอนไซมก์ลุ่มน้ี เช่น Pepstatin, Dansyl-pepstatin  และ Diazoketone แต่ไม่
ถกูยบัย ั้งดว้ยสารจ าพวก EDTA และ Diisopropylfluorophosphates (DFP) มีน ้ าหนกัโมเลกุลอยู่
ระหว่าง 30 - 45 กิโลดาลตนั 
  2.3  Cysteine protease (E.C. 3.4.22) 
  Cysteine protease หรือท่ีเรียกอีกช่ือหน่ึงว่า Sulphydryl protease เป็นเอนไซมท่ี์มีกรด   
อะมิโนซิสเตอีนอยูต่รงบริเวณเร่งหรืออีกนยัหน่ึงคือมีหมู่ –SH ตรงบริเวณเร่ง ท างานไดดี้ในสภาวะ
ท่ีมีค่าพีเอชอยูใ่นช่วง 6.0-7.5 และจะท างานไดดี้เมื่อมีสารรีดิวซ ์สามารถถกูยบัย ั้งการท างานได้
โดยสารจ าพวก Sulphydryl reagents หรือ Sulphydryl group (-SH) หรือกลุ่มไทออล ซ่ึงจะท าให้
หมู่ซลัไฟดริลท่ีบริเวณเร่งไดรั้บความกระทบกระเทือนและสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมใ์นท่ีสุด 
  2.4  Metalloprotease (E.C. 3.4.24) 
  Metalloprotease เป็นเอนไซมโ์ปรตีเอสท่ีมีไอออนของโลหะเป็นตวักระตุน้การ
ท างาน และพบไอออนของโลหะท่ีบริเวณเร่งของเอนไซมใ์นลกัษณะของโคแฟกเตอร์ หรือเขา้ร่วม
ในปฏิกิริยาการยอ่ยสลายของเอนไซม ์สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มยอ่ย คือ 
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   2.4.1  Neutral protease 
   เป็นเอนไซมท่ี์มีอะตอมของสงักะสี (Zn) อยูต่รงบริเวณเร่ง โดยมีค่าพีเอชท่ี
เหมาะสมต่อการท างานอยูร่ะหว่าง 6.5-7.0 และสามารถถกูยบัย ั้งการท างานไดด้ว้ยสารจ าพวก 
Chelating agent 
   2.4.2  Alkaline-metalloprotease 
   เป็นเอนไซมท่ี์มีโลหะอยูต่รงบริเวณเร่ง ท างานไดดี้เมื่อค่าพีเอชอยูใ่นช่วง 7.0-9.0 
และตอ้งใช ้EDTA ท่ีมีความเขม้ขน้สูงกว่า 0.1 โมลาร์ จึงจะสามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์
ได ้
 

แหล่งทีม่าของเอนไซม์โปรตเีอส 
 เน่ืองจากเอนไซมโ์ปรตีเอสเป็นเอนไซมท่ี์มีความส าคญัต่อการด ารงชีวิตของส่ิงมีชีวิต 
หลายชนิด จึงท าใหส้ามารถพบเอนไซมช์นิดน้ีไดใ้นหลาย ๆ แหล่ง ทั้งพืช สตัว ์และจุลินทรีย ์
 โปรตเีอสจากพชื 
 การใชเ้อนไซมโ์ปรตีเอสจากพืชนั้น เกิดข้ึนดว้ยเหตุผลหลายประการ เช่น การมีพ้ืนท่ีท่ี
เหมาะสมต่อการเพาะปลกู และภูมิอากาศท่ีเหมาะแก่การเจริญของพืช เป็นตน้ โปรตีเอสจากพืชท่ี
รู้จกักนัดีนั้น ไดแ้ก่ Papain จากยางมะละกอ Bromelain จากสบัปะรด และ Keratinase จากพืช
สมุนไพรบางชนิด เป็นตน้ ปัญหาหลกัของการใชเ้อนไซมโ์ปรตีเอสจากพืช คือ ตอ้งเพาะปลกูพืชใน
บริเวณท่ีมีสภาพภูมิอากาศเหมาะสมเท่านั้น ท าใหผ้ลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสจากพืชไดเ้พียงบางพ้ืนท่ี 
นอกจากน้ี เอนไซมท่ี์ไดจ้ากพืชนั้นยงัมีความเขม้ขน้ต ่า จึงตอ้งใชว้ตัถุดิบในปริมาณมากเพ่ือผลิต
เอนไซมใ์หไ้ด ้ตามความตอ้งการ 
 โปรตเีอสจากสัตว์ 
 โปรตีเอสจากสตัวท่ี์นิยมน ามาใชป้ระโยชน์กนัอยา่งแพร่หลาย ไดแ้ก่ Chymotrypsin, 
Trypsin, Pepsin และ Renin เอนไซมเ์หล่าน้ีสามารถผลิตใหอ้ยูใ่นรูปของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิในปริมาณ 
ท่ีมากได ้แต่อยา่งไรก็ตาม การผลิตเอนไซมเ์หล่าน้ีนั้นข้ึนอยูก่บัการเล้ียงสตัวเ์พ่ือบริโภค จึงมกัถกู
ควบคุมดว้ยนโยบายทางการเมืองและเกษตรกรรม  
 โปรตเีอสจากจุลนิทรีย์ 
 แมว้่าจะมีการใชป้ระโยชน์เอนไซมโ์ปรตีเอสจากพืชและสตัวก์นัอยา่งแพร่หลายทัว่โลก 
แต่ในระดบัอุตสาหกรรม มกัเลือกท่ีจะผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสจากเช้ือจุลินทรียเ์ป็นส่วนใหญ่ 
เน่ืองจากจุลินทรียเ์ติบโตไดอ้ยา่งรวดเร็ว และง่ายต่อการปรับปรุงสายพนัธุเ์พื่อใหส้ามารถผลิต
เอนไซมท่ี์มีคุณสมบติัตามท่ีตอ้งการได ้ดงันั้นเอนไซมโ์ปรตีเอสจากจุลินทรียจึ์งสามารถครอง 
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ส่วนแบ่งในตลาดการคา้เอนไซมท์ัว่โลกถึงสองในสามส่วน โดยถกูน ามาใชใ้นอุตสาหกรรมต่าง ๆ 
เช่น อุตสาหกรรมสารซกัลา้ง อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมฟอกหนงั อุตสาหกรรมอาหาร และ
อุตสาหกรรมการเกษตร เป็นตน้ เอนไซมโ์ปรตีเอสจากจุลินทรียน์ั้น สามารถผลิตไดจ้ากทั้งราและ
แบคทีเรีย 
 1.  โปรตีเอสจากรา 
 โปรตีเอสท่ีไดจ้ากเช้ือรานั้นไดรั้บความสนใจในการศึกษาวิจยัเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากมี
ความหลากหลายสูง มีความจ าเพาะต่อสบัสเตรทท่ีค่อนขา้งหลากหลาย อีกทั้งยงัมีความเสถียร
ภายใตส้ภาวะท่ีรุนแรง จึงมีขอ้ดีคือ ท าใหส้ามารถแยกเอนไซมอ์อกจากเสน้ใยไมซีเลียม 
(Mycelium) ไดโ้ดยการกรอง (Filtration) โดยทัว่ไปเอนไซมโ์ปรตีเอสจากเช้ือรามกัจะผลิตดว้ย
วิธีการหมกับนอาหารแข็ง (Solid-state fermentation) และมกัน าไปใชใ้นการแปรรูปอาหารท่ีมี
โปรตีนเป็นองคป์ระกอบ 
 2.  โปรตีเอสจากแบคทีเรีย 
 เอนไซมโ์ปรตีเอสในอุตสาหกรรมท่ีส าคญันั้นมกัผลิตจากแบคทีเรีย โดยเฉพาะท่ีไดจ้าก
แบคทีเรียในสกุล (Genus) Bacillus เน่ืองจากสามารถผลิตไดใ้นปริมาณมากและมีกิจกรรมการ
ท างานของเอนไซมสู์ง โปรตีเอสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม ตามค่าพีเอช
ท่ีเหมาะสมต่อการท างาน ความคงตวั และลกัษณะโครงสร้างของบริเวณเร่ง ไดแ้ก่ 
  2.1  Neutral bacterial protease 
  Neutral bacterial protease ไดแ้ก่ Metalloenzymes (CAS number: 9068-59-1) ซ่ึงเป็น
เอนไซมท่ี์ตอ้งการไอออนของโลหะในการท างาน สามารถท างานไดดี้ในช่วงพีเอชระหว่าง 6-9 เช่น 
เอนไซมท่ี์ผลิตจาก Bacillus subtilis, B. thermoproteolytics และ Streptomyces griseus ซ่ึงมีการผลิต
ทั้งในรูปแบบผงและสารละลายท่ีมีความคงตวั (Stabilized solutions) มกัถกูน าไปใชใ้น
อุตสาหกรรม   ฟอกหนงั อุตสาหกรรมเบียร์ และการผลิต Protein hydrolysate 
  2.2  Alkaline bacterial protease 
  Alkaline bacterial protease ไดแ้ก่ Subtilisin (CAS number: 9014-01-1) เป็นเอนไซม์
ท่ีมีบริเวณเร่งปฏิกิริยาเป็นกรดอะมิโนเซรีน สามารถท างานไดดี้ในช่วงพีเอชระหว่าง 7 - 11 และ
สามารถท างานไดดี้ท่ีสุดในช่วงพีเอชระหว่าง 7.5 - 9.5 ถกูยบัย ั้งการท างานแบบไม่ผนักลบัไดด้ว้ย
สารจ าพวก Chelating agent 
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อัลคาไลน์โปรตเีอส (Alkaline protease) 
 อลัคาไลน์โปรตีเอส (E.C. 3.4.21-24) จดัอยูใ่นกลุ่มของเอนไซมโ์ปรตีเอสท่ีสามารถเร่ง
ปฏิกิริยาการยอ่ยสลายพนัธะเปปไทดข์องสายโพลีเปปไทด ์ภายใตส้ภาวะแวดลอ้มท่ีมีค่าพีเอชเป็น
กลางไปจนถึงด่างได ้จึงถกูน าไปใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ มากมาย โดยเฉพาะอยา่งยิง่
อุตสาหกรรมซกัลา้ง เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีมีความส าคญัในอุตสาหกรรมแสดงไวใ้นตาราง
ท่ี 2-2 โดยทัว่ไปแลว้ อลัคาไลน์โปรตีเอสสามารถท างานไดใ้นสภาวะท่ีมีค่าพีเอชอยูร่ะหว่าง 8-12 
และอุณหภูมิในช่วง 50-70 องศาเซลเซียส แต่ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานอยูร่ะหว่าง 9-11 
และมีส่วนนอ้ยท่ีสามารถท างานไดดี้เม่ือค่าพีเอชสูงข้ึนถึง 12 และ 13 ส่วนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อ
การท างานนั้นอยูร่ะหว่าง 50-70 องศาเซลเซียส ส่วนใหญ่อลัคาไลน์โปรตีเอสมกัตอ้งการไอออน
ของโลหะเพื่อใหม้ีกิจกรรมของเอนไซมสู์งท่ีสุด ซ่ึงไอออนของโลหะท่ีนิยมน ามาใช ้ไดแ้ก่ Ca2+, 
Mg2+ และ Mn2+  โดยท่ี Ca2+ จะมีบทบาทส าคญัต่อความเสถียรของเอนไซม ์เน่ืองจากช่วยเพ่ิม
กิจกรรมและความทนต่อความร้อน (Thermal stability) ของอลัคาไลน์โปรตีเอสเมื่ออยูใ่นสภาวะท่ี
มีอุณหภูมิสูง นอกจากน้ีไอออนของโลหะชนิดอ่ืน เช่น Ba2+, Mn2+, Co2+, Fe2+, และ Zn2+ ก็มกัถกู
น ามาใชใ้นการคงสภาพ (Stabilization) ของเอนไซมด์ว้ยเช่นกนั ส่วนไอออนของโลหะจ าพวก 
Hg2+, Cu2+, Ag2+, Fe2+ และ Zn2+ มกัถกูพบว่ายบัย ั้งการท างานของอลัคาไลน์โปรตีเอสเป็นส่วนมาก 
(Jisha et al., 2013) 
 
ตารางท่ี 2-2  อลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีมีความส าคญัในอุตสาหกรรม (Anwar & Saleemuddin, 1998) 
 
Species Source pH Optimum Industrial applications 
Streptococcus sp 
Bacillus stearothermophilus 
 
Tritirachium album 
    (proteinase T) 
Tritirachium album 
    (proteinase R) 
Conidiobolus coronatus 
    (alkaline proteinase B) 
 

Bacterial 
Bacterial 
 
Fungal 
 
Fungal 
 
Fungal 

8.0 
9.5 
 
9.0-12.0 
 
7.0-10.0 
 
9-7 

Dairy/ cheese production 
Detergents and heavy duty 
   laundry powder 
Laundry detergents  
   Formulations 
Laundry detergents  
   Formulations 
Resolution of racemic mixtures  
   of D, L phenyl alanine and  
   glycine 
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ตารางท่ี 2-2  (ต่อ) 
 
Species Source pH Optimum Industrial applications 
Bacillus sp. Y. (BYA) 
Bacillus licheniformis 
    (Alcalase) 
Bacillus sp. (AH-101) 
Rhizopus oryzae (RO, IIT, KGP) 
Conidiobolus coronatus 
(NCI 86.8.20) 
Bacillus firmus 
Bacillus sp. (P-001A)  
 
Bacillus sp. (B 18) 
Bacillus sp. 
Bacillus sp. 
Thermus Rt 41A 
Bacillus sp. (Savinase/ Durazym) 
Bacillus licheniformis (Alcalase) 
 
Bacillus subtilis 
Bacillus sp. 
Bacillus subtilis 
Amycolata/ Amycolatopsis 
Spilosoma obliqua (Lepidoptera)  
 

Bacterial 
Bacterial 
 
Bacterial 
Fungal 
Fungal 
 
Bacterial 
Bacterial 
 
Bacterial 
Bacterial 
Bacterial 
Bacterial 
Bacterial 
Bacterial 
 
Bacterial 
Bacterial 
Bacterial 
- 
Insect larvae 

10.0-12.5 
8.2 
 
12.0-13-0 
3.0-11.0 
8.5 
 
8.0 
9.5 
 
12.0 
12.0 
8.5 
11.0 
9.0-11.0 
8.2 
 
8.5 
8.5 
- 
8-11.0 
11.0 
 

Detergent formulations 
Catalyst for N-protected 
   amino acid 
Dehairing/ leather industry 
? 
Commercial detergents 
 
Detergent industry 
Production of biomass from  
   natural waste 
? 
? 
Dehairing/ leather industry 
? 
Detergent formulations 
Synthesis of biologically 
   active peptides 
Bating agent in leather 
industry 
? 
Contact lens cleansing agent 
Cheese and detergents 
Commercial detergents and  
   stain remover formulations 
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การผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตเีอสจากแบคทีเรีย 
 จุลินทรียท่ี์สามารถผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสไดส่้วนใหญ่ มกัผลิตเอนไซมอ์อกมา 
ในปริมาณนอ้ย ดงันั้น การเพาะเล้ียงจุลินทรียเ์หล่าน้ีภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม เพ่ือเพ่ิมการผลิต
เอนไซมจึ์งเป็นส่ิงส าคญั สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมม์กัมีความแตกต่างจากการ
เพาะเล้ียงจุลินทรีย ์ในการผลิตระดบัอุตสาหกรรมมกัจะใชแ้หล่งคาร์บอน โปรตีน และ
องคป์ระกอบอ่ืน ท่ีความเขม้ขน้สูงประมาณ 100 - 150 กรัมน ้ าหนกัแหง้ต่อลิตร ดงันั้น ในการท่ีจะ
พฒันาเทคโนโลยใีนการผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสใหส้ามารถใชจ้ริงในระดบัอุตสาหกรรมได ้
จะตอ้งค านึงถึง การเพ่ิมผลผลิต (Yield) ของเอนไซม ์การหาสูตรอาหาร และสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การผลิต (Kumar & Takagi, 1999) 
 
 สูตรอาหารในการเพาะเลีย้ง (Fermentation medium) (Bhunia, Basak, & Dey, 2012) 
  การออกแบบสูตรอาหาร (Medium design) 
  อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงจุลินทรียจ์ะตอ้งมีสารอาหารท่ีจ  าเป็นต่อการ
เจริญเติบโต โดยทัว่ไปจุลินทรียส์ามารถสงัเคราะห์องคป์ระกอบของเซลลไ์ดจ้ากแหล่งคาร์บอน
และแหล่งไนโตรเจนในอาหาร อยา่งไรก็ตาม จุลินทรียส่์วนใหญ่ก็ยงัตอ้งการสารอาหารชนิดอื่นๆ
อีก เช่น กรดอะมิโน แร่ธาตุ และวิตามิน เป็นตน้ เพ่ือใชใ้นการเจริญ นอกจากน้ี สภาวะท่ีใชใ้นการ
เจริญและการผลิตเอนไซมม์กัมีความแตกต่างกนั ดงันั้น การปรับปรุงสูตรอาหารใหมี้ความ
เหมาะสมจึงจ าเป็นต่อทั้งการเจริญและการผลิตเอนไซม ์
  องค์ประกอบของเซลล์ (Cell composition) 
  เซลลข์องแบคทีเรียประกอบดว้ยสารท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูง เช่น โปรตีน กรด
นิวคลิอิก โพลีแซ็คคาไรด ์ลิพิด และสารอ่ืน ๆ การสร้างสารโมเลกุลขนาดใหญ่ท่ีเป็นองคป์ระกอบ
หลกัของเซลลเ์หล่าน้ี เกิดข้ึนจากกระบวนการ Polymerization ของหน่วยยอ่ย (Building blocks) 
ต่าง ๆ ท่ีจ  าเป็น และนอกจากองคป์ระกอบเหล่าน้ีแลว้ เซลลย์งัประกอบดว้ยสารเมทาบอไลซต่์าง ๆ 
ในรูปของเกลืออินทรีย ์สารตวักลางของวิถีเมทาบอลิซึม และวิตามินอีกดว้ย โดยทัว่ไป เซลล์
แบคทีเรียมกัจะประกอบดว้ยคาร์บอน 50 เปอร์เซ็นต ์ออกซิเจน 20 เปอร์เซ็นต ์ไนโตรเจน 14 
เปอร์เซ็นต ์ไฮโดรเจน 8 เปอร์เซ็นต ์ฟอสฟอรัส 3 เปอร์เซ็นต ์และซลัเฟอร์ 1 เปอร์เซ็นต ์
  เอนไซมจ์ากจุลินทรียส่์วนใหญ่มกัถกูสร้างข้ึนเน่ืองจากการตอบสนองต่อ
องคป์ระกอบต่าง ๆ ภายในอาหารเล้ียงเช้ือ เช่น สารอาหาร ฮอร์โมน และไอออนต่าง ๆ ดงันั้น การ
ท่ีจะปรับปรุงสูตรอาหารใหเ้หมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซมน์ั้น ตอ้งพิจารณาถึง 
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ความตอ้งการสารอาหารของเซลลท์ั้งในดา้นปริมาณ (Quantitative) และดา้นคุณภาพ (Qualitative) 
ควบคู่กนั สารอาหารท่ีเซลลต์อ้งการนั้น สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ 
   1.  Macronutrients 
   เป็นสารอาหารท่ีเซลลต์อ้งการท่ีความเขม้ขน้มากกว่า 10-4 โมลาร์ เช่น คาร์บอน 
ไนโตรเจน ออกซิเจน ไฮโดรเจน ซลัเฟอร์ ฟอสฟอรัส Mg2+ และ K+ ตารางท่ี 2-3 จะแสดง
สารอาหารประเภท Macronutrients หลกั ๆ ท่ีเซลลต์อ้งการ 
   2.  Micronutrient 
   เป็นสารอาหารท่ีเซลลต์อ้งการท่ีความเขม้ขน้ต ่ากว่า 10-4 โมลาร์ เช่น MO2+, Zn2+, 
Cu2+, Mn2+, Ca2+, Na2+ วิตามิน ฮอร์โมนและสารตั้งตน้ส าหรับกระบวนการเมทาบอลิซึม  เป็นตน้ 
 
ตารางท่ี 2-3  สารอาหารประเภท Macronutrients ท่ีจ  าเป็นและหนา้ท่ี (Bhunia et al., 2012) 
 
Element Physiological Function Required Concentration 

(mol/L) 

Carbon 
 
Nitrogen 
 
Hydrogen 
Oxygen 
 
Sulfur 
Phosphorus 
 
Potassium 
 
Magnesium 
 

Constituents of organic cellular material. 
Often the energy source. 
Constituents of proteins, nucleic acids, and  
coenzymes. 
Organic cellular material and water. 
Organic cellular material and water. 
Required for aerobic respiration. 
Constituents of proteins and certain coenzymes. 
Constituents of nucleic acid, phospholipids,  
nucleotides, and certain coenzymes. 
Principle inorganic cation in the cell and cofactor 
for some enzymes. 
Cofactor for many enzymes and chlorophyls and 
present in cell walls and membranes. 

>10-2 
 
10-3 
 
- 
- 
 
10-4 
10-4 - 10-3 
 
10-4 - 10-3 
 
10-4 - 10-3 
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 อลัคาไลน์โปรตีเอสประกอบดว้ยคาร์บอน 53.8 เปอร์เซ็นต ์และไนโตรเจน 15.6 
เปอร์เซ็นต ์(Bhunia et al., 2012) การผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสข้ึนอยูก่บัทั้งแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือ ในส่ิงมีชีวิตจ  าพวกโปรคาริโอตหากมีปริมาณของคาร์บอนและ
ไนโตรเจนไม่เพียงพอ จะเกิดการยบัย ั้งการสร้างเอนไซมไ์ด ้แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีนิยมใช้
ในอุตสาหกรรมแสดงไวใ้นตารางท่ี 2-4 
 
ตารางท่ี 2-4  แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีนิยมใชใ้นอุตสาหกรรม (Bhunia et al., 2012) 
 
Carbon Sources Nitrogen Sources 
Starch waste (maize and potato) 
Molasses (cane and beer) 
Whey 
n-Alkanes 
Gas oil 
Sulfite waste liquor 
Domestic sewage 
Cellulose waste 
Carbon bean 

Soybean meal 
Yeast extract 
Distillers soluble 
Cottonseed extract 
Dried blood 
Corn steep liquor 
Fish solubles and meal 
Groundnut meal 
Casein 

 
  ชนิดของอาหารเลีย้งเช้ือ (Type of media) 
  แบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงเพ่ือจุดประสงคต่์าง ๆ จะตอ้งอยูใ่นสภาวะท่ีมีความเหมาะสมทั้ง
ทางชีวเคมีและทางกายภาพ สภาวะทางชีวเคมีหรือความตอ้งการสารอาหารท่ีเหมาะสมนั้น 
พิจารณาไดจ้ากอาหารเล้ียงเช้ือ เน่ืองจากความตอ้งการสารอาหารชนิดพิเศษท่ีแตกต่างกนัของ
แบคทีเรีย จึงท าใหม้ีการพฒันาคิดคน้สูตรอาหารเพื่อใชใ้นงานต่าง ๆ เป็นจ านวนมาก และสามารถ
จดักลุ่มของอาหารเล้ียงเช้ือไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ อาหารชนิด Chemically defined medium หรือ 
Synthetic medium ซ่ึงเป็นอาหารท่ีทราบองคป์ระกอบท่ีแน่นอน และ Complex medium หรือ 
Undefined medium ซ่ึงเป็นอาหารท่ีทราบองคป์ระกอบท่ีแน่นอนเพียงบางส่วนเท่านั้น 
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  การปรับปรุงสูตรอาหารทีเ่หมาะสม (Optimization of media component) 
  ในทางอุตสาหกรรม การปรับปรุงสูตรอาหารเล้ียงเช้ือมกัมีวตัถุประสงคเ์พ่ือรักษา 
ความสมดุลของแต่ละองคป์ระกอบภายในอาหาร ซ่ึงการปรับปรุงสูตรอาหารนั้นจะช่วยลด 
การเหลืออยูข่ององคป์ระกอบต่าง ๆ หลงัเสร็จส้ินการเพาะเล้ียง การท่ีจะปรับปรุงสูตรอาหารได้
อยา่งมีประสิทธิภาพตอ้งค านึงถึงส่ิงต่าง ๆ เหล่าน้ี 
   1.  ตอ้งมีการประเมินอิทธิพลของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในทาง
เศรษฐศาสตร์ เปรียบเทียบกบัผลผลิตท่ีได ้(Yield) 
   2.  จ าเป็นตอ้งใส่ไอออนของโลหะบางชนิดในอาหารเล้ียงเช้ือ 
   3.  ตอ้งมีการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงและปัจจยัท่ีส าคญัต่าง ๆ  
ในการหมกั ไดแ้ก่ ค่าพีเอช อุณหภูมิ การใหอ้ากาศ (Aeration) และการกวนผสม (Agitation) 
  อทิธิพลขององค์ประกอบต่าง ๆ ในอาหารเลีย้งเช้ือ 
   1.  อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือ 
   จุลินทรียส่์วนใหญ่สามารถใชไ้นโตรเจนทั้งท่ีอยูใ่นรูปสารอินทรียแ์ละอนินทรีย ์
แลว้สร้างเป็นกรดอะมิโน กรดนิวคลีอิก โปรตีน และองคป์ระกอบของผนงัเซลลไ์ด ้โดยทัว่ไป 
เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจะมีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบประมาณ 15.6 เปอร์เซ็นต ์และการ
ผลิตเอนไซมน์ั้นจะข้ึนอยูก่บัปริมาณของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในอาหารเพาะเล้ียง 
   นอกจากน้ี มีการรายงานว่าเมื่อใชแ้หล่งไนโตรเจนเป็นสารอนินทรีย ์จะท าให้
อตัราการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสลดต ่าลง และพบว่าการสงัเคราะห์เอนไซมจ์ะถกูยบัย ั้ง 
เมื่อใชแ้หล่งไนโตรเจนท่ีถกูเมทาบอไลซไ์ดง่้าย เช่น กรดอะมิโนและไอออนของแอมโมเนีย 
อยา่งไรก็ตาม มีงานวิจยัของ Nehete, Shah, and Kotari (1986) ท่ีผลแสดงใหเ้ห็นว่า การใชเ้กลือของ
แอมโมเนียเป็นแหล่งไนโตรเจนไม่มีผลไปยบัย ั้งกิจกรรมการท างานของเอนไซม ์
   2.  อิทธิพลของแหล่งคาร์บอนในอาหารเล้ียงเช้ือ 
   การผลิตเอนไซมโ์ดยวิธีการทางกระบวนการชีวภาพนิยมใชก้ลโูคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน แต่จากการศึกษาพบว่าการใชก้ลโูคสสามารถท าให้เกิดกระบวนการ catabolite repression 
ซ่ึงจะส่งผลใหอ้ตัราการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสลดต ่าลง (Priest, 1977) และพบว่า 
การลดลงของค่าพีเอชในอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงอนัเน่ืองมาจากการเจริญอยา่งรวดเร็วของจุลินทรีย ์ 
ก็จะส่งผลใหก้ารผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสลดลงดว้ยเช่นกนั ส าหรับการผลิตในระดบั
อุตสาหกรรม มกัใชค้าร์โบไฮเดรตท่ีความเขม้ขน้สูงซ่ึงจะไปยบัย ั้งการผลิตเอนไซม ์ดงันั้นจึงตอ้ง
ใชว้ิธีการเติมคาร์โบไฮเดรตลงในอาหารอยา่งต่อเน่ือง หรือเติมเป็นชุด ๆ ตลอดกระบวนการหมกั
เพ่ือหลีกเล่ียงการเกิดการยบัย ั้ง โดยควบคุมใหป้ริมาณของสารอาหารอยูใ่นสภาวะจ ากดัอยูเ่สมอ 
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และยงัเป็นการลดการใหพ้ลงังานแก่กระบวนการผลิตอีกดว้ย นอกจากน้ียงัพบว่าการเติมกรด
อินทรียต่์าง ๆ เช่น Acetic acid, Methyl acetate และ Citric acid หรือ Sodium citrate ลงในอาหาร
เพาะเล้ียงสามารถช่วยเพ่ิมอตัราการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสได ้
   3.  ความตอ้งการไอออนของโลหะ 
   กระบวนการในการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส จะตอ้งมีการเติมไอออนของ
โลหะเช่น แคลเซียม โคบอลต ์คอปเปอร์ โบรอน เหลก็ แมกนีเซียม แมงกานีส และโมลิบดินมั  
เป็นตน้ ลงในอาหารเพาะเล้ียงเพ่ือเพ่ิมอตัราการผลิต อยา่งไรก็ตาม การใหไ้อออนของโลหะ 
ท่ีจ  าเพาะบางอยา่งข้ึนอยูก่บัชนิดของเอนไซมด์ว้ย ในงานวจิยัส่วนใหญ่มกัจะนิยมใชโ้พแทสเซียม
ฟอสเฟตเป็นแหล่งของฟอสเฟตไอออนในอาหารเพาะเล้ียงเพือ่รักษาค่าพีเอชใหค้งท่ี ความเขม้ขน้ 
ท่ีเหมาะสมของฟอสเฟตท่ีช่วยส่งเสริมอตัราการผลิตเอนไซมน์ั้นอยูท่ี่ 2 กรัมต่อลิตร แต่หากใช้
ความเขม้ขน้สูงกว่า 4 กรัมต่อลิตร จะท าใหเ้กิดการตกตะกอนของอาหารในระหว่างการน่ึงฆ่าเช้ือ 
ซ่ึงสามารถแกไ้ขไดโ้ดยการเติม disodium salt ของ EDTA ลงในอาหารเพาะเล้ียง โดยท่ีเกลือชนิดน้ี
จะไม่ส่งผลกระทบต่อปริมาณของเอนไซมท่ี์ผลิตได ้
 
 สภาวะที่เหมาะสมในการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
 สภาวะต่าง ๆ ในการด าเนินการภายในถงัหมกั เช่น อตัราการใหอ้ากาศ (Oxygen transfer 
rate) ค่าพีเอช และอุณหภูมิ จะส่งผลต่อการผลิตเอนไซมเ์มือ่อยูใ่นสภาวะการหมกัแบบใชอ้ากาศ 
(Aerobic fermentation) ในรูปแบบท่ีแตกต่างกนั เน่ืองมาจากอิทธิพลของวิถีเมทาบอลิซึมและการ
เปล่ียนแปลงของ metabolic fluxes 
  อทิธิพลของพเีอชและอุณหภูม ิ
  คุณสมบติัท่ีส าคญัของจุลินทรียท่ี์ชอบสภาวะด่าง (Alkalophilic organisms) คือ
สามารถเจริญเติบโตและสร้างเอนไซมภ์ายใตส้ภาวะแวดลอ้มท่ีมีความเป็นด่างได ้ดงันั้นการเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสจากจุลินทรียเ์หล่าน้ี จ  าเป็นท่ีจะตอ้งรักษาค่าพีเอชของ
อาหารเพาะเล้ียงใหสู้งกว่า 7.5 ไปตลอดกระบวนการหมกั ซ่ึงการใชค้าร์บอเนตในการปรับพีเอช
ของอาหารจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตได ้
  อุณหภูมิเป็นปัจจยัท่ีส าคญัอีกปัจจยัหน่ึงท่ีตอ้งควบคุมในระหว่างกระบวนการผลิต
เอนไซม ์ซ่ึงจะมีความแตกต่างกนัไปข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรียท่ี์ใชใ้นการผลิต แมว้่ากลไกการ
ควบคุมอุณหภูมิท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมน์ั้นยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดั แต่อยา่งไรก็ตาม มีงานวิจยัท่ี
พบว่าการสงัเคราะห์เอนไซมแ์ละการเผาผลาญพลงังานใน Bacilli มีความสมัพนัธก์นั อุณหภูม ิ
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ท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงจุลินทรียแ์ต่ละชนิด เพ่ือใหส้ามารถผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสสูงท่ีสุด ดงั
แสดงในตารางท่ี 2-5 
 
ตารางท่ี 2-5  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีท าใหผ้ลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสสูงท่ีสุด (Kumar et al., 1999) 
 
Optimum temperature (◦C) Organisms 
28 
30 
 
32 
35 
 
36 
 
 
37 
 
39.5 
40 
45 
 
52 
55 
60 

Penicillium griscofulvin 
Bacillus sp. 
Streptomyces diastaticus 
Aspergillus flavus 
Bacillus sp. Y 
Bacillus sp. MK5-6 
B. licheniformis 
Bacillus sp. Strain GX6638 
Bacillus sp. No. AH-101 
B. alcalophilus subsp. halodurans KP1239 
B. firmus 
B. licheniformis 
Bacillus sp. strain B18’ 
B. thermoruber BT2T 
B. licheniformis 
Thermoactinomycetes sp. HS682 
B. stearothermophilus A.P-4 
B. stearothermophilus F1 
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  อทิธิพลของการให้อากาศและการกวน 
  ในระหว่างการหมกั อตัราการใหอ้ากาศจะเป็นตวับ่งบอกระดบัของออกซิเจนท่ี
ละลายอยูใ่นอาหารเพาะเล้ียง เน่ืองจากออกซิเจนจะถกูน าไปใชใ้นกระบวนการเมทาบอลิซึมต่าง ๆ 
ภายในเซลลข์องจุลินทรีย ์เพื่อสนบัสนุนการเจริญเติบโตของเซลล ์ดงันั้นปริมาณออกซิเจนท่ีละลาย
อยูใ่นอาหารจึงมีความสมัพนัธก์บัการเจริญของจุลินทรีย ์หากความเขม้ขน้ของออกซิเจนท่ีละลาย
อยูใ่นอาหารเพียงพอ เช้ือสามารถดูดซึมออกซิเจนไดสู้ง กจ็ะท าใหม้ีการสร้างมวลเซลลแ์ละ
เอนไซมสู์งตาม ดว้ยเหตุน้ี การกวนและการใหอ้ากาศจึงมีผลต่อการส่งผา่นออกซิเจนจากอาหาร
เพาะเล้ียงไปยงัเซลลเ์ป็นอยา่งมาก 
 

เทคนิคในการเพาะเลีย้งแบคทีเรียเพือ่ผลิตเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
 การหมกัด้วยอาหารแข็ง (Solid-state fermentation) 
 เป็นการเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์นอาหารแข็งท่ีไม่ละลายน ้ า จะมีการเติมน ้ าหรือใหค้วามช้ืน
ในอาหารเพียงแค่ใหเ้หมาะสมต่อการเจริญเท่านั้น อาหารจึงมีความช้ืนต ่าเหมาะส าหรับการเจริญ
และการสร้างเอนไซมเ์ท่านั้น ท าใหว้ิธีการน้ีเหมาะส าหรับใชเ้พาะเล้ียงจุลินทรียส์ร้างเสน้ใย 
(Filamentous organisms) ท่ีสามารถเจริญเติบโตบริเวณผวิหนา้ของอาหารได ้ขอ้ดีของวิธีการน้ีคือ 
สามารถท าไดง่้าย ตน้ทุนในการผลิตต ่า และไดผ้ลผลิตของเอนไซมสู์ง 
 จากการศึกษาของ Oda, Kakizono, Yamada, Iefuji, and Iwashita (2006) พบว่าระดบั 
การแสดงออกของกิจกรรมของเอนไซม ์ภายใตส้ภาวะการหมกัดว้ยอาหารแข็งมีค่าสูงกว่าการหมกั
ในอาหารเหลว ซ่ึงเป็นผลมาจากการสภาวะการหมกัดว้ยอาหารแข็งมีความใกลเ้คียงกบัลกัษณะ 
การสร้างเอนไซมข์องจุลินทรียใ์นธรรมชาติ 
 การหมกัด้วยอาหารเหลว (Submerged fermentation) 
 เป็นเทคนิคท่ีนิยมใชใ้นการผลิตเอนไซมแ์ละสารเมทาบอไลซต่์าง ๆ ในระดบั
อุตสาหกรรมมากท่ีสุด วิธีการน้ีจะท าการเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์นอาหารเหลวซ่ึงง่ายต่อการเตรียม  
การควบคุมอุณหภูมิและพีเอช และการเก็บเก่ียวผลิตภณัฑ ์การหมกัแบบเหลวสามารถแบ่งตาม
ลกัษณะของการด าเนินการ ไดด้งัน้ี 
  1.  การหมกัแบบกะ (Batch fermentation) 
  การหมกัแบบกะเป็นการเพาะเล้ียงในระบบปิด โดยความเขม้ขน้ของสารอาหารใน
อาหารเพาะเล้ียงจะสูงในช่วงเร่ิมตน้ของกระบวนการ จากนั้นจะค่อย ๆ ลดลงจนกระทัง่ถกูใชห้มด
ไปหรือเหลือนอ้ยท่ีสุด และจะไดผ้ลิตภณัฑใ์นช่วงสุดทา้ยของกระบวนการ การเพาะเล้ียงดว้ยวิธีน้ี
แบคทีเรียจะมกีารเจริญเติบโตหลายช่วง โดยท่ีแต่ละช่วงของการเจริญจะแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน 
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ในระยะแรกของการเพาะเล้ียง แบคทีเรียจะยงัไม่มีการเพ่ิมจ านวน เน่ืองจากก าลงัปรับตวัต่อ
สภาพแวดลอ้มและสงัเคราะห์เอนไซมท่ี์จ  าเป็นต่อการเจริญเติบโต เรียกระยะน้ีว่า ระยะพกัตวั 
(lag phase) จากนั้นเช้ือจะเจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนข้ึนอยา่งรวดเร็วในช่วงระยะเร่ง (log phase หรือ 
exponential phase) และการเจริญจะคงท่ีเมื่อเขา้สู่ระยะ stationary phase ซ่ึงเป็นระยะท่ีแบคทีเรีย 
มีจ  านวนเซลลสู์งสุด และมีอตัราการเจริญเท่ากบัอตัราการตาย  หลงัจากนั้นเช้ือจะเขา้สู่ระยะ dead 
phase ท่ีอตัราการเจริญของเช้ือจะลดลง เน่ืองมาจากสารอาหารท่ีจ  าเป็นต่อการเจริญหมดลง 
  2.  การหมกัแบบเติมกะ (Fed-batch fermentation) 
  การหมกัแบบเติมกะ จะตอ้งท าการเพาะเล้ียงแบคทีเรียแบบกะก่อน แลว้จึงเติมอาหาร
เขา้ไปในถงัหมกัเป็นช่วงหรืออยา่งต่อเน่ือง โดยท่ีไม่มีการดึงเอาอาหารเล้ียงเช้ือออกจากระบบ  
การหมกัดว้ยวิธีน้ีเป็นการค่อย ๆ เติมสารอาหารใหพ้อดีกบัความตอ้งการในการเจริญของแบคทีเรีย 
เพื่อไม่ใหเ้กิดการขาดแคลนออกซิเจนอนัเน่ืองมาจากการเจริญอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงหากปริมาณของ
ออกซิเจนไม่เพียงพอกบัปริมาณของสารอาหารในอาหารเพาะเล้ียง จะท าใหแ้บคทีเรียน าสารอาหาร
ไปใชใ้นการสร้างสารอ่ืนท่ีเป็นพิษ เช่น กรดอะซิติก แทนการน าไปใชส้ร้างพลงังานใน
กระบวนการหายใจแบบใชอ้อกซิเจนเรียกปรากฏการณ์ท่ีเกิดข้ึนน้ีว่า แครบทรีเอฟเฟก (Crabtree 
effect) วิธีการหมกัแบบเติมกะน้ี นอกจากจะท าใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของเซลลสู์งแลว้ ยงัช่วยลดการ
เกิดการยบัย ั้งการเจริญและการสร้างผลิตภณัฑจ์ากการท่ีมคีวามเขม้ขน้ของสบัสเตรทท่ีสูงไดอี้กดว้ย 
ดงันั้น การเพาะเล้ียงแบบเติมกะ จึงเป็นวิธีท่ีนิยมใชม้ากท่ีสุดในระดบัอุตสาหกรรมเมื่อเทียบกบัการ
เพาะเล้ียงแบบอ่ืน ๆ ขอ้ดีและขอ้เสียของการหมกัในอาหารเหลวแต่ละวิธี แสดงไวใ้นตารางท่ี 2-6 
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ตารางท่ี 2-6  ขอ้ดีขอ้เสียของการหมกัในอาหารเหลวแต่ละวิธี (Patrick & Finn, 2008) 
 
ข้อดี ข้อเสีย/ข้อจ ากดั 

การหมกัแบบกะ 
   1. เหมาะส าหรับเพาะเล้ียงจุลินทรียเ์พ่ือผลิต 
ผลิตภณัฑใ์นปริมาณนอ้ย 
   2. จุลินทรียม์ีความแข็งแรง เกิดการผา่เหล่ายาก 
   3. การควบคุมระหว่างการเพาะเล้ียงท าไดง่้าย 
   4. การควบคุมระบบใหอ้ยูใ่นสภาวะปลอดเช้ือ 

 
1. ตอ้งเตรียมหวัเช้ือและอาหารใหม่ทุกคร้ัง 
จึงเสียเวลาและค่าใชจ่้ายมาก 
2. ตอ้งรอใหจุ้ลินทรียเ์ติบโตในช่วงแรกทุก
คร้ัง เน่ืองจากเป็นการเตรียมหวัเช้ือใหม่ จึง
ตอ้งมีการปรับสภาวะของจุลินทรียก่์อน 

ท าไดง่้าย เพราะเป็นระบบปิด ไม่มีการน าสารเขา้ 
หรือออกจากระบบ 
 
การหมกัแบบเตมิกะ 
   1. ลดผลการยบัย ั้งการผลิตผลิตภณัฑท่ี์เกิดจาก
อาหารความเขม้ขน้สูง 
  2. ผลิตเซลลไ์ดท่ี้ความเขม้ขน้สูง 
  3. ลดผลจากกลโูคส (Glucose effect) เมื่อใช้
กลโูคสในอาหารท่ีความเขม้ขน้สูง 
  4. ลดความหนืดของอาหารท่ีเกิดจากจุลินทรียแ์ละ
ผลผลิตจากจุลินทรีย ์

 
 
 
 
1. จ  าเป็นตอ้งทราบลกัษณะของการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์ใชใ้นการ
เพาะเล้ียง เพ่ือให้สามารถเติมอาหารไดต้รง
ตามลกัษณะการเจริญ 
2. การควบคุมระบบจ าเป็นตอ้งใชท้กัษะใน
การด าเนินการสูง 
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การน าเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอสไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ 
 อุตสาหกรรมผงซักฟอก 
 การเติมเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสในผงซกัฟอกช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการก าจดั
คราบโปรตีนท่ีติดอยูบ่นเน้ือผา้ไดดี้ การน าเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสไปใชป้ระโยชน ์
อยา่งแพร่หลายในการผลิตผงซกัฟอก เป็นผลมาจากการท่ีเอนไซมม์ีคุณสมบติัในการท าความ
สะอาดและเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม นอกจากน้ียงัช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการก าจดัคราบสกปรก
อีกดว้ย ท าใหส้ามารถท าความสะอาดเส้ือผา้ไดท่ี้อุณหภูมิต  ่าและใชร้ะยะเวลาในการป่ันผา้สั้นลง
ภายหลงัจากขั้นตอนการแช่ผา้ 
 อุตสาหกรรมฟอกหนงั 
 เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสมีคุณสมบติัท่ีสามารถยอ่ยอิลาสติน (Elastin) และเคราติน 
(Keratin) ได ้จึงถกูน ามาใชใ้นขั้นตอน Biotreatment ของอุตสาหกรรมฟอกหนงั เพื่อก  าจดัเสน้ขน
และเศษเน้ือเยือ่ท่ีติดอยูบ่นหนงัสตัวใ์หห้ลุดออกไป ภายใตส้ภาวะท่ีเป็นด่างปานกลาง โดยรูขุมขน
บนหนงัสตัวจ์ะเกิดการขยาย เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจึงสามารถเขา้ไปยอ่ยโปรตีนบริเวณ 
รูขุมขนได ้ท าใหง่้ายต่อการก าจดัเสน้ขน เม่ือเปรียบเทียบกบัสภาวะท่ีเป็นด่างสูงซ่ึงเป็นวิธีการ 
ท่ีใชก้นัมาก่อน การใชเ้อนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจึงเป็นท่ียอมรับและปลอดภยักว่าการใชโ้ซเดียม
ซลัไฟด ์(Sodium sulfide) ในการก าจดัเสน้ขน ซ่ึงก่อใหเ้กิดซลัไฟด ์100 เปอร์เซ็นต ์และมากกว่า 80 
เปอร์เซ็นตข์องซลัไฟดท่ี์เกิดข้ึนมกัปนเป้ือนไปกบัของเสียจากโรงงานฟอกหนงั นอกจากน้ี 
หนงัสตัวท่ี์ผา่นการฟอกโดยใชอ้ลัคาไลน์โปรตีเอสนั้น จะมีคุณภาพดีกว่าหนงัสตัวท่ี์ไดจ้าก 
การฟอกแบบเก่า 
 อุตสาหกรรมอาหาร 
 อลัคาไลน์โปรตีเอสสามารถยอ่ยสลายโปรตีนทั้งจากพืชและสตัวไ์ด ้อลัคาเลส 
(Alcalase) เป็นเอนไซมท์างการคา้ท่ีมคีวามจ าเพาะต่อกรดอะมิโนประเภทไฮโดรโฟบิก 
ค่อนขา้งกวา้ง จึงมีการน าเอนไซมช์นิดน้ีไปใชย้อ่ยโปรตีน เพื่อใหไ้ดเ้ป็น hydrolysate ท่ีมี 
ความขมลดลง นอกจากเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสตวัน้ีแลว้ ยงัมีเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสชนิด
อ่ืน ๆ ท่ีถกูน าไปใชเ้ป็นส่วนผสมในน ้ าผลไม ้หรือผลิตอาหารโปรตีนสูงส าหรับผูท่ี้ตอ้งการลด
น ้ าหนกั รวมทั้งน าไปใชใ้นการท าใหเ้น้ือสตัวอ่์อนนุ่มอีกดว้ย 
 อุตสาหกรรมเคม ี
 การเติมเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสในสารละลายอินทรีย ์สามารถใชเ้ป็นตวัเร่งปฏิกิริยา
ชีวภาพในทางเคมีสงัเคราะห์ได ้แต่มีขอ้เสียคือกิจกรรมของเอนไซมจ์ะลดลงเป็นอยา่งมาก เมื่ออยู่
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ในสภาวะท่ีไม่มีน ้ า ดงันั้นจึงตอ้งมีการศึกษาวิจยัเพ่ือหาวิธีการในการท่ีจะเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์
ในสารละลายอินทรียใ์หไ้ด ้
 การบ าบดัของเสีย 
 อลัคาไลน์โปรตีเอสถกูน าไปใชใ้นการจดัการของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารและชุมชน 
โดยอลัคาไลน์โปรตีเอสเหล่าน้ีสามารถยอ่ยสลายโปรตีนท่ีอยูใ่นของเสียจ านวนหลายขั้นตอน 
เพื่อใหไ้ดอ้าหารเหลวหรืออาหารแหง้ท่ีมีความเขม้ขน้ของสารอาหารสูง ส าหรับใชใ้นการเล้ียงสตัว ์
(Kumar & Takagi, 1999) 
 

งานวจิยัที่เกี่ยวข้องกับการผลิตอัลคาไลน์โปรตเีอส 
 วรรณวิมล ทรัพยดี์ (2540) ท าการศึกษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจาก 
Bacillus subtilis TISTR 25 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ (Batch 
fermentation) พบว่าเช้ือสามารถผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสไดสู้งสุดเม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
ท่ีประกอบดว้ย KH2PO4 ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์MgSO4.7H2O ความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต์ 
CaCl2.2H2O ความเขม้ขน้ 0.001 เปอร์เซ็นต ์แป้งมนัส าปะหลงั ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต์ และ
กากถัว่เหลืองผสมกากเมลด็ทานตะวนัในสดัส่วน 1:1 ท่ีมีปริมาณไนโตรเจนเท่ากบั 0.3 เปอร์เซ็นต์ 
และสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมคื์อ ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้เท่ากบั 0.5 เปอร์เซ็นต ์อตัรา 
การใหอ้ากาศ 1 ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของของเหลวต่อนาที อตัราเร็วในการกวน 250  
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเพาะเล้ียงเท่ากบั 7.0 ซ่ึงได้
กิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั 174.82 ยนิูตต่อกรัมน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ 
 สุดธิดา แสงยนต ์(2548) ท าการศกึษาคุณสมบติัของเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีได้
จากเช้ือ Bacillus ท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน พบว่าเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว BMSM ท่ีมียสีตส์กดั 5 กรัม
ต่อลิตร และ หางนมผง (Skim milk) 10 กรัมต่อลิตร จะท าใหส้ามารถผลิตเอนไซมไ์ดสู้งสุดเท่ากบั 
233.5 ยนิูตต่อมิลลิลิตร แต่เมื่อลดปริมาณหางนมผงลงเหลือ 2.5 กรัมต่อลิตร เช้ือสามารถผลิต 
อลัคาไลน์โปรตีเอสไดสู้งข้ึน โดยมกิีจกรรมของเอนไซมเ์ท่ากบั 467.2 ยนิูตต่อมิลลิลิตร จึง
สนันิษฐานว่าเคซีนท่ีเป็นโปรตีนหลกัในหางนมผงเป็นตวัเหน่ียวน าใหเ้ช้ือมีการสร้างเอนไซม ์
อลัคาไลน์โปรตีเอสออกมา 
 กฤษฎากร จริโมภาส (2549) ท าการศกึษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสโดยใช้
เช้ือ Bacillus sp. ในอาหารเหลว BMSM ภายในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ดว้ยวิธีการหมกัแบบเติมกะท่ีมี
การเติมอาหารอยา่งต่อเน่ืองดว้ยอตัราคงท่ี (Constantly fed-batch fermentation) พบว่าภายใตส้ภาวะ 
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การเพาะเล้ียงท่ีใชอ้าหาร BMSM ท่ีมีความเขม้ขน้เป็น 2 เท่า และมีกลโูคส 4 เปอร์เซ็นต ์ท าใหไ้ด้
อตัราการผลิตเอนไซมจ์  าเพาะสูงท่ีสุดเท่ากบั 28,484 ยนิูตต่อกรัมเซลลต่์อชัว่โมง 
 Ferrero, Castro, Abate, Baigori, and Sineriz (1996) ท าการศึกษาการผลิตเอนไซม ์
อลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรีย Bacillus licheniformis MIR 29 ท่ีคดัแยกได ้พบว่าเช้ือ
สามารถเจริญไดดี้ท่ีพีเอช 9.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยมีเคซีนเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีดีท่ีสุด 
และเป็นตวัเหน่ียวน าใหเ้กิดการสงัเคราะห์เอนไซม ์ท าใหมี้การหลัง่เอนไซมช์นิดหลัง่ออกมา
ภายนอกเซลล ์(Extracellular enzyme) ไดถึ้ง 90 เปอร์เซ็นต ์โดยระดบัการสงัเคราะห์เอนไซม ์
จะข้ึนกบัชนิดของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีใช ้สภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์
คือพีเอช 12 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  
 Mehrotra, Pandey, Gaur, and Darmwal (1999) ท าการศกึษาการผลิตอลัคาไลน ์
โปรตีเอสจากแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน โดยใชอ้าหารเพาะเล้ียง Milk agar medium พบว่า
แบคทีเรียท่ีมีแนวโนม้สามารถผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสไดสู้งท่ีสุด จากแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้
ทั้งหมดจ านวน 52 ไอโซเลท คือ Bacillus sp. ท่ีมีลกัษณะเป็น Saline-alkali และเม่ือเพาะเล้ียง 
ในอาหารท่ีมีกลโูคส 1 เปอร์เซ็นต ์แอมโมเนียมคลอไรด ์1 เปอร์เซ็นต ์พีเอช 10.5 และอุณหภูมิ  
40 องศาเซลเซียส จะท าใหไ้ดกิ้จกรรมของเอนไซมสู์งท่ีสุด 
 Joo et al. (Joo et al., 2002) ศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสจาก
เช้ือแบคทีเรีย Bacillus horikoshii ซ่ึงคดัแยกไดจ้ากสารเหลวภายในร่างกายของไสเ้ดือนทะเล 
ท่ีเจริญอยูใ่นโคลนบริเวณชายฝ่ังทะเลเหลืองของประเทศเกาหลี พบว่าการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย 
B. horikoshii ในอาหารท่ีประกอบดว้ย กากถัว่เหลือง 1.5 เปอร์เซ็นต ์และเคซีน 1 เปอร์เซ็นต ์ 
ท่ีอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส พีเอช 9 เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง ท าใหไ้ดกิ้จกรรมของเอนไซมสู์งท่ีสุด 
และเอนไซมท่ี์ผลิตไดส้ามารถท างานไดท่ี้พีเอชระหว่าง 5.5-12 แต่สามารถท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีพีเอช
ประมาณ 9 ส่วนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานคือ 45 องศาเซลเซียส นอกจากน้ีกิจกรรมของ
เอนไซมย์งัสามารถถกูยบัย ั้งไดโ้ดยสาร PMSF เน่ืองจากเอนไซมท่ี์ผลิตไดอ้ยูใ่นกลุ่มของ serine 
protease 
 Singh, Vohra, and Sahoo (2004) ศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม ์
อลัคาไลน์โปรตีเอส จากเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sphaericus โดยใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ 
พบว่าการใชก้ลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีความเขม้ขน้มากกว่า 3.3 กรัมต่อลิตร ไม่มีผลต่อการเจริญ
ของแบคทีเรียอยา่งไรกต็ามกิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมม์ีค่าสูงสุดเมื่อใช้
กลโูคสท่ีความเขม้ขน้ 10.4 กรัมต่อลิตร นอกจากน้ียงัพบวา่การเพาะเล้ียงแบบเติมกะท่ีมีการเติม
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อาหารท่ีประกอบดว้ยกลโูคสและสารอาหารความเขม้ขน้สูง จะส่งผลใหก้ารหลัง่เอนไซมอ์อกมา
ภายนอกเซลลข์องแบคทีเรียลดลง 
 Joo and Chang (2005) ศึกษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีมีความสเถียรต่อสาร 
SDS จากเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. I-132 ซ่ึงคดัแยกไดจ้ากดินโคลนบริเวณหาดท่ีมีการปนเป้ือน
ของสารเคมี และตวัอยา่งน ้ าทะเลบริเวณใกลเ้ขตซองโด เมืองอินชอน ประเทศเกาหลี พบว่าเม่ือ
เพาะเล้ียงแบคทีเรียในอาหารท่ีประกอบดว้ย กากถัว่เหลือง 15 กรัมต่อลิตร แป้งสาลี 10 กรัมต่อลิตร 
ฟรุคโตส 5 กรัมต่อลิตร K2HPO4 4 กรัมต่อลิตร Na2HPO4 1 กรัมต่อลิตร CaCl2 0.05 กรัมต่อลิตร 
และ Na2CO3 8 กรัมต่อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ความเร็วรอบ 250 
รอบต่อนาที จะท าใหไ้ดกิ้จกรรมของเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั 42,520 ยนิูตต่อมิลลิลิตร โดยเอนไซม ์
ท่ีผลิตไดจ้ะมีกิจกรรมการท างานท่ีเหมาะสมในสภาวะพีเอช 11 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  
อีกทั้งยงัมีความเสถียรต่อสารทั้ง SDS และสารออกซิไดส์ โดยมีกิจกรรมคงเหลือเท่ากบั 87.8 และ 
87.5 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ในสภาวะท่ีมีสาร SDS ความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์และ H2O2  
ความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์นาน 72 ชัว่โมง ดงันั้นอลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีผลิตไดจ้ากแบคทีเรียชนิดน้ี 
จึงมีแนวโนม้ท่ีจะสามารถน าไปใชใ้นอุตสาหกรรมซกัลา้งไดค่้อนขา้งสูง 
 Potumarthi, Subhakar, and Jetty (2007) ท าการศกึษาอิทธิพลของการใหอ้ากาศและ 
การกวนผสมภายในถงัหมกัแบบ stirred tank-reactor ส าหรับการเพาะเล้ียง Bacillus licheniformis 
NCIM-2042 เพ่ือผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือเหลว ท่ีมีการผนัแปรอตัราการ 
ใหอ้ากาศอยูร่ะหว่าง 1-3 ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของของเหลวต่อนาที และอตัราการกวน
ผสมระหว่าง 200-400 รอบต่อนาที พบว่าในทุกรอบของการเพาะเล้ียงแบบกะนั้น การสร้าง
เอนไซมจ์ะเกิดข้ึนสูงสุดในวนัท่ีสามของการเพาะเล้ียง (72 ชัว่โมง) จากนั้นจะลดลงในช่วงวนัท่ีส่ี
และหา้ และเมื่อใชอ้ตัราการใหอ้ากาศเท่ากบั 3 ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของของเหลว 
ต่อนาที ร่วมกบัอตัราการกวนผสม 200 รอบต่อนาที จะไดอ้ตัราการสร้างเอนไซมจ์  าเพาะสูงสุด
เท่ากบั 102 ยนิูตต่อมิลลิกรัมของ DC นอกจากน้ียงัพบว่า การใชเ้คซีนท่ีระดบัความเขม้ขน้สูง 
จะท าใหอ้าหารเพาะเล้ียงมีความหนืดข้ึน ส่งผลใหร้ะยะเวลาในการเพาะเล้ียงยาวนานข้ึนตามไปดว้ย 
ซ่ึงเป็นผลมาจากอตัราการส่งผา่นก๊าซออกซิเจน (Oxygen transfer rate) ภายในถงัหมกัลดลง 
 Ahmed and Abdel-Fattah (2010) ท าการศึกษาการผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือ 
Bacillus licheniformis ATCC 21415 แบบเซลลอิ์สระ เปรียบเทียบกบัแบคทีเรียชนิดเดียวกนัท่ีผา่น
การตรึงเซลลด์ว้ยวิธีการต่าง ๆ โดยใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงต่างกนั ไดแ้ก่ การเพาะเล้ียงแบบกะ 
แบบ repeated batch และแบบต่อเน่ือง พบว่าการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย B. licheniformis ATCC 21415 
ท่ีถกูตรึงเซลลด์ว้ยการเกาะบนผา้ขนสตัวโ์ดยใชพ้นัธะโควาเลนตด์ว้ยกลตูารอลดีไฮด ์
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(Glutaraldehyde) ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบ repeated batch มี
ประสิทธิภาพสูงกว่าการใชเ้ซลลอิ์สระ เห็นไดจ้ากกิจกรรมเอนไซมค์งเหลือท่ีมีอยูถึ่ง 57 เปอร์เซ็นต ์
หลงัการเพาะเล้ียงผา่นไป 5 รอบ (เป็นเวลา 480 ชัว่โมง) ในขณะท่ีกิจกรรมเอนไซมข์องเซลลอิ์สระ
คงเหลือเพียง 35 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเพาะเล้ียงไดเ้พียง 2 รอบ ส่วนการเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ืองท าให้
ไดผ้ลผลิตของเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั 763.6 ยนิูตต่อชัว่โมง เมื่อใชอ้ตัราการเจือจางเท่ากบั 0.1  
ต่อชัว่โมง และอตัราการผลิตเอนไซมข์องถงัหมกัจะมีค่าสูงสุดเท่ากบั 3.32 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 
ต่อชัว่โมง เมื่อใชอ้ตัราการเจือจางเท่ากบั 0.4 ต่อชัว่โมง นอกจากน้ียงัพบว่าถงัหมกัชนิด Packed-
bed reactor มีความเหมาะสมส าหรับใชใ้นการเพาะเล้ียงแบคทีเรียเพ่ือผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์ 
โปรตีเอส ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ืองท่ีมีการใชเ้วลานาน (168 ชัว่โมง) มากท่ีสุด  
โดยมีค่ากิจกรรมเอนไซมส์มัพทัธเ์ท่ากบั 53 เปอร์เซ็นต์ 
 Sevinc and Demirkan (2011) ท าการศกึษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจาก
แบคทีเรีย Bacillus sp. N-40 ท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน พบว่าการใชอ้าหารเพาะเล้ียงท่ีมีองคป์ระกอบ 
ท่ีเหมาะสมช่วยเพ่ิมอตัราการผลิตเอนไซมไ์ดถึ้ง 51 เปอร์เซ็นต ์โดยแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน 
ท่ีเหมาะสมคือ ฟรุคโตสและหางนมผง ส่วนแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรียไ์ม่มีผลต่อการเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม ์และการใชไ้อออนของโลหะร่วมกนัระหว่าง Ca2+ กบั Mg2+  
ในอาหารเพาะเล้ียงช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิต แต่ไม่มีผลต่อการผลิตเม่ือใชเ้พียงแค่ตวัใด 
ตวัหน่ึง อลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีผลิตไดจ้ากแบคทีเรียชนิดน้ี สามารถท างานไดดี้ท่ีพีเอช 7 อุณหภูมิ  
55 องศาเซลเซียส และเมื่อศึกษาเสถียรภาพของเอนไซมท่ี์สภาวะต่าง ๆ พบว่าเอนไซมม์ ี
ความเสถียรท่ีพีเอชระหว่าง 6 ถึง 9 และอุณหภูมิระหว่าง 40 ถึง 70 องศาเซลเซียส สามารถกระตุน้
การท างานของเอนไซมไ์ดโ้ดยใช ้Mn2+ และ Ca2+ 
 Tabandeh et al. (Tabandeh et al., 2011) ศึกษาการอิทธิพลของวิธีการเติมอาหาร 
แบบต่าง ๆ ในการผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรีย Bacillus clausii โดยใชเ้ทคนิคการ
เพาะเล้ียงแบบเติมกะ พบว่าวิธีการเพาะเล้ียงแบบเติมกะท่ีมีการเติมอาหารเพาะเล้ียงท่ีประกอบดว้ย 
เกลือแร่ ยสีตส์กดั และปราศจากกลโูคส ดว้ยอตัราคงท่ี เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการผลิต
เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจาก B. clausii ท าใหส้ามารถวดักิจกรรมสูงสุดของเอนไซมไ์ดเ้ท่ากบั 
2,430±67 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ซ่ึงเพ่ิมข้ึนจากการใชว้ิธีการเพาะเล้ียงแบบกะ (1,800±14 ยนิูต 
ต่อมิลลิลิตร) ถึง 35 เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ียงัพบว่าผลผลิตของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซม์
ของวิธีการเพาะเล้ียงแบบเติมกะท่ีเท่ากบั 121,500 ยนิูตต่อกรัม และ 71,470 ยนิูตต่อลิตร ตามล าดบั 
ยงัมีค่าสูงกว่าการเพาะเล้ียงดว้ยวิธีการเพาะเล้ียงแบบกะ (90,000 ยนิูตต่อกรัม และ 64,285 ยนิูต 
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ต่อลิตร) อีกดว้ย ดงันั้น แนวโนม้ในการน าเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะดงักล่าวขา้งตน้ ไปใช้
ในการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสส าหรับใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมซกัลา้งจึงมีความ
เป็นไปไดสู้ง 
 Kumar et al. (Kumar et al., 2012) ท าการศกึษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส 
จากเช้ือ Bacillus sp. MPTK 712 ท่ีคดัแยกไดจ้ากกากตะกอนของโรงงานนม โดยใช ้Modified 
production medium ท่ีมีกากตะกอนจากโรงงานนมเป็นสบัสเตรท พบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์
สูงสุดเม่ือเพาะเล้ียงภายใตส้ภาวะท่ีควบคุมพีเอชเท่ากบั 9.0 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และมี 
ความเขม้ขน้ของหวัเช้ือเร่ิมตน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงอลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีไดจ้ากแบคทีเรียชนิดน้ี 
สามารถถกูยบัย ั้งการท างานไดโ้ดย Cetrimide, Tween-80, SDS และ Tween-20 และมีความเสถียร 
ท่ีพีเอช 9 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
 Smita, Ray, and Mohapatra (2012) ท าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต 
อลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ Serratia liquefaciens ท่ีคดัแยกไดจ้ากบริเวณ 
เขตเมืองโอริสสา (Orissa) ประเทศอินเดีย พบว่าไดผ้ลผลิตเอนไซมสู์งสุด (74.3 พียตู่อมิลลิลิตร) 
เม่ือเพาะเล้ียงในสภาวะพีเอชเท่ากบั 9 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้หวัเช้ือเร่ิมตน้  
1 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 Tekin et al. (Tekin et al., 2012) ท าการศกึษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์ 
โปรตีเอสจากเช้ือ Bacillus cohnii APT5 ท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดิน พบว่าเม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
ท่ีมีเคซีนเป็นองคป์ระกอบ ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 11.0 ท าใหไ้ดกิ้จกรรมของเอนไซม์
สูงสุดเท่ากบั 693,318 ยนิูตต่อนาที เอนไซมท่ี์ไดม้ีความเสถียรท่ีพีเอช 11 อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา  
72 ชัว่โมง เอนไซมท่ี์ผลิตไดจ้ะมีกิจกรรมลดลงเลก็นอ้ยเม่ือใชต้วัยบัย ั้ง PMSF ท่ีความเขม้ขน้  
10 มิลลิโมลาร์ โดยมีกิจกรรมสมัพทัธเ์ท่ากบั 76 เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ียงัพบว่าเอนไซม ์
มีความเสถียรสูงในสภาวะท่ีมีสารลดแรงตึงผวิ (Surface active agents) ชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ SDS, 
Tween 20, Tween 80 และ Triton X-100 
 Agarwal and Katiyar (2013) ท าการศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์ 
โปรตีเอสจากแบคทีเรียท่ีชอบด่างและทนร้อน Bacillus sp. BHA ซ่ึงคดัแยกไดส้บัสเตรทท่ีเป็น
โปรตีนท่ีผา่นการยอ่ยแลว้ (Decaying protein substrate) ซ่ึงสามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีค่าพีเอช 
อยูร่ะหว่าง 7-11 แต่สามารถเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีพีเอช 9.0 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส โดยวดัค่า
กิจกรรมของเอนไซมไ์ดเ้ท่ากบั 68.98 เอพียตู่อมิลลิลิตร ซ่ึงสูงกว่ากิจกรรมของเอนไซมท่ี์วดัได ้
จากเช้ือมาตรฐานท่ีน ามาเปรียบเทียบคือ Bacillus amyloliquefaciens MTCC 610 (8.98 เอพีย ู
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ต่อมิลลิลิตร) และ Bacillus subtilis MTCC 8349 (12.14 เอพียตู่อมิลลิลิตร) นอกจากน้ียงัพบว่า
กิจกรรมของเอนไซมจ์ากเช้ือท่ีคดัแยกได ้(68.98 เอพียตู่อมิลลิลิตร เท่ากบั 30.38 เอพียตู่อมิลลิกรัม) 
ยงัมีค่าสูงกว่ากิจกรรมเอนไซมท่ี์วดัไดจ้ากเช้ือแบคทีเรียผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสทางการคา้
ของบริษทั Novo Nordisk ประเทศเดนมาร์ก (30.35 เอพียตู่อมมิลลิกรัม) อีกเช่นกนั และเมื่อศึกษา
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการผลิตเอนไซมจ์าก Bacillus sp. BHA โดยใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียง
แบบกะและแบบเติมกะ พบว่าเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. BHA มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์
สูงเม่ือใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเ์พ่ิมข้ึนจากการเพาะเล้ียง 
แบบกะถึง 36.84 เปอร์เซ็นต ์เม่ือใชอ้าหารเพาะเล้ียง Basal medium ท่ีมีซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน
และยสีตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจน ส่วนการใชแ้หล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอินทรียช์นิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ 
เคซีน เปปโทน และสารสกดัจากเน้ือววั ท่ีความเขม้ขน้ 1-4 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร จะส่งผลยบัย ั้ง
การสร้างเอนไซมใ์นช่วงแรก แต่การยบัย ั้งน้ีจะลดลงเม่ือเพ่ิมความเขม้ขน้ของซูโครส 
 Radah, Prasad, Devi, and Mamata (2014) ท าการศึกษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์ 
โปรตีเอส โดยใชเ้ช้ือ Pseudomonas putida ร่วมกบั Staphylococcus aureus ดว้ยเทคนิค 
การเพาะเล้ียงแบบกะและแบบเติมกะ พบว่าการผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสดว้ยวิธีการเพาะเล้ียง 
แบบกะของเช้ือทั้งสองชนิดในอาหารสงัเคราะห์ (Synthetic medium) ท่ีใชเ้ปลือกกลว้ยแหง้บด 
เป็นแหล่งคาร์บอน ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์และใชก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน  
ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ความเขม้ขน้ของหวัเช้ือเร่ิมตน้ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร เวลาท่ีใชใ้น 
การเพาะเล้ียงเท่ากบั 72 ชัว่โมง พีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 8 ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท าให้
ไดกิ้จกรรมของเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั 1,443.67 ± 5.6 ยนิูตต่อมิลลิลิตร แต่การใชเ้ปลือกกลว้ยแหง้
บดและกากถัว่เหลืองท่ีความเขม้ขน้สูงข้ึนจะท าใหอ้ตัราการสร้างเอนไซมล์ดลง ซ่ึงสามารถ
แกปั้ญหาไดโ้ดยการใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ ท่ีมีการเติมอาหารท่ีมีเปลือกกลว้ยแหง้บด 
ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์กากถัว่เหลือง ความเขม้ขน้ 4 เปอร์เซ็นต ์เป็นองคป์ระกอบ ดว้ยอตัรา
คงท่ี เป็นเวลา 70 ชัว่โมง ซ่ึงจะท าใหอ้ตัราการเจริญจ าเพาะของแบคทีเรียลดลงเน่ืองจากอาหาร
เพาะเล้ียงถกูเจือจาง ในขณะท่ีความเขม้ขน้ของเซลลแ์บคทีเรียและกิจกรรมของเอนไซมจ์ะเพ่ิมข้ึน
เร่ือย ๆ และคงท่ีในท่ีสุด ซ่ึงกิจกรรมของเอนไซมท่ี์ไดจ้ากการเพาะเล้ียงดว้ยเทคนิคเติมกะจะมีค่าสูง
กว่าการเพาะเล้ียงแบบกะถึง 1.81 เท่า 
 Kocher and Joshi (2015) ศึกษาการใชเ้ปลือกมนัฝร่ังเป็นสบัสเตรทราคาถกูแทนการใช ้
เคซีน ส าหรับการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรีย Bacillus circulans MTCC 
7906 พบว่ากิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสเพ่ิมข้ึน 2.74 เท่า ท่ีเวลาการเพาะเล้ียงเท่ากบั 
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96 ชัว่โมง และเม่ือน าเอนไซมท่ี์ไดไ้ปท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยการตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตและ
โครมาโตกราฟีดว้ย DEAE คอลมัน์ จะท าใหไ้ดกิ้จกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ท่ากบั 18.761 ยนิูต 
ต่อมิลลิกรัม ท่ีระดบัความบริสุทธ์ิ 6.185 เท่า และภายหลงัจากการท าใหเ้อนไซมเ์ขม้ขน้ข้ึนดว้ย 
PEG ค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมจ์ะเพ่ิมข้ึนเป็น 69.332 ยนิูตต่อมิลลิกรัม ท่ีระดบัความบริสุทธ์ิ 
22.859 เท่า นอกจากน้ี เม่ือน าเอนไซมบ์ริสุทธ์ิเขม้ขน้ไปท าการแยกโปรตีนดว้ยวิธี 
เจลอิเลก็โตรโฟรีซิส (SDS PAGE) เทียบกบัเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีไดจ้ากการใชเ้คซีน 
เป็นสบัสเตรท พบว่าแถบโปรตีนของเอนไซมท์ั้งสองชนิดปรากฏท่ีบริเวณ 40 กิโลดาลตนั เท่ากนั 
จึงสามารถบ่งช้ีไดว้่าเปลือกมนัฝร่ังสามารถใชเ้ป็นสบัสเตรทในการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์ 
โปรตีเอสจากเช้ือ Bacillus circulans MTCC 7906 ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพเช่นเดียวกบัการใชเ้คซีน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีด าเนินการวิจัย 

 
วสัดุ และอุปกรณ์ 
 1.  เคร่ืองชัง่ 2 และ 4 ต าแหน่ง (Digital Balances) รุ่น Sartorious cp 224s บริษทั 
Sartorious Machanics ประเทศเยอรมนี 
 2.  ตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ (Incubator Shaker) รุ่น C25 KC Classic Incubator Shaker บริษทั 
New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.  ตูบ่้มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) รุ่น Memmert BE 200 บริษทั Memmert  
GmBH & Co. ประเทศ เยอรมนี 
 4.  ตูอ้บแหง้ (Oven) รุ่น Memmert model 500 บริษทั Memmert GmBH & Co. ประเทศ 
เยอรมนี 
 5.  อ่างน ้ าร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) รุ่น Julabo TW20 บริษทั Julabo ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
 6.  เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (UV-Visible Spectrophotometer) รุ่น GVC Cinta 40 บริษทั 
GBC Scientific Equipment ประเทศออสเตรเลีย 
 7.  เคร่ืองป่ันแยกดว้ยแรงเหวี่ยง (Centrifuge) รุ่น Micro centrifuge (MSE) บริษทั Sanyo 
ประเทศญ่ีปุ่น 
 8.  เคร่ืองวดัค่าพีเอช (pH Meter) รุ่น Basic บริษทั Denver Instrument ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
 9.  หมอ้น่ึงความดนัไอ (Autoclave) รุ่น WEST 4100+ บริษทั Astoll Scientific ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
 10.  กลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอน บริษทั Olympus ประเทศญ่ีปุ่น 
 11.  ถงัหมกั (Fermenter) ขนาด 5 ลิตรพร้อมชุดควบคุม รุ่น Biostat B บริษทั B. Braun 
Biotech International ประเทศเยอรมนี 
 12.  เคร่ืองป่ันผสม (Vortex Mixer) 
 13.  หลอดป่ันเหวี่ยง (Centrifuge Tube) ขนาดบรรจุ 1.5 15 และ 50 มิลลิลิตร 
 14.  ปิเปต (Auto Pipette) ขนาด 200 ไมโครลิตร 1000 ไมโครลิตร และ 10 มิลลิลิตร 
 15.  เคร่ืองแกว้ท่ีจ  าเป็นในการวิเคราะห์ 
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สารเคมี 
1.  กรดซลัฟริูก (Sulfuric acid) 
2.  กรดไดไนโตรซาลิซิลิก (3,5-Dinitrosalicylic acid: DNS) 
3.  กรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid: TCA) 
4.  กรดบอริก (Boric acid) 
5.  กลโูคส (Glucose) 
6.  กากถัว่เหลือง (Soybean meal) 
7.  คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) 
8.  เคซีน (Casein) 
9.  แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2) 
10.  โคบอลตค์ลอไรด ์(CoCl2) 
11.  ซิงคค์ลอไรด ์(ZnCl2) 
12.  ซิงคซ์ลัเฟต (ZnSO4) 
13.  โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 
14.  โซเดียมไนเตรท (NaNO3) 
15.  โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 
16.  โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4) 
17.  โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 
18.  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 
19.  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 
20.  ไตรโซเดียมซิเตรท (Na3C6H5O7) 
21.  นิกเกิลซลัเฟต (NiSO4) 
22.  เปปโทน (Peptone) 
23.  ผงวุน้ (Agar) 
24.  โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต (KNaC4H4O6·4H2O) 
25.  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
26.  โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) 
27.  เฟอรัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) 
28.  โฟลินรีเอเจนต ์(Folin-ciocalteu reagent) 
29.  แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) 
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30.  แมงกานีสคลอไรด ์(MnCl2) 
31.  สารละลายกลโูคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายแป้งมนัส าปะหลงั ความเขม้ขน้ 40  

เปอร์เซ็นต ์(ภาคผนวก ก) 
 32.  สารละลายเด็กซท์รินท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายแป้งมนัส าปะหลงั ความเขม้ขน้ 40  
เปอร์เซ็นต ์(ภาคผนวก ก) 

33.  สารสกดัจากเน้ือววั (Beef extract) 
34.  สารสกดัจากยสีต ์(Yeast extract) 
35.  หางนมผง (Skim milk) 
36.  แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] 

 37.  แอมโมเนียมเฟอร์ริกซิเตรท {(NH4)5[Fe(C6H4O7)2]} 
38.  แอมโมเนียมเฮปตะโมลิบเดต [(NH4)6Mo7O24] 
39.  แอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) 

 

สูตรอาหาร (ภาคผนวก ก) 
 1.  สูตรอาหาร NB (Nutrient Broth) 
 2.  สูตรอาหาร BMSM (Basal Medium ท่ีมีหางนม 1 เปอร์เซ็นต)์ (สุดธิดา แสงยนต,์ 
2548) 
 3.  สูตรอาหาร BPMM (Batch Production Medium ท่ีมีหางนม 1 เปอร์เซ็นต)์ (ขวญัฤทยั 
มาลยัเรือง, 2556) 
 4.  สูตรอาหาร PPMM (Protease Production Medium ท่ีมีหางนม 1 เปอร์เซ็นต)์ 
(ดดัแปลงจาก Tabandeh et al., 2011) 
 

เช้ือจุลินทรีย์ 
 เช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินบริเวณบ่อพกัน ้ าและบ่อบ าบดัน ้ าเสียของ
โรงงานนมและผลิตภณัฑน์ม โรงฆ่าสตัว ์และโรงงานฟอกหนงั ภายในประเทศ 
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วธีิด าเนินการวจิยั 
 1.  การเกบ็ตวัอย่างดินและการคดัแยกแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
 เก็บตวัอยา่งดินบริเวณผวิหนา้ของดิน ระดบัความลึกไม่เกิน 5 เซ็นติเมตร ประมาณ  
50 กรัม ใส่ในภาชนะท่ีปลอดเช้ือ แลว้เก็บไวใ้นท่ีเยน็จนกว่าจะท าการวิเคราะห์ โดยสถานท่ีใน 
การเก็บตวัอยา่งคือบริเวณท่ีคาดว่าจะพบแบคทีเรียท่ีมกีารสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส 
เน่ืองจากมีการปนเป้ือนของโปรตีนท่ีเป็นสบัสเตรทของเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส ซ่ึงไดแ้ก่  
ดินบริเวณบ่อบ าบดัน ้ าเสียและบ่อพกัน ้ าของโรงงานอุตสาหกรรมนมและผลิตภณัฑน์ม โรงฆ่าสตัว ์
และโรงงานฟอกหนงั 
 
 2.  การเพิม่ปริมาณของเช้ือจุลนิทรีย์ (Enrichment) ในตวัอย่างดิน 
 เพ่ิมปริมาณของเช้ือจุลินทรีย ์(Enrichment) ในตวัอยา่งดินท่ีเก็บไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ โดย
ชัง่ตวัอยา่งดิน 0.5 กรัม ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือ NB (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีปรับค่า    
พีเอชเร่ิมตน้ของอาหารใหเ้ท่ากบั 10 ดว้ยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้  
20 เปอร์เซ็นต ์บ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นเจือจางตวัอยา่งดว้ยน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือใหอ้ยูใ่นช่วง 10-1 ถึง 
10-9 เท่า แลว้ดูดตวัอยา่งจากแต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มากระจายเช้ือ (Spread plate) 
ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง BMSM (ภาคผนวก ก) ท่ีปรับค่าพีเอชใหเ้ท่ากบั 10 ดว้ยสารละลาย
โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชัว่โมง คดัเลือกเฉพาะเช้ือท่ีสร้างวงใส (Clear zone) รอบโคโลนีเด่ียว ๆ แลว้ท าใหเ้ช้ือบริสุทธ์ิ
ดว้ยวิธีขีดเช้ือบนอาหารแข็ง (Cross streak technique) จากนั้นเก็บเช้ือท่ีบริสุทธ์ิไวใ้นหลอดอาหาร
เล้ียงเช้ือผวิเอียง BMSM slant 
 
 3.  การคดัเลอืกแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
 แบ่งวิธีการในการคดัเลือกเป็น 2 ขั้นตอน คือ 
  3.1  การคดัเลอืกเช้ือแบคทีเรียทีผ่ลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอสบนอาหารแข็ง 
  น าเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดม้าเพาะเล้ียงดว้ยวิธีแตะเช้ือ (Point inoculation) บน
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง BMSM พีเอช 10 ท่ีมีการขีดเสน้แบ่งใตจ้านเพาะเช้ือออกเป็นส่ีส่วน บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้ตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม ์
อลัคาไลน์โปรตีเอส โดยการวดัเสน้ผา่นศนูยก์ลางของโคโลนี (CO) และวงใสท่ีเกิดข้ึนรอบโคโลนี 
(CZ) บนัทึกผลท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง จากนั้นเปรียบเทียบค่าผลต่างระหว่าง CZ กบั CO  



34 

(CZ-CO) แลว้แบ่งกลุ่มของแบคทีเรียตามความสามารถในการสร้างเอนไซมย์อ่ยโปรตีน โดย
พิจารณาจากค่าผลต่าง CZ-CO เป็น 4 กลุ่ม ดงัน้ี 
   กลุ่มท่ี 1  คือ  กลุ่มท่ีไม่มีการเจริญของเช้ือ และไม่มีการสร้างเอนไซม ์
   กลุ่มท่ี 2  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง มากกวา่และเท่ากบั 1.50 ซม. 
   กลุ่มท่ี 3  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง อยูร่ะหว่าง 1.00 – 1.49 ซม. 
   กลุ่มท่ี 4  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง นอ้ยกวา่ 1.00 ซม. 
  จากนั้นน าเช้ือแบคทีเรียในกลุ่มท่ี 2 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียกลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพในการ
สร้างเอนไซมสู์งท่ีสุด ไปท าการคดัเลือกต่อในขั้นตอนต่อไป 
   3.2  การคดัเลอืกเช้ือแบคทีเรียทีผ่ลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอสในอาหารเหลว 
  น าเช้ือบริสุทธ์ิท่ีคดัแยกไดจ้ากขอ้ 2.1 มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว BMSM พีเอช 10 
บ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ปริมาตรคร้ังละ 3 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยง
ดว้ยความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อแยกเซลลอ์อก 
แลว้น าส่วนใสไปวดักิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส (ภาคผนวก ข) และเปรียบเทียบ
ความสามารถในสร้างของเช้ือแบคทีเรีย จากนั้นจึงคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซม ์
อลัคาไลน์โปรตีเอสไดดี้ท่ีสุด 
 
 4.  การเกบ็เช้ือบริสุทธิ์ในอาหารเลีย้งเช้ือเหลวที่มกีลเีซอรอล 
 เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหารเหลว BMSM broth ท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหาร
เท่ากบั 10 น าไปบ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบ 
ต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นท าการเติมกลีเซอรอลท่ีปลอดเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 
ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียง ดว้ยวิธีการปลอดเช้ือ (Aseptic technique) ใหม้ีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 20 
เปอร์เซ็นต ์ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ดูดอาหารเล้ียงเช้ือใส่ในหลอดเก็บรักษาเช้ือ จากนั้นน าไปเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
 5. การเตรียมหัวเช้ือเร่ิมต้น 
 ถ่ายเช้ือจุลินทรียท่ี์ถกูเก็บรักษาในหลอดอาหารวุน้เอียงประมาณ 1-2 loops ลงในอาหาร
เหลว BMSM พีเอช 10 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอยูใ่นบฟัเฟิลฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร และ
ผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ดว้ยวิธีการปลอดเช้ือ จากนั้นน าไปบ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 
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องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลาประมาณ 12 ชัว่โมง จากนั้นน าอาหาร
เพาะเล้ียงมาเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ใหไ้ดค่้าความขุ่นท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ประมาณ 2.0  
แลว้จึงน าไปใชเ้ป็นหวัเช้ือในการทดลองตามความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร 
 
 6.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอสในระดบัฟลาสก์ 
  6.1  สูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
  เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2 ในอาหารเหลว 3 สูตร ท่ีแตกต่างกนั 
คือ อาหาร BMSM ซ่ึงเป็นอาหารชนิด Complex medium อาหาร BPMM และ PPMM ซ่ึงเป็น
อาหารชนิด Semi-defined medium (ภาคผนวก ก) ท่ีมีการปรับค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารใหเ้ท่ากบั 
10 แลว้น าไปบ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 6, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง โดยแบ่งตวัอยา่ง
ออกเป็นสองส่วน ส่วนแรกน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และ 
ค่าพีเอช อีกส่วนน าไปป่ันเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลลอ์อกดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นน าส่วนใสไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลคงเหลือดว้ยวิธีการ DNS 
assay ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด และกิจกรรมของเอนไซม ์(ภาคผนวก ข) ท่ีเวลา 24, 36 และ 48 
ชัว่โมง 
  6.2  แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
  เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2 ในอาหารเหลว BPMM ท่ีมีการใช้
แหล่งคาร์บอนในอาหารท่ีแตกต่างกนัไดแ้ก่ กลโูคส สารละลายกลโูคส (Glucose hydrolysate) และ
สารละลายเด็กซท์ริน (Dextrin) ท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั โดยปรับค่าพีเอชเร่ิมตน้ 
ของอาหารใหเ้ท่ากบั 10 น าไปบ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ย
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท าการเก็บตวัอยา่งทุก ๆ 0, 6, 12, 24, 36 และ 
48 ชัว่โมง โดยแบ่งตวัอยา่งออกเป็นสองส่วน ส่วนแรกน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
600 นาโนเมตร และค่าพีเอช อีกส่วนน าไปป่ันเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลลอ์อกดว้ยความเร็ว 10,000 รอบ
ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นน าส่วนใสไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาล
คงเหลือดว้ยวิธีการวดัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ ์(DNS assay) ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด และกิจกรรมของ
เอนไซมท่ี์เวลา 24, 36 และ 48 ชัว่โมง 
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  6.3  แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
  เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2 ในอาหารเหลว BPMM ท่ีมีสารละลาย 
เด็กซท์รินท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน และใชแ้หล่งไนโตรเจนในอาหาร
ท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ สารสกดัจากยสีต ์(Yeast extract) สารสกดัจากเน้ือววั (Beef extract)  
กากถัว่เหลือง (Soybean meal) โซเดียมไนเตรท (NaNO3) และโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ท่ีปรับ
ค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 10 บ่มเช้ือดว้ยอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 
200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 6, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง  
โดยแบ่งตวัอยา่งออกเป็นสองส่วน ส่วนแรกน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600  
นาโนเมตร และค่าพเีอช อีกส่วนน าไปป่ันเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลลอ์อกดว้ยความเร็ว 10,000 รอบ 
ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นน าส่วนใสไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาล
คงเหลือดว้ยวิธีวดัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ ์(DNS assay) ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด และกิจกรรมของ
เอนไซมท่ี์เวลา 24, 36 และ 48 ชัว่โมง   
  6.4  ค่าพเีอชทีเ่หมาะสมต่อการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
  เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2 ในอาหารเหลว BPMM ท่ีใช้
สารละลายเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน และใชก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ท่ีมกีารปรับค่า
พีเอชเร่ิมตน้ของอาหารใหแ้ตกต่างกนัคือ 7, 8, 9 และ 10 ดว้ยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 
(Na2CO3) ความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์น าไปบ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 48 ชัว่โมง ท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 6, 12, 24, 36 
และ 48 ชัว่โมง โดยแบ่งตวัอยา่งออกเป็นสองส่วน ส่วนแรกน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร และค่าพีเอช อีกส่วนน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที  
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นน าส่วนใสไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลคงเหลือ 
ดว้ยวิธีวดัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ ์(DNS assay) ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด และกิจกรรมของเอนไซม ์
ท่ีเวลา 24, 36 และ 48 ชัว่โมง    
  6.5  อุณหภูมทิี่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
  เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2 ในอาหารเหลว BPMM ท่ีใช้
สารละลายเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน ใชก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน และปรับพีเอช
เร่ิมตน้ของอาหารใหเ้ท่ากบั 10 ดว้ยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 20 
เปอร์เซ็นต ์จากนั้นน าไปบ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ท่ีอุณหภมูิแตกต่างกนั คือ 30, 35 และ 37 องศา
เซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 48 ชัว่โมง ท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 6, 
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12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง โดยแบ่งตวัอยา่งออกเป็นสองส่วน ส่วนแรกน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และค่าพีเอช อีกส่วนน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10,000 รอบ 
ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นน าส่วนใสไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาล
คงเหลือดว้ยวิธีวดัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ ์(DNS assay)ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด และกิจกรรมของ
เอนไซมท่ี์เวลา 24, 36 และ 48 ชัว่โมง 
 
 7.  การจ าแนกชนิดของแบคทเีรียที่สร้างเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตีเอส 
 จ าแนกชนิดของแบคทีเรียดว้ยวิธี 16s rDNA sequence analysis โดยส่งวิเคราะห์ท่ี
สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (วว.) 
 
 8.  การศึกษาเทคนิคการเพาะเลีย้งที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส         
ในถงัหมกัขนาด 5 ลติร 
 การทดลองน้ีจะท าการศกึษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมข์อง
แบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดเ้ม่ือเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงท่ีต่างกนั 2 วิธี 
คือ เทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ (Batch fermentation) และเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ (Fed-
batch fermentation) รายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
  8.1 ศึกษาเทคนิคการเพาะเลีย้งแบบกะ 
  ท าการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ี
คดัเลือกไดเ้ม่ือเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ท่ีสภาวะการ
เพาะเล้ียงแตกต่างกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 3-1 โดยขั้นตอนในการทดลองมีดงัน้ี 
   8.1.1 เตรียมอาหารเพาะเล้ียง BPMM พีเอช 10 ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน
และกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ลงในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ใหม้ีปริมาตรในการท างาน
รวมทั้งหมด 3 ลิตร จากนั้นท าการปรับเทียบ (Calibration) อุปกรณ์วดัค่าพีเอช พร้อมทั้งตั้งค่า
สภาวะการท างานต่าง ๆ ของถงัหมกั ตามสภาวะท่ีตอ้งการศึกษา 
   8.1.2 น าถงัหมกัท่ีบรรจุอาหารเพาะเล้ียงแลว้ไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ในกรณีท่ีอาหารเพาะเล้ียงท่ีศึกษามีการใช ้skim milk ใหแ้ยกน่ึงฆ่าเช้ือ 
ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
   8.1.3 ติดตั้งถงัหมกับรรจุอาหารเพาะเล้ียงท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้เขา้กบัชุด
ควบคุม และปรับตั้งค่าปริมาณการเติมอากาศและความเร็วของใบพดัในการกวนผสม 
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   8.1.4 เติมสารอาหารต่าง ๆ ท่ีแยกน่ึงฆ่าเช้ือไวล้งในถงัหมกั เปิดใบกวนกวนผสม
สารอาหารในถงัหมกั เป็นเวลาประมาณ 5 นาที เพื่อใหส้ารอาหารต่าง ๆ ผสมเขา้กนัดี 
   8.1.5 เติมหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเตรียมไวต้ามวิธีการในขอ้ 4 ลงในถงัหมกั โดยใชค้วาม
เขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร (คิดเป็นปริมาตร 150 มิลลิลิตร เมื่อเทียบกบัปริมาตรการท างาน
ในถงัหมกัทั้งหมด 3 ลิตร) 
   8.1.6 เพาะเล้ียงจุลินทรียต์ามสภาวะท่ีก  าหนด และท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 6, 
12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง ใส่ลงในขวดฝาเกลียว เพ่ือน าไปวิเคราะห์ค่าต่าง ๆ ไดแ้ก่ การตรวจนบั
จ านวนแบคทีเรียดว้ยวิธี Total viable count ปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหาร และกิจกรรมของ
เอนไซม ์พร้อมทั้งบนัทึกผลการทดลอง 
 
ตารางท่ี 3-1 สภาวะต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพ 
    ในการสร้างเอนไซมใ์นถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ  
 

Batch 
NO. 

อาหารเพาะเล้ียง สับสเตรท พีเอช 
อุณหภูมิ 

(°C) 

อัตราการให้
อากาศ 
(vvm) 

ความเร็ว 
ใบกวน 
(rpm) 

1 อาหารในขอ้ 8.1.1  
ท่ีความเขม้ขน้เพิ่มข้ึน 
2 เท่า 

หางนมผง 
เขม้ขน้ 1% 
(w/v)  

ควบคุมค่า pH = 10 
ดว้ย 20% Na2CO3 
ตลอดการเพาะเลี้ยง 

37 1 500 

2 อาหารในขอ้ 8.1.1  
ท่ีความเขม้ขน้เพิ่มข้ึน 
2 เทา่ 

- ไม่มีการควบคุมค่า 
พีเอช 

37 1 500 

3 อาหารในขอ้ 8.1.1  
ท่ีความเขม้ขน้เพิ่มข้ึน 
4 เท่า 

- ไม่มีการควบคุมค่า 
พีเอช 

37 1 500 

หมายเหตุ   vvm = หน่วย ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที 
  rpm = หน่วย รอบต่อนาที (revolutions per min) 
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  8.2 ศึกษาเทคนิคการเพาะเลีย้งแบบเตมิกะ  
  การทดลองน้ีจะท าการศึกษาประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมข์องแบคทีเรียท่ี
คดัเลือกไดเ้ม่ือเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบ constantly fed-batch 
fermentation โดยจะท าการเพาะเล้ียงแบบกะ (batch culture) ในระยะแรกก่อน จากนั้นจึงท าการเติม
อาหารลงในถงัหมกัดว้ยอตัราเร็วคงท่ี ซ่ึงอตัราการเติมอาหารจะค านวณจากสูตรอตัราการเจือจางท่ี
ใชใ้นการเพาะเล้ียงแบบ continuous culture ดงัน้ี 
 
    D = F/V เมื่อ  
 
  D  คือ  อตัราการเจือจาง (ต่อชัว่โมง) 
  F  คือ  อตัราการเติมอาหารเล้ียงเช้ือ (ลิตรต่อชัว่โมง) 
  V  คือ ปริมาตรของเหลวในถงัหมกัก่อนเติมอาหาร (ลิตร)  
 
 ส าหรับวิธีการทดลองศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบ constantly fed-
batch fermentation เพ่ือผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส จากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้ในถงัหมกั
ขนาด 5 ลิตร มีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
  8.2.1 ในขั้นแรก จะท าการเพาะเล้ียงแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดด้ว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียง 
แบบกะ (Batch culture) ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ดว้ยปริมาตรในการท างาน 1.5 ลิตร โดยใชอ้าหาร
สูตร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน 
ความเขม้ขน้ 2 เท่า หวัเช้ือเร่ิมตน้ 5 เปอร์เซ็นต ์ไม่มีการเติมสบัสเตรทและไม่มีการควบคุมค่าพีเอช
ตลอดทั้งกระบวนการ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการใหอ้ากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตร
อาหารต่อนาที ความเร็วใบกวน 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 9 ชัว่โมง 
  8.2.2 เมื่อครบเวลา 9 ชัว่โมง จะท าการเติมอาหารท่ีมีองคป์ระกอบเช่นเดียวกบัอาหาร
ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงแบบกะ ดว้ยอตัราการเติมอาหาร 0.90 ลิตรต่อชัว่โมง และก าหนดใหเ้วลาน้ี
เท่ากบัเวลาเร่ิมตน้ใหม่ 0 ชัว่โมง ซ่ึงการเติมอาหารจะด าเนินไปดว้ยอตัราคงท่ี เป็นระยะเวลา 29 
ชัว่โมง 
  8.2.3 เก็บตวัอยา่งท่ีเวลาต่าง ๆ เพื่อน าไปตรวจนบัจ านวนแบคทีเรียดว้ยวิธี Total 
viable count ปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหาร และกิจกรรมของเอนไซม ์พร้อมทั้งบนัทึกผลการ
ทดลอง 
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 9.  การค านวณค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ของจุลนิทรีย์ 
  9.1. อตัราการเจริญจ าเพาะ (Specific growth rate, µ) 
  การเจริญในระยะทวคีูณ (log phase หรือ Exponential phase) เม่ือเพาะเล้ียงจุลินทรีย์
แบบกะ จะเป็นระยะท่ีจุลินทรียม์ีอตัราการเจริญสูงสุดและคงท่ี และมีบทบาทต่อการเจริญมากท่ีสุด 
เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงของปริมาณเซลลท่ี์เพ่ิมข้ึน (dx) ในระยะเวลาท่ีจ  ากดั (dt) จึงสามารถเขียน
เป็นสมการไดด้งัน้ี  
      dx/dt = µx หรือ 
 
      dN/dt = µN   (1) 
 
 เมื่อ x =  ความเขม้ขน้ของมวลเซลล ์(กรัมเซลลต่์อลิตร) 
   N =  จ านวนเซลล ์(จ านวนเซลลต่์อลิตร) 
   t =  เวลา (ชัว่โมง) 
   µ =  อตัราการเจริญจ าเพาะ (Specific growth rate) มีหน่วยเป็นชัว่โมง 
 
 หรือจดัรูปใหม่ µ = 1/x(dx/dt)   (2) 
 
 ในระยะการเจริญแบบทวคีูณ อตัราการเจริญจ าเพาะหรือ µ มีค่าคงท่ี สามารถอินทิเกรท
โดยตรงต่อสภาวะเร่ิมตน้โดย x = x0 ท่ี t = 0 จากสมการ (1) จะได ้
 
      x = x0e

µt   (3) 
 
 เมื่อ x0 =  ความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์ร่ิมตน้ 
   x =  ความเขม้ขน้ของมวลเซลลห์ลกัจากการเพาะเล้ียงเป็นเวลา t ชัว่โมง 
   e =  ฐานของ natural logarithm 
 
 เมื่อใส่ natural logarithm ในสมาการ (3) จะได ้
 
    ln x = ln x0 + µt   (4) 
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  9.2 ผลได้ของมวลเซลล์จุลนิทรีย์จากมวลสับสเตรท  
 
      Yx/s = ΔX/ΔS   (5) 
 
 เมื่อ Yx/s = ผลไดข้องมวลเซลลจ์ากมวลสบัสเตรท (กรัมต่อกรัม) 
   ΔX = อตัราการเปล่ียนแปลงของปริมาณเซลลท่ี์เกิดข้ึน (กรัมต่อลิตร) 
   ΔS = อตัราการใชส้บัสเตรท (กรัมต่อลิตร) 
 
 
  9.3 ผลได้ของผลผลติต่อมวลสับสเตรท  
 
      Yp/s = ΔP/ΔS   (6) 
 เมื่อ Yp/s = ผลไดข้องผลผลิตจากมวลสบัสเตรท (กรัมต่อกรัม) 
   ΔP = อตัราการสร้างผลผลิตท่ีเกิดข้ึน (กรัมต่อลิตร) 
   ΔS = อตัราการใชส้บัสเตรท (กรัมต่อลิตร) 
 
  9.4 ผลได้ผลติภัณฑ์จ าเพาะ 
 
      Yp/x = ΔP/ΔX   (7) 
 
 เมื่อ Yp/x = ผลไดข้องผลิตภณัฑจ์  าเพาะ (กรัมต่อกรัม) 
   ΔP = อตัราการสร้างผลผลิตท่ีเกิดข้ึน (กรัมต่อลิตร) 
   Δx = อตัราการสร้างมวลเซลลจุ์ลินทรีย ์(กรัมต่อลิตร) 
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  9.5 อตัราจ าเพาะของการเกดิผลติภัณฑ์ (Specific rate of product formation) 
 
      qp = Yp/x µ   (8) 
 
 ค่า qp เป็นค่าทางจลนพลศาสตร์ท่ีส าคญั ซ่ึงแสดงถึงความสามารถในการสร้างผลผลิต
ของจุลินทรียท่ี์มีความสมัพนัธก์บัมวลเซลลแ์ละเวลา เม่ือผลผลิตท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงจุลินทรีย์
สมัพนัธก์บัการเจริญ (Growth associated product) 
 
 10.  การวเิคราะห์ผลทางสถติ ิ
 วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของปัจจยัท่ีศึกษาดว้ยวิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน  
(One-Way ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งค่าเฉล่ียของแต่ละการทดลองดว้ยวิธี 
Tukey’s HSD ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p-value = 0.05) โดยวิเคราะห์จากโปรแกรมส าเร็จรูป 
ทางสถิติ Minitab 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
1.  ผลการเก็บตวัอย่างดินและการคดัแยกแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์ 
 จากการคดัแยกแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสในตวัอยา่งดิน จ  านวน 28 
ตวัอยา่ง โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือแข็ง BMSM พีเอช 10 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง มีเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถยอ่ยโปรตีนในอาหารเพาะเล้ียงและสร้างวงใสรอบโคโลนี (Clear 
zone) ไดท้ั้งหมด 157 ไอโซเลท ดงัแสดงในตารางท่ี 4-1 
 
ตารางท่ี 4-1  แหล่งของตวัอยา่งดินและจ านวนโคโลนีท่ีสร้างวงใสบนอาหาร BMSM พีเอช 10 

 
แหล่งตวัอย่าง จ านวน

ตวัอย่าง 
จ านวนแบคทีเรีย 
ที่สร้างวงใส 

รหัสเช้ือ
แบคทีเรีย 

โรงงานนมและผลิตภณัฑน์ม 
 
โรงฆ่าสตัว ์
โรงงานฟอกหนงั 

16 
 
4 
8 

97 
 

33 
27 

001 – 081 
121 – 136 
082 – 114 
115 – 120 
137 - 157 

รวม 28 157  
 
 เช้ือแบคทีเรียทั้ง 157 ไอโซเลท เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินท่ีคาดว่า 
จะพบกลุ่มของแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส เช่น ดินจากบริเวณบ่อบ าบดัน ้ าเสีย
และบ่อพกัน ้ าจากโรงงานนมและผลิตภณัฑน์ม โรงฆ่าสตัว ์และโรงงานฟอกหนงั เป็นตน้ ซ่ึงเม่ือน า
ตวัอยา่งดินจากสถานท่ีดงักล่าวมาท าการเพ่ิมปริมาณเช้ือจุลินทรีย ์(Enrichment) แลว้เจือจางดว้ย 
น ้ากลัน่ปลอดเช้ือกระทัง่มีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม น าไปกระจายเช้ือดว้ยวิธี Spread plate technique 
ลงบนอาหารเพาะเล้ียงเช้ือแข็ง Basal medium agar ท่ีมีหางนม ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์(BMSM) 
พีเอช 10 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบว่าเช้ือแบคทีเรียกลุ่มดงักล่าว 
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มีการสร้างวงใสรอบโคโลนีท่ีอยูบ่นผวิหนา้ของอาหาร ซ่ึงเป็นผลมาจากการท่ีแบคทีเรียกลุ่มน้ี
สามารถสร้างเอนไซมย์อ่ยโปรตีนท่ีอยูภ่ายในอาหารภายใตส้ภาวะท่ีเป็นด่างได ้จึงมีความเป็นไปได้
ว่าแบคทีเรียทั้ง 157 ไอโซเลทน้ี สามารถผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสได ้ดงันั้นจึงจ  าเป็นตอ้ง
น าแบคทีเรียกลุ่มดงักล่าวไปท าการคดัเลือกไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมสู์งใน
ขั้นตอนต่อไป 
 
2.  ผลการคดัเลือกแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตเีอส 
 2.1  ผลการคดัเลอืกเช้ือแบคทีเรียทีผ่ลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอสบนอาหารแขง็ 
 จากการน าเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินจ านวน 157 ไอโซเลท  
มาท าการศึกษาประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมด์ว้ยวิธี Point inoculation บนอาหารแข็ง BMSM  
พีเอช 10 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง แลว้เปรียบเทียบระสิทธิภาพ
ในการสร้างเอนไซม ์โดยวดัเสน้ผา่นศนูยก์ลางของโคโลนี (CO) ท่ีเจริญบนผวิหนา้ของอาหาร 
เทียบกบัขนาดของวงใสท่ีเกิดข้ึนรอบโคโลนี (CZ) ของเช้ือแบคทีเรีย ดงัแสดงในตารางท่ี 4-2 และ
ภาพท่ี 4-1 
 

 
 
ภาพท่ี 4-1  การคดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสบนอาหารแข็ง  
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ตารางท่ี 4-2  ประสิทธิภาพของเอนไซมย์อ่ยโปรตีนภายใตส้ภาวะท่ีเป็นด่างของเช้ือแบคทีเรีย 
                     ท่ีคดัแยกได ้บนอาหารแข็ง BMSM พีเอช 10 
 

รหสัเช้ือ 

24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

001 1.05 0.38 0.67 1.83 0.53 1.30 

002 0.93 0.33 0.60 1.55 0.48 1.07 

003 1.33 0.40 0.93 1.85 0.50 1.35 

004 1.43 0.43 1.00 2.08 0.55 1.53 

005 1.20 0.35 0.85 2.00 0.58 1.42 

006 1.08 0.40 0.68 1.58 0.60 0.98 

007 0.53 0.33 0.20 1.05 0.48 0.57 

008 1.18 0.30 0.88 1.70 0.45 1.25 

009 1.40 0.45 0.95 2.13 0.70 1.43 

010 1.55 0.45 1.10 2.33 0.63 1.70 

011 1.50 0.43 1.07 2.23 0.63 1.60 

012 1.45 0.43 1.02 2.10 0.58 1.52 

013 1.28 0.30 0.98 2.05 0.50 1.55 

014 1.23 0.38 0.85 2.00 0.60 1.40 

015 1.15 0.33 0.82 1.83 0.58 1.25 

016 1.10 0.38 0.72 1.80 0.55 1.25 

017 1.18 0.33 0.85 1.88 0.65 1.23 

018 1.28 0.40 0.88 2.00 0.60 1.40 

019 1.00 0.40 0.60 1.78 0.60 1.18 

020 1.28 0.38 0.90 1.93 0.50 1.43 

021 0.75 0.35 0.40 1.48 0.53 0.95 

022 0.93 0.33 0.60 1.55 0.50 1.05 

023 0.50 0.25 0.25 0.75 0.40 0.35 

024 1.20 0.38 0.83 1.30 0.48 0.82 
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ตารางท่ี 4-2  (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ 
24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

025 - - - - - - 

026 1.25 0.40 0.85 2.10 0.60 1.50 

027 1.00 0.45 0.55 1.80 0.80 1.00 

028 - - - - - - 

029 - - - - - - 

030 - - - - - - 

031 - - - - - - 

032 1.40 0.38 1.03 2.20 0.63 1.57 

033 - 0.40 - - 0.55 - 

034 1.38 0.35 1.03 2.00 0.50 1.50 

035 0.50 0.28 0.23 0.68 0.38 0.30 

036 0.48 0.28 0.20 0.68 0.38 0.30 

037 0.48 0.25 0.23 0.48 0.20 0.28 

038 0.45 0.25 0.20 0.63 0.30 0.33 

039 0.55 0.25 0.30 0.95 0.38 0.57 

040 1.35 0.45 0.90 1.98 0.65 1.33 

041 1.25 0.35 0.90 1.95 0.50 1.45 

042 1.48 0.48 1.00 2.30 0.75 1.55 

043 - - - - - - 

044 0.50 0.25 0.25 0.70 0.35 0.35 

045 0.95 0.33 0.62 1.68 0.50 1.18 

046 1.73 0.33 1.40 2.50 0.45 2.05 

047 1.45 0.38 1.07 2.23 0.55 1.68 

048 1.38 0.38 1.00 2.00 0.53 1.47 

049 1.18 0.35 0.83 1.93 0.50 1.43 
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ตารางท่ี 4-2  (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ 
24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

050 0.98 0.33 0.65 1.45 0.48 0.97 

051 1.10 0.38 0.72 1.73 0.53 1.20 

052 1.58 0.30 1.28 2.23 0.48 1.75 

053 1.30 0.30 1.00 2.03 0.43 1.60 

054 0.85 0.25 0.60 1.23 0.40 0.83 

055 - - - - - - 

056 1.73 0.48 1.25 2.43 0.58 1.85 

057 1.30 0.40 0.90 2.00 0.58 1.42 

058 0.98 0.28 0.70 1.65 0.43 1.22 

059 1.10 0.40 0.70 1.90 0.50 1.40 

060 1.00 0.35 0.65 1.58 0.45 1.13 

061 1.60 0.25 1.35 2.30 0.33 1.97 

062 1.10 0.35 0.75 1.68 0.45 1.23 

063 1.05 0.33 0.72 1.50 0.48 1.02 

064 1.70 0.33 1.37 2.53 0.50 2.03 

065 1.00 0.33 0.67 1.63 0.53 1.10 

066 1.30 0.35 0.95 1.80 0.50 1.30 

067 - - - - - - 

068 1.05 0.38 0.67 1.80 0.50 1.30 

069 0.95 0.33 0.62 1.48 0.40 1.08 

070 1.40 0.38 1.02 2.10 0.50 1.60 

071 1.30 0.35 0.95 2.05 0.50 1.55 

072 1.13 0.33 0.80 1.65 0.48 1.17 

073 1.40 0.40 1.00 2.15 0.63 1.52 

074 1.43 0.33 1.10 2.08 0.43 1.65 
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ตารางท่ี 4-2  (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ 
24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

075 0.95 0.25 0.70 1.48 0.38 1.10 

076 1.30 0.50 0.80 2.03 0.70 1.33 

077 0.83 0.30 0.53 1.35 0.43 0.92 

078 1.05 0.33 0.72 1.65 0.50 1.15 

079 1.20 0.28 0.92 1.83 0.40 1.43 

080 1.20 0.30 0.90 1.88 0.55 1.33 

081 1.28 0.35 0.93 1.98 0.50 1.48 

082 1.00 0.20 0.80 1.30 0.28 1.02 

083 1.20 0.20 1.00 1.58 0.28 1.30 

084 - - - - - - 

085 0.98 0.20 0.78 1.15 0.25 0.90 

086 - - - - - - 

087 1.13 0.20 0.93 1.50 0.30 1.20 

088 1.38 0.43 0.95 2.20 0.75 1.45 

089 1.28 0.45 0.83 2.10 0.70 1.40 

090 1.40 0.48 0.92 2.15 0.65 1.50 

091 1.58 0.45 1.13 2.33 0.73 1.60 

092 1.28 0.45 0.83 2.15 0.65 1.50 

093 1.20 0.43 0.77 2.08 0.70 1.38 

094 1.30 0.40 0.90 2.15 0.68 1.47 

095 1.28 0.43 0.85 2.00 0.70 1.30 

096 - 0.15 - - 0.15 - 

097 1.33 0.45 0.88 2.18 0.73 1.45 

098 1.10 0.43 0.67 1.85 0.75 1.10 

099 0.35 0.25 0.10 0.63 0.35 0.28 
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ตารางท่ี 4-2  (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ 
24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

100 0.48 0.20 0.28 0.63 0.30 0.33 

101 1.15 0.35 0.80 1.75 0.53 1.22 

102 0.98 0.45 0.53 1.70 0.73 0.97 

103 1.00 0.50 0.50 1.88 1.05 0.83 

104 1.03 0.45 0.58 1.80 0.78 1.02 

105 0.98 0.38 0.60 1.58 0.53 1.05 

106 1.10 0.33 0.77 1.78 0.48 1.30 

107 1.05 0.48 0.57 1.55 1.05 0.50 

108 1.10 0.40 0.70 1.65 0.63 1.02 

109 0.98 0.35 0.63 1.63 0.50 1.13 

110 1.03 0.40 0.63 1.73 0.50 1.23 

111 0.60 0.23 0.37 0.75 0.30 0.45 

112 0.53 0.18 0.35 0.65 0.28 0.37 

113 0.50 0.20 0.30 0.70 0.25 0.45 

114 0.40 0.15 0.25 0.80 0.23 0.57 

115 0.93 0.33 0.60 1.85 0.58 1.27 

116 - 0.35 - - 0.50 - 

117 0.40 0.35 0.05 0.55 0.45 0.10 

118 0.53 0.45 0.08 0.75 0.60 0.15 

119 1.58 0.25 1.33 2.43 0.30 2.13 

120 - - - - - - 

121 1.28 0.38 0.90 1.98 0.55 1.43 

122 0.48 0.35 0.13 0.78 0.60 0.18 

123 1.33 0.35 0.98 1.98 0.50 1.48 

124 1.38 0.38 1.00 2.08 0.53 1.55 
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ตารางท่ี 4-2  (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ 
24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

125 0.48 0.35 0.13 0.65 0.55 0.10 

126 0.63 0.20 0.43 0.90 0.33 0.57 

127 1.33 0.30 1.03 1.98 0.48 1.50 

128 - - - - - - 

129 0.48 0.23 0.25 0.58 0.35 0.23 

130 1.20 0.48 0.72 2.08 0.80 1.28 

131 1.08 0.50 0.58 1.98 0.93 1.05 

132 1.20 0.48 0.72 2.05 0.90 1.15 

133 1.30 0.43 0.87 2.18 0.73 1.45 

134 1.10 0.43 0.67 1.98 0.75 1.23 

135 1.13 0.48 0.65 2.00 0.85 1.15 

136 0.95 0.25 0.70 1.40 0.40 1.00 

137 1.05 0.48 0.57 1.75 0.95 0.80 

138 0.83 0.25 0.58 1.65 0.30 1.35 

139 1.10 0.20 0.90 1.80 0.28 1.52 

140 0.70 0.23 0.47 1.10 0.28 0.82 

141 0.93 0.50 0.43 1.55 0.93 0.62 

142 1.00 0.20 0.80 1.45 0.25 1.20 

143 0.55 0.20 0.35 1.13 0.25 0.88 

144 1.15 0.28 0.87 1.73 0.35 1.38 

145 0.73 0.20 0.53 1.30 0.25 1.05 

146 0.95 0.40 0.55 1.70 0.88 0.82 

147 0.75 0.20 0.55 1.25 0.25 1.00 

148 0.95 0.45 0.50 1.60 0.95 0.65 

149 0.50 0.43 0.07 0.78 0.58 0.20 
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ตารางท่ี 4-2  (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ 
24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ 
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

150 1.43 0.40 1.03 2.33 0.63 1.70 

151 - - - - - - 

152 0.60 0.40 0.20 0.98 0.70 0.28 

153 0.50 0.33 0.17 0.85 0.60 0.25 

154 0.50 0.35 0.15 0.95 0.68 0.27 

155 0.55 0.40 0.15 0.90 0.68 0.22 

156 0.45 0.35 0.10 0.68 0.55 0.13 

157 0.50 0.35 0.15 0.70 0.53 0.17 

หมายเหตุ    CO คือ  เสน้ผา่นศนูยก์ลางของโคโลนี 
                    CZ   คือ  ขนาดของวงใสท่ีเกิดข้ึนรอบโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย 
   -   คือ  ไม่มีการเจริญของเช้ือ และ/ หรือ ไม่เกิดวงใส 
 
 จากผลการศกึษาดงัแสดงในตารางท่ี 4-2 เห็นไดว้่าเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่ง
ดินส่วนใหญ่ สามารถผลิตเอนไซมย์อ่ยโปรตีนภายใตส้ภาวะท่ีเป็นด่างได ้เมื่อท าการตรวจวดั
ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียแต่ละไอโซเลท โดยการเปรียบเทียบขนาดของ
เสน้ผา่นศนูยก์ลางโคโลนี (CO) กบัขนาดของวงใสท่ีเกิดข้ึนรอบโคโลนี (CZ) แลว้จดักลุ่มของ
แบคทีเรียตามระดบัความสามารถในการสร้างเอนไซมโ์ดยพิจารณาจากค่า CZ-CO ออกเป็น 4 กลุ่ม 
ไดแ้ก่ 
 กลุ่มท่ี 1  คือ  กลุ่มท่ีไม่มีการเจริญของเช้ือ และไม่มีการสร้างเอนไซม ์
 กลุ่มท่ี 2  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง มากกวา่และเท่ากบั 1.50 ซม. 
 กลุ่มท่ี 3  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง อยูร่ะหว่าง  1.00 – 1.49 ซม. 
 กลุ่มท่ี 4  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง นอ้ยกวา่ 1.00 ซม. 
 ซ่ึงผลการจดักลุ่มของเช้ือแบคทีเรียตามความสามารถในการสร้างเอนไซมย์อ่ยโปรตีน 
ดงัแสดงในตารางท่ี 4-3 
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ตารางท่ี 4-3  กลุ่มของแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดต้ามความสามารถในการสร้างเอนไซม ์
 
กลุ่มของ
แบคทีเรีย 

กลุ่มที่ 1 กลุ่มที่ 2 กลุ่มที่ 3 กลุ่มที่ 4 

ค่า CZ-CO 
(cm) 

ไม่มีการสร้าง
เอนไซม ์

≥ 1.50 
อยูร่ะหว่าง 
1.00 – 1.49 

< 1.00 

รหัสเช้ือ 025, 028, 029, 
031, 030, 033, 
043, 055, 067, 
084, 086, 096, 
116, 120, 128, 

151 

004, 010, 011, 
012, 013, 026, 
032, 034, 042, 
046, 047, 052, 
053, 056, 061, 
064, 070, 071, 
073, 074, 090, 
091, 092, 119, 

124, 127, 139, 150 

001, 002, 003, 005, 
008, 009, 014, 015, 
016, 017, 018, 019, 
020, 022, 027, 040, 
041, 045, 048, 049, 
051, 057, 058, 059, 
060, 062, 063, 065, 
066, 068, 069, 072, 
075, 076, 078, 079, 
080, 081, 082, 083, 
087, 088, 089, 093, 
094, 095, 097, 098, 
101, 104, 105, 106, 
108, 109, 110, 115, 
121, 123, 130, 131, 
132, 133, 134, 135, 
136, 138, 142, 144, 

145, 147 

006, 007, 021, 
023, 024, 035, 
036, 037, 038, 
039, 044, 050, 
054, 077, 085, 
099, 100, 102, 
103, 107, 111, 
112, 113, 114, 
117, 118, 122, 
125, 126, 129, 
137, 140, 141, 
143, 146, 148, 
149, 152, 153, 
154, 155, 156, 

157 

รวม 16 28 70 43 
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 จากตารางท่ี 4-3 เมื่อจดัแบ่งกลุ่มของแบคทีเรียตามความสามารถในการสร้างเอนไซม ์ 
พบว่ามีจ  านวนของเช้ือแบคทีเรียในกลุ่มท่ี 2 ซ่ึงเป็นกลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมสู์ง
ท่ีสุดจากทั้ง 4 กลุ่ม จ  านวนทั้งส้ิน 28 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 17.8 ของแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้าก
ตวัอยา่งดินทั้งหมด และแบคทีเรียในกลุ่มน้ีโดยส่วนใหญ่ เป็นแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดิน
จากโรงงานนมและผลิตภณัฑน์ม คิดเป็นจ านวนทั้งส้ิน 22 ไอโซเลท รองลงมา คือ ตวัอยา่งดินจาก
โรงงานฟอกหนงั จ  านวน 3 ไอโซเลท และตวัอยา่งดินจากโรงฆ่าสตัว ์จ  านวน 3 ไอโซเลท 
ตามล าดบั เน่ืองจากกลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มของแบคทีเรียท่ีมีแนวโนม้ในการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์  
โปรตีเอสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูง จึงจะน าแบคทีเรียในกลุ่มน้ีไปตรวจสอบประสิทธิภาพของเช้ือ
ในการสร้างเอนไซมใ์นอาหารเหลวต่อไป 
 
 2.2  การคดัเลอืกเช้ือแบคทีเรียทีผ่ลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอสในอาหารเหลว 
 เมื่อน าแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2.1 จ านวน 28 ไอโซเลท มาศึกษาความสามารถใน
การสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสในอาหารเหลว BMSM พีเอช 10 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในเคร่ืองเขยา่ ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้ตรวจวดั
ความสามารถในการสร้างเอนไซม ์ท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4-2 
 จากภาพท่ี 4-2 เมื่อพิจารณาความสามารถในการสร้างเอนไซมใ์นอาหารเหลว BMSM  
พีเอช 10 ของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากการทดลองก่อนหนา้น้ี ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง พบว่า
แบคทีเรีย 032, 013, 012, 071, 053 และ 042 มีความสามารถในการสร้างเอนไซมสู์งกว่าแบคทีเรีย
ไอโซเลทอ่ืน โดยสามารถวดักิจกรรมของเอนไซมไ์ดเ้ท่ากบั 0.667, 0.635, 0.611, 0.555, 0.551 และ 
0.549 ยนิูต ต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (ตารางภาคผนวก ค-1) และเน่ืองจากแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทน้ี
สามารถผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสไดอ้ยา่งใกลเ้คียงกนั ดงันั้น ผูว้จิยัจึงน าแบคทีเรียทั้ง 
หกไอโซเลทไปท าการเพาะเล้ียงเพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม ์แลว้เปรียบเทียบ
ความสามารถในการสร้างเอนไซมอี์กคร้ัง ก่อนท่ีจะคดัเลือกเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสุดส าหรับ 
การทดสอบผลิตเอนไซมใ์นระดบัอุตสาหกรรมในขั้นตอนต่อไป 
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ภาพท่ี 4-2  ความสามารถในการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือก ในอาหารเหลว BMSM พีเอช 10

0.000

0.200

0.400

0.600

0.800

1.000
00

4
01

0
01

1
01

2
01

3
02

6
03

2
03

4
04

2
04

6
04

7
05

2
05

3
05

6
06

1
06

4
07

0
07

1
07

3
07

4
09

0
09

1
09

2
11

9
12

4
12

7
13

9
15

0

Pr
ote

as
e a

cti
vit

y (
U/

mL
) 

Bacterial isolates 

24 h 48 h



55 

 

3.  ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตเีอส 
ในระดับฟลาสก์ 
 3.1  ผลการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรติเอสของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดใ้น   
ขอ้ 2.2 โดยใชสู้ตรอาหารเพาะเล้ียงท่ีแตกต่างกนั 3 สูตร คือ BPMM, BMSM และ PPMM ท่ีปรับค่า
พีเอชเร่ิมตน้ของอาหารใหเ้ท่ากบั 10 ดว้ยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้  
20 เปอร์เซ็นต ์แลว้น าไปบ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ไดผ้ลการทดลองดงัตารางท่ี 4-4 และภาพท่ี 4-3 – 4-6 
 เมื่อพิจารณาการเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในอาหารเพาะเล้ียงท่ีแตกต่างกนั
ทั้ง 3 สูตร ดงัแสดงในภาพท่ี 4-3 พบว่าเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดส่้วนมากมีการเจริญในอาหารทั้ง
สามสูตรอยา่งใกลเ้คียงกนั โดยเช้ือจะเจริญเขา้สู่ระยะ log phase ในช่วง 0 ถึง 6 ชัว่โมงแรก จากนั้น
การเจริญจะลดลงเขา้สู่ระยะ stationary phase ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 เป็นตน้ไป สามารถวดัค่าความขุ่น
สูงสุดของอาหารท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ไดค่้าประมาณ 4 ในสูตรอาหารทั้ง 3 สูตร 
 เมื่อพิจารณาปริมาณการเปล่ียนแปลงค่าพีเอชในอาหารเพาะเล้ียงทั้ง 3 สูตร ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 4-4 พบว่าค่าพีเอชของอาหารจะลดลงในช่วง 6 ชัว่โมงแรก ซ่ึงเป็นช่วงท่ีเช้ือแบคทีเรียทั้ง 
หกไอโซเลทมีการเจริญในช่วง log phase จากนั้นค่าพีเอชจะคงท่ีอยูท่ี่ประมาณ 8 ไปจนกระทัง่ 
เสร็จส้ินกระบวนการเพาะเล้ียง และเม่ือพิจารณาปริมาณน ้าตาลคงเหลือในอาหาร (ภาพท่ี 4-5) 
พบว่าปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหารเพาะเล้ียงทั้งสามสูตรมีการลดลงอยา่งต่อเน่ืองไปจนส้ินสุด
การเพาะเล้ียง แต่เช้ือแบคทีเรียทุกชนิดไม่สามารถใชน้ ้ าตาลกลโูคสท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหาร
ไดห้มด โดยมีน ้ าตาลคงเหลือในอาหารเพาะเล้ียงทุกชนิดอยูป่ระมาณ 5-10 กรัมต่อลิตร นอกจากน้ี
ยงัพบว่าแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดส่้วนมากสามารถใชก้ลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอนไดดี้กว่าเม่ือเพาะเล้ียง
ในอาหารสูตร BMSM และ BPMM เห็นไดจ้ากปริมาณน ้ าตาลท่ีคงเหลือเม่ือส้ินสุดกระบวนการ
เพาะเล้ียงท่ีเวลา 48 ชัว่โมง มีปริมาณนอ้ยกว่าเม่ือเทียบกบัสูตรอาหาร PPMM 
 เม่ือพิจารณาการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทใน
อาหารทั้งสามสูตร ดงัแสดงในตารางท่ี 4-4 และภาพท่ี 4-6 พบว่า เช้ือแบคทีเรียจ  านวน 5 ไอโซเลท 
ไดแ้ก่ ไอโซเลท 012, 013, 032, 042 และ 071 มีกิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมสู์ง
ท่ีสุดเมื่อเพาะเล้ียงในอาหารสูตร BPMM ซ่ึงสามารถวดักิจกรรมของเอนไซมไ์ด ้0.59, 0.38, 0.63, 
0.61 และ 0.60 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และมีอตัราการสร้างเอนไซมเ์ท่ากบั 0.023, 0.016, 0.024, 0.013 
และ 0.024 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั ส่วนเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 053 นั้น พบว่ามี
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กิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดเม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร PPMM โดยวดัค่า
กิจกรรมได ้0.50 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และมีอตัราการสร้างเอนไซมเ์ท่ากบั 0.014 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 
ต่อชัว่โมง จากผลการทดลองจะเห็นว่าอาหารเล้ียงเช้ือ BPMM มีประสิทธิภาพท่ีดีกว่าสูตรอาหาร 
BMSM และ PPMM ในการน าไปใชเ้พาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียเพื่อผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส 
เห็นไดจ้ากกิจกรรมของเอนไซมท่ี์มีค่าสูง ดงันั้นในการทดลองต่อจากน้ีจะใชสู้ตรอาหาร BPMM 
เป็นอาหารในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหกไอโซเลท 
 
ตารางท่ี 4-4  กิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหก 
    ไอโซเลท เม่ือเพาะเล้ียงในสูตรอาหารท่ีแตกต่างกนัทั้ง 3 สูตร 
 

ไอโซเลท 
เวลา 
(ชม.) 

กิจกรรมเอนไซม์ (U/mL) อัตราการสร้างเอนไซม์ (U/mL/h) 

BMSM BPMM PPMM BMSM BPMM PPMM 
012 24 0.08±0.00b 0.55±0.01a 0.08±0.02b 0.003±0.000b 0.023±0.000a 0.003±0.000b 

36 0.48±0.03b 0.54±0.01a 0.44±0.01b 0.013±0.000ab 0.015±0.000a 0.012±0.000b 
48 0.51±0.00b 0.59±0.01a 0.46±0.02c 0.011±0.000b 0.012±0.000a 0.010±0.000c 

013 24 0.00±0.00b 0.38±0.03a 0.03±0.00b 0.000±0.000b 0.016±0.001a 0.001±0.000b 
36 0.05±0.00b 0.11±0.01a 0.09±0.01a 0.001±0.000b 0.003±0.000a 0.002±0.000ab 
48 0.08±0.03b 0.38±0.03a 0.09±0.02b 0.002±0.001b 0.008±0.001a  0.002±0.000b 

032 24 0.49±0.05b 0.58±0.02a 0.08±0.01c 0.020±0.002b 0.024±0.001a 0.003±0.001c 
36 0.53±0.02a 0.33±0.01b 0.27±0.01c 0.015±0.001a 0.009±0.000b 0.007±0.000c 
48 0.52±0.01b 0.63±0.01a 0.35±0.01c 0.011±0.000 0.013±0.000 0.007±0.000 

042 24 0.10±0.00b 0.14±0.05b 0.27±0.02a 0.004±0.000b 0.006±0.002b 0.011±0.001a 
36 0.50±0.01a 0.48±0.02a 0.39±0.02b 0.014±0.000a 0.013±0.001a 0.011±0.000b 
48 0.52±0.02b 0.61±0.02a 0.46±0.01c 0.011±0.000b 0.013±0.000a 0.009±0.000b 

053 24 0.16±0.02b 0.10±0.01c 0.26±0.01a 0.007±0.001b 0.004±0.000c 0.011±0.000a 
36 0.20±0.01b 0.20±0.00b 0.50±0.02a 0.006±0.000b 0.006±0.000b 0.014±0.000a 
48 0.19±0.03b 0.23±0.01b 0.51±0.01a 0.004±0.001b 0.005±0.000b 0.011±0.000a 

071 24 0.22±0.05b  0.57±0.02a  0.03±0.00c  0.009±0.002b 0.024±0.001a 0.001±0.000c 
36 0.43±0.02a  0.20±0.01b  0.16±0.01c  0.012±0.000a 0.005±0.000b 0.004±0.000b 
48 0.44±0.02b  0.60±0.01a  0.01±0.01c  0.009±0.000b 0.013±0.000a 0.000±0.000c 

หมายเหตุ  เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของกิจกรรมเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซม ์ในอาหารแต่ละ
 สูตร ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ กนั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) 
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ภาพท่ี 4-3  การเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหารท่ีแตกต่างกนั 3 สูตร  
  (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-4  การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท 
  ในสูตรอาหารท่ีแตกต่างกนั 3 สูตร (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-5  ปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหาร 
  ท่ีแตกต่างกนั 3 สูตร (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-6  กิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหก 
  ไอโซเลทในสูตรอาหารท่ีแตกต่างกนั 3 สูตร ตวัอกัษรยกก าลงัท่ีต่างกนัมีความแตกต่าง 
  กนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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 3.2  ผลการศึกษาแหล่งคาร์บอนทีเ่หมาะสมต่อการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรติเอสของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดใ้น   
ขอ้ 2.2 โดยใชสู้ตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนั 3 ชนิด คือ กลโูคส 
(Glucose) ท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนทางการคา้ และกลโูคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั (Glucose 
Hydrolysate) กบั เดก็ซท์ริน (Dextrin) ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน บ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ดว้ย
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ไดผ้ลการทดลอง
ดงัภาพท่ี 4-7 – 4-10 
 เม่ือพิจารณาการเจริญของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหกไอโซเลทในอาหารเพาะเล้ียง
ท่ีมีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกนั 3 ชนิด ดงัแสดงในภาพท่ี 4-7 พบว่าเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 012, 032,  
053, และ 071 มีการเจริญเขา้สู่ระยะ log phase ในช่วง 0 ถึง 12 ชัว่โมงแรก โดยไม่มีระยะ lag phase 
เหมือนกนัในอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอนทั้ง 3 ชนิด แต่ค่าความขุ่นของอาหารท่ีใชก้ลโูคสท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัและเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน ในระยะ late log phase (ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง) 
มีค่าสูงกว่าอาหารท่ีใชก้ลโูคสทางการคา้เป็นแหล่งคาร์บอน ซ่ึงบ่งช้ีว่าเช้ือแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลท
นั้นสามารถเจริญไดดี้กว่าเม่ือใชแ้หล่งคาร์บอนทดแทน เช่นเดียวกบัเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 042 ท่ี
เจริญเติบโตไดดี้ในอาหารท่ีใชแ้หล่งคาร์บอนทดแทน เน่ืองจากท่ีระยะ late log phase สามารถวดั
ค่าความขุ่นของอาหารท่ีใชแ้หล่งคาร์บอนทดแทนไดสู้งกวา่อาหารท่ีใชก้ลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอน 
แต่แบคทีเรียไอโซเลท 042 นั้น จะมีการเจริญในช่วง log phase ท่ีค่อนขา้งยาวนานกว่า โดยจะเขา้สู่
ระยะ late log phase ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีใชแ้หล่งคาร์บอนทดแทน และท่ี
เวลา 6 ชัว่โมง ในอาหารท่ีมีกลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอน ส่วนเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 013 นั้น มีการ
เจริญในอาหารท่ีใชแ้หล่งคาร์บอนทั้ง 3 ชนิด อยา่งใกลเ้คียงกนั โดยจะเจริญในระยะ log phase ท่ี
เวลา 0-12 ชัว่โมง จึงเขา้สู่ระยะ stationary phase  
 เม่ือพิจารณาปริมาณการเปล่ียนแปลงค่าพีเอชในอาหารเพาะเล้ียงท่ีใชแ้หล่งคาร์บอน
แตกต่างกนัทั้ง 3 ชนิด ดงัแสดงในภาพท่ี 4-8 พบว่าค่าพีเอชในอาหารทั้ง 3 ชนิด ของเช้ือแบคทีเรีย
ทั้งหกไอโซเลท มีการเปล่ียนแปลงในลกัษณะเดียวกนัคือ ค่าพีเอชของอาหารจะลดลงจาก 10 ท่ี
เวลา 0 ชัว่โมง จนมีค่าประมาณ 8 ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นช่วงท่ีเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทมีการ
เจริญในช่วง log phase จากนั้นค่าพีเอชในอาหารจะค่อนขา้งคงท่ีจนเสร็จส้ินกระบวนการเพาะเล้ียง
ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง 
 เมื่อพิจารณาปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหาร (ภาพท่ี 4-9) พบว่า การเปล่ียนแปลงของ
ปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหารท่ีแตกต่างกนัทั้ง 3 ชนิด ของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท มี
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แนวโนม้การเปล่ียนแปลงไปในทิศทางเดียวกนัคือ ปริมาณของน ้ าตาลในอาหารมีการลดลงอยา่ง
ต่อเน่ืองไปจนส้ินสุดกระบวนการเพาะเล้ียง ซ่ึงจะมีปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหารเพาะเล้ียงทุก
ชนิดอยูป่ระมาณ 4-8 กรัมต่อลิตร แสดงใหเ้ห็นว่าเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทสามารถใชแ้หล่ง
คาร์บอนทดแทนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพไม่ต่างจากแหล่งกลโูคสทางการคา้ 
 เมื่อพิจารณาการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท 
ในอาหาร BPMM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกนัทั้ง 3 ชนิด ดงัแสดงในตารางท่ี 4-5 และภาพท่ี 4-10  
พบว่า เช้ือแบคทีเรียจ  านวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท 012, 032 และ 042 มีกิจกรรมของเอนไซม์
และอตัราการสร้างเอนไซมเ์ม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนัทั้ง 3 ชนิด  
ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นช่วงเวลาท่ีวดัค่ากิจกรรม
ของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมไ์ดสู้งท่ีสุดในอาหารทั้ง 3 ชนิด (ตารางท่ี 4-5) ส่วนเช้ือ 
ไอโซเลท 071 มีกิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมสู์งท่ีสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง 
เช่นเดียวกนั แต่สามารถสร้างเอนไซมไ์ดดี้กว่าเม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีใชก้ลโูคสทางการคา้และ
กลโูคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั โดยมคีวามแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p<0.05) นอกจากน้ีผลการทดลองยงัแสดงใหเ้ห็นว่าเช้ือแบคทีเรียท่ีเหลืออีกสองไอโซเลท ไดแ้ก่ 
ไอโซเลท 013 และ 053 สามารถใชแ้หล่งคาร์บอนทดแทนแลว้สร้างเอนไซมไ์ดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพเช่นเดียวกบัเช้ือชนิดอ่ืน ต่างกนัตรงท่ีไอโซเลท 013 สามารถสร้างเอนไซมไ์ดสู้งสุด
เมื่อใชก้ลโูคสท่ีไดจ้ากแป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง ส่วนเช้ือแบคทีเรีย 
ไอโซเลท 053 สามารถสร้างเอนไซมไ์ดม้ีประสิทธิภาพสูงสุดเมื่อใชเ้ด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน  
ท่ีเวลา 36 ชัว่โมง จากการทดลองจะเห็นว่าแหล่งคาร์บอนทดแทนทั้งสองชนิด สามารถส่งเสริม
ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทไดอ้ยา่งไม่แตกต่างกนัเท่าใด
นกั แต่เน่ืองจากตน้ทุนในการผลิตเด็กซท์รินนั้นต ่ากวา่กลโูคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนั (มรกต 
กระจ่าง, 2558) จึงเลือกใชเ้ด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเพาะเล้ียงส าหรับการทดลอง
ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 



63 

 

ตารางท่ี 4-5  กิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้
     ทั้งหกไอโซเลท เม่ือเพาะเล้ียงในสูตรอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกนั 3 ชนิด 

 

ไอโซเลท 
เวลา 
(ชม.) 

กิจกรรมเอนไซม์ (U/mL) อัตราการสร้างเอนไซม์ (U/mL/h) 

G GH D G GH D 
012 24 0.51±0.01a 0.52±0.02a 0.55±0.01a 0.021±0.000a 0.022±0.001a 0.023±0.001a 

36 0.51±0.01ab 0.54±0.02a 0.49±0.03b 0.014±0.000b 0.015±0.000a 0.014±0.001b 
48 0.50±0.05a 0.53±0.03a 0.54±0.03a 0.010±0.001a 0.011±0.001a 0.011±0.001a 

013 24 0.46±0.04b 0.64±0.01a 0.40±0.03b 0.019±0.002b 0.027±0.000a 0.017±0.001b 
36 0.38±0.02a 0.42±0.02a 0.30±0.01b 0.011±0.001a 0.012±0.000a 0.008±0.000b 
48 0.27±0.03a 0.31±0.01a 0.19±0.01b 0.006±0.001ab 0.006±0.000a  0.004±0.000b 

032 24 0.53±0.01a 0.53±0.02a 0.53±0.01a 0.022±0.000a 0.022±0.001a 0.022±0.000a 
36 0.51±0.01a 0.51±0.02a 0.52±0.02a 0.014±0.000a 0.014±0.000a 0.015±0.001a 
48 0.49±0.03a 0.53±0.01a 0.49±0.00a 0.010±0.001a 0.011±0.000a 0.010±0.000a 

042 24 0.44±0.04a 0.46±0.01a 0.48±0.01a 0.018±0.002a 0.019±0.000a 0.020±0.000a 
36 0.42±0.02b 0.52±0.02a 0.54±0.00a 0.012±0.001b 0.014±0.001a 0.015±0.000a 
48 0.48±0.03a 0.46±0.08a 0.46±0.01a 0.010±0.001a 0.010±0.002a 0.009±0.000a 

053 24 0.08±0.02b 0.41±0.01a 0.16±0.04b 0.003±0.001b 0.017±0.000a 0.007±0.002b 
36 0.34±0.01b 0.37±0.02b 0.49±0.02a 0.010±0.000b 0.010±0.001b 0.014±0.001a 
48 0.37±0.04c 0.78±0.05b 1.05±0.05a 0.008±0.001c 0.016±0.001b 0.022±0.001a 

071 24 0.52±0.01a  0.51±0.01a  0.48±0.01b  0.022±0.000a 0.021±0.000a 0.020±0.000b 
36 0.49±0.02a  0.53±0.02a  0.49±0.02a  0.014±0.001a 0.015±0.000a 0.014±0.000a 
48 0.50±0.01ab  0.53±0.01a  0.48±0.02b  0.010±0.000ab 0.011±0.000a 0.010±0.001b 

หมายเหตุ  เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของกิจกรรมเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซม ์ในแหล่ง 
  คาร์บอนแต่ละชนิด ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ กนั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) 
  G  คือ  กลโูคสทางการคา้ 
  GH คือ  กลโูคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั 
  D  คือ  เด็กซท์ริน 
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ภาพท่ี 4-7  การเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีแหล่ง 
  คาร์บอนแตกต่างกนั 3 ชนิด (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-8  การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตร 
  อาหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกนั 3 ชนิด (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-9  ปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหาร  
  BPMM พีเอช 10 ท่ีมีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกนั 3 ชนิด (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-10  กิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหก 
    ไอโซเลทในสูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกนั 3 ชนิด  
    ตวัอกัษรยกก าลงัท่ีต่างกนัมคีวามแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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 3.3  ผลการศึกษาแหล่งไนโตรเจนทีเ่หมาะสมต่อการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรติเอสของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหก
ไอโซเลท โดยใชสู้ตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน และใชแ้หล่งของ
ไนโตรเจนแตกต่างกนั 5 ชนิด ไดแ้ก่ ยสีตส์กดั (Yeast extract) สารสกดัจากเน้ือววั (Beef extract) 
กากถัว่เหลือง (Soybean meal) โซเดียมไนเตรท (NaNO3) และโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ไดผ้ลการทดลองดงัภาพ
ท่ี 4-11 – 4-14 และตารางท่ี 4-6 – 4-7 
 เมื่อพิจารณาการเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในอาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจน
แตกต่างกนัทั้ง 5 ชนิด ดงัแสดงในภาพท่ี 4-11 พบว่าเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 013, 032 และ 071 มี
การเจริญเติบโตเม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีใชก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีสูงแตกต่างจากการ
ใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดอื่น ๆ อยา่งเห็นไดช้ดั ซ่ึงในกรณีท่ีใชก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน เช้ือ 
แบคทีเรีย 013 และ 071 จะเจริญเขา้สู่ระยะ log phase โดยไม่มีระยะ lag phase ท่ีเวลา 0 - 12 ชัว่โมง  
และมีค่าความขุ่นสูงสุดของอาหารท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ประมาณ 12 และ 10 ตามล าดบั 
แต่เมื่อใชแ้หล่งไนโตรเจนชนิดอื่น ๆ ในอาหาร เช้ือทั้งสองชนิดมีการเจริญลดต ่าลง โดยสามารถวดั
ค่าความขุ่นสูงสุดของอาหารไดป้ระมาณ 5 เท่านั้น ส่วนเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 032 จะเจริญเขา้สู่
ระยะ log phase ท่ีเวลา 0 ถึง 24 ชัว่โมง ซ่ึงใชร้ะยะเวลานานกว่าเช้ือไอโซเลท 013 และ 071 เมื่อใช้
กากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถวดัค่าความขุ่นของอาหารสูงสุดไดป้ระมาณ 15 และมี
การเจริญลดต ่าลงเป็นไปในทิศทางเดียวกนักบัเช้ือ 013 และ 071 เมื่อใชแ้หล่งไนโตรเจนชนิดอื่น ๆ
ในอาหาร นอกจากน้ีผลการทดลองยงัแสดงใหเ้ห็นว่า เช้ือแบคทีเรียท่ีเหลืออีก 3 ไอโซเลท ซ่ึงไดแ้ก่ 
ไอโซเลท 012, 042 และ 053 มีแนวโนม้ในการเจริญท่ีดีกวา่เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีใชแ้หล่งไนโตรเจน
ท่ีเป็นสารอินทรีย ์(Organic nitrogen source) คือ ยสีตส์กดั สารสกดัจากเน้ือววั และกากถัว่เหลือง 
ส่วนการใชโ้ซเดียมไนเตรทและโพแทสเซียมไนเตรทท่ีเป็นแหล่งไนโตรเจนชนิดสารอนินทรีย ์
(Inorganic nitrogen source) ไม่ช่วยส่งเสริมการเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด โดยสามารถวดัค่า
ความขุ่นสูงสุดของอาหารไดป้ระมาณ 4 เท่านั้น 
 เมื่อพิจารณาการเปล่ียนแปลงค่าพีเอชของอาหาร ดงัแสดงในภาพท่ี 4-12 พบว่า ค่าพีเอช
ของอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีแหล่งไนโตรเจนต่างกนัทั้ง 5 ชนิด ของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทนั้น มี
การเปล่ียนแปลงไปในทิศทางเดียวกนั โดยค่าพีเอชจะลดลงจาก 10 ท่ีเวลา 0 ชัว่โมง ไปจนกระทัง่
เหลือค่าพีเอชประมาณ 7-8 ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นค่าพีเอชจะค่อนขา้งคงท่ีไปจนกระทั้งเสร็จส้ิน
กระบวนการเพาะเล้ียงท่ีเวลา 48 ชัว่โมง 
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 เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหาร ดงัแสดงในภาพท่ี 4-13 
พบว่า การเปล่ียนแปลงของปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหารท่ีมีแหล่งไนโนโตรเจนต่างกนั 5 ชนิด 
ของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทมีแนวโนม้เช่นเดียวกนั โดยในอาหารท่ีใชโ้ซเดียมไนเตรทและ
โพแทสเซียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจน จะมีการลดลงของปริมาณน ้ าตาลนอ้ยกว่าอาหารท่ีใช้
แหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอินทรียเ์ลก็นอ้ย และในอาหารเพาะเล้ียงท่ีใชก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่ง 
ไนโตรเจนของเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 012, 032 และ 053 จะมีการลดลงของปริมาณน ้ าตาลอยา่ง
รวดเร็วในช่วง 0-12 ชัว่โมง จากนั้นจะมีค่าคงท่ีตลอดทั้งกระบวนการ 
 เมื่อพิจารณาการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสและอตัราการสร้างเอนไซมข์องเช้ือ
แบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีแหล่งไนโตรเจนต่างกนั 5 ชนิด ดงัแสดงในตาราง
ท่ี 4-6 – 4-7 และภาพท่ี 4-14 พบว่า แบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทมีค่ากิจกรรมเอนไซมแ์ละอตัราการ
สร้างเอนไซมสู์งสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีใชส้ารอินทรียเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน 
ซ่ึงการใชก้ากถัว่เหลืองซ่ึงเป็นสารอินทรียช์นิดหน่ึงในอาหาร จะท าใหไ้ดค่้ากิจกรรมของเอนไซม์
และอตัราการผลิตเอนไซมสู์งสุดในเช้ือแบคทีเรียจ  านวน 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ 013, 032, 053 และ 071  
ยกเวน้เช้ือแบคทีเรีย 012 ท่ีมีกิจกรรมเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดเมื่อใชย้ีสตส์กดัและ
สารสกดัจากเน้ือววั ส่วนเช้ือแบคทีเรีย 042 มีการสร้างเอนไซมใ์กลเ้คียงกนัในอาหารท่ีมีแหล่ง
ไนโตรเจนต่างกนัทั้ง 5 ชนิด เน่ืองจากผลการทดลองบ่งช้ีใหเ้ห็นว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่มีการสร้าง
เอนไซมอ์ยา่งมีประสิทธิภาพเม่ือใชก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเพาะเล้ียง ไม่ต่าง
จากการใชส้ารอินทรียช์นิดอ่ืน อีกทั้งยงัเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีมีราคาถกูกว่าสารอินทรียช์นิดอื่น ๆ
ท่ีน ามาใชใ้นการทดลอง จึงเลือกใชก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเพาะเล้ียงส าหรับ
การทดลองต่อไป 
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ตารางท่ี 4-6  กิจกรรมของเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหกไอโซเลท 
     เม่ือเพาะเล้ียงในสูตรอาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั 5 ชนิด 

 

ไอโซเลท 
เวลา 
(ชม.) 

กิจกรรมเอนไซม์ (U/mL) 

YE BE SB NaNO3 KNO3 
012 24 1.66±0.01a 1.73±0.03a 0.68±0.04c 0.80±0.01b 0.74±0.04bc 

36 1.76±0.01a 1.79±0.01a 0.81±0.03c 0.87±0.01bc 0.88±0.02b 
48 1.77±0.06a 1.77±0.03a 0.82±0.02b 0.87±0.02b 0.88±0.00b 

013 24 1.60±0.01ab 1.31±0.06b 1.93±0.03a 1.47±0.20b 1.42±0.05b 
36 1.71±0.03a 1.67±0.01a 1.75±0.03a 1.36±0.09a 1.35±0.12a 
48 1.68±0.07a 1.46±0.02ab 1.32±0.01b 1.21±0.14b 1.20±0.09b  

032 24 2.36±0.10a 1.24±0.04b 2.59±0.26a 0.93±0.13b 0.89±0.12b 
36 2.39±0.10a 1.03±0.05b 2.11±0.27a 1.02±0.09b 1.01±0.00b 
48 2.08±0.17a 0.87±0.02c 1.42±0.06b 1.35±0.04b 1.28±0.14b 

042 24 0.54±0.01a 0.53±0.01ab 0.54±0.01a 0.52±0.01ab 0.51±0.00b 
36 0.52±0.01a 0.52±0.00a 0.54±0.01a 0.51±0.00a 0.51±0.01a 
48 0.51±0.01a 0.51±0.01a 0.51±0.02a 0.50±0.01a 0.51±0.01a 

053 24 0.18±0.04d 1.88±0.05a 1.76±0.06a 0.52±0.06c 0.82±0.05b 
36 0.53±0.03d 2.10±0.04a 1.69±0.06b 0.65±0.04d 0.93±0.01c 
48 1.13±0.06c 2.02±0.02a 1.75±0.09b 0.55±0.02d 0.98±0.02c 

071 24 1.69±0.11c  1.69±0.19c  2.52±0.09a  1.99±0.12bc 2.21±0.06ab 
36 1.97±0.12c  2.16±0.20bc  2.55±0.06a  1.96±0.16c 2.38±0.01ab 
48 1.84±0.02b  2.33±0.01a  2.43±0.04a  1.81±0.09b 2.31±0.03a 

หมายเหตุ  เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของกิจกรรมเอนไซม ์ในแหล่งไนโตรเจนแต่ละชนิด ท่ีระยะเวลา
ต่าง ๆ กนั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) 

  YE คือ  ยสีตส์กดั 
  BE  คือ  สารกดัจากเน้ือววั 
  SB  คือ  กากถัว่เหลือง 
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ตารางท่ี 4-7  อตัราการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหกไอโซเลท 
     เม่ือเพาะเล้ียงในสูตรอาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั 5 ชนิด 

 

ไอโซเลท 
เวลา 
(ชม.) 

อัตราการสร้างเอนไซม์ (U/mL/h) 

YE BE SB NaNO3 KNO3 
012 24 0.069±0.000a 0.072±0.001a 0.028±0.002c 0.033±0.000b 0.031±0.001bc 

36 0.049±0.000a 0.050±0.000a 0.023±0.001c 0.024±0.000bc 0.025±0.001b 
48 0.037±0.001a 0.037±0.001a 0.017±0.000b 0.018±0.000b 0.018±0.000b 

013 24 0.067±0.000ab 0.054±0.002b 0.080±0.001a 0.061±0.008b 0.059±0.002b 
36 0.047±0.001a 0.046±0.000a 0.049±0.001a 0.038±0.003b 0.038±0.003b 
48 0.035±0.001a 0.030±0.000ab 0.027±0.000b 0.025±0.003b 0.025±0.002b  

032 24 0.098±0.004a 0.052±0.002b 0.108±0.011a 0.039±0.006b 0.037±0.005b 
36 0.067±0.003a 0.029±0.001b 0.058±0.008a 0.028±0.002b 0.028±0.002b 
48 0.043±0.003a 0.018±0.001c 0.030±0.001b 0.028±0.001b 0.027±0.003b 

042 24 0.022±0.001a 0.022±0.000ab 0.023±0.000a 0.022±0.000ab 0.021±0.000b 
36 0.015±0.000a 0.014±0.000a 0.015±0.000a 0.014±0.000a 0.014±0.000a 
48 0.011±0.000a 0.011±0.000a 0.011±0.000a 0.010±0.000a 0.011±0.000a 

053 24 0.007±0.002d 0.078±0.002a 0.074±0.002a 0.022±0.003c 0.034±0.002b 
36 0.015±0.001e 0.058±0.001a 0.047±0.002b 0.018±0.001d 0.026±0.000c 
48 0.024±0.001c 0.042±0.000a 0.036±0.002b 0.011±0.000d 0.020±0.000c 

071 24 0.070±0.005c  0.071±0.008c  0.105±0.004a  0.083±0.005bc 0.092±0.003ab 
36 0.055±0.003b  0.060±0.006ab  0.071±0.002a  0.054±0.004b 0.066±0.000a 
48 0.038±0.000b  0.048±0.000a  0.051±0.001a  0.038±0.002b 0.048±0.001a 

หมายเหตุ  เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของอตัราการสร้างเอนไซม ์ในแหล่งไนโตรเจนแต่ละชนิด ท่ี
ระยะเวลาต่าง ๆ กนั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) 

  YE คือ  ยสีตส์กดั 
  BE  คือ  สารกดัจากเน้ือววั 
  SB  คือ  กากถัว่เหลือง 
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ภาพท่ี 4-11  การเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท ในสูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมี  
    เด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน และมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั 5 ชนิด (bar =SD) 
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ภาพท่ี 4-12  การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตร 
    อาหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน และมีแหล่งไนโตรเจน 
    แตกต่างกนั 5 ชนิด (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-13  ปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหาร  
    BPMM พีเอช 10 ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน และมแีหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั  
    5 ชนิด (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-14  กิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหก 
    ไอโซเลทในสูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน และมี 
    แหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั 5 ชนิด ตวัอกัษรยกก าลงัท่ีต่างกนัมีความแตกต่างกนั  
    อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพท่ี 4-14  (ต่อ) 
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 3.4  ผลการศึกษาค่าพเีอชที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรติเอสของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้เมื่อ
เล้ียงในอาหารสูตร BPMM ท่ีมเีด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน มีกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน 
และปรับค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารดว้ยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 20 
เปอร์เซ็นต ์ใหแ้ตกต่างกนั 4 ระดบั คือ 7, 8, 9 และ 10 บ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 
200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ไดผ้ลการทดลองดงัภาพท่ี 4-15 – 
4-18 และตารางท่ี 4-8 – 4-9 
 เม่ือพิจารณาการเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในอาหารท่ีมีค่าพีเอชแตกต่างกนั 
4 ระดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 4-15 พบว่าค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารท่ีท าใหเ้ช้ือแบคทีเรียมีการเจริญ 
ดีท่ีสุดคือ 9 โดยใหผ้ลดีในเช้ือไอโซเลท 013, 032, และ 042 ซ่ึงแบคทีเรียไอโซเลท 042 นั้น ยงัมี
การเจริญท่ีดีในอาหารท่ีมีค่าพีเอช 8 อีกดว้ย ส่วนค่าพีเอชในอาหารท่ีท าใหแ้บคทีเรียเจริญไดดี้
รองลงมาคือ 7 ท่ีใหผ้ลดีในเช้ือไอโซเลท 012 และ 053 และค่าพีเอช 8 ท่ีใหผ้ลดีในเช้ือไอโซเลท 
042 และ 071 นอกจากน้ียงัพบว่า เช้ือทั้งหกไอโซเลทเจริญไดน้อ้ยท่ีสุดเม่ือค่าพีเอชเร่ิมตน้ของ
อาหารเท่ากบั 10 
 เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงค่าพีเอชของอาหารทีมีค่าต่างกนัทั้ง 4 ระดบั พบว่าค่าพีเอช
ของอาหารทั้ง 4 ชนิด ท่ีใชเ้พาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท มีการลดลงจากค่าเร่ิมตน้ในช่วงท่ี
เช้ือแบคทีเรียมีการเจริญระยะ log phase หลงัจากนั้นค่าพีเอชจะค่อนขา้งคงท่ีหรือมีการเปล่ียนแปลง
เพียงเลก็นอ้ยในระยะ stationary phase จนกระทัง่เสร็จส้ินกระบวนการเพาะเล้ียง 
 เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงของปริมาณน ้ าตาลในอาหาร ดงัแสดงในภาพท่ี 4-17 พบว่า 
ปริมาณน ้ าตาลในอาหารเกือบทุกชนิดจะลดลงเม่ือแบคทีเรียมีการเจริญในระยะ log phase จากนั้น
จะค่อนขา้งคงท่ีเม่ือเช้ือเขา้สู่ระยะ stationary phase โดยเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 042 และ 071 มีการ
ลดลงของปริมาณน ้ าตาลอยา่งใกลเ้คียงกนัในอาหารท่ีมีค่าพีเอชแตกต่างกนัทั้ง 4 ค่า ซ่ึงเป็นไปใน
ทิศทางเดียวกนักบัการเจริญท่ีใกลเ้คียงกนัในอาหารทั้ง 4 ชนิด และเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียงท่ีเวลา 
48 ชัว่โมง สามารถวดัปริมาณน ้ าตาลคงเหลือไดป้ระมาณ 3-5 กรัมต่อลิตร ส่วนเช้ือแบคทีเรีย 
ไอโซเลท 012 มีการใชป้ริมาณน ้ าตาลนอ้ยมากหรือแทบไม่ไดใ้ชเ้ลยในอาหารท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้
เท่ากบั 8 เห็นไดจ้ากปริมาณน ้ าตาลคงเหลือท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ใกลเ้คียงกบัปริมาณน ้ าตาลตอน
เร่ิมตน้การเพาะเล้ียง ส่วนอาหารท่ีมีค่าพีเอชอ่ืน ๆ มีการใชน้ ้ าตาลมากกว่าและคงเหลือในอาหารใน
ปริมาณท่ีนอ้ยกว่าเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง เช่นเดียวกบัแบคทีเรีย 032 ท่ีมีการใชน้ ้ าตาลในรูปแบบ
เดียวกนักบัแบคทีเรียไอโซเลท 012 เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีค่าพีเอชเท่ากบั 8 แต่แบคทีเรีย 032 
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นั้น ยงัมีการใชน้ ้ าตาลนอ้ยในอาหารท่ีมีค่าพีเอชเท่ากบั 7 ดว้ย และมีการใชน้ ้ าตาลจนเกือบหมดเม่ือ
เพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีค่าพีเอชเท่ากบั 9 ส่วนเช้ือแบคทีเรีย 013 มีการใชน้ ้ าตาลมากท่ีสุดในอาหาร 
ท่ีมีค่าพีเอช 8 รองลงมาคือ พีเอช 10, 7 และ 9 ตามล าดบั ซ่ึงแตกต่างจากแบคทีเรีย 053 ท่ีมีการใช้
น ้ าตาลในอาหารท่ีมีค่าพีเอช 7, 8 และ 9 อยา่งใกลเ้คียงกนั และมีการใชน้ ้ าตาลนอ้ยสุดหรือแทบ 
ไม่ใชเ้ลยในอาหารท่ีมีค่าพีเอชเท่ากบั 10 
 เม่ือพิจารณาค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียทั้งหก
ไอโซเลท ในอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารต่างกนั 4 ระดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 4-18 
และตารางท่ี 4-8 – 4-9 พบว่า เช้ือแบคทีเรียจ านวน 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ 012, 013, 032, และ 042 มี
กิจกรรมของเอนไซมสู์งท่ีสุดเม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 10 และมีอตัราการ
สร้างเอนไซมสู์งสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง สามารถวดัค่าไดเ้ท่ากบั 0.081, 0.048, 0.126 และ 0.080 ยนิูต 
ต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมงตามล าดบั ซ่ึงแตกต่างจากอาหารท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้อ่ืน ๆ อยา่งมีนยัส าคญั 
ทางสถิติ ส่วนเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 071 มีกิจกรรมและอตัราการสร้างเอนไซมสู์งท่ีสุดในอาหาร 
ท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 10 เช่นเดียวกนั ต่างกนัท่ีตอ้งใชร้ะยะเวลานาน 48 ชัว่โมง เพื่อใหไ้ด้
ค่าสูงสุดดงักล่าว นอกจากน้ียงัพบว่า การใชค่้าพีเอชเร่ิมตน้ในอาหารเท่ากบั 7 ใหผ้ลดีในเช้ือ
แบคทีเรีย 053 โดยสามารถวดักิจกรรมและอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดไดท่ี้เวลา 24 ชัว่โมง โดยมี
ค่าเท่ากบั 1.68 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และ 0.070 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั เน่ืองจากผลการ
ทดลองแสดงใหเ้ห็นว่า การใชค่้าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเพาะเล้ียงเท่ากบั 10 ส่งผลใหแ้บคทีเรีย
ส่วนใหญ่สามารถผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากกว่าการใชค่้าพีเอช
อ่ืน ๆ จึงเลือกใชค่้าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเพาะเล้ียงเท่ากบั 10 ในการทดลองขั้นต่อไป 
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ตารางท่ี 4-8  กิจกรรมของเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหกไอโซเลท 
     เม่ือเพาะเล้ียงในสูตรอาหารท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารแตกต่างกนั 4 ระดบั 

 

ไอโซเลท 
เวลา 
(ชม.) 

กิจกรรมเอนไซม์ (U/mL) 

7 8 9 10 
012 24 0.38±0.05b 0.28±0.00bc 0.23±0.03c 1.95±0.02a  

36 0.47±0.07b 0.13±0.00c 0.26±0.06c 1.92±0.04a 
48 0.41±0.07b 0.12±0.00c 0.20±0.05bc 1.58±0.10a 

013 24 0.12±0.04b 0.13±0.03b 0.09±0.05b 1.16±0.18a 
36 0.02±0.02b 0.01±0.01b 0.03±0.05b 1.05±0.06a 
48 0.08±0.01c 0.14±0.00c 1.89±0.05a 1.47±0.14b 

032 24 0.09±0.03b 0.01±0.01c 0.06±0.03bc 3.02±0.03a 
36 0.00±0.00b 0.01±0.02b 0.00±0.00b 2.59±0.02a 
48 0.13±0.01b 0.04±0.03b 0.04±0.01b 2.62±0.10a 

042 24 0.43±0.12c 0.44±0.00c 0.88±0.01b 1.91±0.13a 
36 0.77±0.02b 0.33±0.00c 0.72±0.03b 1.92±0.04a 
48 0.74±0.01b 0.43±0.00c 0.65±0.08b 1.62±0.07a 

053 24 1.68±0.08a 0.69±0.05d 0.96±0.07c 1.41±0.02b 
36 1.71±0.02a 1.55±0.00a 0.80±0.09b 1.54±0.00a 
48 1.75±0.05b 1.47±0.07c 0.98±0.00d 2.00±0.00a 

071 24 0.06±0.10b  0.09±0.04b  0.04±0.00b  0.80±0.03a 
36 0.00±0.00c  0.00±0.00c  0.68±0.00b  0.93±0.06a 
48 0.06±0.00c  0.02±0.03c  0.64±0.00b  2.46±0.15a 

หมายเหตุ  เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของกิจกรรมเอนไซม ์ท่ีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารแตกต่างกนั  
 ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ กนั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) 
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ตารางท่ี 4-9  อตัราการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหกไอโซเลท 
     เม่ือเพาะเล้ียงในสูตรอาหารท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารแตกต่างกนั 4 ระดบั 

 

ไอโซเลท 
เวลา 
(ชม.) 

อัตราการสร้างเอนไซม์ (U/mL/h) 

7 8 9 10 
012 24 0.016±0.002b 0.012±0.000bc 0.010±0.001c 0.081±0.001a 

36 0.013±0.002b 0.003±0.000c 0.007±0.002c 0.053±0.001a 
48 0.009±0.001b 0.003±0.000c 0.004±0.001bc 0.033±0.002a 

013 24 0.005±0.001b 0.006±0.001b 0.004±0.002b 0.048±0.008a 
36 0.001±0.001b 0.000±0.000b 0.001±0.001b 0.029±0.002a 
48 0.002±0.000c 0.003±0.000c 0.039±0.001a 0.031±0.003b 

032 24 0.004±0.001b 0.000±0.000c 0.003±0.001bc 0.126±0.001a 
36 0.000±0.000b 0.000±0.001b 0.000±0.000b 0.072±0.001a 
48 0.003±0.000bs 0.001±0.001b 0.001±0.000b 0.055±0.002a 

042 24 0.018±0.005c 0.018±0.000c 0.037±0.000b 0.080±0.005a 
36 0.021±0.000b 0.009±0.000c 0.020±0.001b 0.053±0.001a 
48 0.015±0.000b 0.009±0.000c 0.013±0.002bc 0.034±0.002a 

053 24 0.070±0.003a 0.029±0.002d 0.048±0.014c 0.059±0.001b 
36 0.048±0.001a 0.043±0.006a 0.022±0.003b 0.043±0.000a 
48 0.036±0.001b 0.031±0.001c 0.020±0.000d 0.042±0.000a 

071 24 0.003±0.000b  0.004±0.002b  0.002±0.000b  0.033±0.001a 
36 0.000±0.000c  0.000±0.000c  0.019±0.000b  0.026±0.002a 
48 0.001±0.000c  0.000±0.001c  0.013±0.000b  0.051±0.003a 

หมายเหตุ  เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของอตัราการสร้างเอนไซม ์ท่ีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารแตกต่างกนั  
 ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ กนั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) 
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ภาพท่ี 4-15  การเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท ในสูตรอาหาร BPMM ท่ีมีเด็กซท์รินเป็น 
    แหล่งคาร์บอน มีกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน และมีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหาร 
    แตกต่างกนั 4 ระดบั (bar = SD) 

0.00
6.00

12.00
18.00
24.00
30.00

0 6 12 18 24 30 36 42 48

012 

0.00
6.00

12.00
18.00
24.00
30.00

0 6 12 18 24 30 36 42 48

013 

0.00
6.00

12.00
18.00
24.00
30.00

0 6 12 18 24 30 36 42 48

032 

0.00
6.00

12.00
18.00
24.00
30.00

0 6 12 18 24 30 36 42 48

042 

0.00
6.00

12.00
18.00
24.00
30.00

0 6 12 18 24 30 36 42 48

053 

0.00
6.00

12.00
18.00
24.00
30.00

0 6 12 18 24 30 36 42 48

071 

OD
 60

0 n
m 

Time (h) 



82 

 

 
 

                                                         
 
ภาพท่ี 4-16  การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตร 
    อาหาร BPMM ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน มีกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน  
    และมีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารแตกต่างกนั 4 ระดบั (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-17  ปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทสูตรอาหาร  
    BPMM ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน มีกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน และมี 
    ค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารแตกต่างกนั 4 ระดบั (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-18  กิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหก 
    ไอโซเลทในสูตรอาหาร BPMM ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน มีกากถัว่เหลืองเป็น 
    แหล่งไนโตรเจน และมีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารแตกต่างกนั 4 ระดบั ตวัอกัษร 
    ยกก าลงัท่ีต่างกนัมคีวามแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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 3.5  ผลการศึกษาอุณหภูมทิีเ่หมาะสมต่อการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้เมื่อ
เพาะเล้ียงโดยใชสู้ตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน มีกากถัว่เหลืองเป็น
แหล่งไนโตรเจน บ่มในตูบ่้มเช้ือแบบเขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิต่างกนัคือ 
30, 35 และ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ไดผ้ลการทดลองดงัภาพท่ี 4-19 – 4-22 และ
ตารางท่ี 4-10 
 เม่ือพิจารณาการเจริญของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้ท่ีเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิ
ต่างกนั 3 ระดบั แสดงในภาพท่ี 4-19 พบว่า เช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 013, 032 และ 053 มีการเจริญ
ใกลเ้คียงกนัเม่ือเพาะเล้ียงในอุณหภูมิท่ีต่างกนัทั้ง 3 ระดบั ส่วนเช้ือแบคทีเรีย 012 และ 042 สามารถ
เจริญเติบโตไดดี้เม่ือเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส รองลงมาคือ 35 และ 30 องศาเซลเซียส 
ตามล าดบั ซ่ึงแตกต่างจากเช้ือแบคทีเรีย 071 ท่ีมีการเจริญดีสุดท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และการ
เจริญจะลดลงเมื่อเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 และ 30 องศาเซลเซียส ตามล าดบั 
 เมื่อพิจารณาการเปล่ียนแปลงค่าพีเอชของอาหาร ภายใตส้ภาวะท่ีใชอุ้ณหภูมิส าหรับการ
เพาะเล้ียงแตกต่างกนั 3 ระดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 4-20 พบวา่ การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชของอาหาร
ทั้งหมดมีความใกลเ้คียงกนั แมว้่าจะท าการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทภายใตอุ้ณหภูมิ 
ท่ีต่างกนัก็ตาม โดยค่าพีเอชของอาหารท่ีแต่ละอุณหภูมขิองแบคทีเรียไอโซเลท 012, 013, 032, 042 
และ 071 จะลดลงจาก 10 ท่ีเวลา 0 ชัว่โมง จนเหลือค่าประมาณ 7 ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นค่าพีเอช
จะคงท่ีหรือมีการเปล่ียนแปลงเพียงเลก็นอ้ยจนกระทัง่ส้ินสุดการเพาะเล้ียง ส่วนแบคทีเรียไอโซเลท 
053 พบว่าการเปล่ียนแปลงค่าพีเอชของอาหารเป็นไปในทิศทางเดียวกนักบัเช้ือชนิดอ่ืนนัน่คือ การ
เปล่ียนแปลงค่าพีเอชของอาหารในแต่ละอุณหภูมิไม่มีความแตกต่างกนั แต่ค่าพีเอชของอาหารท่ีใช้
ในการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย 053 ลดลงจากตอนเร่ิมตน้ไม่มากนกั โดยค่าพีเอชจะลดลงเหลือประมาณ 
9 ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นจะค่อนขา้งคงท่ีตลอดทั้งกระบวนการ 
 เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงของปริมาณน ้ าตาลในอาหาร ดงัแสดงในภาพท่ี 4-21 พบว่า 
การเปล่ียนแปลงของปริมาณน ้ าตาลในอาหารเพาะเล้ียงของเช้ือแบคทีเรีย 012, 013, 032, 042 และ 
071 เป็นไปในทิศทางเดียวกนัคือ ปริมาณน ้ าตาลมีการลดลงอยา่งรวดเร็วในช่วง 0 ถึง 24 ชัว่โมง
แรก จากนั้นจะค่อนขา้งคงท่ีหรือมีการเปล่ียนแปลงเพียงเลก็ โดยสามารถวดัปริมาณน ้ าตาลคงเหลือ
ในอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงในทุกสภาวะของเช้ือแบคทีเรียทั้งหา้ไอโซเลทไดป้ระมาณ 3-6 กรัมต่อลิตร 
ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง และพบว่าปริมาณน ้ าตาลในอาหารเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ของเช้ือ
แบคทีเรียทั้งหา้ไอโซเลท มีปริมาณคงเหลือนอ้ยกว่าอาหารเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิอ่ืนเลก็นอ้ย ส่วนเช้ือ
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แบคทีเรียไอโซเลท 053 ปริมาณน ้ าตาลในอาหารเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส มี
การลดลงอยา่งชา้ ๆ จนกระทัง่เสร็จส้ินกระบวนการ ซ่ึงสามารถวดัปริมาณน ้ าตาลคงเหลือได้
ประมาณ 6 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ในอาหารเพาะเล้ียงทั้งสอง ส่วนอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีการลดลงของปริมาณน ้ าตาลนอ้ยมากหรือแทบไม่ลดลงจากตอนเร่ิม
การเพาะเล้ียง โดยสามารถวดัปริมาณหลงัส้ินสุดการเพาะเล้ียงไดป้ระมาณ 9.5 กรัมต่อลิตร 
 เม่ือพิจารณากิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมใ์นอาหารเพาะเล้ียง ดงั
แสดงในภาพท่ี 4-22 และตารางท่ี 10 พบว่าเช้ือแบคทีเรียส่วนใหญ่มีกิจกรรมและอตัราการสร้าง
เอนไซมสู์งสุดเม่ือเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยใหผ้ลดีท่ีสุดแตกต่างจากสภาวะอ่ืน
อยา่งมีในนยัส าคญัทางสถิติในเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 012, 013 และ 032 ซ่ึงสามารถวดัค่ากิจกรรม
ของเอนไซมไ์ดเ้ท่ากบั 1.81, 1.25 และ 3.02 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดได้
เท่ากบั 0.075, 0.029 และ 0.126 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั ส่วนการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใหผ้ลดีท่ีสุดในเช้ือไอโซเลท 071 โดยวดัค่ากิจกรรมเอนไซมแ์ละ
อตัราการสร้างเอนไซมไ์ดเ้ท่ากบั 1.64 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และ 0.068 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง 
ตามล าดบั นอกจากน้ียงัพบว่า การเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 042 ท่ีอุณหภูมิต่างกนัทั้ง 3 ระดบันั้น  
ไม่ส่งผลใหเ้กิดการผลิตเอนไซมท่ี์แตกต่างกนั เห็นไดจ้ากกิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้าง
เอนไซมท่ี์เวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นช่วงเวลาท่ีมีค่ากิจกรรมและอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุด มีค่า
ใกลเ้คียงกนัในทั้ง 3 สภาวะ ดงัตารางท่ี 4-10 ส่วนเช้ือแบคทีเรีย 053 นั้น สามารถผลิตเอนไซมไ์ดดี้
เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีอุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส และเช้ือจะสร้างเอนไซมไ์ดน้อ้ยลงเม่ือ
เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซียส จากผลการทดลองดงักล่าว จะเห็นว่าอุณหภูมิท่ีส่งผลใหเ้ช้ือมี
การสร้างเอนไซมไ์ดดี้ท่ีสุด คือ 37 องศาเซลเซียส ดงันั้นจึงเลือกใชเ้ป็นอุณหภูมิในการเพาะเล้ียงเพ่ือ
ผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรียในการทดลองขั้นต่อไป 
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ตารางท่ี 4-10  กิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้
       ทั้งหกไอโซเลท เม่ือเพาะเล้ียงในอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัทั้ง 3 ระดบั 

 

ไอโซเลท 
เวลา 
(ชม.) 

กิจกรรมเอนไซม์ (U/mL) อัตราการสร้างเอนไซม์ (U/mL/h) 

30 ºC 35 ºC 37 ºC 30 ºC 35 ºC 37 ºC 
012 24 0.80±0.06b 0.65±0.06b 1.81±0.01a 0.033±0.002b 0.027±0.003c 0.075±0.001a 

36 0.97±0.05b 0.77±0.08c 1.78±0.04a 0.027±0.001b 0.021±0.002c 0.033±0.002a 
48 1.18±0.02b 1.56±0.08a 1.46±0.10a 0.025±0.000b 0.033±0.002a 0.031±0.002a 

013 24 0.17±0.02b 0.30±0.01b 0.71±0.11a 0.007±0.001b 0.013±0.001b 0.029±0.004a 
36 0.25±0.06b 0.30±0.03b 0.79±0.04a 0.007±0.002b 0.008±0.001b 0.022±0.001a 
48 0.29±0.04c 0.47±0.04b 1.25±0.11a 0.006±0.001c 0.010±0.001b  0.023±0.002a 

032 24 1.72±0.07b 1.60±0.04b 3.02±0.03a 0.072±0.003b 0.067±0.002b 0.126±0.001a 
36 1.77±0.07b 1.69±0.06b 2.59±0.02a 0.049±0.002b 0.047±0.002b 0.072±0.001a 
48 1.76±0.02b 1.33±0.09c 2.62±0.10a 0.037±0.001b 0.028±0.002c 0.055±0.002a 

042 24 1.75±0.04a 1.68±0.06a 1.68±0.11a 0.073±0.002a 0.070±0.003a 0.070±0.005a 
36 1.78±0.05a 1.75±0.04a 1.69±0.04a 0.050±0.001a 0.049±0.001a 0.047±0.001a 
48 1.76±0.04a 1.69±0.00a 1.46±0.06b 0.037±0.001a 0.035±0.000a 0.030±0.001b 

053 24 1.64±0.01a 1.60±0.07a 1.07±0.02b 0.068±0.000a 0.067±0.003a 0.045±0.001b 
36 1.79±0.02a 1.77±0.06a 1.30±0.18b 0.050±0.001a 0.049±0.002a 0.036±0.005b 
48 1.78±0.02a 1.68±0.12ab 1.42±0.14b 0.037±0.001a 0.035±0.002ab 0.030±0.000b 

071 24 1.64±0.01a  1.56±0.02b  0.61±0.02c  0.068±0.000a 0.065±0.001b 0.025±0.001c 
36 1.79±0.02a  1.80±0.02a  0.70±0.05b  0.050±0.001a 0.050±0.001a 0.020±0.001b 
48 1.78±0.02a  1.74±0.06a  1.87±0.11a  0.037±0.001a 0.036±0.001a 0.039±0.002a 

หมายเหตุ  เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของกิจกรรมเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซม ์ในอุณหภูมิต่าง ๆ 
 ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ กนั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p<0.05) 
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ภาพท่ี 4-19  การเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท ในสูตรอาหาร BPMM โดยใชเ้ด็กซท์ริน 
    เป็นแหล่งคาร์บอน ใชก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหาร 
    เท่ากบั 10 และเพาะเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิแตกต่างกนั 3 ระดบั (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-20  การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตร 
    อาหาร BPMM โดยใชเ้ด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน ใชก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่ง 
    ไนโตรเจน ค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 10 ภายใตอุ้ณหภูมิท่ีแตกต่างกนั 3 ระดบั  
    (bar = SD) 
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ภาพท่ี 4-21  ปริมาณน ้ าตาลคงเหลือในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหาร   
    BPMM โดยใชเ้ด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน ใชก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน  
    ค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 10 ภายใตอุ้ณหภูมิท่ีแตกต่างกนั 3 ระดบั 
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ภาพท่ี 4-22  กิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสในอาหาร เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งหก 
    ไอโซเลทในสูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 โดยใชเ้ด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน ใชก้าก 
    ถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ภายใตอุ้ณหภูมิท่ีแตกต่างกนั 3 ระดบั ตวัอกัษรยกก าลงั 
    ท่ีต่างกนัมคีวามแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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4. ผลการจดัจ าแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูง โดยการวเิคราะห์ล าดับเบส
ของช้ินส่วนยนีด้วยวธีิ 16S rDNA sequencing 
 จากผลการทดลองในขอ้ 3.1 – 3.5 ท่ีตอ้งการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงเช้ือ
แบคทีเรียเพื่อผลิตเอนไซม ์และคดัเลือกชนิดของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมสู์ง
ท่ีสุดจากแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหมด พบว่าเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์
สูงสุดแตกต่างจากเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ p>0.05 คือ 
แบคทีเรียไอโซเลท 032 โดยสามารถวดักิจกรรมและอตัราการสร้างเอนไซมสู์งท่ีสุดไดเ้ท่ากบั 3.02 
ยนิูตต่อมิลลิลิตร และ 0.126 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4-11 จึงน า
เช้ือแบคทีเรีย 032 ไปจดัจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล  าดบัเบสของช้ินส่วนยนี 
ดว้ยวิธี 16S rDNA sequencing analysis พบว่ามีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือแบคทีเรีย Bacillus cohnii  
ท่ีระดบั 98.27 เปอร์เซ็นต ์(ภาคผนวก ค) โดยมีลกัษณะโคโลนีเม่ือเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ Tryptic 
soy agar ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ดงัภาพท่ี 4-23 และลกัษณะของเซลล์
แบคทีเรียอาย ุ24 ชัว่โมง ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนก์  าลงัขยาย 1000 เท่า ดงัภาพท่ี 4-24 
 
ตารางท่ี 4-11 เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดของแบคทีเรีย 
  ท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหกไอโซเลท ในสภาวะท่ีมีค่าพีเอชของอาหารเท่ากบั 10 และอุณหภูมิ  
  37 องศาเซลเซียส 

 

ไอโซเลท เวลา 
กจิกรรมเอนไซม์สูงสุด 

 (U/mL) 
อตัราการสร้างเอนไซม์สูงสุด 

(U/mL/h-1) 
012 24 ชัว่โมง 1.81±0.01b 0.075±0.001b 
013 24 ชัว่โมง 0.71±0.11d 0.029±0.004d 
032 24 ช่ัวโมง 3.02±0.03a 0.126±0.001a 
042 24 ชัว่โมง 1.68±0.11b 0.070±0.005b 
053 24 ชัว่โมง 1.07±0.02c 0.045±0.001c 
071 24 ชัว่โมง 0.61±0.02d 0.025±0.001d 

p>0.05 
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ภาพท่ี 4-23 ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรีย 032 (B. cohnii) บนอาหารเล้ียงเช้ือ Tryptic soy agar  
   ท่ี 37 องศาเซลเซียส อาย ุ48 ชัว่โมง 

 
 

 
 

ภาพท่ี 4-24 ลกัษณะเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศนข์องแบคทีเรีย 032 (B. cohnii) บนอาหารเล้ียงเช้ือ  
   Tryptic soy agar ท่ี 37 องศาเซลเซียส อาย ุ24 ชัว่โมง (ก  าลงัขยาย 1000 เท่า) 
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5. ผลการศึกษาเทคนิคการเพาะเลีย้งที่เหมาะสมในการผลิตอัลคาไลน์โปรตเีอส 

จากเช้ือแบคทีเรีย Bacillus cohnii ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 5.1 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลีย้งแบบกะ 
 จากการศึกษาการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย Bacillus cohnii ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้าก
ตวัอยา่งดินภายในประเทศ ส าหรับน าไปใชใ้นการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส ดว้ยเทคนิคการ
เพาะเล้ียงแบบกะ ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยใชส้ภาวะการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสมซ่ึงไดจ้ากผลการ
ทดลองในขอ้ 3 ท่ีมีการแปรผนัปัจจยัในการเพาะเล้ียงต่าง ๆ กนั ไดผ้ลการทดลองดงัภาพท่ี 4-25 –    
4-27 และตารางท่ี 12  
  เมื่อพิจารณาการทดลองเพาะเล้ียง B. cohnii แบบกะในการสภาวะการทดลองท่ี 1 (ภาพท่ี 
4-25) ซ่ึงเป็นการขยายขนาดการเพาะเล้ียงจากระดบัฟลาสก ์เป็นการเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 5 
ลิตรโดยใชอ้าหาร BPMM ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน 
ความเขม้ขน้เพ่ิมข้ึน 2 เท่า เพื่อศึกษาการสร้างเอนไซมข์องแบคทีเรียเมื่อมีปริมาณของสารอาหารใน
อาหารเพาะเล้ียงเพ่ิมสูงข้ึน ซ่ึงการศึกษาอิทธิพลของปัจจยัดงักล่าว ไม่สามารถทดลองไดใ้นการ
เพาะเล้ียงระดบัฟลาสก ์เน่ืองจากการเจริญของเช้ือในอาหารความเขม้ขน้สูงจะถกูจ  ากดัโดยปริมาณ
ของอากาศท่ีมีอยูเ่พียงในฟลาสกเ์ท่านั้น ท าใหผ้ลไดไ้ม่เป็นไปตามลกัษณะการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียอยา่งแทจ้ริง จึงจ  าเป็นตอ้งท าการศึกษาปัจจยัน้ีภายในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ท่ีมีการควบคุม
การใหอ้ากาศและการกวนอยา่งเหมาะสม เพ่ือหลีกเล่ียงขอ้จ  ากดัดงักล่าว นอกจากน้ีในการทดลอง 
มีการเติมสบัสเตรทท่ีเป็นหางนมผง เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร และควบคุมพีเอช
ในระหว่างการเพาะเล้ียงใหเ้ท่ากบั 10 ตลอดกระบวนการ โดยใชส้ารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 
เขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการใหอ้ากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตร
อาหารต่อนาที และความเร็วใบกวนเท่ากบั 500 รอบต่อนาที พบว่า ภายใตส้ภาวะดงักล่าว แบคทีเรีย 
B. cohnii มีการเจริญท่ีต ่ามาก เห็นไดจ้ากอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) ท่ีมีค่าเพียง 0.167 h-1 และค่า
ผลไดข้องเซลลต่์อน ้ าตาลท่ีใช ้(Yx/s) เท่ากบั 0.341 กรัมเซลลต่์อกรัมกลโูคส และเมื่อพิจารณาการ
สร้างเอนไซม ์พบว่าการเพาะเล้ียงท่ีสภาวะน้ี B. cohnii แทบไม่มีการสร้างเอนไซมเ์ลย โดยสามารถ
วดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดไดเ้พียง 0.07 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และ 
0.002 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั ดงันั้นจึงท าใหค่้าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ในการสร้าง
เอนไซมมี์ค่าค่อนขา้งต ่าตามไปดว้ย ดงัน้ี อตัราจ าเพาะของการสร้างเอนไซม ์(qp) เท่ากบั 0.011  
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ยนิูตต่อชัว่โมงต่อกรัมเซลล ์ผลไดข้องเอนไซมต่์อน ้ าตาลท่ีใช ้(Yp/s) เท่ากบั 0.023 ยนิูตต่อกรัม
กลโูคส และผลไดเ้อนไซมจ์  าเพาะ (Yp/x) เท่ากบั 0.067 ยนิูตต่อกรัมเซลล ์นอกจากน้ียงัพบว่าการ
ควบคุมเพาะเล้ียงแบคทีเรีย B. cohnii ภายใตส้ภาวะการทดลองน้ีท าไดย้าก เน่ืองจากปริมาณของ 
โปรตีนในอาหารท่ีมาก และการควบคุมค่าพีเอชค่าพีเอชภายในถงัหมกัใหอ้ยูใ่นระดบัท่ีสูง
ตลอดเวลา ท าใหมี้ฟองเกิดข้ึนเป็นจ านวนมากภายในถงัหมกั ปริมาณของสารลดการเกิดฟอง 
(antifoam) ท่ีใชจึ้งมากตามไปดว้ย ส่งผลใหก้ารเจริญและการสร้างเอนไซมข์องแบคทีเรียลดลง 
ดงันั้นในการทดลองถดัไปจึงเพาะเล้ียง B. cohnii โดยก าหนดค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 10 
ไม่มีการเติมสบัสเตรท และไม่มีการควบคุมค่าพีเอชของอาหารในระหว่างการเพาะเล้ียง  
 เมื่อพิจารณาผลการทดลองเพาะเล้ียง B. cohnii แบบกะในการสภาวะการทดลองท่ี 2 
(ภาพท่ี 4-26) ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยใชอ้าหาร BPMM พีเอช 10 ความเขม้ขน้ 2 เท่า ไม่มีการ
เติมหางนมผงเพ่ือใชเ้ป็นสบัสเตรท และไม่มีการควบคุมค่าพีเอชในระหว่างการเพาะเล้ียง ภายใต้
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการใหอ้ากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที และ
ความเร็วใบกวนเท่ากบั 500 รอบต่อนาที พบว่า ภายใตส้ภาวะดงักล่าว แบคทีเรีย B. cohnii มีการ
เจริญท่ีดีข้ึนจากการทดลองท่ี 1 เห็นไดจ้ากค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) ท่ีเพ่ิมข้ึนจาก 0.167 เป็น 
0.437 h-1 แต่ค่าผลไดข้องเซลลต่์อกลโูคสท่ีใชก้ลบัลดลงจาก 0.341 เป็น 0.231 กรัมเซลลต่์อกรัม
กลโูคส เป็นผลมาจากการท่ีแบคทีเรียน ากลโูคสไปใชใ้นการสร้างเอนไซมม์ากกว่าการสร้างเซลล ์
เห็นไดจ้ากค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการผลิตเอนไซมสู์งสุดท่ีเพ่ิมข้ึนจากการทดลองท่ี 1 ถึง 
80 และ 110 เท่า ล  าดบั ท าใหค่้าพารามิเตอร์ต่างในการสร้างเอนไซมมี์ค่าสูงข้ึนดว้ย โดยวดัค่าได้
ดงัน้ี อตัราจ าเพาะของการสร้างเอนไซม ์(qp) เท่ากบั 1.113 ยนิูตต่อชัว่โมงต่อกรัมกลโูคส ผลไดข้อง
เอนไซมต่์อกลโูคสท่ีใช ้(Yp/s) เท่ากบั 0.588 ยนิูตต่อกรัมกลโูคส และผลไดเ้อนไซมจ์  าเพาะ (Yp/x) 
เท่ากบั 2.546 ยนิูตต่อกรัมเซลล ์(ตารางท่ี 12) จากผลการทดลองขา้งตน้ ในการทดลองถดัไปจะท า
การเพาะเล้ียง B. cohnii ในอาหารเพาะเล้ียงท่ีไม่มีการเติมสบัสเตรทใด ๆ และไม่มีการควบคุมค่า    
พีเอชในระหว่างการเพาะเล้ียง เน่ืองจากเป็นวิธีการท่ีใหป้ระสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมสู์งกว่า 
และการควบคุมการเพาะเล้ียงท าไดง่้ายกว่ามาก 
 เมื่อพิจารณาผลการทดลองเพาะเล้ียง B. cohnii แบบกะในการสภาวะการทดลองท่ี 3 
(ภาพท่ี 4-27) ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เพ่ือเปรียบเทียบอิทธิพลของความเขม้ขน้ของอาหารเพาะเล้ียง
ท่ีมีต่อการสร้างเอนไซม ์โดยใชอ้าหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีความความเขม้ขน้เพ่ิมข้ึนเป็น 4 เท่า 
ภายใตส้ภาวะการเพาะเล้ียงเช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 2 พบว่า ลกัษณะการเจริญของ B. cohnii  ท่ี
สภาวะน้ีมีรูปแบบเช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 2 กล่าวคือ แบคทีเรียมีการเจริญในระยะ log phase ท่ี  
0-12 ชัว่โมง โดยไม่มีระยะ lag phase แลว้เขา้สู่ระยะ stationary phase ท่ีเวลาประมาณ 24 ชัว่โมง 
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และการเพ่ิมความเขม้ขน้ของอาหารเพาะเล้ียงเป็น 4 เท่า ท าใหแ้บคทีเรีย B. cohnii มีอตัราการเจริญ
จ าเพาะ (µ) และค่าผลไดข้องเซลลต่์อกลโูคสท่ีใช ้(Yx/s) เพ่ิมข้ึนจากการใชค้วามเขม้ขน้ของอาหาร
เพาะเล้ียง 2 เท่า เลก็นอ้ย โดยมีค่าเท่ากบั 0.496 h-1 และ 0.397 กรัมเซลลต่์อกรัมกลโูคส และเมื่อ 
พิจารณาประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมข์อง B. cohnii เม่ือเพาะเล้ียงท่ีสภาวะน้ีพบว่า อตัรา
จ าเพาะของการสร้างเอนไซม ์(qp) มีค่าสูงข้ึนจากเดิมเลก็นอ้ย วดัค่าไดเ้ท่ากบั 1.175 ยนิูตต่อชัว่โมง
ต่อกรัมเซลล ์แต่ค่าผลไดข้องเอนไซมต่์อกลโูคสท่ีใช ้(Yp/s) มีค่าเพ่ิมข้ึนค่อนขา้งสูง จากเดิม 0.588 
เป็น 0.940 ยนิูตต่อกรัมกลโูคส ส่วนค่าผลไดเ้อนไซมจ์  าเพาะ (Yp/x) กลบัมีค่าลดลงเลก็นอ้ย โดยมี
ค่าเท่ากบั 2.370 ยนิูตต่อกรัมเซลล ์และท่ีเวลา 24 ชัว่โมงสามารถวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ละ
อตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดไดเ้ท่ากบั 5.94 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และ 0.247 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อ
ชัว่โมง ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัการทดลองท่ี 2 ท่ีใชค้วามเขม้ขน้ของอาหาร 2 เท่า จากผลการทดลอง
ดงักล่าวขา้งตน้ สรุปไดว้่าการใชค้วามเขม้ขน้ของอาหารเพ่ิมข้ึนเป็น 4 เท่า ไม่มีผลในการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการเจริญและการสร้างเอนไซมข์องแบคทีเรีย B. cohnii เท่าใดนกั เห็นไดจ้ากค่าพารา 
มิเตอร์ต่าง ๆ ของการเจริญและการสร้างเอนไซม ์ท่ีมีค่าใกลเ้คียงกบัการใชค้วามเขม้ขน้ของอาหาร
เพาะเล้ียงเท่ากบั 2 เท่า และเน่ืองจากการทดลองมุ่งเนน้ไปท่ีการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส 
และใหค้วามส าคญักบัค่า qp ซ่ึงเป็นค่าท่ีบ่งบอกถึงอตัราการสร้างเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัมวลเซลล์
และเวลา จึงใชค่้าดงักล่าวในการพิจารณาสภาวะการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสมในการน าไปศึกษาเทคนิค
การเพาะเล้ียงแบบเติมกะ ดงันั้นจึงเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลองท่ี 2 ท่ีเป็นสภาวะท่ีมีค่า 
qp สูง และตน้ทุนราคาในการผลิตต ่ากว่าสภาวะอ่ืน ไปใชเ้ป็นสภาวะในการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ
ส าหรับขั้นตอนต่อไป 
 
 5.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลีย้งแบบเตมิกะ  
 เมื่อพิจารณาผลการทดลองเพาะเล้ียง B. cohnii แบบเติมกะ (ภาพท่ี 4-28 และตารางท่ี 12) 
ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตรโดยเร่ิมจากการเพาะเล้ียงแบบ batch culture ดว้ยอาหาร BPMM พีเอช 10 ท่ี
มีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเขม้ขน้ 2 เท่า ปริมาตร
ในการท างาน 1.5 ลิตร ไม่มีเติมสบัสเตรทและไม่มีการควบคุมพีเอชตลอดการเพาะเล้ียง อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส อตัราการใหอ้ากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที และความเร็วใบ
กวนเท่ากบั 500 รอบต่อนาที จากนั้นท าการเติมอาหารท่ีระยะ deceleration phase ดว้ยอาหารท่ีมี
องคป์ระกอบและความเขม้ขน้เดียวกนักบัในถงัหมกั อตัราคงท่ีท่ี 0.90 ลิตรต่อชัว่โมง พบว่าอตัรา
การเจริญจ าเพาะ (µ) ของ B. cohnii เท่ากบั 0.124 h-1 และอตัราการจ าเพาะของการสร้างเอนไซม ์
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(qp) เท่ากบั 1.785 ยนิูตต่อชัว่โมงต่อกรัมกลโูคส ถา้พิจารณาจากภาพท่ี 4-28 จะเห็นว่าภายหลงัจาก
การเติมอาหารกราฟการเจริญของเช้ือ (Ln CFU/mL) จะมีการเพ่ิมข้ึนเลก็นอ้ย เน่ืองจากยงัคง
หลงเหลือปริมาณน ้ าตาลในอาหาร ท าใหเ้ช้ือสามารถน าไปใชใ้นการเจริญเติบโตเพ่ือเพ่ิมมวลเซลล์
ได ้นอกจากน้ียงัพบว่าการสร้างเอนไซมข์องเช้ือเพ่ิมข้ึนอยา่งรวดเร็วหลงัจากท่ีมีการเติมอาหารลง 
ในถงัหมกั จนกระทัง่ท่ีเวลาในการเพาะเล้ียงเท่ากบั 24 ชัว่โมง อตัราการสร้างเอนไซมจึ์งลดลง ซ่ึง
การเพาะเล้ียง B. cohnii ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงเช่นน้ี ท าใหอ้ตัราจ าเพาะของการสร้างเอนไซม์
และกิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดเพ่ิมสูงข้ึนจากการเพาะเล้ียงแบบกะ ท่ีความเขม้ขน้ของอาหาร
เท่ากนัถึง 1.6 เท่า และสามารถวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดได้
เท่ากบั 9.51 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และ 0.396 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั 
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ตารางท่ี 4-12 พารามิเตอร์การเจริญของ B. cohnii จากการเพาะเล้ียงแบบกะ ในสภาวะต่าง ๆ กนั 
 

NO. Operation 
technique 

Medium 
concentration 

Substrate 
adding 

pH 
control 

µ 
(h-1) 

qp 
(unit/h/ 
g cell) 

Yx/s 
(g cell/ 

g glucose) 

Yp/s 
(unit/ 

g glucose) 

Yp/x 

(unit/ 
g cell) 

Max. APA 
(unit/mL) 

Max. 
Productivity 
(unit/mL/h) 

1 Batch 2x 1% skim 
milk 

 

Yes 0.167 0.011 0.341 0.023 0.067 0.07 0.002 

2 Batch 2x - 
 

No 0.437 1.113 0.231 0.588 2.546 5.61 0.229 

3 Batch 4x - 
 

No 0.496 1.175 0.397 0.940 2.370 5.94 0.247 

4 Fed-batch 2x - No 0.124 1.785 0.067 1.224 14.395 9.51 0.396 

หมายเหตุ  µ  คือ อตัราการเจริญจ าเพาะ (ต่อชัว่โมง) 
  qp  คือ อตัราจ าเพาะของการเกิดผลิตภณัฑ ์(ยนิูตต่อชัว่โมงต่อกรัมกลโูคส) 
  Yx/s คือ ผลไดข้องเซลลต่์อน ้ าตาลท่ีใช ้(กรัมเซลลต่์อกรัมกลโูคส) 
  Yp/s คือ ผลไดข้องผลิตภณัฑต่์อน ้ าตาลท่ีใช ้(ยนิูตต่อกรัมกลโูคส) 
  Yp/x คือ ผลไดผ้ลิตภณัฑจ์  าเพาะ (ยนิูตต่อกรัมเซลล)์
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ภาพท่ี 4-25 รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของ B. cohnii เม่ือเพาะเล้ียง 
   แบบกะ โดยใชอ้าหาร BPMM เขม้ขน้ 2 เท่า ใชห้างนมผงเขม้ขน้ 1% (W/V) เป็น 
   สบัสเตรท ควบคุมค่าพีเอชเท่ากบั 10 ตลอดกระบวนการ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
   อตัราการใหอ้ากาศ 1 VVM และความเร็วใบกวน 500 rpm (Batch No.1) 
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ภาพท่ี 4-26 รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของ B. cohnii เม่ือเพาะเล้ียง 
   แบบกะ โดยใชอ้าหาร BPMM เขม้ขน้ 2 เท่า พีเอช 10 ท่ีไม่มีการเติมสบัสเตรท ไม่มีการ 
   ควบคุมค่า พีเอช อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการใหอ้ากาศ 1 VVM และความเร็ว 
   ใบกวน 500 rpm (Batch No.2) 
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ภาพท่ี 4-27 รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของ B. cohnii เม่ือเพาะเล้ียง 
   แบบกะ โดยใชอ้าหาร BPMM เขม้ขน้ 4 เท่า พีเอช 10 ท่ีไม่มีการเติมสบัสเตรท ไม่มีการ 
   ควบคุมค่า พีเอช อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการใหอ้ากาศ 1 VVM และความเร็ว 
   ใบกวน 500 rpm (Batch No.3) 
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ภาพท่ี 4-28 รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของ B. cohnii เม่ือเพาะเล้ียง 
   แบบเติมกะ โดยใชอ้าหาร BPMM เขม้ขน้ 2 เท่า พีเอช 10 ท่ีไม่มีการเติมสบัสเตรท  
   ความเขม้ขน้ของอาหารท่ีใชเ้ติม 1 เท่า ดว้ยอตัราคงท่ี 0.90 L/h ไม่มีการควบคุมค่าพีเอช  
   อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการใหอ้ากาศ 1 VVM และความเร็วใบกวน 500 rpm  
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผล 

 
อภปิรายผล 
 การคดัแยกและคดัเลอืกแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
 การคดัแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจาก
ตวัอยา่งดินภายในประเทศ สามารถท าไดโ้ดยท าการคดัแยกเช้ือจากบริเวณท่ีคาดว่าจะพบกลุ่มของ
แบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมด์งักล่าว เช่น ดินจากบริเวณโรงงานนมและผลิตภณัฑน์ม โรงฆ่าสตัว ์ 
และโรงงานฟอกหนงั เป็นตน้ ซ่ึงดินจากสถานท่ีเหล่าน้ีมกัจะมีแหล่งของโปรตีนท่ีเป็นสบัสเตรท 
ของเอนไซม ์และมีสภาวะเป็นด่างอนัเกิดจากกระบวนการผลิตผลิตภณัฑห์รือเกิดในขั้นตอนช าระ
ลา้งดว้ยสารเคมีท่ีเป็นด่างหลงัจากเสร็จส้ินกระบวนการผลิต จึงท าใหมี้สภาพเหมาะสมต่อการเจริญ
ของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส จากนั้นน าตวัอยา่งดินมาท าการคดัสรร
เฉพาะ (Selection method) ดว้ยสารอาหารท่ีมคีวามจ าเพาะต่อการเจริญ เพื่อใหส้ามารถคดัแยก
แบคทีเรียท่ีตอ้งการไดง่้ายข้ึน (ปราณี พฒันพพิิธไพศาล, 2556) มีงานวิจยัจ  านวนมากท่ีน าหลกัการ
น้ีไปใชใ้นการคดัแยกหาแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซมท่ี์ตอ้งการ เช่น งานวิจยัของ จุฑาพร 
แสวงแกว้ (2543) ท่ีท าการคดัแยกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. จากตวัอยา่งน ้ าท้ิงภายในตลาดสดของ
ประเทศไทย ท่ีมีความสามารถในการผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสไดสู้งสุดเท่ากบั 334.74 ยนิูตต่อ
มิลลิลิตร เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเหลว BMSM พีเอช 11.0 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ต่อมาในปี 
2548 สุดธิดา แสงยนต ์ไดค้ดัแยกเช้ือแบคทีเรียสายพนัธุ ์A39 ซ่ึงเป็นเช้ือแบคทีเรียในจีนสั Bacillus 
จากตวัอยา่งดินสวนล าไยในจงัหวดัจนัทบุรี ท่ีสามารถผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสไดสู้งสุด
เท่ากบั 233.5 ยนิูตต่อมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงในอาหาร BMSM พีเอช 10 นอกจากน้ียงัมีงานวจิยัของ 
Ashok and Prabhahar (2012) ท่ีท าการคดัแยกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. Agt ท่ีสามารถสร้าง
เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสไดจ้ากของเสียเหลือท้ิงจากโรงงานฟอกหนงั เช่นเดียวกบั Shrukla and 
Verma (2014) ท่ีท าการคดัแยกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis ซ่ึงสามารถผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์
โปรตีเอสไดจ้ากตวัอยา่งดินท่ีเก็บจากบริเวณต่าง ๆ ในเมืองอลัลอฮาบาด (Allahabad) ของประเทศ
อินเดีย   

จากผลการทดลอง สามารถคดัแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสจาก
ตวัอยา่งดินภายในประเทศไดท้ั้งหมด 157 ไอโซเลท โดยพิจารณาจากการสร้างวงใสรอบโคโลนี
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เด่ียว ๆ บนผวิหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง BMSM ท่ีมีหางนมความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์พีเอช 10  
และเมื่อท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผลิตดว้ยการหาผลต่างของเสน้ผา่นศนูยก์ลางวงใส
กบัขนาดของโคโลนี (CZ-CO) พร้อมทั้งจดักลุ่มตามระดบัความสามารถในการสร้างเอนไซม ์เพื่อ
คดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซมสู์งภายใตส้ภาวะท่ีเป็นด่าง พบว่าเช้ือ
แบคทีเรียในกลุ่มท่ี 2 ซ่ึงเป็นกลุ่มของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดจากทั้ง 4 กลุ่ม (CZ-CO 
มากกว่า 1.5 ซม  (.มีจ  านวนทั้งส้ิน 28 ไอโซเลท โดยแบคทีเรียส่วนใหญ่ในกลุ่มน้ีเป็นแบคทีเรียท่ี  
คดัแยกไดจ้ากโรงงานนมและผลิตภณัฑน์ม จ  านวนทั้งหมด 22 ไอโซเลท การท่ีพบแบคทีเรียจาก
ตวัอยา่งดินบริเวณน้ีเป็นจ านวนมาก อาจเป็นผลเน่ืองมาจากเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีไดจ้าก
เช้ือแบคทีเรียมกัจะมีความจ าเพาะต่อสบัสเตรทค่อนขา้งกวา้ง แต่จะมีกิจกรรมการท างานสูงข้ึนเม่ือ
ใชเ้คซีน (Casein) ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีพบมากถึงร้อยละ 80 ของโปรตีนทั้งหมดในน ้ านม เป็นแหล่ง
ของสบัสเตรทในอาหารเพาะเล้ียง นอกจากน้ียงัท าใหเ้อนไซมมี์กิจกรรมการท างานสูงข้ึนมากกว่า
การใชโ้ปรตีนจากแหล่งอ่ืน ๆ เช่น ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) หรือโบไวน์ซีร่ัมอลับูมิน (Bovine 
serum albumin) เป็นตน้ (Gupta et al., 2002; Kumar & Takagi, 1999) จึงท าใหพ้บแบคทีเรียท่ี
ตอ้งการในตวัอยา่งดินจากโรงงานนมและผลิตภณัฑน์มท่ีมีน ้ านมหลงเหลืออยูใ่นของเสียเหลือท้ิง
มากกว่าสถานท่ีอ่ืน ๆ 
 เม่ือน าแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากการคดัเลือกเบ้ืองตน้บนอาหารแข็งทั้ง 28 ไอโซเลท มา
ท าการคดัเลือกต่อในอาหารเหลว BMSM ท่ีมีหางนมความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์พีเอช 10 พบว่าท่ี
เวลา 48 ชัว่โมง มีเช้ือแบคทีเรียจ  านวน 6 ไอโซเลท ท่ีมีกิจกรรมการท างานของเอนไซมสู์งโดดเด่น
กว่าไอโซเลทอ่ืน ไดแ้ก่ ไอโซเลท 032, 013, 012, 071, 053 และ 042 โดยสามารถวดักิจกรรมของ
เอนไซมไ์ดเ้ท่ากบั 0.667, 0.635, 0.611, 0.555, 0.551 และ 0.549 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ซ่ึง
แบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทเป็นแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินจากโรงงานนมและผลิตภณัฑ์
นมทั้งหมด 
 
 สภาวะที่เหมาะสมในการผลติเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอสในระดับฟลาสก์ 
  สูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์ 
  จากการศึกษาอิทธิพลของสูตรอาหารท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียเพ่ือผลิต
เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส โดยใชสู้ตรอาหารท่ีแตกต่างกนั 3 สูตร พบว่า เช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือก
ไดจ้  านวน 5 ไอโซเลท จากทั้งหมดหกไอโซเลท มีกิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซม ์
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สูงท่ีสุด เม่ือใชอ้าหารสูตร BPMM เป็นอาหารเพาะเล้ียง ส่วนแบคทีเรียท่ีเหลืออีกหน่ึงไอโซเลทนั้น 
มีกิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดในอาหารเพาะเล้ียงสูตร PPMM 
 การท่ีอาหารสูตร BPMM และ PPMM ส่งผลใหแ้บคทีเรียมีกิจกรรมของเอนไซมสู์งนั้น 
เป็นผลมาจากการท่ีอาหารทั้งสองชนิดมีแร่ธาตุและไอออนของโลหะชนิดต่าง ๆ เป็นองคป์ระกอบ 
ต่างกบัอาหารสูตร BMSM ท่ีมีเพียงแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และสารเคมีท่ีท าหนา้ท่ีเป็น
บฟัเฟอร์ช่วยควบคุมค่าพีเอชของอาหารเท่านั้นเป็นองคป์ระกอบ โดยทัว่ไปแลว้การผลิตเอนไซม ์ 
อลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือจุลินทรีย ์มกัจะมีการเติมไอออนของโลหะท่ีมีวาเลนซอิ์เลก็ตรอน 2 
อิเลก็ตรอน (Divalent metal ions) เช่น ไอออนของแคลเซียม โคบอลต ์คอปเปอร์ โบรอน เหลก็ 
แมกนีเซียม แมงกานีส และโมลิบดินมั เป็นตน้ ลงในอาหารเพาะเล้ียง ซ่ึงจะไปมีบทบาทส าคญัใน
การเพ่ิมเสถียรภาพของเอนไซม ์(Enzyme stabilization) และช่วยป้องกนัเอนไซมไ์ม่ใหเ้สียสภาพ
เมื่อผา่นความร้อน โดยการรักษาโครงสร้างของเอนไซม ์(Enzyme conformation) ภายใตอุ้ณหภูมิ
สูง แต่การใชไ้อออนของโลหะเหล่าน้ีในอาหารเพาะเล้ียงจ าเป็นตอ้งใชใ้นปริมาณท่ีเหมาะสม หาก
ใชใ้นปริมาณมากเกินไปจะส่งผลยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมแ์ทน (Jisha et al., 2013; Bhunia et al., 
2012; Kumar & Takagi, 1999) 
 องคป์ระกอบของสูตรอาหารทั้ง BPMM และ PPMM มีการเสริมแร่ธาตุและไอออนของ
โลหะชนิดต่าง ๆ ดงัท่ีกล่าวขา้งตน้ แต่ปัจจยัท่ีท าใหแ้บคทีเรียมีกิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัรา 
การสร้างเอนไซมใ์นอาหารสูตร BPMM สูงกว่าอาหาร PPMM เป็นผลมาจากระดบัความเขม้ขน้
และชนิดของแร่ธาตุและไอออนของโลหะในสูตรอาหารท่ีแตกต่างกนั โดยท่ีอาหารสูตร BPMM  
มีจ  านวนชนิดของแร่ธาตุและไอออนของโลหะท่ีหลากหลายกว่าและมีความเขม้ขน้ต ่ากว่าอาหาร
ชนิด PPMM ถึง 1000 เท่า ซ่ึงความเขม้ขน้ของแร่ธาตุและไอออนของโลหะท่ีค่อนขา้งสูงในอาหาร 
PPMM อาจมีผลยบัย ั้งการสร้างเอนไซมแ์ทน ดงันั้นระดบัความเขม้ขน้ของแร่ธาตุและไอออนของ
โลหะในอาหาร BPMM ท่ีต  ่ากว่า จึงอาจเป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมและช่วยส่งเสริมให้แบคทีเรีย
สามารถสร้างเอนไซมไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ดงัเช่นงานวจิยัของ Ibrahim and Salamah (2009) ท่ี
ท าการศึกษาผลของสูตรอาหารและสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงท่ีมีต่อการผลิตเอนไซม ์    
อลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรียทนด่าง Bacillus haloduras แลว้พบว่าไอออนของแมกนีเซียม 
แมงกานีส และแคลเซียม ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมท่ี์ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ 
โดยมีค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ท่ากบั 893.75, 905.70 และ 918.54 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
ตามล าดบั ส่วนไอออนของซิงค ์คอปเปอร์ และโคบอลต ์กลบัมีผลยบัย ั้งการผลิตเอนไซมเ์ม่ือใส่ลง
ในอาหารเพาะเล้ียง และหากใชไ้อออนของแคลเซียม แมกนีเซียม และแมงกานีสร่วมกนัในอาหาร
เพาะเล้ียงท่ีระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายผสมเท่ากบั 5 มิลลิโมลาร์ จะท าใหว้ดักิจกรรมจ าเพาะ
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ของเอนไซมไ์ดเ้ท่ากบั 1,381 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ซ่ึงมีค่าสูงกว่าการใชไ้อออนของโลหะชนิด
ใดชนิดหน่ึงเพียงอยา่งเดียว 
  แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์ 
  แหล่งของคาร์บอนในอาหารเพาะเล้ียง เป็นปัจจยัส าคญัปัจจยัหน่ึงต่อการผลิต
เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรีย เน่ืองจากคาร์บอนเป็นองคป์ระกอบหลกัของเซลล ์
คิดเป็นร้อยละ 50 ของน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ รวมถึงเป็นองคป์ระกอบของเอนไซมถึ์งร้อยละ 53.8  
จึงท าใหช้นิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนท่ีใชใ้นอาหารเพาะเล้ียง มีอิทธิพลต่อการผลิต
เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรียเป็นอยา่งมาก ในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียเพื่อผลิต
เอนไซมโ์ดยทัว่ไปนิยมใชก้ลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหาร แต่มกัเกิดการยบัย ั้งการผลิตเอนไซม์
เมื่อใชท่ี้ระดบัความเขม้ขน้สูง อนัเป็นผลเน่ืองมาจากกระบวนการ catabolite repression ดว้ยเหตุน้ี 
การหาแหล่งคาร์บอนทดแทนกลโูคสจึงเป็นทางเลือกหน่ึง ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต
เอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงในการทดลองน้ี แหล่งคาร์บอนทดแทนท่ีสนใจน ามาศึกษาคือ 
กลโูคสและเด็กซท์รินท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั โดยท่ีเด็กซท์รินนั้นเป็นโอลิโกเมอร์ของ
น ้ าตาล ท่ีเกิดจากการเช่ือมต่อกนัของโมเลกุลกลโูคสดว้ยจ านวนท่ีไม่แน่นอนในแต่ละสาย และ
สามารถถกูยอ่ยสลายไดเ้ป็นกลโูคสดว้ยเอนไซมก์ลโูคอะไมเลส (Glucoamylase) ซ่ึงงานวิจยัของ 
ขวญัฤทยั มาลยัเรือง (2556) ไดร้ายงานว่า เด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีมีประสิทธิภาพสูงกว่า
กลโูคสทางการคา้ เม่ือน าไปใชใ้นอาหารเพาะเล้ียง E.coli เพื่อผลิตมวลเซลลค์วามเขม้ขน้สูง 
 จากการศึกษาอิทธิพลของแหล่งคาร์บอนท่ีมีต่อการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของ
แบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหกไอโซเลท โดยเปรียบเทียบระหว่างแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นกลโูคสทาง
การคา้และแหล่งคาร์บอนทดแทนดงักล่าว พบว่าแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนัทั้ง 3 ชนิด มี
ประสิทธิภาพส าหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรียส่วนใหญ่เพ่ือผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอส ยกเวน้
แบคทีเรียไอโซเลท 013 และ 053 ท่ีกลโูคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัมีประสิทธิภาพสูง
กว่าแหล่งคาร์บอนชนิดอื่น ๆ อยา่งเห็นไดช้ดั ซ่ึงการท่ีเช้ือทั้งสองชนิดน้ีสามารถใชเ้ด็กซท์ริน 
ไดน้อ้ยอาจเป็นผลมาจากการท่ีเช้ือแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมก์ลโูคอะไมเลสส าหรับใชย้อ่ย
เด็กซท์รินใหก้ลายเป็นน ้ าตาลกลโูคสไดน้อ้ยกว่าแบคทีเรียชนิดอ่ืน ดงันั้นปริมาณของกลโูคสท่ีถกู
ล  าเลียงเขา้สู่เซลลเ์พื่อใชใ้นการเจริญและการผลิตเอนไซมจึ์งมีนอ้ย ท าใหว้ดัค่ากิจกรรมของ
เอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมไ์ดน้อ้ยตามไปดว้ย 
 ในบรรดาแหล่งคาร์บอนทดแทนท่ีน ามาศึกษา การใชเ้ด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอนใน
อาหารเพาะเล้ียงใหป้ระสิทธิภาพสูงใกลเ้คียงกบัแหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืน โดยส่งผลใหแ้บคทีเรียมี
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การสร้างเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดในแบคทีเรียสายพนัธุ ์012, 032, 042 และ 071 ท่ี
มีค่ากิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั 0.55±0.01, 0.53±0.01, 0.48±0.01 และ 0.48±0.01 ยนิูตต่อ
มิลลิลิตร และมีอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั 0.023±0.001, 0.022±0.000, 0.020±0.000 และ 
0.020±0.000 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั ดงันั้นเด็กซท์รินจึงเป็นแหล่งคาร์บอนท่ี
เหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรียเพ่ือผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอส เน่ืองจากมีประสิทธิภาพสูง
และตน้ทุนราคาวตัถุดิบต ่ากว่าการใชก้ลโูคสทางการคา้และกลโูคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้ง อีกทั้งยงั
สามารถใชท่ี้ระดบัความเขม้ขน้สูงไดโ้ดยมีความเส่ียงท่ีจะเกิดการยบัย ั้งการสร้างผลิตภณัฑจ์ากการ
เกิดกระบวนการ catabolite repression นอ้ยกว่าแหล่งคาร์บอนชนิดอื่น โดยการใชแ้หล่งคาร์บอน
ทดแทนท่ีมีลกัษณะเช่นเดียวกนัน้ีสามารถพบไดใ้นงานวิจยัหลายช้ิน เช่น งานวิจยัของ Kocher and 
Joshi (2015) ท่ีพบว่าการใชเ้ปลือกมนัฝร่ังซ่ึงเป็นของเหลือท้ิงจากกระบวนการแปรรูปมนัฝร่ังเป็น
แหล่งคาร์บอนทดแทนการใชเ้คซีนในอาหารเพาะเล้ียง เพ่ือผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจาก
เช้ือ Bacillus circulans MTCC 7906 ท าใหม้ีกิจกรรมของเอนไซมเ์ท่ากบั 10.513 ไมโครโมล 
ต่อมิลลิลิตรต่อนาที ซ่ึงเพ่ิมข้ึนจากการใชเ้คซีนเป็นแหล่งคาร์บอนถึง 2.4 เท่า ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง 
ส่วนงานวจิยัของ Rathod and Pathak (2014) ไดท้ าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแหล่งคาร์บอน
สงัเคราะห์ (Synthetic carbon sources) กบัของเสียเหลือท้ิงท่ีไดจ้ากการเกษตรกรรมและโรงงาน
อุตสาหกรรม พบว่าการใชน้ ้ าตาลโมลาสจากออ้ย (Sugarcane molasses) เป็นแหล่งคาร์บอนใน
อาหารเพาะเล้ียงท่ีความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus alcalophilus LW8 
เพื่อผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอส ใหผ้ลดีกว่าการใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดอื่น โดยวดัค่ากิจกรรมของ
เอนไซมสู์งสุดไดเ้ท่ากบั 564±1.73 ยนิูตต่อมิลลิลิตร เป็นตน้ 
 
  แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์ 
  แบคทีเรียสามารถใชแ้หล่งไนโตรเจนทั้งในรูปของสารอินทรียแ์ละสารอนินทรีย ์ใน
การสร้างกรดอะมิโน กรดนิวคลีอิค โปรตีนต่าง ๆ และองคป์ระกอบของผนงัเซลล ์เพื่อการเจริญ
และการผลิตผลิตภณัฑ ์โดยเซลลข์องแบคทีเรียส่วนใหญ่จะมีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบอยู ่
ร้อยละ 14 ของน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ และในอลัคาไลน์โปรตีเอสจะมีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบอยู่
ประมาณร้อยละ 15.6 ดงันั้นแหล่งของไนโตรเจนในอาหารเพาะเล้ียงจึงเป็นปัจจยัส าคญัในการผลิต
เอนไซม ์ในการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสโดยทัว่ไป นิยมใชแ้หล่งไนโตรเจนร่วมกนัหลาย
ชนิด (complex nitrogen source) ซ่ึงมีความแตกต่างกนัไปตามชนิดของแบคทีเรียท่ีใชใ้นการ
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เพาะเล้ียง ดงันั้น การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแหล่งไนโตรเจนทั้งท่ีเป็นสารอินทรียแ์ละ
สารอนินทรียจึ์งเป็นส่ิงจ  าเป็น เพ่ือใหส้ามารถผลิตเอนไซมไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูงสุด 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพของแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ในอาหารเพาะเล้ียง เพื่อผลิต 
อลัคาไลน์โปรตีเอสจากแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหกไอโซเลทพบว่า แหล่งไนโตรเจนชนิดท่ีเป็น
สารอินทรียมี์ประสิทธิภาพสูงกว่าแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรีย ์โดยกากถัว่เหลืองเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนชนิดสารอินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพดีท่ีสุด เน่ืองจากใหค่้ากิจกรรมและอตัราการสร้าง
เอนไซมสู์งท่ีสุดในเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท 013, 032, 042, 053 และ 071 ซ่ึงวดัค่ากิจกรรมของ
เอนไซมสู์งสุดไดท่ี้เวลา 24 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 1.93±0.03, 2.59±0.26, 0.54±0.01, 1.76±0.06 และ 
2.52±0.09 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั 0.080±0.001, 0.108±0.011, 
0.023±0.000, 0.074±0.002 และ 0.105±0.004 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั ส่วนสารสกดัจาก
เน้ือววัและสารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจนชนิดสารอินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพดีรองลงมา การ
ท่ีกากถัว่เหลืองมีประสิทธิภาพช่วยส่งเสริมการสร้างเอนไซมข์องแบคทีเรีย เน่ืองจากกากถัว่เหลือง
เป็นของเสียเหลือท้ิงของกระบวนการผลิตน ้ ามนัถัว่เหลือง ท่ีมีการสกดัเอากรดไขมนัไม่อ่ิมตวัออก
จากเมลด็ถัว่ไปแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ ์และคงเหลือส่วนท่ีเป็นโปรตีนทั้งชนิดอินทรียแ์ละอนินทรีย์
ในส่วนท่ีเป็นกากมากถึง 40 เปอร์เซ็นต ์จึงท าใหก้ากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนชั้นดีส าหรับการ
ผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปตีเอส (Kumar, Joo, Koo, & Chang, 2004) นอกจากน้ีผลการทดลองยงั
แสดงใหเ้ห็นว่า แบคทีเรียส่วนใหญ่สามารถผลิตเอนไซมไ์ดน้อ้ย เมื่อใชแ้หล่งไนโตรเจนชนิดท่ีเป็น
สารอนินทรีย ์ซ่ึงเป็นผลจากการท่ีเซลลแ์บคทีเรียสามารถยอ่ยสลายแหล่งไนโตรเจนเหล่าน้ี เช่น 
โซเดียมไนเตรทและโพแทสเซียมไนเตรท ไดร้วดเร็วกว่าแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอินทรีย ์ดงันั้น 
กรดอะมิโนหรือไอออนของแอมโมเนียมท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายจึงถกูน าไปใชใ้นการเจริญและการ
สร้างมวลเซลลม์ากกว่าการน าไปใชส้ร้างเอนไซม ์(Kumar & Takagi, 1999) ซ่ึงผลท่ีไดจ้ากการ
ทดลองขา้งตน้เป็นไปทิศทางเดียวกนักบังานวิจยัของ Nadeem, Qazi, Baig, and Syed (2008) ท่ี
ศึกษาอิทธิพลขององคป์ระกอบต่าง ๆ ในอาหารเพาะเล้ียง เพ่ือผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสจาก Bacillus 
licheniformis N-2 และพบว่าการใชก้ากถัว่เหลืองในอาหาร ท าใหแ้บคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมไ์ด้
สูงท่ีสุด ในขณะท่ีแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรียซ่ึ์งอยูใ่นรูปของเกลือแอมโมเนียมีผลยบัย ั้ง
การสร้างเอนไซม ์ท าใหกิ้จกรรมของเอนไซมม์ีค่าลดลงถึง 60 เปอร์เซ็นต ์เช่นเดียวกบังานวิจยัของ 
Saurabh, Jasmine, Pritesh, and Rajendra Kumar (2007) ท่ีพบว่าการใชก้ากถัว่เหลืองความเขม้ขน้ 
1.5 เปอร์เซ็นต ์โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร ในอาหารเพาะเล้ียง ท าใหเ้ช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp.  
(SBP-29) ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินของโรงงานแปรรูปสตัวปี์ก มีค่ากิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์
โปรตีเอส สูงสุดเท่ากบั 3,028 ยนิูตต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ี Joo and Chang (2004) ไดร้ายงานว่า  
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การใชก้ากถัว่เหลืองความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร ในอาหารเพาะเล้ียง ช่วย
เพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. I-312 ไดเ้ช่นเดียวกนั ซ่ึงวดั
กิจกรรมของเอนไซมไ์ด ้10,520 ยนิูตต่อมิลลิลิตร  
  ค่าพเีอชเร่ิมต้นในอาหารที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์ 
  ค่าพีเอชในอาหารเพาะเล้ียงเป็นปัจจยัส าคญัในการสร้างเอนไซมแ์ละการล าเลียงสาร
ผา่นเขา้ออกเซลลข์องแบคทีเรียทนด่าง (Alkalophilic bacteria) ซ่ึงเป็นกลุ่มของแบคทีเรียท่ีสามารถ
ผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากระบบการขนส่งอิเลก็ตรอน 
เขา้ออกเซลลข์องแบคทีเรียทนด่างโดยเฉพาะอยา่งยิง่ในกลุ่มท่ีเป็น obligate alkalophilic bacteria 
ตอ้งอาศยัโซเดียมไอออน (Na+) ในการช่วยล าเลียงโปรตรอนผา่นเขา้ออกเซลลด์ว้ยวิธี Na+/H+ 
antiporter ท่ีจะล  าเลียงสารทั้งสองชนิดผา่นเมมเบรนแบบสวนทางกนั เกิดเป็นสภาวะ proton 
gradient ข้ึน ส่งผลใหมี้แรง proton motive force ช่วยล าเลียงอิเลก็ตรอนผา่นเซลลแ์ละเกิดการสร้าง 
ATP ข้ึน การล าเลียงผา่นเซลลด์ว้ยวิธีน้ี แตกต่างจากจุลินทรียช์นิดอ่ืน ๆ ท่ีอาศยัความต่างศกัย์
ระหว่างภายในและภายนอกเซลล ์จนเกิดแรง proton motive force ช่วยล าเลียงสารจากภายนอกเขา้
สู่ภายในเซลล ์(Horikoshi, 1999) ดว้ยเหตุน้ีจึงจ  าเป็นตอ้งศึกษาเพ่ือหาค่าพีเอชท่ีเหมาะสมในอาหาร
เพาะเล้ียง ท่ีช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมจ์ากแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหก 
ไอโซเลท 
 จากการศึกษาอิทธิพลของค่าพีเอชท่ีมีต่อการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของเช้ือ
แบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทพบว่า การใชค่้าพีเอชเร่ิมตน้ในอาหารเพาะเล้ียงเท่ากบั 10 ส่งผลใหเ้ช้ือ
แบคทีเรียทุกชนิดมีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมสู์งท่ีสุด โดยแตกต่างจากการใชค่้าพีเอชอ่ืน ๆ
ในอาหารอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ซ่ึงสามารถวดัค่ากิจกรรมและอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดไดท่ี้
เวลา 24 ชัว่โมง ส าหรับเช้ือแบคทีเรีย 012, 032 และ 042 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 1.95±0.02, 3.02±0.03, 
1.91±0.13 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และ 0.081±0.001, 0.126±0.001, 0.080±0.005 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อ
ชัว่โมง ตามล าดบั และท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ส าหรับเช้ือแบคทีเรีย 013, 053 และ 071 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 
1.47±0.14, 2.00±0.00, 2.46±0.15 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และ 0.031±0.003, 0.042±0.000, 0.051±0.003  
ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั สอดคลอ้งกบังานวจิยัหลายช้ินท่ีพบว่า การใชค่้าพีเอชเท่ากบั 
10 ในอาหารเพาะเล้ียง ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของแบคทีเรีย 
ดงัเช่นงานวจิยัของ Genckal and Tari (2006) ท่ีรายงานว่า การใชค่้าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 
10 ในการเพาะเล้ียง Bacillus sp. L18 และ L21 ท าใหส้ามารถผลิตเอนไซมไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ
สูงท่ีสุด เช่นเดียวกบั Smita et al. (Smita et al., 2012) ท่ีศึกษาการผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือ 
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Serratia liquefaciens และสามารถวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดไดเ้ท่ากบั 66.23 พียตู่อมิลลิลิตร 
เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีค่าพีเอช 10 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
  อุณหภูมทิี่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์ 
  อุณหภูมิเป็นปัจจยัท่ีส าคญัอีกปัจจยัหน่ึงในการเพาะเล้ียงจุลินทรียเ์พ่ือผลิตเอนไซม ์
และมีความเหมาะสมแตกต่างกนัตามชนิดของจุลินทรียท่ี์ใชก้ลไกท่ีอุณหภูมคิวบคุมการสร้าง
เอนไซมใ์นจุลินทรียน์ั้นยงัไม่เป็นท่ีแน่ชดั แต่งานวิจยัของ Frankena, Koningstein, van Verseveld, 
and Stouthamer (1986) แสดงใหเ้ห็นถึงความเก่ียวเน่ืองกนัของกระบวนการสงัเคราะห์เอนไซมก์บั 
เมตาบอลิซึมของพลงังานในเช้ือบาซิลลสั ซ่ึงถกูควบคุมดว้ยอุณหภูมิและปริมาณการใหอ้ากาศ 
 จากการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสในแบคทีเรีย
ทั้งหกไอโซเลท โดยการแปรผนัค่าใหแ้ตกต่างกนั 3 ระดบั คือ 30, 35 และ 37 องศาเซลเซียส พบว่า
สภาวะการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท าใหเ้ช้ือแบคทีเรียส่วนใหญ่มีประสิทธิภาพใน
การสร้างเอนไซมม์ากกว่าท่ีสภาวะอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยใหผ้ลดีในแบคทีเรีย 012, 013, 
032 และ 042 ซ่ึงสามารถวดัค่ากิจกรรมและอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดไดเ้ท่ากบั 1.81±0.01, 
0.71±0.11, 3.02±0.03, 1.68±0.11 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และ 0.075±0.001, 0.029±0.004, 0.126±0.001, 
0.070±0.005 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั นอกจากน้ี ผลการทดลองยงัแสดงใหเ้ห็นว่าเช้ือ
แบคทีเรีย 042 มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมไ์ม่แตกต่างกนั แมว้่าจะถกูเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ
ต่างกนัก็ตาม ส่วนแบคทีเรียไอโซเลท 053 และ 071 จะมีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมสู์งเมื่อ
เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส ตามล าดบั การเพาะเล้ียงแบคทีเรียภายใตส้ภาวะท่ี
อุณหภูมิมีค่าเท่ากบั 37 องศาเซลเซียส แลว้ส่งผลใหมี้การสร้างเอนไซมเ์พ่ิมสูงข้ึนนั้น เป็นไปใน
ทิศทางเดียวกบังานวิจยัของ Banerjee, Sami, Azmi, and Soni (1999) ท่ีพบว่าแบคทีเรีย B. brevis 
สามารถเจริญและผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
complete medium ท่ีมีค่าพีเอชเท่ากบั 10 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส รวมถึงงานวิจยัของ 
Sankareswaran, Anlabagan, and Prabhavathi (2014) ท่ีพบว่าการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย Bacillus sp.  
ท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินในสภาวะท่ีมีค่าพีเอชเท่ากบั 9 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท าใหไ้ด ้
ค่ากิจกรรมของเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสสูงท่ีสุด 
 
 การจ าแนกชนิดของแบคทเีรียที่มปีระสิทธิภาพสูง ด้วยวธิี 16S rDNA sequencing 
 การวิเคราะห์ล  าดบัเบสของช้ินส่วนยนีดว้ยวิธี 16S rDNA sequencing เป็นวิธีท่ีนิยมใชใ้น
การจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย เน่ืองจากแบคทีเรียจะมี 16S rDNA gene ซ่ึงเป็นยนีท่ีจะถกูถอดรหสั
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ไดเ้ป็น 16S rRNA แลว้ประกอบกบั ribosomal protein ชนิดอื่นไดเ้ป็นไรโบโซม ท่ีมีความแตกต่าง
กนัในแบคทีเรียแต่ละชนิด และมีบางช่วงในสายดีเอน็เอของ 16S rRNA gene ท่ีมีความเหมือนกนั
ในแบคทีเรียทุกชนิดดว้ยเช่นกนั จึงท าใหส้ามารถจดัจ  าแนกชนิดของแบคทีเรียได ้
 เมื่อใชว้ิธี16S rDNA sequencing ดงักล่าวขา้งตน้ มาจดัจ  าแนกชนิดของแบคทีเรีย 
ไอโซเลท 032 พบว่ามีความใกลเ้คียงกบัเช้ือแบคทีเรีย Bacillus cohnii ท่ีระดบั 98.27 เปอร์เซ็นต ์ 
B. cohnii เป็นแบคทีเรียแกรมบวกชนิด obligate alkaliphiles ท่ีมีการสร้างสปอร์ทรงรี (Oval spores) 
บริเวณผนงัเซลลพ์บกรดออนิทีนและกรดแอสปาร์ติกแทนกรดไดอะมิโนไพเมลิกอยา่งท่ีพบ 
ในแบคทีเรียบางชนิด เจริญไดใ้นอุณหภมูิระหว่าง 10 – 47 องศาเซลเซียส บางสายพนัธุส์ามารถยอ่ย
แป้ง, pullulan, hippurate, Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80, เจลาติน และเคซีนได ้
(Spanka & Fritze, 1993) มีความปลอดภยัทางชีวภาพระดบั 1 (Biosafety level 1) โดยการรับรอง
ของศนูยเ์ก็บรวบรวมสายพนัธุจุ์ลินทรียแ์ห่งชาติ Leibniz Institute DSMZ-German Collection of 
Microorganisms and Cell Cultures ประเทศเยอรมนี การใชแ้บคทีเรีย B. cohnii เพื่อผลิตเอนไซม ์
อลัคาไลน์โปรตีเอส ถกูพบในงานวิจยัของ Tekin และคณะ ในปี 2012 ท่ีศึกษาการผลิตเอนไซม ์
อลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรีย B. cohnii APT5 ซ่ึงคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินบริเวณท่ีลา้งรถ
ในเขตพ้ืนท่ี Besevler ของเมือง Ankara ประเทศตุรกี และพบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญไดดี้ใน
สภาวะท่ีมีค่าพีเอชเท่ากบั 10.0 แต่สามารถผลิตอลัคาไลน์โปรตีเอสไดสู้งเม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ี
มีเคซีนเป็นองคป์ระกอบ พีเอชเท่ากบั 11 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยวดักิจกรรมของ
เอนไซมไ์ดเ้ท่ากบั 693,318 ยนิูตต่อนาที นอกจากน้ียงัพบวา่คุณสมบติัของอลัคาไลน์โปรตีเอสท่ีได้
จากแบคทีเรียสายพนัธุน้ี์ มีแนวโนม้ท่ีดีในการน าไปใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่อุตสาหกรรมสารซกัลา้ง 
 ดว้ยคุณสมบติัท่ีโดดเด่นของแบคทีเรียจีนสั Bacillus ซ่ึงไดแ้ก่ B. licheniformis, Bacillus 
sp., B. subtilis และ B. alcalophilus ในการผลิตเอนไซมช์นิดหลัง่ออกมาภายนอกเซลลอ์ยา่งมี
ประสิทธิภาพ และไดก้ารรับรองความปลอดภยัเมื่อใชใ้นยาและอาหาร (Generally recognized as 
safe: GRAS) (Jisha et al., 2013) ท าใหแ้บคทีเรียในกลุ่มน้ีเป็นท่ีนิยมน ามาใชใ้นการผลิตเอนไซม ์
อลัคาไลน์โปรตีเอส เห็นไดจ้ากการท่ีบริษทัขนาดใหญ่ต่าง ๆ ท่ีผลิตเอนไซมท์างการคา้ เช่น 
Genencor Internnational )สหรัฐอเมริกา( , Gist-Brocades (เนเธอร์แลนด)์, Solvay Enzymes 

)เยอรมนี (และ Enzyme Development )สหรัฐอเมริกา (เป็นตน้ ใชแ้บคทีเรียในจีนสั Bacillus 
ส าหรับการผลิตเอนไซม ์(Bhunia et al., 2012) ดงันั้น แบคทีเรีย B. cohnii ท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่ง
ดินบริเวณโรงงานนมและผลิตภณัฑน์มภายในประเทศ จึงมีแนวโนม้ท่ีจะสามารถน ามาใชใ้น 
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การผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสทางอุตสาหกรรมได ้จึงตอ้งศึกษาประสิทธิภาพในการสร้าง
เอนไซมเ์มื่อมีการขยายก าลงัการผลิตต่อไป 
 
 ประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลีย้งแบบกะ (Batch Fermentation) 
 เทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ (Batch fermentation) เป็นเทคนิคการเพาะเล้ียงท่ีนิยม
น ามาใชใ้นการผลิตเอนไซม ์โดยจะท าการเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์นระบบปิด มีการเติมเช้ือจุลินทรีย์
และเก็บเก่ียวผลิตภณัฑเ์สร็จส้ินในคร้ังเดียวตามระยะเวลาท่ีก  าหนด ซ่ึงเทคนิคการเพาะเล้ียงชนิดน้ี
มีขอ้ดีคือ การติดตั้งและควบคุมระบบสามารถท าไดง่้าย เหมาะส าหรับการผลิตสารเมทาบอไลต์
ทุติยภูมิ (secondary metabolites) 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะท่ีมีต่อการสร้างเอนไซม ์  
อลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรีย B. cohnii โดยใชส้ภาวะการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสมจากผลการ
ทดลองในขอ้ 3 และมีการแปรผนัปัจจยัอ่ืน ๆ ในการเพาะเล้ียง ไดแ้ก่ ลกัษณะการควบคุมค่าพีเอช
ในระหว่างการเพาะเล้ียง และความเขม้ขน้ของอาหารท่ีใช ้พบว่าเม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของอาหารสูตร 
BPMM พีเอช 10 ท่ีความเขม้ขน้ 2 เท่า ไม่มีการเติมสบัสเตรทและไม่มีการควบคุมค่าพีเอชตลอด
การเพาะเล้ียง ท าใหเ้ช้ือ B. cohnii มีประสิทธิภาพในการเจริญและการสร้างเอนไซมสู์งกว่าการ
เพาะเล้ียงโดยใชอ้าหารท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั แต่มีการควบคุมค่าพีเอชในระหว่างการเพาะเล้ียงให้
เท่ากบั 10 ดว้ยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต เขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์เห็นไดจ้ากค่าพารามิเตอร์ใน
การเจริญและการสร้างเอนไซมมี์ค่าเพ่ิมสูงข้ึนจากเดิมมาก โดยวดัค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) ได้
เท่ากบั 0.437 h-1 อตัราจ าเพาะของการสร้างเอนไซม ์(qp) ไดเ้ท่ากบั 1.113 ยนิูตต่อชัว่โมงต่อกรัม
กลโูคส และมีกิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เท่ากบั 5.61 
ยนิูตต่อมิลลิลิตร และ 0.229 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั  
 ผลการศึกษาอิทธิพลของความเขม้ขน้ของอาหารท่ีเพ่ิมข้ึนต่อการเจริญและการสร้าง
เอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสของเช้ือแบคทีเรีย B. cohnii ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ในถงั
หมกัขนาด 5 ลิตร แสดงใหเ้ห็นว่าการเพ่ิมความเขม้ขน้ของอาหารเพาะเล้ียงจากเดิม 2 เท่า เป็น 4 
เท่า ส่งผลให ้B. cohnii มีการเจริญและการสร้างเอนไซมเ์พ่ิมข้ึนเพียงเลก็นอ้ยเท่านั้น เช่นเดียวกบั
งานวิจยัของ กฤษดากร จริโมภาส (2549) ท่ีศึกษาการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจาก Bacillus 
sp. ท่ีชอบด่างในอาหารเหลวดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ภายใตส้ภาวะท่ีมีปริมาณของกลโูคส
ต่างกนั พบว่าการใชน้ ้ าตาลกลโูคสในอาหาร 2 เปอร์เซ็นต ์ท าให ้Bacillus sp. มีค่าอตัราการเจริญ
จ าเพาะ (µ) และอตัราจ าเพาะของการสร้างเอนไซม ์(qp) สูงท่ีสุด ซ่ึงสาเหตุของการลดลงของการ
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เจริญหรือการสร้างเอนไซมข์องแบคทีเรีย อาจเป็นผลมาจากกระบวนการ catabolite repression 
ดงัท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ หรือการขาดสารอาหารบางชนิดท่ีจ  าเป็นต่อการสร้างเอนไซม ์โดยเฉพาะ
แหล่งไตรเจน ท่ีเป็นองคป์ระกอบของเอนไซมถึ์ง 15 เปอร์เซ็นต ์แต่เน่ืองจากเวลาในการท าวิจยัช้ิน
น้ีมีจ  ากดั การศึกษาอิทธิพลของปัจจยัต่าง ๆ เหล่าน้ีจึงเป็นแนวทางในการท าวิจยัช้ินถดัไป 
 เมื่อพิจารณาความสมัพนัธร์ะหว่างการเจริญและการสร้างเอนไซมข์อง B. cohnii เมื่อ
เพาะเล้ียงดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ดงัแสดงในภาพท่ี 4-25 – 4-27 
พบว่ามีแนวโนม้ท่ีจะเป็นไปในลกัษณะ growth associated pattern ท่ีเอนไซมจ์ะถกูผลิตข้ึนตามการ
เจริญของจุลินทรีย ์และมกีารสร้างเอนไซมอ์ยา่งรวดเร็วในช่วง deceleration phase และ stationary 
phase เน่ืองจากแบคทีเรียจะใชส้ารตั้งตน้ของกรดนิวคลีอิคเป็นจ านวนมากในระยะ log phase เพื่อ
สงัเคราะห์ Ribosomal RNA หรือ rRNA ท่ีมีความส าคญัต่อการเจริญของจุลินทรีย ์ส่งผลใหป้ริมาณ
กรดนิวคลิอิคใน metabolic pool หลงเหลือส าหรับการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสนอ้ย แต่เมื่อ
เขา้สู่ระยะ stationary phase ท่ีเช้ือหยดุการเจริญ กรดนิวคลีอิคจึงถกูน าไปใชใ้นการเจริญนอ้ยลง ท า
ใหม้ีปริมาณของกรดนิวคลีอิคหลงเหลือพอส าหรับการน าไปใชใ้นการสงัเคราะห์เอนไซมม์ากกว่า
ในระยะท่ีเช้ือก  าลงัมีการเจริญเติบโต (Moon & Parulekar, 1991) 
 จากผลการศกึษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ (batch fermentation) ท่ีมี
ต่อการเจริญและการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรีย B. cohnii นั้น แสดงใหเ้ห็น
ว่าเทคนิคการเพาะเล้ียงชนิดน้ี ช่วยส่งเสริมใหแ้บคทีเรียมีการเจริญและการสร้างเอนไซมไ์ดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ เมื่อใชค้วามเขม้ขน้ของอาหารเพาะเล้ียงหรือความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนเพ่ิมข้ึน
ถึงระดบัใดระดบัหน่ึงเท่านั้น หากความเขม้ขน้เพ่ิมข้ึนเกินระดบัท่ีเหมาะสม จะเกิดการยบัย ั้งการ
เจริญและการสร้างเอนไซมข์องแบคทีเรียดว้ยกระบวนการ catabolite repression ซ่ึงเป็นการยบัย ั้ง
อยา่งถาวร ดงันั้นการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเล้ียงชนิดอ่ืน เช่น การเพาะเล้ียงแบบ
เติมกะ (Fed-batch fermentation) เพื่อหลีกเล่ียงขอ้จ  ากดัดงักล่าว แลว้ท าใหส้ามารถผลิตเอนไซมไ์ด้
อยา่งมีประสิทธิภาพและมีความคุม้ค่าทางเศรษฐศาสตร์จึงเป็นส่ิงจ  าเป็น 
 
 ประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลีย้งแบบเตมิกะ (Fed-batch Fermentation) 
 เทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ นิยมน าไปใชใ้นอุตสาหกรรมหลายชนิด ไม่ว่าจะเป็น
การผลิตเซลลจุ์ลินทรีย ์สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ รวมถึงเอนไซมช์นิดต่าง ๆ การเพาะเล้ียงดว้ยวิธีน้ี
จะมีการเติมสารอาหารลงไปในถงัหมกัระหว่างการเพาะเล้ียง และท าการเก็บเก่ียวผลิตภณัฑเ์พียง
คร้ังเดียวเม่ือส้ินสุดกระบวนการเพาะเล้ียง 
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 จากการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะท่ีมีต่อการสร้างเอนไซม ์  
อลัคาไลน์โปรตีเอสจากเช้ือแบคทีเรีย B. cohnii โดยใชอ้าหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีเด็กซท์รินเป็น
แหล่งคาร์บอนและกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเขม้ขน้ 2 เท่า ปริมาตรในการท างาน 
เร่ิมตน้ 1.5 ลิตร ไม่มีเติมสบัสเตรทและไม่มีการควบคุมพีเอชตลอดการเพาะเล้ียง อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส อตัราการใหอ้ากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที และความเร็วใบกวน 500 
รอบต่อนาที จากนั้นท าการเติมอาหารท่ีระยะ deceleration phase ดว้ยอาหารท่ีมีองคป์ระกอบและ
ความเขม้ขน้เดียวกนักบัในถงัหมกั อตัราคงท่ีท่ี 0.90 ลิตรต่อชัว่โมง พบว่าเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบ
เติมกะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการเจริญและการสร้างเอนไซมข์องเช้ือ B. cohnii ไดม้ากกว่าการ
เพาะเล้ียงแบบกะ เห็นไดจ้ากอตัราจ าเพาะของการสร้างเอนไซม ์ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์อตัราการ
สร้างเอนไซม ์รวมไปถึงค่าผลไดเ้อนไซมจ์  าเพาะ เพ่ิมข้ึนสูงกว่าการเพาะเล้ียงแบบกะท่ีความเขม้ขน้
ของอาหารเท่ากนัค่อนขา้งมาก ซ่ึงผลการทดลองเป็นไปในทิศทางเดียวกบังานวิจยัของ Radha  
et al. (Radha et al., 2014) ท่ีพบว่าการใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ ท าใหเ้ช้ือแบคทีเรีย 
Pseudomaonas putida และ Staphylococcus aureus มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์
โปรตีเอสมากกว่าการเพาะเล้ียงแบบกะ โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์พ่ิมข้ึน 1.81 เท่า การท่ี
เทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการเจริญและการผลิตเอนไซมข์อง
จุลินทรีย ์เป็นผลมาจากการจ ากดัปริมาณของสารอาหารใหเ้ป็นไปตามลกัษณะการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย ์แต่เม่ือพิจารณาปริมาณคงเหลือของน ้ าตาลในอาหารพบว่า แบคทีเรียยงัไม่สามารถใช้
น ้ าตาลไดจ้นหมด ซ่ึงอาจเกิดจากการ Overfeeding การขาดสารอาหารบางชนิด หรืออตัราส่วนของ
คาร์บอนและไนโตรเจนในสูตรอาหารท่ีไม่เหมาะสม ซ่ึงอาจท าใหก้ารเจริญและการสร้างเอนไซม์
เกิดข้ึนนอ้ยกว่าท่ีควรจะเป็น ดงันั้นหากมีการศึกษาปัจจยัต่าง ๆ เพื่อหลีกเล่ียงปัญหาดงักล่าวในการ
ทดลองต่อ ๆ ไป อาจส่งผลใหป้ระสิทธิภาพในการเจริญและการสร้างเอนไซมดี์ข้ึน 
 

สรุปผล 
 1. แบคทีเรีย Bacillus cohnii เป็นแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการผลิตเอนไซม ์
อลัคาไลน์โปรตีเอสจากแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินภายในประเทศทั้งหมด 157 ไอโซเลท 
และมีแนวโนม้ท่ีจะน าไปใชผ้ลิตในระดบัอุตสาหกรรมได ้
 2. สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมอ์ลัคาไลน์โปรตีเอสคือ สูตรอาหาร BPMM ท่ีมี
เด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ท่ีมีค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหาร
เท่ากบั 10 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
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 3. การเพาะเล้ียง B. cohnii ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ มี
ประสิทธิภาพสูงสุดเม่ือใชอ้าหารเพาะเล้ียง BPMM พีเอช 10 ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอนและ
กากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเขม้ขน้ 2 เท่า โดยไม่มีการเติมสบัสเตรทและไม่มีการ
ควบคุมค่าพีเอชตลอดทั้งกระบวนการ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการใหอ้ากาศ 1 ปริมาตร
อากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที ความเร็วใบกวน 500 รอบต่อนาที 
 4. เทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ จะช่วยส่งเสริมใหแ้บคทีเรียมีการเจริญและการสร้าง
เอนไซมไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เมื่อใชค้วามเขม้ขน้ของอาหารเพาะเล้ียงหรือความเขม้ขน้ของ
แหล่งคาร์บอนเพ่ิมข้ึนถึงระดบัใดระดบัหน่ึงเท่านั้น หากความเขม้ขน้เพ่ิมข้ึนเกินระดบัท่ีเหมาะสม 
จะเกิดการยบัย ั้งการเจริญและการสร้างเอนไซมด์ว้ยกระบวนการ catabolite repression ซ่ึงเป็นการ
ยบัย ั้งอยา่งถาวร 
 5. การเพาะเล้ียงแบคทีเรีย B. cohnii ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียง
แบบเติมกะ มีประสิทธิภาพสูงสุด เม่ือใชอ้าหาร BPMM พีเอช 10 ท่ีมีเด็กซท์รินเป็นแหล่งคาร์บอน
และกากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเขม้ขน้ 2 เท่า ปริมาตรในการท างานเร่ิมตน้ 1.5 ลิตร 
ไม่มีเติมสบัสเตรทและไม่มีการควบคุมพีเอชตลอดการเพาะเล้ียง อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัรา
การใหอ้ากาศเท่ากบั 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที และความเร็วใบกวน 500 รอบต่อ
นาที จากนั้นท าการเติมอาหารท่ีระยะ deceleration phase ดว้ยอาหารท่ีมีองคป์ระกอบและความ
เขม้ขน้เดียวกนักบัในถงัหมกั อตัราคงท่ีท่ี 0.90 ลิตรต่อชัว่โมง  
 6. การเพาะเล้ียงแบบเติมกะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรีย 
B. cohnii ไดม้ากกว่าการเพาะเล้ียงแบบกะถึง 1.6 เท่า เน่ืองจากมกีารจ ากดัปริมาณสารอาหารให้
เป็นไปตามลกัษณะการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์เพื่อหลีกเล่ียงการเกิด over feeding แลว้ท าให้
แบคทีเรียถกูยบัย ั้งการเจริญหรือการสร้างเอนไซมจ์ากกระบวนการ catabolite repression 
 

ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรมกีารศกึษาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่างคาร์บอนกบัไนโตรเจนของอาหาร
เพาะเล้ียง เพ่ือเพ่ิมอตัราการเจริญและการสร้างเอนไซมข์องแบคทีเรีย 
 2. ควรมกีารศกึษาลกัษณะการเติมอาหารรูปแบบต่าง ๆ ส าหรับการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ 
เช่น การเติมอาหารแบบ exponential fed-batch ท่ีสามารถควบคุมอตัราการเจริญจ าเพาะ และส่งผล
ใหส้ามารถควบคุมอตัราการสร้างเอนไซมไ์ด ้หรือศกึษาการเติมอาหารแบบ intermittent addition ท่ี
มีการเติมอาหารเป็นระยะ ๆ เป็นตน้ 
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 3. ศึกษาการใชส้ารชนิดอื่น ๆ ในการเหน่ียวน าการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรีย และ
ความเขม้ขน้ของสารต่าง ๆ เหล่านั้น ส าหรับกระบวนการผลิตเอนไซมใ์นถงัหมกั  
 4. ควรมกีารศกึษาอตัราการใหอ้ากาศและอตัราการกวนผสมภายในถงัหมกัระหว่างการ
เพาะเล้ียง เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมข์องแบคทีเรีย 
 5. ควรมีการศึกษาการท าบริสุทธ์ิของเอนไซมท่ี์ผลิตได ้และเปรียบเทียบค่ากิจกรรมของ
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิกบั crude enzyme เพื่อใหท้ราบถึงลกัษณะการน าไปใชใ้นอุตสาหกรรมต่าง ๆ
ต่อไป 
 6. ควรมกีารศกึษาคุณสมบติัทางชีวเคมีของเอนไซมท่ี์ผลิตได ้เพื่อใหท้ราบถึงกลไกใน
การท างาน และสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างาน เพ่ือใหส้ามารถน าไปใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรม
ต่าง ๆ ไดอ้ยา่งเหมาะสม 
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การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 
1.  Nutrient Broth (NB) 
ส่วนประกอบ 
 Peptone    5  กรัมต่อลิตร 
 Beef extract   3  กรัมต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดละลายในน ้ ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนัและปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร แลว้
น าไปน่ึงในหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
2.  Basal Medium Agar (BMSM agar) (สุดธิดา แสงยนต,์ 2548) 
ส่วนประกอบ 
 Glucose    10  กรัมต่อลิตร 
 Yeast extract  5  กรัมต่อลิตร 
 K2HPO4    1  กรัมต่อลิตร 
 MgSO4.7H20  0.2  กรัมต่อลิตร 
 Skim milk   10  กรัมต่อลิตร 
 Agar     15  กรัมต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน ้ ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนัและปรับปริมาตรเป็น 972 
มิลลิลิตร แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ท้ิงใหเ้ยน็ จากนั้นปรับค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารใหเ้ท่ากบั 10 ดว้ยสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 28 มิลลิลิตร 
 
3.  Basal Medium Broth (BMSM broth) (สุดธิดา แสงยนต,์ 2548) 
ส่วนประกอบ 
 Glucose    10  กรัมต่อลิตร 
 Yeast extract  5  กรัมต่อลิตร 
 K2HPO4    1  กรัมต่อลิตร 
 MgSO4.7H20  0.2  กรัมต่อลิตร 
 Skim milk   10  กรัมต่อลิตร 
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 น าส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน ้ ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนัและปรับปริมาตรเป็น 972 
มิลลิลิตร แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ท้ิงใหเ้ยน็ จากนั้นปรับค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารใหเ้ท่ากบั 10 ดว้ยสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 28 มิลลิลิตร 
 
4.  Batch Production Medium with 1% skim milk (BPMM)  
(ดดัแปลงจาก ขวญัฤทยั มาลยัเรือง, 2556) 
ส่วนประกอบ 
 Carbon source  10  กรัมต่อลิตร 
 Skim milk   10  กรัมต่อลิตร 
 Yeast extract  5  กรัมต่อลิตร 
 (NH4)2SO4   1.10  กรัมต่อลิตร 
 K2HPO4    0.75  กรัมต่อลิตร 
 Na2HPO4    0.90  กรัมต่อลิตร 
 MgSO4.7H20  0.10  กรัมต่อลิตร 
 Trace element solution 1.0  มิลลิลิตรต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน ้ ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนัและปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร 
แลว้น าไปน่ึงในหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
5.  การเตรียม Trace element solution ส าหรับอาหาร BPMM 
ส่วนประกอบ 
 Calcium chloride  0.01  กรัมต่อลิตร 
 Ammonium ferric citrate 0.006  กรัมต่อลิตร 
 Cobalt chloride  0.0002  กรัมต่อลิตร 
 Boric acid   0.0003  กรัมต่อลิตร 
 Zinc sulfate   0.0001  กรัมต่อลิตร 
 Manganese chloride  0.00003  กรัมต่อลิตร 
 Sodium molybdate  0.00003  กรัมต่อลิตร 
 Niggle sulfate  0.00002  กรัมต่อลิตร 
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 Copper sulfate  0.00001  กรัมต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดมาแยกละลายในน ้ ากลัน่ เมื่อสารแต่ละตวัละลายดีแลว้ น ามาผสมให้
เขา้กนัและปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร แช่เยน็จนกว่าจะน าไปใช ้
 
6. Protease Production Medium with 1% skim milk (PPMM) 
(ดดัแปลงจาก Tabandeh et al., 2011) 
ส่วนประกอบ 
 Carbon source  10  กรัมต่อลิตร 
 Skim milk   10  กรัมต่อลิตร 
 Yeast extract  5  กรัมต่อลิตร 
 K2HPO4    1  กรัมต่อลิตร 
 MgSO4.7H20  0.2  กรัมต่อลิตร 
 Trace element solution 10  มิลลิลิตรต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน ้ ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนัและปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร 
แลว้น าไปน่ึงในหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
7.  การเตรียม Trace element solution ส าหรับอาหาร PPMM 
ส่วนประกอบ 
 Sodium citrate  5  กรัมต่อลิตร 
 Ferrous sulfate heptahydrate 1  กรัมต่อลิตร 
 Copper sulfate pentahydrate 0.1  กรัมต่อลิตร 
 Zinc chloride  0.1  กรัมต่อลิตร 
 Ammonium molybdate 0.05  กรัมต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดมาแยกละลายในน ้ ากลัน่ เมื่อสารแต่ละตวัละลายดีแลว้ น ามาผสมให้
เขา้กนัและปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร แช่เยน็จนกว่าจะน าไปใช ้
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8. การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ 
ส่วนประกอบ 
 Na2CO3    200  กรัมต่อลิตร 
 ชัง่ Na2CO3 หนกั 200 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 1 ลิตร 
 
9.  การย่อยเดก็ซ์ทรินจากแป้งมนัส าปะหลงั (ขวญัฤทยั มาลยัเรือง, 2556) 
 7.1  เตรียมอุปกรณ์และเคร่ืองมือส าหรับการยอ่ยแป้ง ไดแ้ก่ ถงัยอ่ยแป้งขนาด 5 ลิตรท่ีมี 
Jacket เพ่ือควบคุมอุณหภูมิ ป๊ัม สายยางซิลิโคน อ่างควบคุมอุณหภูมิ มอเตอร์และใบพดัส าหรับการ
กวนผสม 
 7.2  ติดตั้งอุปกรณ์ต่าง ๆ ตั้งค่าอุณหภูมิของอ่างควบคุมอุณหภูมิใหเ้ท่ากบั 95 องศา
เซลเซียส แลว้ต่อเขา้กบั Jacket ของถงัยอ่ยแป้ง ใชอ้ตัราการกวนผสมเท่ากบั 400 รอบต่อนาที 
 7.3  เติมน ้ าในถงัยอ่ยแป้งส่วนหน่ึง รอกระทัง่อุณหภูมิในถงัประมาณ 70 องศาเซลเซียส 
จากนั้นเติมเอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลส (α-amylase) ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร  
ค่อย ๆ เติมแป้งมนัส าปะหลงัทีละนิดจนหมด (ความเขม้ขน้ 40 เปอร์เซ็นต)์ ปรับปริมาตรจนครบ
ตามตอ้งการ 
 7.4  รอจนกระทัง่อุณหภูมิเท่ากบั 95 องศาเซลเซียส แลว้จบัเวลา 4 ชัว่โมง หลงัจากนั้นจะ
ไดส้ารละลายเด็กซท์รินท่ีมีลกัษณะเป็นของเหลวหนืดเลก็นอ้ย และมีสีสม้ขุ่น 
 
10.  การย่อยกลโูคสจากแป้งมนัส าปะหลงั (ขวญัฤทยั มาลยัเรือง, 2556) 
 การยอ่ยกลโูคสจากแป้งมนัส าปะหลงั เป็นกระบวนการท่ีต่อเน่ืองจากการยอ่ยเด็กซท์ริน 
 8.1  หลงัจากไดส้ารละลายเด็กซท์รินจากการยอ่ยแป้งในขอ้ 9 แลว้ จะท าการลดอุณหภูมิ
ภายในถงัยอ่ยแป้งลงใหเ้ท่ากบั 60 องศาเซลเซียส 
 8.2  เติมเอนไซมก์ลโูคอะไมเลส (glucoamylase) ความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์
 8.3  กวนผสมนาน 24 ชัว่โมง จะไดส้ารละลายกลโูคสท่ีมีลกัษณะหนืดเลก็นอ้ย  
สีเหลืองใส 
 
 
 
 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
วิธีการวิเคราะห์และการเตรียมสารเคมีท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ 
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วิธีการวิเคราะห์และการเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 

1.  การวดัค่าความขุ่น (Optical density) 
 น าตวัอยา่งอาหารเพาะเล้ียงท่ีตอ้งการวิเคราะห์ใส่ลงในหลอดทดลอง ผสมใหต้วัอยา่งเขา้
กนั น าไปวดัค่าความขุ่นโดยใชเ้คร่ืองวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ในกรณีท่ี
ตวัอยา่งมีความเขม้ขน้สูงมาก ใหเ้จือจางดว้ยน ้ ากลัน่ใหมี้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม โดยมีค่าความขุ่น
ประมาณ 0.1-0.8 แลว้จึงค านวณค่าความขุ่นท่ีแทจ้ริง ดงัสมการ 
 
 ค่าความขุ่น  =  ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร x อตัราการเจือจาง 
 
2.  การวดักจิกรรมของเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส (พิมล จ  านงค,์ 2545) 
หลกัการ 
 วดัปริมาณของกรดอะมิโนท่ีเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมใ์นการยอ่ยสลายโปรตีน 
การเตรียมสารเคมใีนการวเิคราะห์ 
 1.  สารละลาย Trichloroacetic acid (TCA) ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ 
  เตรียมโดยชัง่กรดไตรคลอโรอะซิติกหนกั 16.35 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับ
ปริมาตรใหเ้ป็น 250 มิลลิลิตร 
 2.  สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ 
  เตรียมโดยชัง่โซเดียมคาร์บอเนตหนกั 10.60 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตร
ไหเ้ป็น 250 มิลลิลิตร 
 3.  สารละลายบฟัเฟอร์ คาร์บอเนต-ไบคาร์บอเนต ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ พีเอช 10 
  3.1  เตรียมสารละลาย Sodium carbonate (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ โดยชัง่ 
โซเดียมคาร์บอเนตหนกั 1.32 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร 
  3.2  เตรียมสารละลาย Sodium hydrogen carbonate (Na2HCO3) ความเขม้ขน้ 0.05  
โมลาร์ โดยชัง่โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตหนกั 1.05 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 
250 มิลลิลิตร 
  3.3  ผสมสารละลายในขอ้ 3.1 ปริมาตร 27.5 มิลลิลิตร กบัสารละลายในขอ้ 3.2 
ปริมาตร 22.5 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายบฟัเฟอร์ คาร์บอเนต-ไบคาร์บอเนต ความเขม้ขน้ 0.05  
โมลาร์ พีเอช 10 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
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 4.  สารละลายเคซีน (Casein) ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์
  เตรียมโดยชัง่เคซีน 0.5 กรัม ละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ คาร์บอเนต-ไบคาร์บอเนต 
ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ พีเอช 10 แลว้อุ่นดว้ยความร้อน พร้อมทั้งคนใหเ้คซีนละลาย จากนั้นปรับ
ปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร 
 5.  สารโฟลินรีเอเจนต ์(Folin-ciocalteu reagent) 
  น าสารโฟลินรีเอเจนต ์มาเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ในอตัราส่วน 1:1 
 6.  สารละลาย L-Tyrosine ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
  เตรียมโดยชัง่ L-Tyrosine 0.1 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 7-8 มิลลิลิตร จากนั้นค่อย ๆ เติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ความเขม้ขน้ 1 นอร์มอล กวนจนไทโรซีนละลายหมด 
แลว้จึงปรับปริมาตรใหเ้ป็น 10 มิลลิลิตร แลว้เจือจางใหค้วามลดลง 10 เท่าดว้ยน ้ ากลัน่ 
วธิีการทดลอง 
 1.  การเตรียมกราฟมาตรฐานของสารละลาย L-Tyrosine  
  1.1  เตรียมสารละลาย L-Tyrosine ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆกนั ตั้งแต่ 0 ถึง 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นดดูสารละลายแต่ละความเขม้ขน้ลงในหลอดทดลอง หลอดละ 0.5 
มิลลิลิตร 
  1.2  เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 
2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั 
  1.3  เติมสารโฟลินรีเอเจนต ์(1:1) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง นาน 10 นาที 
  1.4  วดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร จากนั้นสร้างกราฟ
มาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัค่าความเขม้ขน้ของสารละลาย L-Tyrosine 
 2.  การวดักจิกรรมของเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอสในสารละลายตวัอย่าง 
  2.1  ดูดสารละลายเคซีน (Casein) ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์ลงในหลอดทดลอง 
หลอดละ 2.5 มิลลิลิตร บ่มในอ่างน ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
  2.2  เติมสารละลายตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบในหลอดทดลอง หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้บ่มต่อในอ่างน ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
  2.3  เติมสารละลาย Trichloroacetic acid (TCA) ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 2.5 
มิลลิลิตร เพ่ือหยดุปฏิกิริยา ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง นาน 5 นาที 
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  2.4  จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
  2.5  ดูดเอาเฉพาะส่วนใส (Supernatant) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 
  2.6  เติมสารสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
  2.7  เติมสารโฟลินรีเอเจนต ์(1:1) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง นาน 10 นาที 
  2.8  วดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร  
 3.  การวดักจิกรรมของเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอสในชุดควบคุม 
  3.1  ดูดสารละลายตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบในหลอดทดลอง หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร  
  3.2  เติมสารละลาย Trichloroacetic acid (TCA) ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 2.5 
มิลลิลิตร เพ่ือหยดุปฏิกิริยา ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง นาน 5 นาที 
  3.3  เติมสารละลายเคซีน (Casein) ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์ลงในหลอดทดลอง 
หลอดละ 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มในอ่างน ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
  3.4  จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
  3.5  ดูดเอาเฉพาะส่วนใส (Supernatant) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 
  3.6  เติมสารสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
  3.7  เติมสารโฟลินรีเอเจนต ์(1:1) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง นาน 10 นาที 
  3.8  วดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร 
 
การค านวณกจิกรรมของเอนไซม์อลัคาไลน์โปรตเีอส 
 
กิจกรรมของเอนไซม ์(ยนิูตต่อมิลลิลิตร)    =        (OD1-OD2) x Total volume x Dilution factor 
               MW of Tyrosine x Slope x Enzyme volume x Reaction time 
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 เมื่อ OD1   = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตวัอยา่ง 
   OD2   = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 
   Total volume  = ปริมาตรรวมทั้งหมด (5.5 มิลลิลิตร) 
   MW of Tyrosine = น ้าหนกัโมเลกุลของไทโรซีน (181.2) 
   Enzyme volume = ปริมาตรของเอนไซมท่ี์ใช ้(0.5 มิลลิลิตร) 
   Reaction time  = เวลาท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา (10 นาที) 
   Slope   = ค่าความชนัจากกราฟมาตรฐาน 
 
3.  การวดัน า้หนักเซลล์แห้ง (Dry cell weight) 
 5.1  ดูดสารละลายตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดป่ันเหวี่ยงท่ีผา่นการอบแหง้และ
ชัง่น ้ าหนกัแลว้ 
 5.2  น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อตกตะกอน
เซลล ์เทส่วนใส (Supernatant) ท้ิง แลว้ลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยน ้ ากลัน่อีกคร้ัง (Resuspension) 
 5.3  น าไปอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นท้ิงไวใ้หเ้ยน็
ในโถดูดความช้ืน แลว้น าไปชัง่น ้ าหนกั 
 5.4  น าค่าน ้ าหนกัท่ีได ้มาค านวณมวลเซลลแ์หง้ตามสูตรดงัต่อไปน้ี 
  
 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร)  =  {[(น ้ าหนกัเซลล ์(กรัม) + น ้าหนกัหลอด (กรัม)] –  
               น ้ าหนกัหลอด (กรัม)} x 1000 
 
4.  การวเิคราะห์ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ด้วยวธิีการ DNS assay (Miller, 1959) 
การเตรียมสารเคมทีีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 
 1.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ความเขม้ขน้ 8 เปอร์เซ็นต ์
  เตรียมโดยชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด ์16 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ จากนั้นปรับปริมาตรให้
เป็น200 มิลลิลิตร 
 2.  สารละลายกรดไดไนโตรซาลิซาลิก )Dinitrosaliccylid acid : DNS) 
  เตรียมโดยชัง่ DNS (3,5 dinitrosalicylid acid) หนกั 10 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 8 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร  
200 มิลลิลิตร ทีละนอ้ย คนใหเ้ขา้กนัจนสารละลายใสโดยใหค้วามร้อน จากนั้นเติมโพแทสเซียม 
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ทาร์เทรต 300 กรัม ตามล าดบั คนใหล้ะลาย รอใหเ้ยน็แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บใส่
ขวดสีชาท่ีอุณหภูมิท้ิงไวข้า้มคืนก่อนใชง้าน 
 3.  สารละลายกลโูคสมาตรฐาน ความเขม้ขน้ 1 กรัมต่อลิตร 
  เตรียมโดยชัง่กลโูคส 0.1 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
 
วธิีการทดลอง 
 1  การเตรียมกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส 
  1.1  เตรียมสารละลายกลโูคสมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั โดยน าสารละลาย
กลโูคสมาตรฐาน ความเขม้ขน้ 1 กรัมต่อลิตร มาเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.2 0.4 0.6 
0.8 และ 1 กรัมต่อลิตร ใหม้ีปริมาตรสุทธิเท่ากบั 1 มิลลิลิตร 
  1.2  เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปตม้ในน ้ าเดือดเป็น
เวลา 5 นาที แลว้แช่ในน ้ าเยน็เป็นเวลา 5 นาที 
  1.3  เติมน ้ ากลัน่ ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองผสมใหเ้ขา้กนั น าไปวดัค่า
ดูดกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร และน าไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดดูกลืนแสงกบัความ
เขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานกลโูคส 
 2  การวดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ของสารละลายตวัอย่าง 
  2.1  น าส่วนใสท่ีไดจ้ากการป่ันเหวี่ยงอาหารเล้ียงเช้ือ มาท าการเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ให้
มีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม 
  2.2  จากนั้นเติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปตม้ในน ้ า
เดือด เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นแช่น ้ าเยน็ เป็นเวลา 5 นาที 
  2.3  เติมน ้ ากลัน่ ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้จึงน าไปวดัค่าการดดูกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซโ์ดยค่าการดูดกลืนแสงกบั
สารละลายกลโูคสมาตรฐาน ซ่ึงค  านวณจากสูตรต่อไปน้ี 
 
 ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลโูคส    =    ค่าการดูดกลืนแสง x อตัราการเจือจาง 
       (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)                 ค่าความชนัของกราฟมาตรฐานกลโูคส 
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5.  การวเิคราะห์ปริมาณน า้ตาลทั้งหมด (ดดัแปลงจาก ฉววีรรณ สว่างวนั, 2548) 
 1.  ป่ันเหวี่ยงอาหารเล้ียงเช้ือ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ดว้ยความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที ดูดเอาเฉพาะส่วนใสใส่หลอดทดลองปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
 2.  เติมกรดซลัฟริูคเขม้ขน้ (Sulfuric acid) ปริมาตร 0.11 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
จากนั้นผสมใหเ้ขา้กนั 
 3.  น าไปตม้ในอ่างน าร้อนท่ีอุณหภูม ิ95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
 4.  ปรับใหม้ีค่าพีเอชเป็นกลางดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 
 5.  ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ซ ้าอีกคร้ัง เพื่อแยก
ตะกอนท่ีเกิดจากการท าปฏิกิริยาในการยอ่ยสลายออก ดูดเอาเฉพาะส่วนใสไปวดัปริมาณน ้ าตาล 
 6.  วดัปริมาณน ้ าตาลท่ีไดด้ว้ยวิธี DNS Assay (ขอ้ 4) 
 
6.  การนับจ านวนเช้ือแบคทีเรียด้วยวธิี Total plate count 
 1.  น าตวัอยา่งอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงแบคทีเรีย มาท าการเจือจางดว้ยวิธี 10-fold serial 
dilution โดยใชน้ ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ จนกระทัง่มีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ผสมใหต้วัอยา่งเขา้กนัดี 
 2.  ดูดตวัอยา่งท่ีเจือจางแลว้แต่ละความเขม้ขน้ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หยดลงกลาง
อาหารเพาะเล้ียงเช้ือแข็ง BMSM พีเอช 10 ดว้ยวิธีการปลอดเช้ือ (Aseptic technique) 
 3.  ใชท่ี้เข่ียเช้ือท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ เกล่ียเช้ือใหท้ัว่ทั้งเพลท จนกระทัง่ผวิหนา้ของ
อาหารเล้ียงเช้ือแหง้ จึงน าไปบ่มในตูบ่้มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง 
 4.  นบัจ านวนโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญบนผวิหนา้ของอาหาร โดยจ านวนโคโลนี 
(CFU) ท่ีจดัว่านบัแลว้ไดผ้ลแม่นย  าท่ีสุด คือ 30-300 โคโลนีต่อเพลท จากนั้นน าค่าท่ีไดไ้ป
ค านวณหาจ านวนแบคทีเรียในตวัอยา่งได ้จากสมการดงัน้ี 
 
 จ านวนแบคทีเรีย (CFU/mL)  =  จ านวนโคโลนีท่ีนบัไดต่้อเพลท x อตัราการเจือจาง x 10 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
ตารางผลการทดลองและผลการวิเคราะห์ช้ินส่วนยนี 

ดว้ยวิธี 16S rDNA sequencing 
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ตารางผลการทดลอง 
 
ตารางภาคผนวก ค-1  กิจกรรมของเอนไซมแ์ละอตัราการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือก 
      ได ้จ านวน 28 ไอโซเลท เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเหลว BMSM พีเอช 10 ท่ี 
      อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
 

NO. ไอโซเลท 
กจิกรรมเอนไซม์ (U/mL) อตัราการสร้างเอนไซม์ (U/mL/h) 
24 h 48 h 24 h 48 h 

1 004 0.508 0.471 0.021 0.010 
2 010 0.468 0.501 0.019 0.010 
3 011 0.471 0.463 0.020 0.010 
4 012 0.300 0.611 0.013 0.013 
5 013 0.454 0.635 0.019 0.013 
6 026 0.469 0.457 0.020 0.010 
7 032 0.475 0.667 0.020 0.014 
8 034 0.503 0.535 0.021 0.011 
9 042 0.458 0.549 0.019 0.011 
10 046 0.363 0.501 0.015 0.010 
11 047 0.457 0.531 0.019 0.011 
12 052 0.116 0.401 0.005 0.008 
13 053 0.363 0.551 0.015 0.011 
14 056 0.369 0.516 0.015 0.011 
15 061 0.171 0.393 0.007 0.008 
16 064 0.513 0.520 0.021 0.011 
17 070 0.494 0.459 0.021 0.010 
18 071 0.340 0.555 0.014 0.012 
19 073 0.419 0.461 0.017 0.010 
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ตารางภาคผนวก ค-1  (ต่อ) 
 

NO. ไอโซเลท 
กจิกรรมเอนไซม์ (U/mL) อตัราการสร้างเอนไซม์ (U/mL/h) 

24 h 48 h 24 h 48 h 
20 074 0.472 0.461 0.020 0.010 
21 090 0.093 0.482 0.004 0.010 
22 091 0.203 0.467 0.008 0.010 
23 092 0.062 0.434 0.003 0.009 
24 119 0.000 0.011 0.000 0.000 
25 124 0.159 0.464 0.007 0.010 
26 127 0.189 0.288 0.008 0.006 
27 139 0.000 0.010 0.000 0.000 
28 150 0.485 0.522 0.020 0.011 
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