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บทคัดย่อ 
 
 แบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสซึ่งคัดแยกได้จากตัวอย่าง
ดินภายในประเทศ สายพันธุ์ Bacillus cohnii มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ดีที่สุด เมื่อใช้อาหาร
สูตร BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ภายใต้
อุณหภูมิ 37 ºC เมื่อศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเทคนิคในการเพาะเลี้ยง B. cohnii ส าหรับ
การผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสในถังหมักขนาด 5 ลิตร พบว่า B. cohnii มีประสิทธิภาพในการผลิต
เอนไซมส์ูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ โดยใช้อาหารเพาะเลี้ยง BPMM พี
เอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้น 2 เท่า ไม่
มีการเติมสับสเตรทและไม่มีการควบคุมค่าพีเอช อุณหภูมิ 37 ºC อัตราการให้อากาศ 1 vvm ความเร็ว
ใบกวน 500 rpm เติมอาหารที่ระยะ deceleration phase ด้วยอาหารที่มีองค์ประกอบและความ
เข้มข้นเดียวกันกับในถังหมัก อัตราคงที่ที่ 0.65 L/h ท าให้สามารถวัดค่าอัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) ได ้
0.124 h-1 อัตราการจ าเพาะของการสร้างเอนไซม์ (qp) ได ้1.785 U/g cell.h ค่ากิจกรรมเอนไซม์และ
อัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 9.51 U/mL และ 0.396 U/mL/h ตามล าดับ โดยค่าที่วัดได้สูง
กว่าเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะถึง 1.6 เท่า เมื่อน าเอนไซม์ไปตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตที่
ความเข้มข้นอ่ิมตัวร้อยละ 60-80 ท าให้ได้กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์สูงสุดมีค่าเท่ากับ 1.93 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน และเอนไซม์มีความบริสุทธิ์เพ่ิมข้ึน 1.7 เท่า อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ผ่านการท าบริสุทธิ์
บางส่วนด้วยวิธีนี้ สามารถท างานได้ดีในช่วงพีเอชประมาณ 9.5 ถึง 11 โดยมีค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อ
กิจกรรมการท างานที่พีเอช 10 และมีเสถียรภาพในช่วงพีเอชที่กว้างระหว่าง 7-12 อุณหภูมิที่เหมาะสม
ต่อการท างานของเอนไซม์คือ 70 องศาเซลเซียส และมีเสถียรภาพต่ออุณหภูมิในช่วง 30 ถึง 50 องศา
เซลเซียส สามารถถูกยับยั้งการท างานได้โดยสาร EDTA ที่ความเข้มข้น 10 mM ส่วนสาร PMSF และ  
1,10-phenantroline มีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้ประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ 
ที่ความเข้มข้น 10 mM นอกจากนี้ยังพบว่าเอนไซม์ยังความคงตัวอยู่ได้ในสภาวะที่มีสารลดแรงตึงผิว
ชนิดที่ไม่มีประจุ (Nonionic surfactant) และสารฟอกขาว ได้แก่ triton x-100, tween 80 และ 
H2O2 ที่ความเข้มข้นทั้ง 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ภายใต้สภาวะที่มีไอออนของโลหะ Mn2+, Zn2+, Cu2+, 
Ca2+, Fe2+ และ Mg2+ ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ จะท าให้เอนไซม์มีกิจกรรมเพ่ิมสูงขึ้น 
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ABSTRACT 
 
 The alkaline protease producing bacteria, Bacillus cohnii, isolated from soil in 
Thailand showed the highest enzyme activity when cultivated in BPMM medium, pH 
10, with dextrin and soybean meal as carbon and nitrogen source at 37 ºC. The 
efficiency of various cultivation techniques for alkaline protease production from this 
strain was 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. Partial purification of enzyme by ammonium sulfate precipitation at 60-80% 
saturated concentration with 1.7 fold increase in specific activity (1.93 U/mg). The 
optimum pH of partial purified was found to be 10 and stable in the broad pH range 
(7.0-12.0). This enzyme retains 100% activity at its optimum temperature of 70 ºC. The 
thermo stability exhibited at temperature ranged from 30-50 ºC. Furthermore, in the 
presence of Mn2+, Zn2+, Cu2+, Ca2+, Fe2+ and Mg2+ enhanced enzyme activity at low 
concentration (1mM). Divalent cation chelator EDTA inhibited enzyme activity by 50% 
while the inhibition caused by PMSF and 1,10-phenantroline were 30% and this 
enzyme also stable in the presence of nonionic surfactant and bleaching. 
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บทที่ 1 
บทน่า 

 
1.1 ความส่าคัญและที่มาของปัญหา 
 
 เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส (E.C. 3.4.21-24) จัดอยู่ในกลุ่มของเอนไซม์โปรตีเอส ที่สามารถ
เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะเปปไทด์ในสายโพลีเปปไทด์ ได้เป็นเปปไทด์ที่สั้นลง ภายใต้สภาวะ
แวดล้อมที่พีเอชเป็นกลางไปจนถึงเป็นด่างได้ (Gupta et al., 2002) ด้วยคุณสมบัติในการมีกิจกรรม
และความเสถียรในสภาวะดังกล่าว ท าให้มีการน าเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสไปใช้ประโยชน์ในระดับ
อุตสาหกรรม เริ่มจากการใช้อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากแบคทีเรียมาเป็นส่วนประกอบในผงซักฟอก
เป็นครั้งแรกในช่วงปี 1960 (Saeki et al., 2007) เพ่ือช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการก าจัดสิ่งสกปรก
บนเนื้อผ้าให้ดียิ่งขึ้น หลังจากนั้นก็แพร่หลายไปยังอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ อีกมากมาย ไม่ว่าจะเป็น
อุตสาหกรรมการฟอกหนังที่น าเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสไปใช้ในการย่อยก าจัดเส้นขนออกจากหนัง
สัตว์ รวมไปถึงการน าไปใช้อุตสาหกรรมอาหาร การแพทย์ และการก าจัดของเสียที่เหลือทิ้งจาก
อุตสาหกรรม เป็นต้น (Kumar & Takagi, 1999) ด้วยเหตุนี้เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจึงมีส่วนแบ่ง
ทางการตลาดมากที่สุด คิดเป็นประมาณร้อยละ 60-65 ของตลาดการค้าเอนไซม์ทุกชนิดทั่วโลก 
(Genckal & Tari, 2006) 
 โดยส่วนใหญ่ เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ใช้ในระดับอุตสาหกรรมนั้น ผลิตมาจากจุลินทรีย์
จ าพวกราและแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียจีนัส Bacillus ที่เป็นแบคทีเรียกลุ่มส าคัญในการผลิต
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสชนิดหลั่งออกมาภายนอกเซลล์ (Kumar et al., 2012) ซึ่งการผลิตเอนไซม์
จากจุลินทรีย์เหล่านี้ในระดับอุตสาหกรรมให้มีประสิทธิภาพสูงที่สุด จ าเป็นต้องมีการควบคุมสภาวะ
ต่าง ๆ ในการเพาะเลี้ยง เช่น สูตรอาหารส าหรับเพาะเลี้ยง พีเอช อุณหภูมิ อัตราการให้อากาศและ
การกวนผสม เป็นต้น ให้มีความเหมาะสมทั้งต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ นอกจากนี้ เทคนิคท่ีใช้
ในการเพาะเลี้ยงก็เป็นปัจจัยส าคัญปัจจัยหนึ่ง ที่ท าให้การผลิตเอนไซม์เกิดประสิทธิภาพสูงสุด เช่น 
การเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ (fed-batch fermentation) ซึ่งเป็นเทคนิคการเพาะเลี้ยงที่ช่วยลดปัญหา
การเกิด Catabolite repression จากการที่มีระดับความเข้มข้นของน้ าตาลในอาหารเพาะเลี้ยงสูง 
แล้วส่งผลให้เกิดการยับยั้งหรือลดอัตราการผลิตเอนไซม์ลงอย่างถาวร (กฤษดากร จริโมภาส, 2549) 
 จะเห็นได้ว่ า อัลคาไลน์ โปรตี เอสนั้น  มีบทบาทส าคัญต่ออุตสาหกรรมชนิดต่าง ๆ 
ภายในประเทศเป็นอย่างมาก แต่ เอนไซม์ อัลคาไลน์โปรตี เอสทั้งหมดที่น ามาใช้ประโยชน์
ภายในประเทศนั้น ต้องน าเข้าจากต่างประเทศแทบทั้งสิ้น ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงได้ท าการศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกและคัดเลือกได้
จากตัวอย่างดินภายในประเทศไทย โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบ fed-batch fermentation 
ภายในถังหมักขนาด 50 ลิตร รวมทั้งศึกษาคุณสมบัติต่าง ๆ ของเอนไซม์ดังกล่าว เพ่ือเป็นแนวทาง
หนึ่งในการประยุกต์ใช้และขยายขนาดก าลังการผลิตไปสู่ระดับอุตสาหกรรม ซึ่งจะช่วยประหยัด
เงินตราของประเทศจากการลดปริมาณการน าเข้าเอนไซม์ได้ 
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1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
 
 1.2.1 เพ่ือคัดแยกและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์
โปรตีเอสจากตัวอย่างดินภายในประเทศ และจัดจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรีย 
 1.2.2 เพ่ือศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
 1.2.3 เพ่ือศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์        
โปรตีเอสของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ ทั้งในระดับห้องปฏิบัติการและถังหมักขนาด 50 ลิตร 
 1.2.4 เพ่ือศึกษาวิธีการท าให้เอนไซม์บริสุทธิ์บางส่วนโดยวิธีการตกตะกอน 
 1.2.5 เพ่ือศึกษาสมบัติของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 
1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
  
 1.3.1 คัดแยกและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสร้างอัลคาไลน์โปรตีเอสจาก
ตัวอย่างดินที่เก็บได้จากสถานที่ต่าง ๆ ภายในประเทศ และจัดจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรีย 
 1.3.2 ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของ เชื้อ 
แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ ได้แก่ สูตรอาหารส าหรับเพาะเลี้ยง แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน พีเอช 
และอุณหภูมิที่เหมาะสม 
 1.3.3 ศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตี
เอส ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ โดยเปรียบเทียบระหว่างการหมักแบบกะ (Batch fermentation) 
และการหมักแบบเติมกะ (Fed-batch fermentation) ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 1.3.4 ศึกษาการเจริญและการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้  
ภายในถังหมักขนาด 50 ลิตร โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมที่ได้จากการทดลองในถังหมัก
ขนาด 5 ลิตร 
 1.3.5 ศึกษาวิธีการท าให้เอนไซม์บริสุทธิ์บางส่วนโดยวิธีการตกตะกอน 
 1.3.6 ศึกษาสมบัติของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส ซึ่งได้แก่ ผลของพีเอชและอุณหภูมิต่อ
ความเสถียรของเอนไซม์ ผลของสารยับยั้งต่อกิจกรรมของเอนไซม์ ผลของสารลดแรงตึงผิว สาร
ออกซิไดซ์ และไอออนของโลหะต่อการท างานของเอนไซม์ 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
  
 1.4.1 สามารถคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
ได้มีประสิทธิภาพสูง 
 1.4.2. ทราบสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของเชื้อ
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
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 1.4.3. ทราบเทคนิคในการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์
โปรตีเอสของเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 1.4.4. สามารถน าข้อมูลพ้ืนฐานต่าง ๆ ที่ได้จากงานวิจัยไปพัฒนาเพ่ือเป็นแนวทางในการผลิต
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในระดับอุตสาหกรรม 
 1.4.5 ทราบถึงประสิทธิภาพของเทคนิคการท าให้เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อ
แบคทีเรียที่คัดแยกได้บริสุทธิ์บางส่วน โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
 1.4.6 ทราบถึงคุณสมบัติเบื้องต้นทางชีวเคมีของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อ
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

บทที่ 2 
แนวคิด ทฤษฎี เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 คุณสมบัติและการจ่าแนกเอนไซม์โปรตีเอส 
 
 โปรติเอส (Protease) คือ กลุ่มเอนไซม์ที่สามารถเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะเปปไทด์
ของโปรตีน ได้เป็นกรดอะมิโนและโพลีเปปไทด์สายสั้น ๆ ซึ่งแหล่งที่มาของเอนไซม์โปรตีเอสมีทั้งจาก
พืช, สัตว ์และจุลินทรีย์ แต่โปรตีเอสที่มีบทบาทส าคัญท่ีสุดในอุตสาหกรรมต่าง ๆ นั้น เป็นโปรตีเอสที่
ได้จากจุลินทรีย์จ าพวกราและแบคทีเรีย โดยครองปริมาณการผลิตถึงสองในสามส่วนของตลาดการค้า
เอนไซม์ทั่วโลก (Gupta et al., 2002) โปรตีเอสที่ได้มาจากจุลินทรีย์นั้นสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 
กลุ่ม ตามลักษณะบริเวณเร่งของเอนไซม์ (พิมล จ านงค์, 2545) ได้แก่ 
 
2.1.1 Metalloprotease (E.C. 3.4.24) 
 Mettalloprotease เป็นโปรตีเอสที่มีไอออนของโลหะเป็นตัวกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ 
และจะพบไอออนของโลหะที่บริเวณเร่งของเอนไซม์ในลักษณะของโคแฟกเตอร์ หรือร่วมในปฏิกิริยา
การย่อยสลายของเอนไซม์ สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มย่อย คือ 
  2.1.1.1 Neutral protease เป็นเอนไซม์ที่มีอะตอมของสังกะสี (Zn) อยู่ตรง
บริเวณเร่ง ค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการเกิดกิจกรรมอยู่ในช่วง 6.5-7.0 เมื่อใช้สับสเตรทสังเคราะห์ 
FAGLA (furylacrolylglycylleucinamide) และถูกยับยั้งการท างานได้ด้วยสารจ าพวก chelating 
agent 
  2.1.1.2 Alkaline-metalloprotease เป็นเอนไซม์ที่มีโมเลกุลของธาตุโลหะอยู่
ตรงบริเวณเร่ง สามารถท างานได้ดีเม่ือพีเอชอยู่ในช่วง 7.0-9.0 และต้องใช้ EDTA ที่มีความเข้มข้นสูง
กว่า 0.1 โมลาร์ จึงจะสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ 
 
 2.1.2 Acid protease (E.C. 3.4.23) 
 Acid protease เรียกอีกชื่อหนึ่งว่า Aspartic protease เป็นเอนไซม์ท่ีมีหมู่คาร์บอกซิลของ
กรดอะมิโนแอสปาร์ติกอยู่ที่บริเวณเร่งของเอนไซม์ ส่วนใหญ่ได้มาจากราและยีสต์ แต่ก็มีแบคทีเรียบาง
จ าพวกที่สามารถผลิตได้ โดยมีค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์อยู่ในช่วง 2.0-4.0 สารที่
มีผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลุ่มนี้ เช่น Pepstatin, Dansyl-pepstatin และ Diazoketone แต่
ไม่ถูกยับยั้งด้วยสาร EDTA และ Diisopropyl fluorophosphates (DFP) 
 
 2.1.3 Cysteine protease (E.C. 3.4.22) 
 หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า Sulphydryl protease เป็นเอนไซม์ที่มีกรดอะมิโน Cysteine อยู่ตรง
บริเวณเร่ง หรืออีกนัยหนึ่งคือ มี –SH ในบริเวณเร่ง ท างานได้ดีที่พีเอชระหว่าง 6.0-7.5 มีกิจกรรมการ
ท างานทีด่ีขึ้นเมื่อมีสารรีดิวซ์ และถูกยับยั้งการท างานได้โดยสารจ าพวก sulphydryl reagents หรือ 
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Sulphydryl group (-SH) หรือ กลุ่มไทออล ซึ่งจะมีผลท าให้หมู่ซัลไฟดริลที่อยู่ตรงบริเวณเร่งได้รับ
ความกระทบกระเทือนและสูญเสียกิจกรรมในที่สุด 
 
 2.1.4 Serine protease (E.C. 3.4.21) 
 เป็นเอนไซม์ท่ีมีกรดอะมิโนเซรีนและฮิสทิดีนอยู่ที่บริเวณเร่ง มีพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างาน
ในช่วง 7.0-11.0 สามารถถูกยับยั้งปฏิกิริยาได้โดยสาร DFP และ Phenylmethylsulfonyl fluoride 
(PMSF) แบ่งออกได้เป็น 6 กลุ่ม (Gupta et al., 2002) ดังนี้ 
  2.1.4.1 Chymotrypsin-like protease เป็นเอนไซม์ที่มีโครงสร้างคล้ายคลึงกับ  
Trypsin, Elastase และ Thrombin มีความจ าเพาะต่อสับสเตรทที่เป็นกรดอะมิโนพ้ืนฐานชนิดต่าง ๆ 
ค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์เท่ากับ 8.0 สามารถถูกยับยั้งปฏิกิริยาได้โดยสารจ าพวก 
N-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone, L-1-tosylamide-2-phenylethyl chloromethyl 
ketone, Diisopropylfluorophosphate และ Soyabean trypsin inhi bitor 
  2.1.4.2 Subtilisin-like protease หรือ Subtilase เป็นเอนไซม์ที่มีจุดก าเนิดมา
จากแบคทีเรีย ซึ่งจะถูกหลั่งออกมานอกเซลล์เพ่ือย่อยสลายสารอาหาร มีความจ าเพาะต่อสับเสตรทที่
เป็นวงแหวนและมีคุณสมบัติไฮโดรโฟบิก ค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานเท่ากับ 10.0 สามารถถูก
ยับยั้งการท างานได้โดยสาร PMSF, Diisopropylfluorophosphate และ Potato inhibitor 
  2.1.4.3 Wheat serine carboxypeptidase II-like protease เป็นเอนไซม์ที่มี
พีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานอยู่ในช่วง 4.5-5.5 แสดงให้เห็นว่าฮิสทิดีนที่บริเวณเร่งมีค่า pKa ต่ ากว่า
ปกติ 
  2.1.4.4 Prolyloligopeptidase-like serine protease เป็นเอนไซม์กลุ่มที่ยังไม่
ค่อยทราบคุณสมบัติมากนัก แต่สามารถใช้เทคนิค sequence homology มาอธิบายได้ 
  2.1.4.5 Myxobacter α-lytic protease เป็นเอนไซม์ที่มีความจ าเพาะต่อหมู่ 
คาร์บอกซิลของกรดอะมิโนที่เป็นกลางและมีโครงสร้างเป็นสาย พีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานเท่ากับ 
9.0 และสามารถถูกยับยั้งการท างานได้โดยสารจ าพวก Diisopropylfluorophosphate 
  2.1.4.6 Staphylococcal protease  ถูกสร้างจากแบคทีเรีย Staphylococcus 
aureus พีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานอยู่ในช่วง 4.0-7.8 มีความจ าเพาะต่อพันธะเปปไทด์ตรงหมู่
คาร์บอกซิลของกรดอะมิโนที่มีความเป็นกรด สามารถถูกยับยั้งการท างานได้โดยสาร diisopropyl-
fluorophosphate 
 
2.2 แหลง่ท่ีมาของเอนไซม์โปรตีเอส 
 
 เอนไซม์โปรตีเอสเป็นเอนไซม์ที่ส าคัญต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ท าให้สามารถ
พบเอนไซม์ชนิดนี้ได้ในหลาย ๆ แหล่ง ทั้งพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ 
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 2.2.1 โปรตีเอสจากพืช 
 การใช้ประโยชน์จากเอนไซม์โปรตีเอสที่ได้จากพืชนั้น มีเหตุผลหลายประการ เช่น การมีพ้ืนที่
ที่เหมาะสมต่อการเพาะปลูก และภูมิอากาศที่เหมาะแก่การเจริญของพืช เป็นต้น โปรตีเอสจากพืชที่
เป็นที่รู้จักกันดีนั้น ได้แก่ Papain จากยางมะละกอ Bromelin จากสับปะรด และ Keratinase จากพืช
สมุนไพรบางชนิด เป็นต้น ปัญหาหลักของการน าเอนไซม์โปรตีเอสที่ได้จากพืชไปใช้ประโยชน์คือ ต้อง
เพาะปลูกพืชในบริเวณที่มีสภาพภูมิอากาศเหมาะสมเท่านั้น ท าให้ได้ผลผลิตเอนไซม์โปรตีเอสจากพืช
ได้เพียงบางพ้ืนที่ นอกจากนี้ เอนไซม์ท่ีได้จากพืชนั้นยังมีความเข้มข้นต่ า จึงต้องใช้วัตถุดิบในปริมาณ
มากเพ่ือผลิตเอนไซม์ให้ได้ตามต้องการ 
 
 2.2.2 โปรตีเอสจากสัตว์ 
 เอนไซม์โปรตีเอสจากสัตว์ที่นิยมน ามาใช้ประโยชน์กันอย่างแพร่หลาย ได้แก่ Chymotrypsin, 
Trypsin, Pepsin, และ Renin เอนไซม์เหล่านี้สามารถผลิตได้ในรูปของเอนไซม์บริสุทธิ์และในปริมาณ
มาก แต่อย่างไรก็ตาม การผลิตเอนไซม์เหล่านี้นั้นขึ้นอยู่กับการเลี้ยงสัตว์เพ่ือบริโภค จึงมักถูกควบคุม
ด้วยนโยบายทางการเมืองและเกษตรกรรม 
 
 2.2.3 โปรตีเอสจากจุลินทรีย์ 
 แม้ว่าเอนไซม์โปรตีเอสจากพืชและสัตว์จะถูกน าไปใช้ประโยชน์กันอย่างแพร่หลายทั่วโลก แต่
อย่างไรก็ตาม ในระดับอุตสาหกรรม มักเลือกท่ีจะผลิตเอนไซม์โปรตีเอสจากเชื้อจุลินทรีย์เป็นส่วนใหญ่ 
เนื่องจากสามารถเติบโตได้อย่างรวดเร็ว และง่ายต่อการปรับปรุงสายพันธุ์ เพ่ือให้สามารถผลิตเอนไซม์
ที่มีคุณสมบัติตามที่ต้องการได้ ดังนั้น เอนไซม์โปรตีเอสจากจุลินทรีย์จึงสามารถครองส่วนแบ่งในตลาด
การค้าเอนไซม์ทั่วโลกได้ถึงสองในสามส่วน โดยมักถูกน ามาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น 
อุตสาหกรรมสารซักล้าง อุตสาหกรรมการเกษตร อุตสาหกรรมฟอกหนัง อุตสาหกรรมอาหาร และ
อุตสาหกรรมยา เป็นต้น เอนไซม์โปรตีเอสจากจุลินทรีย์นั้น สามารถผลิตได้จากท้ังราและแบคทีเรีย 
  2.2.3.1 โปรตีเอสจากรา โปรตีเอสรานั้นได้รับความสนใจในการน ามาศึกษาวิจัยเป็น
อย่างมาก เนื่องจากมีความหลากหลายสูง มีความจ าเพาะต่อสับสเตรทที่ค่อนข้างหลากหลาย อีกท้ังยัง
มีความเสถียรภายใต้สภาวะที่รุนแรง จึงมีข้อดีคือ ท าให้สามารถแยกเอนไซม์ออกจากเส้นใยไมซีเลียม 
(Mycelium) ได้โดยการกรอง (Filtration) โดยทั่วไปเอนไซม์โปรตีเอสจากเชื้อรามักจะผลิตด้วยวิธีการ
หมักบนอาหารแข็ง (Solid-State Fermentation) และมักน าไปใช้ในการแปรรูปอาหารที่มีโปรตีน
เป็นองค์ประกอบ 
  2.2.3.2 โปรตีเอสจากแบคทีเรีย เอนไซม์โปรตีเอสในอุตสาหกรรมที่ส าคัญนั้นมัก
ผลิตจากแบคทีเรีย โดยเฉพาะที่ได้จากแบคทีเรียในจีนัส Bacillus เนื่องจากสามารถผลิตได้ในปริมาณ
มากและมีกิจกรรมการท างานของเอนไซม์สูง โปรตีเอสที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย สามารถแบ่งออกได้เป็น 
2 กลุ่ม ตามค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างาน ความคงตัว และลักษณะโครงสร้างของบริเวณเร่ง ได้แก่ 
   1) Neutral bacterial protease 
   Neutral bacterial protease ได้แก่ Metalloenzymes (CAS Number: 
9068-59-1) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ต้องการไอออนของโลหะในการท างาน สามารถท างานได้ดีในช่วงพีเอช 
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ระหว่าง 6 ถึง 9 ตัวอย่างเช่น เอนไซม์ที่ผลิตจาก Bacillus subtilis, B. thermoproteolytics และ 
Streptomyces griseus ซึ่งมีการผลิตทั้งในรูปผงและสารละลายที่คงตัว (Stabilized solutions) มัก
น าไปใช้ในอุตสาหกรรมฟอกหนัง อุตสาหกรรมเบียร์ และการผลิต Protein Hydrolysate 
   2) Alkaline bacterial protease 
   Alkaline bacterial protease ได้แก่ Subtilisin (CAS Number: 9014-
01-1) เป็นเอนไซม์ท่ีบริเวณเร่งปฏิกิริยาเป็นกรดอะมิโน Serine สามารถท างานได้ดีในช่วงที่มีค่าพีเอช 
ระหว่าง 7 ถึง 11 และสามารถท างานได้ดีที่สุดในช่วงพีเอชระหว่าง 7.5 ถึง 9.5 สามารถถูกยับยั้งแบบ
ไม่ผันกลับได้ด้วยสารเคมีจ าพวก Chelating agent 
 
2.3 อัลคาไลน์โปรตีเอส (Alkaline Protease) 
 
 อัลคาไลน์โปรตีเอส (E.C. 3.4.21-24) จัดอยู่ในกลุ่มเอนไซม์โปรตีเอสที่สามารถเร่งปฏิกิริยา
การย่อยสลายพันธะเปปไทด์ในสายโพลีเปปไทด์ ภายใต้สภาวะแวดล้อมที่พีเอชเป็นกลางไปจนถึงเป็น
ด่างได้ จึงถูกน าไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ อย่างมากมาย โดยเฉพาะอุตสาหกรรมซักล้าง 
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่มีความส าคัญในอุตสาหกรรมแสดงไว้ในตารางที่ 1 โดยทั่วไป อัลคาไลน์
โปรตีเอสสามารถท างานได้ในสภาวะที่มีค่าพีเอชอยู่ระหว่าง 8 ถึง 12 และอุณหภูมิอยู่ในช่วง 50 ถึง 70 
องศาเซลเซียส ค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานที่สุดอยู่ระหว่าง 9 ถึง 11 แต่มีส่วนน้อยที่สามารถ
ท างานได้ดีเมื่อค่าพีเอชสูงถึง 12 และ 13 ส่วนอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานนั้นอยู่ระหว่าง 50 ถึง 
70 องศาเซลเซียส ส่วนใหญ่ อัลคาไลน์โปรตีเอสต้องการไอออนของโลหะเพ่ือให้มีกิจกรรมของเอนไซม์
สูงที่สุด ซึ่งไอออนของโลหะท่ีนิยมน ามาใช้ส่วนใหญ่ได้แก่ Ca2+, Mg2+ และ Ca2+  โดยที่ Ca2+ จะมี
บทบาทส าคัญต่อความเสถียรของเอนไซม์ เนื่องจากช่วยเพิ่มกิจกรรมการท างานและความทนต่อความ
ร้อน (Thermal stability) ของอัลคาไลน์โปรตีเอสได้ เมื่ออยู่ภายใต้สภาวะที่มีอุณหภูมิสูง นอกจากนี้
ไอออนของโลหะชนิดอื่น เช่น Ba2+. Mn2+, Mg2+, Co2+, Fe2+, และ Zn2+ ก็มักถูกน ามาใช้ในการคง
สภาพ (Stabilization) ของเอนไซม์ด้วยเช่นกัน ส่วนไอออนของโลหะจ าพวก Hg2+, Cu2+, Ag2+, Fe2+ 
และ Zn2+ มักจะยับยั้งการท างานของอัลคาไลน์โปรตีเอสส่วนมาก 
 
ตารางท่ี  1 อัลคาไลน์โปรตีเอสที่มีความส าคัญในอุตสาหกรรม (Anwar and Saleemuddin, 1998) 
Species Source pH Optimum Industrial applications 
Streptococcus sp 
Bacillus stearothermophilus 
 
Tritirachium album 
    (proteinase T) 
Tritirachium album 
    (proteinase R) 
 

Bacterial 
Bacterial 
 
Fungal 
 
Fungal 
 
 

8.0 
9.5 
 
9.0-12.0 
 
7.0-10.0 
 
 

Dairy/cheese production 
Detergents and heavy duty 
   laundry powder 
Laundry detergents  
   Formulations 
Laundry detergents  
   Formulations 
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ตารางท่ี  1 อัลคาไลน์โปรตีเอสที่มีความส าคัญในอุตสาหกรรม (ต่อ) 
Species Source pH Optimum Industrial applications 
Conidiobolus coronatus 
    (alkaline proteinase B) 
 
Bacillus sp. Y. (BYA) 
Bacillus lichenformis 
    (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)  
 

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

9-7 
 
 
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 
 

Resolution of racemic  
   mixtures of D,L phenyl  
   alanine and glycine 
Detergent formulations 
Catalyst for N-protected 
   amino acid 
Dehairing/leather 
? 
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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2.4 การผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากแบคทีเรีย 
  
 จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้ส่วนใหญ่มักผลิตเอนไซม์ออกมาในปริมาณน้อย 
ดังนั้น การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เหล่านี้ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์
จึงเป็นสิ่งส าคัญ สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์มักมีความแตกต่างจากการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ 
ในการผลิตระดับอุตสาหกรรมมักจะใช้แหล่งคาร์บอน โปรตีน และองค์ประกอบอ่ืน ที่ความเข้มข้นสูง
ประมาณ 100 - 150 กรัมน้ าหนักแห้งต่อลิตร ดังนั้น ในการที่จะพัฒนาเทคโนโลยีในการผลิตอัลคาไลน์
โปรตีเอส.ให้สามารถใช้จริงในระดับอุตสาหกรรมได้ จะต้องค านึงถึงการเพ่ิมผลผลิต (Yield) ของ
เอนไซม์ และการหาสูตรอาหารและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต (Kumar & Takagi, 1999) 
 
 2.4.1 สภาวะท่ีเหมาะสมในการปลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 เนื่องจากเอนไซม์เป็นสารเมทาบอไลต์ที่มีความส าคัญต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด 
รวมไปถึงจุลินทรีย์ด้วย ดังนั้นหากต้องการผลิตเอนไซม์ให้ได้ในปริมาณมาก ก็จ าเป็นที่จะต้องเพ่ิมอัตรา
การเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ควบคู่กันไป ดังนั้น การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์
จึงเป็นสิ่งส าคัญที่จะท าให้สามารถพัฒนากระบวนการผลิตเอนไซม์จากจุลินทรีย์ให้มีประสิทธิภาพมาก
ขึ้น โดยปัจจัยต่าง ๆ ที่ส าคัญต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสนั้น (Kumar & 
Takagi, 1999) ได้แก่ 
  2.4.1.1 แหล่งไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยง 
  จุลินทรีย์ส่วนใหญ่ สามารถใช้ไนโตรเจนทั้งท่ีอยู่ในรูปอินทรีย์และอนินทรีย์ แล้วสร้าง
เป็นกรดอะมิโน กรดนิวคลีอิก โปรตีน และองค์ประกอบของผนังเซลล์ได้ โดยทั่วไป เอนไซม์อัลคาไลน์
โปรตีเอสจะมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบประมาณ 15.6 เปอร์เซ็นต์ และการผลิตเอนไซม์นั้นจะขึ้นอยู่
กับปริมาณของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยง มีการรายงานว่า เมื่อใช้ inorganic 
nitrogen เป็นแหล่งไนโตรเจน จะท าให้อัตราการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสลดต่ าลง นอกจากนี้
ยังพบว่า การสังเคราะห์เอนไซม์มักจะถูกยับยั้ง เมื่อใช้แหล่งไนโตรเจนที่ถูกเมตาบอไลซ์ได้ง่าย เช่น 
กรดอะมิโน และไอออนของแอมโมเนียม แต่อย่างไรก็ดี มีงานวิจัยบางชิ้นที่ผลการทดลองแสดงให้เห็น
ว่าการใช้เกลือของแอมโมเนียมเป็นแหล่งไนโตรเจน ไม่มีผลไปยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ 
  2.4.1.2 แหล่งคาร์บอนในอาหารเพาะเลี้ยง 
  จากการศึกษาพบว่า การเกิด Catabolite repression จากกลูโคสความเข้มข้นสูง 
ท าให้อัตราการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสลดต่ าลง และพบว่าเมื่อค่าพีเอชในอาหารเพาะเลี้ยงลด
ต่ าลง อันเนื่องมาจากการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วของจุลินทรีย์ จะส่งผลให้การผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์
โปรตีเอสลดลงด้วยเช่นกัน ส าหรับการผลิตในระดับอุตสาหกรรม จะใช้คาร์โบไฮเดรตที่ความเข้มข้นสูง 
ซึ่งจะมีผลไปยับยั้งการผลิตเอนไซม์ ดังนั้นจึงต้องใช้วิธีการเติมคาร์โบไฮเดรตลงในอาหารอย่างต่อเนื่อง 
หรือเติมเป็นชุด ๆ ตลอดกระบวนการหมัก เพ่ือหลีกเลี่ยงการเกิดการยับยั้งการผลิต โดยการควบคุมให้
ปริมาณสารอาหารอยู่ในสภาวะจ ากัดอยู่เสมอ และช่วยลดการให้พลังงานแก่กระบวนการผลิตอีกด้วย 
นอกจากนี้ยังพบว่าการเติมกรดอินทรีย์ต่าง ๆ เช่น Acetic acid, Methyl acetate และ Citric acid 
หรือ Sodium citrate ลงในอาหารเพาะเลี้ยง ช่วยเพิ่มอัตราการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้ 
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  2.4.1.3 ความต้องการไอออนของโลหะ 
  การผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากจุลินทรีย์ จะต้องมีการเติมไอออนของโลหะ
เช่น แคลเซียม โคบอลต์ คอปเปอร์ โบรอน เหล็ก แมกนีเซียม แมงกานีส และโมลิบดินัม เป็นต้น ลงใน
อาหารเพาะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมอัตราการผลิต อย่างไรก็ตาม การเติมไอออนของโลหะท่ีจ าเพาะบางอย่างก็
ขึ้นอยู่กับชนิดของเอนไซม์ด้วย ในงานวิจัยส่วนใหญ่จะใช้โพแทสเซียมฟอสเฟตเป็นแหล่งของฟอสเฟต
ไอออนในอาหารเพาะเลี้ยง เพ่ือรักษาค่าพีเอชในอาหารเพาะเลี้ยงให้คงที่ โดยความเข้มข้นที่เหมาะสม
ของฟอสเฟตที่ช่วยส่งเสริมอัตราการผลิตเอนไซม์นั้นอยู่ที่ 2 กรัมต่อลิตร แต่หากใช้ความเข้มข้นที่สูง
กว่า 4 กรัมต่อลิตร จะท าให้เกิดการตกตะกอนของอาหารในระหว่างการนึ่งฆ่าเชื้อ ซึ่งสามารถแก้ไขได้
โดยการเติม disodium salt ของ EDTA ลงในอาหารเพาะเลี้ยง โดยที่เกลือชนิดนี้จะไม่ส่งผลกระทบ
ต่อปริมาณของเอนไซม์ที่ผลิตได้ 
  2.4.1.4 พีเอชและอุณหภูมิ 
  คุณสมบัติที่ส าคัญของ Alkalophilic organisms คือการที่สามารถเจริญเติบโตและ
สร้างเอนไซม์ภายใต้สภาวะแวดล้อมท่ีมีความเป็นด่างได้ ดังนั้น การที่จะเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิต
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากจุลินทรีย์ Alkalophiles เหล่านี้ จึงจ าเป็นที่จะต้องรักษาค่าพีเอชของ
อาหารเพาะเลี้ยงให้สูงกว่า 7.5 ไปตลอดกระบวนการหมัก ซึ่งการใช้คาร์บอเนตในการปรับพีเอชจะ
ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตได้ 
  อุณหภูมิ เป็นปัจจัยที่ส าคัญอีกปัจจัยหนึ่งที่ต้องควบคุมในระหว่างกระบวนการผลิต
เอนไซม์ ซึ่งมีความแตกต่างกันไปข้ึนอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิต แม้ว่ากลไกในการควบคุม
อุณหภูมิที่ส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์นั้นยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด อย่างไรก็ตาม มีงานวิจัยที่
พบว่าการสังเคราะห์เอนไซม์และการเผาผลาญพลังงานใน Bacilli มีความสัมพันธ์กัน 
  2.4.1.5 การให้อากาศและการกวน 
  ในระหว่างการหมักเพ่ือผลิตเอนไซม์จากจุลินทรีย์ อัตราการให้อากาศจะเป็นปัจจัยที่
บ่งบอกระดับของออกซิเจนที่ละลายอยู่ในอาหารเพาะเลี้ยง เนื่องจากจุลินทรีย์จะน าออกซิเจนไปใช้ใน
กระบวนการเมทาบอลิซึมต่าง ๆ ภายในเซลล์ เพ่ือสนับสนุนการเจริญเติบโตของเซลล์ ดังนั้นปริมาณ
ออกซิเจนที่ละลายอยู่ในอาหารเพาะเลี้ยงจึงมีความสัมพันธ์กับการเจริญของจุลินทรีย์ ดังนั้น หากมี
ปริมาณของออกซิเจนละลายอยู่ในอาหารเพียงพอ เชื้อสามารถดูดซึมออกซิเจนได้สูง ก็จะท าให้เกิด
การสร้างมวลเซลล์และเอนไซม์สูงตามไปด้วย ด้วยเหตุนี้ การกวนและการให้อากาศจึงเป็นปัจจัยที่มี
ผลต่อการส่งผ่านออกซิเจนจากอาหารเพาะเลี้ยงไปยังเซลล์จุลินทรีย์เป็นอย่างมาก 
 
 2.4.2 เทคนิคในการเพาะเลีย้งแบคทีเรียเพื่อผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส  
 
  2.4.2.1 การหมักด้วยอาหารแข็ง (Solid-state fermentation) 
  เป็นการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารแข็งที่ไม่ละลายน้ า ซึ่งจะท าการเติมน้ าหรือให้
ความชื้นในอาหารเพียงแค่ให้เหมาะสมต่อการเจริญเท่านั้น ท าให้อาหารมีความชื้นต่ าเหมาะส าหรับ
การเจริญและการสร้างเอนไซม์เท่านั้น ท าให้วิธีการนี้เหมาะส าหรับใช้เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์สร้างเส้นใย 
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(Filamentous organisms) ที่สามารถเจริญเติบโตบริเวณผิวหน้าของอาหารได้ ข้อดีของวิธีการนี้คือ 
สามารถท าได้ง่าย ต้นทุนในการผลิตต่ าและได้ผลผลิตของเอนไซม์สูง 
 จากการศึกษาของ Oda และคณะ (2006) พบว่าระดับการแสดงออกของกิจกรรมของ
เอนไซม์ ภายใต้สภาวะการหมักด้วยอาหารแข็งมีค่าสูงกว่าการหมักในอาหารเหลว เนื่องจากสภาวะ
ของการหมักด้วยอาหารแข็งมีความใกล้เคียงกับลักษณะการสร้างเอนไซม์ของจุลินทรีย์ในธรรมชาติ 
 
  2.4.2.2 การหมักด้วยอาหารเหลว (Submerged fermentation) 
  เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ในการผลิตเอนไซม์และสารเมทาบอไลซ์ต่าง ๆ ในอุตสาหกรรม
มากที่สุด วิธีการนี้จะเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเหลวซึ่งง่ายต่อการเตรียม การควบคุมอุณหภูมิและ
พีเอช และการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ การหมักชนิดนี้สามารถแบ่งตามลักษณะของการด าเนินการ ดังนี้ 
   1) การหมักแบบกะ (Batch fermentation) 
   การหมักแบบกะเป็นการเพาะเลี้ยงในระบบปิด ความเข้มข้นของสารอาหาร
ในอาหารเพาะเลี้ยงจะสูงในช่วงเริ่มต้นของกระบวนการ จากนั้นจะค่อย ๆ ลดลงจนกระทั่งถูกใช้หมด
ไปหรือเหลือน้อยที่สุด และจะได้ผลิตภัณฑ์ในช่วงสุดท้ายของกระบวนการ การเพาะเลี้ยงด้วยวิธีนี้จะ
ได้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียหลายช่วง โดยที่แต่ละช่วงของการเจริญจะแตกต่างกันอย่างชัดเจน 
ในระยะแรกของการเพาะเลี้ยง แบคทีเรียจะยังไม่มีการเพ่ิมจ านวน เนื่องจากเชื้อก าลังปรับตัวต่อ
สภาพแวดล้อม และสังเคราะห์เอนไซม์ที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโต เรียกระยะนี้ว่า ระยะพักตัว (Lag 
phase) จากนั้นเชื้อจะเจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วงระยะเร่ง (Log phase หรือ 
Exponential phase) และการเจริญจะคงที่เมื่อเข้าสู่ระยะ Stationary phase ซึ่งเป็นระยะที่
แบคทีเรียมีจ านวนเซลล์สูงสุด และมีอัตราการเจริญเท่ากับอัตราการตาย หลังจากนั้นเชื้อจะเข้าสู่ระยะ 
Dead phase ที่อัตราการเจริญของเชื้อจะลดลง เนื่องมาจากสารอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญหมดลง 
   2) การหมักแบบเติมกะ (Fed-batch fermentation) 
   การหมักแบบเติมกะ จะต้องท าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแบบกะก่อน แล้วจึง
เติมอาหารเข้าไปในถังหมักเป็นช่วง ๆ หรืออย่างต่อเนื่อง โดยที่ไม่มีการดึงเอาอาหารเลี้ยงเชื้อออกจาก
ระบบ การหมักด้วยวิธีนี้เป็นการค่อย ๆ เติมสารอาหารให้พอดีกับความต้องการในการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรีย เพ่ือไม่ให้เกิดการขาดแคลนออกซิเจนอันเนื่องมาจากการเจริญอย่างรวดเร็ว ซึ่งหากปริมาณ
ของออกซิเจนมีไม่เพียงพอกับปริมาณของสารอาหารในอาหารเพาะเลี้ยง แบคทีเรียจะน าสารอาหาร
ไปใช้ในการสร้างสารอ่ืนที่เป็นพิษ เช่น กรดอะซิติก (Acetic acid) เป็นต้น แทนการน าไปใช้สร้าง
พลังงานในกระบวนการหายใจแบบใช้ออกซิเจน เรียกปรากฏการณ์นี้ว่า แครบทรีเอฟเฟก (Crabtree 
effect) วิธีการหมักแบบเติมกะนี้ นอกจากจะท าให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์สูงแล้ว ยังช่วยลดการเกิด
การยับยั้งการเจริญและการสร้างผลิตภัณฑ์จากความเข้มข้นเริ่มต้นของสับสเตรทที่สูงได้อีกด้วย ดังนั้น 
จึงนิยมใช้การเพาะเลี้ยงแบบเติมกะในระดับอุตสาหกรรมมากกว่าการเพาะเลี้ยงแบบอ่ืน ๆ ข้อดีและ
ข้อเสียของการหมักในอาหารเหลวแต่ละวิธี แสดงไว้ในตารางที่ 2 (Fauziah, 2010) 
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ตารางท่ี  2 ข้อดีข้อเสียของการหมักในอาหารเหลวแต่ละวิธี (Patrick & Finn, 2008) 
ข้อดี ข้อเสีย/ข้อจ่ากัด 
การหมักแบบกะ 
   1.  เหมาะส่าหรับเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เพื่อผลิต 
ผลิตภัณฑ์ในปริมาณน้อย 
   2.  จุลินทรีย์มีความแข็งแรง เกิดการผ่าเหล่ายาก 
   3.  การควบคุมระหว่างการเพาะเลี้ยงท่าได้ง่าย 
   4.  การควบคุมระบบให้อยู่ในสภาวะปลอดเชื้อ  
ท่าได้ง่าย เพราะเป็นระบบปิด ไม่มีการน่าสารเข้า
หรือออกจากระบบ 
 
การหมักแบบเติมกะ 
   1.  ลดผลการยับยั้งการผลิตผลิตภัณฑ์ที่เกิดจาก
อาหารความเข้มข้นสูง 
  2.  ผลิตเซลล์ได้ที่ความเข้มข้นสูง 
  3.  ลดผลจากกลูโคส (Glucose effect) เมื่อใช้
กลูโคสในอาหารที่ความเข้มข้นสูง 
  4.  ลดความหนืดของอาหารที่เกิดจากจุลินทรีย์
และผลผลิตจากจุลินทรีย์ 
 

 
1.  ต้องเตรียมหัวเชื้อและอาหารใหม่ทุกครั้ง 
จึงเสียเวลาและค่าใช้จ่ายมาก 
2.  ต้องรอให้จุลินทรีย์เติบโตในช่วงแรกทุกครั้ง 
เนื่องจากเป็นการเตรียมหัวเชื้อใหม่ จึงต้องมี
การปรับสภาวะของจุลินทรีย์ก่อน 
 
 
 
 
1.  จ าเป็นต้องทราบลักษณะของการเจริญ 
เติบโตของจุลินทรีย์ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง 
เพ่ือให้สามารถเติมอาหารได้ตรงตามลักษณะ
การเจริญ 
2.  การควบคุมระบบจ าเป็นต้องใช้ทักษะใน
การด าเนินการสูง 
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2.5 สมบัติของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส (Kumar และ Takagi, 1999) 
 
 2.5.1 พีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 
 โดยทั่วไป พีเอชที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจะอยู่ในช่วง 9-11 แต่
มีเอนไซม์บางชนิดที่มีค่าพีเอชที่เหมาะสมค่อนข้างสูง โดยมีค่าเท่า 11.5, 11-12, 12.3 และ 12-13 
นอกจากนี้ยังมีค่า Isoelectric point สูง ท าให้มีความเสถียรเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีค่าพีเอชอยู่ระหว่าง 
6-12 ส่วนอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสอยู่ในช่วง 50-70 องศา
เซลเซียส นอกจากนี้ยังพบว่าเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก Bacillus sp., Streptomyces sp., 
และ Thermus sp. ค่อนข้างเสถียรที่อุณหภูมิสูง และการเติมไอออนของแคลเซียมในอาหารเพาะเลี้ยง
ยังช่วยเพิ่มความเสถียรของเอนไซม์ที่อุณหภูมิสูงได้อีกด้วย 
 
 2.5.2 น้่าหนักโมเลกุล 
 น้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจะอยู่ในช่วง 15 ถึง 30 กิโลดาลตัน 
 
 2.5.3 ความต้องการไอออนของโลหะและสารยับย้ัง 
 เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสต้องการ Divalent cation เช่น Ca2+, Mg2+ และ Mn2+ หรือการ
รวมไอออนของโลหะเหล่านี้เข้าด้วยกันในอาหารเพาะเลี้ยง เพ่ือให้มีกิจกรรมของเอนไซม์สูงที่สุด และ
พบว่า cations เหล่านี้ช่วยเพิ่มความเสถียรต่ออุณหภูมิของเอนไซม์ที่ได้จาก Bacillus ด้วย โดยเชื่อว่า 
cations จะปกป้องเอนไซม์ไม่ให้เสียสภาพจากความร้อน และมีบทบาทส าคัญในการรักษาโครงสร้างที่
สามารถท างานได้ของเอนไซม์ (Active form) เมื่ออยู่ภายใต้อุณหภูมิสูง 
 การยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสขึ้นอยู่กับชนิดของเอนไซม์ ความต้องการ
โคแฟกเตอร์และลักษณะของบริเวณเร่ง เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจะถูกยับยั้งกิจกรรมอย่างสมบูรณ์
โดยสาร Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) และ Diisopropylfluorophosphates (DFP) 
 
 2.5.4 ความจ่าเพาะต่อสับเสตรท 
 แม้ว่าอัลคาไลน์โปรตีเอสจะสามารถย่อยสลายสับสเตรทสังเคราะห์ได้ดีเช่นเดียวกับสับสเตรท
ที่ได้จากธรรมชาติ แต่อัตราการเร่งปฏิกิริยาจะค่อนข้างผันแปร นอกจากนี้เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส
และ Subtilisins ยังสามารถย่อย casein ได้ดีกว่า haemoglobin หรือ bovine serum albumin 
หรือ BSA 
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2.6 การท่าให้เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์ 
 
 2.6.1 การตกตะกอน (Precipitation) 
 การตกตะกอนเป็นการท าให้สารละลายเอนไซม์มีความเข้มข้นมากขึ้น โดยการเติมเกลือหรือ
สารละลายอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ เช่น เมทานอล, เอทานอล และโพรพานอล เป็นต้น ซึ่งจะไปมีผลท าให้
การละลายของโปรตีนลดลง เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาระหว่างโปรตีนกับโปรตีนมากกว่าโปรตีนกับน้ า ท า
ให้โปรตีนเกิดการตกตะกอน (ปราณี พัฒนพิพิธไพศาล, 2556) แม้ว่าเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตจะเป็นที่
นิยมใช้ในการตกตะกอนโปรตีนทั่วไป แต่ไม่นิยมน ามาใช้ในการตกตะกอนเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
เนื่องจากสามารถตกตะกอนได้ดีในสภาวะที่เป็นกรดหรือเป็นกลางเท่านั้น จึงนิยมใช้สารพวกโซเดียม
ซัลเฟต หรือสาร ละลายอินทรีย์มากกว่า แต่การใช้โซเดียมซัลเฟตก็มีข้อจ ากัด เนื่องจากที่อุณหภูมิต่ า
จะมีความสามารถในการละลายต่ า (Kumar & Takagi, 1999) 
 
 2.6.2 โครมาโทกราฟีแบบเจลฟิวเตรชัน (Gel filtration chromatography) 
 เป็นเทคนิคในการแยกและท าให้เอนไซม์บริสุทธิ์ โดยอาศัยความแตกต่างของขนาดโมเลกุล 
โดยสารตัวอย่างจะเคลื่อนที่ผ่านสารตัวกลางซึ่งเป็นเจลที่มีลักษณะพรุน ท าหน้าที่ควบคุมการเคลื่อนที่
ของสาร โดยสารที่มีขนาดโมเลกุลเล็กจะสามารถเคลื่อนที่เข้าไปในรูพรุนของเจลได้ จึงเคลื่อนที่ออก
จากคอลัมน์ทีหลัง ส่วนสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่กว่าจะเข้าไปในเจลได้บางส่วนหรือไม่สามารถเข้าไป
ในรูพรุนของเจลได้เลย จึงเคลื่อนที่ออกจากคอลัมน์มาเป็นอันดับแรก 
 
 2.6.3 โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (Ion-exchange chromatography) 
 เป็นเทคนิคในการแยกเอนไซม์โดยอาศัยความแตกต่างและการแลกเปลี่ยนประจุระหว่าง
เอนไซม์กับสารตัวกลางที่มีประจุบริเวณผิว เช่น เรซินแลกเปลี่ยนไอออน (Ion exchange resins) 
เซลลูโลสแลกเปลี่ยนไอออน (Ion exchange cellulose) และเจลแลกเปลี่ยนไอออน (Ion exchange 
gel) เป็นต้น อัลคาไลน์โปรตีเอสส่วนใหญ่มักจะมีประจุบวกบนผิว จึงไม่จับกับสารตัวกลางชนิด Anion 
exchange ดังนั้น การใช้ Cation exchange เป็นสารตัวกลางในการแลกเปลี่ยนประจุจึงเป็น
ทางเลือกท่ีดีกว่าในการแยกอัลคาไลน์โปรตีเอส และสามารถชะเอนไซม์ออกมาได้โดยการเติมเกลือ
หรือปรับค่าพีเอชเท่านั้น สารตัวกลางที่นิยมใช้ในการแยกอัลคาไลน์โปรตีเอสมักจะมีหมู่ที่มีลักษณะ
เป็น Ionizable functional group เช่น Diethy amino ethyl (DEAE) และ Carboxy methyl (CM) 
 
 2.6.4 โครมาโทกราฟีแบบจ่าเพาะ (Affinity chromatography) 
 เป็นเทคนิคในการแยกเอนไซม์โดยอาศัยความจ าเพาะของการจับกันทางโครงสร้างเคมี
ระหว่างสารตัวอย่างกับสารที่มีความจ าเพาะต่อโมเลกุลที่ต้องการแยก เรียกว่า ลิแกนด์ (Ligand) โดย
ลิแกนด์จะถูกตรึงอยู่บนผิวของสารตัวกลางที่ท าหน้าที่เป็นสารพยุง (Carrier) สารดูดซับ (Adsorbent) 
ที่นิยมใช้ในการแยกอัลคาไลน์โปรตีเอสด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ เช่น Hydroxyapatite, 
Immobilized N-benzoyloxycarbonyl phenylalanine agarose, Immobilized casein 
glutamic acid และ Aprotinin agarose เป็นต้น แม้ว่าเทคนิคการแยกโปรตีนแบบโครมาโทกราฟี
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แบบจ าเพาะจะเป็นวิธีการแยกท่ีมีประสิทธิภาพวิธีหนึ่ง แต่มีข้อจ ากัดคืออุปกรณ์ท่ีใช้ในการแยกมีราคา
แพง ท าให้น าไปใช้ในการแยกโปรตีนในระดับอุตสาหกรรมได้ยาก 
 
2.7 การน่าเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ 
 
 2.7.1 อุตสาหกรรมผงซักฟอก 
 การเติมเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในผงซักฟอกช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการก าจัดคราบโปรตีน
ที่ติดอยู่บนเนื้อผ้าได้ดี การน าอัลคาไลน์โปรตีเอสไปใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลายในการผลิตผงซักฟอก 
เป็นผลมาจากการที่เอนไซม์มีคุณสมบัติในการท าความสะอาดและเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม นอกจากนี้ 
ยังช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการก าจัดคราบสกปรกอีกด้วย จึงท าให้สามารถท าความสะอาดเสื้อผ้าได้ที่
อุณหภูมิต่ าและใช้ระยะเวลาในการปั่นผ้าสั้นลง ภายหลังจากข้ันตอนการแช่ผ้า 
 
 2.7.2 อุตสาหกรรมฟอกหนัง 
 เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสมีคุณสมบัติที่สามารถย่อย Elastin และ Keratin ได้ จึงถกูน ามาใช้
ในขั้นตอน Biotreatment ของอุตสาหกรรมฟอกหนัง เพ่ือก าจัดเส้นขนและเศษเนื้อเยื่อท่ีติดอยู่บน
หนังสัตว์ให้หลุดลอกออกไป ภายใต้สภาวะที่เป็นด่างปานกลาง รูขุมขนบนหนังสัตว์จะเกิดการขยาย 
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีนจึงสามารถเข้าไปย่อยโปรตีนบริเวณ Hair follicle ได้ ท าให้ง่ายต่อการก าจัด
เส้นขน เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่เป็นด่างสูงซึ่งเป็นวิธีการที่ใช้กันแต่ก่อน การใช้เอนไซม์อัลคาไลน์
โปรตีเอสจึงเป็นที่ยอมรับและปลอดภัยกว่าการใช้ Sodium fulfide ในการก าจัดเส้นขน ซึ่งก่อให้เกิด
ซัลไฟด์ร้อยละ 100 และมากกว่าร้อยละ 80 ของซัลไฟด์ที่เกิดข้ึนมักปนเปื้อนไปกับของเสียจากโรงงาน
ฟอกหนัง นอกจากนี้ หนังสัตว์ที่ผ่านการฟอกโดยใช้เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสนั้น จะมีคุณภาพดีกว่า
หนังสัตว์ที่ได้จากการฟอกแบบเก่า 
 
 2.7.3 อุตสาหกรรมอาหาร 
 อัลคาไลน์โปรตีเอสสามารถย่อยสลายโปรตีนทั้งจากพืชและสัตว์ได้ Alcalase เป็นเอนไซม์
ทางการค้าท่ีมีความจ าเพาะต่อกรดอะมิโนประเภทไฮโดรโฟบิกค่อนข้างกว้าง จึงมีการน าเอนไซม์ชนิด
นี้ไปใช้ย่อยโปรตีน ให้ได้เป็น Protein hydrolysate ที่มีความขมลดลง นอกจากอัลคาไลน์โปรตีเอส
ชนิดนี้แล้ว ยังมีเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสชนิดอื่น ๆ ที่ถูกน าไปใช้เป็นส่วนผสมในน้ าผลไม้ หรือผลิต
อาหารโปรตีนสูงส าหรับผู้ที่ต้องการลดน้ าหนัก รวมทั้งน าไปใช้ในการท าให้เนื้ออ่อนนุ่ม 
 
 2.7.4 อุตสาหกรรมเคมี 
 การเติมเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสลงในสารละลายอินทรีย์ สามารถใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา
ชีวภาพในทางเคมีสังเคราะห์ได้ แต่มีข้อเสียคือ กิจกรรมของเอนไซม์จะลดลงเป็นอย่างมาก เมื่ออยู่ใน
สภาวะที่ไม่มีน้ า ดังนั้น จึงต้องศึกษาวิจัยเพ่ือหาวิธีการในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ในสารละลาย
อินทรีย์ให้ได้ 
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 2.7.5 การบ่าบัดของเสีย 
 อัลคาไลน์โปรตีเอสถูกน าไปใช้ในการจัดการของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารและชุมชน 
โดยอัลคาไลน์โปรตีเอสเหล่านี้สามารถย่อยสลายโปรตีนที่อยู่ในของเสียจ านวนหลายขั้นตอน เพ่ือให้ได้
อาหารเหลวหรืออาหารแห้งที่มีความเข้มข้นของสารอาหารสูง ส าหรับใช้ในการเลี้ยงสัตว์ (Kumar & 
Takagi, 1999) 
 
2.8 สรุปทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวคิด 
 
 2.8.1 ทฤษฎี และสมมติฐาน 
 เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกและคัดเลือกได้จากตัวอย่างดินบริเวณสถานที่ต่าง ๆ ภายในประเทศ
ไทย สามารถผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่อใช้สภาวะการเพาะเลี้ยงที่ได้
จากการทดลอง และใช้เทคนิคการหมักแบบเติมกะ (Fed-batch fermentation) จนสามารถขยาย
ขนาดการผลิตไปสู่ระดับอุตสาหกรรมได้ 
 
 2.8.2 กรอบแนวคิด 
 คัดแยกและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ดี
ที่สุดจากตัวอย่างดินที่เก็บจากสถานที่ต่าง ๆ ภายในประเทศ จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงในถังหมัก ภายใต้
สภาวะที่มีสูตรอาหารและปัจจัยต่าง ๆ ที่เหมาะสม โดยใช้เทคนิคการหมักแบบเติมกะ (Fed-batch 
fermentation) ในระยะเวลาไม่เกิน 48 ชั่วโมง แล้วเก็บเก่ียวผลผลิตโดยการปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์
ออกจากอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยง จากนั้นน าส่วนใสของอาหารที่แยกได้ ไปตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟต เพื่อท าให้เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ผลิตได้บริสุทธิ์และมีความเข้มข้นสูงขึ้น 
 
2.9 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (Information) ที่เกี่ยวข้อง 
 
 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 วรรณวิมล ทรัพย์ดี (2540) ท าการศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจาก Bacillus 
subtilis TISTR 25 ในถังหมัก 5 ลิตร โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ (Batch fermentation) 
พบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้สูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ประกอบด้วย 
KH2PO4 ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ MgSO4.7H2O ความเข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ CaCl2.2H2O 
ความเข้มข้น 0.001 เปอรเ์ซ็นต์ แป้งมันส าปะหลัง ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ และกากถั่วเหลืองผสม
กากเมล็ดทานตะวันในสัดส่วน 1:1 ที่มีปริมาณไนโตรเจนเท่ากับ 0.3 เปอร์เซ็นต์ และสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์คือ ปริมาณเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 0.5 เปอร์เซ็นต์ อัตราการให้อากาศ 1 
ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของของเหลวต่อนาที อัตราเร็วในการกวน 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส และค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยงเท่ากับ 7.0 ซึ่งได้กิจกรรมของเอนไซม์
สูงสุดเท่ากับ 174.82 ยูนิตต่อกรัมน้ าหนักเซลล์แห้ง 
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 สุดธิดา แสงยนต์ (2548) ท าการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อ 
Bacillus ที่คัดแยกได้จากดิน พบว่าเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว BMSM ที่มียีสต์สกัด 5 กรัมต่อลิตร 
และ หางนมผง (Skim milk) 10 กรัมต่อลิตร ท าให้สามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงสุดเท่ากับ 233.5 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร แต่เมื่อลดปริมาณหางนมผงลงเหลือ 2.5 กรัมต่อลิตร เชื้อสามารถผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้
สูงขึ้น โดยมีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 467.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร จึงสันนิษฐานว่าเคซีนท่ีเป็นโปรตีน
หลักในหางนมผงเป็นตัวเหนี่ยวน าให้เชื้อมีการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสออกมา 
 กฤษฎากร จริโมภาส (2549) ท าการศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสโดยใช้เชื้อ 
Bacillus sp. ในอาหารเหลว BMSM ภายในถังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วยวิธีการหมักแบบเติมกะที่มีการ
เติมอาหารอย่างต่อเนื่องด้วยอัตราคงที่ (Constantly fed-batch fermentation) พบว่าภายใต้
สภาวะการเพาะเลี้ยงที่ใช้อาหาร BMSM ที่มีความเข้มข้นเป็น 2 เท่า และมีกลูโคส 4 เปอร์เซ็นต์ ท าให้
ได้อัตราการผลิตเอนไซม์จ าเพาะสูงที่สุดเท่ากับ 28,484 ยูนิตต่อกรัมเซลล์ต่อชั่วโมง 
 Ferrero, Castro, Abate, Baigori, & Sineriz (1996) ศึกษาการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสจาก
เชื้อแบคทีเรีย Bacillus licheniformis MIR 29 ที่คัดแยกได้ พบว่าเชื้อสามารถเจริญได้ดีที่พีเอช 9.0 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยมีเคซีนเป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีที่สุด และเป็นตัวเหนี่ยวน าให้เกิดการ
สังเคราะห์เอนไซม์ ท าให้มีการหลั่งเอนไซม์ชนิดหลั่งออหมาภายนอกเซลล์ (Extracellular enzyme) 
ได้ถงึ 90 เปอร์เซ็นต์ โดยระดับการสังเคราะห์เอนไซม์จะขึ้นกับชนิดของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน
ที่ใช้ สภาวะที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์คือพีเอช 12 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  
 Mehrotra, Pandey, Gaur, & Darmwal (1999) ศึกษาการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสจาก
แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากดิน โดยใช้อาหารเพาะเลี้ยง Milk agar medium พบว่าแบคทีเรียที่มี
แนวโน้มสามารถผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้สูงที่สุด จากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้งหมด 52 สายพันธุ์ คือ 
Bacillus sp. ที่มีลักษณะเป็น Saline-alkali และเม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกลูโคส 1 เปอร์เซน็ต์ 
แอมโมเนียมคลอไรด์ 1 เปอร์เซ็นต ์พีเอช 10.5 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จะท าให้ได้กิจกรรม
ของเอนไซม์สูงที่สุด 
 Joo และคณะ (Joo et al.,2002) ท าการศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพของการผลิตอัลคาไลน์
โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus horikoshii ที่คัดแยกได้จากสารเหลวภายในร่างกายของไส้เดือน
ทะเลที่เจริญอยู่ในโคลนบริเวณชายฝั่งทะเลเหลืองของประเทศเกาหลี พบว่าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย 
B. horikoshii ในอาหารที่ประกอบด้วย กากถ่ัวเหลือง 1.5 เปอร์เซ็นต์ และเคซีน 1 เปอร์เซ็นต์ ที่
อุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส พีเอช 9 เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ท าให้ได้กิจกรรมของเอนไซม์สูงที่สุด และ
เอนไซม์ที่ผลิตได้สามารถท างานได้ท่ีพีเอชระหว่าง 5.5-12 แต่สามารถท างานได้ดีที่สุดที่พีเอชประมาณ 
9 ส่วนอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานคือ 45 องศาเซลเซียส นอกจากนี้กิจกรรมของเอนไซม์ยัง
สามารถถูกยับยั้งได้โดยสาร PMSF เนื่องจากเอนไซม์ที่ผลิตได้อยู่ในกลุ่มของ serine protease 
 Singh, Vohra, & Sahoo (2004) ศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์
โปรตีเอส จากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sphaericus โดยใชเ้ทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ พบว่าเมื่อ
ใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้นมากกว่า 3.3 กรัมต่อลิตร ไม่มีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย
อย่างไรก็ตามกิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์จะมีค่าสูงสุดเมื่อใช้กลูโคสที่ความเข้มข้น 
10.4 กรัมต่อลิตร นอกจากนี้ยังพบว่า การเพาะเลี้ยงแบบเติมกะที่มีการเติมอาหารที่ประกอบด้วย
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กลูโคสและสารอาหารความเข้มข้นสูง จะส่งผลให้การหลั่งเอนไซม์ออกมาภายนอกเซลล์ของแบคทีเรีย
ลดลง 
 Joo and Chang (2005) ศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่มีความเสถียรต่อสาร 
SDS จากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. I-132 ซึ่งคัดแยกได้จากดินโคลนบริเวณหาดที่มีการปนเปื้อนของ
สารเคมี และตัวอย่างน้ าทะเลบริเวณใกล้เขตซองโด เมืองอินชอน ประเทศเกาหลี พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียในอาหารที่ประกอบด้วย กากถั่วเหลือง 15 กรัมต่อลิตร แป้งสาลี 10 กรัมต่อลิตร ฟรุคโตส 5 
กรัมต่อลิตร K2HPO4 4 กรัมต่อลิตร Na2HPO4 1 กรัมต่อลิตร CaCl2 0.05 กรัมต่อลิตร และ Na2CO3 
8 กรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที จะ
ท าให้ได้กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 42,520 ยูนิตต่อมิลลิลิตร โดยเอนไซม์ท่ีผลิตได้จะมีกิจกรรม 
การท างานที่เหมาะสมในสภาวะพีเอช 11 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส อีกท้ังยังมีความเสถียรต่อ
สารทั้ง SDS และสารออกซิไดส์ โดยมีกิจกรรมคงเหลือเท่ากับ 87.8 และ 87.5 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
ในสภาวะที่มีสาร SDS ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ และ H2O2 ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ นาน 72 
ชั่วโมง ดังนั้นอัลคาไลน์โปรตีเอสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียชนิดนี้ จึงมีแนวโน้มที่จะสามารถน าไปใช้ใน
อุตสาหกรรมซักล้างได้ค่อนข้างสูง 
 Potumarthi, Subhakar, & Jetty (2007) ศึกษาอิทธิพลของการให้อากาศและการกวนผสม
ภายในถังหมักแบบ stirred tank-reactor ส าหรับการเพาะเลี้ยง Bacillus licheniformis NCIM-
2042 เพ่ือผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ที่มีการผันแปรอัตราการให้อากาศอยู่
ระหว่าง 1-3 ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของของเหลวต่อนาที และอัตราการกวนผสมระหว่าง 
200-400 รอบต่อนาที พบว่าในทุกรอบของการเพาะเลี้ยงแบบกะนั้น การสร้างเอนไซม์จะเกิดขึ้นสูงสุด
ในวันที่สามของการเพาะเลี้ยง (72 ชั่วโมง) จากนั้นจะลดลงในช่วงวันที่สี่และห้า และเมื่อใช้อัตราการ
ให้อากาศเท่ากับ 3 ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของของเหลวต่อนาที ร่วมกับอัตราการกวนผสม 
200 รอบต่อนาที จะได้อัตราการสร้างเอนไซม์จ าเพาะสูงสุดเท่ากับ 102 ยูนิตต่อมิลลิกรัมของ DC 
นอกจากนีย้ังพบว่า การใช้เคซีนที่ระดับความเข้มข้นสูงจะท าให้อาหารเพาะเลี้ยงมีความหนืดขึ้น ส่งผล
ให้ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงยาวนานขึ้นตามไปด้วย ซึ่งเป็นผลมาจากอัตราการส่งผ่านก๊าซออกซิเจน 
(Oxygen transfer rate) ภายในถังหมักลดลง 
 Ahmed and Abdel-Fattah (2010) ท าการศึกษาการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อ 
Bacillus licheniformis ATCC 21415 แบบเซลล์อิสระ เปรียบเทียบกับแบคทีเรียชนิดเดียวกันที่ผ่าน
การตรึงเซลล์ด้วยวิธีการต่าง ๆ โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงต่างกัน ได้แก่ การเพาะเลี้ยงแบบกะ แบบ 
repeated batch และแบบต่อเนื่อง พบว่าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย B. licheniformis ATCC 21415 
ที่ถูกตรึงเซลล์ด้วยการเกาะบนผ้าขนสัตว์โดยใช้พันธะโควาเลนต์ด้วยกลูตารอลดีไฮด์ ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบ repeated batch มีประสิทธิภาพสูงกว่าการใช้เซลล์อิสระ 
เห็นได้จากกิจกรรมเอนไซม์คงเหลือที่มีอยู่ถึง 57 เปอร์เซ็นต์ หลังการเพาะเลี้ยงผ่านไป 5 รอบ (เป็น
เวลา 480 ชั่วโมง) ในขณะที่กิจกรรมเอนไซม์ของเซลล์อิสระคงเหลือเพียง 35 เปอร์เซ็นต์ เมื่อ
เพาะเลี้ยงได้เพียง 2 รอบ ส่วนการเพาะเลี้ยงแบบต่อเนื่องท าให้ได้ผลผลิตของเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 
763.6 ยูนิตต่อชั่วโมง เมื่อใช้อัตราการเจือจางเท่ากับ 0.1 ต่อชั่วโมง และอัตราการผลิตเอนไซม์ของ  
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ถังหมักจะมีค่าสูงสุดเท่ากับ 3.32 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง เมื่อใช้อัตราการเจือจางเท่ากับ 0.4 ต่อ
ชั่วโมง นอกจากนี้ยังพบว่า ถังหมักชนิด Packed-bed reactor เหมาะส าหรับใช้ในการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียเพ่ือผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบต่อเนื่อง ที่ต้องใช้เวลานาน (168 
ชั่วโมง) มากท่ีสุด โดยมีค่ากิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์เท่ากับ 53 เปอร์เซ็นต์ 
 Sevinc and Demirkan (2011) ท าการศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจาก
แบคทีเรีย Bacillus sp. N-40 ที่คัดแยกได้จากดิน พบว่าการใช้อาหารเพาะเลี้ยงที่มีองค์ประกอบที่
เหมาะสมช่วยเพิ่มอัตราการผลิตเอนไซม์ได้ถึง 51 เปอร์เซ็นต์ โดยแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่
เหมาะสมคือ ฟรุคโตสและหางนมผง ส่วนแหล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอนินทรีย์ไม่มีผลต่อการเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ และการใช้ไอออนของโลหะร่วมกันระหว่าง Ca2+ กับ Mg2+ ในอาหาร
เพาะเลี้ยงช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต แต่ไม่มีผลต่อการผลิตเมื่อใช้เพียงแค่ตัวใดตัวหนึ่ง เอนไซม์ 
อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียชนิดนี้ สามารถท างานได้ดีที่พีเอช 7 อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส และเม่ือศึกษาเสถียรภาพของเอนไซม์ที่สภาวะต่าง ๆ พบว่าเอนไซม์มีความเสถียรที่พีเอช 
ระหว่าง 6 ถึง 9 และอุณหภูมิระหว่าง 40 ถึง 70 องศาเซลเซียส สามารถกระตุ้นการท างานของ
เอนไซม์ได้โดยใช้ Mn2+ และ Ca2+ 
 Tabandeh และคณะ (Tabandeh et al., 2011) ศึกษาการอิทธิพลของวิธีการเติมอาหาร 
แบบต่าง ๆ ในการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus clausii โดยใช้เทคนิคการ
เพาะเลี้ยงแบบเติมกะ พบว่าวิธีการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะที่มีการเติมอาหารเพาะเลี้ยงที่ประกอบด้วย 
เกลือแร่ ยีสต์สกัด และปราศจากกลูโคส ด้วยอัตราคงที่ เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการผลิต
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจาก B. clausii ท าให้สามารถวัดกิจกรรมสูงสุดของเอนไซม์ได้เท่ากับ 
2,430±67 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งเพ่ิมขึ้นจากการใช้วิธีการเพาะเลี้ยงแบบกะ (1,800±14 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร) ถึง 35 เปอร์เซน็ต์ นอกจากนี้ยังพบว่าผลผลิตของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ของ
วิธีการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะที่เท่ากับ 121,500 ยูนิตต่อกรัม และ 71,470 ยูนิตต่อลิตร ตามล าดับ ยัง
มีค่าสูงกว่าการเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงแบบกะ (90,000 ยูนิตต่อกรัม และ 64,285 ยูนิตต่อ
ลิตร) อีกด้วย ดังนั้น แนวโน้มในการน าเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะดังกล่าวข้างต้น ไปใช้ในการ
ผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสส าหรับใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมซักล้างจึงมีความเป็นไปได้สูง 
 Kumar และคณะ (Kumar et al., 2012) ศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อ 
Bacillus sp. MPTK 712 ที่คัดแยกได้จากกากตะกอนของโรงงานนม โดยใช้ Modified production 
medium ที่มีกากตะกอนจากโรงงานนมเป็นสับสเตรท พบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเมื่อท าการ
เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่ควบคุมพีเอชเท่ากับ 9.0 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และมีความเข้มข้นของ
หัวเชื้อเริ่มต้น 2 เปอร์เซ็นต์ อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากแบคทีเรียชนิดนี้ สามารถถูกยับยั้งการท างาน
ได้โดย Cetrimide, Tween-80, SDS และ Tween-20 และมีความเสถียรที่พีเอช 9 อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส 
 Smita, Ray, & Mohapatra (2012) ท าการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตอัลคาไลน์
โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ Serratia liquefaciens ที่คัดแยกได้จากบริเวณเขตเมืองโอริสสา 
(Orissa) ประเทศอินเดีย พบว่าได้ผลผลิตเอนไซม์สูงสุด (74.3 พียูต่อมิลลิลิตร) เมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะ
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พีเอชเท่ากับ 9 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นหัวเชื้อเริ่มต้น 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง 
 Tekin และคณะ (Tekin et al., 2012) ท าการศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจาก
เชื้อ Bacillus cohnii APT5 ที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดิน พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีเคซีนเป็น
องค์ประกอบ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 11.0 ท าให้ได้กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 
693,318 ยูนิตต่อนาที เอนไซม์ที่ได้มีความเสถียรที่พีเอช 11 อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เอนไซม์
ที่ผลิตได้จะมีกิจกรรมลดลงเล็กน้อยเมื่อใช้ตัวยับยั้ง PMSF ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ โดยมี
กิจกรรมสัมพัทธ์เท่ากับ 76 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ยังพบว่า เอนไซม์มีความเสถียรสูงในสภาวะที่มีสาร
ลดแรงตึงผิว (Surface active agents) ชนิดต่าง ๆ ได้แก่ SDS, Tween 20, Tween 80 และ Triton 
X-100 
 Agarwal & Katiyar (2013) ท าการศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์ 
โปรตีเอสจากแบคทีเรียที่ชอบด่างและทนร้อน Bacillus sp. BHA ซึ่งคัดแยกได้จากสับสเตรทที่เป็น
โปรตีนที่ผ่านการย่อยแล้ว (Decaying protein substrate) ซึ่งสามารถเจริญได้ในสภาวะที่ค่าพีเอชอยู่
ระหว่าง 7-11 แต่สามารถเจริญได้ดีท่ีสุดที่พีเอช 9.0 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส โดยวัดค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ได้เท่ากับ 68.98 เอพียูต่อมิลลิลิตร ซึ่งสูงกว่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่วัดได้จากเชื้อ
มาตรฐานที่น ามาเปรียบเทียบคือ Bacillus amyloliquefaciens MTCC 610 (8.98 เอพียูต่อ
มิลลิลิตร) และ Bacillus subtilis MTCC 8349 (12.14 เอพียูต่อมิลลิลิตร) นอกจากนี้ยังพบว่ากิจกรรม
ของเอนไซม์จากเชื้อที่คัดแยกได้ (68.98 เอพียูต่อมิลลิลิตร เท่ากับ 30.38 เอพียูต่อมิลลิกรัม) ยังมีค่าสูง
กว่ากิจกรรมเอนไซม์ท่ีวัดได้จากเชื้อแบคทีเรียผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสทางการค้าของบริษัท 
Novo Nordisk ประเทศเดนมาร์ก (30.35 เอพียูต่อมมิลลิกรัม) อีกเช่นกัน และเม่ือศึกษาเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของการผลิตเอนไซม์จาก Bacillus sp. BHA โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะและ
แบบเติมกะ พบว่าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. BHA มปีระสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์สูงเมื่อใช้
เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ โดยมีกิจกรรมของเอนไซม์เพ่ิมสูงขึ้นจากการเพาะเลี้ยงแบบกะถึง 
36.84 เปอร์เซ็นต์ เมื่อใช้อาหารเพาะเลี้ยง Basal medium ที่มีซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนและยีสต์สกัด
เป็นแหล่งไนโตรเจน ส่วนการใช้แหล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ ได้แก่ เคซีน เปปโทน 
และสารสกัดจากเนื้อวัว ที่ความเข้มข้น 1-4 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร จะส่งผลยับยั้งการสร้างเอนไซม์ใน
ช่วงแรก แต่การยับยั้งนี้จะลดลงเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของซูโครส 
 Kamran, Bibi, & Kamal (2014) ศึกษาการท าบริสุทธิ์เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อ
แบคทีเรีย สายพันธุ์ที่ทนร้อน โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ที่คามเข้มข้นร้อยละ 80 ตาม
ด้วยการท าโครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุด้วย CM-cellulose และ DEAE-cellulose พบว่า
ผลผลิตเอนไซม์ที่ได้มีความบริสุทธิ์เพ่ิมข้ึน 16.5 เท่า และมีกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เพ่ิมขึ้นจาก 
417 ยูนิตต่อมิลลิกรัม เป็น 6900 ยูนิตต่อมิลลิกรัม น้ าหนักโมกุลของลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์เท่ากับ 
62 กิโลดาลตัน 
 Radah, Prasad, Devi, & Mamata (2014) ท าการศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
โดยใช้เชื้อ Pseudomonas putida ร่วมกับ Staphylococcus aureus ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยง
แบบกะและแบบเติมกะ พบว่าการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงแบบกะของเชื้อทั้ง
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สองชนิดในอาหารสังเคราะห์ (Synthetic medium) ที่ใช้เปลือกกล้วยแห้งบดเป็นแหล่งคาร์บอน 
ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ และใช้กากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ความ
เข้มข้นของหัวเชื้อเริ่มต้น 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร เวลาในการเพาะเลี้ยงเท่ากับ 72 ชั่วโมง พีเอช
เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 8 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท าให้ได้กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 
1,443.67 ± 5.6 ยูนิตต่อมิลลิลิตร แต่การใช้เปลือกกล้วยแห้งบดและกากถ่ัวเหลืองที่ความเข้มข้น
สูงขึ้นจะท าให้อัตราการสร้างเอนไซม์ลดลง ซึ่งสามารถแก้ปัญหาได้โดยการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยง
แบบเติมกะ ที่มีการเติมอาหารที่มีเปลือกกล้วยแห้งบด ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ กากถั่วเหลือง 
เข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ เป็นองค์ประกอบ ด้วยอัตราคงท่ี เป็นเวลา 70 ชั่วโมง ซึ่งจะท าให้อัตราการเจริญ
จ าเพาะของแบคทีเรียลดลงเนื่องจากอาหารเพาะเลี้ยงถูกเจือจาง ในขณะที่ความเข้มข้นของเซลล์
แบคทีเรียและกิจกรรมของเอนไซม์จะเพ่ิมข้ึนเรื่อย ๆ และคงที่ในที่สุด ซึ่งกิจกรรมของเอนไซม์ที่ได้จาก
การเพาะเลี้ยงด้วยเทคนิคเติมกะจะมีค่าสูงกว่าการเพาะเลี้ยงแบบกะถึง 1.81 เท่า 
 Kocher and Joshi (2015) ศึกษาการใช้เปลือกมันฝรั่งเป็นสับสเตรทราคาถูกแทนการใช้ 
เคซีน ส าหรับการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus circulans MTCC 7906 
พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสเพ่ิมขึ้น 2.74 เท่า ทีเ่วลาการเพาะเลี้ยงเท่ากับ 96 ชั่วโมง 
และเม่ือน าเอนไซม์ที่ได้ไปท าให้บริสุทธิ์ โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตและโครมาโตกราฟี
ด้วย DEAE คอลัมน์ จะท าให้ได้กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เท่ากับ 18.761 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ที่ระดับ
ความบริสุทธิ์ 6.185 เท่า และภายหลังจากการท าให้เอนไซม์เข้มข้นข้ึนด้วย PEG ค่ากิจกรรมจ าเพาะ
ของเอนไซม์จะเพ่ิมข้ึนเป็น 69.332 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ที่ระดับความบริสุทธิ์ 22.859 เท่า นอกจากนี้ เมื่อ
น าเอนไซม์บริสุทธิ์เข้มข้นไปท าการแยกโปรตีนด้วยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (SDS PAGE) เทียบกับ
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากการใช้เคซีนเป็นสับสเตรท พบว่าแถบโปรตีนของเอนไซม์ทั้งสอง
ชนิดปรากฏที่บริเวณ 40 กิโลดาลตัน เท่ากัน จึงสามารถบ่งชี้ได้ว่าเปลือกมันฝรั่งสามารถใช้เป็น
สับสเตรทในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อ Bacillus circulans MTCC 7906 ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพเช่นเดียวกับการใช้เคซีน 
 Lakshmi and Prasad (2015) ศึกษาการท าบริสุทธิ์และตรวจสอบคุณสมบัติของอัลคาไลน์
โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อกลายพันธุ์ Bacillus licheniformis B18 โดยตกตะกอนเอนไซม์ที่ละลายอยู่ใน
อาหารเพาะเลี้ยงด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต และท าโครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุด้วย DEAE -
cellulose ตามด้วยการท าโครมาโตกราฟีแบบเจลฟิวเตรชั่นด้วย Sephadex G-100 พบว่าผลผลิต
เอนไซม์ที่ได้หลังจากการท าบริสุทธิ์มีค่าร้อยละ 10 เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ด้วยเทคนิค 
SDS-PAGE พบว่าเอนไซม์มีลักษณะเป็นเนื้อเดียวกัน (Homogeneous) และมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 
28 กิโลดาลตัน และเมื่อตรวจสอบคุณสมบัติของเอนไซม์บริสุทธิ์พบว่า พีเอชที่เหมาะสมต่อการท างาน
ของเอนไซม์ คือ พีเอช 10 แต่มีความเสถียรที่พีเอชระหว่าง 5.0 – 12.0 ส่วนอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อ
การท างานของเอนไซม์คือ 50 องศาเซลเซียส แต่สามารถท างานได้ในสภาวะที่อุณหภูมิอยู่ระหว่าง 30-
70 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ยังพบว่าเอนไซม์ถูกยับยั้งการท างานได้โดยสาร PMSF บ่งชี้ได้ว่าเอนไซม์
ที่ผลิตจากแบคทีเรียชนิดนี้มีลักษณะเป็น Serine protease ที่สามารถเพ่ิมกิจกรรมการท างานของ
เอนไซม์ได้เมื่อใช้ Ca2+ และ Mn2+ ในอาหารเพาะเลี้ยง 
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 Sminathan and Narayanan (2015) ศึกษาการท าบริสุทธิ์และคุณสมบัติของอัลคาไลน์   
โปรตีเอสที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis IAS 01 พบว่าเอนไซม์มีความบริสุทธิ์ร้อยละ 70 
หลังจากผ่านกระบวนการท าบริสุทธิ์เอนไซม์ เริ่มจากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต การท า
โครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุด้วย DEAE-cellulose และโครมาโตกราฟีแบบเจลฟิวเตรชัน
ด้วย Sephadex G-100 โดยมี Percent of recovery เท่ากับ 10.45 และมีค่ากิจกรรมจ าเพาะเพ่ิมข้ึน 
11.63 เท่า เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ด้วยวิธี SDS-PAGE มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 14.3 
กิโลดาลตัน คุณสมบัติของเอนไซม์หลังจากผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 70 เอนไซม์มีกิจกรรมการท างานที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พีเอช 12.0 และมีกิจกรรมและ
ความเสถียรเพิ่มข้ึนเมื่อมี Na+ (76.42 ± 1.41%) และ CaCl2 (130.88 ± 1.48%) ในอาหารเพาะเลี้ยง 
และสามารถถูกยับยั้งกิจกรรมการท างานได้ถึงร้อยละ 94.2 โดยสาร EDTA ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร ์
จึงบ่งชี้ได้ว่าอัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ เป็นอัลคาไลน์โปรตีเอสชนิด Mettallo- 
protease นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อท าการตกตะกอนเอนไซม์ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 70 เอนไซม์ที่ได้จะมีประสิทธิภาพในการขจัดคราบเลือดแห้งที่ติดอยู่บนเสื้อผ้าจากโรงพยาบาล 
ภายในระยะเวลา 30 นาที ซึ่งให้ผลดีกว่าผงซักฟอกตามท้องตลาดทั่วไป ดังนั้นจึงบ่งชี้ได้ว่าอัลคาไลน์
โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis IAS 01 มีแนวโน้มที่จะสามารถน าไปใช้เป็นองค์ประกอบ
ในผงซักฟอกได้ในอนาคต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

บทท่ี 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีดา่เนินการวิจัย 

 
3.1 วัสดุ และอุปกรณ์ 
 
 3.1.1 เครื่องชั่ง 2 และ 4 ต าแหน่ง (Digital Balances) รุ่น Sartorious cp 224s บริษัท 
Sartorious Machanics ประเทศเยอรมนี 
 3.1.2 ตู้บ่มเชื้อแบบเขย่า (Incubator Shaker) รุ่น C25 KC Classic Incubator Shaker 
บริษัท New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.1.3 ตู้บ่มเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) รุ่น Memmert BE 200 บริษัท Memmert 
GmBH & Co. ประเทศ เยอรมน ี
 3.1.4 ตู้อบแห้ง (Oven) รุ่น Memmert model 500 บริษัท Memmert GmBH & Co. 
ประเทศ เยอรมนี 
 3.1.5 อ่างน้ าร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) รุ่น Julabo TW20 บริษัท Julabo 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.1.6 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-Visible Spectrophotometer) รุ่น GVC Cinta 40 
บริษัท GBC Scientific Equipment ประเทศออสเตรเลีย 
 3.1.7 เครื่องปั่นแยกด้วยแรงเหวี่ยง (Centrifuge) รุ่น Micro centrifuge (MSE) บริษัท 
Sanyo ประเทศญี่ปุ่น 
 3.1.8 เครื่องวัดค่าพีเอช (pH Meter) รุ่น Basic บริษัท Denver Instrument ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
 3.1.9 หม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) รุ่น WEST 4100+ บริษัท Astoll Scientific 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.1.10 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน บริษัท Olympus ประเทศญี่ปุ่น 
 3.1.11 ถังหมัก (Fermenter) ขนาด 5 ลิตรพร้อมชุดควบคุม รุ่น Biostat B บริษัท B. 
Braun Biotech International ประเทศเยอรมนี 
 3.1.12 เครื่องปั่นผสม (Vortex Mixer) 
 3.1.13 หลอดปั่นเหวี่ยง (Centrifuge Tube) ขนาดบรรจุ 1.5 15 และ 50 มิลลิลิตร 
 3.1.14 ปิเปต (Auto Pipette) ขนาด 200 ไมโครลิตร 1000 ไมโครลิตร และ 10 มิลลิลิตร 
 3.1.15 เครื่องแก้วที่จ าเป็นในการวิเคราะห์ 
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3.2 สารเคมี 
 
 3.2.1 1,10 ฟีแนนโทรลีน (1,10 Phenantroline) 
 3.2.2 กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid) 
 3.2.3 กรดไดไนโตรซาลิซิลิก (3,5-Dinitrosalicylic acid: DNS) 
 3.2.4 กรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid: TCA) 
 3.2.5 กรดบอริก (Boric acid) 
 3.2.6 กลูโคส (Glucose) 
 3.2.7 กากถั่วเหลือง (Soybean meal) 
 3.2.8 คอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4) 
 3.2.9 เคซีน (Casein) 
 3.2.10 แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) 
 3.2.11 โคบอลต์คลอไรด์ (CoCl2) 
 3.2.12 ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2) 
 3.2.13 ซิงค์ซัลเฟต (ZnSO4) 
 3.2.14 โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 
 3.2.15 โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate: SDS) 
 3.2.16 โซเดียมไนเตรท (NaNO3) 
 3.2.17 โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 
 3.2.18 โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4) 
 3.2.19 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
 3.2.20 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 
 3.2.21 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 
 3.2.22 ไตรโซเดียมซิเตรท (Na3C6H5O7) 
 3.2.23 ทริส-ไฮโดรคลอไรด์ (Tris HCl) 
 3.2.24 ทวีน 80 (Tween 80) 
 3.2.25 ไทรทัน เอ็กซ์ 100 (Triton X-100) 
 3.2.26 นิกเกิลซัลเฟต (NiSO4) 
 3.2.27 เปปโทน (Peptone) 
 3.2.28 ผงวุ้น (Agar) 
 3.2.29 โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 
 3.2.30 โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต (KNaC4H4O6·4H2O) 
 3.2.31 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
 3.2.32 ฟีนิลเมทิลซัลโฟนิลฟลูออไรด์ (Phenylmethylsulfonylfluoride: PMSF) 
 3.2.33 โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) 
 3.2.34 เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) 
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 3.2.35 โฟลินรีเอเจนต์ (Folin-ciocalteu reagent) 
 3.2.36 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) 
 3.2.37 แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2) 
 3.2.38 แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4.H2O) 
 3.2.39 สารละลายกลูโคสที่ได้จากการย่อยสลายแป้งมันส าปะหลัง ความเข้มข้นร้อยละ 40 
(ภาคผนวก ก) 
 3.2.40 สารละลายเด็กซ์ทรินที่ได้จากการย่อยสลายแป้งมันส าปะหลัง ความเข้มข้นร้อยละ 
40 (ภาคผนวก ก) 
 3.2.41 สารสกัดจากเนื้อวัว (Beef extract) 
 3.2.42 สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) 
 3.2.43 หางนมผง (Skim milk) 
 3.2.44 เอทีลีนไดเอมีนเททราอะซิติกแอซิด (Ethylene diamine tetra-acetic acid: 
EDTA) 
 3.2.45 แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] 
 3.2.46 แอมโมเนียมเฟอร์ริกซิเตรท {(NH4)5[Fe(C6H4O7)2]} 
 3.2.47 แอมโมเนียมเฮปตะโมลิบเดต [(NH4)6Mo7O24] 
 3.2.48 แอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) 
 3.2.49 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 
 
3.3 สูตรอาหาร (ภาคผนวก ก) 
 
 3.3.1 สูตรอาหาร NB (Nutrient Broth) 
 3.3.2 สูตรอาหาร BMSM (Basal Medium ที่มีหางนม 1 เปอร์เซ็นต์) (สุดธิดา แสงยนต์, 
2548) 
 3.3.3 สูตรอาหาร BPMM (Batch Production Medium ที่มีหางนม 1 เปอร์เซ็นต์) (ขวัญ
ฤทัย มาลัยเรือง, 2556) 
 3.3.4 สูตรอาหาร PPMM (Protease Production Medium ที่มีหางนม 1 เปอร์เซ็นต์) 
(ดัดแปลงจาก Tabandeh et al., 2011) 
 
3.4 เชื้อจุลินทรีย์ 
 
 เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินบริเวณบ่อพักน้ าและบ่อบ าบัดน้ าเสียของโรงงานนม
และผลิตภัณฑ์นม โรงฆ่าสัตว์ และโรงงานฟอกหนัง ภายในประเทศ 
 
 
 



26 
 

3.5 วิธีด่าเนินการวิจัย 
 
 3.5.1 การเก็บตัวอย่างดินและการคัดแยกแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 เก็บตัวอย่างดินบริเวณผิวหน้าของดิน ระดับความลึกไม่เกิน 5 เซ็นติเมตร ประมาณ 50 กรัม 
ใส่ในภาชนะท่ีปลอดเชื้อ แล้วเก็บไว้ในที่เย็นจนกว่าจะท าการวิเคราะห์ โดยสถานที่ในการเก็บตัวอย่าง
คือบริเวณท่ีคาดว่าจะพบแบคทีเรียที่มีการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส เนื่องจากมีการปนเปื้อน
ของโปรตีนที่เป็นสับสเตรทของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส ซึ่งได้แก่ ดินบริเวณบ่อบ าบัดน้ าเสีย และ
บ่อพักน้ าของโรงงานอุตสาหกรรมนมและผลิตภัณฑ์นม โรงฆ่าสัตว์ และโรงงานฟอกหนัง 
 
 3.5.2 การเพิ่มปริมาณของเชื้อจุลินทรีย์ (Enrichment) ในตัวอย่างดิน 
 น าตัวอย่างดินปริมาณ 0.5 กรัม มาท าการเพ่ิมปริมาณของเชื้อจุลินทรีย์ (Enrichment) ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ NB (ภาคผนวก ก) ที่ปรับค่าพีเอชให้เท่ากับ 10 ด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 
(Na2CO3) ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต ์บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นเจือจางตัวอย่างด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อแบบ 10-
fold serial dilution ให้มีระดับความเข้มข้นระหว่าง 10-1 – 10-9 เท่า แล้วดูดตัวอย่างที่ความเข้มข้น
ต่าง ๆ กัน ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาท าการกระจายเชื้อ (Spread plate technique) ลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง BMSM พีเอช 10 (ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
คัดเลือกเฉพาะเชื้อแบคทีเรียที่สร้างวงใส (Clear zone) รอบโคโลนีเดี่ยว ๆ แล้วท าให้เชื้อบริสุทธิ์ด้วย
วิธีขีดเชื้อบนอาหารแข็ง (Cross streak technique) เก็บเชื้อที่บริสุทธิ์ไว้ในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อผิว
เอียง BMSM agar slant 
 
 3.5.3 การคัดเลือกแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 แบ่งวิธีการในการคัดเลือกเป็น 2 ขั้นตอน คือ 
  3.5.3.1 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสบนอาหาร
แข็ง 
  น าเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง BMSM พีเอช 10 ที่มี
การขีดเส้นแบ่งใต้จานเพาะเชื้อออกเป็น 4 ส่วน ด้วยวิธ ีPoint inoculation บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วจึงตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
โดยการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี (CO) และวงใสที่เกิดข้ึนรอบ ๆ โคโลนี (CZ) บันทึกผลที่เวลา 
24 และ 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบค่าผลต่างระหว่าง CZ และ CO (CZ-CO) แล้วจดกลุ่มแบคทีเรียตาม
ความสามารถในการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส พิจารณาจากค่าผลต่าง CZ-CO เป็น 4 กลุ่ม ดังนี้ 
  กลุ่มท่ี 1  คือ  กลุ่มท่ีไม่มีการเจริญของเชื้อ และไม่มีการสร้างเอนไซม์ 
  กลุ่มท่ี 2  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ที่เวลา 48 ชั่วโมง มากกว่าและเท่ากับ 1.50 ซม. 
  กลุ่มท่ี 3  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ที่เวลา 48 ชั่วโมง อยู่ระหว่าง 1.00 – 1.49 ซม. 
  กลุ่มท่ี 4  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ที่เวลา 48 ชั่วโมง น้อยกว่า 1.00 ซม. 
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  จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มที่ 2 ซึ่งเป็นกลุ่มของแบคทีเรียที่สามารถสร้าง
เอนไซมไ์ดสู้งที่สุด ไปท าการคัดเลือกต่อในขั้นตอนต่อไป 
  3.5.3.2 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในอาหาร
เหลว 
  เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มท่ี 2 ที่ได้จากการทดลองในข้อ 3.5.3.1 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลว BMSM พีเอช 10 บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการเก็บตัวอย่างที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง น าไปปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีเพ่ือแยกเซลล์ออกแล้ว
น าส่วนใสไปวัดกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส (ภาคผนวก ข) แล้วเปรียบเทียบความสามารถ
ในการสร้างเอนไซม์ แล้วจึงคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้ดีที่สุด 
 
 3.5.4 การเตรียมหัวเชื้อเริ่มต้น 
 ถ่ายเชื้อแบคทีเรียที่ถูกเก็บรักษาในหลอดอาหารวุ้นเอียงประมาณ 1-2 loops ลงในอาหาร
เหลว BMSM พีเอช 10 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในบัฟเฟิลฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร และ
ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว ด้วยวิธกีารปลอดเชื้อ จากนั้นน าไปบ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลาประมาณ 12 ชั่วโมง จากนั้นน าอาหารเพาะเลี้ยงมา
เจือจางด้วยน้ ากลั่นให้ได้ค่าความขุ่นที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ประมาณ 2.0 แล้วจึงน าไปใช้
เป็นหัวเชื้อในการทดลองตามความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 
 
 3.5.5 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในระดับฟลาสก์ 
  3.5.5.1 สูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์ 
  เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากข้อ 3.5.3.2 ในอาหารเหลว 3 ชนิด ที่แตกต่างกัน คือ 
อาหารเหลว BMSM (Complex medium) อาหาร BPMM และอาหาร PPMM ที่เป็นอาหารชนิด 
Semi-defined medium (ภาคผนวก ก) ที่มีการปรับค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับ 10 ด้วย
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 6, 12, 24. 36 
และ 48 ชั่วโมง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ค่าพีเอช ปริมาณน้ าตาล
คงเหลือ และกิจกรรมของเอนไซม์ (ภาคผนวก ข) 
  3.5.5.2 แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์ 
  เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากข้อ 3.5.3.2 ในอาหารเหลว BPMM ที่มแีหล่งคาร์บอนที่
แตกต่างกันได้แก่ กลูโคส สารละลายกลูโคส (Glucose hydrolysate) และสารละลายเด็กซ์ทริน 
(Dextrin) ที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง ปรับค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับ 10 ด้วย
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 6, 12, 24. 36 
และ 48 ชั่วโมง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ค่าพีเอช ปริมาณน้ าตาล
คงเหลือ และกิจกรรมของเอนไซม์ 
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  3.5.5.3 แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์ 
  เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากข้อ 3.5.3.2 ในอาหารเหลว BPMM ที่มีสารละลายเด็กซ์
ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน และมีแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกันได้แก่ สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) 
สารสกัดจากเนื้อวัว (Beef extract) กากถั่วเหลือง (Soybean meal) โซเดียมไนเตรท (NaNO3) และ
โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ปรับค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับ 10 ด้วยสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนต เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 6, 12, 24. 36 และ 48 ชั่วโมง แล้วน าไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ค่าพีเอช ปริมาณน้ าตาลคงเหลือ และกิจกรรม
ของเอนไซม์ 
  3.5.5.4 ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์ 
  เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากข้อ 3.5.3.2 ในอาหารเหลว BPMM ที่มสีารละลายเด็กซ์
ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน และมีกากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ปรับค่าพีเอชในอาหารเริ่มต้นให้มีค่า
เท่ากับ 7, 8, 9, และ 10 ด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบ
เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างที่
เวลา 0, 6, 12, 24. 36 และ 48 ชั่วโมง แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโน
เมตร ค่าพีเอช ปริมาณน้ าตาลคงเหลือ และกิจกรรมของเอนไซม์ 
  3.5.5.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์ 
  เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากข้อ 3.5.3.2 ในอาหารเหลว BPMM ที่มีสารละลายเด็กซ์
ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน มีกากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ปรับค่าพีเอชในอาหารเริ่มต้นให้มีค่า
เท่ากับ 10 ด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่
อุณหภูมิแตกต่างกันดังนี้ 30, 35 และ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง ชั่วโมง ท าการเก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 6, 12, 24. 36 และ 48 ชั่วโมง แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ค่าพีเอช ปริมาณน้ าตาลคงเหลือ และกิจกรรมของเอนไซม์ 
 
 3.5.6 การจ่าแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 จ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยวิธี partial 16s rDNA sequence analysis โดยส่งวิเคราะห์ที่
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย )วว(.  
 
 3.5.7 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในถังหมัก 5 
ลิตร 
 ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ เมื่อ
เพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงที่ต่างกัน 2 วิธี คือ เทคนิคการเพาะเลี้ยง
แบบกะ (Batch fermentation) และเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ (Fed-batch fermentation) 
โดยมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 
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  3.5.7.1 ศึกษาเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ 
  ท าการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียที่
คัดเลือกได้เมื่อเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ ที่สภาวะการ
เพาะเลี้ยงแตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 3-1 โดยขั้นตอนในการทดลองมีดังนี้ 
   1) เตรียมอาหารเพาะเลี้ยง BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่ง
คาร์บอนและกากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ให้มีปริมาตรในการท างาน
รวมทั้งหมด 3 ลิตร จากนั้นท าการปรับเทียบ (Calibration) อุปกรณ์วัดค่าพีเอช พร้อมทั้งตั้งค่าสภาวะ
การท างานต่าง ๆของถังหมัก ตามสภาวะที่ต้องการศึกษา 
   2) น าถังหมักท่ีบรรจุอาหารเพาะเลี้ยงแล้ว ไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ในกรณีท่ีอาหารเพาะเลี้ยงที่ศึกษามีการใช้ skim milk ให้แยกนึ่งฆ่า
เชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
   3) ติดตั้งถังหมักบรรจุอาหารเพาะเลี้ยงปลอดเชื้อเข้ากับชุดควบคุม และ
ปรับตั้งค่าปริมาณการเติมอากาศและความเร็วของใบพัดในการกวนผสม 
   4) เติมสารอาหารต่าง ๆ ที่แยกนึ่งฆ่าเชื้อไว้ลงในถังหมัก เปิดใบกวนกวน
ผสมสารอาหารในถังหมัก เป็นเวลาประมาณ 5 นาที เพื่อให้สารอาหารต่าง ๆ ผสมเข้ากันดี 
   5) เติมหัวเชื้อเริ่มต้นที่เตรียมไว้ตามวิธีการในข้อ 4) ลงในถังหมัก โดยใช้
ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร (คิดเป็นปริมาตร 150 มิลลิลิตร เมื่อเทียบกับปริมาตรการ
ท างานในถังหมักทั้งหมด 3 ลิตร) 
   6) เพาะเลี้ยงแบคทีเรียตามสภาวะที่ก าหนด และท าการเก็บตัวอย่างที่เวลา 
0, 6, 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง ใส่ลงในขวดฝาเกลียว เพ่ือน าไปวิเคราะห์ค่าต่าง ๆ ได้แก่ การตรวจ
นับจ านวนแบคทีเรียด้วยวิธี Total viable count ปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร และกิจกรรมของ
เอนไซม์ พร้อมทั้งบันทึกผลการทดลอง 
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ตารางท่ี  3 สภาวะต่าง ๆ ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ เพื่อศึกษาประสิทธิภาพ 
      ในการสร้างเอนไซม์ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ 

Batch 
NO. 

อาหารเพาะเลี้ยง สับสเตรท พีเอช 
อุณหภูมิ 

(°C) 

อัตราการ
ให้อากาศ 
(vvm) 

ความเร็ว 
ใบกวน 
(rpm) 

1 อาหารในข้อ 1)  
ที่ความเข้มข้นเพิ่มขึ้น 
2 เท่า 

หางนมผง 
เข้มข้น 1% 
(w/v)  

ควบคุมค่า pH = 10 
ด้วย 20% Na2CO3 
ตลอดการเพาะเลี้ยง 

37 1 500 

2 อาหารในข้อ 1)  
ที่ความเข้มข้นเพิ่มขึ้น 
2 เท่า 

- ไม่มีการควบคุมคา่ 
พีเอช 

37 1 500 

3 อาหารในข้อ 1)  
ที่ความเข้มข้นเพิ่มขึ้น 
4 เท่า 

- ไม่มีการควบคุมคา่ 
พีเอช 

37 1 500 

หมายเหตุ  vvm = หน่วย ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที 
  rpm = หน่วย รอบต่อนาที (revolutions per min) 
 
  3.5.7.2 ศึกษาเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ 
  ท าการศึกษาประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ เมื่อ
เพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบ constantly fed-batch 
fermentation โดยจะท าการเพาะเลี้ยงแบบกะ (batch culture) ในระยะแรกก่อน จากนั้นจึงท าการ
เติมอาหารลงในถังหมักด้วยอัตราเร็วคงท่ี โดยค านวณอัตราการเติมอาหารจากสูตรอัตราการเจือจาง 
ที่ใช้ส าหรับการเพาะเลี้ยงแบบ continuous culture ดังนี้ 
 
   D = F/V เมื่อ 
 
   D  คือ  อัตราการเจือจาง (ต่อชั่วโมง) 
   F  คือ  อัตราการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ (ลิตรต่อชั่วโมง) 
   V  คือ ปริมาตรของเหลวในถังหมักก่อนเติมอาหาร (ลิตร) 
 
  วิธีการทดลองศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย เพ่ือผลิต
เอนไซม์ อัลคาไลน์โปรตีเอสแบบ constantly fed-batch fermentation ในถังหมักขนาด 5 ลิตร มี
รายละเอียดดังต่อไปนี้ 
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   1) ขั้นแรก จะท าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ด้วยเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงแบบกะ (Batch culture) ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วยปริมาตรในการท างาน 1.5 ลิตร โดย
ใช้อาหารสูตร BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถั่วเหลืองเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ความเข้มข้น 2 เท่า หัวเชื้อเริ่มต้น 5 เปอร์เซ็นต์ ไม่มีการเติมสับสเตรทและไม่มีการควบคุม
ค่าพีเอชตลอดทั้งกระบวนการ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรอาหารต่อนาที ความเร็วใบกวน 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 9 ชั่วโมง 
   2 เมื่อครบเวลา 9 ชั่วโมง ท าการเติมอาหารที่มีองค์ประกอบเช่นเดียวกับ
อาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงแบบกะ ด้วยอัตราการเติมอาหาร 0.90 ลิตรต่อชั่วโมง และก าหนดให้เวลา
นี้เท่ากับเวลาเริ่มต้นใหม่ 0 ชั่วโมง ซึ่งการเติมอาหารจะด าเนินไปด้วยอัตราคงท่ี เป็นระยะเวลา 29 
ชั่วโมง 
   3 เก็บตัวอย่างที่เวลาต่าง ๆ เพ่ือน าไปตรวจนับจ านวนแบคทีเรียด้วยวิธี 
Total viable count ปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร และกิจกรรมของเอนไซม์ พร้อมทั้งบันทึกผล
การทดลอง 
 
 3.5.8 การศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ ในถัง
หมักขนาด 50 ลิตร 
 ศึกษาประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ เมื่อ
ใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบ constantly fed-batch fermentation ในถังหมักขนาด 50 ลิตร โดย
ใช้สภาวะที่เหมาะสมจากการเพาะเลี้ยงด้วยเทคนิคเดียวกันในถังหมักขนาด 5 ลิตร มีรายละเอียดดังนี้ 
  3.5.8.1 ขั้นแรก ท าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยง
แบบกะ (Batch culture) ในถังหมักขนาด 50 ลิตร ด้วยปริมาตรในการท างาน 18 ลิตร โดยใช้อาหาร
สูตร BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความ
เข้มข้น 2 เท่า หัวเชื้อเริ่มต้น 5 เปอรเ์ซ็นต์ ไม่มีการเติมสับสเตรทและไม่มีการควบคุมค่าพีเอชตลอดทั้ง
กระบวนการ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อ
นาที ความเร็วใบกวน 320 รอบต่อนาที เป็นเวลา 9 ชั่วโมง 
  3.5.8.2 เมื่อครบเวลา 9 ชั่วโมง ท าการเติมอาหารที่มีองค์ประกอบเช่นเดียวกับ
อาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงแบบกะ ด้วยอัตราการเติมอาหาร 1.20 ลิตรต่อชั่วโมง และก าหนดให้เวลา
นี้เท่ากับเวลาเริ่มต้นใหม่ 0 ชั่วโมง ซึ่งการเติมอาหารจะด าเนินไปด้วยอัตราคงท่ี เป็นระยะเวลา 29 
ชั่วโมง 
  3.5.8.3 เก็บตัวอย่างท่ีเวลาต่าง ๆ เพ่ือน าไปตรวจนับจ านวนแบคทีเรียด้วยวิธี Total 
viable count ปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร และกิจกรรมของเอนไซม์ พร้อมทั้งบันทึกผลการ
ทดลอง 
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 3.5.9 การท่าให้เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนด้วยการตกตะกอน 
  3.5.9.1 น าอาหารเหลวที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยกเอาเซลล์ออก จากนั้นเก็บเอา
เฉพาะส่วนใสมาตกตะกอนเอนไซม์ โดยเติมแอมโมเนียมซัลเฟต {(NH4)SO4} ที่บดละเอียดแล้วลงใน
สารละลายตัวอย่าง จนกระทั่งมีความเข้มข้นอ่ิมตัวเริ่มต้นร้อยละ 20 กวนเบา ๆ ตลอดเวลา นาน 10 
นาที แล้วทิ้งให้ตกตะกอนสมบูรณ์ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นน า
สารละลายเอนไซม์ไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที แยกส่วนใสและตะกอนออกจากกัน ส่วนตะกอนน าไปละลายด้วยบัฟเฟอร์ Tris – HCl 
ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 8.0 และบรรจุลงในถุงไดอะไลซิส น าไปไดอะไลซิสในบัฟเฟอร์ชนิด
เดียวกัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นน าสารละลายเอนไซม์ไปวัดปริมาตร 
ปริมาณโปรตีน และกิจกรรมของอัลคาไลน์โปรตีเอส 
  3.5.9.2 น าสารละลายส่วนใสจากข้อ 3.5.9.1 มาเติมแอมโมเนียมซัลเฟตบดละเอียด 
ให้มีความเข้มข้นอ่ิมตัวร้อยละ 40 แล้วท าการตกตะกอนเอนไซม์ด้วยวิธีการเช่นเดียวกับข้อ 3.5.9.1 
  3.5.9.3 น าสารละลายส่วนใสจากข้อ 3.5.9.2 มาเติมแอมโมเนียมซัลเฟตบดละเอียด 
ให้มีความเข้มข้นอ่ิมตัวร้อยละ 60 แล้วท าการตกตะกอนเอนไซม์ด้วยวิธีการเช่นเดียวกับข้อ 3.5.9.1 
  3.5.9.4 น าสารละลายส่วนใสจากข้อ 3.5.9.3 มาเติมแอมโมเนียมซัลเฟตบดละเอียด 
ให้มีความเข้มข้นอ่ิมตัวร้อยละ 80 แล้วท าการตกตะกอนเอนไซม์ด้วยวิธีการเช่นเดียวกับข้อ 3.5.9.1 
 
 3.5.10 การศึกษาสมบัติของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
  3.5.10.1 สภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
   1) พีเอช 
   เจือจางตัวอย่างเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสม แล้วน าไปวัดกิจกรรม
ของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส โดยใช้เคซีนที่ละลายอยู่ในบัฟเฟอร์ชนิดต่าง ๆ ความเข้มข้น ร้อยละ 
0.5 เป็นสับสเตรท ได้แก่ Sodium phosphate (Na2HPO4-NaH2PO4) 0.05 โมลาร ์ที่พีเอช 6.0-7.0, 
Tris-HCl 0.05 โมลาร์ ที่พีเอช 8.0-9.0 Sodium carbonate-bicarbonate 0.05 โมลาร์ ที่พีเอช 10.0, 
Phosphate buffer (Na2HPO4/NaOH) 0.05 โมลาร์ ที่พีเอช 11.0, Hydroxide-chloride 0.05 โม
ลาร์ ที่พีเอช 12.0 
   2) อุณหภูมิ 
   เจือจางตัวอย่างเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสม ด้วยสารละลาย
บัฟเฟอร์ Sodium carbonate-bicarbonate 0.05 โมลาร์ พีเอช 10.0 แล้วน าไปวัดกิจกรรมของ
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
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  3.5.10.2 เสถียรภาพของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่สภาวะต่าง ๆ 
   1) พีเอช 
   เจือจางตัวอย่างเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสมด้วยสารละลาย
บัฟเฟอร์ชนิดต่าง ๆ  ได้แก่ Sodium phosphate (Na2HPO4-NaH2PO4) 0.05 โมลาร์ ที่พีเอช 6.0-7.0, 
Tris-HCl 0.05 โมลาร์ ที่พีเอช 8.0-9.0 Sodium carbonate-bicarbonate 0.05 โมลาร์ ที่พีเอช 10.0, 
Phosphate buffer (Na2HPO4/NaOH) 0.05 โมลาร์ ที่พีเอช 11.0, Hydroxide-chloride 0.05 โม
ลาร์ ที่พีเอช 12.0 
น าไปบ่มในอ่างน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปวัดกิจกรรมของ
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
   2) อุณหภูมิ 
   เจือจางตัวอย่างเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสมด้วยสารละลาย
บัฟเฟอร์ Sodium carbonate-bicarbonate ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 10.0 บ่มในอ่างน้ าร้อน
ที่อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาท าให้ตัวอย่าง
เอนไซม์เย็นลงทันที โดยการน าไปแช่ในอ่างน้ าแข็ง จากนั้นน าไปวัดกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปร
ตีเอส 
  3.5.10.3 ผลของสารยับยั้งต่อการท่างานของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
  แช่ตัวอย่างเอนไซม์ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กับสารละลายบัฟเฟอร์ Sodium 
carbonate-bicarbonate ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 10.0 ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ที่มีสารยับยั้ง
ชนิดต่าง ๆ  ได้แก่ Ethtylenediaminetetraacetic acid (EDTA), Phenylmethylsulfonyl fluoride 
(PMSF) และ 1,10-Phenantroline ที่ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ จากนั้นบ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วน าไปวัดกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสคงเหลือ 
  3.5.10.4 ผลของสารลดแรงตึงผิวและสารออกซิไดซ์ ต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ 
อัลคาไลน์โปรตีเอส 
  แช่ตัวอย่างเอนไซม์ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กับสารละลายบัฟเฟอร์ Sodium 
carbonate-bicarbonate ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 10.0 ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ที่มีสารลด
แรงตึงผิว และสารออกซิไดซ์ชนิดต่าง ๆ ได้แก่ Sodium dodecyl sulfate (SDS), triton X-100, 
tween 80 และ Hydrogen peroxide ที่ความเข้มข้นสุดท้ายเป็นร้อยละ 0.5 และ 1.0 จากนั้นบ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วน าไปวัดกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสคงเหลือ 
  3.5.10.5 ผลของไอออนของโลหะต่อการท่างานของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
  แช่ตัวอย่างเอนไซม์ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กับสารละลายบัฟเฟอร์ Sodium 
carbonate-bicarbonate ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 10.0 ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ที่มีไอออน
ของโลหะชนิดต่างๆ ได้แก่ CaCl2, MgSO4, ZnSO4, FeSO4, CuSO4 และ MnSO4 โดยให้ความเข้มข้น
สุดท้ายเป็น 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 1 ชั่วโมง แล้วน าไปวัดกิจกรรมของ
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสคงเหลือ 
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 3.5.11 การค่านวณค่าตัวแปรทางจลนพลศาสตร์ของจุลินทรีย์ 
  3.5.11.1 อัตราการเจริญจ่าเพาะ (Specific growth rate, µ) 
  การเจริญในระยะทวีคูณ (log phase หรือ Exponential phase) เมื่อเพาะเลี้ยง
จุลินทรีย์แบบกะ จะเป็นระยะที่จุลินทรีย์มีอัตราการเจริญสูงสุดและคงที่ และมีบทบาทต่อการเจริญ
มากที่สุด เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเซลล์ที่เพ่ิมข้ึน (dx) ในระยะเวลาที่จ ากัด (dt) จึง
สามารถเขียนเป็นสมการได้ดังนี้ 
 
   dx/dt = µx หรือ 
   dN/dt = µN   (1) 
 
 เมื่อ x = ความเข้มข้นของมวลเซลล์ (กรัมเซลล์ต่อลิตร) 
  N = จ านวนเซลล์ (จ านวนเซลล์ต่อลิตร) 
  t = เวลา (ชั่วโมง) 
  µ = อัตราการเจริญจ าเพาะ (Specific growth rate) มีหน่วยเป็น
ชั่วโมง 
 
 หรือจัดรูปใหม่ µ = 1/x(dx/dt)  (2) 
 
  ในระยะการเจริญแบบทวีคูณ อัตราการเจริญจ าเพาะหรือ µ มีค่าคงที่ สามารถอินทิ
เกรทโดยตรงต่อสภาวะเริ่มต้นโดย x = x0 ที่ t = 0 จากสมการ (1) จะได้ 
 
   x = x0eµt   (3) 
 
 เมื่อ x0 = ความเข้มข้นของมวลเซลล์เริ่มต้น 
  x = ความเข้มข้นของมวลเซลล์หลักจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา t 
ชั่วโมง 
  e = ฐานของ natural logarithm 
 
 เมื่อใส่ natural logarithm ในสมการ (3) จะได้ 
 
   ln x = ln x0 + µt  (4) 
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  3.5.11.2 ผลได้ของมวลเซลล์จุลินทรีย์จากมวลสับสเตรท 
 
   Yx/s = ΔX/ΔS   (5) 
 
 เมื่อ Yx/s = ผลได้ของมวลเซลล์จากมวลสับสเตรท (กรัมต่อกรัม) 
  ΔX = อัตราการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเซลล์ที่เกิดข้ึน (กรัมต่อลิตร) 
  ΔS = อัตราการใช้สับสเตรท (กรัมต่อลิตร) 
 
  3.5.11.3 ผลได้ของผลผลิตต่อมวลสับสเตรท 
 
   Yp/s = ΔP/ΔS   (6) 
 
 เมื่อ Yp/s = ผลได้ของผลผลิตจากมวลสับสเตรท (กรัมต่อกรัม) 
  ΔP = อัตราการสร้างผลผลิตที่เกิดข้ึน (กรัมต่อลิตร) 
  ΔS = อัตราการใช้สับสเตรท (กรัมต่อลิตร) 
 
  3.5.11.4 ผลได้ผลิตภัณฑ์จ่าเพาะ 
 
   Yp/x = ΔP/ΔX   (7) 
 
 เมื่อ Yp/x = ผลได้ของผลิตภัณฑ์จ าเพาะ (กรัมต่อกรัม) 
  ΔP = อัตราการสร้างผลผลิตที่เกิดข้ึน (กรัมต่อลิตร) 
  Δx = อัตราการสร้างมวลเซลล์จุลินทรีย์ (กรัมต่อลิตร) 
 
  3.5.11.5 อัตราจ่าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ 
 
   qp = Yp/x µ   (8) 
 
  ค่า qp เป็นค่าทางจลนพลศาสตร์ที่ส าคัญ ซึ่งแสดงถึงความสามารถในการสร้าง
ผลผลิตของจุลินทรีย์ที่มีความสัมพันธ์กับมวลเซลล์และเวลา เมื่อผลผลิตที่ได้จากการเพาะเลี้ยง
จุลินทรีย์สัมพันธ์กับการเจริญ (Growth associated product) 
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 3.5.12 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของปัจจัยที่ศึกษา ด้วยวิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน (One-
Way ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของแต่ละการทดลองด้วยวิธี Tukey’s 
HSD ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p-value = 0.05) โดยวิเคราะห์จากโปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ 
Minitab 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1. ผลการเก็บตัวอย่างดินและการคัดแยกแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์ 
 
 จากการคัดแยกแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในตัวอย่างดิน จ านวนทั้งหมด 28 
ตัวอย่าง โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง BMSM พีเอช 10 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง พบเชื้อแบคทีเรียที่สามารถย่อยโปรตีนในอาหารเพาะเลี้ยงและสร้างวงใสรอบโคโลนี (Clear 
zone) ทั้งหมด 157 ไอโซเลท ดังแสดงในตารางที่ 4 
 
ตารางท่ี  4 แหล่งที่มาของตัวอย่างดินและจ านวนโคโลนีที่สร้างวงใสบนอาหาร BMSM พีเอช 10 

แหล่งตัวอย่าง จ่านวน
ตัวอย่าง 

จ่านวนแบคทีเรีย 
ที่สร้างวงใส 

รหัสเชื้อ
แบคทีเรีย 

โรงงานนมและผลิตภัณฑ์นม 
 
โรงฆ่าสัตว์ 
โรงงานฟอกหนัง 

16 
 
4 
8 

97 
 

33 
27 

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

รวม 28 157  
 
 เชื้อแบคทีเรียทั้ง 157 ไอโซเลท เป็นเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินที่คาดว่าจะพบ
กลุ่มของแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส ซึ่งเมื่อน าตัวอย่างดินจากสถานที่ดังกล่าวมาเพ่ิม
ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ (Enrichment) และคัดแยกเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี Spread plate technique บน
อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็ง Basal medium agar ที่มีหางนม ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (BMSM) พีเอช 
10 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าเชื้อแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าว มีการสร้าง
วงใสรอบโคโลนีที่อยู่บนผิวหน้าของอาหาร เป็นผลมาจากการที่แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถสร้างเอนไซม์
ย่อยเคซีนทีเ่ป็นสับสเตรทในอาหารภายใต้สภาวะที่เป็นด่างได้ จึงมีความเป็นไปได้ว่าแบคทีเรียทั้ง 157 
ไอโซเลทนี้ สามารถผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้ ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องน าแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าว
ไปท าการคัดเลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์สูงในขั้นตอนต่อไป 
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4.2. ผลการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 
 4.2.1 ผลการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสบนอาหารแข็ง 
 จากการน าเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินจ านวน 157 ไอโซเลท มาท าการศึกษา
ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ด้วยวิธี Point inoculation บนอาหารแข็ง BMSM พีเอช 10 บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง แล้วเปรียบเทียบระสิทธิภาพในการสร้าง
เอนไซม์ โดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี (CO) ที่เจริญบนผิวหน้าของอาหาร เทียบกับขนาด
ของวงใสที่เกิดขึ้นรอบโคโลนี (CZ) ของเชื้อแบคทีเรีย ได้ผลดังภาพที่ 1 และ ตารางภาคผนวกท่ี ง-1 
 

 
 

ภาพที่ 1 การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสบนอาหารแข็ง 
 

 จากผลการศึกษาดังแสดงในตารางภาคผนวกท่ี ง-1 เห็นได้ว่าเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จาก
ตัวอย่างดินส่วนใหญ่ สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยโปรตีนภายใต้สภาวะที่เป็นด่างได้ เมื่อท าการตรวจวัด
ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียแต่ละไอโซเลท โดยการเปรียบเทียบขนาดของเส้น
ผ่านศูนย์กลางโคโลนี (CO) กับขนาดของวงใสที่เกิดข้ึนรอบโคโลนี (CZ) แล้วจัดกลุ่มของแบคทีเรียตาม
ระดับความสามารถในการสร้างเอนไซม์โดยพิจารณาจากค่า CZ-CO ออกเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ 
  กลุ่มท่ี 1  คือ  กลุ่มท่ีไม่มีการเจริญของเชื้อ และไม่มีการสร้างเอนไซม์ 
  กลุ่มท่ี 2  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ที่เวลา 48 ชั่วโมง มากกว่าและเท่ากับ 1.50 ซม. 
  กลุ่มท่ี 3  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ที่เวลา 48 ชั่วโมง อยู่ระหว่าง  1.00 – 1.49 ซม. 
  กลุ่มท่ี 4  คือ  กลุ่มท่ีมีค่า CZ-CO ที่เวลา 48 ชั่วโมง น้อยกว่า 1.00 ซม. 
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 ผลการจัดกลุ่มของเชื้อแบคทีเรียตามความสามารถในการสร้างเอนไซม์ย่อยโปรตีน ดังแสดง
ไว้ในตารางที่ 5 
 
ตารางท่ี  5 กลุม่ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ตามความสามารถในการสร้างเอนไซม์ 

กลุ่มของ
แบคทีเรีย 

กลุ่มที่ 1 กลุ่มที่ 2 กลุ่มที่ 3 กลุ่มที่ 4 

ค่า CZ-CO 
(cm) 

ไม่มีการสร้าง
เอนไซม์ 

≥ 1.50 
อยู่ระหว่าง 

1.00 – 1.49 
< 1.00 

รหัสเชื้อ 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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 จากตารางที่ 5 เมือ่จัดแบ่งกลุ่มของแบคทีเรียตามความสามารถในการสร้างเอนไซม์ พบว่ามี
จ านวนของเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มที่ 2 ซึ่งเป็นกลุ่มที่มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์สูงที่สุดจากท้ัง 4 
กลุ่ม จ านวนทั้งสิ้น 28 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 17.8 ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินทั้งหมด 
และแบคทีเรียในกลุ่มนี้โดยส่วนใหญ่เป็นเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินที่เก็บจากโรงงานนม
และผลิตภัณฑ์นม คิดเป็นจ านวนทั้งสิ้น 22 ไอโซเลท รองลงมา คือ ตัวอย่างดินจากโรงงานฟอกหนัง 
จ านวน 3 ไอโซเลท และตัวอย่างดินจากโรงฆ่าสัตว์ จ านวน 3 ไอโซเลท ตามล าดับ เนื่องจากแบคทีเรีย
กลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มที่มีแนวโน้มในการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้อย่างมีประสิทธิภาพสูง จึงจะ
น าแบคทีเรียในกลุ่มนี้ไปตรวจสอบประสิทธิภาพของเชื้อในการสร้างเอนไซม์ในอาหารเหลวต่อไป 
 
 4.2.2 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในอาหารเหลว 
 เมื่อน าแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากข้อ 4.2.1 จ านวน 28 ไอโซเลท มาศึกษาความสามารถใน
การสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในอาหารเหลว BMSM พีเอช 10 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ในเครื่องเขย่า ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วตรวจวัดความสามารถใน
การสร้างเอนไซม์ ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 2 
 จากภาพที่ 2 เมื่อพิจารณาความสามารถในการสร้างเอนไซม์ในอาหารเหลว BMSM พีเอช 10 
ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากการทดลองก่อนหน้านี้ ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรีย 032, 
013, 012, 071, 053 และ 042 มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์สูงกว่าแบคทีเรียไอโซเลทอ่ืน โดย
สามารถวัดกิจกรรมของเอนไซม์ได้เท่ากับ 0.667, 0.635, 0.611, 0.555, 0.551 และ 0.549 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ (ตารางภาคผนวกท่ี ง-2) และเนื่องจากแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทนี้สามารถผลิต
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้อย่างใกล้เคียงกัน ดังนั้น ผู้วิจัยจึงน าแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทไปท าการ
เพาะเลี้ยงเพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ แล้วเปรียบเทียบความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์อีกครั้ง ก่อนที่จะคัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดส าหรับการทดสอบผลิตเอนไซม์ในระดับ
อุตสาหกรรมในขั้นตอนต่อไป 
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ภาพที่ 2 ความสามารถในการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือก ในอาหารเหลว BMSM พีเอช 10 
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4.3 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในระดับฟลาสก์ 
 
 4.3.1 ผลการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรติเอสของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ในข้อ 4.2.2 
โดยใช้สูตรอาหารเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน 3 สูตร คือ BPMM, BMSM และ PPMM ปรับค่าพีเอชเริ่มต้น
ของอาหารให้เท่ากับ 10 ด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้นร้อยละ 20 แล้ว
น าไปบ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่า ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 6 และภาพท่ี 3 – 6 
 เมื่อพิจารณาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท ในอาหารเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกันทั้ง 
3 สูตร ดังแสดงในภาพที่ 3 พบว่าเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ส่วนมากมีการเจริญในอาหารทั้งสามสูตร
อย่างใกล้เคียงกัน โดยเชื้อจะเจริญเข้าสู่ระยะ log phase ในช่วง 0 ถึง 6 ชั่วโมงแรก จากนั้นการเจริญ
จะลดลงเข้าสู่ระยะ stationary phase ตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 12 เป็นต้นไป สามารถวัดค่าความขุ่นสูงสุดของ
อาหารที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ได้ค่าประมาณ 4 ในสูตรอาหารทั้ง 3 สูตร 
 เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในอาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 3 สูตร ดังแสดงในภาพที่ 4 
พบว่าค่าพีเอชของอาหารจะลดลงในช่วง 6 ชั่วโมงแรก ซึ่งเป็นช่วงที่เชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทมีการ
เจริญในช่วง log phase จากนั้นค่าพีเอชจะคงท่ีอยู่ที่ประมาณ 8 ไปจนกระทั่งเสร็จสิ้นกระบวนการ
เพาะเลี้ยง 
 เมื่อพิจารณาปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร (ภาพที่ 5) พบว่า ปริมาณน้ าตาลคงเหลือใน
อาหารเพาะเลี้ยงทั้งสามสูตรลดลงอย่างต่อเนื่องไปจนสิ้นสุดกระบวนการเพาะเลี้ยง แต่เชื้อแบคทีเรีย
ทุกชนิดไม่สามารถใช้น้ าตาลกลูโคสที่เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารได้หมด โดยจะมีน้ าตาลคงเหลือใน
อาหารเพาะเลี้ยงทุกชนิดอยู่ประมาณ 5-10 กรัมต่อลิตร นอกจากนี้ยังพบว่า แบคทีเรียที่คัดเลือกได้
ส่วนมากสามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้ดีกว่าเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร BMSM และ BPMM เห็นได้
จากปริมาณน้ าตาลที่คงเหลือเมื่อสิ้นสุดกระบวนการเพาะเลี้ยงที่เวลา 48 ชั่วโมง มีปริมาณน้อยกว่า
เมื่อเทียบกับสูตรอาหาร PPMM 
 เมื่อพิจารณาการสร้างอัลคาไลน์โปรตีเอสของแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในอาหารทั้ง 3 สูตร ดัง
แสดงในตารางที่ 6 และภาพที่ 6 พบว่า เชื้อแบคทีเรียจ านวน 5 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 012, 013, 
032, 042 และ 071 มีกิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงที่สุดเมื่อท าการเพาะเลี้ยงใน
อาหารสูตร BPMM ซึ่งสามารถวัดกิจกรรมของเอนไซม์ได้ 0.59, 0.38, 0.63, 0.61 และ 0.60 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร และมีอัตราการสร้างเอนไซม์เท่ากับ 0.023, 0.016, 0.024, 0.013 และ 0.024 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ ส่วนเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 053 นั้น พบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์และ
อัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร PPMM โดยวัดกิจกรรมได้ 0.50 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
และมีอัตราการสร้างเอนไซม์เท่ากับ 0.014 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง จากผลการทดลองดังกล่าวจะ
เห็นว่า อาหารเลี้ยงเชื้อ BPMM มีประสิทธิภาพที่ดีกว่าสูตรอาหาร BMSM และ PPMM ในการน าไปใช้
เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเพ่ือผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์  โปรตีเอส เห็นได้จากกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีมีค่าสูง 
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ดังนั้นในการทดลองต่อจากนี้จะใช้สูตรอาหาร BPMM เป็นอาหารในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือก
ได้ทั้งหกไอโซเลท 
 
ตารางท่ี  6 กิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
     ทั้งหกไอโซเลท เมื่อเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่แตกต่างกันทั้ง 3 สูตร 

สาย
พันธุ์ 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

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:  เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกิจกรรมเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ ในอาหารแต่ละสูตร 
      ทีร่ะยะเวลาต่าง ๆ กัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) 
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ภาพที่ 3 การเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน 3 สูตร  
  (bar = SD) 
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ภาพที่ 4 การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท 
  ในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน 3 สูตร (bar = SD) 

pH
 

Time (h) 
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ภาพที่ 5 ปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท 
  ในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน 3 สูตร (bar = SD) 
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ภาพที่ 6 กิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท 
  ในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน 3 สูตร ตัวอักษรยกก าลังที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมี 
  นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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 4.3.2 ผลการศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
  
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรติเอสของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ในข้อ 4.2.2 
โดยใช้สูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 3 ชนิด คือ กลูโคส (Glucose) ซ่ึง
เป็นแหล่งคาร์บอนทางการค้า และกลูโคสจากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง (Glucose Hydrolysate) 
กับเด็กซ์ทริน (Dextrin) ซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่า ความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาท ีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 7 – 10 
 เมื่อพิจารณาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหกไอโซเลท ในอาหารเพาะเลี้ยงที่มี
แหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 3 ชนิด ดังแสดงในภาพที่ 7 พบว่าเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 012, 032, 053, 
และ 071 มีการเจริญเข้าสู่ระยะ log phase ในช่วง 0 ถึง 12 ชั่วโมงแรก โดยไม่มีระยะ lag phase 
เหมือนกันในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนทั้ง 3 ชนิด แต่ค่าความขุ่นของอาหารที่ใช้กลูโคสที่ได้จากการ
ย่อยแป้งมันส าปะหลังและเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน ในระยะ late log phase (ท่ีเวลา 12 ชั่วโมง) 
มีค่าสูงกว่าอาหารที่ใช้กลูโคสทางการค้าเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งบ่งชี้ว่าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลทนั้น
สามารถเจริญได้ดีกว่าเมื่อใช้แหล่งคาร์บอนทดแทน เช่นเดียวกับเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 042 ที่
เจริญเติบโตได้ดีในอาหารที่ใช้แหล่งคาร์บอนทดแทน เนื่องจากท่ีระยะ late log phase สามารถวัดค่า
ความขุ่นของอาหารที่ใช้แหล่งคาร์บอนทดแทนได้สูงกว่าอาหารที่ใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ต่างกัน
ที่แบคทีเรียไอโซเลท 042 นั้น จะมีการเจริญในช่วง log phase ที่ค่อนข้างยาวนานกว่า โดยจะเข้าสู่
ระยะ late log phase ที่เวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้แหล่งคาร์บอนทดแทน และที่
เวลา 6 ชั่วโมง ในอาหารที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ส่วนเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 013 นั้น มีการเจริญ
ในอาหารที่ใช้แหล่งคาร์บอนทั้ง 3 ชนิด อย่างใกล้เคียงกัน โดยจะเจริญในระยะ log phase ที่เวลา 0-
12 ชั่วโมง จึงเข้าสู่ระยะ stationary phase  
 เมื่อพิจารณาปริมาณการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในอาหารเพาะเลี้ยงที่ใช้แหล่งคาร์บอนแตกต่าง
กันทั้ง 3 ชนิด ดังแสดงในภาพที่ 8 พบว่าค่าพีเอชในอาหารทั้ง 3 ชนิด ของแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทมี
การเปลี่ยนแปลงในลักษณะเดียวกันคือ ค่าพีเอชของอาหารจะลดลงจาก 10 ที่เวลา 0 ชั่วโมง จนมี
ค่าประมาณ 8 ที่เวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งเป็นช่วงที่เชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทมีการเจริญในช่วง log 
phase จากนั้นค่าพีเอชในอาหารจะค่อนข้างคงท่ีจนเสร็จสิ้นกระบวนการเพาะเลี้ยงที่เวลา 48 ชั่วโมง 
 เมื่อพิจารณาปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร (ภาพท่ี 9) พบว่า การเปลี่ยนแปลงของปริมาณ
น้ าตาลคงเหลือในอาหารที่แตกต่างกันทั้ง 3 ชนิด ของเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท มีแนวโน้มการ
เปลี่ยนแปลงไปในทิศทางเดียวกันคือ ปริมาณน้ าตาลในอาหารมีการลดลงอย่างต่อเนื่องไปจนสิ้นสุด
กระบวนการเพาะเลี้ยง ซึ่งจะมีปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหารเพาะเลี้ยงทุกชนิดอยู่ประมาณ 4-8 
กรัมต่อลิตร แสดงให้เห็นว่าเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทสามารถใช้แหล่งคาร์บอนทดแทนได้อย่างมี
ประสิทธิภาพไม่ต่างจากแหล่งกลูโคสทางการค้า 
 เมื่อพิจารณาการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในอาหาร 
BPMM ที่มแีหล่งคาร์บอนแตกต่างกันทั้ง 3 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 7 และภาพท่ี 10 พบว่าเชื้อ
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แบคทีเรียจ านวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 012, 032 และ 042 มีกิจกรรมของเอนไซม์และอัตรา
การสร้างเอนไซม์เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันทั้ง 3 ชนิด ไม่แตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) ที่เวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งเปน็ช่วงเวลาที่วัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์และ
อัตราการสร้างเอนไซม์ได้สูงที่สุดในอาหารทั้ง 3 ชนิด (ตารางท่ี 7) ส่วนเชื้อไอโซเลท 071 มีกิจกรรม
ของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงที่สุดที่เวลา 24 ชั่วโมง เช่นเดียวกัน แต่สามารถสร้างเอนไซม์
ได้ดีกว่าเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้กลูโคสทางการค้าและกลูโคสที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง 
โดยมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) นอกจากนี้ผลการทดลองยังแสดงให้เห็นว่า
เชื้อแบคทีเรียที่เหลืออีกสองไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 013 และ 053 สามารถใช้แหล่งคาร์บอนทดแทน
แล้วสร้างเอนไซม์ได้อย่างมีประสิทธิภาพเช่นเดียวกับเชื้อชนิดอ่ืน ต่างกันตรงที่ไอโซเลท 013 สามารถ
สร้างเอนไซม์ได้สูงสุด เมื่อใช้กลูโคสที่ได้จากแป้งมันส าปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
ส่วนเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 053 สามารถสร้างเอนไซม์ได้มีประสิทธิภาพสูงสุด เมื่อใช้เด็กซ์ทรินเป็น
แหล่งคาร์บอน ที่เวลา 36 ชั่วโมง จากการทดลองจะเห็นว่าแหล่งคาร์บอนทดแทนทั้งสองชนิด สามารถ
ส่งเสริมประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทไม่แตกต่างกันเท่าใดนัก แต่
เนื่องจากต้นทุนที่ใช้ในการผลิตเด็กซ์ทรินนั้นต่ ากว่ากลูโคสที่ได้จากการย่อยแป้งมัน (มรกต กระจ่าง, 
2558) จึงเลือกใช้เด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเพาะเลี้ยงส าหรับการทดลองต่อไป 
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ตารางท่ี  7 กิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
     ทั้งหกไอโซเลท เมื่อเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 3 ชนิด 

สาย
พันธุ์ 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

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 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกิจกรรมเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ ในแหล่ง 
  คาร์บอนแต่ละชนิด ที่ระยะเวลาต่าง ๆ กัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05)
  G คือ กลูโคสทางการค้า 
  GH คือ กลูโคสที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง 
  D คือ เด็กซ์ทริน 
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ภาพที่ 7 การเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีแหล่ง 
  คาร์บอนแตกต่างกัน 3 ชนิด (bar = SD) 
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ภาพที่  8 การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท 
   ในสูตร อาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 3 ชนิด (bar = SD) 

pH
 

Time (h) 
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ภาพที่ 9 ปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท 
  ในสูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 3 ชนิด (bar = SD) 
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ภาพที่ 10 กิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท 
    ในสูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 3 ชนิด ตัวอักษรยกก าลัง 
    ที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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 4.3.3 ผลการศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 
 จากการศึกษาการผลิตอัลคาไลน์โปรติเอสของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหกไอโซเลท โดย
ใช้สูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน และใช้แหล่งของไนโตรเจนแตกต่าง
กัน 5 ชนิด ได้แก่ ยีสต์สกัด (Yeast extract) สารสกัดจากเนื้อวัว (Beef extract) กากถั่วเหลือง 
(Soybean meal) โซเดียมไนเตรท (NaNO3) และโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) บ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 11 – 14 และ
ตารางที่ 8 – 9 
 เมื่อพิจารณาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในอาหารที่มีแหล่งไนโตรเจนแตกต่าง
กันทั้ง 5 ชนิด ดังแสดงในภาพที่ 11 พบว่าเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 013, 032 และ 071 มีการ
เจริญเติบโตเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้กากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งคาร์บอน สูงแตกต่างจากการใช้แหล่ง
คาร์บอนชนิดอ่ืน ๆ อย่างเห็นได้ชัด ซึ่งในกรณีท่ีใช้กากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน เชื้อแบคทีเรีย 
013 และ 071 จะเจริญเข้าสู่ระยะ log phase โดยไม่มีระยะ lag phase ที่เวลา 0 - 12 ชั่วโมง และมี
ค่าความขุ่นสูงสุดของอาหารที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ประมาณ 12 และ 10 ตามล าดับ แต่เมื่อ
ใช้แหล่งไนโตรเจนชนิดอื่น ๆ  ในอาหาร เชื้อทั้งสองชนิดมีการเจริญลดต่ าลง โดยสามารถวัดค่าความขุ่น
สูงสุดของอาหารได้ประมาณ 5 เท่านั้น ส่วนเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 032 จะเจริญเข้าสู่ระยะ log 
phase ที่เวลา 0 ถึง 24 ชั่วโมง ซึ่งใช้ระยะเวลานานกว่าเชื้อไอโซเลท 013 และ 071 เมื่อใช้กากถ่ัว
เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถวัดค่าความขุ่นของอาหารสูงสุดได้ประมาณ 15 และมีการเจริญลด
ต่ าลงเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับเชื้อ 013 และ 071 เมื่อใช้แหล่งไนโตรเจนชนิดอื่น ๆ ในอาหาร 
นอกจากนี้ผลการทดลองยังแสดงให้เห็นว่า เชื้อแบคทีเรียที่เหลืออีก 3 ไอโซเลท ซึ่งได้แก่ ไอโซเลท 
012, 042 และ 053 มีแนวโน้มในการเจริญที่ดีกว่าเมื่อเลี้ยงในอาหารที่ใช้แหล่งไนโตรเจนที่เป็น
สารอินทรีย์ (Organic nitrogen source) คือ ยีสต์สกัด สารสกัดจากเนื้อวัว และกากถั่วเหลือง ส่วน
การใช้โซเดียมไนเตรทและโพแทสเซียมไนเตรทที่เป็นแหล่งไนโตรเจนชนิดสารอนินทรีย์ (Inorganic 
nitrogen source) ไม่ช่วยส่งเสริมการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด โดยสามารถวัดค่าความขุ่น
สูงสุดของอาหารได้ประมาณ 4 เท่านั้น 
 เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของอาหาร ดังแสดงในภาพที่ 12 พบว่า ค่าพีเอชใน
อาหารเพาะเลี้ยงที่มีแหล่งไนโตรเจนต่างกันทั้ง 5 ชนิด ของเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทนั้น มีการ
เปลี่ยนแปลงไปในทิศทางเดียวกัน โดยค่าพีเอชจะลดลงจาก 10 ที่เวลา 0 ชั่วโมง ไปจนกระทั่งเหลือค่า
พีเอชประมาณ 7 - 8 ที่เวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นจะมีค่าค่อนข้างคงที่ไปจนกระทั้งเสร็จสิ้นกระบวนการ
เพาะเลี้ยงที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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 เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร ดังแสดงในภาพที่ 13 พบว่า 
การเปลี่ยนแปลงของปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหารที่มีแหล่งไนโนโตรเจนต่างกัน 5 ชนิด ของเชื้อ
แบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทมีแนวโน้มเช่นเดียวกัน โดยในอาหารที่ใช้โซเดียมไนเตรทและโพแทสเซียมไน
เตรทเป็นแหล่งไนโตรเจน จะมีการลดลงของปริมาณน้ าตาลน้อยกว่าอาหารที่ใช้แหล่งไนโตรเจนที่เป็น
สารอินทรีย์เล็กน้อย และในอาหารเพาะเลี้ยงที่ใช้กากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่ง ไนโตรเจนของเชื้อแบคทีเรีย
ไอโซเลท 012, 032 และ 053 จะมีการลดลงของปริมาณน้ าตาลอย่างรวดเร็วในช่วง 0-12 ชั่วโมง 
จากนั้นจะมีค่าคงที่ตลอดทั้งกระบวนการ 
 เมื่อพิจารณาการสร้างอัลคาไลน์โปรตีเอสและอัตราการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียทั้งหก
ไอโซเลทในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีแหล่งไนโตรเจนต่างกัน 5 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 8 – 9 และภาพที่ 
14 พบว่า แบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทมีค่ากิจกรรมเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดที่เวลา 24 
ชั่วโมง เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่งไนโตรเจน ซึ่งการใช้กากถั่วเหลืองที่เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนชนิดสารอินทรีย์ชนิดหนึ่งในอาหาร จะท าให้ได้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการผลิต
เอนไซม์สูงสุดในเชื้อแบคทีเรียจ านวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ 013, 032, 053 และ 071 ยกเว้นเชื้อ
แบคทีเรีย 012 ที่มีกิจกรรมเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดเมื่อใช้ยีสต์สกัดและสารสกัดจาก
เนื้อวัว ส่วนเชื้อแบคทีเรีย 042 มีการสร้างเอนไซม์ใกล้เคียงกันในอาหารที่มีแหล่งไนโตรเจนต่างกันทั้ง 
5 ชนิด จากผลการทดลองบ่งชี้ให้เห็นว่า แบคทีเรียส่วนใหญ่มีการสร้างเอนไซม์อย่างมีประสิทธิภาพ
เมื่อใช้กากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยง ไม่ต่างจากการใช้สารอินทรีย์ชนิดอื่น อีก
ทั้งยังเป็นแหล่งไนโตรเจนที่มีราคาถูกกว่าสารอินทรีย์ชนิดอื่น ๆ ที่น ามาใช้ในการทดลอง ดังนั้นจึง
เลือกใช้กากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยงส าหรับการทดลองต่อไป 
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ตารางท่ี  8 กิจกรรมของเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหกไอโซเลท 
      เมื่อเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่มีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกัน 5 ชนิด 

สายพันธุ ์
เวลา 

(ชั่วโมง) 
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 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกิจกรรมเอนไซม์ ในแหล่งไนโตรเจนแต่ละชนิด  
  ที่ระยะเวลาต่าง ๆ กัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) 
  YE คือ ยีสต์สกัด 
  BE คือ สารกัดจากเนื้อวัว 
  SB คือ กากถั่วเหลือง 
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ตารางท่ี  9 อัตราการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหกไอโซเลท 
     เมื่อเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่มีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกัน 5 ชนิด 

สาย
พันธุ์ 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

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 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของอัตราการสร้างเอนไซม์ ในแหล่งไนโตรเจนแต่ละชนิด 
  ที่ระยะเวลาต่าง ๆ กัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) 
  YE คือ ยีสต์สกัด 
  BE คือ สารกัดจากเนื้อวัว 
  SB คือ กากถั่วเหลือง 
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ภาพที่ 11 การเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท ในสูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มี  
    เด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน และมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกัน 5 ชนิด (bar =SD) 
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ภาพที่ 12 การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตร 
    อาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน และมีแหล่งไนโตรเจน 
    แตกต่างกัน 5 ชนิด (bar = SD) 

pH
 

Time (h) 
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ภาพที่ 13 ปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหาร  
    BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน และมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกัน  
    5 ชนิด (bar = SD) 
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ภาพที่ 14 กิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย 
    ทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน และมี 
    แหล่งไนโตรเจนแตกต่างกัน 5 ชนิด ตัวอักษรยกก าลังที่ต่างกันมีความแตกต่างกัน  
    อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่ 14 (ต่อ) 
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 4.3.4 ผลการศึกษาค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรติเอสของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ เมื่อเลี้ยงใน
อาหารสูตร BPMM ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน มีกากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน และปรับค่า
พีเอชเริ่มต้นของอาหารด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้นร้อยละ 20 ให้มีค่า
แตกต่างกัน 4 ระดบั คือ 7, 8, 9 และ 10 บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาท ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง ผลการทดลองดังภาพที่ 15 – 18 และตารางที่ 10 – 11 
 เมื่อพิจารณาการเจริญของแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในอาหารที่มีค่าพีเอชแตกต่างกัน 4 ระดับ 
ดังแสดงในภาพที่ 15 พบว่าค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารที่ท าให้เชื้อแบคทีเรียมีการเจริญดีที่สุดคือ 9 โดย
ให้ผลดีในเชื้อไอโซเลท 013, 032, และ 042 ซึ่งแบคทีเรียไอโซเลท 042 นั้น ยังมีการเจริญที่ดีในอาหาร
ที่มีค่าพีเอช 8 อีกด้วย ส่วนค่าพีเอชในอาหารที่ท าให้แบคทีเรียเจริญได้ดีรองลงมาคือ 7 ที่ให้ผลดีในเชื้อ
ไอโซเลท 012 และ 053 และค่าพีเอช 8 ที่ให้ผลดีในเชื้อไอโซเลท 042 และ 071 นอกจากนี้ยังพบว่า 
เชื้อทั้งหกไอโซเลทเจริญได้น้อยที่สุดเมื่อค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 10 
 เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของอาหารทีมีค่าต่างกันทั้ง 4 ระดับ พบว่าค่าพีเอชของ
อาหารทั้ง 4 ชนิด ที่ใช้เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท มีการลดลงจากค่าเริ่มต้นในช่วงที่เชื้อมี
การเจริญระยะ log phase หลังจากนั้นค่าพีเอชจะค่อนข้างคงที่หรือมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อย
ในระยะ stationary phase จนกระท่ังเสร็จสิ้นกระบวนการเพาะเลี้ยง 
 เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ าตาลในอาหาร ดังแสดงในภาพที่ 17 พบว่า ปริมาณ
น้ าตาลในอาหารเกือบทุกชนิดจะลดลงเมื่อแบคทีเรียมีการเจริญในระยะ log phase หลังจากนั้นจะ
ค่อนข้างคงที่เมื่อเชื้อเข้าสู่ระยะ stationary phase โดยเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 042 และ 071 มีการ
ลดลงของปริมาณน้ าตาลอย่างใกล้เคียงกันในอาหารที่ค่าพีเอชแตกต่างกันทั้ง 4 ค่า ซึ่งเป็นไปในทิศทาง
เดียวกันกับการเจริญที่ใกล้เคียงกันในอาหารทั้ง 4 ชนิด และเม่ือสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงที่เวลา 48 ชั่วโมง 
สามารถวัดปริมาณน้ าตาลคงเหลือได้ประมาณ 3-5 กรัมต่อลิตร ส่วนเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 012 น า
น้ าตาลไปใช้ปริมาณน้ าตาลน้อยมากหรือแทบไม่ได้ใช้เลยในอาหารที่มีค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 8 เห็นได้
จากปริมาณน้ าตาลคงเหลือที่เวลา 48 ชั่วโมง ใกล้เคียงกับปริมาณน้ าตาลตอนเริ่มต้นการเพาะเลี้ยง 
ส่วนอาหารที่มีค่าพีเอชอ่ืน ๆ มีการใช้น้ าตาลมากกว่า และคงเหลือในอาหารในปริมาณที่น้อยกว่าเมื่อ
สิ้นสุดการเพาะเลี้ยง เช่นเดียวกับแบคทีเรีย 032 ที่ลักษณะการใช้น้ าตาลเป็นไปในรูปแบบเดียวกันกับ
แบคทีเรียไอโซเลท 012 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีค่าพีเอชเท่ากับ 8 แต่แบคทีเรีย 032 นั้น ยังมีการ
ใช้น้ าตาลน้อยในอาหารที่มีค่าพีเอชเท่ากับ 7 ด้วย และมีการใช้น้ าตาลจนเกือบหมดเม่ือเพาะเลี้ยงใน
อาหารที่มีค่าพีเอชเท่ากับ 9 ส่วนเชื้อแบคทีเรีย 013 มีการใช้น้ าตาลมากที่สุดในอาหารที่มีค่าพีเอช 8 
รองลงมาคือ พีเอช 10, 7 และ 9 ตามล าดับ ซึ่งแตกต่างจากแบคทีเรีย 053 ที่มกีารใช้น้ าตาลในอาหาร
ที่มีค่าพีเอช 7, 8 และ 9 อย่างใกล้เคียงกัน และมีการใช้น้ าตาลน้อยสุดหรือแทบไม่ใช้เลยในอาหารที่มี
ค่าพีเอชเท่ากับ 10 
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 เมื่อพิจารณากิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท ใน
อาหารเพาะเลี้ยงที่มีค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารต่างกัน 4 ระดับ ดังแสดงในภาพที่ 18 และตารางท่ี 10 
และ 11 พบว่า เชื้อแบคทีเรียจ านวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ 012, 013, 032, และ 042 มีกิจกรรมของ
เอนไซม์สูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 10 และมีอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุด
ที่เวลา 24 ชั่วโมง สามารถวดัค่าได้เท่ากับ 0.081, 0.048, 0.126 และ 0.080 ยูนิต ต่อมิลลิลิตรต่อ
ชั่วโมงตามล าดับ ซึ่งแตกต่างจากอาหารที่มีค่าพีเอชเริ่มต้นอ่ืน ๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนเชื้อ
แบคทีเรียไอโซเลท 071 มีกิจกรรมและอัตราการสร้างเอนไซม์สูงที่สุดในอาหารที่มีค่าพีเอชเริ่มต้น
เท่ากับ 10 เช่นเดียวกัน แต่ต่างกันตรงที่ต้องใช้ระยะเวลานาน 48 ชั่วโมง เพ่ือให้ได้ค่าสูงสุดดังกล่าว 
นอกจากนี้ยังพบว่า การใช้ค่าพีเอชเริ่มต้นในอาหารเท่ากับ 7 ให้ผลดีในเชื้อแบคทีเรีย 053 โดยสามารถ
วัดกิจกรรมและอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดได้ที่เวลา 24 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 1.68 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
และ 0.070 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ เนื่องจากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เมื่อค่าพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเพาะเลี้ยงเท่ากับ 10 จะส่งผลให้แบคทีเรียส่วนใหญ่สามารถผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์
โปรตีเอสได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่าการใช้ค่าพีเอชอ่ืน ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้ค่าพีเอชเริ่มต้นของ
อาหารเพาะเลี้ยงเท่ากับ 10 ในการทดลองขั้นต่อไป 
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ตารางท่ี  10 กิจกรรมของเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหกไอโซเลท 
       เมื่อเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่มีค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารแตกต่างกัน 4 ระดับ 

สายพันธุ ์
เวลา 

(ชั่วโมง) 
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 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกิจกรรมเอนไซม์ ที่ค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารแตกต่างกัน 
  ที่ระยะเวลาต่าง ๆ กัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) 
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ตารางท่ี  11 อัตราการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหกไอโซเลท 
       เมื่อเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่มีค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารแตกต่างกัน 4 ระดับ 

สายพันธุ ์
เวลา 

(ชั่วโมง) 
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 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของอัตราการสร้างเอนไซม์ ที่ค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหาร 
  แตกต่างกัน ที่ระยะเวลาต่าง ๆ กัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) 
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ภาพที่ 15 การเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท ในสูตรอาหาร BPMM ที่มีเด็กซ์ทรินเป็น 
    แหล่งคาร์บอน มีกากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน และมีค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหาร 
    แตกต่างกัน 4 ระดับ (bar = SD) 

OD
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ภาพที่ 16 การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตร 
    อาหาร BPMM ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน มีกากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน  
    และมีค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารแตกต่างกัน 4 ระดับ (bar = SD) 

pH
 

Time (hour) 
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ภาพที่ 17 ปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหาร  
    BPMM ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน มีกากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน และมี 
    ค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารแตกต่างกัน 4 ระดับ (bar = SD) 
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ภาพที่ 18 กิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท 
    ในสูตรอาหาร BPMM ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน มีกากถั่วเหลืองเป็น 
    แหล่งไนโตรเจน และมีค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารแตกต่างกัน 4 ระดับ ตัวอักษร 
    ยกก าลังที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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 4.3.5 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ เมื่อท าการ
เพาะเลี้ยงโดยใช้สูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน มีกากถ่ัวเหลืองเป็น
แหล่งไนโตรเจน บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิต่างกันคือ 30, 
35 และ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 19–22 และตารางที่ 12 
 เมื่อพิจารณาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ หลังจากท าการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มี
อุณหภูมิต่างกัน 3 ระดับ ดังแสดงในภาพที่ 19 พบว่า เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 013, 032 และ 053 มี
การเจริญใกล้เคียงกันเมื่อเพาะเลี้ยงในอุณหภูมิที่ต่างกันทั้ง 3 ระดับ ส่วนเชื้อแบคทีเรีย 012 และ 042 
สามารถเจริญเติบโตได้ดีเมื่อเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส รองลงมาคือ 35 และ 30 องศา
เซลเซียส ตามล าดับ ซึ่งแตกต่างจากเชื้อแบคทีเรีย 071 ที่มีการเจริญดีสุดที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
และการเจริญจะลดลงเมื่อเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 และ 30 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
 เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในอาหาร ภายใต้สภาวะที่อุณหภูมิของการเพาะเลี้ยง
แตกต่างกัน 3 ระดับ ดังแสดงในภาพที่ 20 พบว่าการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของอาหารทั้งหมดมีความ
ใกล้เคียงกัน แม้ว่าจะท าการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทภายใต้อุณหภูมิที่ต่างกันก็ตาม โดย
ค่าพีเอชของอาหารที่แต่ละอุณหภูมิของแบคทีเรียไอโซเลท 012, 013, 032, 042 และ 071 จะลดลง
จาก 10 ที่เวลา 0 ชั่วโมง จนเหลือค่าประมาณ 7 ที่เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นค่าพีเอชจะคงที่หรือมีการ
เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยจนกระทั่งสิ้นสุดการเพาะเลี้ยง ส่วนเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 053 พบว่าการ
เปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของอาหารเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับเชื้อชนิดอื่นนั่นคือ การเปลี่ยนแปลงของ
ค่าพีเอชในอาหารที่แต่ละอุณหภูมิไม่มีความแตกต่างกัน แต่ค่าพีเอชของอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรีย 053 ลดลงจากตอนเริ่มต้นไม่มากนัก โดยค่าพีเอชจะลดลงเหลือประมาณ 9 ที่เวลา 12 
ชั่วโมง จากนั้นจะค่อนข้างคงที่ตลอดท้ังกระบวนการ 
 เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณน้ าตาลในอาหาร ดังแสดงในภาพที่ 21 พบว่าการ
เปลี่ยนแปลงของปริมาณน้ าตาลในอาหารเพาะเลี้ยงของเชื้อแบคทีเรีย 012, 013, 032, 042 และ 071 
เป็นไปในทิศทางเดียวกันคือ ปริมาณน้ าตาลมีการลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 0 - 24 ชั่วโมงแรก จากนั้น
จะค่อนข้างคงท่ีหรือมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อย โดยสามารถวัดปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร
ที่ใช้เพาะเลี้ยงในทุกสภาวะของเชื้อแบคทีเรียทั้งห้าไอโซเลทได้ประมาณ 3-6 กรัมตอ่ลิตร ที่เวลา 48 
ชั่วโมง และพบว่าปริมาณน้ าตาลในอาหารเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ของเชื้อแบคทีเรีย
ทั้งห้าไอโซเลทมีปริมาณคงเหลือน้อยกว่าอาหารเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิอ่ืนเล็กน้อย แบคทีเรียไอโซเลท 
053 ปริมาณน้ าตาลในอาหารเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส มีการลดลงอย่างช้า ๆ 
จนกระท่ังเสร็จสิ้นกระบวนการ ซึ่งสามารถวัดปริมาณน้ าตาลคงเหลือได้ประมาณ 6 กรัมต่อลิตร ที่
เวลา 48 ชั่วโมง ในอาหารเพาะเลี้ยงทั้งสอง ส่วนอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มี
การลดลงของปริมาณน้ าตาลน้อยมากหรือแทบไม่ลดลงจากตอนเริ่มการเพาะเลี้ยง โดยสามารถวัด
ปริมาณหลังสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงได้ประมาณ 9.5 กรัมต่อลิตร 
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 เมื่อพิจารณากิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ในอาหารเพาะเลี้ยง ดังแสดงใน
ภาพที่ 22 และตารางที่ 12 พบว่าเชื้อแบคทีเรียส่วนใหญ่มีกิจกรรมและอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุด
เมื่อเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยให้ผลดีที่สุดแตกต่างจากสภาวะอ่ืนอย่างมีในนัยส าคัญ
ทางสถิติในเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 012, 013 และ 032 ซึ่งสามารถวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ได้เท่ากับ 
1.81, 1.25 และ 3.02 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดได้เท่ากับ 0.075, 0.029 และ 
0.126 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ ส่วนการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ให้ผลดีที่สุดในเชื้อไอโซเลท 071 โดยวัดค่ากิจกรรมเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ได้
เท่ากับ 1.64 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.068 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่า 
การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 042 ที่อุณหภูมิต่างกันทั้ง 3 ระดับนั้น ไม่ส่งผลให้เกิดการผลิตเอนไซม์ที่
แตกต่างกัน เห็นได้จากกิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ที่เวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งเป็น
ช่วงเวลาที่มีค่ากิจกรรมและอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุด มีค่าใกล้เคียงกันในทั้ง 3 สภาวะ ดังตารางที่ 
12 ส่วนเชื้อแบคทีเรีย 053 นั้น สามารถผลิตเอนไซม์ได้ดีเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่อุณหภูมิ 30 และ 35 
องศาเซลเซียส และเชื้อจะสร้างเอนไซม์ได้น้อยลงเมื่อเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซียส จากผลการ
ทดลองดังกล่าว จะเห็นว่าอุณหภูมิที่ส่งผลให้เชื้อมีการสร้างเอนไซม์ได้ดีที่สุด คือ 37 องศาเซลเซียส 
ดังนั้น จึงเลือกใช้เป็นอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงเพ่ือผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรีย
ในการทดลองขั้นต่อไป 
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ตารางท่ี  12 กิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
       ทั้งหกไอโซเลท เมื่อเพาะเลี้ยงในอุณหภูมิที่แตกต่างกันทั้ง 3 ระดับ 

สาย
พันธุ์ 

เวลา 
)ชั่วโมง(  

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 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกิจกรรมเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
  ที่ระยะเวลาต่าง ๆ กัน ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) 
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ภาพที่ 19 การเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลท ในสูตรอาหาร BPMM โดยใช้เด็กซ์ทริน 
    เป็นแหล่งคาร์บอน ใช้กากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหาร 
    เท่ากับ 10 และเพาะเลี้ยงภายใต้อุณหภูมิแตกต่างกัน 3 ระดับ (bar = SD) 

OD
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ภาพที่ 20 การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตร 
    อาหาร BPMM โดยใช้เด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน ใช้กากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่ง 
    ไนโตรเจน ค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 10 ภายใต้อุณหภูมิที่แตกต่างกัน 3 ระดับ  
    (bar = SD) 

pH
 

Time (h) 
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ภาพที่ 21 ปริมาณน้ าตาลคงเหลือในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหกไอโซเลทในสูตรอาหาร   
    BPMM โดยใช้เด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน ใช้กากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน  
    ค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 10 ภายใต้อุณหภูมิที่แตกต่างกัน 3 ระดับ (bar = SD) 
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ภาพที่ 22 กิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในอาหาร เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งหก 
    สายพันธุ์ในสูตรอาหาร BPMM พีเอช 10 โดยใช้เด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน ใช้กาก 
    ถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ภายใต้อุณหภูมิที่แตกต่างกัน 3 ระดับ ตัวอักษรยกก าลัง 
    ที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) (bar = SD) 
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4.4 ผลการจัดจ่าแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูง โดยการวิเคราะห์ล่าดับเบสของ
ชิ้นส่วนยีนด้วยวิธี 16S rDNA sequencing 
 
 จากผลการทดลองในข้อ 4.3 ที่หาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือก
ได้เพ่ือผลิตเอนไซม์ แล้วคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์สูงที่สุด พบว่าเชื้อ
แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์สูงสุด แตกต่างจากแบคทีเรียชนิดอื่นอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น p>0.05 คือ แบคทีเรียไอโซเลท 032 โดยสามารถวัดกิจกรรมและอัตรา
การสร้างเอนไซม์สูงสุดได้เท่ากับ 3.02 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.126 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง 
ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 13 จึงน าเชื้อแบคทีเรีย 032 ไปจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยการ
วิเคราะห์ล าดับเบสของชิ้นส่วนยีนด้วยวิธี 16S rDNA sequencing analysis พบว่ามีความคล้ายคลึง
กับเชื้อแบคทีเรีย Bacillus cohnii ที่ระดับ 98.27 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ง) โดยมีลักษณะโคโลนีเมื่อ
เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic soy agar ทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ดังภาพ
ที่ 23 และลักษณะของเซลล์แบคทีเรียอายุ 24 ชั่วโมง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1000 เท่า ดัง
ภาพที่ 24 
 
ตารางท่ี  13 เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดของแบคทีเรีย 
       ที่คัดเลือกได้ทั้งหกสายพันธุ์ ในสภาวะที่ค่าพีเอชของอาหารเท่ากับ 10 และอุณหภูมิ  
       ในการเพาะเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

สายพันธุ์ เวลา 
กิจกรรมเอนไซม์สูงสุด 

(U/mL) 
อัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุด 

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

p>0.05 
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ภาพที่ 23 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย 032 (B. cohnii) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic soy agar  
    ที่ 37 องศาเซลเซียส อายุ 48 ชั่วโมง 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 24 ลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของแบคทีเรีย 032 (B. cohnii) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  
    Tryptic soy agar ที่ 37 องศาเซลเซียส อายุ 24 ชั่วโมง (ก าลังขยาย 1000 เท่า) 
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4.5 ผลการศึกษาเทคนิคการเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมในการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอส 
จากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus cohnii ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 
 4.5.1 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ 
 จากการศึกษาการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus cohnii ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่คัดแยกได้จาก
ตัวอย่างดินภายในประเทศ ส าหรับน าไปใช้ในการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอส ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยง
แบบกะในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้สภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมซึ่งได้จากผลการทดลองในข้อ 3 
ที่มีการแปรผันปัจจัยในการเพาะเลี้ยงต่าง ๆ กัน ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 25 – 27 และตารางที่ 14  
  เมือ่พิจารณาการทดลองเพาะเลี้ยง B. cohnii แบบกะในการสภาวะการทดลองที่ 1 (ภาพที่ 
25) ซึ่งเป็นการขยายขนาดการเพาะเลี้ยงจากระดับฟลาสก์ ไปเป็นการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 
ลิตรโดยใช้อาหาร BPMM ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน และมีกากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน 
ความเข้มข้นเพ่ิมข้ึน 2 เท่า เพ่ือศึกษาการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรียเมื่อมีปริมาณของสารอาหารใน
อาหารเพาะเลี้ยงเพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งจากการศึกษาอิทธิพลของปัจจัยดังกล่าว ไม่สามารถท าการทดลองได้ใน
การเพาะเลี้ยงระดับฟลาสก์ เนื่องจากการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในอาหารที่มีความเข้มข้นสูงจะถูก
จ ากัดโดยปริมาณอากาศที่มีอยู่เพียงในฟลาสก์เท่านั้น ท าให้ผลที่ได้ไม่เป็นไปตามลักษณะการเจริญ
ของเชื้อแบคทีเรียอย่างแท้จริง จึงจ าเป็นต้องท าการศึกษาปัจจัยนี้ภายในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีการ
ควบคุมการให้อากาศและการกวนอย่างเหมาะสมเพ่ือหลีกเลี่ยงข้อจ ากัดดังกล่าว นอกจากนี้ ในการ
ทดลองมีการเติมสับสเตรทที่เป็นหางนมผง เข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และควบคุมพีเอช
ในระหว่างการเพาะเลี้ยงให้เท่ากับ 10 ตลอดทั้งกระบวนการ โดยใช้สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 
เข้มข้นร้อยละ 20 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตร
อาหารต่อนาที และความเร็วใบกวนเท่ากับ 500 รอบต่อนาที พบว่าภายใต้สภาวะดังกล่าว แบคทีเรีย 
B. cohnii มีการเจริญที่ต่ ามาก เห็นได้จากอัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) ที่มีค่าเพียง 0.167 h-1 และค่า
ผลได้ของเซลล์ต่อน้ าตาลที่ใช้ (Yx/s) เท่ากับ 0.341 กรัมเซลล์ต่อกรัมกลูโคส และเม่ือพิจารณาการ
สร้างเอนไซม์ พบว่าการเพาะเลี้ยงที่สภาวะนี้ B. cohnii แทบไม่มีการสร้างเอนไซม์เลย โดยสามารถวัด
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดได้เพียง 0.07 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.002  
ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ ดังนั้นจึงท าให้ค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ในการสร้างเอนไซม์มีค่า
ค่อนข้างต่ าตามไปด้วย ดังนี้ อัตราจ าเพาะของการสร้างเอนไซม์ (qp) เท่ากับ 0.011 ยูนิตต่อชั่วโมงต่อ
กรัมเซลล์ ผลได้ของเอนไซม์ต่อน้ าตาลที่ใช้ (Yp/s) เท่ากับ 0.023 ยูนิตต่อกรัมกลูโคส และผลได้
เอนไซม์จ าเพาะ (Yp/x) เท่ากับ 0.067 ยูนิตต่อกรัมเซลล์ นอกจากนี้ยังพบว่าการควบคุมเพาะเลี้ยง
แบคทีเรีย B. cohnii ภายใต้สภาวะการทดลองนี้ท าได้ยาก เนื่องจากมีปริมาณโปรตีนในอาหาร
ค่อนข้างมาก และมีการควบคุมค่าพีเอชภายในถังหมักให้อยู่ในระดับที่สูงตลอดเวลา จึงท าให้มีฟอง
เกิดข้ึนเป็นจ านวนมากภายในถังหมัก ปริมาณของสารลดการเกิดฟอง (antifoam) ที่ใช้จึงมากตามไป
ด้วย ส่งผลให้การเจริญและการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียลดลง ดังนั้น ในการทดลองถัดไปจึง
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เพาะเลี้ยง B. cohnii โดยก าหนดค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 10 ไม่มีการเติมสับสเตรท และไม่มี
การควบคุมค่าพีเอชของอาหารในระหว่างการเพาะเลี้ยง  
 เมื่อพิจารณาผลการทดลองเพาะเลี้ยง B. cohnii แบบกะในการสภาวะการทดลองที่ 2 (ภาพ
ที่ 26) ในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้อาหาร BPMM พีเอช 10 ความเข้มข้น 2 เท่า ไม่มีการเติมหาง
นมผงเพื่อใช้เป็นสับสเตรท และไม่มีการควบคุมค่าพีเอชในระหว่างการเพาะเลี้ยง ภายใต้อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที และความเร็วใบกวน
เท่ากับ 500 รอบต่อนาที พบว่าภายใต้สภาวะดังกล่าว แบคทีเรีย B. cohnii มีการเจริญที่ดีข้ึนจากการ
ทดลองที่ 1 เห็นได้จากค่าอัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) ที่เพ่ิมขึ้นจาก 0.167 เป็น 0.437 h-1 แต่ค่าผลได้
ของเซลล์ต่อกลูโคสที่ใช้กลับลดลงจาก 0.341 เป็น 0.231 กรัมเซลล์ต่อกรัมกลูโคส เป็นผลมาจากการ
ที่แบคทีเรียน ากลูโคสไปใช้ในการสร้างเอนไซม์มากกว่าการสร้างเซลล์ เห็นได้จากกิจกรรมของเอนไซม์
และอัตราการผลิตเอนไซม์สูงสุดที่เพิ่มขึ้นจากการทดลองที่ 1 ถึง 80 และ 110 เท่า ตามล าดับ ท าให้
ค่าพารามิเตอร์ต่างในการสร้างเอนไซม์มีค่าสูงขึ้นด้วย โดยวัดค่าได้มีดังนี้ อัตราจ าเพาะของการสร้าง
เอนไซม์ (qp) เท่ากับ 1.113 ยูนิตต่อชั่วโมงต่อกรัมกลูโคส ผลได้ของเอนไซม์ต่อกลูโคสที่ใช้ (Yp/s) 
เท่ากับ 0.588 ยูนิตต่อกรัมกลูโคส และผลได้เอนไซม์จ าเพาะ (Yp/x) เท่ากับ 2.546 ยูนิตต่อกรัมเซลล์ 
(ตารางที่ 14) จากผลการทดลองข้างต้นในการทดลองถัดไปจะท าการเพาะเลี้ยง B. cohnii ในอาหาร
เพาะเลี้ยงที่ไม่มีการเติมสับเสตรทใด ๆ และไม่มีการควบคุมค่าพีเอชระหว่างการเพาะเลี้ยง เนื่องจาก
เป็นวิธีการที่ให้ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์สูงกว่า และควบคุมการเพาะเลี้ยงท าได้ง่ายกว่ามาก 
 เมื่อพิจารณาผลการทดลองเพาะเลี้ยง B. cohnii แบบกะในการสภาวะการทดลองที่ 3 (ภาพ
ที่ 27) ในถังหมักขนาด 5 ลิตร เพ่ือเปรียบเทียบอิทธิพลของความเข้มข้นของอาหารเพาะเลี้ยงที่มีต่อ
การสร้างเอนไซม์ โดยใช้อาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีความความเข้มข้นเพ่ิมขึ้นเป็น 4 เท่า ภายใต้
สภาวะการเพาะเลี้ยงเช่นเดียวกับการทดลองที่ 2 พบว่า ลักษณะการเจริญของ B. cohnii ที่สภาวะนี้มี
รูปแบบเช่นเดียวกับการทดลองท่ี 2 กล่าวคือ แบคทีเรียมีการเจริญในระยะ log phase ที่ 0-12 ชั่วโมง 
โดยไม่มีระยะ lag phase แล้วเข้าสู่ระยะ stationary phase ที่เวลาประมาณ 24 ชั่วโมง และการเพ่ิม
ความเข้มข้นของอาหารเพาะเลี้ยงเป็น 4 เท่า ท าให้แบคทีเรีย B. cohnii มีอัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) 
และค่าผลได้ของเซลล์ต่อกลูโคสที่ใช้ (Yx/s) เพ่ิมข้ึนจากการใช้ความเข้มข้นของอาหารเพาะเลี้ยง 2 
เท่า เล็กน้อย โดยมีค่าเท่ากับ 0.496 h-1 และ 0.397 กรัมเซลล์ต่อกรัมกลูโคส และเมื่อพิจารณา
ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ของ B. cohnii เมื่อเพาะเลี้ยงที่สภาวะนี้พบว่า อัตราจ าเพาะของการ
สร้างเอนไซม์ (qp) มีค่าสูงขึ้นจากเดิมเล็กน้อย วัดค่าได้เท่ากับ 1.175 ยูนิตต่อชั่วโมงต่อกรัมเซลล์ แต่
ค่าผลได้ของเอนไซม์ต่อกลูโคสที่ใช้ (Yp/s) มีค่าเพ่ิมขึ้นค่อนข้างสูง จากเดิม 0.588 เป็น 0.940 ยูนิตต่อ
กรัมกลูโคส ส่วนค่าผลได้เอนไซม์จ าเพาะ (Yp/x) กลับมีค่าลดลงเล็กน้อย โดยมีค่าเท่ากับ 2.370 ยูนิต
ต่อกรัมเซลล์ และท่ีเวลา 24 ชั่วโมงสามารถวัดกิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุด
ได้เท่ากับ 5.94 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.247 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับการ
ทดลองที่ 2 ที่ใช้ความเข้มข้นของอาหาร 2 เท่า จากผลการทดลองดังกล่าวข้างต้น สรุปได้ว่าการใช้
ความเข้มข้นอาหารเพิ่มข้ึนเป็น 4 เท่า ไม่มีผลในการเพิ่มประสิทธิภาพการเจริญและการสร้างเอนไซม์
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ของแบคทีเรีย B. cohnii เท่าใดนัก เห็นได้จากค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ของการเจริญและการสร้าง
เอนไซม์ที่มีค่าใกล้เคียงกับการใช้ความเข้มข้นของอาหารเพาะเลี้ยงเท่ากับ 2 เท่า และเนื่องจากการ
ทดลองมุ่งเน้นไปที่การผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสและให้ความส าคัญกับค่า qp ซึ่งเป็นค่าที่บ่งบอก
ถึงอัตราการสร้างเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับมวลเซลล์และเวลา จึงใช้ค่าดังกล่าวในการพิจารณาสภาวะ
การเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการน าไปศึกษาเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ ดังนั้นจึงเลือกสภาวะที่
เหมาะสมจากการทดลองที่ 2 ที่เป็นสภาวะที่มีค่า qp สูง และต้นทุนราคาในการผลิตต่ ากว่าสภาวะอ่ืน 
ไปใช้เป็นสภาวะในการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะส าหรับขั้นตอนต่อไป 
 
 4.5.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ  
 เมื่อพิจารณาผลการทดลองเพาะเลี้ยง B. cohnii แบบเติมกะ (ภาพที่ 28 และตารางที่ 14) ใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตรโดยเริ่มจากการเพาะเลี้ยงแบบ batch culture ด้วยอาหาร BPMM พีเอช 10 ที่
มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้น 2 เท่า ปริมาตรใน
การท างาน 1.5 ลิตร ไม่มีเติมสับสเตรทและไม่มีการควบคุมพีเอชตลอดการเพาะเลี้ยง อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที และความเร็วใบกวน
เท่ากับ 500 รอบต่อนาที จากนั้นท าการเติมอาหารที่ระยะ deceleration phase ด้วยอาหารที่มี
องค์ประกอบและความเข้มข้นเดียวกันกับในถังหมัก อัตราคงท่ีที่ 0.90 ลิตรต่อชั่วโมง พบว่าอัตราการ
เจริญจ าเพาะ (µ) ของ B. cohnii เท่ากับ 0.124 h-1 และอัตราจ าเพาะของการสร้างเอนไซม์ (qp) 
เท่ากับ 1.785 ยูนิตต่อชั่วโมงต่อกรัมกลูโคส ถ้าพิจารณาจากภาพท่ี 28 จะเห็นว่าภายหลังจากการเติม
อาหารกราฟการเจริญของเชื้อ (Ln CFU/mL) จะมีการเพ่ิมข้ึนเล็กน้อย เนื่องจากยังคงเหลือปริมาณ
น้ าตาลในอาหาร ท าให้เชื้อสามารถน าไปใช้ในการเจริญเติบโตเพ่ือเพ่ิมมวลเซลล์ได้ นอกจากนี้ยังพบว่า
การสร้างเอนไซม์ของเชื้อเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วหลังจากที่มีการเติมอาหารลงในถังหมัก จนกระท่ังที่เวลา
ในการเพาะเลี้ยงเท่ากับ 24 ชั่วโมง อัตราการสร้างเอนไซม์จึงลดลง ซึ่งการเพาะเลี้ยง B. cohnii ด้วย
เทคนิคการเพาะเลี้ยงเช่นนี้ ท าให้อัตราจ าเพาะของการสร้างเอนไซม์และกิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด
เพ่ิมสูงขึ้นจากการเพาะเลี้ยงแบบกะ ที่ความเข้มข้นของอาหารเท่ากันถึง 1.6 เท่า และสามารถวัด
กิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดได้เท่ากับ 9.51 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.396  
ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ
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ตารางท่ี  14 พารามิเตอร์การเจริญของ B. cohnii จากการเพาะเลี้ยงแบบกะ และแบบเติมกะ ในสภาวะต่าง ๆ กัน 
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 อัตราการเจริญจ าเพาะ (ต่อชั่วโมง) 
  qp คือ อัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ (ยูนิตต่อชั่วโมงต่อกรัมกลูโคส) 
  Yx/s คือ ผลได้ของเซลล์ต่อน้ าตาลที่ใช้ (กรัมเซลล์ต่อกรัมกลูโคส) 
  Yp/s คือ ผลได้ของผลิตภัณฑ์ต่อน้ าตาลที่ใช้ (ยูนิตต่อกรัมกลูโคส) 
  Yp/x คือ ผลได้ผลิตภัณฑ์จ าเพาะ (ยูนิตต่อกรัมเซลล์)
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ภาพที่ 25 รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของ B. cohnii เมื่อเพาะเลี้ยง 
    แบบกะ โดยใช้อาหาร BPMM เข้มข้น 2 เท่า ใช้หางนมผงเข้มข้น 1% (W/V) เป็น 
    สับสเตรท ควบคุมค่าพีเอชเท่ากับ 10 ตลอดกระบวนการ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
    อัตราการให้อากาศ 1 VVM และความเร็วใบกวน 500 rpm (Batch No.1) 
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ภาพที่ 26 รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของ B. cohnii เมื่อเพาะเลี้ยง 
    แบบกะ โดยใช้อาหาร BPMM เข้มข้น 2 เท่า พีเอช 10 ที่ไม่มีการเติมสับสเตรท ไม่มีการ 
    ควบคุมค่า พีเอช อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 VVM และความเร็ว 
    ใบกวน 500 rpm (Batch No.2) 
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ภาพที่ 27 รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของ B. cohnii เมื่อเพาะเลี้ยง 
    แบบกะ โดยใช้อาหาร BPMM เข้มข้น 4 เท่า พีเอช 10 ที่ไม่มีการเติมสับสเตรท ไม่มีการ 
    ควบคุมค่า พีเอช อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 VVM และความเร็ว 
    ใบกวน 500 rpm (Batch No.3) 
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ภาพที่ 28 รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของ B. cohnii เมื่อเพาะเลี้ยง 
    แบบเติมกะ โดยใช้อาหาร BPMM เข้มข้น 2 เท่า พีเอช 10 ที่ไม่มีการเติมสับสเตรท  
    ความเข้มข้นของอาหารที่ใช้เติม 1 เท่า ด้วยอัตราคงที่ 0.90 L/h ไม่มีการควบคุมค่าพีเอช  
    อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 VVM และความเร็วใบกวน 500 rpm  
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4.6 การศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ ในถังหมักขนาด 
50 ลิตร 
 
 จากผลการทดลองในข้อ 4.5 ที่ศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
B. cohnii เพ่ือผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในถังหมักขนาด 5 ลิตร แสดงให้เห็นว่าเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงแบบเติมกะ (fed-batch fermentation) ช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ได้
มากกว่าเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ (batch fermentation) ดังนั้นจึงเลือกใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยง
แบบเติมกะและสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างเอนไซม์จากผลการทดลองในถังหมักขนาด 5 ลิตร มาใช้
ในการศึกษาการขยายขนาดการผลิตเพื่อขึ้นสู่ระดับอุตสาหกรรมในถังหมักขนาด 50 ลิตร 
 เมื่อพิจารณาผลการทดลองเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย B. cohnii เพ่ือศึกษาลักษณะการเจริญและ
การสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส หลังจากขยายขนาดก าลังการผลิตเพ่ิมขึ้น 10 เท่า จากถังหมัก
ขนาด 5 ลิตร ไปสู่ถังหมักขนาด 50 ลิตร (ตารางที่ 15 และภาพท่ี 29) โดยเริ่มจากการเพาะเลี้ยงแบบ 
batch culture ด้วยอาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถั่วเหลืองเป็น
แหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้น 2 เท่า ปริมาตรในการท างาน 18 ลิตร ไม่มีการเติมสับสเตรทและไม่มี
การควบคุมค่าพีเอชตลอดการเพาะเลี้ยง อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 ปริมาตร
อากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที และความเร็วใบกวนเท่ากับ 320 รอบต่อนาที จากนั้นท าการเติม
อาหารที่ระยะ deceleration phase ด้วยอาหารที่มีองค์ประกอบและความเข้มข้นเดียวกันกับในถัง
หมัก อัตราคงที่ที่ 1.20 ลิตรต่อชั่วโมง พบว่าอัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) ของ B. cohnii มีค่าเพ่ิมสูงขึ้น
จากการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซึ่งเดิมเท่ากับ 0.124 h-1 ไปเป็น 0.352 h-1 ถ้าพิจารณาจาก
ภาพที่ 29 จะเห็นว่ากราฟการเจริญของเชื้อ B. cohnii (Ln CFU/mL) หลังจากเติมอาหารที่เวลา 9 
ชั่วโมง ยังมีการเจริญในระยะ Log phase อยู่ จนกระทั่งเข้าสู่ระยะ stationary phase ที่เวลา 18 
ชั่วโมง ต่างจากการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่เมื่อท าการเติมอาหารที่ระยะ deceleration 
phase แล้ว เชื้อมีการเจริญเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กน้อยเท่านั้น จากนั้นปริมาณเซลล์ของแบคทีเรียจะคงท่ีจน
สิ้นสุดกระบวนการเพาะเลี้ยง และเม่ือพิจารณาการสร้างอัลคาไลน์โปรตีเอส พบว่าเชื้อแบคทีเรียใช้
เวลานานขึ้นในการผลิตเอนไซม์เพ่ือให้ได้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุด ซึ่ง
จากเดิมในถังหมักขนาด 5 ลิตร วัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดได้ที่เวลา 
24 ชั่วโมง โดยมีค่าเท่ากับ 9.51 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.396 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ 
และมีค่าเหลือเพียง 3.47 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.096 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ (ตาราง
ที่ 15) เมื่อเพาะเลี้ยงโดยใช้สภาวะที่เหมาะสมและเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเดียวกันในถังหมักขนาด 
50 ลิตร ด้วยเหตุนี้จึงท าให้ค่าอัตราจ าเพาะของการสร้างเอนไซม์ (qp) มีค่าลดลงตามไปด้วย โดยมีค่า
เพียง 0.913 ยูนิตต่อชั่วโมงต่อกรัมกลูโคส เท่านั้น  
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ภาพที่ 29 รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของ B. cohnii เมื่อเพาะเลี้ยง 
    แบบเติมกะในถังหมักขนาด 50 ลิตร โดยใช้อาหาร BPMM เข้มข้น 2 เท่า พีเอช 10 ที่ไม่มี 
    การเติมสับสเตรท ความเข้มข้นของอาหารที่ใช้เติม 1 เท่า ด้วยอตัราคงท่ี 1.20 L/h ไม่มี 
    การควบคุมค่าพีเอช อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 VVM และ 
    ความเร็วใบกวน 320 rpm  
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ตารางท่ี  15 พารามิเตอร์การเจริญของ B. cohnii จากการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ ในถังหมักขนาด 5 ลิตร และ 50 ลิตร 
NO. Reactor 

size 
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 5 L 2x - No 0.124 1.785 0.067 1.224 14.395 9.51 0.396 

2 50 L 2X - No 0.352 0.913 0.071 0.184 2.592 3.47 0.096 

หมายเหตุ µ คือ อัตราการเจริญจ าเพาะ (ต่อชั่วโมง) 
  qp คือ อัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ (ยูนิตต่อชั่วโมงต่อกรัมกลูโคส) 
  Yx/s คือ ผลได้ของเซลล์ต่อน้ าตาลที่ใช้ (กรัมเซลล์ต่อกรัมกลูโคส) 
  Yp/s คือ ผลได้ของผลิตภัณฑ์ต่อน้ าตาลที่ใช้ (ยูนิตต่อกรัมกลูโคส) 
  Yp/x คือ ผลได้ผลิตภัณฑ์จ าเพาะ (ยูนิตต่อกรัมเซลล์)
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4.7 ผลการท่าให้เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนด้วยการตกตะกอน 
 
 เมื่อน าสารละลายเอนไซม์ท่ีได้หลังจากการปั่นเหวี่ยงอาหารเพาะเลี้ยง (Crude enzyme) มา
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้นอ่ิมตัวร้อยละ 0-20, 20-40, 40-60, และ 60-80 พบว่า
สามารถตกตะกอนอัลคาไลน์โปรตีเอสได้ทุกความเข้มข้นอ่ิมตัวของแอมโมเนียมซัลเฟต วัดค่ากิจกรรม
จ าเพาะของเอนไซม์ (Specific activity) ได้เท่ากับ 0.83, 0.97, 1.74 และ 1.93 ยูนิตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน ตามล าดับ ดังตารางที่ 16 โดยที่การตกตะกอนเอนไซม์ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้น
อ่ิมตัวร้อยละ 60-80 ท าให้ได้กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์สูงที่สุด และเอนไซม์มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 
1.7 เท่า  
 
ตารางท่ี  16 ผลการตกตะกอนอัลคาไลน์โปรตีเอสด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
       ที่ความเข้มข้นอ่ิมตัวต่าง ๆ กัน 

Saturation 
(%) 

Total Protein 
Content 

(mg) 

Total Protease 
Activity  
(Unit) 

Specific 
Activity 

(Unit/mg) 

Activity 
Yield 
(%) 

Purification 
(Fold) 

Crude enzyme 300.56 341.00 1.13 100.00 1.0 
0-20 6.24 5.16 0.83 1.51 0.7 
20-40 6.04 5.87 0.97 1.72 0.9 
40-60 7.23 12.59 1.74 3.69 1.5 
60-80 16.43 31.67 1.93 9.29 1.7 
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4.8 ผลการศึกษาสมบัติของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 
 4.8.1 สภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
  4.8.1.1 พีเอช 
  จากการศึกษาผลของค่าพีเอชต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก
แบคทีเรีย B. cohnii ที่ค่าพีเอชระหว่าง 6 ถึง 12 (ภาพที่ 30) พบว่าค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อกิจกรรม
การท างานของเอนไซม์ (Optimum pH) คือ พีเอช 10 ซึ่งมีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ (Relative 
activity) เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ และเอนไซม์สามารถท างานได้ดีในช่วงพีเอชประมาณ 9.5 ถึง 11 
โดยยังคงมีกิจกรรมของเอนไซม์สูงกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์สามารถท างานได้ดีใน
สภาวะที่เป็นด่าง และเมื่อพิจารณากิจกรรมของเอนไซม์ที่ค่าพีเอชอยู่ระหว่าง 6 ถึง 10 พบว่าการเพ่ิม
ค่าพีเอชส่งผลให้กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์เพ่ิมข้ึนด้วยเช่นกัน โดยเพิ่มจาก 36 เปอร์เซ็นต์ที่ค่าพีเอช
เท่ากับ 6 เป็น 100 เปอร์เซ็นต์ ที่ค่าพีเอชเท่ากับ 10 แต่ถ้าหากพีเอชมีค่าสูงกว่า 10 คือ ค่าพีเอชตั้งแต่ 
10.5 ถึง 12 กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์จะเริ่มลดลงตามล าดับ จนเหลือเท่ากับ 64 เปอร์เซ็นต์ ที่ค่า
พีเอชเท่ากับ 12  
 
  4.8.1.2 อุณหภูมิ 
  จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก
แบคทีเรีย B. cohnii ที่อุณหภูมิระหว่าง 30 ถึง 80 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพที่ 31 พบว่าใน
ช่วงแรกที่อุณหภูมิในการทดลองอยู่ระหว่าง 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์มี
ค่าค่อนข้างต่ า โดยมีค่าเพียง 18, 23 และ 27 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เท่านั้น แต่เมื่ออุณหภูมิในการ
ทดลองเพ่ิมสูงขึ้น กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ก็เพ่ิมสูงตามไปด้วย และท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
พบว่าเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ (Optimum temperature) โดยเอนไซม์มี
กิจกรรมการท างานและให้ค่ากิจกรรมสัมพัทธ์สูงที่สุดเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ และหากอุณหภูมิเพ่ิม
สูงขึ้นมากกว่า 70 องศาเซลเซียส กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์จะมีค่าลดลงอย่างรวดเร็วเหลือเพียง 
60 เปอร์เซ็นต์ เท่านั้น  
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ภาพที่ 30 ผลของพีเอชต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก B. cohnii 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 31 ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก B. cohnii 
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 4.8.2 เสถียรภาพของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่สภาวะต่าง ๆ 
 
  4.8.2.1 พีเอช 
  จากผลการศึกษาเสถียรภาพของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส (Enzyme stability) ที่
ได้จากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii ที่พีเอชต่าง ๆ กัน โดยบ่มเอนไซม์ในสารละลายบัฟเฟอร์ที่พีเอช 6 ถึง 
12 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พบว่าเอนไซม์มีเสถียรภาพในช่วงพีเอชที่กว้าง 
และค่อนมาทางค่าพีเอชในช่วงที่เป็นด่าง กล่าวคือ ในช่วงพีเอชระหว่าง 7 ถึง 12 ยังคงมีค่ากิจกรรม
สัมพัทธ์ของเอนไซม์สูงกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าสูงที่สุดเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ ที่ค่าพีเอชเท่ากับ 
11 และมีค่าลดลงเล็กน้อย (91 เปอร์เซ็นต์) ที่ค่าพีเอชเท่ากับ 12 ดังแสดงในภาพที่ 32 
 
  4.8.2.2 อุณหภูมิ 
  จากผลการศึกษาเสถียรภาพของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส (Enzyme stability) ที่
ได้จากแบคทีเรีย B. cohnii ที่อุณหภูมิระหว่าง 30 ถึง 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พบว่า
เอนไซม์มีเสถียรภาพในในช่วงอุณหภูมิ 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส โดยยังมีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของ
เอนไซม์สูงกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อบ่มเอนไซม์ที่อุณหภูมิสูงกว่า 55 องศาเซลเซียส เป็นต้นไป ค่า
กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์จะลดลง โดยมีค่า 35, 15 และ 17 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 60, 70 และ 80 
องศาเซลเซียส ตามล าดับ ดังแสดงในภาพที่ 33 ซึ่งบ่งชี้ให้เห็นว่าเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก
เชื้อแบคทีเรีย B. cohnii ทนต่ออุณหภูมิสูงได้น้อยมาก 
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ภาพที่ 32 ผลของพีเอชต่อเสถียรภาพของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก B. cohnii 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 33 ผลของอุณหภูมิต่อเสถียรภาพของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก B. cohnii 
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 4.8.3 ผลของสารยับย้ังต่อการท่างานของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 
 จากผลการศึกษาอิทธิพลของสารยับยั้ง (Inhibitors) ที่มีต่อการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์
โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ B. cohnii โดยบ่มเอนไซม์กับสารยับยั้งชนิดต่างๆ ได้แก่ 
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), และ
1,10-phenantroline (PHEN) ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 34 พบว่าสารยับยั้งทั้ง 3 ชนิด มีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ โดยที่
สาร EDTA มีผลในการยับยั้งรุนแรงที่สุด โดยกิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ที่ความเข้มข้น 1 และ 10 
มิลลิโมลาร์ ลดลงเหลือ 41 และ 35 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งการเพ่ิมความเข้มข้นของ EDTA ขึ้น 10 
เท่า จากความเข้มข้น 1 เป็น 10 มิลลิโมลาร์ ส่งผลให้มีการลดลงของกิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์เพียง 
14 เปอร์เซ็นต์ เท่านั้น 
 ส าหรับสาร PMSF และ PHEN ส่งผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้
ประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์เหลืออยู่ประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ แม้ว่า
จะมีการเพ่ิมความเข้มข้นของสารยับยั้งทั้งสองชนิดเป็น 10 เท่า ก็ตาม 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 34 ผลของสารยับยั้งต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก B. cohnii 
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 4.8.4 ผลของสารลดแรงตึงผิวและสารออกซิไดซ์ ต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ 
อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 
 จากผลการศึกษาอิทธิพลของสารลดแรงตึงผิวและสารออกซิไดซ์ (Surfactants & oxidizing 
agents) ที่มีต่อเสถียรภาพของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii โดยบ่ม
เอนไซม์กับสาร sodium dodecyl sulfate (SDS), triton x-100, tween 80 และ hydrogen 
peroxide (H2O2) ความเข้มข้น 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ดังแสดงใน
ภาพที่ 35 พบว่าเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสยังคงมีเสถียรภาพเมื่อถูกบ่มกับสาร triton x-100, tween 
80 และ H2O2 โดยมีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ ในสารทั้งสามชนิด แม้ว่า
จะมีการเพ่ิมความเข้มข้นของสารจาก 0.5 เปอร์เซ็นต์ เป็น 1 เปอร์เซ็นต์ แล้วก็ตาม แต่กิจกรรม
สัมพัทธ์ของเอนไซม์จะลดลงค่อนข้างมากเหลือเพียง 48 และ 36 เปอร์เซ็นต์ เมื่อถูกบ่มร่วมกับสาร 
SDS ที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้
จากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii ไม่มีความเสถียรเมื่อถูกบ่มร่วมกับสารลดแรงตึงผิวชนิดที่มีประจุลบ 
(Anionic surfactant) ได้แก่ SDS ที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ แต่สามารถทนอยู่ได้ในสภาวะ
ที่มีสารลดแรงตึงผิวชนิดที่ไม่มีประจุ (Nonionic surfactant) ได้แก่ triton x-100 และ tween 80 ที่
ความเข้มข้นทั้ง 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ยังพบว่าเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสยังคงมี
เสถียรภาพเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีสารฟอกขาว (Bleaching) ซึ่งก็คือ H2O2 ที่ความเข้มข้นทั้งสองระดับ 
 
 

 
 
ภาพที่ 35 ผลของสารลดแรงตึงผิวและสารออกซิไดซ์ต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
    ที่ได้จาก B. cohnii 
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 4.8.5 ผลของไอออนของโลหะต่อการท่างานของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 
 จากผลการศึกษาอิทธิพลของไอออนของโลหะ (Metal ions) ที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัล
คาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย B. cohii โดยบ่มเอนไซม์กับไอออนของโลหะชนิดต่าง ๆ ได้แก่ 
Mn2+, Zn2+, Cu2+, Ca2+, Fe2+ และ Mg2+ ความเข้มข้นสุดท้าย 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิห้อง 
นาน 1 ชั่วโมง พบว่าไอออนของโลหะทุกชนิดที่ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ช่วยกระตุ้นกิจกรรมของ
เอนไซม์ ท าให้เอนไซม์มีกิจกรรมสัมพัทธ์เพ่ิมสูงขึ้นเกิน 100 เปอร์เซ็นต์ และโดยเฉพาะอย่างยิ่งไอออน
ของ Zn2+ ที่เป็นตัวกระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์ที่ส าคัญ ที่ท าให้เอนไซม์มีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์เพิ่มข้ึนถึง 
240 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองควบคุมที่ไม่ได้บ่มเอนไซม์กับไอออนของโลหะชนิดใด 
ซึ่งก าหนดให้มีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์มีค่าเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในภาพที่ 36 และ
เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของไอออนของโลหะชนิดต่างๆ ในการบ่มกับเอนไซม์เป็น 10 มิลลิโมลาร์ พบว่า
ไอออนของโลหะ Mn2+, Fe2+ และ Mg2+ จะมีผลในการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ลดต่ าลง แต่
ยังคงมีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์สูงกว่าชุดการทดลองควบคุม ยกเว้นไอออนของโลหะ Ca2+ ที่
จะส่งผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์แทน ท าให้ค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ลดลงเหลือเพียง 80 
เปอร์เซ็นต์เท่านั้น นอกจากนี้ยังพบว่าการเพ่ิมความเข้มข้นของไอออนของโลหะ Zn2+ ที่เป็นตัวกระตุ้น
เอนไซม์ที่ส าคัญเมื่อใช้ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร ์กลับมีผลต่อการกระตุ้นเอนไซม์ลดลงอย่างเห็นได้
ชัดเมื่อความเข้มข้นเพ่ิมข้ึน 10 เท่า เป็น 10 มิลลิโมลาร์ โดยที่กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ลดลงถึง 
131 เปอร์เซ็นต์ เหลือกิจกรรมเพียง 109 เปอร์เซ็นต์ เท่านั้น 
 
 

 
 
ภาพที่ 36 ผลของไอออนของโลหะต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก B. cohnii
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บทท่ี 5 
อภิปรายและสรุปผล 

 
5.1 อภิปรายผล 
 
 5.1.1 การคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากตัวอย่างดินที่เก็บจาก
ภายในประเทศ ท าได้โดยคัดแยกเชื้อจากดินบริเวณท่ีคาดว่าจะพบกลุ่มของแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์
ดังกล่าว เช่น ดินจากบริเวณโรงงานนมและผลิตภัณฑ์นม โรงฆ่าสัตว์ และโรงงานฟอกหนัง เป็นต้น ซึ่ง
ดินจากสถานที่เหล่านี้มักจะมีแหล่งของโปรตีนที่เป็นสับสเตรทของเอนไซม์ และมีสภาวะทีเ่ป็นด่างอัน
เกิดจากกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์หรือขั้นตอนช าระล้างด้วยสารเคมีท่ีเป็นด่าง ภายหลังจากเสร็จสิ้น
กระบวนการผลิต จึงท าให้มีสภาพเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่สามารถผลิตอัลคาไลน์
โปรตีเอส จากนั้นน าตัวอย่างดินมาท าการคัดสรรเฉพาะ (Selection method) ด้วยสารอาหารที่
จ าเพาะต่อการเจริญ เพ่ือให้สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่ต้องการได้ง่ายขึ้น (ปราณี พัฒนพิพิธไพศาล, 
2556) มีงานวิจัยหลายชิ้นที่น าหลักการเหล่านี้ไปใช้ในการคัดแยกหาแบคทีเรียที่สามารถสร้างเอนไซม์
ที่ต้องการ เช่น งานวิจัยของ จุฑาพร แสวงแก้ว (2543) ที่ท าการคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 
จากตัวอย่างน้ าทิ้งภายในตลาดสดของประเทศไทย ที่มีความสามารถในการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้
สูงสุดเท่ากับ 334.74 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BMSM พีเอช 11.0 ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ต่อมาในปี 2548 สุดธิดา แสงยนต์ ได้คัดแยกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ A39 ซึ่งเป็น
เชื้อแบคทีเรียในจีนัส Bacillus จากตัวอย่างดินสวนล าไยในจังหวัดจันทบุรี ที่สามารถผลิตอัลคาไลน์
โปรตีเอสได้สูงสุดเท่ากับ 233.5 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหาร BMSM พีเอช 10 นอกจากนี้ยังมี
งานวิจัยของ Ashok and Prabhahar (2012) ที่ท าการคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. Agt ที่
สามารถสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้จากของเสียเหลือทิ้งจากโรงงานฟอกหนัง เช่นเดียวกับงาน
ของ Shrukla and Verma (2014) ที่ท าการคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis ซึ่งสามารถ
ผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้จากตัวอย่างดินที่เก็บจากบริเวณต่าง ๆ ในเมืองอัลลอฮาบาด (Allahabad) 
ของประเทศอินเดีย 
 จากผลการทดลองสามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอส จากตัวอยา่ง
ดินภายในประเทศได้ทั้งหมด 157 ไอโซเลท โดยพิจารณาจากการสร้างวงใสรอบโคโลนีเดี่ยว ๆ บน
ผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง BMSM ที่มีหางนมความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 10 และเม่ือท า
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผลิต ด้วยการหาผลต่างของเส้นผ่านศูนย์กลางวงใสกับขนาดของ
โคโลนี (CZ-CO) พร้อมทั้งจัดกลุ่มตามระดับความสามารถในการสร้างเอนไซม์ เพ่ือคัดเลือกเชื้อ
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์สูงภายใต้สภาวะที่เป็นด่าง พบว่าเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม
ที่ 2 ซึ่งเป็นกลุ่มของแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดจากทั้ง 4 กลุ่ม (CZ-CO มากกว่า 1.5 ซม.) มี
จ านวนทั้งสิ้น 28 ไอโซเลท โดยแบคทีเรียส่วนใหญ่ในกลุ่มนี้เป็นแบคทีเรียที่ คัดแยกได้จากโรงงานนม
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และผลิตภัณฑ์นม จ านวนทั้งหมด 22 ไอโซเลท การที่พบแบคทีเรียจากตัวอย่างดินบริเวณนี้เป็นจ านวน
มาก เป็นผลมาจากเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรียมักจะมีความจ าเพาะต่อสับสเตร
ทค่อนข้างกว้าง แต่จะมีกิจกรรมการท างานสูงขึ้นเม่ือใช้เคซีน ซึ่งเป็นโปรตีนที่พบมากถึงร้อยละ 80 
ของโปรตีนทั้งหมดในน้ านม เป็นแหล่งของสับสเตรทในอาหารเพาะเลี้ยง นอกจากนี้ยังท าให้เอนไซม์มี
กิจกรรมการท างานสูงขึ้นกว่าการใช้โปรตีนจากแหล่งอ่ืน เช่น ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) หรือโบไวน์
ซีรั่มอัลบูมิน (Bovine serum albumin) เป็นต้น (Gupta et al., 2002; Kumar & Takagi, 1999) จึง
ท าให้พบแบคทีเรียที่ต้องการในตัวอย่างดินจากโรงงานนมและผลิตภัณฑ์นม ที่มีน้ านมหลงเหลืออยู่ใน
ของเสียเหลือทิ้งมากกว่าสถานที่อ่ืน ๆ 
 เมื่อน าแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากการคัดเลือกเบื้องต้นบนอาหารแข็งทั้ง 28 ไอโซเลท มาท า
การคัดเลือกต่อในอาหารเหลว BMSM ที่มีหางนมความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 10 พบว่าที่เวลา 
48 ชั่วโมง มีเชื้อแบคทีเรียจ านวน 6 ไอโซเลท ที่มีกิจกรรมการท างานของเอนไซม์สูงโดดเด่นกว่าสาย
พันธุ์อ่ืน ได้แก่ ไอโซเลท 032, 013, 012, 071, 053 และ 042 โดยสามารถวัดกิจกรรมของเอนไซม์ได้
เท่ากับ 0.667, 0.635, 0.611, 0.555, 0.551 และ 0.549 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งแบคทีเรียทั้ง
หกไอโซเลทเป็นแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินจากโรงงานนมและผลิตภัณฑ์นมท้ังหมด 
 
 5.1.2 สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในระดับฟลาสก์ 
  5.1.2.1 สูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ 
  จากการศึกษาอิทธิพลของสูตรอาหารส าหรับเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อผลิตเอนไซม์ 
อัลคาไลน์โปรตีเอส โดยใช้สูตรอาหารที่แตกต่างกัน 3 สูตร พบว่า เชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จ านวน 5 
ไอโซเลท จากท้ังหมดหกไอโซเลท มีกิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงที่สุด เมื่อใช้
อาหารสูตร BPMM เป็นอาหารเพาะเลี้ยง ส่วนแบคทีเรียที่เหลืออีกหนึ่งไอโซเลทนั้น มีกิจกรรมของ
เอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดในอาหารเพาะเลี้ยงสูตร PPMM 
  การที่อาหารสูตร BPMM และ PPMM ส่งผลให้แบคทีเรียมีกิจกรรมของเอนไซม์สูง
นั้น เป็นผลมาจากการที่อาหารทั้งสองชนิดมีแร่ธาตุและไอออนของโลหะชนิดต่าง ๆ เป็นองค์ประกอบ 
ต่างจากอาหารสูตร BMSM ที่มีเพียงแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และสารเคมีที่ท าหน้าที่เป็น
บัฟเฟอร์ควบคุมค่าพีเอชของอาหารเท่านั้นเป็นองค์ประกอบ โดยทั่วไป การผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอส 
จากเชื้อจุลินทรีย์ มักจะมีการเติมไอออนของโลหะท่ีมีวาเลนซ์อิเล็กตรอน 2 อิเล็กตรอน (Divalent 
metal ions) เช่น ไอออนของแคลเซียม โคบอลต์ คอปเปอร์ โบรอน เหล็ก แมกนีเซียม แมงกานีส และ
โมลิบดินัม เป็นต้น ลงในอาหารเพาะเลี้ยง ซึ่งจะไปมีบทบาทส าคัญในการเพ่ิมเสถียรภาพของเอนไซม์ 
(Enzyme stabilization) และช่วยป้องกันเอนไซม์ไม่ให้เสียสภาพเมื่อผ่านความร้อน โดยการรักษา
โครงสร้างของเอนไซม์ (Enzyme conformation) ภายใต้อุณหภูมิสูง แต่การใช้ไอออนของโลหะ
เหล่านี้ในอาหารเพาะเลี้ยงจ าเป็นต้องใช้ในปริมาณที่เหมาะสม หากใช้ในปริมาณมากเกินไปจะส่งผล
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์แทน (Jisha et al., 2013; Bhunia et al., 2012; Kumar and Takagi, 
1999) 
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  องค์ประกอบของสูตรอาหารทั้ง BPMM และ PPMM มีการเสริมแร่ธาตุและไอออน
ของโลหะชนิดต่าง ๆ ดังที่กล่าวข้างต้น แต่ปัจจัยที่ท าให้แบคทีเรียมีกิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการ
สร้างเอนไซม์ในอาหารสูตร BPMM สูงกว่าอาหาร PPMM เป็นผลมาจากระดับความเข้มข้นและชนิด
ของแร่ธาตุและไอออนของโลหะในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน โดยที่อาหารสูตร BPMM มีจ านวนชนิด
ของแร่ธาตุและไอออนของโลหะที่หลากหลายกว่าและมีความเข้มข้นต่ ากว่าอาหารชนิด PPMM ถึง 
1000 เท่า ซึ่งความเข้มข้นของแร่ธาตุและไอออนของโลหะที่ค่อนข้างสูงในอาหาร PPMM อาจมีผล
ยับยั้งการสร้างเอนไซม์แทน ดังนั้นการทีร่ะดับความเข้มข้นของแร่ธาตุและไอออนของโลหะในอาหาร 
BPMM ต่ ากว่า จึงอาจเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมและช่วยส่งเสริมให้แบคทีเรียสามารถสร้างเอนไซม์
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังเช่นงานวิจัยของ Ibrahim and Salamah (2009) ที่ท าการศึกษาผลของ
สูตรอาหารและสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง ทีม่ีต่อการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อ
แบคทีเรียทนด่าง Bacillus haloduras แล้วพบว่าไอออนของแมกนีเซียม แมงกานีส และแคลเซียม 
ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ โดยมีค่ากิจกรรมจ าเพาะของ
เอนไซม์เท่ากับ 893.75, 905.70 และ 918.54 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดับ ส่วนไอออนของซิงค์ 
คอปเปอร์ และโคบอลต์ กลับมีผลยับยั้งการผลิตเอนไซม์เมื่อใส่ลงในอาหารเพาะเลี้ยง และหากใช้
ไอออนของแคลเซียม แมกนีเซียม และแมงกานีสร่วมกันในอาหารเพาะเลี้ยงที่ระดับความเข้มข้นของ
สารละลายผสมเท่ากับ 5 มิลลิโมลาร์ จะท าให้มีกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เท่ากับ 1,381 ยูนิต ต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งมีค่าสูงกว่าการใช้ไอออนของโลหะชนิดใดชนิดหนึ่งเพียงอย่างเดียว 
  5.1.2.2 แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ 
  แหล่งของคาร์บอนในอาหารเพาะเลี้ยง เป็นปัจจัยทีส่ าคัญอีกปัจจัยหนึ่งต่อการผลิต
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากคาร์บอนเป็นองค์ประกอบหลักของเซลล์ คิด
เป็น 50 เปอร์เซ็นต์ ของน้ าหนักเซลล์แห้ง รวมถึงเป็นองค์ประกอบของเอนไซม์ถึง 53.8 เปอร์เซ็นต์ จึง
ท าให้ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในอาหารเพาะเลี้ยง มีอิทธิพลต่อการผลิตอัลคาไลน์โปร
ตีเอสจากเชื้อแบคทีเรียเป็นอย่างมาก ในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพ่ือผลิตเอนไซม์โดยทั่วไป นิยมใช้
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหาร แต่มักเกิดการยับยั้งการผลิตเอนไซม์เมื่อใช้ที่ระดับความเข้มข้นสูง 
อันเป็นผลเนื่องมาจากกระบวนการ catabolite repression ด้วยเหตุนี้ การหาแหล่งคาร์บอนทดแทน
กลูโคสจึงเป็นทางเลือกหนึ่ง ในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งในการ
ทดลองนี้ แหล่งคาร์บอนทดแทนที่สนใจน ามาศึกษาคือ กลูโคส และเด็กซ์ทรินที่ได้จากการย่อยแป้งมัน
ส าปะหลัง โดยที่เด็กซ์ทรินเป็นโอลิโกเมอร์ของน้ าตาล ที่เกิดจากการเชื่อมต่อกันของโมเลกุลกลูโคส
ด้วยจ านวนที่ไม่แน่นอนในแต่ละสาย และสามารถถูกย่อยสลายให้ได้เป็นกลูโคส ด้วยเอนไซม์กลูโคอะ
ไมเลส (Glucoamylase) ซึ่งงานวิจัยของ ขวัญฤทัย มาลัยเรือง (2556) ได้รายงานว่าการใช้ เด็กซ์ทริน
เป็นแหล่งคาร์บอนให้ประสิทธิภาพสูงกว่ากลูโคสทางการค้า เมื่อน าไปใช้ในอาหารเพาะเลี้ยง E.coli 
เพ่ือผลิตมวลเซลล์ความเข้มข้นสูง 
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  จากการศึกษาอิทธิพลของแหล่งคาร์บอนที่มีต่อการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสของเชื้อ
แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหกไอโซเลท โดยเปรียบเทียบระหว่างแหล่งคาร์บอนที่เป็นกลูโคสทางการค้า 
และแหล่งคาร์บอนทดแทนดังกล่าว พบว่าแหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันทั้ง 3 ชนิด มีประสิทธิภาพ
ส าหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียส่วนใหญ่เพื่อผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส ยกเว้นแบคทีเรีย 013 
และ 053 ที่กลูโคสที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลังมีประสิทธิภาพสูงกว่าแหล่งคาร์บอนชนิดอื่น ๆ 
อย่างเห็นได้ชัด การที่เชื้อท้ังสองชนิดนี้สามารถใช้เด็กซ์ทรินได้น้อยเป็นผลมาจากการที่เชื้อแบคทีเรีย
สามารถผลิตเอนไซม์กลูโคอะไมเลสส าหรับใช้ย่อยเด็กซ์ทรินให้กลายเป็นน้ าตาลกลูโคสได้น้อยกว่าเชื้อ
แบคทีเรียชนิดอื่น ดังนั้น ปริมาณของกลูโคสที่ถูกล าเลียงเข้าสู่เซลล์เพ่ือใช้ในการเจริญและการผลิต
เอนไซม์จึงมีน้อย ท าให้วัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ได้น้อยตามไปด้วย 
  ในบรรดาแหล่งคาร์บอนทดแทนที่น ามาศึกษา เด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน
ที่มีประสิทธิภาพสูงใกล้เคียงกับแหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืน โดยส่งเสริมให้แบคทีเรียมีการสร้างเอนไซม์
และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดในแบคทีเรียไอโซเลท 012, 032, 042 และ 071 ที่มีค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 0.55±0.01, 0.53±0.01, 0.48±0.01 และ 0.48±0.01 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และมี
อัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดคือ 0.023±0.001, 0.022±0.000, 0.020±0.000 และ 0.020±0.000   ยู
นิตต่อมิลลิลตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ ดังนั้น เด็กซ์ทรินจึงเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมส าหรับการ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอส เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงและต้นทุนราคาวัตถุดิบ
ต่ ากว่าการใช้กลูโคสทางการค้าและกลูโคสที่ได้จากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง อีกท้ังยังสามารถใช้ที่
ระดับความเข้มข้นสูง ๆ ได ้โดยมีความเสี่ยงที่จะถูกยับยั้งการสร้างผลิตภัณฑ์จากการเกิดกระบวนการ 
catabolite repression น้อยกว่าแหล่งคาร์บอนชนิดอื่น ซึ่งการใช้แหล่งคาร์บอนทดแทนที่มีลักษณะ
เช่นเดียวกันนี้สามารถพบได้ในงานวิจัยหลายชิ้น เช่น งานวิจัยของ Kocher and Joshi (2015) ที่
พบว่าการใช้เปลือกมันฝรั่งเหลือทิ้งจากกระบวนการแปรรูปมันฝรั่งมาเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทนเคซีน
ในอาหารเพาะเลี้ยง เพ่ือผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อ Bacillus circulans MTCC 7906 
ท าให้มีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 10.513 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตรต่อนาที ซึ่งเพ่ิมขึ้นจากการใช้เคซีน
เป็นแหล่งคาร์บอนถึง 2.4 เท่า ที่เวลา 96 ชั่วโมง ส่วนงานวิจัยของ Rathod and Pathak (2014) ได้
ท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแหล่งคาร์บอนสังเคราะห์ (Synthetic carbon sources) กับของ
เสียเหลือทิ้งท่ีได้จากการเกษตรกรรมและโรงงานอุตสาหกรรม พบว่าการใช้น้ าตาลโมลาสจากอ้อย 
(Sugarcane molasses) เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเพาะเลี้ยงที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับ
การเพาะเลี้ยงเชื้อ Bacillus alcalophilus LW8 เพ่ือผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอส ให้ผลดีกว่าการใช้แหล่ง
คาร์บอนชนิดอ่ืน โดยวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดได้เท่ากับ 564±1.73 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เป็นต้น 
  5.1.2.3 แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ 
  แบคทีเรียสามารถใช้แหล่งไนโตรเจนทั้งในรูปของสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ใน
การสร้างกรดอะมิโน กรดนิวคลีอิค โปรตีนต่าง ๆ และองค์ประกอบของผนังเซลล์ เพ่ือการเจริญและ
การผลิตผลิตภัณฑ์ โดยเซลล์ของแบคทีเรียส่วนใหญ่จะมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบอยู่ร้อยละ 14 
ของน้ าหนักเซลล์แห้ง และในอัลคาไลน์โปรตีเอสจะมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบอยู่ประมาณร้อยละ 
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15.6 ดังนั้นแหล่งของไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยงจึงเป็นปัจจัยส าคัญในการผลิตเอนไซม์ การผลิต
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสโดยทั่วไป นิยมใช้แหล่งไนโตรเจนร่วมกันหลายชนิด (complex nitrogen 
source) ซึ่งมีความแตกต่างกันไปตามชนิดของแบคทีเรียที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง ดังนั้นการศึกษาและ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของแหล่งไนโตรเจนทั้งที่เป็นสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์จึงเป็นสิ่งจ าเป็น 
เพ่ือให้สามารถผลิตเอนไซม์ได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด 
  การศึกษาประสิทธิภาพของแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ในอาหารเพาะเลี้ยง เพ่ือ
ผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสจากแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหกไอโซเลท พบว่าแหล่งไนโตรเจนชนิดที่เป็น
สารอินทรีย์มีประสิทธิภาพสูงกว่าแหล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอนินทรีย์ โดยที่กากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนชนิดสารอินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด เนื่องจากให้ค่ากิจกรรมและอัตราการสร้างเอนไซม์
สูงที่สุดในเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 013, 032, 042, 053 และ 071 ซึ่งวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด
ได้ที่เวลา 24 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 1.93±0.03, 2.59±0.26, 0.54±0.01, 1.76±0.06 และ 2.52±0.09 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 0.080±0.001, 0.108±0.011, 0.023±0.000, 
0.074±0.002 และ 0.105±0.004 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ ส่วนสารสกัดจากเนื้อวัวและสาร
สกัดจากยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจนชนิดสารอินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพดีรองลงมา การที่กากถ่ัวเหลืองมี
ประสิทธิภาพช่วยส่งเสริมการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรีย เนื่องจากกากถั่วเหลืองเป็นของเสียเหลือทิ้ง
ของกระบวนการผลิตน้ ามันถั่วเหลือง ที่มีการสกัดเอากรดไขมันไม่อ่ิมตัวออกจากเมล็ดถั่วไปแปรรูป
เป็นผลิตภัณฑ์ และคงเหลือส่วนที่เป็นโปรตีนทั้งชนิดอินทรีย์และอนินทรีย์ในส่วนที่เป็นกากมากถึง 40 
เปอร์เซ็นต์ จึงท าให้กากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนชั้นดีส าหรับการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
(Kumar, Joo, Koo, & Chang, 2004) นอกจากนี้ผลการทดลองยังแสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียส่วนใหญ่
สามารถผลิตเอนไซม์ได้น้อย เมื่อใช้แหล่งไนโตรเจนชนิดที่เป็นสารอนินทรีย์ ซึ่งเป็นผลจากการที่
แบคทีเรียสามารถย่อยสลายแหล่งไนโตรเจนเหล่านี้ เช่น โซเดียมไนเตรท และโพแทสเซียมไนเตรท ได้
รวดเร็วกว่าแหล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอินทรีย์ ดังนั้น กรดอะมิโนหรือไอออนของแอมโมเนียมที่ได้จาก
การย่อยสลายจึงถูกน าไปใช้ในการเจริญและการสร้างมวลเซลล์มากกว่าน าไปใช้สร้างเอนไซม์ (Kumar 
and Takagi, 1999) ซึ่งผลทีไ่ด้เป็นไปทิศทางเดียวกันกับงานวิจัยของ Nadeem, Qazi, Baig, & Syed 
(2008) ที่ศึกษาอิทธิพลขององค์ประกอบต่าง ๆ ในอาหารเพาะเลี้ยง เพ่ือผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตี
เอสจาก Bacillus licheniformis N-2 และพบว่าการใช้กากถั่วเหลืองในอาหาร ท าให้แบคทีเรีย
สามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงที่สุด ในขณะที่แหล่งไนโตรเจนชนิดที่เป็นสารอนินทรีย์ซึ่งอยู่ในรูปของเกลือ
แอมโมเนียมีผลยับยั้งการสร้างเอนไซม์ ท าให้กิจกรรมของเอนไซม์มีค่าลดลงมากถึง 60 เปอร์เซ็นต ์
เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Saurabh, Jasmine, Pritesh, & Rajendra Kumar (2007) ที่พบว่าการใช้
กากถั่วเหลืองความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ในอาหารเพาะเลี้ยง ท าให้เชื้อ
แบคทีเรีย Bacillus sp. (SBP-29) ที่แยกได้จากตัวอย่างดินของโรงงานแปรรูปสัตว์ปีก มีค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส สูงสุดเท่ากับ 3,028 ยูนิตต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ Joo และ Chang 
(2005) ได้รายงานว่า การใช้กากถั่วเหลืองความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ใน
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อาหารเพาะเลี้ยง ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. I-312 ได้
เช่นเดียวกัน ซึ่งวัดกิจกรรมของเอนไซม์ได้ 10,520 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
 
  5.1.2.4 ค่าพีเอชเริ่มต้นในอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ 
  ค่าพีเอชในอาหารเพาะเลี้ยงเป็นปัจจัยส าคัญในการสร้างเอนไซม์และการล าเลียง
สารผ่านเข้าออกเซลล์ของแบคทีเรียทนด่าง (Alkalophilic bacteria) ซึ่งเป็นกลุ่มของแบคทีเรียที่
สามารถผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากระบบการขนส่งอิเล็กตรอน
เข้าออกเซลล์ของแบคทีเรียทนด่างโดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มที่เป็น obligate alkalophilic bacteria 
ต้องอาศัยโซเดียมไอออน ในการช่วยล าเลียงโปรตรอนผ่านเข้าออกเซลล์ด้วยวิธี Na+/H+ antiporter 
ที่จะล าเลียงสารทั้งสองชนิดผ่านเมมเบรนแบบสวนทางกัน เกิดเป็นสภาวะ proton gradient ขึ้น 
ส่งผลให้มีแรง proton motive force ช่วยล าเลียงอิเล็กตรอนผ่านเซลล์และเกิดการสร้าง ATP ขึ้น 
การล าเลียงผ่านเซลล์ด้วยวิธีนี้ แตกต่างจากจุลินทรีย์ชนิดอื่น ๆ ที่อาศัยความต่างศักย์ระหว่างภายใน
และภายนอกเซลล์ จนเกิดแรง proton motive force ช่วยล าเลียงสารจากภายนอกเข้าสู่ภายในเซลล ์
(Horikoshi, 1999) ด้วยเหตุนี้จึงจ าเป็นต้องท าการศึกษาเพ่ือหาค่าพีเอชที่เหมาะสมในอาหาร
เพาะเลี้ยงที่ช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์จากแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหกไอโซเลท 
  จากการศึกษาอิทธิพลของพีเอชที่มีต่อการสร้างอัลคาไลน์โปรตีเอสของเชื้อแบคทีเรีย
ทั้งหกไอโซเลท พบว่าการใช้ค่าพีเอชเริ่มต้นในอาหารเพาะเลี้ยงเท่ากับ 10 ส่งผลให้เชื้อแบคทีเรียทุก
ชนิดมีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์สูงที่สุด โดยแตกต่างจากการใช้ค่าพีเอชอ่ืน ๆ ในอาหารอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสามารถวัดค่ากิจกรรมและอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดได้ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
ส าหรับเชื้อแบคทีเรีย 012, 032 และ 042 มีค่าเท่ากับ 1.95±0.02, 3.02±0.03, 1.91±0.13 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร และ 0.081±0.001, 0.126±0.001, 0.080±0.005 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ 
และท่ีเวลา 48 ชั่วโมง ส าหรับเชื้อแบคทีเรีย 013, 053 และ 071 ซึ่งมีค่าเท่ากับ 1.47±0.14, 
2.00±0.00, 2.46±0.15 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.031±0.003, 0.042±0.000, 0.051±0.003 ยูนิต ต่อ
มิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ สอดคล้องกับงานวิจัยหลายชิ้นที่พบว่า การใช้ค่าพีเอชเท่ากับ 10 ใน
อาหารเพาะเลี้ยง ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของแบคทีเรีย ดังเช่น
งานวิจัยของ Genckal and Tari (2006) ที่รายงานว่า การใช้ค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 10 ใน
การเพาะเลี้ยง Bacillus sp. L18 และ L21 ท าให้สามารถผลิตเอนไซม์ได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงที่สุด 
เช่นเดียวกับ Smita และคณะ (2012) ที่ศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อ Serratia 
liquefaciens และสามารถวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดได้เท่ากับ 66.23 พียูต่อมิลลิลิตร เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีค่าพีเอช 10 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
  5.1.2.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ 
  อุณหภูมิเป็นปัจจัยที่ส าคัญอีกปัจจัยหนึ่งในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เพื่อผลิตเอนไซม์ 
และมีความเหมาะสมแตกต่างกันตามชนิดของจุลินทรีย์ที่ใช้ กลไกท่ีอุณหภูมิควบคุมการสร้างเอนไซม์
ในจุลินทรีย์นั้นยังไม่เป็นที่แน่ชัด แต่งานวิจัยของ Frankena, Koningstein, van Verseveld, & 
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Stouthamer (1986) แสดงให้เห็นถึงความเกี่ยวเนื่องกันของกระบวนการสังเคราะห์เอนไซม์กับระบบ
เมตาบอลิซึมของพลังงานในเชื้อบาซิลลัส ซึ่งถูกควบคุมด้วยอุณหภูมิและปริมาณการให้อากาศ 
  จากการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสของแบคทีเรียทั้ง
หกไอโซเลท โดยการแปรผันค่าให้แตกต่างกัน 3 ระดับ คือ 30, 35 และ 37 องศาเซลเซียส พบว่า
สภาวะการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท าให้เชื้อแบคทีเรียส่วนใหญ่มีประสิทธิภาพในการ
สร้างเอนไซม์มากกว่าที่สภาวะอ่ืนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยให้ผลดีในแบคทีเรีย 012, 013, 032 
และ 042 สามารถวัดค่ากิจกรรมและอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดได้เท่ากับ 1.81±0.01, 0.71±0.11, 
3.02±0.03, 1.68±0.11 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.075±0.001, 0.029±0.004, 0.126±0.001, 
0.070±0.005 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ นอกจากนี้ ผลการทดลองยังแสดงให้เห็นว่าเชื้อ
แบคทีเรีย 042 มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ไม่แตกต่างกัน แม้ว่าจะถูกเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ
ต่างกันก็ตาม ส่วนแบคทีเรียไอโซเลท 053 และ 071 จะมีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์สูงเมื่อ
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส ตามล าดับ การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียภายใต้สภาวะที่
อุณหภูมิมีค่าเท่ากับ 37 องศาเซลเซียส แล้วส่งผลให้มีการสร้างเอนไซม์เพ่ิมสูงขึ้นนั้น เป็นไปในทิศทาง
เดียวกับงานวิจัยของ Banerjee, Sami, Azmi, & Soni (1999) ที่พบว่าแบคทีเรีย B. brevis สามารถ
เจริญและผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร complete 
medium ที่พีเอชเท่ากับ 10 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส รวมถึงงานวิจัยของ Sankareswaran, 
Anlabagan, & Prabhavathi (2014) ทีพ่บว่าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่คัดแยกได้จาก
ตัวอย่างดินในสภาวะที่มีค่าพีเอชเท่ากับ 9 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท าให้ได้ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสสูงที่สุด 
 
 5.1.3 จ่าแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงด้วยวิธี 16S rDNA sequencing 
 การวิเคราะห์ล าดับเบสของชิ้นส่วนยีนด้วยวิธ ี 16S rDNA sequencing เป็นวิธีที่นิยมใช้ใน
การจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย เนื่องจากแบคทีเรียจะมี 16S rDNA gene ซึ่งเป็นยีนที่จะถูกถอดรหัสได้
เป็น 16S rRNA แล้วประกอบกับ ribosomal protein ชนิดอื่นได้เป็นไรโบโซม ที่มีความแตกต่างกัน
ในแบคทีเรียแต่ละชนิด และมีบางช่วงในสายดีเอ็นเอของ 16S rRNA gene ที่มีความเหมือนกันใน
แบคทีเรียทุกชนิดด้วยเช่นกัน จึงท าให้สามารถจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียได้ 
 เมื่อใช้วิธีการ 16S rDNA sequencing ดังกล่าวข้างต้น มาจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียสาย
พันธุ์ 032 พบว่ามีความใกล้เคียงกับเชื้อแบคทีเรีย Bacillus cohnii ที่ระดับ 98.27 เปอร์เซ็นต์ เชื้อ
แบคทีเรีย B. cohnii เป็นแบคทีเรียแกรมบวกชนิด obligate alkaliphiles ที่มีการสร้างสปอร์ทรงรี 
(Oval spores) บริเวณผนังเซลล์พบกรดออนิทีนและกรดแอสปาร์ติกแทนกรดไดอะมิโนไพเมลิกอย่าง
ที่พบในแบคทีเรียบางชนิด เจริญได้ในอุณหภูมิระหว่าง 10 – 47 องศาเซลเซียส บางสายพันธุ์สามารถ
ย่อยแป้ง, pullulan, hippurate, Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80, เจลาติน และเค
ซีนได้ (Spanka and Fritze, 1993) มีความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 1 (Biosafety level 1) โดย
การรับรองของศูนย์เก็บรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์แห่งชาติ Leibniz Institute DSMZ-German 
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Collection of Microorganisms and Cell Cultures ประเทศเยอรมนี การใช้แบคทีเรีย B. cohnii 
เพ่ือผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส ถูกพบในงานวิจัยของ Tekin และคณะ ในปี 2012 ทีศ่ึกษาการ
ผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii APT5 ซึ่งคัดแยกได้จากตัวอย่างดินบริเวณท่ีล้าง
รถในเขตพ้ืนที่ Besevler ของเมือง Ankara ประเทศตุรกี และพบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญได้ดีใน
สภาวะที่มีค่าพีเอชเท่ากับ 10.0 แต่สามารถผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้สูงเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีเค
ซีนเป็นองค์ประกอบ พีเอชเท่ากับ 11 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยวัดกิจกรรมของเอนไซม์ได้
เท่ากับ 693,318 ยูนิตต่อนาที นอกจากนี้ยังพบว่าคุณสมบัติของอัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากแบคทีเรีย
สายพันธุ์นี้ มีแนวโน้มที่ดีในการน าไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
อุตสาหกรรมสารซักล้าง 
 ด้วยคุณสมบัติที่โดดเด่นของแบคทีเรียจีนัส Bacillus ซึ่งได้แก่ B. licheniformis, Bacillus 
sp., B. subtilis และ B. alcalophilus ในการผลิตเอนไซม์ชนิดหลั่งออกมาภายนอกเซลล์อย่างมี
ประสิทธิภาพ และได้การรับรองความปลอดภัยเมื่อใช้ในยาและอาหาร (Generally recognized as 
safe: GRAS) (Jisha et al., 2013) ท าให้แบคทีเรียในกลุ่มนี้เป็นที่นิยมน ามาใช้ในการผลิตอัลคาไลน์
โปรตีเอส เห็นได้บริษัทขนาดใหญ่ต่าง ๆ ที่ผลิตเอนไซม์ทางการค้า เช่น Genencor Internnational 
(สหรัฐอเมริกา), Gist-Brocades (เนเธอร์แลนด์), Solvay Enzymes (เยอรมนี) และ Enzyme 
Development (สหรัฐอเมริกา) เป็นต้น ใช้แบคทีเรียในสกุล Bacillus ส าหรับการผลิตเอนไซม์ 
(Bhunia et al., 2012) ดังนั้น แบคทีเรีย B. cohnii ที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินบริเวณโรงงานนมและ
ผลิตภัณฑ์นมภายในประเทศ จึงมีแนวโน้มที่จะสามารถน าไปใช้ในการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสทาง
อุตสาหกรรมได้ จึงต้องศึกษาประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์เม่ือมีการขยายก าลังการผลิตต่อไป 
 
 5.1.4 ประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ (Batch Fermentation) 
 เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ (Batch fermentation) เป็นเทคนิคการเพาะเลี้ยงที่นิยม
น ามาใช้ในการผลิตเอนไซม์ โดยจะท าการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในระบบปิด มีการเติมเชื้อจุลินทรีย์และ
เก็บเก่ียวผลิตภัณฑ์เสร็จสิ้นในครั้งเดียวตามระยะเวลาที่ก าหนด ซึ่งเทคนิคการเพาะเลี้ยงชนิดนี้มีข้อดี
คือ การติดตั้งและควบคุมระบบสามารถท าได้ง่าย เหมาะส าหรับการผลิตสารเมทาบอไลต์ทุติยภูมิ 
(secondary metabolites) 
 การศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ ที่มีต่อการสร้างอัลคาไลน์โปรตีเอส 
จากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii โดยใช้สภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจากผลการทดลองในข้อ 3 และมี
การแปรผันปัจจัยอ่ืน ๆ ในการเพาะเลี้ยง ได้แก่ การควบคุมค่าพีเอชในระหว่างการเพาะเลี้ยง และ
ความเข้มข้นของอาหารที่ใช้ พบว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นของอาหารสูตร BPMM พีเอช 10 ที่ความเข้มข้น 
2 เท่า ไม่มีการเติมสับสเตรท และไม่มีการควบคุมค่าพีเอชตลอดการเพาะเลี้ยง ท าใหเ้ชื้อแบคทีเรีย B. 
cohnii มีประสิทธิภาพในการเจริญและการสร้างเอนไซม์สูงกว่าการเพาะเลี้ยงโดยใช้อาหารที่ความ
เข้มข้นเดียวกัน แต่มีการควบคุมค่าพีเอชในระหว่างการเพาะเลี้ยงให้เท่ากับ 10 ด้วยสารละลาย
โซเดียมคาร์บอเนต เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ เห็นได้จากค่าพารามิเตอร์ในการเจริญและการสร้างเอนไซม์
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มีค่าเพ่ิมสูงขึ้นจากเดิมมาก โดยวัดค่าอัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) ได้เท่ากับ 0.437 h-1 อัตราจ าเพาะ
ของการสร้างเอนไซม์ (qp) ได้เท่ากับ 1.113 ยูนิตต่อชั่วโมงต่อกรัมกลูโคส และมีกิจกรรมของเอนไซม์
และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง เท่ากับ 5.61 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.229 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ 
 ผลการศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นของอาหารที่เพ่ิมข้ึนต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม์ 
อัลคาไลน์โปรตีเอสของเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ ในถังหมักขนาด 5 
ลิตร แสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมความเข้มข้นของอาหารเพาะเลี้ยงจากเดิม 2 เท่า เป็น 4 เท่า ส่งผลให้ B. 
cohnii มีการเจริญและการสร้างเอนไซม์เพ่ิมข้ึนเพียงเล็กน้อยเท่านั้น เช่นเดียวกับงานของ กฤษดากร 
จริโมภาส (2549) ที่ศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจาก Bacillus sp. ที่ชอบด่างในอาหาร
เหลวด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ ภายใต้สภาวะที่ปริมาณของกลูโคสต่างกัน พบว่าการใช้น้ าตาล
กลูโคสในอาหาร 2 เปอร์เซ็นต์ ท าให้ Bacillus sp. มีค่าอัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) และอัตราจ าเพาะ
ของการสร้างเอนไซม์ (qp) สูงที่สุด ซึ่งสาเหตุของการลดลงของการเจริญหรือการสร้างเอนไซม์ของ
แบคทีเรีย อาจเป็นผลมาจากกระบวนการ catabolite repression ดังที่กล่าวมาแล้วข้างต้น หรือการ
ขาดสารอาหารบางชนิดที่จ าเป็นต่อการสร้างเอนไซม์ โดยเฉพาะแหล่งไตรเจน ที่เป็นองค์ประกอบของ
เอนไซม์ถึง 15 เปอร์เซ็นต์ แต่เนื่องจากเวลาการท าวิจัยชิ้นนี้มีจ ากัด การศึกษาอิทธิพลของปัจจัยต่าง ๆ 
เหล่านี้จึงเป็นแนวทางในการท าวิจัยชิ้นถัดไป 
 เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรีย B. cohnii 
เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะในถังหมักขนาด 5 ลิตร ดังแสดงในภาพที่ 4-25–4-27 
พบว่ามีแนวโน้มที่จะเป็นไปในลักษณะ growth associated pattern ที่เอนไซม์จะถูกผลิตขึ้นตามการ
เจริญของจุลินทรีย์ และมีการสร้างเอนไซม์อย่างรวดเร็วในช่วง deceleration phase และ 
stationary phase เนื่องจากแบคทีเรียจะใช้สารตั้งต้นของกรดนิวคลีอิคเป็นจ านวนมากในระยะ log 
phase เพ่ือสังเคราะห์ Ribosomal RNA หรือ rRNA ที่มีความส าคัญต่อการเจริญของจุลินทรีย์ ส่งผล
ให้ปริมาณกรดนิวคลิอิคใน metabolic pool หลงเหลือส าหรับการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสน้อย แต่
เมื่อเข้าสู่ระยะ stationary phase ที่เชื้อหยุดการเจริญ กรดนิวคลีอิคจึงจะถูกน าไปใช้ในการเจริญ
น้อยลง ท าให้มีปริมาณกรดนิวคลีอิคเหลือพอส าหรับการน าไปใช้ในการสังเคราะห์เอนไซม์มากกว่าใน
ระยะที่เชื้อก าลังมีการเจริญเติบโต (Moon and Parulekar, 1991) 
 จากผลการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ (batch fermentation) ที่มี
ต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii นั้น แสดงให้เห็นว่า
เทคนิคการเพาะเลี้ยงชนิดนี้ ช่วยส่งเสริมให้เชื้อแบคทีเรียมีการเจริญและการสร้างเอนไซม์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ เมื่อใช้ความเข้มข้นของอาหารเพาะเลี้ยงหรือความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนเพิ่มขึ้นถึง
ระดับใดระดับหนึ่งเท่านั้น หากความเข้มข้นเพ่ิมขึ้นเกินระดับที่เหมาะสม จะเกิดการยับยั้งการเจริญ
และการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรียด้วยกระบวนการ catabolite repression ซึ่งเป็นการยับยั้งอย่าง
ถาวร ดังนั้นการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลี้ยงชนิดอ่ืน เช่น การเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ 
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(Fed-batch fermentation) เพ่ือหลีกเลี่ยงข้อจ ากัดดังกล่าว แล้วท าให้สามารถผลิตเอนไซม์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพและมีความคุ้มค่าทางเศรษฐศาสตร์จึงเป็นสิ่งจ าเป็น 
 
 5.1.5 ประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ (Fed-batch Fermentation) 
 เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ นิยมน าไปใช้ในอุตสาหกรรมหลายชนิด ไม่ว่าจะเป็นการ
ผลิตเซลล์จุลินทรีย์ สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ รวมถึงเอนไซม์ชนิดต่าง ๆ การเพาะเลี้ยงด้วยวิธีนี้จะมี
การเติมสารอาหารลงไปในถังหมักระหว่างการเพาะเลี้ยง และเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์เพียงครั้งเดียวเมื่อ
สิ้นสุดกระบวนการเพาะเลี้ยง 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะที่มีต่อการสร้างอัลคาไลน์
โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii โดยใช้อาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน
และกากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้น 2 เท่า ปริมาตรในการท างานเริ่มต้น 1.5 ลิตร ไม่
มีเติมสับสเตรทและไม่มีการควบคุมพีเอชตลอดการเพาะเลี้ยง ทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการ
ให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที และความเร็วใบกวน 500 รอบต่อนาท ีจากนั้น
ท าการเติมอาหารที่ระยะ deceleration phase ด้วยอาหารที่มีองค์ประกอบและความเข้มข้น
เดียวกันกับในถังหมัก อัตราคงที่ท่ี 0.90 ลิตรต่อชั่วโมง พบว่าเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการเจริญและการสร้างเอนไซม์ของเชื้อ B. cohnii ได้มากกว่าการเพาะเลี้ยงแบบกะ 
เห็นได้จากอัตราจ าเพาะของการสร้างเอนไซม์ ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ อัตราการสร้างเอนไซม์ รวมไป
ถึงค่าผลได้เอนไซม์จ าเพาะ เพ่ิมขึ้นสูงกว่าการเพาะเลี้ยงแบบกะที่ความเข้มข้นของอาหารเท่ากัน
ค่อนข้างมาก ซึ่งผลการทดลองเป็นไปในทิศทางเดียวกับงานวิจัยของ Radha และคณะ (2014) ที่
พบว่าการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ ท าให้เชื้อแบคทีเรีย Pseudomaonas putida และ 
Staphylococcus aureus มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสมาก กว่าการ
เพาะเลี้ยงแบบกะ โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เพ่ิมข้ึน 1.81 เท่า การที่เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบเติม
กะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ เป็นผลเนื่องมาจากการจ ากัด
ปริมาณของสารอาหารให้เป็นไปตามลักษณะการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ แต่เมื่อพิจารณาปริมาณ
คงเหลือของน้ าตาลในอาหารพบว่า แบคทีเรียยังไม่สามารถใช้น้ าตาลได้จนหมด ซึ่งอาจเกิดจากการ 
Overfeeding การขาดสารอาหารบางชนิด หรืออัตราส่วนของคาร์บอนและไนโตรเจนในสูตรอาหารที่
ไม่เหมาะสม ซึ่งท าให้การเจริญและการสร้างเอนไซม์เกิดขึ้นน้อยกว่าที่ควรจะเป็น ดังนั้นหากมีการ
ทดลองศึกษาปัจจัยอื่น ๆ เพ่ือหลีกเลี่ยงปัญหาดังกล่าวในการทดลองต่อไป อาจจะส่งผลให้
ประสิทธิภาพในการเจริญและการสร้างเอนไซม์ดีขึ้น 
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 5.1.6 การศึกษาการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสจากเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้  
ในถังหมักขนาด 50 ลิตร 
 จากการศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสของเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii 
เมื่อมีการขยายขนาดก าลังการผลิตเพิ่มข้ึน 10 เท่า จากถังหมักขนาด 5 ลิตร ไปสู่ระดับถังหมักขนาด 
50 ลิตร โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงและสภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากผลการทดลองในถังหมักขนาด 5 
ลิตร ซึ่งเริ่มจากการเพาะเลี้ยงแบบ batch culture ด้วยอาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็น
แหล่งคาร์บอนและกากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้น 2 เท่า ปริมาตรในการท างาน 18 
ลิตร ไม่มีการเติมสับสเตรทและไม่มีการควบคุมค่าพีเอชตลอดการเพาะเลี้ยง อัตราการให้อากาศ 1 
ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และความเร็วใบกวนเท่ากับ 
320 รอบต่อนาที ท าการเติมอาหารที่ระยะ deceleration phase (ชั่วโมงท่ี 9) ด้วยอาหารที่มี
องค์ประกอบและความเข้มข้นเดียวกันกับในถังหมัก อัตราคงท่ีที่ 1.20 ลิตรต่อชั่วโมง พบว่าแบคทีเรีย
มีอัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) เพ่ิมสูงขึ้นจากการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซึ่งเดิมมีค่าเท่ากับ 
0.124 h-1 ไปเป็น 0.352 h-1 ในระดับถังหมักขนาด 50 ลิตร อีกทั้งภายหลังการเติมอาหารที่เวลา 9 
ชั่วโมง เชื้อยังคงมีการเจริญในระยะ log phase อยู่ ต่างจากการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่
แบคทีเรียมีการเจริญเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กน้อย และเข้าสู่ระยะ stationary phase ที่เวลา 12 ชั่วโมง แต่
ส าหรับถังหมักขนาด 50 ลิตร เชื้อใช้ระยะเวลานานขึ้นกว่าจะเข้าสู่ระยะ stationary phase ที่เวลา 
18 ชั่วโมง จึงท าให้แบคทีเรียใช้เวลานานขึ้นในการผลิตเอนไซม์เพ่ือให้ได้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์และ
อัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดที่เวลา 30 ชั่วโมง อีกท้ังกิจกรรมและอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดที่วัดได้
ยังมีค่าลดลงเหลือเพียง 3.47 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.096 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง จากเดิมท่ีวัดได้
ในการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร มีค่าเท่ากับ 9.51 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.396 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตรต่อชั่วโมง ที่เวลาเพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง ด้วยเหตุนี้ จึงท าให้ค่าอัตราจ าเพาะของการสร้าง
เอนไซม์ (qp) มีค่าลดลงตามไปด้วย โดยมีค่าเพียง 0.913 ยูนิตต่อชั่วโมงต่อกรัมกลูโคส เท่านั้น สาเหตุ
ที่ท าให้การเพาะเลี้ยงเพ่ือผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสในถังหมักขนาด 50 ลิตร มีประสิทธิภาพน้อยกว่าถัง
หมักขนาดเล็กนั้น อาจเป็นผลมาจากการที่ถังหมักมีขนาดใหญ่ขึ้น 10 เท่า ซึ่งการควบคุมทั้งสภาวะ
ของการเพาะเลี้ยง การท างานของเครื่องมือและอุปกรณ์ต่าง ๆ ให้ยังคงความเหมือนกันกับในถังหมัก
ขนาด 5 ลิตร เป็นไปได้ยากมาก อีกทั้งระบบของถังหมักที่ใช้เป็นแบบกึ่ง manual จึงอาจมีการผันแปร
ของค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ เช่น อุณหภูมิ และพีเอช เป็นต้น ไปจากค่าท่ีก าหนดไว้บ้างเล็กน้อย จึงท าให้
เชื้อแบคทีเรียเจริญได้ช้ากว่าการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร และเม่ือเริ่มเติมอาหารที่เวลา 9 
ชั่วโมงเท่ากัน เชื้อแบคทีเรียที่เจริญอยู่ในถังหมักขนาด 50 ลิตร ยังไม่เข้าสู่ระยะ deceleration phase 
เหมือนเช่นในถังหมักขนาด 5 ลิตร จึงท าให้แบคทีเรียน าสารอาหารต่าง ๆ ที่ได้เติมลงไป ไปใช้ในการ
เจริญเพื่อสร้างมวลเซลล์แทนการสร้างเอนไซม์ตามท่ีคาดไว้ จึงท าให้แบคทีเรียเจริญเข้าสู่ระยะ 
stationary phase ช้าลง และมีปริมาณสารอาหารส าหรับการสร้างเอนไซม์น้อยลงด้วยเช่นกัน ส่งผล
ให้ค่าพารามิเตอร์ในการสร้างเอนไซม์ ดังแสดงไว้ในตารางที่ 15 มีค่าลดลงตามไปด้วย ซึ่งในการศึกษา 
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วิจัยครั้งต่อไป จึงควรมีการหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเติมอาหาร เพ่ือให้ได้กิจกรรมของเอนไซม์
เพ่ิมสูงขึ้นกว่าเดิม 
 
 5.1.7 การท่าให้เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนด้วยการตกตะกอน 
 การท าบริสุทธิ์เอนไซม์ที่ผลิตได้ซึ่งละลายอยู่ในน้ าหมักท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย
เบื้องต้นนิยมใช้วิธีการตกตะกอนด้วยเกลือ เนื่องจากเป็นวิธีสามารถใช้ตกตะกอนเอนไซม์ออกจากน้ า
หมักได้โดยที่เอนไซม์ไม่เกิดการเสียสภาพไปอย่างถาวร สารละลายเกลือที่นิยมใช้กันคือ แอมโมเนียม
ซัลเฟต [(NH4)2.SO4] เพราะมีข้อดีคือ มีความบริสุทธิ์สูง ราคาไม่แพง ละลายน้ าได้ดีที่อุณหภูมิต่ า และ
ไม่ท าให้เอนไซม์เสียสภาพ ดังนั้นในการท าบริสุทธิ์ของอัลคาไลน์โปรตีเอสบางส่วน ที่ได้จากเชื้อ B. 
cohnii จึงเลือกใช้วิธีดังกล่าวข้างต้นมาท าการศึกษาวิจัย และท่ีความเข้มข้นอ่ิมตัวของแอมโมเนียม 
ซัลเฟตเท่ากับร้อยละ 60-80 ท าให้ได้กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์สูงที่สุด มีค่าเท่ากับ 1.93 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน และเอนไซม์มีความบริสุทธิ์เพ่ิมข้ึน 1.7 เท่า ซึ่งมีรายงานวิจัยหลายชิ้นที่เลือกใช้
แอมโมเนียมซัลเฟตมาท าการตกตะกอนโปรตีนและให้ผลดี เช่น งานวิจัยของ Saminathan and 
Narayanan (2015) ที่ตกตะกอนอัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก Bacillus subtilis IAS 01 ด้วยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้นอิ่มตัวร้อยละ 70 แล้วท าให้กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เพ่ิมขึ้นจาก 
crude enzyme ที่มีค่าเท่ากับ 121.74 เป็น 198.34 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน และท าให้เอนไซม์มี
ความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 2.5 เท่า ส่วนงานวิจัยของ Lakshmi and Prasad (2015) ตกตะกอนอัลคาไลน์
โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus licheniformis กลายพันธุ์ strain B18 ด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟตความเข้มข้นอ่ิมตัวร้อยละ 70 ท าให้กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เพ่ิมข้ึนจาก crude enzyme 
ที่มีค่าเท่ากับ 0.81 เป็น 2.55 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน และท าให้เอนไซม์มีความบริสุทธิ์เพ่ิมข้ึน 3.15 
เท่า 

 5.1.8 การศึกษาสมบัติของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
  5.1.8.1 สภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
   1) พีเอช 
   อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากแบคทีเรีย B. cohnii สามารถท างานได้ในทุก
ช่วงค่าพีเอชที่ท าการศึกษา โดยมีค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานเท่ากับ 10 และสามารถท างานได้ดี
ในช่วงพีเอชระหว่าง 9.5 ถึง 11 กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์จะลดลงต่ ากว่า 80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อค่าพี
เอชน้อยกว่า 9.5 และมากกว่า 11 การที่ค่าพีเอชบางช่วงไม่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ อาจเป็น
ผลมาจากการแตกตัวของไอออน (Ionization) ของ prototropic group ที่อยู่ตรงบริเวณเร่งของ
เอนไซม์ เช่น หมู่ sulfydryl ของกรดอะมิโนซิสเตอีน หรือหมู่ imidazolium ของกรดอะมิโนฮิสทีดีน 
ได้รับผลกระทบจากพีเอชในช่วงดังกล่าว แล้วเกิดการเปลี่ยนแปลงของไอออนต่าง ๆ เหล่านี้ จนไม่
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เหมาะที่เข้าจับและท าปฏิกิริยากับสับสเตรท หรือพีเอชไปมีผลกับการแตกไอออนของสับสเตรทหรือ
โคแฟกเตอร์ ท าให้การเข้าจับกันระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรทเกิดการเปลี่ยนแปลงไปหรือไม่สามารถ
จับกันได้ แล้วส่งผลให้กิจกรรมของเอนไซม์ลดลง (สุดธิดา แสงยนต์, 2548) 
   จากรายงานการศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อกิจกรรมของอัลคาไลน์โปรตีเอส 
พบว่า เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์ที่ได้จากแบคทีเรีย Bacillus licheniformis B18 (Lakshmi 
& Prasad, 2015) และ Bacillus pseudofirmus (Gupta et al., 2005) มีค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการ
ท างานเท่ากับ 10 ส่วนเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากแบคทีเรีย Brevibacillus sp. PLI-1 (Shuai 
et al., 2012) เกิดกิจกรรมการท างานได้ดีที่สุดที่พีเอช 8.0 ถึง 9.0 ในขณะที่เอนไซม์ที่ได้จาก Bacillus 
licheniformis MIR 29 (Ferrero et al., 1996) มีค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อกิจกรรมการท างานเท่ากับ 
12  
   2) อุณหภูมิ 
   เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากแบคทีเรีย B. cohnii สามารถท างานได้
ดีที่อุณหภูมิ 60 ถึงประมาณ 75 องศาเซลเซียส โดยที่ยังคงมีกิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์มากกว่า 80 
เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์คือ 70 องศาเซลเซียส และเมื่ออุณหภูมิลด
ต่ าลงอยู่ในช่วง 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์จะมีค่าลดลงเหลือประมาณ 20 
เปอร์เซ็นต์ เท่านั้น การที่เอนไซม์มีกิจกรรมการท างานสูงเมื่ออยู่ในสภาวะที่อุณหภูมิเท่ากับ 70 องศา
เซลเซียส เป็นผลมาจากอุณหภูมิที่สูงจะท าให้พลังงานจลน์ของสับสเตรทเพ่ิมขึ้น โอกาสในการที่จะวิ่ง
เข้าชนกันและจับกันระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรทมีมากข้ึน ดังนั้นโอกาสในการเกิดกิจกรรมของ
เอนไซม์จึงเพ่ิมมากข้ึนตามไปด้วย อย่างไรก็ตาม การเพ่ิมอัตราเร็วในการเข้าท าปฏิกิริยาด้วยการเพ่ิม
อุณหภูมินั้นมีขีดจ ากัด การที่อุณหภูมิเพ่ิมสูงมากเกินไปจะท าให้เอนไซม์สูญเสียสภาพตามธรรมชาติ 
และไม่สามารถเขา้จับกับสับสเตรทและท าปฏิกิริยาได้อีกต่อไป ท าให้กิจกรรมของเอนไซม์ลดลงเมื่อ
อุณหภูมิเพ่ิมสูงขึ้นเกินระดับที่เหมาะสม (ปราณี พัฒนพิพิธไพศาล, 2556; สุดธิดา แสงยนต์, 2548) 
   รายงานการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของอัลคาไลน์โปรตีเอส 
พบว่า เอนไซม์ที่ได้จากแบคทีเรีย Bacillus sp. RGR-14 (Oberoi et al., 2001) มีอุณหภูมิที่เหมาะสม
ต่อกิจกรรมการท างานที่ 45-70 องศาเซลเซียส ขณะที่เอนไซม์ท่ีได้จากแบคทีเรีย Bacillus subtilis 
IAS 01 (Saminathan & Sriman Narayanan, 2015) มีอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานคือ 55 
องศาเซลเซียส ส่วนเอนไซม์ที่ได้จาก Bacillus licheniformis MIR 29 (Ferrero et al., 1996) และ 
Bacillus sp. L21 (Genckal & Tari, 2006) มีกิจกรรมของเอนไซม์สูงที่สุดที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส  
 
 
 
 
 



113 
 

 
 

  5.1.8.2 เสถียรภาพของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่สภาวะต่าง ๆ 
   1) พีเอช 
   อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii มีเสถียรภาพในช่วงค่า
พีเอชที่ค่อนข้างกว้างค่อนมาทางค่าพีเอชในช่วงที่เป็นด่าง โดยมีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์สูงกว่า 
90 เปอร์เซ็นต์ ในช่วงพีเอชระหว่าง 7 ถึง 12 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้
จากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนที่มีรายงานมาก่อนหน้า พบว่าเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสมักจะมีความ
คงตัวในช่วงพีเอชที่เป็นด่างและค่อนข้างกว้าง เช่น อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อ Bacillus clausii 
(Kumar et al., 2004) และ Bacillus sp. (SBP-29) (Saurabh, Pritesh, & Rajendra Kumar, 2007) 
ที่มีเสถียรภาพในช่วงพีเอชระหว่าง 6 ถึง 12 ส่วนเอนไซม์ที่ได้จาก Bacillus sp. SSR1 (Singh et al., 
2001) มีความคงตัวที่พีเอช 8 ถึง 11 เป็นต้น ด้วยคุณสมบัติความมีเสถียรภาพในช่วงพีเอชที่ค่อนข้าง
กว้างและค่อนไปทางเป็นด่างสูงนี้ ท าให้อัลคาไลน์โปรตีเอสมีความเหมาะสมที่จะน าไปใช้ใน
อุตสาหกรรมต่าง ๆ ที่ต้องการเอนไซม์เข้าท าปฏิกิริยาภายใต้สภาวะที่เป็นด่างสูง เช่น อุตสาหกรรม
ฟอกหนัง เป็นต้น (สุดธิดา แสงยนต์, 2548) 
   2) อุณหภูมิ 
   อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii มีเสถียรภาพในช่วง
อุณหภูมิ 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส โดยที่ยังมีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์สูงกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง
จากรายงานของ Otroshi และคณะ (2014) พบว่าอัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก Bacillus sp. ที่คัดแยก
ได้จากตัวอย่างดินที่เป็นลักษณะ saline-alkaline soil มีความเสถียรที่อุณหภูมิระหว่าง 40-60 องศา
เซลเซียส ส่วนเชื้อแบคทีเรีย Bacillus licheniformis KBDL4 ที่คัดแยกได้จาก Lonar soda lake ของ
ประเทศอินเดีย สร้างเอนไซม์ที่มีความคงตัวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ได้นาน 60 นาที โดยที่ยังมี
กิจกรรมของเอนไซม์เหลืออยู่ 40 และ 82 เปอร์เซ็นต์ ภายใต้สภาวะที่ไม่มี CaCl2 และมี CaCl2 เข้มข้น 
5 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ (Pathak & Dechmukh, 2012) 
 
  5.1.8.3 อิทธิพลของสารยับยั้งต่อการท่างานของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส  
  การศึกษาอิทธิพลของสารยับยั้ง (Inhibitors) ต่อการท างานของอัลคาไลน์โปรตีเอส
ที่ได้จากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ B. cohnii พบว่า EDTA มีผลในการยับยั้งรุนแรงที่สุด โดยกิจกรรม
สัมพัทธ์ของเอนไซม์ที่ความเข้มข้น 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ ลดลงเหลือ 41 และ 35 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ซึ่งการเพ่ิมความเข้มข้นของ EDTA ขึ้น 10 เท่า จากความเข้มข้น 1 เป็น 10 มิลลิโมลาร ์
ส่งผลให้กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ลดลงเหลือเพียง 14 เปอร์เซ็นต์ ส่วนสาร PMSF และ 1,10-
phenantroline มีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้ประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ โดยที่
เอนไซม์ยังคงมีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์เหลืออยู่ประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ แม้ว่าจะมีการเพ่ิมความเข้มข้น
ของสารยับยั้งทั้งสองชนิดเป็น 10 เท่า ก็ตาม การที่ EDTA และ 1,10 phenantroline สามารถยับยั้ง
กิจกรรมของเอนไซม์ได้ บ่งชี้ว่าอัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก B. cohnii ซึ่งผ่านขั้นตอนการท าบริสุทธิ์
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บางส่วนด้วยวิธีการตกตะกอนโปรตีนนั้น จัดอยู่ในกลุ่มของ metalloprotease เนื่องจาก EDTA และ 
1,10-phenantroline เป็นสาร chelating agents ที่สามารถจับกับไอออนของโลหะพวกไดวาเลนต์ 
หรือที่มีเลขออกซิเดชันสูงกว่าสองได้ ท าให้ไอออนของโลหะ Zn2+ ที่ท าหน้าที่เป็นโคแฟกเตอร์ และอยู่
ตรงบริเวณเร่งของเอนไซม์ metalloprotease ถูกเข้าจับโดยสารจับไอออนของโลหะจาก metal-
chelating agents เอนไซม์จึงไม่สามารถน าไอออนนั้นมาใช้งานได้ กิจกรรมการท างานของเอนไซม์จึง
ถูกยับยั้งตามไปด้วย นอกจากนี้ การที่เอนไซม์ยังคงสามารถท างานได้ในสภาวะที่มี PMSF ซึ่งเป็นสาร
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่ม serine protease โดยที่ยังมีกิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ประมาณ 
70 เปอร์เซ็นต์ อาจเป็นผลมาจากเอนไซม์มีหมู่อนุมูลเซริลอยู่ที่บริเวณเร่งของเอนไซม์ด้วยเช่นกัน ท า
ให้ถูกยับยั้งการท างานบางส่วนโดยสาร PMSF (สุดธิดา แสงยนต์, 2548) ซึ่งจากการศึกษาอิทธิพลของ
สารยับยั้งทั้งสามชนิดต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก B. cohnii แสดงให้เห็นว่า
เอนไซม์ที่ได้จากแบคทีเรียชนิดนี้มีลักษณะเป็น serine alkaline metalloprotease เช่นเดียวกับ
งานวิจัยของ Olajuyigbe และ Falade (2014) ที่ศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus brevis MWB-01 พบว่าเอนไซม์บริสุทธิ์ที่ได้จากแบคทีเรียดังกล่าวสามารถท างานได้ดีที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 8.0 ถูกยับยั้งการท างานเกือบสมบูรณ์ได้โดยสาร PMSF และ EDTA 
ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ โดยมีกิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์เท่ากับ 8.3±0.5 และ 7.5±0.5 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ท าให้บ่งชี้ได้ว่าเอนไซม์ท่ีผลิตได้เป็น serine alkaline metalloprotease 

  5.1.8.4 อิทธิพลของสารลดแรงตึงผิวและสารออกซิไดซ์ ต่อเสถียรภาพของ 
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
  เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii ไม่มีความเสถียรเมื่อถูก
บ่มร่วมกับสารลดแรงตึงผิวชนิดที่มีประจุลบ (Anionic surfactant) ซึ่งได้แก่ SDS ที่ความเข้มข้น 0.5 
และ 1 เปอร์เซ็นต์ แต่มีความคงตัวอยู่ได้ในสภาวะที่มีสารลดแรงตึงผิวชนิดที่ไม่มีประจุ (Nonionic 
surfactant) ได้แก่ triton x-100 และ tween 80 ที่ความเข้มข้นทั้ง 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ 
อัลคาไลน์โปรตีเอสยังคงมีเสถียรภาพเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีสารฟอกขาว (Bleaching) คือ H2O2 ที่ความ
เข้มข้นทั้งสองระดับ การที่เอนไซม์ไม่มีเสถียรภาพเมื่ออยู่ในสภาวะที่มี SDS เนื่องจาก SDS ที่ความ
เข้มข้นสูงเกินไป จะเข้าไปจับกับสายโพลีเปปไทด์ของโปรตีน แล้วเกิดการคลายม้วนของสายท าให้
โครงสร้างตามธรรมชาติของเอนไซม์เสียสภาพไป กลายเป็นโครงสร้างแบบแท่งและมีประจุลบ ที่
เรียกว่า SDS-polypeptide complex เอนไซม์จึงไม่สามารถเข้าจับกับสับสเตรทและท าปฏิริยาได้ 
(พิมล จ านงค์, 2545) ซึ่งงานวิจัยมีความสอดคล้องกับงานของ Olivera และคณะ (2006) ที่พบว่า SDS 
ที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์โปรตีเอสที่ได้จากแบคทีเรีย Bacillus 
patagoniensis โดยมีกิจกรรมเอนไซม์คงเหลือเท่ากับ 27 เปอร์เซ็นต์ ส่วนในสภาวะที่มี triton x-100 
และ tween 80 ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุนั้น เอนไซม์มีความคงตัว และมีแนวโน้มที่จะมี
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กิจกรรมของเอนไซม์เพ่ิมสูงขึ้น เมื่อความเข้มข้นของสารทั้งสองชนิดเพิ่มข้ึน เป็นผลมาจากการที่สาร
เหล่านี้ จะไปมีผลท าให้โครงสร้างของเคซีนที่เป็นสับสเตรทเกิดการคลายตัวเพ่ิมมากขึ้น เอนไซม์จึง
สามารถเข้าจับและท าปฏิกิริยาได้ง่ายขึ้น (พิมล จ านงค์, 2545)  
 
  5.1.8.5 อิทธิพลของไอออนของโลหะต่อการท่างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ 
โปรตีเอส 
  เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii มีกิจกรรมการท างาน
เพ่ิมสูงขึ้นเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีไอออนของโลหะ Mn2+, Zn2+, Cu2+, Ca2+, Fe2+ และ Mg2+ ที่ความ
เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ซึ่งจะท าให้เอนไซม์มีกิจกรรมสัมพัทธ์เพิ่มสูงข้ึนเกิน 100 เปอร์เซ็นต์ และ
โดยเฉพาะอย่างยิ่งไอออนของ Zn2+ ที่เป็นตัวกระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์ที่ส าคัญ ที่ท าให้เอนไซม์มีค่า
กิจกรรมสัมพัทธ์เพ่ิมข้ึนถึง 240 เปอร์เซ็นต์ แต่จะให้ผลในทางกันข้ามเม่ือความเข้มข้นของไอออนของ
โลหะ Zn2+ เพ่ิมข้ึน 10 เท่า เป็น 10 มิลลิโมลาร์ โดยที่กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ลดลงถึง 131 
เปอร์เซ็นต์ เหลือกิจกรรมเพียง 109 เปอร์เซ็นต์ ส่วนไอออนของโลหะชนิดอ่ืน ยกเว้น Cu2+ จะมีผลไป
กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ลดลงเมื่อความเข้มข้นเพ่ิมข้ึน ซึ่งการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ
ไอออนของโลหะเหล่านี้ให้อยู่ในระดับท่ีเหมาะสม อาจช่วยกระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์ให้เพ่ิมสูงขึ้น
กว่าเดิมได้ ผลการทดลองที่ได้นี้มีความใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Rathod and Pathak (2014) ที่
ศึกษาอิทธิพลของไอออนโลหะ ที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus alcalophilus LW8 และพบว่าไอออนของโลหะ Ca2+, Ba2+, Mg2+, Zn2+, Fe3+, Cu2+ และ 
Mn2+ ช่วยเพิ่มกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์บางส่วน ที่ความเข้มข้น 1 และ 10 
มิลลิโมลาร์ และหากเพ่ิมความเข้มข้นของไอออนโลหะ จะส่งผลให้เกิดการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์
แทน ส่วนงานวิจัยของ Cui และคณะ (2015) พบว่าเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย
ทนเค็มสายพันธุ์ SD11 ที่คัดแยกได้จากโคลนทะเล (Halophilic strain of SD11 marine bacteria) 
มีกิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์สูงกว่า 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่ออยู่ในสภาวะที่ไอออนของโลหะ Ca2+, 
Mn2+, Zn2+, Cu2+, Na+ และ K+ ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 5 มิลลิโมลาร์ 
 
5.2 สรุปผล 
 
 5.2.1 แบคทีเรีย Bacillus cohnii เป็นแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการผลิตเอนไซม์ 
อัลคาไลน์โปรตีเอสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินภายในประเทศท้ังหมด 157 ไอโซเลท 
และมีแนวโน้มที่จะน าไปใช้ผลิตในระดับอุตสาหกรรมได้ 
 
 5.2.2 สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสคือ สูตรอาหาร BPMM ทีมี่
เด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอนและกากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 
10 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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 5.2.3 การเพาะเลี้ยง B. cohnii ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ มี
ประสิทธิภาพสูงสุดเมื่อใช้อาหารเพาะเลี้ยง BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอนและกาก
ถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้น 2 เท่า โดยไม่มีการเติมสับสเตรทและไม่มีการควบคุมค่าพี
เอชตลอดทั้งกระบวนการ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรอาหารต่อนาที ความเร็วใบกวน 500 รอบตอ่นาที 
 
 5.2.4 เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะจะช่วยส่งเสริมให้แบคทีเรียมีการเจริญและการสร้าง 
เอนไซม์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่อใช้ความเข้มข้นของอาหารเพาะเลี้ยงหรือความเข้มข้นของแหล่ง
คาร์บอนเพ่ิมขึ้นถึงระดับใดระดับหนึ่งเท่านั้น หากความเข้มข้นเพิ่มข้ึนเกินระดับที่เหมาะสม จะเกิด
การยับยั้งการเจริญและการสร้างเอนไซม์ด้วยกระบวนการ catabolite repression ซึ่งเป็นการยับยั้ง
อย่างถาวร 
 
 5.2.5 การเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย B. cohnii ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยง
แบบเติมกะ มีประสิทธิภาพสูงสุด เมื่อใช้อาหาร BPMM พีเอช 10 ที่มีเด็กซ์ทรินเป็นแหล่งคาร์บอนและ
กากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้น 2 เท่า ปริมาตรในการท างานเริ่มต้น 1.5 ลิตร ไม่มีเติม
สับสเตรทและไม่มีการควบคุมพีเอชตลอดการเพาะเลี้ยง อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการให้
อากาศเท่ากับ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที และความเร็วใบกวน 500 รอบต่อนาท ี
จากนั้นท าการเติมอาหารที่ระยะ deceleration phase ด้วยอาหารที่มีองค์ประกอบและความเข้มข้น
เดียวกันกับในถังหมัก อัตราคงที่ท่ี 0.90 ลิตรต่อชั่วโมง  
 
 5.2.6 การเพาะเลี้ยงแบบเติมกะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรีย  
B. cohnii ได้มากกว่าการเพาะเลี้ยงแบบกะถึง 1.6 เท่า เนื่องจากมีการจ ากัดปริมาณสารอาหารให้
เป็นไปตามลักษณะการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ เพ่ือหลีกเลี่ยงการเกิด over feeding แล้วท าให้
แบคทีเรียถูกยับยั้งการเจริญหรือการสร้างเอนไซม์จากกระบวนการ catabolite repression 
 
 5.2.7 การขยายขนาดก าลังการผลิตเพิ่มข้ึน 10 เท่า จากถังหมักขนาด 5 ลิตร ไปสู่ระดับถัง
หมักขนาด 50 ลิตร โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงและสภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากผลการทดลองในถัง
หมักขนาด 5 ลิตร แบคทีเรียมีอัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) เพ่ิมสูงขึ้นจากการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 
5 ลิตร อีกท้ังภายหลังการเติมอาหารที่เวลา 9 ชั่วโมง เชื้อยังคงมีการเจริญในระยะ log phase อยู่ ต่าง
จากการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่แบคทีเรียมีการเจริญเพิ่มข้ึนเพียงเล็กน้อย และเชื้อใช้
ระยะเวลานานขึ้นกว่าจะเข้าสู่ระยะ stationary phase (ที่เวลา 18 ชั่วโมง) ซึ่งเป็นระยะเวลาที่เชื้อมี
การสร้างเอนไซม์สูงสุด จึงท าให้แบคทีเรียใช้เวลานานขึ้นในการผลิตเอนไซม์เพ่ือให้ได้ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์สูงสุดที่เวลา 30 ชั่วโมง อีกท้ังกิจกรรมและอัตราการสร้างเอนไซม์
สูงสุดที่วัดได้ยังมีค่าลดลงเหลือเพียง 3.47 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.096 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง 
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จากเดิมท่ีวัดได้ในการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร มีค่าเท่ากับ 9.51 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 0.396 
ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ที่เวลาเพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง ด้วยเหตุนี้ จึงท าให้ค่าอัตราจ าเพาะของการ
สร้างเอนไซม์ (qp) มีค่าลดลงตามไปด้วย โดยมีค่าเพียง 0.913 ยูนิตต่อชั่วโมงต่อกรัมกลูโคส เท่านั้น 
สาเหตุที่ค่าพารามิเตอร์ของการสร้างเอนไซม์ลดลง เป็นผลมาจากการที่ถังหมักมีขนาดใหญ่ขึ้น 10 เท่า 
การควบคุมสภาวะต่าง ๆ ให้ยังคงเหมือนในถังหมัก 5 ลิตร จึงท าได้ยาก ท าให้เชื้อแบคทีเรียเจริญได้ช้า
กว่า และเม่ือเริ่มเติมอาหารที่เวลา 9 ชั่วโมงเท่ากัน เชื้อแบคทีเรียที่เจริญอยู่ในถัง ยังไม่เข้าสู่ระยะ 
deceleration phase แบคทีเรียจึงน าสารอาหารต่าง ๆ ที่เติมลงไป ไปใช้ในการเจริญเพ่ือสร้างมวล
เซลล์แทนการสร้างเอนไซม์ ปริมาณสารอาหารส าหรับการสร้างเอนไซม์จึงน้อยลงด้วยเช่นกัน ส่งผลให้
ค่าพารามิเตอร์ในการสร้างเอนไซม์มีค่าลดลงตามไปด้วย 
 
 5.2.8. การตกตะกอนเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จาก B. cohnii ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต
ที่ความเข้มข้นอ่ิมตัวร้อยละ 60-80 ท าให้ได้กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์สูงสุดมีค่าเท่ากับ 1.93 ยูนิต 
ต่อมิลลิกรัมโปรตีน และเอนไซม์มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 1.7 เท่า 
 
 5.2.9 การศึกษาสมบัติของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ผ่านการท าบริสุทธิ์บางส่วนด้วยการ
ตกตะกอนโปรตีน พบว่าเอนไซม์สามารถท างานได้ดีในช่วงพีเอชประมาณ 9.5 ถึง 11 โดยมคี่าพีเอชที่
เหมาะสมต่อกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ (Optimum pH) ที่พีเอช 10 และเอนไซม์มีเสถียรภาพ
ในช่วงพีเอชที่กว้าง และค่อนมาทางค่าพีเอชในช่วงที่เป็นด่าง ในช่วงพีเอชระหว่าง 7 ถึง 12 อุณหภูมิ 
ที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ (Optimum temperature) คือ 70 องศาเซลเซียส และมี
เสถียรภาพต่ออุณหภูมิในช่วง 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส 
 
 5.2.9 สาร EDTA มีผลในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์สูงที่สุด โดยกิจกรรมสัมพัทธ์ของ
เอนไซม์ที่ความเข้มข้น 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ ลดลงเหลือ 41 และ 35 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งการ
เพ่ิมความเข้มข้นของ EDTA ขึ้น 10 เท่า จากความเข้มข้น 1 เป็น 10 มิลลิโมลาร์ ส่งผลให้กิจกรรม
สัมพัทธ์ของเอนไซม์ลดลงเหลือเพียง 14 เปอร์เซ็นต์ ส่วนสาร PMSF และ 1,10-phenantroline มีผล
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสได้ประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ โดยที่เอนไซม์ยังคงมีค่า
กิจกรรมสัมพัทธ์เหลืออยู่ประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ 
 
 5.2.10 เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii ไม่มีความเสถียรเมื่อถูก
บ่มร่วมกับสารลดแรงตึงผิวชนิดที่มีประจุลบ (Anionic surfactant) ซึ่งได้แก่ SDS ที่ความเข้มข้น 0.5 
และ 1 เปอร์เซ็นต์ แต่มีความคงตัวอยู่ได้ในสภาวะที่มีสารลดแรงตึงผิวชนิดที่ไม่มีประจุ (Nonionic 
surfactant) ได้แก่ triton x-100 และ tween 80 ที่ความเข้มข้นทั้ง 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ 
อัลคาไลน์โปรตีเอสยังคงมีเสถียรภาพเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีสารฟอกขาว (Bleaching) 
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 5.2.11 เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย B. cohnii มีกิจกรรมการท างาน
เพ่ิมสูงขึ้นเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีไอออนของโลหะ Mn2+, Zn2+, Cu2+, Ca2+, Fe2+ และ Mg2+ ที่ความ
เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ซึ่งจะท าให้เอนไซม์มีกิจกรรมสัมพัทธ์เพิ่มสูงข้ึนเกิน 100 เปอร์เซ็นต์ และ
โดยเฉพาะอย่างยิ่งไอออนของ Zn2+ ที่เป็นตัวกระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์ที่ส าคัญ ที่ท าให้เอนไซม์มีค่า
กิจกรรมสัมพัทธ์เพ่ิมข้ึนถึง 240 เปอร์เซ็นต์ แต่จะให้ผลในทางกันข้ามเม่ือความเข้มข้นของไอออนของ
โลหะ Zn2+ เพ่ิมข้ึน 10 เท่า เป็น 10 มิลลิโมลาร์ โดยที่กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ลดลงถึง 131 
เปอร์เซ็นต์ เหลือกิจกรรมเพียง 109 เปอร์เซ็นต์ ส่วนไอออนของโลหะชนิดอ่ืน ยกเว้น Cu2+ จะมีผลไป
กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ลดลงเมื่อความเข้มข้นเพ่ิมข้ึน 
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 
 
 5.3.1 ควรมีการศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างคาร์บอนกับไนโตรเจนของอาหาร 
เพาะเลี้ยง เพ่ือเพ่ิมอัตราการเจริญและการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรีย 
 
 5.3.2 ควรมีการศึกษาลักษณะการเติมอาหารรูปแบบต่างๆส าหรับการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ  
เช่น การเติมอาหารแบบ exponential fed-batch ที่สามารถควบคุมอัตราการเจริญจ าเพาะ และ
ส่งผลให้สามารถควบคุมอัตราการสร้างเอนไซม์ได้ หรือศึกษาวิธีการเติมอาหารแบบ intermittent 
addition ที่มีการเติมอาหารเป็นระยะ ๆ เป็นต้น 
 
 5.3.3 ศึกษาการใช้สารชนิดอื่น ๆ ในการเหนี่ยวน าการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรีย และ
ความเข้มข้นของสารต่าง ๆ เหล่านั้น ส าหรับกระบวนการผลิตเอนไซม์ในถังหมัก  
 
 5.3.4 ควรมีการศึกษาอัตราการให้อากาศและอัตราการกวนผสมภายในถังหมักระหว่างการ
เพาะเลี้ยง เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรีย 
 
 5.3.5 ควรมีการศึกษาการท าบริสุทธิ์ของเอนไซม์ที่ผลิตได้ด้วยวิธีการอ่ืน ๆ เพ่ือให้เอนไซม์มี
ความบริสุทธิ์เพิ่มมากขึ้น เช่น การท าโครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ หรือการท าโครมาโตกราฟี
แบบเจลฟิวเตรชั่น เป็นต้น 
 
 5.3.6. ควรมีการหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเติมอาหาร เมื่อมีการขยายขนาดก าลังการ
ผลิตขึ้นสู่ระดับอุตสาหกรรม เพ่ือให้ได้กิจกรรมของเอนไซม์เพ่ิมสูงขึ้นกว่าเดิม 
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1.  Nutrient Broth (NB) 
ส่วนประกอบ 
 Peptone    5  กรัมต่อลิตร 
 Beef extract   3  กรัมต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดละลายในน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากันและปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้ว
น าไปนึ่งในหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
2.  Basal Medium Agar (BMSM agar) (สุดธิดา แสงยนต์, 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 าส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากันและปรับปริมาตรเป็น 972 มิลลิลิตร 
แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ทิ้งให้เย็น 
จากนั้นปรับค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับ 10 ด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 
ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 28 มิลลิลิตร 
 
3.  Basal Medium Broth (BMSM broth) (สุดธิดา แสงยนต์, 2548) 
ส่วนประกอบ 
 Glucose    10  กรัมต่อลิตร 
 Yeast extract  5  กรัมต่อลิตร 
 K2HPO4    1  กรัมต่อลิตร 
 MgSO4.7H20  0.2  กรัมต่อลิตร 
 Skim milk   10  กรัมต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากันและปรับปริมาตรเป็น 972 มิลลิลิตร 
แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ทิ้งให้เย็น 
จากนั้นปรับค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับ 10 ด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 
ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 28 มิลลิลิตร 
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4.  Batch Production Medium with 1% skim milk (BPMM)  
(ดัดแปลงจาก ขวัญฤทัย มาลัยเรือง, 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  กรมัต่อลิตร 
 Trace element solution 1.0  มิลลิลิตรต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากันและปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้ว
น าไปนึ่งในหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี
 
5.  การเตรียม Trace element solution ส่าหรับอาหาร 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 
 Copper sulfate  0.00001 กรัมต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดมาแยกละลายในน้ ากลั่น เมื่อสารแต่ละตัวละลายดีแล้ว น ามาผสมให้
เข้ากันและปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แช่เย็นจนกว่าจะน าไปใช้ 
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6. Protease Production Medium with 1% skim milk (PPMM) 
(ดัดแปลงจาก 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 าส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากันและปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร น าไป
นึ่งในหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี
 
7.  การเตรียม Trace element solution ส่าหรับอาหาร 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 าส่วนผสมทั้งหมดมาแยกละลายในน้ ากลั่น เมื่อสารแต่ละตัวละลายดีแล้ว มาผสมให้เข้า
กันและปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แช่เย็นจนกว่าจะน าไปใช้ 
 
8. การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ 
ส่วนประกอบ 
 Na2CO3    200  กรัมต่อลิตร 
 ชั่ง Na2CO3 หนัก 200 กรัม ละลายในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เท่ากับ 1 ลิตร 
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9.  การย่อยเด็กซ์ทรินจากแป้งมันส่าปะหลัง (ขวัญฤทัย มาลัยเรือง, 2556) 
 7.1  เตรียมอุปกรณ์และเครื่องมือส าหรับการย่อยแป้ง ได้แก่ ถังย่อยแป้งขนาด 5 ลิตรที่มี 
Jacket เพ่ือควบคุมอุณหภูมิ ปั๊ม สายยางซิลิโคน อ่างควบคุมอุณหภูมิ มอเตอร์และใบพัดส าหรับการ
กวนผสม 
 7.2  ติดตั้งอุปกรณ์ต่างๆ ตั้งค่าอุณหภูมิของอ่างควบคุมอุณหภูมิให้เท่ากับ 95 องศา
เซลเซียส แล้วต่อเข้ากับ Jacket ของถังย่อยแป้ง ใช้อัตราการกวนผสมเท่ากับ 400 รอบต่อนาที 
 7.3  เติมน้ าในถังย่อยแป้งส่วนหนึ่ง รอกระทั่งอุณหภูมิในถังประมาณ 70 องศาเซลเซียส 
จากนั้นเติมเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ค่อยๆ
เติมแป้งมันส าปะหลังทีละนิดจนหมด (ความเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์) ปรับปริมาตรจนครบตามต้องการ 
 7.4  รอจนกระทั่งอุณหภูมิเท่ากับ 95 องศาเซลเซียส แล้วจับเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนั้น
จะได้สารละลายเด็กซ์ทรินที่มีลักษณะเป็นของเหลวหนืดเล็กน้อย และมีสีส้มขุ่น 
 
10.  การย่อยกลูโคสจากแป้งมันส่าปะหลัง (ขวัญฤทัย มาลัยเรือง, 2556) 
 การย่อยกลูโคสจากแป้งมันส าปะหลัง เป็นกระบวนการที่ต่อเนื่องจากการย่อยเด็กซ์ทริน 
 8.1  หลังจากได้สารละลายเด็กซ์ทรินจากการย่อยแป้งในข้อ 9 แล้ว จะท าการลดอุณหภูมิ
ภายในถังย่อยแป้งลงให้เท่ากับ 60 องศาเซลเซียส 
 8.2  เติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลส (glucoamylase) ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ 
 8.3  กวนผสมนาน 24 ชั่วโมง จะได้สารละลายกลูโคสที่มีลักษณะหนืดเล็กน้อย สีเหลืองใส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
วิธีการวิเคราะห์และการเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
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วิธีการวิเคราะห์และการเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 

1.  การวัดค่าความขุ่น (Optical density) 
 น าตัวอย่างอาหารเพาะเลี้ยงที่ต้องการวิเคราะห์ใส่ลงในหลอดทดลอง ผสมให้ตัวอย่างเข้า
กัน น าไปวัดค่าความขุ่นโดยใช้เครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ในกรณีที่
ตัวอย่างมีความเข้มข้นสูงมาก ให้เจือจางด้วยน้ ากลั่นให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสม โดยมีค่าความขุ่น
ประมาณ 0.1-0.8 แล้วจึงค านวณค่าความขุ่นที่แท้จริง ดังสมการ 
 
 ค่าความขุ่น  =  ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง 
 
2.  การวัดกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส (พิมล จ านงค์, 2545) 
หลักการ 
 วัดปริมาณของกรดอะมิโนที่เกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์ในการย่อยสลายโปรตีน 
การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะห์ 
 1.  สารละลาย Trichloroacetic acid (TCA) ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ 
  เตรียมโดยชั่งกรดไตรคลอโรอะซิติกหนัก 16.35 กรัม ละลายในน้ ากลั่น แล้วปรับ
ปริมาตรให้เป็น 250 มิลลิลิตร 
 2.  สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ 
  เตรียมโดยชั่งโซเดียมคาร์บอเนตหนัก 10.60 กรัม ละลายในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตร
ไห้เป็น 250 มิลลิลิตร 
 3.  สารละลายบัฟเฟอร์ คาร์บอเนต-ไบคาร์บอเนต ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 10 
  3.1  เตรียมสารละลาย Sodium carbonate (Na2CO3) ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ 
โดยชั่ง โซเดียมคาร์บอเนตหนัก 1.32 กรัม ละลายในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร 
  3.2  เตรียมสารละลาย Sodium hydrogen carbonate (Na2HCO3) ความเข้มข้น 
0.05 โมลาร์ โดยชั่งโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตหนัก 1.05 กรัม ละลายในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 
250 มิลลิลิตร 
  3.3  ผสมสารละลายในข้อ 3.1 ปริมาตร 27.5 มิลลิลิตร กับสารละลายในข้อ 3.2 
ปริมาตร 22.5 มิลลิลิตร จะได้สารละลายบัฟเฟอร์ คาร์บอเนต-ไบคาร์บอเนต ความเข้มข้น 0.05 โม
ลาร์ พีเอช 10 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
 4.  สารละลายเคซีน (Casein) ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
  เตรียมโดยชั่งเคซีน 0.5 กรัม ละลายในสารละลายบัฟเฟอร์ คาร์บอเนต-ไบคาร์บอเนต 
ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 10 แล้วอุ่นด้วยความร้อน พร้อมทั้งคนให้เคซีนละลาย จากนั้นปรับ
ปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร 
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 5.  สารโฟลินรีเอเจนต์ (Folin-ciocalteu reagent) 
  น าสารโฟลินรีเอเจนต์ มาเจือจางด้วยน้ ากลั่นในอัตราส่วน 1:1 
 6.  สารละลาย L-Tyrosine ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
  เตรียมโดยชั่ง L-Tyrosine 0.1 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 7-8 มิลลิลิตร จากนั้นค่อยๆเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 1 นอร์มอล กวนจนไทโรซีนละลายหมด แล้ว
จึงปรับปริมาตรให้เป็น 10 มิลลิลิตร แล้วเจือจางให้ความลดลง 10 เท่าด้วยน้ ากลั่น 
วิธีการทดลอง 
 1.  การเตรียมกราฟมาตรฐานของสารละลาย L-Tyrosine  
  1.1  เตรียมสารละลาย L-Tyrosine ที่ความเข้มข้นต่างๆกัน ตั้งแต่ 0 ถึง 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นดูดสารละลายแต่ละความเข้มข้นลงในหลอดทดลอง หลอดละ 0.5 
มิลลิลิตร 
  1.2  เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 
2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
  1.3  เติมสารโฟลินรีเอเจนต์ (1:1) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง นาน 10 นาท ี
  1.4  วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั้นสร้างกราฟ
มาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับค่าความเข้มข้นของสารละลาย L-Tyrosine 
 2.  การวัดกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในสารละลายตัวอย่าง 
  2.1  ดูดสารละลายเคซีน (Casein) ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ลงในหลอดทดลอง 
หลอดละ 2.5 มิลลิลิตร บ่มในอ่างน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
  2.2  เติมสารละลายตัวอย่างที่ต้องการทดสอบในหลอดทดลอง หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน แล้วบ่มต่อในอ่างน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
  2.3  เติมสารละลาย Trichloroacetic acid (TCA) ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 
2.5 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา ผสมให้เข้ากัน แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาท ี
  2.4  จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วรอบ 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ี
  2.5  ดูดเอาเฉพาะส่วนใส (Supernatant) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด
ทดลอง 
  2.6  เติมสารสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
  2.7  เติมสารโฟลินรีเอเจนต์ (1:1) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง นาน 10 นาท ี
  2.8  วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  
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 3.  การวัดกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสในชุดควบคุม 
  3.1  ดูดสารละลายตัวอย่างที่ต้องการทดสอบในหลอดทดลอง หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร  
  3.2  เติมสารละลาย Trichloroacetic acid (TCA) ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 
2.5 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา ผสมให้เข้ากัน แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาท ี
  3.3  เติมสารละลายเคซีน (Casein) ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ลงในหลอดทดลอง 
หลอดละ 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มในอ่างน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
  3.4  จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วรอบ 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ี
  3.5  ดูดเอาเฉพาะส่วนใส (Supernatant) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด
ทดลอง 
  3.6  เติมสารสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
  3.7  เติมสารโฟลินรีเอเจนต์ (1:1) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง นาน 10 นาท ี
  3.8  วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
การค่านวณกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอส 
กิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิตต่อมิลลิลิตร)   =   (OD1-OD2) x Total volume x Dilution factor 
            MW of Tyrosine x Slope x Enzyme volume x Reaction time 
 
 เมื่อ OD1    = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่าง 
   OD2    = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 
   Total volume  = ปริมาตรรวมทั้งหมด (5.5 มิลลิลิตร) 
   MW of Tyrosine = น้ าหนักโมเลกุลของไทโรซีน (181.2) 
   Enzyme volume = ปริมาตรของเอนไซม์ที่ใช้ (0.5 มิลลิลิตร) 
   Reaction time  = เวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา (10 นาที) 
   Slope   = ค่าความชันจากกราฟมาตรฐาน 
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3.  การวัดน้่าหนักเซลล์แห้ง (Dry cell weight) 
 5.1  ดูดสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดปั่นเหวี่ยงที่ผ่านการอบแห้งและ
ชั่งน้ าหนักแล้ว 
 5.2  น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อตกตะกอน
เซลล์ เทส่วนใส (Supernatant) ทิ้ง แล้วล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ ากลั่นอีกครั้ง (Resuspension) 
 5.3  น าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทิ้งไว้ให้เย็น
ในโถดูดความชื้น แล้วน าไปชั่งน้ าหนัก 
 5.4  น าค่าน้ าหนักที่ได้ มาค านวณมวลเซลล์แห้งตามสูตรดังต่อไปนี้ 
  
 น้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)  =  {[(น้ าหนักเซลล์ (กรัม) + น้ าหนักหลอด (กรัม)] –  
               น้ าหนักหลอด (กรัม)} x 1000 
 
4.  การวิเคราะห์ปริมาณน้่าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธีการ DNS assay (Miller, 1959) 
การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 1.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 8 เปอร์เซ็นต์ 
  เตรียมโดยชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 16 กรัม ละลายในน้ ากลั่น จากนั้นปรับปริมาตรให้
เป็น200 มิลลิลิตร 
 2.  สารละลายกรดไดไนโตรซาลิซาลิก )Dinitrosaliccylid acid : DNS) 
  เตรียมโดยชั่ง DNS (3,5 dinitrosalicylid acid) หนัก 10 กรัม ละลายในน้ ากลั่น
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 8 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 200 
มิลลิลิตรทีละน้อย คนให้เข้ากันจนสารละลายใสโดยให้ความร้อน จากนั้นเติมโพแทสเซียมทาร์เทรต 
300 กรัม ตามล าดับ คนให้ละลาย รอให้เย็นแล้วปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บใส่ขวดสีชาที่
อุณหภูมิทิ้งไว้ข้ามคืนก่อนใช้งาน 
 3.  สารละลายกลูโคสมาตรฐาน ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร 
  เตรียมโดยชั่งกลูโคส 0.1 กรัม ละลายในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
วิธีการทดลอง 
 1  การเตรียมกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส 
  1.1 เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่างๆกัน โดยน าสารละลาย
กลูโคสมาตรฐาน ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร มาเจือจางด้วยน้ ากลั่น ให้มีความเข้มข้น 0.2 0.4 0.6 
0.8 และ 1 กรัมต่อลิตร ให้มีปริมาตรสุทธิเท่ากับ 1 มิลลิลิตร 
  1.2  เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปต้มในน้ าเดือดเป็น
เวลา 5 นาที แล้วแช่ในน้ าเย็นเป็นเวลา 5 นาท ี
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  1.3  เติมน้ ากลั่น ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองผสมให้เข้ากัน น าไปวัดค่า
ดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร และน าไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความ
เขม้ข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
 2  การวัดปริมาณน้่าตาลรีดิวซ์ของสารละลายตัวอย่าง 
  2.1  น าส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงอาหารเลี้ยงเชื้อ มาท าการเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้มี
ความเข้มข้นที่เหมาะสม 
  2.2  จากนั้นเติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปต้มในน้ า
เดือด เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นแช่น้ าเย็น เป็นเวลา 5 นาท ี
  2.3   เติมน้ ากลั่น ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยค่าการดูดกลืนแสงกับ
สารละลายกลูโคสมาตรฐาน ซึ่งค านวณจากสูตรต่อไปนี้ 
 
 ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส    =    ค่าการดูดกลืนแสง x อัตราการเจือจาง 
       (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)              ค่าความชันของกราฟมาตรฐานกลูโคส 
 
5.  การวิเคราะห์ปริมาณน้่าตาลทั้งหมด (ดัดแปลงจาก ฉวีวรรณ สว่างวัน, 2548) 
 1.  ปั่นเหวี่ยงอาหารเลี้ยงเชิ้อ ปริมาตร 3 มิลลิตร ด้วยความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาท ีดูดเอาเฉพาะส่วนใสใส่หลอดทดลองปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
 2.  เติมกรดซัลฟูริคเข้มข้น (Sulfuric acid) ]’ปริมาตร 0.11 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
จากนั้นผสมให้เข้ากัน 
 3.  น าไปต้มในอ่างน าร้อนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี
 4.  ปรับให้มีค่าพีเอชเป็นกลางด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
 5.  ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ซ้ าอีกครั้ง เพ่ือแยก
ตะกอนที่เกิดจากการท าปฏิกิริยาในการย่อยสลายออก ดูดเอาเฉพาะส่วนใสไปวัดปริมาณน้ าตาล 
 6.  วัดปริมาณน้ าตาลที่ได้ด้วยวิธี DNS Assay (ข้อ 4) 
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6.  การนับจ่านวนเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี Total plate count 
 1.  น าตัวอย่างอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย มาท าการเจือจางด้วยวิธี 10-fold serial 
dilution โดยใช้น้ ากลั่นปลอดเชื้อ จนกระทั่งมีความเข้มข้นที่เหมาะสม ผสมให้ตัวอย่างเข้ากันดี 
 2.  ดูดตัวอย่างที่เจือจางแล้วแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หยดลงกลาง
อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็ง BMSM พีเอช 10 ด้วยวิธีการปลอดเชื้อ (Aseptic technique) 
 3.  ใช้ที่เขี่ยเชื้อที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว เกลี่ยเชื้อให้ทั่วทั้งเพลท จนกระทั่งผิวหน้าของอาหาร
เลี้ยงเชื้อแห้ง จึงน าไปบ่มในตู้บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง 
 4.  นับจ านวนโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่เจริญบนผิวหน้าของอาหาร โดยจ านวนโคโลนี 
(CFU) ที่จัดว่านับแล้วได้ผลแม่นย าที่สุด คือ 30-300 โคโลนีต่อเพลท จากนั้นน าค่าที่ได้ไปค านวณหา
จ านวนแบคทีเรียในตัวอย่างได้ จากสมการดังนี้ 
 
 จ านวนแบคทีเรีย (CFU/mL)  =  จ านวนโคโลนีที่นับได้ต่อเพลท x อัตราการเจือจาง x 10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ชนิดต่าง ๆ 
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การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ชนิดต่าง ๆ 
 
1.  สารละลายบัฟเฟอร์ Sodium phosphate (พีเอช 6.5 ถึง 8.0) 
สารละลาย A: สารละลาย Sodium dihydrogen phosphate ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ 
 เตรียมโดยชั่ง Sodium dihydrogen phosphate ( NaH2PO4.2H2O) หนัก 217.8 กรัม 
ละลายในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 
สารละลาย B: สารละลาย Disodium hydrogen phosphate ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ 
 เตรียมโดยชั่ง  Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4.7H2O) หนัก 53.65 กรัม 
หรือ Na2HPO4.12H2O หนัก 71.7 กรัม ละลายในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 
 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ตามค่าพีเอชที่ต้องการจากนั้นเจือจางด้วย
น้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 200 มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 

A (มล.) B (มล.) พีเอช A (มล.) B (มล.) พีเอช 
93.5 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9 
92.0 8.0 5.8 39.0 61.0 7.0 
90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1 
87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2 
85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3 
81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4 
77.5 22.5 6.3 16.0 84.0 7.5 
73.5 26.5 6.4 13.0 87.0 7.6 
68.5 31.5 6.5 10.5 90.5 7.7 
62.5 37.5 6.6 8.5 91.5 7.8 
56.5 43.5 6.7 7.0 93.0 7.9 
51.0 49.0 6.8 5.3 94.7 8.0 
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2.  สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl (พีเอช 7.2 ถึง 9.0) 
สารละลาย A: สารละลาย Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)  
ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ 
 เตรียมโดยชั่ง Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) หนัก 24.2 กรัม ละลายใน
น้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 
สารละลาย B: สารละลาย Hydrochloric acid (HCl) ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ 
 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กับสารละลาย B ตามค่าพีเอชที่
ต้องการจากนั้นเจือจางด้วยน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 200 มิลลิลิตร 
 

B (มล.) พีเอช 
5.0 9.0 
8.1 8.8 
12.2 8.6 
16.5 8.4 
21.9 8.2 
26.8 8.0 
32.5 7.8 
38.4 7.6 
41.4 7.4 
44.2 7.2 
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3.  สารละลายบัฟเฟอร์ Sodium carbonate-bicarnate (พีเอช 9.2 ถึง 10.7) 
สารละลาย A: สารละลาย Sodium carbonate ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ 
 เตรียมโดยชั่ง Sodium carbonate (Na2CO3) หนัก 21.2 กรัม ละลายในน้ ากลั่น แล้วปรับ
ปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 
สารละลาย B: สารละลาย Sodium hydrogen carbonate ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ 
 เตรียมโดยชั่ง Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) หนัก 16.8 กรัม ละลายในน้ า
กลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 
 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ตามค่าพีเอชที่ต้องการจากนั้นเจือจางด้วย
น้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 200 มิลลิลิตร 
 

A (มล.) B (มล.) พีเอช 
4.0 46.0 9.2 
7.5 42.5 9.3 
9.5 40.5 9.4 
13.0 37.0 9.5 
16.0 34.0 9.6 
19.5 30.5 9.7 
22.0 28.0 9.8 
25.0 25.0 9.9 
27.5 22.5 10.0 
30.0 20.0 10.1 
33.0 17.0 10.2 
35.5 14.5 10.3 
38.5 11.5 10.4 
40.5 9.5 10.5 
42.5 7.5 10.6 
45.0 5.0 10.7 
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4.  สารละลายบัฟเฟอร์ Phosphate (Na2HPO4 – NaOH) (พีเอช 11.0 ถึง 11.9) 
สารละลาย A: สารละลาย Disodium hydrogen phosphate ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ 
 เตรียมโดยชั่ง Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) หนัก 7.1 กรัม ละลายใน
น้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 
สารละลาย B: สารละลาย Sodium hydroxide ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
 เตรียมโดยชั่ง Sodium hydroxide (NaOH) หนัก 4 กรัม ละลายในน้ ากลั่น แล้วปรับ
ปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 
 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กับสารละลาย B ตามค่าพีเอชที่
ต้องการ 
 

B (มล.) พีเอช B (มล.) พีเอช 
4.1 11.0 11.1 11.50 
5.1 11.10 13.5 11.60 
6.3 11.20 16.2 11.70 
7.6 11.30 19.4 11.80 
9.1 11.40 23.0 11.90 
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5.  สารละลายบัฟเฟอร์ Hydroxide-chloride (พีเอช 12 ถึง 13.9) 
สารละลาย A: สารละลาย Potassium chloride ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ 
 เตรียมโดยชั่ง Potassium chloride (KCl)  หนัก 14.91 กรัม ละลายในน้ ากลั่น แล้วปรับ
ปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 
สารละลาย B: สารละลาย Sodium hydroxide ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ 
 เตรียมโดยชั่ง Sodium hydroxide (NaOH) หนัก 8 กรัม ละลายในน้ ากลั่น แล้วปรับ
ปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 
 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย A ปริมาตร 25 มิลลิลิตร กับสารละลาย B ตามค่าพีเอชที่
ต้องการ 
 

B (มล.) พีเอช B (มล.) พีเอช 
6.0 12.0 25.6 12.6 
8.0 12.1 32.2 12.7 
10.2 12.2 41.2 12.8 
12.8 12.3 53.0 12.9 
16.2 12.4 66.0 13.9 
20.4 12.5   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ง 
ตารางผลการทดลองและผลการวิเคราะห์ชิ้นส่วนยีน 

ด้วยวิธี 16S rDNA sequencing 
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ตารางผลการทดลอง 
 

ตารางภาคผนวกที่  ง-1 ประสิทธิภาพของเอนไซม์ย่อยโปรตีนภายใต้สภาวะท่ีเป็นด่างของเชื้อ 
           แบคทีเรียที่คัดแยกได้ บนอาหารแข็ง BMSM พีเอช 10 

รหัสเชื้อ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

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 
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ตารางภาคผนวกที่  ง-1 (ต่อ) 

รหัสเชื้อ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

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 
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 
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ตารางภาคผนวกที่  ง-1 (ต่อ) 

รหัสเชื้อ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

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 
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 
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ตารางภาคผนวกที่  ง-1 (ต่อ) 

รหัสเชื้อ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

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 
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 
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ตารางภาคผนวกที่  ง-1 (ต่อ) 

รหัสเชื้อ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

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 
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 
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ตารางภาคผนวกที่  ง-1 (ต่อ) 

รหัสเชื้อ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

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 
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 
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ตารางภาคผนวกที่  ง-1 (ต่อ) 

รหัสเชื้อ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

CZ  
(cm) 

CO 
(cm) 

CZ-CO 
(cm) 

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 
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 เส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี 
  CZ คือ ขนาดของวงใสที่เกิดข้ึนรอบโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย 
    -  คือ ไม่มีการเจริญของเชื้อ และ/หรือ ไม่เกิดวงใส 
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ตารางผนวกท่ี  ง-2 กิจกรรมของเอนไซม์และอัตราการสร้างเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรีย 
       ที่คัดเลือกได้จ่านวน 28 สายพันธุ์ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BMSM  
       พีเอช 10 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็วรอบ  
       200 รอบต่อนาที 

NO. สายพันธุ์ 
กิจกรรมเอนไซม์ (U/mL) อัตราการสร้างเอนไซม์ (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 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



154 
 

 
 

ตารางผนวกท่ี  ง-2 (ต่อ) 

NO. สายพันธุ์ 
กิจกรรมเอนไซม์ (U/mL) อัตราการสร้างเอนไซม์ (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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