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บทคัดย่อ 
 

 จุลินทรีย์มีบทบาทส าคัญในการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสทางอุตสาหกรรมโดยเฉพาะสายพันธุ์ Bacillus จาก
การศึกษาเบื้องต้นพบว่า alkalotolerant Bacillus sp. B12 สามารถผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้สูงสุดที่ 0.44 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อ (1) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสจาก alkalotolerant 
Bacillus sp. B12 ให้ได้เพิ่มสูงขึ้น และ (2) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท าให้อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธ์ิบางส่วนและ
ความสามารถในการอยู่ร่วมกันได้กับสารซักล้างทางการค้า โดยท าการศึกษาอาหารและสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต
และการท างานของอัลคาไลน์โปรตีเอส ประกอบด้วยการศึกษาแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน และปริมาณโปตัสเซียมไนเตรท 
ความเหมาะสมของกรด-ด่าง อุณหภูมิ ความเร็วในการเขย่า ประเมินผลผลิตจากอัลคาไลน์โปรตีเอสรวม (CP) ขณะที่
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท าให้อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสทุธ์ิบางส่วนและความสามารถในการอยู่ร่วมกันได้กับสาร
ซักล้างทางการค้า ประกอบด้วยการศึกษาปริมาณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่เหมาะสมต่อการตกตะกอน CP ให้
บริสุทธิ์บางส่วน ความเหมาะสมของกรด-ด่างและอุณหภูมิต่อการท างานและเสถียรภาพของอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธ์ิ
บางส่วน (PPP) ประเมินผลผลิตจาก PPP และความสามารถในการอยู่ร่วมกันได้กับสารซักล้างทางการค้า ท าการตรวจวัด
กิจกรรมของโปรตีเอสเพื่อประเมินผลของการซักล้างต่อเสถียรภาพของ CP และ PPP  

จากผลการศึกษาพบว่าอาหารและสภาวะที่เหมาะสมมากที่สุดในการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสให้ได้เพิ่มสูงขึ้น 
เมื่อเพาะเลี้ยงในส่วนผสมกากถั่วเหลืองร้อยละ 0.5 โปตัสเซียมไนเตรทร้อยละ 0.5 พีเอช 9.0 เขย่าด้วยความเร็ว 200 
รอบต่อนาที บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง โดยเช้ือผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้สูงสุดที่ 0.63 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาก่อนหน้านี้จะพบว่าเช้ือผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้เพิ่มสูงขึ้นจากเดิม 1.4 เท่า 
สภาวะที่เหมาะสมมากที่สุดในการท าให้อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสทุธ์ิบางส่วน โดยการตกตะกอน CP ด้วยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตอิ่มตัวที่ร้อยละ 40-60 จะมีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึ้น 6.9 เท่า พีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานของ PPP อยูใ่นช่วงพีเอช 
8.0 ถึง 11.0 และมีเสถียรภาพต่อพีเอชในช่วง 8.0 ถึง 10.0 นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อใช้เคซีนเป็นสับสเตรท อุณหภูมิที่เหมาะสม
ต่อการท างานของ PPP อยู่ในช่วง 40 ถึง 70 องศาเซลเซียส และมีเสถียรภาพสงูในช่วงอุณหภูมิ 30 ถึง 50 องศาเซลเซยีส 
นาน 1 ช่ัวโมง ขณะที่ความสามารถในการอยู่ร่วมกันได้ของโปรตีเอสกับสารซักล้างทางการค้า พบว่า PPP ท างานได้ดีใน
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สารซักล้างทางการค้าชนิด Baby best, Baby mild, และ Essence ตามล าดับ แต่คงทนต่อสารซักล้างชนิด St’Luke’s 
และ Fineline ได้น้อย ขณะที่ CP ท างานได้ดีในสารซักล้างทางการค้าทั้ง 5 ชนิด คือ Baby best, Baby mild, Essence, 
St’Luke’s และ Fineline ตามล าดับ และมีเสถียรภาพดีต่อสารซักล้างชนิด Baby best ความเข้มข้นร้อยละ 1.0 ถึง 5.0  
Baby mild ร้อยละ 3.0 และ Essence ร้อยละ 1.0 ดังนั้นจึงมีแนวโน้มที่จะน า CP จาก alkalotolerant Bacillus sp. 
B12 ไปใช้เป็นส่วนผสมในสูตรสารซักล้างได้ 
 
 

ค าส าคัญ: Alkalotolerant Bacillus sp., อัลคาไลน์โปรตีเอส, สารซักล้าง, การท าให้โปรตีเอสบริสุทธ์ิบางส่วน 
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Abstract 
 
 

Microorganisms, especially the genus of Bacillus show important roles on the production of 
commercial alkaline protease. Preliminary study revealed that alkalotolerant Bacillus sp. B12 can 
produce alkaline protease with the highest activity at 0.44 Unit/ml. The objects of this this study were 
(1) to investigate the optimal condition to produce alkaline protease by alkalotolerant Bacillus sp. B12 
and (2) to study the effect of saturated ammonium sulfate concentration on partial purification of crude 
alkaline protease (CP), as well as study the compatibilities of CP and partially purified protease (PPP) 
with commercial detergents. Alkaline protease was produced by alkalotolerant Bacillus sp. B12 and the 
optimal parameters, including carbon and nitrogen sources, the amount of potassium nitrate, pH, 
temperature and shaking speed were determined. CP was partial purified by precipitation with various 
concentrations of saturated ammonium sulfate. The optimal pH and temperature of PPP were 
investigated. Moreover, the compatibilities of the alkaline protease (CP and PPP) and commercial 
detergents at 500C for 90 min were determined. 

The results showed that the most suitable medium for the alkaline protease production was 
a mixture of 0.5% soybean meal as carbon source and 0.5% KNO3 as nitrogen source with initial pH 9.0. 
The most suitable condition to produce the highest yield of the alkaline protease was an incubation at 
370C for 24 hr with the agitation at 200 rpm. With that condition, alkalotolerant Bacillus sp. B12 
produced the highest alkaline protease at 0.63 Unit/ml which was a 1.4-fold increase in protease 
activity. The most suitable concentration of saturated ammonium sulfate for partial purification of the 
CP was 40-60% with a 6.9-fold increase in protease purity. The optimal pH and temperature of PPP 
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were pH 8.0 - 11.0 and 40 - 700C, respectively. The highest stability of PPP was at pH 8.0 and 10.0, 300C 
and 500C for 1 hr. For the compatibility of the alkaline proteases and commercial detergents, PPP was 
active in Baby best, Baby mild and Essence detergents but it was not stable in St’Luke’s and Fineline 
detergents. While CP was active in Baby best, Baby mild, Essence, St’Luke’s and Fineline and it was 
highly stable in 1.0 - 5.0% Baby best, 3.0% Baby mild and 1.0% Essence detergents. Therefore, the 
crude alkaline protease from alkalotolerant Bacillus sp. B12 could be a potential candidate as an 
additive in detergent formulations. 
 
 

 Keywords: Alkalotolerant Bacillus sp., Alkaline protease, Detergent, Partial protease purification. 
 
 

หลักการและเหตุผล 
อัลคาไลน์โปรตีเอสเป็นเอนไซม์ที่ผลิตได้มา

จากแหล่งต่างๆ กัน พบได้ทั้งในพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ 
โดยได้มีการน าเอนไซม์โปรตีเอสมาประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมหลายอย่าง ได้แก่ อุตสาหกรรมฟอกหนัง 
เคมี ทอผ้า อาหาร กระดาษ ยา บ าบัดของเสีย สารซัก
ล้าง เป็นต้น โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมสารซักล้าง จะมี
การใช้อัลคาไลน์โปรตีเอสไปก าจัดพวกคราบโปรตีนที่
ติดอยู่บนเนื้อผ้า เช่น น้ านม เลือด และอาหาร เป็นต้น 
ปัจจัยที่พบในการท างานของอัลคาไลน์โปรตีเอสในสาร
ซักล้างมีหลายอย่าง เช่น อุณหภูมิ พีเอช ส่วนผสมของ
สารซักล้าง เป็นต้น ในส่วนของเสถียรภาพของอัล
คาไลน์โปรตีเอสในสารซักล้างถือเป็นสิ่งที่ส าคัญที่
น ามาใช้ในการใช้เป็นส่วนผสมในสารซักล้าง พบว่า
จุลินทรีย์สามารถผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้ในปริมาณ
มากและสกัดได้ง่าย โดยเกือบครึ่งหนึ่งของการผลิตอัล
คาไลน์โปรตีเอสที่ใช้ในทางการค้าจะได้มาจากสายพันธ์ุ 
Bacillus ในประเทศไทยยังมีการผลิตหรือสกัดอัล
คาไลน์โปรติเอสได้ในปริมาณที่น้อย ซึ่งส่วนใหญ่ทาง
โรงงานอตุสาหกรรมจะสั่งซื้อจากต่างประเทศ ท าให้
ประเทศไทยเสียดุลทางการค้าได้  ในส่วนของการ
เลือกใช้วัตถุดิบเพื่อผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสสามารถช่วย
ลดต้นทุนในการผลิตและเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตได้ 
ซึ่งแหล่งวัตถุดิบที่มีการพิจารณาใช้มักเป็นผลพลอยได้

จากการแปรรูปผลิตภัณฑ์ในอุตสาหกรรมอาหารและ
อุตสาหกรรมเกษตร เพราะมีราคาถูก และมีจ านวนมาก
ตลอดเวลา ไม่มีข้อจ ากัดทางฤดูกาล เช่น กากถ่ัวเหลือง
จากอุตสาหกรรมการผลิตน้ ามันพืช ส่วนใหญ่จะใช้เป็น
ส่วนผสมในอาหารสัตว์แต่ยังมีสารอาหารเหลืออยู่มาก
โดยเฉพาะโปรตีนเหลอืร้อยละ 38 (จิตมา แจ่มเมฆ และ
คณะ, 2540) ถ้าสามารถน ากากถั่วเหลืองมาใช้ในการ
ผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสจะก่อให้เกิดมูลค่าเพิ่มและการ
ใช้ประโยชน์สูงสุด 

จากการศึกษาเบื้องต้นของผู้วิจัยก่อนหน้านี้ 
พบ ว่ า  alkalotolerant Bacillus sp. B12 ผ ลิ ต อั ล
คาไลน์โปรตีเอสได้สูงสุดเท่ากับ 0.44 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
เมื่อเพาะเลี้ยงในกากถั่วเหลืองบดร้อยละ 0.5 ในน้ า
กลั่น ปรับพีเอชเป็น 9.0 แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง ซึ่งปริมาณผลผลิตที่ได้ยังไม่
สูงมาก และพบว่าอัลคาไลน์โปรตีเอสรวมมีเสถียรภาพ
ต่อพีเอชและอุณหภูมิกว้าง สามารถทนต่อสารซักล้าง
ทางการค้าหลายชนิดได้ดี (พิมล จ านงค์, 2546)  ดังนั้น
ในงานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นที่จะศึกษาอาหารและสภาวะที่
เ หมาะสมต่อการผลิตอั ล คา ไลน์ โปรตี เ อสจาก 
alkalotolerant Bacillus sp. B12 ให้ ไ ด้ เ พิ่ ม สู งขึ้ น 
และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท าให้อัลคาไลน์โปร
ตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนและความสามารถในการอยู่
ร่วมกันได้กับสารซักล้างทางการค้า ซึ่งผลของการศึกษา
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ในครั้งนี้อาจน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมสารซัก
ล้างได้ในภายหน้า 

วัตถุประสงคใ์นการวิจัย 
1.  เพื่อศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมต่อการ

ผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสจาก alkalotolerant Bacillus 
sp. B12 ให้ได้เพิ่มสูงขึ้น 

2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท าให้อัล
คาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนและความสามารถใน
การอยู่ร่วมกันได้กับสารซักล้างทางการค้า 
 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. ทราบสภาวะและอาหารที่เหมาะสมต่อ

การผลิตอัลคาไลน์ โปรตี เอสจาก alkalotolerant 
Bacillus sp. B12 ใหไ้ด้เพิ่มสูงขึ้น 

2. ทราบสภาวะที่เหมาะสมต่อการท าให้อัล
คาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนด้วยการตกตะกอนโปรตี
เอสด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่เหมาะสมและ
ทราบสภาวะที่เหมาะสมของการท างานที่มีเสถียรภาพ
ต่อพีเอชและอุณหภูมิของอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์
บางส่วนจาก alkalotolerant Bacillus sp. B12 

3. ทราบสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานที่มี
เสถียรภาพของอัลคาไลน์โปรตีเอสรวมและอัลคาไลน์โปรตี
เอสบริสุทธิ์บางส่วนที่ผลิตจาก alkalotolerant Bacillus 
sp. B12 ต่อการน าไปใช้เป็นส่วนผสมในสารซักล้าง 

4.  ได้ข้อมูลพื้นฐานในการน าอัลคาไลน์โปรตี
เอสที่ผลิตจาก alkalotolerant Bacillus sp. B12 ไป
ใช้ในอุตสาหกรรมสารซักล้าง 

5. มีประโยชน์โดยตรงต่ออุตสาหกรรมอาหาร
ที่สามารถน าเอาผลิตผลพลอยได้จากกระบวนการผลิต
มาใช้ประโยชน์ได้อย่างสูงสุด เช่น อุตสาหกรรมการ
ผลิตน้ ามันพืช 
 
 

วิธีการวิจัย 
ตอนที่ 1: การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตอัล
คาไลน์โปรตีเอสจาก Bacillus sp. B12 ให้ได้เพ่ิมสูงขึ้น 

1. การศึกษาอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตอัล
คาไลน์โปรตีเอส 

1.1 การศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม 
เพาะ เลี้ ย ง  alkalotolerant Bacillus 

sp. B12 ในสูตรอาหารเหลวกากถั่วเหลืองบดร้อยละ 
0.5 ที่มีส่วนผสมของแหล่งคาร์บอนต่างกันคือ ร้อยละ 
0.5 ของกลูโคส มอลโตส ฟรุคโตส แลคโตส ซูโครส 
และแป้งที่ละลายในน้ า แล้วปรับพีเอชเป็น 9.0 ด้วย 
10% Na2CO3 บ่มในตู้ เพาะเลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาที 
นาน 24 ช่ัวโมง ปั่นแยกเซลล์ออกด้วยความเรว็ 12,000 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
แล้วน าส่วนใสมาตรวจวัดกิจกรรมของอัลคาไลน์โปรตีเอส 

1.2 การศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม 
เพาะ เลี้ ย ง  alkalotolerant Bacillus 

sp. B12 ในสูตรอาหารเหลวกากถั่วเหลืองบดร้อยละ 
0.5 ที่มีส่วนผสมของแหล่งไนโตรเจนต่างกันคือ ร้อยละ 
0.5 ของเคซีน เจลาติน ยีสต์สกัด เนื้อสกัด เปปโตน 
แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด์ โซเดียมไนเต
รท โปตัสเซียมไนเตรท โซเดียมไนเตรท และยูเรีย น าไป
บ่มและปั่นแยกเซลล์ตามสภาวะในข้อ 1.1 แล้วน าส่วน
ใสมาตรวจวัดกิจกรรมของอัลคาไลน์โปรตีเอส 

1.3 การศึกษาปริมาณโปตัสเซียมไนเตรทที่
เหมาะสม 

เพาะ เลี้ ย ง  alkalotolerant Bacillus 
sp. B12 ในสูตรอาหารเหลวกากถั่วเหลืองบดร้อยละ 
0.5 ที่มีส่วนผสมของโปตัสเซียมไนเตรทต่างกันคือ ร้อย
ละ 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0 และ 5.0 น าไป
บ่มและปั่นแยกเซลล์ตามสภาวะในข้อ 1.1 แล้วน าส่วน
ใสมาตรวจวัดกิจกรรมของอัลคาไลน์โปรตีเอส 
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2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตอัล
คาไลน์โปรตีเอส 

2 .1  การศึ กษาความ เป็ นก รด - ด่ า งที่
เหมาะสม 

เ พ า ะ เ ลี้ ย ง  alkalotolerant Bacillus 
sp. B12 ในสูตรอาหารเหลวเหลวกากถ่ัวเหลืองบดร้อย
ละ 0.5 ที่มีส่วนผสมของโปตัสเซียมไนเตรทร้อยละ 0.5 
ปรับพีเอชต่างกัน คือ 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 และ 
12.0 ด้วย 10% Na2CO3 น าไปบ่มและปั่นแยกเซลล์
ตามสภาวะในข้อ 1.1  แล้วน าส่วนใสมาตรวจวัด
กิจกรรมของอัลคาไลน์โปรตีเอส 

2.2 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
เพาะเลี้ยง alkalotolerant Bacillus sp. 

B12 ในสูตรอาหารเหลวกากถ่ัวเหลืองบดร้อยละ 0.5 ที่
มีส่วนผสมของโปตัสเซียมไนเตรทร้อยละ 0.5 ปรับพี
เอชเป็น 9.0 บ่มที่อุณหภูมิต่างกันคือ 25, 30, 37 และ 
45 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาที 
นาน 24 ช่ัวโมง น าไปปั่นแยกเซลล์ตามสภาวะในข้อ 
1.1 แล้วน าส่วนใสมาตรวจวัดกิจกรรมของอัลคาไลน์
โปรตีเอส 

2 .3  การศึกษาความเ ร็วในการเขย่าที่
เหมาะสม  

เพาะ เลี้ ย ง  alkalotolerant Bacillus 
sp. B12 ในสูตรอาหารเหลวกากถั่วเหลืองบดร้อยละ 
0.5 ที่มีส่วนผสมของโปตัสเซียมไนเตรทร้อยละ 0.5 
ปรับพีเอชเป็น 9.0 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขย่าด้วยความเร็วต่างกันคือ 100, 150, 200, 250 และ 
300 รอบต่อนาที น าไปปั่นแยกเซลล์ตามสภาวะในข้อ 
1.1 แล้วน าส่วนใสมาตรวจวัดกิจกรรมของอัลคาไลน์
โปรตีเอส 
ตอนที่ 2: การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท า
ให้ อั ล คา ไลน์ โป ร ตี เ อสบ ริสุ ทธิ์ บ า งส่ วนแล ะ
ความสามารถในการอยู่ ร่วมกันได้กับสารซักล้าง
ทางการค้า 

1. การศึกษาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่
เหมาะสมต่อการตกตะกอนอัลคาไลน์โปรตีเอส 

น าน้ าเพาะเลี้ยงเช้ือที่ผลิต alkalotolerant 
Bacillus sp. B12 หลังจากเพาะเลี้ยงในอาหารและ
สภาวะที่เหมาะสมในตอนที่ 1 มาปั่นแยกเซลล์ออก 
แล้วน าสารละลายส่วนใสด าเนินการทดลอง ดังนี้ 

ก . เ ติ ม ผ ง แ อ ม โ ม เ นี ย ม ซั ล เ ฟ ต ที่
บดละเอียดลงในอัลคาไลน์โปรตีเอสรวม อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส กวนอย่างต่อเนื่องจนอิ่มตัวมีความ
เข้มข้นร้อยละ 20 หลังจากนั้นกวนทิ้งไว้ค้างคืน น าไป
ปั่นแยกเก็บตะกอนที่เกิดขึ้น แล้วละลายตะกอนด้วย 
Tris-HCl บัฟเฟอร ์พีเอช 8.0 หลังจากนั้นน าไปไดอะไล
ซีสใน Tris-HCl บัฟเฟอร์ พีเอช 8.0 แล้วน าสารละลาย
เอนไซม์ไปวัดปริมาตร ปริมาณโปรตีน และกิจกรรม
ของอัลคาไลน์โปรตีเอส  

ข.  น าสารละลายส่วนใสจากข้อ ก . มา
เติมผงแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความเข้มข้นอิ่มตัวร้อยละ 40  
แล้วท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1 ก. 

ค.  น าสารละลายส่วนใสจากข้อ ข . มา
เติมผงแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความเข้มข้นอิ่มตัวร้อยละ 60  
แล้วท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1 ก. 

ง.  น าสารละลายสว่นใสจากข้อ ค. มาเตมิ
ผงแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีมีความเข้มข้นอ่ิมตัวร้อยละ 80  
แล้วท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1 ก. 

2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างาน
และเสถียรภาพของอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์
บางส่วน 

2 .1 การศึ กษาความ เป็ นก รด - ด่ า งที่
เหมาะสม 
แช่อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนโดย

ใช้สับสเตรทเป็นเคซีนร้อยละ 0.5 ละลายในบัฟเฟอร์
ชนิดต่างๆ ที่พี เอช 6.0-7.0 (sodium phosphate), 
7.0-9.0 (Tris-HCl), 9.0-10.0 (sodium carbonate-
bicarbonate) และ 10.0-12.0 (Na2HPO4/NaOH) ที่
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อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง แล้วตรวจวดั
กิจกรรมของอัลคาไลน์โปรตีเอส 

2.2 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
แช่อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนใน

โซเดียมคาร์บอเนต-ไบคาร์บอเนตบัฟเฟอร์พีเอช 10.0 
ที่อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ช่ัวโมง แล้วตรวจวัดกิจกรรมของอัลคาไลน์โปรตีเอส  

3. การศึกษาความสามารถในการอยู่ร่วมกันได้
ของอัลคาไลน์โปรตีเอสกับสารซักล้างทางการค้า  

น าอัลคาไลน์โปรตีเอสรวมและอัลคาไลน์โปรตี
เอสบริสุทธิ์บางส่วนเติมลงในสารซักล้างชนิดน้ าความ
เข้มข้นร้อยละ 1.0 (v/v) ได้แก่ เบบี้มายด์ เบบี้เบสท์ 
เอสเซนส์ เซนลุกซ์ และไฟน์ไลน์ แช่ไว้ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1 ช่ัวโมง แล้วตรวจวัด
กิจกรรมของอัลคาไลน์โปรตีเอส 

การตรวจวัดกิจกรรมของอัลคาไลน์โปรตีเอส  
ใช้วิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Anson, 

1938 โดยเติมอัลคาไลน์โปรตีเอส 0.25 มิลลิลิตร ลง
ในเคซีนร้อยละ 0.5 ที่ละลายในคาร์บอเนต -ไบ
คาร์บอเนตบัฟเฟอร์พีเอช 10.0 จ านวน 1.25 มิลลิลิตร 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 
10 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลาย 0.4 โม
ลาร์ กรดไทรคลอโรอะซีตกิ จ านวน 1.25 มิลลิลิตร แล้ว
เขย่าผสมให้เข้ากัน น าไปแยกตะกอนโดยการปั่นด้วย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 10 นาที 
แล้วจึงน าสารละลายส่วนใสไปวัดค่าการดูดกลืนแสง
เพื่อหาปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดขึ้น 

โดยก าหนดให้ 1 หน่วยของอัลคาไลน์โปรตี
เอส หมายถึงปริมาณอัลคาไลน์โปรตีเอสที่สามารถย่อย
สลายเคซีนร้อยละ 0.5 ให้กลายเป็นไทโรซีน 1 ไมโคร
โมล ที่พีเอช 10.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ภายใน
ระยะเวลา 1 นาที 
 
 

ผลและอภิปรายผลการวิจัย 
ตอนที่ 1: การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตอัล
คาไลน์โปรตีเอสจาก Bacillus sp. B12 ให้ได้เพ่ิม
สูงขึ้น 

1. การศึกษาอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตอัล
คาไลน์โปรตีเอส 

1.1 การศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม 
เมื่ อ เพาะเลี้ยง  Bacillus sp. B12 ใน

อาหารเหลวกากถ่ัวเหลืองบดร้อยละ 0.5 ที่เติมคาร์บอน
ชนิดต่างๆ แล้วปรับพีเอชเริ่มต้นเป็น 9.0 เพาะเลี้ยงไว้
นาน 24 ช่ัวโมง พบว่ากากถั่วเหลืองบดร้อยละ 0.5 ที่ไม่
เติมคาร์บอนเพิ่มเป็นแหล่งที่เหมาะสมที่สุดในการผลิต
โปรตีเอสเนื่องจากมีกิจกรรมของโปรตีเอสสูงสุด (0.55 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร)  ในขณะที่เพาะเลี้ยงในกากถั่วเหลือง
บดร้อยละ 0.5 ที่ผสมด้วยร้อยละ 0.5 ของแลคโตส 
มอลโทส และแป้งที่ละลายในน้ า สามารถผลิตโปรตีเอส
ได้สูงขึ้นมากกว่า 0.40 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ  
ส่วนกากถ่ัวเหลืองบดร้อยละ 0.5 ที่ผสมด้วยร้อยละ 0.5 
ของกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส ตามล าดับ พบว่าเช้ือ
ผลิตโปรตีเอสออกมาได้น้อยมาก  ดังแสดงในรูปที่ 1 
อาจเป็นไปได้ว่าในการศึกษาในครั้งนี้ กลูโคส ฟรุกโตส 
และซูโครส ไปกดดันการสร้างอัลคาไลน์โปรตีเอส จึงท า
ให้มีการผลิตเอนไซม์ออกมาได้น้อยมาก ซึ่งจากรายงาน
ของ Özçelik และคณะ (2014) พบว่าเช้ือ Bacillus 
pumilus D3 ผลิตโปรตีเอสได้น้อยที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยง
ในซูโครส Joo และคณะ (2002) พบว่าเช้ือ Bacillus 
horikoshii ผลิตโปรตีเอสลดลงเมื่อเลี้ยงในอาหารที่
มีกลูโกสและแลคโตส Joo และคณะ (2004) พบว่า 
Bacillus sp. (Perriserrula leucophryna) ที่เลี้ยงใน
อาหารที่มีกลูโคสจะไปกดดันการสร้างโปรตีเอส ดังนั้น
ในการทดลองต่อไปจึงใช้กากถั่วเหลืองบดร้อยละ 0.5 
เป็นอาหารเพาะเลี้ยงเช้ือเนื่องจากมีกิจกรรมของโปรตี
เอสสูงสุด ซึ่ งจากการศึกษาของ Patel และคณะ 
(2019) พบว่า Bacillus subtilis AU-2 strain ผลิตอัล
คาไลน์โปรตีเอสได้สูงขึ้นเมื่อเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารทีม่ี

https://www.tandfonline.com/author/%C3%96z%C3%A7elik%2C+Bur%C3%A7in
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กากถั่วเหลือง  โปตัสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และ
แคลเซียมคลอไรด์ ที่พีเอช 7.0 อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง Joo และ Chang (2005), 
Joo และคณะ (2002), Banerjee และคณะ (1999) 
พบว่าเช้ือผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้สูงเมื่อเพาะเลี้ยงใน
อาหารที่มีส่วนผสมของกากถั่วเหลืองร้อยละ 1.0 ถึง 
1.5  

 

 
รูปที่ 1 ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตโปรตีเอสของ 

Bacillus sp. B12 โดยที่ SB: ถั่วเหลืองบด, G: 

กลูโคส, M: มอลโทส, F: ฟรุกโตส, L: แลคโตส, 

S: ซูโครส และ SS: แป้งที่ละลายในน้ า 

 
 

1.2 การศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม 
เมื่อเพาะเลี้ยง Bacillus sp. B12 ในอาหาร

เหลวกากถ่ัวเหลืองบดร้อยละ 0.5 ที่เติมไนโตรเจนชนิด
ต่างๆ แล้วปรับพีเอชเริ่มต้นเป็น 9.0 เพาะเลี้ยงไว้นาน 24 
ช่ัวโมง พบว่าเช้ือสามารถผลิตโปรตีเอสได้สูงขึ้นเมื่อ
เพาะเลี้ยงในกากถั่วเหลืองร้อยละ 0.5 ที่ผสมด้วยเนื้อสกัด 
แอมโมเนียมซัลเฟต ยูเรีย แอมโมเนียมคลอไรด์ เจลาติน 
โซเดียมไนเตรท และโปตัสเซียมไนเตรท ร้อยละ 0.5 
ตามล าดับ จะเหลือกิจกรรมของโปรตีเอสมากกว่า 0.59 ยู
นิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงในกาก
ถั่วเหลืองบดร้อยละ 0.5 เพียงอย่างเดียว และพบว่ากาก
ถั่วเหลืองที่ผสมด้วยโปตัสเซียมไนเตรทร้อยละ 0.5 เป็น
แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตโปรตีเอสเนื่อง

จากมีกิจกรรมของโปรตีเอสสูงสุด (0.63 ยูนิตต่อมิลลิลิตร)  
ส่วนกากถั่วเหลืองที่ผสมด้วยยีสต์สกัด เปปโตน และเคซีน 
ร้อยละ 0.5 พบว่าผลิตโปรตีเอสได้น้อยกว่าการเพาะเลี้ยง
ในกากถ่ัวเหลืองร้อยละ 0.5 เพียงอย่างเดียว (น้อยกว่า 
0.46 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ดังแสดงในรูปท่ี 2 ดังนั้นในการ
ทดลองต่อไปจึงใช้กากถั่วเหลืองบดร้อยละ 0.5 ที่ผสมด้วย
โปตัสเซียมไนเตรทร้อยละ 0.5 เป็นอาหารเพาะเลี้ยงเช้ือ 
ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการศึกษาของ Joo และ Chang 
(2005) ที่พบว่า alkalophilic Bacillus sp. I-312 ผลิตอัล
คาไลน์โปรตีเอสได้น้อยเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีเคซีน 
และเปปโตน แต่จากรายงานการศึกษาของ Beg และ 
Gupta (2003), Joo และคณะ (2002) และ Ferrero และ
คณะ (1996) พบว่ า เมื่ อ เพาะ เลี้ ย ง เ ช้ื อ  Bacillus 
mojavensis,Bacillus horikoshii แ ล ะ  Bacillus 
licheniformis MIR 29 โดยใช้เคซีนเป็นแหล่งไนโตรเจนจะ
ช่วยส่งเสริมการผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอส 

 
 

 
รูปที่ 2 ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตโปรตีเอสของ 

Bacillus sp. B12 โดยที่ SB: ถั่วเหลืองบด, C: 
เคซีน, G: เจลาติน, Y: ยีสต์สกัด, M: เนื้อสกัด, 
P: เปปโตน , AS: แอมโมเนียมซัลเฟต , AC: 
แอมโมเนียมคลอไรด์, PN: โปตัสเซียมไนเตรท, 
SN: โซเดียมไนเตรท 
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1.3 การศึกษาปริมาณโปตัสเซียมไนเตรทที่
เหมาะสม 

เมื่อเพาะเลี้ยง Bacillus sp. B12 ในกากถั่ว
เหลืองบดร้อยละ 0.5 ที่เติมโปตัสเซียมไนเตรทร้อยละ 0.0, 
0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0 และ 5.0 ปรับค่าพีเอชเป็น 
9.0 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง พบว่า
เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของโปตัสเซียมไนเตรทจนถึงร้อยละ 
1.0 เช้ือสามารถผลติโปรตเีอสไดสู้งสดุเท่ากับ 0.48 ยูนิตตอ่
มิลลิลิตร แต่เมื่อเพิ่มปริมาณโปตัสเซียมไนเตรทสูงกว่าร้อย
ละ 1.0 พบว่าการผลิตโปรตีเอสลดลงตามล าดบั  และพบวา่
การเติมโปตัสเซียมไนเตรทร้อยละ 0.5 ให้ผลผลิตใกล้เคียง
กับการเติมในอัตราส่วนร้อยละ 1.0 ดังนั้นในการทดลอง
ต่อไปจึงใช้กากถั่ วเหลืองบดร้อยละ 0.5 ที่ผสมด้วย
โปตัสเซียมไนเตรทร้อยละ 0.5 เป็นอาหารเพาะเลี้ยงเช้ือ
เนื่องจากมีกิจกรรมของโปรตีเอสสูงสุด ดังแสดงในรูปที่ 3 
ซึ่งจากการศึกษาของ Oskouie และคณะ (2008) พบว่าเช้ือ 
Bacillus clausii สามารถผลิดตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้ดีเมื่อ
เพาะเลี้ยงในโปตัสเซียมไนเตรทร้อยละ 0.52 ซูโครสร้อยละ 
0.11  และยีสต์สกัดร้อยละ 0.5  ส่วนกฤษณา โพธิสารัตนะ 
(2535) พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยง Bacillus sp. B-2 ในอาหาร
เหลวที่มีส่วนประกอบของโปตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต
ร้อยละ 0.1, กลูโคสร้อยละ 3.0 และกากถั่วเหลืองร้อยละ 
3.0 สามารถผลิตโปรตีเอสได้สูงสุด 

 

 
รูปที่ 3 ผลของปริมาณโปตัสเซียมไนเตรทต่อการผลิต

โปรตีเอสของ Bacillus sp. B12 

2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตอัล
คาไลน์โปรตีเอส 

2.1 การศึกษาความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสม 
เมื่ อ เพาะเลี้ยง  Bacillus sp. B12 ใน

อาหารเหลวกากถั่วเหลืองบดร้อยละ 0.5 ที่ผสมด้วย
โปตัสเซียมไนเตรทร้อยละ 0.5 ปรับค่าพีเอชเริ่มต้นให้
อยู่ในช่วง 7.0 ถึง 12.0  โดยใช้เชื้อเริ่มต้นประมาณ 4.5 
X 106 CFU/ml เพาะเลี้ยงไว้เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบว่า
เช้ือสามารถเจริญและผลิตโปรตีเอสได้ดีในช่วงค่าพีเอช 
7.0 ถึง 10.0 โดยมีกิจกรรมของโปรตีเอสมากกว่า 0.40 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร และที่พีเอช 9.0 มีกิจกรรมของโปรตี
เอสสูงสุด (0.44 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) และกิจกรรมจ าเพะ
สูงสุด  และเมื่อเพาะเลี้ยงเช้ือที่ค่าพีเอชเริ่มต้นตั้งแต่ 
11.0 เช้ือไม่สามารถผลิตโปรตีเอสออกมาได้ ซึ่งการที่
เช้ือ Bacillus sp. B12 ไม่สามารถเจริญและผลิตโปรตี
เอสที่สภาวะเป็นด่างสูงแต่เจริญและผลิตโปรตีเอสได้ใน
ด่างอ่อนเป็นการยืนยันให้เห็นว่าเช้ือชนิดนี้เป็นพวก 
alkalotolerant ดังนั้นในการทดลองต่อไปจึงเลือกปรับ
ค่าพีเอชเริ่มต้นในอาหารเพาะเลี้ยงเช้ือเท่ากับ  9.0 
เนื่องจากมีกิจกรรมจ าเพาะสูงสุด และไม่สิ้นเปลือง
โซ เดี ยมคาร์ บอ เนต เมื่ อน า ไปผลิ ต ใ ช้ ในระดั บ
อุตสาหกรรม ดังแสดงในตารางที่ 1 ซึ่งสอดคล้องกับ
การทบทวนเอกสารของ Sharma และคณะ (2019) ที่
พบว่าเช้ือแบคทีเรียส่วนใหญ่ผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอ
สได้ดีเมื่อเพาะเลี้ยงในช่วงพีเอชระหว่าง 8.0 ถึง 10.0 
แต่มีรายงานนอ้ยมากท่ีเชื้อสามารถผลิตอัลคาไลน์โปรตี
เอสได้ที่พีเอชเริ่มต้น 11.0  Gomaa  พบว่า Bacillus 
pumilus ATCC 7061 ผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้ดีที่พี
เอช 9.0 อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  Asha และ 
Palaniswamy (2018) พบว่ า  Bacillus cereus FT1 
ผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้สูงที่พีเอช 9.5 อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 1 ผลของพีเอชต่อการผลิตอัลคาไลน์
โปรตีเอสของ Bacillus sp. B12 

หมายเหตุ: เป็นกิจกรรมและจ านวนเซลล์ที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงนาน 24 ช่ัวโมง 

 
 

2.2 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
เมื่อเพาะเลี้ยง Bacillus sp. B12 ในกาก

ถั่วเหลืองบดร้อยละ 0.5 ที่ผสมด้วยโปตัสเซียมไนเตรท
ร้อยละ 0.5 ปรับพีเอชเป็น 9.0 ที่อุณหภูมิ 25.0, 30.0, 
37.0 และ 45.0 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง พบว่า
เมื่ อ เพาะ เลี้ ย งที่ อุณหภูมิ  25.0 และ 30.0 องศา
เซลเซียส เช้ือสามารถผลิตโปรตีเอสออกมาได้น้อย 
(ประมาณ 0.11 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ขณะที่เพาะเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 37.0 และ 45.0 องศาเซลเซียส เชื้อผลิตโปรตี
เอสได้สูง โดยที่อุณหภูมิ 37.0 องศาเซลเซียส เช้ือผลิต
โปรตีเอสได้สูงสุดเท่ากับ 0.53 ยูนิตต่อมิลลิลิตร อาจ
เนื่องจากที่อุณหภูมิสูงกว่า 37 องศาเซลเซียส เช้ือ
สามารถเจริญได้ดีจึงผลิตโปรตีเอสได้สูง ส่วนการ
เพาะเลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบว่าการ
ผลิตโปรตีเอสค่อยๆ ลดลง (0.51 ยูนิตต่อมิลลิลิตร)  
ดังนั้นในการทดลองต่อไปจึงเพาะเลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิ 
37.0 องศาเซลเซียส เนื่องจากมีกิจกรรมของโปรตีเอ
สสูงสุด ดังแสดงในรูปที่ 4 ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ 
Verma แ ล ะ  Pandey (2019) พ บ ว่ า  halophilic 
bacterium Citricoccus sp. สามารถผลิตอัลคาไลน์

โปรตีเอสได้สูงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  Joo และ 
Chang (2005) พ บ ว่ า  alkalophilic Bacillus sp. I-
312 ผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้สูงเมื่อเพาะเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส สุดารัตน์ ดุลสวัสดิ์ และสิ
รอร กิจธ ารงวรกุล (2540) พบว่า Bacillus sp. B6 
ผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอสได้สูงเมื่อเพาะเลี้ยงในกากถั่ว
เหลืองบด บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 

 
รูปที่ 4 ผลของอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงต่อการผลติโปร

ตีเอสของ Bacillus sp. B12 
 
 

2.3 การศึกษาความเร็วในการเขย่าที่เหมาะสม  
เมื่อเพาะเลี้ยง Bacillus sp. B12 ในกาก

ถั่วเหลืองบดร้อยละ 0.5 ที่ผสมด้วยโปตัสเซียมไนเตรท
ร้อยละ 0.5 ปรับพีเอชเป็น 9.0 ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 0, 100, 150, 200, 250 
และ 300 รอบต่อนาที นาน 24 ช่ัวโมง  พบว่าเมื่อเพิ่ม
ความเร็วในการเขย่าอาหารจนถึง 200 รอบต่อนาที 
เช้ือสามารถผลิตโปรตีเอสได้สูงขึ้นตามล าดับ โดยเมื่อ
เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เช้ือผลิตโปรตีเอส
ได้สูงสุดเท่ากับ 0.62 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในรูปที่ 
5 อาจเนื่องจาก Bacillus sp. B12 เป็นเช้ือที่ต้องการ
อากาศในการเจริญ ซึ่งปริมาณออกซิเจนที่เหมาะสมท า
ให้เช้ือเจริญได้ง่ายจึงกระตุ้นการผลิตโปรตีเอสได้ดี ส่วน
เมื่อเขย่าด้วยความเร็วมากกว่า 200 รอบต่อนาที พบว่า
เช้ือยังสามารถผลิตโปรตีเอสได้สูงเท่ากับที่เขย่าด้วย
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จ านวนเซลล์ 
(CFU/ml) 

กิจกรรมจ าเพาะ  
(Unit/CFUx1012) 

7.0 0.40 6.80 x1010  5.81 
8.0 0.43 7.10 x1010  6.09 

9.0 0.44 7.00 x1010  6.34 
10.0 0.44 8.00 x1010  5.50 
11.0 0.00 5.00 x106 0.00 
12.0 0.00 4.50 x106 0.00 
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ความเร็ว 200 รอบต่อนาที อาจเนื่องจากมีออกซิเจน
เหมาะสมที่เพียงพอต่อการเจริญเพื่อกระตุ้นการผลิต
โปรตีเอสได้ดีแล้ว ในการทดลองต่อไปจึงเพาะเลี้ยงเชื้อ
โดยการเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เนื่องจาก
เริ่มมีกิจกรรมของโปรตีเอสสูงสุด ซึ่งจากการศึกษาของ 
Kumar (2002) ร า ย ง า น ว่ า  alkaliphilic Bacillus 
pumilus MK6-5 ผลิตอัลคาไลน์เซรีนโปรตีเอสชนิดทน
ต่อความร้อนได้ดีเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีพีเอช 9.6 
กวนด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาที 

 

 
รูปที่ 5 ผลของความเร็วในการเขย่าต่อการผลิตโปรตี

เอสของ Bacillus sp. B12 
 

ตอนที่ 2: การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท าให้อัล
คาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนและความสามารถในการ
อยู่ร่วมกันได้กับสารซักล้างทางการค้า 

1. การศึกษาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่
เหมาะสมต่อการตกตะกอนอัลคาไลน์โปรตีเอส 

เมื่อน าอัลคาไลน์โปรตีเอสรวมไปตกตะกอน
ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวร้อยละ 0-20, 20-40, 
40-60 และ 60-80  พบว่าสามารถตกตะกอนเอนไซม์
โปรตีเอสออกมาได้ทุกความเข้มข้นของแอมโมเนียม
ซัลเฟต โดยมีกิจกรรมจ าเพาะเท่ากับ 0.64, 0.26, 0.97 
และ 0.69 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดับ ดังแสดง
ในตารางที่ 2 จะเห็นว่าเมื่อตกตะกอนเอนไซม์ด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวร้อยละ 40-60 มีค่ากิจกรรม
จ าเพาะสูงสุด (0.97 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และท าให้โปรตี
เอสมีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึ้น 6.9 เท่า ในการทดลองต่อไป
จึงเลือกตกตะกอนโปรตีเอสด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
อิ่ ม ตั ว ร้ อ ย ล ะ  40-60  ซึ่ ง จ า ก ร า ย ง า น ข อ ง 
Sathishkumar และคณะ (2015) พบว่าอัลคาไลน์โปร
ตีเอสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis GA CAS8 สามารถ
ตกตะกอนเมื่อใช้เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตร้อยละ 80 
ท าให้มีความบริสุทฺธิ์เพิ่มขึ้น 5.41 เท่า  Moreira และ
คณะ (2003) พบว่าว่าอัลคาไลน์โปรตีเอสที่ผลิตจาก 
Nocardiopsis sp. สามารถตกตะกอนเอนไซม์ออกมา
ได้ทุกความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต โดยที่
ความอิ่มตัวของแอมโมเนียมซัลเฟตร้อยละ 0-20 ท าให้
โปรตีเอสมีความบริสุทธ์ิเพิ่มสูงขึ้น 2.6 เท่า 

 
 

ตารางที่ 2 ผลของการตกตะกอนโปรตีเอสด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความอ่ิมตัวต่างกัน 
ความอ่ิมตัว 
(เปอร์เซนต์) 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
(มิลลิกรัม) 

กิจกรรมของโปรตเีอสทั้งหมด 
(ยูนิต) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

ผลผลิตของกิจกรรม 
(เปอร์เซนต์) 

ความบริสุทธิ ์
(เท่า) 

CP 3448.58 509.06 0.15 100.00 1.05 

0-20 7.08 4.55 0.64 0.89 4.59 
20-40 35.88 9.30 0.26 1.83 1.85 
40-60 91.29 88.24 0.97 17.33 6.90 
60-80 147.62 102.28 0.69 20.09 4.95 

หมายเหตุ: CP หมายถึงอัลคาไลนโ์ปรตเีอสรวม 
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2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างาน
และเสถียรภาพของอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์
บางส่วน 

2 .1 การศึ กษาความ เป็ นก รด - ด่ า งที่
เหมาะสม 

อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วน
สามารถท างานได้ดีในช่วงพีเอช 7.0 ถึง 11.0 โดย
ในช่วงพีเอช 9.0 ถึง 11.0 เหลือกิจกรรมของโปรตีเอ
สมากกว่าร้อยละ 92 ในขณะที่มีเสถียรภาพต่อพีเอชได้
ดีในช่วง 8.0 ถึง 10.0 โดยเหลือกิจกรรมของโปรตีเอ
สมากกว่าร้อยละ 90 ส่วนที่พีเอชสูงกว่า 11.0 เหลือ
กิจกรรมของโปรตีเอสน้อยมาก ดังแสดงในรูปที่ 6 

 
รูปที่ 6 ผลของพีเอชต่อการท างานและเสถียรภาพ

ของอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนที่ผลิต

จาก Bacillus sp. B12 หลังจากแช่เอนไซม์ที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
 

2.2 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วน

สามารถท างานได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 40 ถึง 80 องศา
เซลเซียส โดยในช่วงอุณหภูมิ 40 ถึง 70 เหลือกิจกรรม
ของโปรตีเอสมากกว่าร้อยละ 87 ในขณะที่เอนไซม์มี
เสถียรภาพต่ออุณหภูมิในช่วง 30 ถึง 50 องศาเซลเซยีส 
โดยเหลือกิจกรรมของโปรตเีอสมากกว่ารอ้ยละ 60 และ

พบว่าโปรตีเอสที่ผลิตจากเช้ือชนิดนี้ไม่สามารถทนต่อ
อุณหภูมิที่สูงกว่า 60 องศาเซลเซียสได้ ดังแสดงในรูปที่ 
7 ส าหรับสาเหตุที่เอนไซม์สามารถท างานได้ที่อุณหภูมิ
สูงกว่า 60 องศาเซลเซียส ขณะที่เสถียรภาพที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียสต่ ามากนั้นน่าจะมีสาเหตุมาจากใน
การตรวจสอบการท างานของเอนไซม์นั้นอยู่ร่วมกับ
สับสเตรท ซึ่งสับสเตรทจะช่วยเพิ่มเสถียรภาพของ
เอนไซม์ (Ratanakhanokchai และคณะ, 1992)  ส่วน
ในกรณีของการศึกษาเสถียรภาพของเอนไซม์ เอนไซม์
อยู่ร่วมกับบัฟเฟอร์เท่านั้น จึงท าให้ทนต่ออุณหภูมิได้
น้อยกว่า นอกจากน้ีการตรวจวัดการท างานของเอนไซม์
ใช้เวลาเพียง 10 นาที เท่านั้น ส่วนการศึกษาเสถียรภาพ
ของเอนไซม์ใช้เวลา 60 นาที 
 

 
รูปที่ 7 ผลของอุณหภูมิต่อการท างานและเสถียรภาพ

ของอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนที่ผลิต
จากเช้ือ Bacillus sp. B12 หลังจากแช่เอนไซม์ 
นาน 1 ช่ัวโมง 

 

จากผลการทดลองในข้อ 2 แสดงให้เห็นว่าอัล
คาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนที่ผลิตจาก Bacillus 
sp. B12 สามารถท างานได้ดีในช่วงกว้าง มีเสถียรภาพ
ต่อพีเอชได้ดีในช่วง 8.0 ถึง 10.0 และท างานได้ดีที่
อุณหภูมิสูง และมีเสถียรภาพดีในช่วงอุณหภูมิ 30 ถึง 
50 องศาเซลเซียส ซึ่งจากรายงานของ Rekik และคณะ 
(2019) พบว่าอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์ที่ผลิตจาก 
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Bacillus safensis strain RH12 สามารถท างานได้ดี
ในช่วงพีเอชและอุณหภูมิกว้าง และมีเสถียรภาพดีที่พี
เอช 11.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  Lakshmi 
และคณะ (2018) พบว่าอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์
บางส่วนท่ีผลิตจาก Bacillus cereus strain S8 ท างาน
ได้ดีที่พีเอช 10.0 และอุณหภฺมิ 70 องศาเซลเซียส  
Kumar และ Takagi (1999) พบว่าอัลคาไลน์โปรตีเอ
สจาก Bacillus spp. ส่วนใหญ่ท างานได้ดีที่พีเอชอยู่
ในช่วง 9.0 ถึง 11.0 และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
ท างานอยู่ในช่วง 50 ถึง 70 องศาเซลเซียส  การที่อัล
คาไลน์โปรตีเอสที่ผลิตจาก Bacillus sp. B12 มีพีเอช
และอุณหภูมิที่ เหมาะสมในการท างานสูง ท าให้มี
แนวโน้มที่น่าจะน าโปรตีเอสชนิดนี้มาใช้เป็นส่วนผสม
ของผงซักฟอก ซึ่งมักต้องท างานที่สภาวะเป็นด่าง
ประมาณ 8.0 ถึง 12.0 และอุณหภูมิน้อยกว่า 40 องศา
เซลเซียส ภายในเวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง 

3. การศึกษาความสามารถในการอยู่ร่วมกันได้
ของอัลคาไลน์โปรตีเอสกับสารซักล้างทางการค้า  

ภายหลังจากเติมอัลคาไลน์โปรตีเอสรวม
และอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนที่ผลิตจาก 
Bacillus sp. B12 ลงในสารซักล้าง 5 ชนิด คือ Baby 
best, Baby mild, Essence, St’Luke’s แ ล ะ 
Fineline แล้วตรวจสอบกิจกรรมที่เหลือของโปรตีเอส 
พบว่าอัลคาไลน์โปรตีเอสรวมยังคงสามารถท างานได้สูง
ในสารซักล้างทั้งหมด โดยเหลือกิจกรรมมากกว่าร้อยละ 
89 โดยเอนไซม์สามารถท างานได้ดีที่สุดในสารซักล้าง
ทางการค้าชนิด Baby best เหลือกิจกรรมร้อยละ 99.5 
ในขณะทีอ่ัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธ์ิบางส่วนที่เติมลงใน
สารซักล้างชนิด Baby best ,  Baby mild และ 
Essence เหลือกิจกรรมมากกว่าร้อยละ 60  ส่วนอัล
คาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนที่เติมลงในสารซักล้าง
ชนิด St’Luke’s และ Fineline เหลือกิจกรรมร้อยละ 
25 และ 37 ตามล าดับ ซึ่งการทีอ่ัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์
บางส่วนทนต่อสารซักล้างได้น้อยชนิดกว่าอัลคาไลน์

โ ป ร ต ีเ อ ส รวมอาจมีสา เหตุมาจากอิทธิพลของ
ส่วนประกอบท่ีผสมอยู่ในสารซักล้างทั้งห้าชนิดนั้น หรือ
มีโปรตีเอสอื่นที่ร่วมกันท างานในอัลคาไลน์โปรตีเอสรวม
ถูกแยกออกบางส่วนจึงท าให้เอนไซม์มีเสถียรภาพลดลง 
ดังแสดงในรูปที่ 8 
 

 
รูปที่ 8 ผลของสารซักล้างต่อเสถียรภาพของโปรตีเอ

สรวมและโปรตีเอสบริสุทธ์ิบางส่วน หลังจากแช่
ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 

 

สรุปผลการวิจัย 
1.  สภาวะที ่เ หมาะสมมากที ่ส ุดต ่อการ

ผลิตอัลคาไลน์โปรตเีอสจาก alkalotolerant Bacillus 
sp. B12 ใหไ้ด้เพิ่มสูงขึ้น เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่
มีส่วนผสมของกากถั่วเหลืองร้อยละ 0.5 โปตัสเซียมไน
เตรทร้อยละ 0.5 ที่ปรับค่าพีเอชเริ่มต้นเป็น 9.0 เขย่า
ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง เช้ือผลิตอัลคาไลน์โปรตีเอส
ได้สูงสุดที่ 0.63 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบ
กับการศึกษาก่อนหน้านี้จะพบว่าเชื้อผลิตอัลคาไลน์โปร
ตีเอสได้เพิ่มสูงขึ้นจากเดิม 1.4 เท่า 

2. สภาวะที่ เหมาะสมมากที่สุดในการท า
ใ ห ้อ ัล ค า ไ ล น ์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วน โดยการ
ตกตะกอน CP ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่
ร้อยละ 40-60 จะมีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึ้น 6.9 เท่า พีเอช
ที่เหมาะสมต่อการท างานของอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธ์ิ
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บางส่วนอยู่ในช่วง 8.0 ถึง 11.0 และมีเสถียรภาพต่อพี
เอชในช่วง 8.0 ถึง 10.0 นาน 1 ช่ัวโมง อุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการท างานของอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธ์ิ
บางส่วนอยู่ในช่วง 40 ถึง 70 องศาเซลเซียส และมี
เสถียรภาพสูงในช่วงอุณหภูมิ 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ช่ัวโมง ในขณะที่ความสามารถอยู่ร่วมกันได้
ของอัลคาไลน์ โปรตี เอสกับสารซักล้างทางการค้า 
พบว่าอัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์บางส่วนท างานได้ดีใน
สารซักล้างทางการค้าชนิด Baby best, Baby mild, 
และ Essence ตามล าดับ แต่คงทนต่อสารซักล้างชนิด 
St’Luke’s และ Fineline ได้น้อย  ส่วนอัลคาไลน์โปรตี
เอสรวมท างานได้ดีในสารซักล้างทางการค้าทั้ง 5 ชนิด
คือ Baby best, Baby mild, Essence, St’Luke’s และ 
Fineline ตามล าดับ และมีเสถียรภาพดีต่อสารซักล้าง
ชนิด Baby best ความเข้มข้นร้อยละ 1.0 ถึง 5.0  Baby 
mild ร้อยละ 3.0 และ Essence ร้อยละ 1.0 เมื่อแช่ไว้
ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 90 นาท ี
 
 

ข้อเสนอแนะจากการวิจัย 
1. น าสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตอัลคาไลน์

โปรตี เอสจาก alkalotolerant Bacillus sp. B12 ไป
ทดลองผลิตในระดับ Pilot plant เพื่อดูว่าเมื่อผลิตใน
ระดับขนาดใหญ่ขึ้นเช้ือยังคงสามารถผลิตอัลคาไลน์โปร
ตีเอสได้ดีเช่นเดิม 

2. การท าให้อัลคาไลน์โปรตีเอสบริสุทธิ์หลาย
ขั้นตอนจะท าให้สูญเสียกิจกรรมของโปรตีเอส ควร
ปรับปรุงวิธีการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว
เพื่อให้ได้ผลผลิตของโปรตีเอสสูงขึ้นหรือหาวิธีการอื่นใน
การท าให้โปรตีเอสบริสุทธ์ิเพิ่มมากขึ้น เช่น ผ่านคอลัมน์
โครมาโตกราฟี เจลฟิลชัน เป็นต้น และศึกษาสมบัติของ
เอนไซม์ต่อไป 

3. อัลคาไลน์ โปรตี เอสที่ ตกตะกอนด้ วย
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวในช่วงร้อยละ 0-40 จะมี

กิจกรรมของโปรตีเอสต่ ามาก ในขณะที่การตกตะกอน
ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวในช่วงร้อยละ 60-80 จะมี 
impurity สูงมาก ดังนั้นอาจน าอัลคาไลน์โปรตีเอสที่ตก
ตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวในช่วงร้อยละ 40-
70 มาศึกษาเพื่อท าให้บริสุทธิ์ และศึกษาสมบัติของ
เอนไซม์ต่อไป 

4. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ท าให้อัลคาไลน์
โปรตีเอสรวมมีประสิทธิภาพในการซักล้างเพิ่มขึ้น เช่น 
ผลของความเข้มข้นของสารซักล้าง ระยะเวลาและ
อุณหภูมิในการแช่เอนไซม์ลงในสารซักล้าง 

 5. อาจน าผลการวิจัยในครั้งนี้ไปเป็นส่วนหนึ่ง
ในการปรับปรุงบทปฏิบัติการวิศวกรรมกระบวนการ
ชีวภาพของนักศึกษาระดับปริญญาตรีของภาควิชา
เทคโนโลยีชีวภาพ ซึ่งผู้วิจัยเป็นผู้ช่วยสอนในรายวิชานี ้
 
 

กิตติกรรมประกาศ 
ผู้วิจัยขอขอบพระคุณทุนส่งเสริมนักวิจัยรุ่น

ใหม่ของมหาวิทยาลัยมหิดล ที่ใช้ส าหรับในการวิจัยใน

ครั้งนี้ ขอชอบคุณ ดร.ธีรรัตน์ ลิขิตวัฒนเศรษฐ ที่กรุณา

ช่วยตรวจสอบความถูกต้องของบทคัดย่อภาษาอัง

อังกฤษ ขอบพระคุณภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ

วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ ให้ ใช้สถานที่  

อุปกรณ์ และอ านวยความสะดวกในการท าวิจัยนี้ให้

ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 
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