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การผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดย Bacillus sp. ท่ีชอบดางในอาหารเหลว 
 

Alkaline Protease Production from Alkalophilic Bacillus sp. by  
Submerged Culture 

    
คํานํา 

 
 นับตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบันกระบวนการเทคโนโลยีชีวภาพไดเขามามีบทบาทสําคัญในการ
พัฒนาและปรบัปรุงคุณภาพชีวิตและความเปนอยูของมนษุยใหดีขึ้นมากมาย  ผลิตภณัฑหรือผลิตผล
หลายชนิดถูกพัฒนาขึ้น โดยอาศัยกระบวนการทางชีวเคมจีากสิ่งมีชีวิตเล็กๆที่เรียกวาจุลินทรีย  
เอนไซมจากจลิุนทรียเปนสารเมแทบอไลทหนึ่งที่มีการศกึษากนัมาก เนื่องจากมีขอด ีคือ ผลิตไดเปน
จํานวนมากในระยะเวลาอันรวดเรว็ มีความจําเพาะเจาะจงกับสับสเตรท ทํางานไดในสภาวะที่ไมกอ 
ใหเกดิผลกระทบรุนแรง (mild condition) สามารถนําไปใชทดแทนในกระบวนการทางเคมีไดดีกวา  
และเนื่องจากจุลินทรียมีอยูเปนจํานวนมากมายหลายสายพันธุ ทําใหมคีวามหลากหลายของชนิด
เอนไซมและนาํไปสูการคัดเลือกเพื่อนําไปใชงานไดตรงตามวัตถุประสงคไดมากขึ้น 

 
 เอนไซมเปนสารประเภทโปรตีนที่ถูกสรางขึ้นจากสิ่งมีชีวติทั่วไป ทําหนาที่เกี่ยวกับ
กระบวนการเมแทบอลิซึมทั้งภายในและภายนอกเซลล มีสมบัติเปนตัวเรงทางชวีภาพที่มี 
ประสิทธิภาพสูง โดยทําหนาที่ลดพลังงานกระตุนของปฏิกิริยา แบงออกได 6 ชนดิตาม International 
Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) โดยอาศยักลไกในการเรงปฏิกิริยาเปน
เกณฑ  จากการศึกษาคนควาพบวามีเอนไซมหลายชนิดสามารถนํามาใชประโยชนไดดี โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในระดับอุตสาหกรรม มีการผลิตและนําเอนไซมออกจําหนายหลายชนิดในรูปแบบตางๆกัน 
(Gupta et al., 2002)  

 
    อัลคาไลนโปรติเอสเปนเอนไซมอีกชนิดหนึ่งที่มีการนําไปใชประโยชนและผลิตออกมา
เปนระดับอุตสาหกรรมอยางกวางขวาง ทาํหนาที่ยอยสลายหรือสังเคราะหพันธะเปปไทดหรือ
โปรตีน กอใหเกิดผลผลิตที่สามารถนํามาปรับปรุงเปนผลิตภัณฑตางๆที่เปนประโยชนมากมาย  
เอนไซมชนิดนี้มีสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดกจิกรรมในสภาวะที่เปนดาง และบางชนิดทนตอ
อุณหภูมิสูงไดดี จึงเหมาะตอกระบวนการทางอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน อุตสาหกรรมสารทํา
ความสะอาด การผลิตยา การฟอกหนัง อาหาร เปนตน  จุลินทรียที่นํามาใชในการศึกษาสวนใหญ
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เปนแบคทีเรียพวก bacilli ซ่ึงพบวาไมเปนโทษกับมนุษย และยังมพีวกเชื้อรา เชน Rhizopus spp. 
และ Aspergillus spp. เปนตน  การศึกษาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากจลิุนทรียเหลานีใ้ห
ไดประสิทธิภาพสูงสวนใหญนอกจากจะมีการพัฒนาสายพันธุแลว ยงัมีการปรับปรุงความเขมขน
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ การใหอากาศ การกวน พีเอช และปจจัยอ่ืนๆ ใหมีความเหมาะสมตอการเจริญ
และการผลิตเอนไซม  นอกจากนี้เทคนิคในการเพาะเลี้ยง เชน การเพาะเลี้ยงแบบเตมิอาหารก็มีสวน
สําคัญเชนเดียวกัน เนื่องจากสามารถหลีกเลี่ยงการเกิด glucose effect หรือ catabolite repression ที่มี
ผลใหการเจรญิและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสต่ําลง เนื่องจากความเขมขนของอาหารเลี้ยง
เชื้อได  ซ่ึงการทดลองจะประสบผลสําเร็จได ตองอาศัยอุปกรณหลักทีสํ่าคัญนั่นคือถังหมักพรอม
ดวยอุปกรณเสริมที่ใชในการควบคุมปจจยัตางๆตามที่กําหนด 

 
 จากประโยชนและแนวโนมดังกลาว หากมีการสงเสริมการคนควาวิจยัในดานการเพิ่มผล 
ผลิตจนสามารถเปนแนวทางหนึ่งในการขยายกําลังการผลิตในระดับอุตสาหกรรมได ก็นาจะเปน
ประโยชนอยางมาก  ดังนั้นในการวจิัยคร้ังนี้จะทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม 
อัลคาไลนโปรติเอสที่สังเคราะหจากแบคทีเรียแกรมบวกรปูทอนที่คัดเลือกไดในประเทศไทย ซ่ึงได
เคยรายงานไปแลว โดยใชอาหารเหลวที่มกีารปรับปรุงสูตรอาหารและปจจัยตางๆที่เกี่ยวของให
เหมาะสม รวมถึงวิธีการเพาะเลี้ยงดวย  
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วัตถุประสงค 
 

 1.  เพื่อหาองคประกอบของอาหารเหลวที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซม      
อัลคาไลนโปรติเอสของแบคทีเรียสายพันธุที่ไดรับการคัดเลือกไวแลว 
 
 2.  เพื่อศึกษาผลของปจจัยตางๆตอการเจริญและการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของ
แบคทีเรียสายพันธุที่ไดรับการคัดเลือกไวแลว 
 
 3.  เพื่อศึกษาวธีิการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลน       
โปรติเอสของแบคทีเรียสายพันธุที่ไดรับการคัดเลือกไวแลว 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  Uบทนํา 
  
 เอนไซมโปรติเอสเปนเอนไซมประเภทไฮโดรไลติกเอนไซม (hydrolytic enzyme) มีความ 
สามารถในการตัดหรือสังเคราะหพันธะเปปไทดของสายโพลีเปปไทดหรือโปรตีน โดยกระบวนการ
ที่เรียกวาโปรติโอไลซิส (proteolysis) ใชน้ําเขารวมในปฎิกิริยา เปนตัวเรงทางชีวภาพที่มี
ประสิทธิภาพสูง มีความจําเพาะเจาะจงกับสับสเตรท  โปรติเอสพบไดในสิ่งมีชีวิตทั่วไปเนื่องจาก
เปนเอนไซมทีจ่ําเปนตอการเจริญและการดาํรงชีวิตอยูของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ โดยเฉพาะกบัแบคทีเรียทีม่ี
รายงานการวิจยัอยางกวางขวาง    
 
 เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส (alkaline protease) เปนเอนไซมโปรติเอสประเภทหนึ่งที่
สามารถทํางานไดดใีนสภาวะที่มีความเปนดาง และหลายชนิดที่ผลิตไดสามารถทํางานไดดใีน
สภาวะที่มีอุณหภูมิสูง (thermostable) เหมาะกับกระบวนการทางอุตสาหกรรมหลายประเภท  
ตัวอยางที่มกีารผลิตเปนการคาที่เปนหลักในอุตสาหกรรมสารทําความสะอาด เชน subtilisin 
Carlsberg, subtilisin BPN และ Sarvinase เปนตน (Kumar and Takagi, 1999) 

 
2.  Uรายละเอียดเอนไซมโปรติเอส U  
 
 2.1  ประวัตแิละความเปนมาของเอนไซมโปรติเอส 
 

คําวาโปรติเอสปรากฏขึ้นครั้งแรกในบทความของเยอรมนั สาขาทางเคมีสรีวิทยา 
(physiological chemistry) ในชวงปลายศตวรรษที่ 19 โดยอางอิงถึงโปรติโอไลติกเอนไซม 
(proteolytic enzyme) และใชเปนคําทั่วไปที่ใชเรียกกลุมเอนไซมไฮโดรเลสที่ยอยสารโปรตีนหรือ
บางสวนของโปรตีน  ประมาณป ค.ศ. 1930 เร่ิมมีความตองการที่จะจดัแบงหรือจัดหมวดหมู
เอนไซมตามประเภทของกจิกรรม มีการริเร่ิมใน 2 ประเทศ คือ เยอรมันและสหรัฐอเมริกา  ใน
ประเทศเยอรมนัเร่ิมโดย Grassman และ Dyckeraff  เสนอใหเรียกเอนไซมทั้งหมดที่ยอยโปรตีนวา
โปรติเนส (proteinase) และพวกทีย่อยสารโอลิโกเปปไทด (oligopeptides) วาเปปติเดส (peptidase) 
ตอมา Bergman และ Ross ใชคําวา “เปปติเดส” สําหรับเอนไซมไฮโดรเลสที่สามารถไฮโดรไลส
พันธะเปปไทดได ซ่ึงมีความหมายกวางกวา แตแบงเอนไซมออกเปน 2 พวก คือ เอนโดเปปติเดส 
(endopeptidases) และเอกโซเปปติเดส (exopeptidases) ทําใหเกดิความสับสนระหวางคําวา 
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peptidase ของนักวิทยาศาสตรทั้ง 2 กลุม  Barret ชอบที่จะใชในทางความหมายที่กวางมากกวา ซ่ึง
เปนแนวทางเดียวกับ Internatioinal Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) ได
แนะนํา ดังแสดงในภาพที่ 1 (Barret, 2001) 

 

Proteolytic enzyme
Peptide-bond hydrolase
Peptidase
Protease

Endopeptidase
Proteinase
Endoprotease

Acting preferentially away 
from termini

Exopeptidase
Exoprotease
but NOT Peptidase

Acting only near N- or 
C-terminus

 
ภาพที่ 1   คําทีม่ีความหมายคลายกันของเอนไซมโปรติเอส ตัวหนา peptidase, endopeptidase 

และ exopeptidase เปนสากลที่ใชตามหลัก IUBMB สวนคําอื่นๆก็มีความหมายใชเรียก
ตามรูปภาพ ยกเวนที่จะมีความสับสนเล็กนอย คือ คําวา peptidases ที่บางครั้งถูก
นําไปใชเปนคําที่มีความหมายเหมือนกับ exopeptidase  

ท่ีมา: Barret (2001) 
 
 2.2  การจัดหมวดหมูของเอนไซมโปรติเอส 
 

เอนไซมในปจจุบันแบงไดเปน 6 ประเภทตาม IUBMB โดยแบงตามลกัษณะการเขาทาํ
ปฏิกิริยากับสบัสเตรท แบงไดดังนี ้ออกซิโดรีดักเตส (Oxidoreductases), ทรานเฟอเรส 
(Transferases),  ไฮโดรเลส (Hydrolases), ไลเอส (Lyases), ไอโซเมอเรส (Isomerases) และไลเกส 
(Ligases) 

 
เอนไซมโปรติเอสถูกจัดอยูในประเภทหมวดหมู (class) ที่ 3 เปนเอนไซมประเภท

ไฮโดรไลติกเอนไซม และถูกจัดอยูในหมวดหมูยอย (subclass) ตามลักษณะเฉพาะของการทํางาน
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บนพันธะเปปไทดไดเปน 3.4  เปนการแบงเอนไซมตามระบบ Enzyme Classification (EC) สามารถ
แบงโปรติเอสออกเปนหมวดหมูยอย (sub-subclass) ไดเปน 2 กลุม มีรายละเอียดดังนี้ 

 
2.2.1   exopeptidases (EC 3.4.11 ถึง 19) 

 
เปนโปรติเอสที่ยอยสลายหรือทํางานตอพนัธะเปปไทดจากปลายสายของ     

เปปไทดหรือโปรตีนเขามา ซ่ึงอาจเปนทางดานปลาย N- หรือ C-terminus ก็ไดแลวแตชนิด ตัวอยาง
และกลไกในการทํางานของ exopeptidases ดังแสดงไวในตารางที่ 1 และแบงออกไดดังนี ้

  
2.2.1.1  aminopeptidases (EC 3.4.11) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสลายพันธะ 

เปปไทดของโปรตีนโดยตัดทางดานปลาย N-terminus เขามาทีละหนึ่งหนวย  
      
2.2.1.2  dipeptidases (EC 3.4.13) เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะเจาะจงตอ

สับสเตรทที่เปน dipeptides บริเวณปลายพนัธะเปปไทดของโปรตีน 
 
2.2.1.3  dipeptidyl-peptidases, tripeptidyl-peptidases (EC 3.4.14) เปนเอนไซม

ที่ทําหนาที่ยอยสลายพันธะเปปไทดของโปรตีน โดยตัดทางดานปลาย N-terminus เขามาทีละ 2 หรือ 
3 หนวย ตามลาํดับ 

 
2.2.1.4  peptidyl-dipeptidases (EC 3.4.15) เปนเอนไซมทีท่ําหนาที่ยอยสลาย

พันธะเปปไทดของโปรตีน โดยตัดทางดานปลาย C-terminus เขามาทีละ 2 หนวย 
 
2.2.1.5  carboxypeptidases (EC 3.4.16 ถึง 18) เปนเอนไซมที่ทําหนาทีย่อย

สลายพันธะเปปไทดของโปรตีน โดยตัดทางดานปลาย C-terminus เขามาทีละหนึ่งหนวย  แบง
ออกเปน 3 ชนดิตามกลุมในการเกิดปฏิกิริยา (catalytic group) คือ serine-type carboxypeptidases 
(EC 3.4.16) metallo-carboxypeptidases (EC 3.4.17) และ cysteine-type carboxypeptidases (EC 
3.4.18) 

 
2.2.1.6  omega peptidases (EC 3.4.19) เปนเอนไซมที่ยอยสลายทั้งปลายดาน N- 

และ C-terminus 
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2.2.2  endopeptidases (EC 3.4.21 ถึง 24 และ 99) 
 

เปนโปรติเอสที่ทําหนาที่ยอยสลายพันธะภายในของสายโพลีเปปไทดของ
โปรตีน  ตามการแบงของ IUBMB จะถูกแบงตามกลไกในการเกดิปฏิกริิยา (catalytic mechanism) 
ไดเปนหมวดหมูยอย 5 กลุม ดังนี้  ตัวอยางและกลไกในการทํางานของเอนไซมแสดงไวในตารางที่ 
2 

 
2.2.2.1  serine endopeptidases (EC 3.4.21) เปนเอนไซมที่มีกรดอะมิโนฮีสติดีน 

(histidine) และเซรีน (serine) เปนจดุศูนยกลางในการทํางาน (active center) เปนอัลคาไลน           
โปรติเอสที่มีพีเอชเหมาะสมตอการเกิดกจิกรรมอยูในชวง 7 ถึง 11  เอนไซมในกลุมนี้ถูกยับยั้งโดย 
diisopropylfluorophosphate (DFP) และ phenylmethlysulphonyl fluoride (PMSF) ตัวอยางเอนไซม
ในกลุมนี้ เชน chymotrypsin, trypsin และ subtilisin เปนตน 

 
2.2.2.2  cysteine endopeptidases (EC 3.4.22) เปนเอนไซมที่มีซิสตีอีน 

(cysteine) เปนจุดศูนยกลางในการทํางาน เปนเอนไซมทีส่ามารถเกิดกจิกรรมไดดใีนสภาวะพีเอช
เปนกลางในชวง 6 ถึง 7.5 ถูกยับยั้งโดย sulfhydryl reagents หรือ sulfhydryl group (-SH) ทําใหเกิด
การสูญเสียหรือไมมีกิจกรรมของเอนไซม  เอนไซมในกลุมนี้สามารถสกัดไดจากพืชช้ันสูงและ            
จุลินทรีย เชน papain ไดจากมะละกอ ficin ไดจากมะเดื่อ bromelain ไดจากสับปะรด เปนตน 

 
2.2.2.3  aspartic proteases (EC 3.4.23) เปนเอนไซมที่มสีภาวะทีเ่หมาะสมตอ

การทํางานหรอืเกิดกจิกรรมเปนกรด คือ มพีีเอชนอยกวา 5  ตัวอยางเอนไซมในกลุมนีไ้ดแก gastric 
protease (pepsin, gastricsin, chymosin), renin และ pepsin เปนตน 

 
2.2.2.4  metalloprotease (EC 3.4.24) เปนเอนไซมที่มีสภาวะที่เหมาะสมตอการ

ทํางานหรือเกดิกิจกรรมที่พเีอชเปนกลางชวง 6.5 ถึง 7.5 เปนเอนไซมทีใ่ชไอออนของโลหะในการ
เกิด catalytic mechanism กลาวคืออยูในลักษณะของโคแฟคเตอรและถูกยับยั้งไดโดยสารจับไอออน
โลหะ (metal-chelating agents) เชน 1,10-phrenantroline และ ethylenediamine tetraacetic acid 
(EDTA) ตัวอยางเอนไซมในกลุมนี้ไดแก carboxypeptidases A, carboxypeptidases B,  
glycylglycine-dipeptidases carnosinase prolidase และ iminopeptidases เปนตน 

 
2.2.2.5  proteases บางชนิดทีย่ังไมทราบถึง catalytic mechanism (EC 3.4.99) 
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ตารางที่ 1  ตัวอยางของ exopeptidases และการทํางานของเอนไซม 
 

Number Name  Reaction 
3.4.11 α-Aminoacylpeptide hydrolases   
3.4.11.1 Cytosol aminopeptidase (leucine 

aminopeptidase) 
 Aminoacyl-peptide + H B2 BO = amino acid + 

peptide 
3.4.11.2 Microsomal aminopeptidase 

(aminopeptidase M, aminopeptidase  N) 
 Aminoacyl-peptide + H B2 BO = amino acid + 

peptide 
3.4.11.9 Aminopeptidase P  Aminoacyl-peptide + H B2 BO = amino acid + 

peptide 
3.4.13 Dipeptide hydrolase   
3.4.13.3 Aminoacyl-histidine dipeptidase 

(carnosinase) 
 Aminoacyl-histidine + H B2 BO = amino acid 

+ histidine 
3.4.14 Dipeptidylpeptide hydrolases   
3.4.14.1 Dipeptidyl peptide peptidase I (cathepsin 

C) 
 Dipeptidyl-peptide + H B2 BO = dipeptide + 

peptide 
3.4.14.5 Dipeptidyl peptidase IV (Xaa-pro-

Dipeptidyl-aminopeptidase)  
 Amioacylprolyl-peptide + H B2 BO = 

aminoacylproline + peptide 
3.4.15 Dipeptidyldipeptide hydrolases   
3.4.15.1 Dipeptidyl carboxypeptidase I (angiotensin 

converting enzyme, peptidase P, kininase 
II, carboxycathepsin) 

 Peptidyl-dipeptide + H B2 BO = peptide + 
dipeptide 

3.4.16 Serine carboxypeptidases   
3.4.16.1 Serine carboxypeptidase  

(carboxypeptidase Y,  carboxypeptidase C, 
cathepsin A, phaseoline) 

 Peptidyl-amino acid + H B2 BO = peptide + 
amino acid 

3.4.17 Metallocarboxypeptidases   
3.4.17.1 Carboxypeptidases A  Peptidyl-amino acid + H B2 BO = peptide + 

amino acid 
3.4.17.2 Carboxypeptidases B  Peptidyl-lysine/arginine + H B2 BO = peptide 

+ lysine/arginine 
3.4.18 Cysteine carboxypeptidases   
3.4.18.1 Lysosomal Carboxypeptidases B  Peptidyl-amino acid + H B2 BO = peptide + 

amino acid 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

Number Name  Reaction 
3.4.19 Omega peptidases   
3.4.19.3 5-Oxoprolyl-peptidase (pyroglutamyl 

amino-peptidase) 
 5-Oxoprolyl-peptide + H B2 BO = 5-

oxoproline + peptide 
 

ท่ีมา: Polgar (1989)  
 
ตารางที่ 2  ตัวอยางของ endopeptidases และการทํางานของเอนไซม 
 

Number Name  Preferential cleavage at the carboxyl end 
of  Xaa- or Xaa-Xaa bond 

3.4.21 Serine Proteinases   
3.4.21.1 Chymotrypsin  Try , Trp , Phe , Leu , Met   
3.4.21.4 Trypsin  Arg  , Lys  
3.4.21.5 Thrombin  Arg , converts fibrinogen to fibrin 
3.4.21.6 Coagulation factor Xa (thrombokinase)  Arg B,B, Ile , Arg B,B Gly , converts 

prothrombin to thrombin 
3.4.21.7 Plasmin (fibrinolysis)  Lys , >Arg  , converts fibrin into soluble 

products 
3.4.21.9 Enteropeptidase (enterokinase)  Arg-Lys B,B Ile in trypsinogen 
3.4.21.12 Myxobacter β-lytic proteinase  Peptide portion as Xaa-Xaa-Xaa-Ala  
3.4.21.14 Microbial serine proteinase: subtilisin, 

Aspergillus alkaline proteinase, 
Tritirachium alkaline proteinase 
(proteinase K) 

  

3.4.21.19 Staphylococcal serine proteinase  Glu , Asp  
3.4.21.20 Cathepsin G  Similar to chymotrpsin 
3.4.21.26 Prolyl endopeptidase (post-proline 

cleaving enzyme, postproline 
endopeptidase) 

 Pro L-Xaa and Pro D-Xaa but neither 
Pro  L-Pro nor Pro  D-Pro  bonds 

3.4.21.34 Plasma kallikrein  Lys  Arg and Arg Ser bonds in kininogen 
to produce bradykinin 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

Number Name  Preferential cleavage at the carboxyl end 
of  Xaa- or Xaa-Xaa bond 

3.4.21.35 Tissue kallikrein  Met Lys and Arg  Ser bonds in kininigen 
to prodce lysylbradykinin (kallidin) 

3.4.21.36 Pancretic elastase  A short segment as Xaa-Xaa-Xaa-Ala  
3.4.21.37 Leukocyte elastase (neutrophil elastase)  Xaa-Xaa-Xaa-(Ala, Val) B B 

3.4.21.39 Chymase (mass cell protease I)  Similar to chymotrypsin 
3.4.22 Cysteine proteinases   
3.4.22.1 Cathepsin B  Phe-Xaa Phe-Xaa  
3.4.22.2 Papain  Phe-Xaa  
3.4.22.3 Ficin   
3.4.22.4 Bromelain   
3.4.22.6 Chymopapain  Phe-Xaa  
3.4.22.7 Asclepain  Phe-Xaa , Phe-Xaa  
3.4.22.8 Clostripain  Arg , especially Arg  Pro bond 
3.4.22.14 Actidin  Phe-Xaa  
3.4.22.15 Cathepsin L   
3.4.22.16 Cathepsin H   
3.4.22.17 Calpain (Ca P

2
P±activiated neutral protease)   

3.4.23 Aspartic proteinases   
3.4.23.1 Pepsin A (pepsin)  Phe (Tyr, Leu) B B Trp(Phe, Tyr) bond 
3.4.23.4 Chymosin (rennin)  A single bond in casein K 
3.4.23.5 Cathepsin D   
3.4.23.6 Microbial aspartic proteinases: 

Aspergillus saitoi aspartic proteinase 
(aspergillopeptidase A), Penicillium 

  

3.4.23.15 Renin (angiotensin-forming enzyme)  Leu Leu bond in angiotensinogen to 
generate angiotensin I 

3.4.24 Metalloproteinases   
3.4.24.3 Clostridium histolyticum collagenase  Xaa Gly bond in the sequence –Pro-Xaa-

Gly-Pro- 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

Number Name  Preferential cleavage at the carboxyl end 
of  Xaa- or Xaa-Xaa bond 

3.4.24.4 Microbial metalloproteinases: Bacillus 
thermoproteolyticus neutral proteinase 
(thermolysin), Bacillus subtilis neutral 
proteinase, Myxobacter  β-lytic 
proteinase 

 Xaa Leu (Phe) 

3.4.24.7 Vertebrate collagenase   
3.4.24.11 Membrane metalloendopeptidase 

(enkephalinase, neutral endopeptidase 
24.11, kidney-brsh-border netral 
proteinase) 

  

3.4.24.14 Procollagen N-proteinase  Xaa Gln in pro α 1 and α 2 chains of 
procollagen 

 

ท่ีมา: Polgar (1989) 
 
 2.3  กลไกการทํางานของเอนไซมโปรติเอส (mechanism of  protease) 
  

กลไกของเอนไซมโปรติเอสในที่นี้จะแบงออกเปน 2 กลุม กลุมแรกจะเปนกลุมของ
เอนไซมที่มีการสราง covalent enzyme complex ในชวงที่เอนไซมอยูในสภาวะทรานซิชัน 
(transition state) หรือภาวะของเอนไซมที่เร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงที่พรอมจะทําปฏิกิริยา  ที่บริเวณ 
catalytic site จะมีกรดอะมิโนอยูที่ตําแหนงจุดศูนยกลางในการทํางาน มีความเปน nucleophilic สูง 
เพื่อสรางพันธะโควาเลนทกบัสับสเตรทกลายเปนสารประกอบเชิงซอน เอนไซมโปรติเอสในกลุมนี้ 
ไดแกพวก serine และ cysteine proteases  อีกกลุมหนึ่งเปนกลุมที่ไมมกีารสราง covalent enzyme 
complex เหมอืนในกลุมแรก แตจะใชปฏิกิริยาบางอยาง เชน มีน้ําหรือโลหะเขามาเกีย่วของเอนไซม
ในกลุมนี้ไดแกพวก aspartic peptidases และ metallopeptidases ซ่ึงมีรายละเอียดของแตละชนิดดัง 
ตอไปนี้ (Dunn, 2001) 

 
 



 
12

2.3.1  serine peptidases 
 

กลไกการทําปฏิกิริยาของ serine peptidases ดังภาพที่ 2 ซ่ึงมีลักษณะสําคัญ 2 
ประการ คือ การสรางเอสเทอร (ester) ระหวางออกซิเจนตําแหนงที่อยูติดกับกรดอะมิโนเซรีน 195 
(ระบบการจดัการเรียงตัวของ chymotrypsin) ซ่ึงเปน functional group ของเอนไซมกบัสวนที่เปน
หมู acyl ของสับสเตรท รวมตัวกันเปนสารประกอบตัวกลาง (intermediate) ที่มีรูปทรงแบบ 
tetrahedral (tetrahedral complex) ทําใหสับสเตรทแตกตวั  สวนแรกเปนสวนของสับสเตรทที่มี 
amino ติดอยูเปนผลผลิตแรกที่หลุดออกมา ลักษณะสวนที่ 2 คือ มีโครงสรางหลัก (backbone) 2 สาย
ที่มีหมู -NH-group เปนสวนประกอบ ซ่ึงแตละ group จะสรางพันธะไฮโดรเจนกับออกซิเจนหมู 
carbonyl ของพันธะเปปไทดที่เขาทําปฏิกริิยา ทําใหออกซิเจนมีประจุลบ และภายหลงัแยกตวัมาเปน 
acyl enzyme intermediate  
 

2.3.2  cysteine peptidases 
 

กลไกการทํางานของซิสตีอีนเปปติเดสมีความคลายคลึงกับ serine peptidases 
มาก คือ มีการสราง covalent enzyme complex และการสราง tetrahedral complex เพื่อตัดพันธะ  
เปปไทดของสับสเตรทโดยเอนไซมนี้ ตัวอยางของเอนไซมกลุมนี้ คือ papain ดังแสดงในภาพที่ 3  
อะตอมที่เปนผูใหอิเลคตรอนหรือใชอิเลคตรอนรวมกัน (necleophilic) ในที่นี้คือซัลเฟอร ซ่ึงอยูใน 
histidine side chain ซ่ึงมีฮีสติดีน 25 (ระบบการจัดตําแหนงของ papain)  จากนัน้ side chain ของ     
ฮีสติดีน 159 จะทําหนาทีเ่ปนตัวรับไฮโดรเจน (hydrogen accepter) และ -NH-group ของกลูตามิน 
19 และซิสตีอีน 25 จะเขามาทําปฏิกริิยาดวยกลายเปน tetrahedral enzyme complex และกลายเปน 
Thioacyl-enzyme intermediate 
 

2.3.3  aspartic peptidases 
 

การตัดพันธะเปปไทดของสับสเตรทของเอนไซมในกลุมนี้เชื่อวาไมมกีารสราง 
nucleophilic โดยหมู functional group ของเอนไซม จึงไมมีการสรางพันธะโควาเลนท หรือ 
covalent enzyme complex ระหวางเอนไซมกับสวนของสับสเตรทเหมือนกับ serine และ cysteine 
peptidases ดังภาพที่ 4  กลไกในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม porcine pepsin ซ่ึงเปนตัวอยางของ
เอนไซม aspartic peptidases ซ่ึงประกอบดวย side chain ของกรดแอสพาติกจํานวน 2 side chain 
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(กรดอะมิโนลําดับที่ 32 และ 215 ของระบบการจัดเรียง porcine pepsin) เขามาจับกบัสับสเตรทเพื่อ
ตัดพันธะเปปไทดของสับสเตรท เกิด tetrahedral complex จากนั้นจะแยกออกไดเปนผลผลิต 2 ชนิด 
 

carboxyl group ของกรดแอสพาติกของทั้ง 2 side chain มีความสําคัญตอการ
ยอยพนัธะเปปไทดของสับสเตรท เนื่องจาก carboxyl group ทั้ง 2 จะใชพันธะไฮโดรเจนรวมกัน  
นอกจากนี้ยังมโีมเลกุลน้ํามาจับแนนมากกบักรดแอสพาติกที่ active site ของเอนไซมนี้ดวยพันธะ
ไฮโดรเจน 

 
2.3.4  metallopeptidases 

 
เอนไซมในกลุมนี้มีความคลายคลึงกับ aspartic peptidases โดยจะไมมีการสราง 

intermediate ที่เกิดจากการสรางพันธะโควาเลนท แต carboxyl group ของพันธะของสับสเตรทที่
เอนไซมตองการจะยอยในกระบวนยอยสับสเตรทของเอนไซมนี้จะมโีลหะที่ active site เขามาเกี่ยว 
ของ ซ่ึงมักจะเปน ZnP

2+ 
Pหรืออาจ Tใชธาตุ transition อ่ืนๆแทนก็ได และในอนาคตอาจพบธาตุชนิดอืน่

ที่ active site ก็ได Tดังภาพที่ 5  
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ภาพที่ 2  กลไกของ serine peptidases 
 ท่ีมา: Dunn (2001) 
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ภาพที่ 3  กลไกของ cysteine peptidases 
  ท่ีมา: Dunn (2001) 
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ภาพที่ 4  กลไกของ aspartic peptidases 
  ท่ีมา: Dunn (2001) 
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ภาพที่ 5  กลไกของ metallopeptidases  
   ท่ีมา: Dunn (2001) 
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3.  จุลินทรียท่ีสามารถเจริญไดในสภาวะทีเ่ปนดาง  (alkalophilic microorganism) 
 

 จุลินทรียที่กระจายอยูตามทีต่างๆจะมีการเจริญตามพีเอชที่เหมาะสมกบัจุลินทรียชนดินั้นๆ 
ซ่ึงสวนใหญจะเจริญที่พีเอชเปนกลาง (neutrophilic microorganism)  จุลินทรียที่สามารถเจริญไดใน
สภาวะพีเอชทีสู่งกวาเปนกลางได จะเรียกวาเปน alkalophilic microorganism ซ่ึงในโลกจะมีปริมาณ
เพียง 1/10 หรือ 1/100 เทานัน้ เมื่อเทียบกบั  neutrophilic microorganism  แตก็ม ีneutrophilic 
microorganism บางสวนที่แมวาจะอยูในสภาวะพีเอชที่รุนแรง (extreme condition) แตก็สามารถ
ดํารงชีวิตอยูได โดยการปรบัตัวใหเขากับสภาพแวดลอมที่รุนแรงนั้นได  ซ่ึงกลไกนั้นจะเกี่ยวของกับ
การทํางานในสวนของ bioenergetic membrane และกลไกในการลําเลียง จึงสามารถทําใหตวัมัน
ดํารงชีพและสามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนขึ้นได เรียกจุลินทรียเหลานีว้า pH dependent extremophile 
(Krulwich et al., 1983) 

 
 ในกรณีของ alkalophilic bacteria มีสมบัตินาสนใจ คือ มีความสามารถในการเปลี่ยน แปลง
พีเอชของสภาพแวดลอมหรือในอาหารเลีย้งเชื้อใหเหมาะสมตอการเจริญได  จากภาพที่ 6 
(Horikoshi, 1991) เปนการทดลองศึกษาการเปลี่ยนแปลงพีเอชในระหวางการเจริญของ alkalophilic 
bacteria ชนิดหนึ่ง  เร่ิมจากการปลูกเชื้อในอาหารวุนพีเอชเริ่มตนประมาณ 11 และทาํการบมเปน
เวลาหลายวัน พบวาแบคทีเรียมีการเจริญอยางชาๆพรอมกับการเปลี่ยนแปลงพีเอช ซ่ึงทายที่สุดจะอยู
ที่ชวงประมาณ 9 ถึง 10  แมเร่ิมตนจะมีสภาวะที่คอนขางจะเปนกรดเลก็นอยคือที่ประมาณ 6.5 ก็ยัง
สามารถเปลี่ยนพีเอชจนไดสุดทายประมาณ 8 ได 
 

 สมบัติที่นาสนใจเกีย่วกับ alkalophilic microorganism นอกจากทีก่ลาวมาแลว คือ ภายใน
เซลลจะมีการรักษาสภาวะพเีอชใหต่ํากวาภายนอกเซลลได แมภายนอกจะมพีีเอชสูง ไมพบการ
ลําเลียงโดยใชพลังงาน (active transport) ในพวก bacilli ตองการโซเดียมไอออนในการเจริญ การ
งอก และการสรางสปอร (endospores) กลไกในการสังเคราะหโปรตนีไมแตกตางจากพวก 
neutrophilic bacteria แตผนงัเซลล (cell wall) และเยื่อหุมเซลล (cell membrane) กลับมีความ
แตกตาง และพบวาเอนไซมทั้งภายในและภายนอกเซลล (intracellular and extracellular enzyme) จะ
มีสมบัติเฉพาะตัว (Horikoshi, 1991) 
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ภาพที่ 6  การเปลี่ยนแปลงพีเอชระหวางการเจริญของ alkalophilic bacteria ชนิดหนึ่ง 

ท่ีมา: Horikoshi (1991) 
 

 alkalophilic microorganism สามารถแบงออกกวางๆได 2 ประเภท ประเภทแรก คือ 
alkalophile เปนจุลินทรียที่สามารถเจริญไดในสภาวะพีเอชมากกวา 10 และที่เหมาะสมอยูที่
ประมาณ 9  ไมสามารถเจริญไดที่พีเอช 7 หรือต่ํากวา อีกประเภทหนึ่งคือ alkalotolerant สามารถ
เจริญไดที่พีเอชมากกวา 10 เชนเดียวกนั แตที่เหมาะสมจะเปนกลางหรือใกลเคียง (Krulwich, 1986) 
นอกจากในระบบดังกลาวแลว กย็ังสามารถแบง alkalophilic microorganism เปน 2 กลุมยอยไดอีก
ไดแก facultative alkalophiles ซ่ึงมีพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญอยูที่ 10 แตก็สามารถเจริญไดที่     
พีเอชเปนกลางไดเชนกัน  อีกกลุมไดแก obligate alkalophiles มีพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญอยูที่ 
10 เชนเดยีวกนั แตไมสามารถเจริญไดในสภาวะทีเ่ปนกลาง (Krulwich and Guffanti, 1989) 
 
 3.1  สภาพแวดลอมที่พบ (habitat) 
 

alkalophilic microorganism สามารถพบกระจายไดทัว่ไปในธรรมชาติ ทั้งในสภาวะที่
เปนและไมเปนดาง หรือแมกระทั่งในสภาวะพเีอชที่เปนกรดก็พบไดบอยครั้ง  จากภาพที่ 7 แสดงให
เห็นถึงการกระจายตวัของแบคทีเรียประเภทนี้ในดินที่มคีาพีเอชตางๆกัน จะเหน็วามีการพบไดทัว่ 
ไปในชวงพีเอชกวาง ไมเฉพาะแตพเีอชที่เปนดางเทานัน้  ในสภาพธรรมชาติที่เปนดางที่พบทั่วไป 
ไดแก ดิน ทะเลสาบ ทะเลทราย ที่มีพีเอชอยูที่ประมาณ 10 หรือมากกวาและในสภาพแวดลอมที่
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มนุษยเปนผูสรางขึ้น ซ่ึงบริเวณที่สามารถพบได เชน บริเวณโรงงานอตุสาหกรรมฟอกหนัง อาหาร 
กระบวนการทาํกระดาษและสารทําความสะอาดตางๆ  alkalophilic microorganism บางชนิดตอง 
การเกลือโซเดียมในการเจรญิเรียกวา haloalkalophiles (Kumar and Takagi, 1999) 
 

 
ภาพที่ 7  การกระจายตัวของ alkalophilic bacteria ที่สภาวะพเีอชตางๆในดิน 

 ท่ีมา: Horikoshi (1991) 
 
 3.2  การตรวจหาและการแยกเชื้อ (isolation and screening) 
  

ในการแยก alkalophilic microorganism สามารถทําไดโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปรับ
สภาวะพีเอชเปนดาง ตัวอยางที่จะนํามาคดัเลือกสวนใหญก็จะมาจากแหลงที่คาดวาจะมีตามหวัขอ 
3.1  ในการปรบัสภาวะเปนดางของอาหารเลี้ยงเชื้อจะใชสารเคมี ที่นิยมไดแก โซเดียมคารบอเนต 
(sodium carbonate) เนื่องจากเปนสารสําคัญในธรรมชาติที่ทําใหเกิดสภาวะความเปนดางได    
(Grant et al., 1979)  สารชนิดอื่นๆก็สามารถนํามาปรับพีเอชไดเชนกนั เชน โซเดียมไบคารบอเนต 
(sodium bicarbonate) โซเดียมเซสควิคารบอเนต (sodium sesquicarbonate) โพแทสเซียมคารบอเนต 
(potassium carbonate) และโซเดียมออโทฟอสเฟต (sodium orthophosphate) หรืออาจใชโซเดียม 
ไฮดรอกไซด (sodium hydrogxide)ในกรณขีองการเพาะเลี้ยงในระดับขนาดใหญ (Horikoshi, 1991)  
ในกรณีที่ตองการแยกสายพนัธุที่สามารถเจริญที่อุณหภมูิสูง (thermophiles) ตองทําการบมจุลินทรีย
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ที่อุณหภูมิมากกวา 70 องศาเซลเซียส สภาวะเชนนีวุ้นไมสามารถอยูในสภาพที่แข็งตวัได ตองใสสาร
ที่เปน gelling agent ลงไป เชน geltrite ความเขมขนประมาณ 3 เปอรเซ็นต (D’souza et al., 1997) 
 
 3.3  จุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส  
 

จากการตรวจเอกสารการวิจยัตีพิมพหลายฉบับ  พบวาจลิุนทรียที่สามารถผลิตเอนไซม 
อัลคาไลนโปรติเอสมีหลายประเภท ไดแก แบคทีเรีย เชื้อรา และแอคติโนมัยสิท ตัวอยางดังตอไปนี ้

 
3.3.1  แบคทีเรีย  

  
แบคทีเรียเปนจุลินทรียที่มีรายงานมากที่สุดในการผลิตเอนไซมอัลคาไลน      

โปรติเอส แตละชนิดหรือแตละสายพันธุก็จะสรางเอนไซมที่มีสมบัติแตกตางกนั ทีพ่บและถูก
นํามาใชในทางอุตสาหกรรมมากที่สุด คือ พวก bacilli เปนแบคทีเรียทีม่ีลักษณะเปนทอน ติดสีแกรม
บวก อาจสรางหรือไมสรางเอนโดสปอร (endospores)  ตัวอยางแบคทเีรีย bacilli ที่สามารถสราง
เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสได เชน Bacillus  alkalophilus ATCC  21522, B. alkadophilus,            
B. alkadophilus subsp. Halodurans KP1239, B. amyloliqefaciens, B. cogulans PB-77, B. subtilis 
var. amylosacchariticus, B. proteolyticus และ B. pumilus เปนตน (Kumar and Takagi , 1999) 

 
นอกจากนี้แลวยังมแีบคทีเรียอ่ืนๆอีก เชน พวกแกรมลบรูปทอน ไดแก 

Pseudomonas maltophila , Pseudomonas sp. strain B45, Xanthomonas maltophila, Vibrio  
alginolyticus และ Vibrio metschnikovii strain RH530 เปนตน  ในพวก halophile ก็มีการศึกษา 
ตัวอยางเชน Halobacterium  halobium ATCC43214, Halomonas sp. ES-10 แบคทีเรียเหลานี้บาง
ชนิดสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําเรียกวา alkalopsychrophilic bacteria ซ่ึงสามารถสรางเอนไซม  
อัลคาไลนโปรติเอสที่สามารถทํางานในสภาวะที่มีอุณหภมูิต่ําได (Kumar and Takagi , 1999) 

 
Kobayashi et al. (1996) ศึกษาสมบัติเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตจากเชื้อ 

alkalophilic Bacillus sp. KSM-K-16 ในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีการปรับสภาวะเปนดาง อุณหภมูิ 30 
องศาเซลเซียส  พบวาเมื่อแยกเอนไซมโดยวิธี polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) จะได
เอนไซม 3 ชนดิ ไดแก M-protease เปนโปรตีนหลักและอีกสองชนิดคอื N- และ H-protease แตละ
ชนิดจะมีสมบัติแตกตางกันเล็กนอยดังนี้ คือ M-protease มีมวลโมเลกุล 28 kDa มี  พีเอชและ
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเกิดกิจกรรมของเอนไซมที่ 12.3 และ 55 องศาเซลเซียส ตามลําดับ สวน 
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H-protease มีมวลโมเลกุลและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเกิดกจิกรรมเทากับ M-protease แตพีเอช
จะต่ํากวา คือ อยูที่ 11.0  ในสวนของ N-protease จะประกอบดวยสายโพลีเปปไทด 2 สายที่แตละ
สายจะมีมวลโมเลกุล 12.5 และ 14.5 kDa มีพีเอชและอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการเกดิกิจกรรมของ
เอนไซมอยูที่ 11.0 และ 60 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

 
Gupta et al. (1999) ศึกษาเชือ้ Bacillus sp. SB5 ที่ไดรับการคัดเลือกไวแลว โดย

แยกไดจากดินดวยการ enrichment technique นําไปเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีเคซีนเปนองค ประกอบ 
0.5 เปอรเซ็นต  พบวามีการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่มีสมบัติคงทนตอสารฟอกขาว 
(bleach-stable alkaline protease) และมีพีเอชและอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการเกิดกิจกรรมของ
เอนไซมอยูที ่10 และ 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส ตามลําดับ  นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมจะมีกจิกรรม
เพิ่มขึ้น 30 ถึง 80 เปอรเซ็นต เมื่อนําไปทดสอบกับสารเหลานี้ ไดแก ผงซักฟอกที่มแีละไมมีประจุ 
(ionic และ non-ionic detergent) สารลดแรงตึงผิว (surfactant) รวมถึงสารฟอกขาวและผงซักฟอกที่
ใชในทางการคา 

 
Banerjee et al. (2003) แยกแบคทีเรียที่สามารถสรางเอนไซมอัลคาไลน          

โปรติเอสจากตัวอยางน้ําที่เก็บจากน้ําพุรอนประเทศอินเดีย โดยใชอาหารเพาะเลี้ยง nutrient agar ที่มี
สวนผสมของ skimmed milk 0.2 เปอรเซ็นต ที่พีเอชระดบัตางๆ  พบวามีเชื้อที่สามารถสรางเอนไซม
ชนิดนี้ได 50 ชนิด และในจาํนวนนี้แบคทเีรียที่สรางเอนไซมไดดีที่สุด  เมื่อตรวจสอบแลวพบวาเปน
เชื้อ Bacillus brevis 

 
Elibol and Moreria (2003) ศึกษาการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อ 

Teredinobacter turnirae ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูในน้าํ (marine bacterium) โดยใชการตรึงเซลล 
(immobilized cell) ในแคลเซียมแอลจิเนต (calcium alginate) 

 
3.3.2  เชื้อรา (fungi)  

 
พบวาในพวกเชื้อรามีการสรางเอนไซมที่มีประโยชนทางดานอุตสาหกรรมมาก 

มายเชนกัน เชน เซลลลูเลส (cellulase) อะไมเลส (amylase) รวมถึงเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสดวย  
เชื้อราที่มีการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรตเิอส เชน Aspergillus candidus, A. flavus, A. fumigatus, 
A. melleus, A. niger, A. sulphureus, Cephalosporium sp. KSM 388, Fusarium graminearum, 
Scedosporium apiospermum และ Tritichium album Limber เปนตน (Kumar and Takagi , 1999) 
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Chakabarti et al. (2000) เพาะเลี้ยงเชื้อรา Aspergillus terreus (IJIRA 6.2) ซ่ึง
แยกมาจากดิน โดยการเพาะเลี้ยงแบบ solid-state fermentation (SSF)  และทําการศึกษาสมบัติของ
เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่เชื้อผลิตได โดยผานกระบวนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ดวยวิธี 
column chromatography แบบตางๆและวิเคราะหหามวลโมเลกุลโดยวธีิ sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  พบวาเอนไซมมีพีเอชและอุณหภูมทิี่เหมาะสมใน
การเกิดกิจกรรมอยูที่ 8.5 และ 37 องศาเซลเซียส ตามลําดับ และมีความคงทนตออุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส ในชวงพีเอชตั้งแต 5.5 ถึง 9.5 

 
Dayanadan et al. (2003) ศึกษาสมบัติของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในการ

ยอยขนแพะ (dehairing) ในกระบวนการฟอกหนัง โดยการเพาะเลีย้งเชื้อรา A. tamarii แบบ solid-
state fermentation ในอาหารที่มีรําขาวสาลี (wheat barn) เปนองคประกอบ ผลการทดลองพบวาการ
ใชเอนไซมชนดินี้ทําใหคุณภาพของหนังแพะดีขึ้น 

  
Tunga et al. (2003) ศึกษาสมบัติของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตจากเชื้อ 

A. parasiticus โดยทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ดวยการตกตะกอนเอนไซมดวยอะซิโตนแลวตอดวย 
column chromatography  พบวาเอนไซมมคีวามคงทนตอพีเอชและอณุหภูมิในชวงกวาง คือ พีเอช 
อยูในชวง 6 ถึง 10 และอุณหภูมิอยูในชวง 4 ถึง 40 องศาเซลเซียส มีพีเอชและอุณหภูมทิี่เหมาะสม
ตอการเกิดกิจกรรมอยูที่ 8 และ 10 องศาเซลเซียส ตามลําดับ และวิเคราะหหามวลโมเลกุลโดยวิธี
โดย SDS-PAGE  พบวามีขนาดเทากับ 23 kDa  นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมยังคงมกีิจกรรมใน
สภาวะที่ม ีoxidizing agent, reducing agent และมีความคงทนตอผงซักฟอกชนิดตางๆไดดี  เมื่อ
ทดสอบกับสารยับยั้งกจิกรรมของเอนไซม (inhibitor) พบวาเอนไซมถูกยับยั้งโดย PMSF 
(phenylmethylsulphonyl fluoride) ซ่ึงเปนสารยับยั้ง serine protease แสดงใหเห็นวาเปนเอนไซม
ชนิดดังกลาว  

 
3.3.3  แอคติโนมัยสีท (actinomycetes) 

    
Patke and Dey (1998) ศึกษาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อ      

แอคติโนมัยสิทที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง Streptomyces megasporus SDP4  พบวาพีเอชและ
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเกิดกิจกรรมคือ 8.0 และ 55 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ในสภาวะที่มี  
แคลเซียมจะทาํใหเอนไซมมีคร่ึงชีวิต (half-life) นานขึ้น คือ อยูที่ 30 นาที อุณหภูมิ 85 องศา
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เซลเซียส มีมวลโมเลกุลเทากับ 30 ถึง 90 kDa เมื่อทดสอบกับสารยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม พบวา
ถูกยับยั้งดวย PMSF แสดงใหเห็นวาเปน serine protease 

 
Petinate et al. (1999) ศึกษาสมบัติของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อ 

Streptomyces cyaneus สายพนัธุหนึ่งที่แยกไดจากดินในประเทศบราซิล (Brazilian cerrado soil) 
โดยทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ดวยวิธี apsotinin-agarose affinity chromatography และหามวลโมเลกุล
โดยวิธี gelfiltration high performance liquid chromatography ไดเทากบั 120 kDa และวิธี SDS-
PAGE ไดเทากับ 30 kDa  เอนไซมมีพีเอชและอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการเกิดกจิกรรมอยูที่ 9.0 และ 
25 องศาเซลเซียส ตามลําดับ กิจกรรมของเอนไซมถูกยับยั้งดวย PMSF และ TPCK ซ่ึงแสดงวาเปน 
serine protease   

 
Moreira et al. (2003) ศึกษาสมบัติของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสชนิดใหมที่

ผลิตไดจากเชือ้ Nocardiopsis sp. สายพันธุหนึ่ง โดยแยกไดจากดินจากทางภาคเหนือของประเทศ
บราซิล โดยทําการศึกษาสมบัติของเอนไซมใน 2 ลักษณะ คือ แบบ crude extract (CE) และแบบ 
partial purified extract (PPE) (ใชการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 0 ถึง 20 เปอรเซ็นต)  พีเอช
ที่ใชในการตรวจกจิกรรมของเอนไซมทั้ง 2 ลักษณะ คือ 10.5 และ 8.0 สําหรับ CE และ PPE ตาม 
ลําดับ  สวนอณุหภูมิใชคาเดยีวกันคือ 50 องศาเซลเซียส  ผลการทดลองพบวากจิกรรมสูงสุดของ CE 
เทากับ 50 units/mg และของ PPE เทากับ 1,260 units/mg  เมื่อทดสอบกบัสารยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซม พบวาทั้ง CE และ PPE ถูกยับยั้งโดย PMSF ซ่ึงเปนสารยับยัง้ serine protease แสดงวาเปน
เอนไซมชนิดดังกลาว 

 
3.3.4  ส่ิงมีชีวิตอื่นๆ  

 
Joo et al. (2001) ศึกษาสมบตัิของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก invertebrate 

gut จาก Korean polychaeta มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Periserrula leucophyna โดยการทําเอนไซมให
บริสุทธิ์ดวยการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต  จากนั้นแยกดวย gel filtration และ ion exchange 
chromatography  วิเคราะหหามวลโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE  พบวาเอนไซมมีมวลโมเลกุล 28 kDa 
มีความคงทนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส แตไมคงทนทีอุ่ณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส มีพีเอชที่
เหมาะสมตอการเกิดกจิกรรมของเอนไซมอยูที่ 10.0 และถูกยับยั้งโดย PMSF แสดงใหเห็นวาเปน
เอนไซม serine protease 
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4.  การผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส  (production of alkaline proteases) 
 
 เอนไซมเปนสารเมแทบอไลทที่มีความจําเปนตอการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตทุกชนดิ ดงันั้น
จึงมีความสัมพันธกับการเจริญอยางมาก  การสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของจุลินทรียก็เชน 
เดียวกันทีย่อมตองเกี่ยวของกับการเจริญอยางหลีกเลีย่งไมได  ดังนัน้การพัฒนาการผลิตเอนไซมให
มีประสิทธิภาพมากขึ้น สวนหนึ่งก็คือการพัฒนาการเจริญของเซลลจุลินทรียใหอยูในสภาวะที่เหมาะ 
สมนั่นเอง  ปจจัยที่เกีย่วของกับการการเจรญิและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมีหลายปจจยั  
แตละปจจยัมคีวามสําคัญมากนอยตางกันหรืออาจมีความสัมพันธที่เกีย่วของกนั ปจจัยเหลานี้ ไดแก 
ชนิดของจุลินทรียที่ใชการเพาะเลี้ยง ซ่ึงมทีั้งแบคทีเรีย ยสีต เชื้อราและแอคติโนมัยสีท องคประกอบ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ตองมีทั้งแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนและสารที่มคีวามจําเปนตอการเจริญ 
(growth factor) ตอจุลินทรียนั้นๆ  สภาวะการเพาะเลีย้งหรือรูปแบบในการเพาะเลี้ยงจะตองเหมาะ
กับจุลินทรียแตละชนิด แบงไดเปนการเพาะเลี้ยงแบบอาหารกึ่งแข็ง (solid-state fermentation, SSF) 
และการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว (submerged culture) ซ่ึงจะเหมาะกับจุลินทรียตางชนิดกัน และจะ
ไดกลาวถึงรายละเอียดในหวัขอตอๆไป  นอกจากนี้พีเอช อุณหภูมิ การใหอากาศ การเขยา และการ
กวนก็เปนปจจัยที่มีความสําคัญในการเพาะเลี้ยงจุลินทรยีเพื่อการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส
เชนกัน รายละเอียดแตละปจจัยดังตอไปนี ้
 
 4.1  สายพันธุของจุลินทรียและการปรับปรุงสายพันธุ (strains and improvement of strains) 
 

ชนิดและสายพันธุเปนปจจยัสําคัญที่สุดในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส          
จุลินทรียแตละชนิดจะมีประสิทธิภาพในการผลิตตางกัน  สายพันธุทีไ่ดรับการคัดเลือกมาแลวจาก
ธรรมชาติ สามารถผลิตเอนไซมไดในระดบัหนึ่ง ซ่ึงอาจไมเพียงพอหรือคุมคาที่จะนาํมาผลิตใน
ระดับอุตสาหกรรม  จึงมีการนําวิธีการปรับปรุงสายพันธุเขามาชวยในการสรางเอนไซมใหดีขึ้น 

 
การปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียเพื่อเพิ่มผลผลิต (product) เปนหลักการพื้นฐานของ

กระบวนเพาะเลี้ยง  สายพันธุที่ปรับปรุงโดยใชวิธีการดั้งเดิมและเปนทีน่ิยมกนัมาตลอด คือ การใช
สารกอกลายพนัธุ (mutagent) การคัดเลือก (selection) และการใช genetic recombination เปนตน  
ปจจุบันเริ่มมีการใชเทคนิคทางพันธุวศิวกรรม (genetic engineering) เขามาประยุกตใชมากขึ้น โดย
การโคลนยีน (clone gene) ที่สามารถสังเคราะหเอนไซมไดเขาสูจุลินทรียที่สามารถควบคุมการเจริญ
ไดดีและมีความปลอดภัยตอมนุษย เชน E. coli หรือ Bacillus spp.  ขอดอีีกประการในการปรับปรุง
สายพันธุ คือ สามารถลดตนทุนในการผลิตไดในระหวางกระบวนการเพาะเลี้ยง  สายพันธุที่ไดอาจ
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เพิ่มความสามารถในการใชสับสเตรทที่มีราคาถูกลงแทนที่จะใชกลูโคสแตเพียงอยางเดียว เชน แปง
หรือน้ําเชื่อมจากขาวโพด (corn syrup) (Parekh et al., 2000) 

 
จุฑาพร (2543) แยกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. WD6 ที่เจรญิไดในสภาวะเปนดางสูง  

(พีเอช 11) ในอาหาร BMSM medium และสามารถผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสไดในปริมาณ
สูง โดยแยกไดจากตลาดสดตัวเมือง จ.ขอนแกน สามารถผลิตเอนไซมไดมากถึง 334 units/ml ใน
อาหารที่มี skimmed milk เปนแหลงไนโตรเจนและสารเหนี่ยวนําในการสรางเอนไซม  มีสภาวะที่
เหมาะสมตอการเกิดกจิกรรมของเอนไซมที่พีเอช 11 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เมื่อทําการ
ปรับปรุงพันธุโดยใช N-methyl-N′-nitrosoguanidine (NTG) จะไดสายพันธุกลาย P65 ที่มีการผลิต
เอนไซมไดสูงสุด 400 units/ml  มีพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเกิดกจิกรรมเทากับของ WD6 

 
Jorgensen et al. (2000) ศึกษาการพัฒนาและปรับปรุงสายพันธุเชื้อแบคทีเรีย B. lentus 

ที่สามารถเจริญและผลิตอัลคาไลนโปรติเอสไดในสภาวะเปนดาง โดยระดับแรกทําการโคลนยีนที่
ทําหนาที่สังเคราะหและควบคุมเอนไซมชนิดนี้ (S-309 gene) ที่อยูบนโครโมโซม ดวยการใชวิธี 
transformation เขาไปในเชือ้ B. subtilis ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่ทราบลักษณะทางพนัธุกรรมเปนอยางดี  
ทําใหไดสายพันธุกลายที่มีการผลิตเอนไซมไดดีขึ้น  และในระดับตอมายังทําการปรับปรุงวิธีการให
ดีขึ้น โดยใชเทคนิคการขยายหรือเพิ่มยนี (gene amplification technique) ของยีนตัวนี้ใน B. lentus 
โดยตรง ทําใหรุนตอๆมามีจํานวนของยีนตวันี้มี copy number มากขึ้น สามารถผลิตเอนไซมไดสูง 
ขึ้นตามไปดวย 

 
Feng et al. (2001) ทําการโคลนยีน amy gene ที่สามารถสรางเอนไซมอะไมเลสไดเขา

ไปในแบคทเีรีย B. pumilus C172 ซ่ึงสามารถเจริญไดในสภาวะทีเ่ปนดางและสามารถสรางเอนไซม 
อัลคาไลนโปรติเอสไดในปรมิาณสูง โดยใชวิธีการ transformation ไดเปนสายพันธุใหม คือ            
B. pumilus C172-14 (pBX96)  ทําใหแบคทเีรียชนิดนี้สามารถใชแปง (starch) หรือแปงที่ไดรับการ
ยอยสลายพนัธะแลว (starch hydrolysate) เปนสับสเตรทแทนกลูโคส ซ่ึงวัตถุดิบเหลานี้หาไดงาย 
เนื่องจากเปนผลผลิตทางการเกษตรโดยตรง สามารถประหยัดคาใชจายในสวนของอาหารเลี้ยงเชือ้
ลงไปได  เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตไดนี้มีสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดกิจกรรมอยูที่พีเอช 
11 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เมื่อทดสอบกับสารยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมพบวา PMSF สามารถ
ยับยั้งได แสดงใหเห็นวาเปนเอนไซมชนดิ serine protease 
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Fu et al. (2003) ทําการโคลนยีนที่สรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ทนตออุณหภูมิ
สูงจากแบคทีเรีย B. stearothermophilus F1 ที่แยกไดจากกานของใบตนปาลมน้ํามัน โดยใชวิธี 
polymerase chain reaction (PCR) เขาสูแบคทีเรีย E. coli TOPO 10 โดยอาศัยเวกเตอร 2  ชนิด คือ 
pTrcHis-TOPO ซ่ึงอยูติดกับยีนที่สังเคราะหเอนไซมและ pJL3 ที่สามารถสราง bacteriocin release 
proteins (BRPs) ชวยในการแสดงออกและสงเอนไซมออกมาภายนอกเซลล   E. coli TOPO 10  จาก
การศึกษาสมบัติของเอนไซมพบวาเอนไซมมีพีเอชและอณุหภูมิที่เหมาะสมที่ 9 และ 80 องศา
เซลเซียส ตามลําดับ  มีความคงทนตออุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ในชวงพีเอช 8.0 ถึง 10.0  มีคร่ึง
ชีวิตที่ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง  สวนที่ 90 องศาเซลเซียส จะมีคร่ึงชีวิตลดลงเหลือเพียง 
25 นาทีเทานัน้  เอนไซมถูกยับยั้งกจิกรรมโดย PMSF แสดงใหเห็นวาเปนเอนไซมชนิด serine 
protease  

 
Calik et al. (2003) ทําการโคลนยีน sub C gene ซ่ึงเปนยนีที่ควบคุมการสังเคราะห

เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสและอยูบนโครโมโซมของเชื้อ B. licheniformis DSM 1969 โดยการใช
วิธี PCR (polymerase chain reaction) แลวนําไปทําการ transformation กับ Bacillus spp. ที่ใชเปน 
host หลายชนดิ ดวยการใช pRS316 plasmid, pHV plasmid และ restriction enzyme ที่เหมาะสม 
ผานกระบวนการจนได plasmid ที่มี sub C gene เรียกวา pHV1431::sub C plasmid  Bacillus spp.  
host ที่ใชในการทดลองมี 9 ชนิด ไดแก B. alvei, B. amyloliquefaciens,    B. badius, B. cereus,       
B. cogulans, B. firmus, B. licheniformis, B. sphericus และ B. subtilis หลังการทํา transformation 
แลว จึงทําการทดสอบการเจริญและการผลิตเอนไซมของ recombinant (r-) Bacillus spp. เหลานี้  ผล
คือมีความแตกตางกันในแตละการทดลอง เชน เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกลูโคส 20 g/L เทากัน ใน
ดานการเจริญ r-B. cogulan มีมวลเซลสูงสุด แตกจิกรรมเอนไซมสูงสุดอยูที่ r-B .amyloliquefaciens 
ในดานการเปรียบเทียบความคงตัวของ recombinant plasmid ในระหวางการเก็บรักษาพบวา            
r-B. alvei และ  r-B. amyloliquefaciens จะมีการสูญเสีย recombinant plasmid ไป  สวนที่มีความคง
ตัวมากที่สุดไดแก  r-B. licheniformis และ r-B. sphericus ตามลําดับ 
 
 4.2  อาหารเพาะเลี้ยง (culture medium) 

 
อาหารเพาะเลีย้งที่ใชในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียเพื่อการสรางเอนไซมอัลคาไลน         

โปรติเอสจะคลายกับสูตรอาหารที่ใชเล้ียงจลิุนทรียทั่วไป ซ่ึงประกอบดวย น้ํา แหลงพลังงาน แหลง
คารบอน แหลงไนโตรเจน แรธาตุ วิตามินและออกซิเจน (ออกซิเจนสําหรับจุลินทรียที่ตองการ
อากาศในการเจริญ) บางครั้งอาจตองการสารเหนี่ยวนํา (inducer) ในการกระตุนใหมกีารสราง
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เอนไซมในกรณีที่เปน inducible enzyme แมจะเปนจุลินทรียชนิดเดียวกัน แตองคประกอบในอาหาร
เล้ียงเชื้อตางกนั ก็ทําใหการสรางเอนไซมตางกัน 

 
ในกรณีของอาหารเลี้ยงเชื้อทีใ่ชในการผลิตในระดับปริมาณมาก (large scale)หรือ

ระดับอุตสาหกรรม การเลือกใชชนิดของอาหารใหเหมาะสมมีหลักเกณฑ คือ สามารถสรางผลผลิต
หรือมวลชีวภาพ (biomass) ตอมวลสับสเตรทที่ใชมากที่สุด  ใหความเขมขนผลผลิตหรือมวลชีวภาพ
สูงสุด สามารถใหอัตราการสรางผลผลิตสูงสุด ใหผลผลิตที่ไมตองการนอยที่สุด ตองมีคุณภาพดี 
สามารถหาไดตลอดทั้งป มีปญหานอยที่สุดระหวางการเตรียมอาหารและการนึ่งฆาเชื้อ 
(sterilization) และสุดทายคอืมีปญหานอยที่สุดในระหวางกระบวนเพาะเลี้ยง โดยเฉพาะการให
อากาศและการกวน การสกัดและการทําใหบริสุทธิ์ รวมถึงปญหาของเสียที่จะเกิดขึ้น          
(Stanbury et al., 1999) 

 
สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชสําหรับการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมีการศึกษา

ทั้งในแบบ synthetic medium และ complete medium แตละชนิดกใ็หผลแตกตางกันไปดังตอไปนี ้
 

4.2.1  แหลงคารบอน (C-source) 
 

เซลลจุลินทรียจะใชแหลงคารบอนในกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) 
ของเซลล  เปนสารที่มีความสําคัญในการสังเคราะหองคประกอบและพลังงานของเซลล  โดยทั่วไป
จุลินทรียที่เจรญิในสภาวะไมมีอากาศ (anaerobic microorganism) จะใชแหลงคารบอนประมาณ 10 
เปอรเซ็นต ในการสังเคราะหองคประกอบของเซลล  ในขณะที่จุลินทรยีกลุมเจริญในสภาวะที่มี
อากาศ (aerobic microorganism) จะใชถึง 50 ถึง 55 เปอรเซ็นต (สมใจ, 2537)  จุลินทรียที่ใชใน
กระบวนการเพาะเลี้ยงทัว่ไป โดยมากจะใชคารโบไฮเดรตเปนแหลงคารบอน ซ่ึงไดแก กลูโคส  
ฟรุคโตส มอลโตส และเซลลูโลส เปนตน  จากรายงานที่มีการศึกษามาพบวามีแหลงคารบอนที่ใช
ในการเพาะเลีย้งจุลินทรียเพือ่ใชในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสหลายชนิด เชน กลูโคส    
กาแลคโตส ราฟฟโนส มอลโตส และแปง เปนตน แตละชนิดใหผลที่แตกตางกันในจลิุนทรียที่ตาง
ชนิดกัน และแมจะเปนจุลินทรียชนิดเดียวกัน สกุลเดยีวกัน แตตางสายพันธุกใ็หผลที่แตกตางกนั 

 
กลูโคสเปนแหลงคารบอนที่เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวและเซลลจุลินทรียสามารถ

นําไปใชไดงายที่สุด  สามารถนําผานเขามาภายในเซลลไดผานทางเยื่อหุมเซลล  โดยการใชพลังงาน
จากสารพลังงานเรียกวา active transport และวิธีเปลี่ยนกลูโคสเปนกลูโคส-6-ฟอสเฟต เรียก
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กระบวนการนี้วา group translocation หรือ phosphotransferase (กัญจนา, 2537)  อาจมีผลทําใหมี
การเจริญคอนขางสูงเมื่อเทียบกับแหลงคารบอนชนิดอื่น  แตจากเอกสารวิจัยตพีิมพบางฉบับ พบวา
กลูโคสยับยั้ง (repression) การสังเคราะหเอนไซม ซ่ึงเขาใจวาเกิดจากกระบวนการ catabolite 
repression แตก็มีหลายฉบับเชนกันทีแ่สดงใหเห็นวากลูโคสเสริมสรางการสรางเอนไซม 

 
Ferrero et al. (1996) ศึกษาชนิดของแหลงคารบอนที่มีผลตอการสรางเอนไซม 

อัลคาไลนโปรติเอสที่ทนตออุณหภูมิสูง (thermostable alkaline protease) จาก B. licheniformis MIR 
29  พบวาเคซนีเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดในการผลิตเอนไซม โดยใหกิจกรรมเอนไซมมากถึง 76 
units/ml และพบวามีการเจริญดีที่สุดเชนเดียวกัน ผลรองลงมาไดแก แปง (starch) อินนูลิน (innulin) 
แลคโตส (lactose)  เมลิไบโอส (melibiose) ราฟฟโนส (raffinose) กาแลคโตส (galactose) ในขณะที่
อีก 5 ชนิดยับยั้งการสรางเอนไซม ไดแก กลูโคส ไซโลส (xylose) กลีเซอรอล (glycerol) และ     
มอลโตส (maltose) 

 
Banerjee et al. (1999) ศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส

จากแบคทีเรีย B. brevis ในอาหาร complete medium พีเอช 10.5 อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส โดย
เปรียบเทียบแหลงคารบอนชนิดตางๆที่มีผลตอการผลิตเอนไซม  พบวาแลคโตสสามารถทําใหเชื้อมี
การสรางเอนไซมไดสูงสุดถึง 3,455 units/ml ผลรองลงมาไดแก ซูโครส กลูโคส แปงและมอลโตส 
และที่ต่ําที่สุดคือกาแลคโตส ไดเพยีง 650 units/ml เทานั้น  

 
Mehrotra et al. (1999) ศึกษาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก   

Bacillus sp. สายพันธุหนึ่งทีแ่ยกไดจากดินที่มีสภาพเปนดาง  เมื่อนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหาร 
complete medium โดยมกีารเปรียบเทียบแหลงคารบอนที่ตางกัน  พบวากลูโคสเปนแหลงคารบอนที่
ดีที่สุดมีกิจกรรมเอนไซม 28 units/ml  ผลรองลงมาไดแก ฟรุคโตส แลคโตส  สวนมอลโตสและ
แปงจะไดกจิกรรมเอนไซมต่ํามาก 

 
Calik et al. (2001) ศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก

เชื้อ B. licheniformis MIR 29 โดยใชความรูเกี่ยวกับ biochemical reaction network ของกระบวนการ 
central carbon pathway ที่มีการศึกษามาแลวเขามาประยุกตใช  และมกีารนําการวิเคราะหที่เรียกวา 
metabolic capacity analysis มาใชในการคํานวณคาความเหมาะสมของแตละปจจยัทีม่ีผลตอ 
biochemical reaction network ภายในเซลล  ในสวนของการเปรียบเทยีบแหลงคารบอนพบวา
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กลูโคสและอะซิเตตมีความเหมาะสมที่สุดตอการเจริญและการผลิตเอนไซม โดยมีคา reduction 
degree (γ) สูงสุดเทากับ 4 ทัง้ 2 ชนิด 

 
Johnversly and Naik (2001) ศึกษาผลของแหลงคารบอนหลายชนดิทีม่ีผลตอ

การผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อ Bacillus sp. JB-99 ในอาหาร synthetic medium โดย
เพาะเลี้ยงในสภาวะพีเอช 10  พบวากรดซิตริก (citric acid) และแปงใหกจิกรรมเอนไซมไดสูงสุด  
ผลรองลงมาไดแก ราฟฟโนส อะราบิโนสและฟรุคโตส สวนที่ยับยั้งการสรางเอนไซมไดแก กลูโคส
และไซโลส 

 
Beg et al. (2002) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. mojavensis ในอาหาร synthetic 

medium ที่มี casamino acid เปนตัวเหนีย่วนําการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส พบวาที่ความ
เขมขนของกลูโคสมากกวา 10 mg/ml  จะทาํใหเกดิการยับยั้งการสรางเอนไซมโดยกระบวนการ 
catabolite repression  จึงมีการปรับปรุงกระบวนการเพาะเลี้ยงเปนแบบเติมอาหาร โดยทําการเพาะ 
เล้ียงไประยะหนึ่งจนปริมาณกลูโคสลดต่ําลงนอยกวา 10 mg/ml จึงเติม casamino acid ลงไป  พบวา
มีการสรางเอนไซมมากกวาปกติ 2 เทา เปนการหลีกเลีย่งกระบวนการ catabolite repression ใน
ระหวางการเพาะเลี้ยง 

 
4.2.2  แหลงไนโตรเจน (N-source) 

 
เซลลจุลินทรียมีไนโตรเจนเปนสวนประกอบประมาณ 8 ถึง 10 เปอรเซ็นตของ

น้ําหนกัแหง  ความตองการไนโตรเจนของจุลินทรียแตละชนิดแตกตางกันไป  บางชนิดจะใชในรปู
ของสารอินทรีย (organic nitrogen) หรือบางชนิดจะใชในรูปของสารอนินทรีย (inorganic nitrogen)   
เซลลจุลินทรียจะนําไนโตรเจนไปใชในกระบวนการเมแทบอลิซึม เพื่อนําไปใชในการสังเคราะห
กรดอะมิโน โปรตีน และสวนประกอบของผนังเซลล (สมใจ, 2537) ในสวนของเอนไซมอัลคาไลน
โปรตเิอส ตัวเอนไซมประกอบดวยไนโตรเจน 15 เปอรเซ็นต (Kumar and Takagi, 1999)  ดังนั้นการ
เลือกใชชนิดของแหลงไนโตรเจนจึงมีความสําคัญ จากเอกสารวิจัยตพีิมพหลายฉบับ แสดงใหเห็นวา
จุลินทรียตางชนิดกันหรือแมกระทั่งชนิดเดยีวกันก็สามารถใชแหลงไนโตรเจนที่ตางกนัได 

 
Ferrero et al. (1996) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเชือ้ B. licheniformis MIR-29 เพื่อการ

เจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในอาหารที่มีแหลงไนโตรเจนตางกนั  พบวาโซเดียม
ไนเตรท (sodium nitrate) ซ่ึงเปนสารอนินทรียสามารถทําใหเกดิการสรางเอนไซมไดสูงสุด  ผลรอง 
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ลงมาไดแกแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) สวนเปปโตน (peptone) ซ่ึงเปนสารอินทรีย
ไนโตรเจนมกีจิกรรมเอนไซมต่ําสุด 

 
Banerjee et al. (1999) ศึกษาการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก            

B. brevis  MTCCB0016 ในอาหาร complete medium โดยมีการเปรยีบเทียบแหลงไนโตรเจนที่เปน
สารอินทรีย 12 ชนิด ผลคือ soybean meal ไดกิจกรรมเอนไซมสูงสุด สวนในระดับปานกลางไดแก 
ไบโอเปปโตน (biopeptone), มีทเอกซแทรค (meat extract), ทริปโตน (tryptone), มอลทเอกซแทรค 
(malt extract), ยีสตเอกซแทรค (yeast extract), ทริปโตน (tryptone) และยีสตออโตไลเซต (yeast 
autolysate) และที่ใหกิจกรรมต่ําสุดไดแกเปปโตน 

 
Merhotra et al. (1999) เพาะเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. ในการผลิตเอนไซมอัลคาไลน

โปรติเอส โดยใชแหลงไนโตรเจนทั้งสารอินทรียและสารอนินทรีย  พบวาแอมโมเนยีมคลอไรดจะ
ใหผลผลิตเอนไซมสูงสุด ในขณะที่แอมโมเนียมไนเตรท แอมโมเนียมซลัเฟต โซเดียมไนเตรท       
เคซีนและยีสตเอกซแทรคผสมกับเปปโตน มีการสรางเอนไซมอยูในชวงใกลเคยีงกนัและนอยกวา
แอมโมเนียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  

 
Beg et al. (2001) ศึกษาการเหนี่ยวนําการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก

เชื้อ B.  mojavensis โดยใชแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจน ซ่ึงแอมโมเนียมคลอไรดนี้
หากมีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อมากกวา 0.0093 mmol/ml จะยบัยั้งการสรางเอนไซม  จึงปรับปรุงการ
ทดลองโดยเพาะเลี้ยงเชื้อไประยะหนึ่ง เพื่อใหปริมาณสารตัวนี้ลดลงจนต่ํากวาระดับดังกลาว จึงเตมิ 
casamino acid ซ่ึงเปนสารเหนี่ยวนําการสรางเอนไซมลงไป จะทําใหมกีารสรางเอนไซมไดดีกวาเมือ่
เปรียบเทียบกบัในกรณีที่ใสลงไปในขณะที่ยังมีปริมาณแอมโมเนียมคลอไรดสูงอยู 

 
4.2.3  ไอออนของโลหะและเกลือ (metal ion and salt) 

 
Moon and Parulekar (1991) รวบรวมขอมลูวาฟอสเฟตจะทําหนาทีเ่ปนสาร

กระตุนใหเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมในระดับปฐมภูมิ รวมถึงการสังเคราะห deoxyribonucleic acid 
(DNA) riboncleic acid (RNA) และโปรตนี มีผลตอกระบวนการเมแทบอลิซึมของคารโบไฮเดรต 
การหายใจของเซลลและการควบคุมระดบัของ ATP  ฟอสเฟตสวนใหญจะถูกใชในการสังเคราะห
องคประกอบของเซลล เชน เปนโคเอนไซม (co-enzyme) กรดนวิคลีอิค (nucleic acid) นิวคลีโอไทด 
(nucleotide) ฟอสโพลิปด (phospholipid) และโพลีเมอรของผนังเซลล  สัดสวนของฟอสเฟตที่ถูกใช
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ไปจะยังคงอยูในรูปของสารประกอบอินทรียฟอสเฟตทีล่ะลายน้ํา เชน ATP เปนตน  มีรายงานวา
ปริมาณของสารอนินทรียฟอสเฟตที่มากเกินไปจนถึงระดับหนึ่งจะมผีลตอการใชกลูโคส (glucose 
utilization) การเจริญและการผลิตเอนไซมชนิดนี้ในจุลินทรียสายพันธุ wild-type และ recombinant 
ชนิดหนึง่    Moon and Parulekar ทําการทดลองศึกษาผลของสารอนินทรียฟอสเฟต คือ                 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KB2BHPOB4B) ที่มีตอการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของ     
B. firmus ที่ระดับความเขมขน 0.5, 1, 2 และ 4 g/L  พบวาที่ระดับความเขมขน 0.5 g/L จะจํากัดการ
เจริญและการสรางเอนไซม  ในขณะที่ความเขมขน 2 g/L จะกระตุนใหเกิดการสรางเอนไซมไดดี
ที่สุด ซ่ึงเปนผลมาจากการกระตุนในระดบัการสังเคราะหและการสงเอนไซมออกนอกเซลล 

 
Tunga et al. (1998) ศึกษาการเพาะเลี้ยงTเชื้อรา T Rhizopus oryzae ROпTRB-13 

(NRRL-21498) ดวยการเพาะเลี้ยงแบบ solid-state fermentation  ศึกษาปจจัยตางๆรวมถึงสวน 
ประกอบของเกลือที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส  พบวาในชุด
ของสารละลายเกลือที่มีโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 12.8 g/L โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
3 g/L โซเดียมคลอไรด 0.5 g/L แมกนีเซียมซัลเฟต 0.5 g/L และแคลเซียมคลอไรด 0.01 g/L ทําใหมี
การสรางเอนไซมสูงสุด 

 
Banerjee et al. (1999) ศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส

จากเชื้อ B. brevis MTCCB0016  โดยการเพาะเลี้ยงในระดับฟลาสกและทําการเปรียบเทียบปจจยั
ตางๆที่เกี่ยวของ  ในสวนของเกลือพบวาเมื่อใชแคลเซียมอะซิเตต 0.01 g/L, แคลเซียมคลอไรด 0.01 
g/L และแมกนีเซียมซัลเฟต 0.01g/L ใสลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตอยูแลว 0.1g/L จะมีการสรางเอนไซมสูงขึ้น ซ่ึงสูงกวาการใชเกลือแตละชนิดแตเพียงชนิด
เดียว อธิบายไดวาแคลเซียมอะซิเตตและแคลเซียมคลอไรดจะปองกนัการเกิด autolysis ของเอนไซม
ในระหวางการเพาะเลี้ยงได 

 
Kumar and Takagi (1999) รายงานวาโพแทสเซียมฟอสเฟตจะใชเปนแหลง

ฟอสเฟตในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียทั่วไป เนื่องจากมีความสามารถในการเปนบัฟเฟอรในอาหารเลี้ยง
เชื้อได โดยสวนใหญจะใชทีค่วามเขมขน 2 g/L พบวาหากใชในปริมาณเขมขนกวานี้ จะยับยั้ง 
(inhibit) การเจริญและยับยั้ง (repression) การสรางเอนไซมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส  ปญหา 
ประการหนึ่งของการใชสารชนิดนี้ คือ เมื่อใชในความเขมขนมากกวา 4 g/L จะเกดิการตกตะกอน
ภาย หลังการนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน (autoclave)  แตกส็ามารถแกปญหาดังกลาวไดโดยการเติม 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  นอกจากนี้ไอออนของโลหะบางชนิดมีผลตอการ
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สังเคราะหเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส เชน ไอออนของโลหะที่มีประจุ+2 เชน แคลเซียม (calcium) 
โคบอลท (cobalt) โบรอน (boron) คอปเปอร (copper) เหล็ก (iron) แมกนีเซียม (magnesium) 
แมงกานีส(manganese) และโมลิบดินัม (molybdinum) เปนตน 

 
 4.3  ปจจัยที่มผีลตอการเจริญของจุลินทรียในระหวางการเพาะเลี้ยง 
 

4.3.1  พีเอช 
 

Horikoshi (1991) รวบรวบรายงานเกี่ยวกับการเจริญของ alkalophilic 
microorganism  จุลินทรียเหลานี้มีพีเอชที่เหมาะสมตอการเจรญิประมาณ 9 ถึง 10.5  มีนอยมากที่
พบวาสามารถเจริญไดในสภาวะพเีอชเปนกลางหรือใกลเคียง  แมวาภายนอกเซลลจะมีสภาวะเชนไร 
แตภายในเซลลจะมีกระบวนการที่ทําใหพีเอชต่ํากวาภายนอกเซลลเสมอ เนื่องจากเมแทบอลิซึม
ภายในเซลลมีความเหมาะสมที่จะเกดิปฏิกริิยาอยูในชวงนี้ โดยเฉพาะเอนไซม (intracellular 
enzyme) และโปรตีนตางๆ ที่มีความเหมาะสมตอสภาวะเปนกลางมากกวา กระบวนการนี้เรียกวา 
homeostasis  เมื่อพิจารณาตามหลักการสราง ATP ในระบบลูกโซการขนสงขนสงอิเลคตรอน 
(Electron Transport System, ETS) ทั่วไปที่ตองอาศัยความตางศักยระหวางภายในและภายนอกเซลล 
(ความเขมขน proton (HP

+
P) ภายนอกเซลลจะตองสูงกวาภายในเซลล) จนทําใหเกิดแรง proton motive 

force  proton จากภายนอกเซลลจะลําเลียงผานเขามาภายในเซลล ผานหนวยโครงสรางที่ทําหนาที่
สราง ATP จาก ADP เรียกวา ATPase  แตในกรณีของ alkalophilic microorganism โดยเฉพาะ 
obligate alkalophilic microorganism จะมสีภาวะทีต่รงขามกับที่กลาวมา ทําใหไมสามารถเกิด
กระบวนการไดตามปกติ  ดังนั้นในการเจรญิจึงตองการ NaP

+
P ชวยในการลําเลียง proton ผานเขาออก

เซลลใหเปนไปอยางเหมาะสม โดยใชการลําเลียงที่เรียกวา NaP

+
P/HP

+
P antiporter เปนการลําเลียงสารทั้ง 

2 ชนิดผานเมมเบรนแบบสวนทางกนั ทําใหเกดิสภาวะ proton gradient สงผลใหเกดิ proton motive 
force ทําใหมกีารสราง ATP ได 

 
Johnvesly and Naik (2001) ศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลน    

โปรติเอสของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. JB-99 ในอาหาร synthetic medium ที่มีกรดซิตริกและ
แอมโมเนียมไนเตรตเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจนตามลําดับ  โดยทําการเพาะเลีย้งในฟลาสก
ขนาด 250 ml เขยาที่ 180 rpm อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  ในสวนของพีเอชเริ่มตนพบวาที่เหมาะ 
สมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมอยูที ่9.0 
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Calik et al. (2002) อธิบายวาระบบลูกโซขนสงอิเลคตรอน (ETS)ในกระบวน 
การหายใจที่เกดิขึ้นที่เซลลเมมเบรน เกิดจากการ oxidation-reduction ทําใหเกดิเปน electrochemical 
gradient proton  ในแบคทีเรียพวก bacilli ใช  proton gradient นี้ในการขับเคลื่อนปฏิกิริยาที่ตองใช
พลังงาน เชน การขนสงสารหรือสังเคราะห ATP (ATP synthetase) จากกระบวนการ oxidative 
phosphorylation และการเคลื่อนที่ของเซลล  เซลลจุลินทรียมีกลไกในการรักษาพีเอชภายในใหคงที ่
แมวาภายนอกจะมีพีเอชแตกตางกันมากก็ตาม ทําใหตองใชพลังงานในการรักษา proton gradient 
ผานเซลลเมมเบรนไดตามปกติ  ดังนัน้พีเอชในอาหารเลีย้งเชื้อจึงสําคญัและมีผลตอการเจริญของ 
bacilli มาก  Calik et al. จึงทําการศึกษาผลของพีเอชที่มีตอการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลน
โปรติเอสจากเชื้อ B. licheniformis DSM 1969 ในอาหาร synthetic medium โดยใชกลูโคสเปน
แหลงคารบอน คาพีเอชที่ศกึษาคือ 7.0, 7.25 และ 7.5 ทัง้ที่มีการควบคมุและไมควบคุม วิเคราะห
มวลเซลล การสรางเอนไซม ความเขมขนกลูโคส และความเขมขนของ proton โดยแบงการศึกษา
ออกเปน 2 ชวง คือ ชวง growth phase (0-20 h) และ enzyme production phase (20 ถึง 43 h)   ผล
การทดลองแสดงใหเห็นวาอตัราการใชกลูโคสขึ้นกับพีเอชเริ่มตนในชวง growth phase  ที่พีเอช 7.5 
อัตราการใชกลูโคสสูงสุด แต proton gradient ต่ําสุด และที่พีเอช 7.0 กลับใหผลตรงขาม คือ อัตรา
การใชกลูโคสต่ําสุด แต proton gradient กลับสูงสุด  ในสภาวะทีไ่มมกีารควบคุมพีเอชทั้งหมด พีเอช
ในอาหารเหลวจะลดลงจนถงึชั่วโมงที่ 18 และหลังจากชัว่โมงที่ 20 จะเพิ่มขึ้น เนื่องจากมีการลําเลียง 
proton กลับเขาไปในเซลล ใน 20 ช่ัวโมงแรกนี้พบวา proton gradient เพิ่มขึ้น  การทีค่า proton 
gradient มีคาสูงต่ําเชนนี้เกดิจากความแตกตางของเมแทบอลิซึม  ในระยะ enzyme production phase 
อัตราการใชกลูโคสและมวลเซลลจะลดลง อัตราการสรางเอนไซมสูงขึ้น proton gradient ลดลง      
พีเอชที่เหมาะสมตอ enzyme production phase เทากับ 7.25  อธิบายผลการทดลองได คือ ที่สภาวะ  
พีเอช 7.5  proton gradient ต่ําสุดเนื่องจากตองใชพลังงานไปในการรักษาความเขมขนของ proton 
gradient นี้ไว ทําใหตองใชกลูโคสบางสวนไปในการใหพลังงานกับสวนดังกลาว จึงเหลือนําไปใช
ในการสังเคราะห building block ของเซลลไดนอยลง มวลเซลลต่ํา  ในขณะที่สถาวะพีเอช 7.0 ใหผล
ในทางตรงขาม ทําใหใชกลูโคสไปในการสรางเซลลไดมากกวา มวลเซลลจึงสูงกวา 

 
4.3.2  อุณหภมูิ 

 
อุณหภูมิเปนอกีปจจยัหนึ่งทีม่ีความสําคัญในกระบวนการเพาะเลี้ยงเชื้อ มีความ

เหมาะสมแตกตางกันไปตามชนิดของจุลินทรีย  ตัวอยางในตารางที่ 3 แสดงอุณหภูมทิี่เหมาะสมของ
จุลินทรียบางชนิดในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส  กลไกในการควบคุมการสรางเอนไซม
โดยอุณหภูมยิงัไมทราบแนชัด  แตจากรายงานของ Frankena et al. (1986) พบวามีความสัมพันธกนั
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ระหวางการสังเคราะหเอนไซมและเมแทบอลิซึมของพลังงาน ซ่ึงถูกควบคุมโดยอณุหภูมิและ
ปริมาณออกซิเจนอีกชั้นหนึ่ง  
 
ตารางที่ 3    อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของจุลินทรียบางชนิด 
 

Optimm temperature (°C)  Organisms 
28  Penicillium griseoflvin 
30  Bacillus sp.B21-2 
32  Aspergillus flavus 
35  Bacillus sp.Y 
36  B. licheniformis 
37  B. alcalophilus subsp.halodrans KP1239 
39.5  B. licheniformis 
40  Bacillus sp.strain B18 
45  B. thermorber 
52  Thermoactinomycetes sp. HS682 
55  B. stearothermophilus AP-4 
60  B. stearothermophilus F1 
   
ท่ีมา: Kumar and Takagi (1999)   

 
4.3.3  การใหอากาศและการกวน (aeration and agitation) 

 
กระบวนการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในถังหมกัสวนใหญเปนจุลินทรียประเภทที่ตอง 

การอากาศหรอืออกซิเจนในการเจริญ คือ strictly aerobe หรือ facultative anaerobe จึงตองมีการให
อากาศในระหวางการเพาะเลีย้ง เพื่อใชในการออกซิไดสกลูโคสหรือแหลงคารบอนอื่นๆ โดย
ออกซิเจนที่ใชในการออกซิไดสกลูโคสมีคาประมาณ 192 g ตอกลูโคส 180 g  แตปริมาณออกซิเจน
ที่ละลายอยูในอาหารเลี้ยงเชือ้ (dissolved oxygen, DO) จะละลายไดสูงสุดประมาณ 7.6 mg/dmP

3
P 

(ppm) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  และเนื่องจากออกซเิจนมีความสามารถในการละลายต่ํากวา
กลูโคสประมาณ 6,000 เทา  การใหอากาศในระหวางการเพาะเลี้ยงจึงมีความจําเปน ซ่ึงทําไดโดย
การใหอากาศและการกวน (Stanbury et al., 1999) 

 
ออกซิเจนจะเขาไปชวยเซลลจุลินทรียในกระบวนการเมแทบอลิซึมตางๆเพื่อ

นําไปใชในการสรางสวนประกอบเซลลและพลังงาน  ปริมาณออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเลี้ยง
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เชื้อจึงมีความสัมพันธกับการเจริญ  ซ่ึงสามารถอธิบายไดจากภาพที่ 8 จะเห็นคาอัตราการใช
ออกซิเจนจําเพาะ (specific oxygen uptake rate, Qo B2B) แปรผันตรงกับความเขมขนของออกซิเจนที่
ละลายอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ  จนเมื่อถึงจุดจดุหนึ่งที่คานีจ้ะคงที่ไมวาความเขมขนของออกซิเจนจะ
เพิ่มขึ้นเทาไร  เรียกคาความเขมขนของออกซิเจนที่จดุนีว้าความเขมขนวิกฤต (critical concentration, 
CBcrit B)  ถาความเขมขนออกซิเจนสูงกวาความเขมขนวิกฤต  จุลินทรียจะมอัีตราการใชออกซิเจน        
จําเพาะในการดูดซึมออกซิเจนสูงสุด ทําใหมีการสรางมวลเซลลไดสูงสุดดวย  ในทางตรงขามถาคา
นี้ต่ํากวาความเขมขนวิกฤตจะมีการสรางมวลเซลลต่ําลงและมีผลตอการเปลี่ยนแปลงเมแทบอลิซึม 
(สมใจ, 2537) 

 

 
 

ภาพที่ 8  ผลของความเขมขนของออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเหลวตออัตราการใช 
  ออกซิเจนจําเพาะของเซลลจุลินทรีย 

ท่ีมา: สมใจ (2537) 

CBcritical B 

Dissolved oxygen concentration 

QoB2 B 



 
37

การเพาะเลีย้งจุลินทรียในถังหมักจะมีการใหอากาศโดยใชเครื่องอัดอากาศ (air 
compressor)  ฟองอากาศจะออกจากรูเล็กๆของทอนําอากาศเรียกวา sparger เขาสูอาหารเลี้ยงเชื้อจน 
ถึงเซลลจุลินทรีย มีลําดับกระบวนการสงถายออกซิเจน 3 ขั้นตอนดังนี้ คือ การสงผานออกซิเจนจาก
ฟองอากาศเขาสูอาหารเหลว การสงผานออกซิเจนจากอาหารเหลวไปยงัเซลลจุลินทรีย และการดูด
ซึมออกซิเจนจากอาหารเหลวเขาสูเซลลจุลินทรีย  การกวนและการใหอากาศมีผลตอการสงผาน
ออกซิเจนเปนอยางมาก โดยการกวนจะทําใหฟองอากาศถูกตีเปนฟองเล็กๆที่มีพื้นที่ผิวสัมผัสมาก 
กวา ทําใหฟองอากาศลอยขึ้นสูผิวหนาของอาหารชาลง จึงเปนการเพิ่มระยะเวลาในการสัมผัสกับ
อาหารไดนาน ทําใหการสงผานออกซิเจน (OB2B transfer) ดีขึ้น การใหอากาศก็เชนเดียวกัน ถาสูงก็ทาํ
ใหคาการสงผานออกซิเจนดขีึ้น แตถาสูงเกนิไปจนถึงจดุที่ใบพัด (impeller) ไมสามารถตีฟองไดทัน 
ฟอง อากาศจะพุงขึ้นมาอยางรวดเร็ว เวลาในการสัมผัสกับอาหารนอยกวา คาการสงผานออกซิเจนก็
จะต่ําลง  ถังหมักแตละชนิดมีความแตกตางกันหรือแมแตในถังหมักชนิดเดยีวกันแตสภาวะแวดลอม 
เชน การกวน การใหอากาศตางกัน กจ็ะทาํใหคาการสงผานออกซิเจนตางกันดวย  จงึมีการศึกษาและ
กําหนดคาที่บงบอกถึงประสิทธิภาพในการสงผานออกซิเจนของถังหมัก คือ สัมประสิทธิ์การสง 
ผานออกซิเจนตอหนวยปริมาตร (volumetric oxygen-transfer coefficient, h P

-1
P)  และจากขั้นตอนการ

สงผานออกซิเจนที่กลาวมาพบวาขั้นตอนแรกสุด คือ การสงผานออกซิเจนจากฟองอากาศไปสู
อาหารเหลวเปนขั้นตอนจํากดั  สมการที่ 1 แสดงถึงอัตราการสงผานออกซิเจนจากฟองอากาศให
ละลายเขาไปในอาหารเหลว ดังนี ้

 
dCBL B/dt = K BL Ba(C*-C BL B)……………(1)       เมื่อ 
 
CBL B คือความเขมขนของออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเหลว (mmol/L) 
 
C* คือความเขมขนอิ่มตัวของออกซิเจนที่ละลายในอาหารเหลว (mmol/L) 
 
t  คือเวลา (h) 
 
dCBL B/dt  คืออัตราการสงผานออกซิเจน (mmol/L.h)    
 
KBL B คือสัมประสิทธิ์การสงผานออกซิเจน (cm/h) 
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a  คือพื้นที่ผิวที่อยูระหวางฟองอากาศและของเหลวตอปริมาตรของของเหลว 
(cmP

2
P/cm P

3
P) 

 
ในทางปฏิบัตกิารวัดคา KBL B และ a ในกระบวนการเพาะเลี้ยงทําไดยาก จึงรวมคา

ทั้งสองเขาดวยกันเปน KBL Ba (สมใจ, 2537) 
 

Calik et al. (2000a) ศึกษาผลของสภาวะอตัราการสงผานออกซิเจนทีม่ีตอการ
เจริญ การใชสับสเตรท และการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อแบคทีเรีย B. licheniformis 
MIR 29 โดยใชการวิเคราะหแบบ theoretical data-base (TDA) และ theoretical data-base capacity  
ที่อาศัย intracellular metabolic network ภายในเซลลเขามาใชในการวิเคราะห  โดยมีการศึกษาที่ชวง 
เวลาตางๆของเซลล  ในการทดลองใชกรดซิตริกเปนแหลงคารบอน  พบวาที่สภาวะการสงผาน
ออกซิเจนต่ํา (Low Oxygen Transfer, LOT) อัตราการสรางเซลลและไลซีนสูงสุด อัตราการใชกรด 
ซิตริกต่ําสุด ไมพบการสรางเอนไซมที่สภาวะนี้  ที่สภาวะการสงผานออกซิเจนปานกลาง (Medium 
Oxygen Transfer, MOT) อัตราการสรางเซลลจะต่ําสุด อัตราการใชกรดซิตริกสูงกวา LOT แตต่ํากวา
สภาวะการสงผานออกซิเจนสูง (High Oxygen Transfer, HOT) ที่ MOT นี้คาสัมประสิทธิ์ที่เกี่ยวของ
ที่วิเคราะหได แสดงใหเห็นวากลไกในการควบคุมภายในเซลลจะยับยั้งการสังเคราะหเอนไซมใน
ระยะ lag และ early exponential phase  และสุดทายที่สภาวะ HOT อัตราการใชกรดซติริกสูงสุด 
อัตราการสรางเซลลสูงกวา MOT แตต่ํากวา LOT  อัตราการสรางเอนไซมต่ํามาก เนือ่งจาก 
metabolic reaction flux ภายในเซลลจะใชกรดซิตริกในการสรางอะซิเตทแทนการสราง building 
block ของเอนไซม ทําใหมีการสรางเอนไซมต่ํา  
 
5.  จลนพลศาสตรการเจริญของจุลินทรีย  (microbial growth kinetics) 
  
 จลนพลศาสตรการเจริญของจุลินทรียที่เพาะเลี้ยงในรูปแบบตางๆกันมดีังนี ้
 
 5.1  การเพาะเลี้ยงแบบเบ็ดเสร็จ (batch culture)  

 
การเพาะเลีย้งในลักษณะนีเ้ปนการเพาะเลี้ยงในระบบปด (closed culture system) มี

ปริมาณสารอาหารจํากัด  เมือ่ถายกลาเชื้อ (starter) ลงไป ระยะแรกเซลลจะยังไมมกีารเพิ่มจํานวน
เนื่องจากเปนระยะที่เซลลปรับตัวหรือเร่ิมสรางความพรอมในระดับชวีโมเลกุลกับสารอาหารเรียก
ระยะนี้วา lag phase ระยะนีส้ามารถลดลงไดโดยใชกลาเชื้อที่เหมาะสม มคีวามสมบูรณ  หลังจากนัน้
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เซลลจะมีการเจริญเพิ่มจํานวนมากขึ้นเรื่อยๆจนอัตราการเจริญจะสูงสุด ซ่ึงเรียกวาระยะ log หรือ 
exponential phase ตอมาอัตราการเจริญจะเริ่มคงที่ในที่สุด อัตราการเจริญและอัตราการตายของ
เซลลเทากัน มีการสะสมสารที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึม เรียกระยะนี้วา stationary phase 
และเมื่อมีการสะสมสารเหลานี้มากขึ้นเรื่อยๆทําใหมีอัตราการตายของเซลลมากขึ้นและมากกวา
อัตราการแบงเซลลเรียกวาระยะ death phase รายละเอียดดังภาพที่ 9 (Stanbury et al., 1999) 

 
5.1.1  ระยะปรับตัว (lag phase) 

 
เปนระยะที่เซลลพบกับสิ่งแวดลอมใหม อาหารเพาะเลี้ยงใหม เปนระยะที่ไมมี

การแบงเซลล แตจะมกีารเพิม่ขนาดของเซลล มีการสรางเอนไซมและเมทาบอไลทอ่ืนๆที่จําเปน
สําหรับกระบวนการทางชวีเคมี ระยะนี้ใชเวลาแตกตางกนัขึ้นกับสภาพแวดลอมและสามารถลดเวลา
ใหส้ันลงไดโดยใชกลาเชื้อที่เหมาะสม 

 

 
 

ภาพที่ 9  รูปแบบการเจริญของจุลินทรียในการเพาะเลีย้งแบบ batch culture 
 ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Stanbury et al. (1999) 

Time  

Acceleration phase  

Lag phase  Deceleration phase 

Stationary phase 

Log or  exponential phase 

Ln biomass 
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5.1.2  ระยะเพิม่จํานวน (logarithmic หรือ exponential phase) 
 

ระยะนี้เซลลจะเพิ่มจํานวนดวยอัตราคงที่และในอัตราที่สูงสุดเมื่อเทียบกับระยะ
อ่ืนๆ  กราฟระหวาง Ln biomass ตอเวลาจะเปนเสนตรง ดังภาพที่ 9  เปนระยะที่เหมาะสมตอการ 
ศึกษากระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลจุลินทรีย เนื่องจากมีสมบัตทิางสรีรวิทยาเปนแบบเดยีวกัน
ทั้งหมด ดังสมการที่เกี่ยวของ 

 
เนื่องจากอัตราการเพิ่มของเซลลเปนปฏิภาคกับความเขมขนของเซลล ดังนั้น 

 
dx/dt    =   µx…….........…(2)         เมื่อ   
 
x  คือความเขมขนของเซลลจุลินทรีย (g/L) 
   
t  คือเวลาที่ใชในเพาะเลี้ยง (h) 
   
µ  คืออัตราการเจริญจําเพาะ (hP

-1
P)  

 
จากสมการที่ 2 เมื่อทําการ integrate จะได 
 
xBt B   =   xB0BeP

µt
P…………(3)       เมื่อ   

 
xBt B  คือความเขมขนของจุลินทรีย ณ เวลา t ช่ัวโมง (g/L) 
        
 xB0 B คือความเขมขนของจุลินทรียเร่ิมตน (g/L) 
      
e  คือ natural logarithm  
 
จากสมการที่ 3 เมื่อใส natural log เขาไปทัง้ 2 ขางจะได 
 
Ln xBt B = Lnx B0B+ µt…………(4) 
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ในระยะ exponential phase นี้คาอัตราการเจริญจําเพาะจะเปนคาที่สูงสุดเรียกวา
คา  µBmaxB  และยังมีคาพารามิเตอรตางๆที่สําคัญในการศึกษาไดแก 

 
Yx/s  คือผลไดของเซลลจุลินทรียตอมวลสับสเตรท  
 
Yp/s  คือผลไดของผลผลิตตอมวลสับสเตรท  
 
Yp/x  คือผลไดของผลผลิตตอมวลเซลลจุลินทรีย 

 
dP/dt   =   q BpBx  …………(5)     เมื่อ  
 
dP/dt  คืออัตราการผลิตผลผลิตตอหนวยเวลา (Units/h) 
 
qBpB  คืออัตราการเกิดผลผลิตจําเพาะ (specific production rate, units product /g 

cell.h)  คานี้อาจเรียกวาคา ρ (Rho) ก็ได ซ่ึงคานี้มีคาเทากบั 
 
qBpB   =   Yp/x µ   ..................(6) 
 
คา qBp Bหรือ Rho นี้เปนคาทางจลนพลศาสตรที่สําคัญ ซ่ึงแสดงถึงความสามารถ

ในการสรางผลผลิตของจุลินทรียที่มีความสัมพันธกับมวลเซลลและเวลา 
 

5.1.3  ระยะคงที่ (stationary phase) 
 

เปนระยะตอจาก exponential phase เสนกราฟของ growth curve จะเริ่มโคงลง
จนเปนเสนตรงขนานกับแกนเวลา  เสนกราฟที่โคงลงนี้เปนระยะ deceleration ซ่ึงเปนชวงรอยตอ
ระหวางระยะ exponential และ stationary phase ที่ระยะ stationary phase นี้  จุลินทรยีจะหยดุการ
เจริญหรือเจรญิในอัตราที่ต่ําลง อัตราการเจริญเทากับอัตราการตาย  สาเหตุเนื่องมาจากปริมาณ
สับสเตรทนอยลง และมีการสะสมสารพิษจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลมากขึ้น  
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5.1.4  ระยะลดจํานวน (death phase) 
 

เปนระยะสุดทายของการเจรญิของจุลินทรีย โดยอัตราการตายมากกวาอัตราการ
เพิ่มจํานวน เปนผลมาจากการที่สับสเตรทในอาหารเลี้ยงเชื้อหมดลงและหรือมีการสะสมสารพิษเชน 
เดียวกับระยะกอนนี ้

 
กลาวไดวาการเพาะเลี้ยงจุลินทรียแบบเบ็ดเสร็จ (batch culture) จะพบอยู 2 ระดับ คือ

ระดับฟลาสกและระดับถังหมัก ในระดับฟลาสกจะเปนการเริ่มทดลองใหเห็นภาพไดชัดเจนในขัน้
แรก  จากนั้นจงึจะเปนระดับถังหมักตอไป  ซ่ึงในระดบัถังหมักมีขอดีกวาคือสามารถควบคุมปจจยัที่
มีผลตอการเจริญได  

 
 5.2  การเพาะเลี้ยงแบบครั้งคราว (Fed-batch culture)  

 
การเพาะเลีย้งจุลินทรียในลกัษณะนีจ้ะมกีารเติมสับสเตรท ซ่ึงอาจมีมากกวาหนึ่งชนดิ

ลงไปในระหวางการเพาะเลีย้ง  ผลผลิตที่ไดจะยังคงอยูภายในถังหมกั บางครั้งในภาษาอังกฤษใชคํา
วา semibatch หรือ Zulaufverbren ในภาษาเยอรมัน และในภาษาญี่ปุนใชคําวา Ryukaho  เทคนิค
แบบ fed-batch สามารถหลีกเล่ียงการเกิดปญหาระหวางการเพาะเลีย้งไดหลายประการ เชน การ
ยับยั้งการเจรญิเนื่องมาจากความเขมขนของสับสเตรทมากเกินไป การเกิด glucose effect เชน การ
ผลิตยีสตขนมปงจาก malt wort ซ่ึงถาปริมาณของกลูโคสมากเกินไป เซลลจะเปลี่ยนจากการเจริญไป
เปนการสรางเอธานอลแทน สามารถยับยั้งการเกิดกระบวนการ catabolite repression ในการสราง
เอนไซมได กลาวคือในสภาวะที่มีความเขมขนของกลูโคสสูง จุลินทรียจะมกีารใชกลูโคสอยางรวด 
เร็ว ทําใหเกิด ATP (adenosine-triphosphase) ภายในเซลลปริมาณมาก ซ่ึงจะไปมีผลใหมีการยับยั้ง
การสังเคราะหเอนไซม  นอกจากนีย้ังสามารถยืดระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงออกไป  ทาํใหเก็บเกีย่ว
ผลผลิตไดมากขึ้นและยังทดแทนปริมาตรของน้ําที่ระเหยออกไปได ลดความหนืดที่เกิดจากผลผลิต
ของจุลินทรียบางชนิด เชน dextran, pullulan หรือ xanthan gum เปนตน (Yamane and Shimizu, 
1984) 
 

การจําแนกการเพาะเลี้ยงแบบ fed-batch culture อาจแบงไดตามการควบคุม คือ การ
ควบคุมแบบยอนและไมยอนกลับ และแตละการควบคุมยังแบงเปนขอยอยไดอีก ดังตารางที่ 4  
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ตารางที่ 4   การจําแนกแบบ batch cultureในกระบวนการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย 
 

1. Without feedback control 2. With feedback control 
1.1  Intermittent addition 2.1  With feedback control 
1.2  constant rate 2.2  Direct feedback control 
1.3  exponential increase rate 2.2.1 Constant value control 
1.4  Optimized 2.2.2 Optimal control 
1.5  Other  

 
ท่ีมา : ดัดแปลงมาจาก Yamane and Shimizu. (1984) 
  

5.2.1  constantly fed-batch culture 
 

เปนระบบการเพาะเลี้ยงจุลินทรียแบบเติมอาหารที่งายที่สุด มีการเติมสบัสเตรท
ซ่ึงอาจเปน growth-limiting substrate ในอตัราที่คงที่  คาที่บงบอกจะเรยีกวาอัตราการเจือจาง 
(dilution rate, D) มีคาเทากับ F/V ดังสมการ 

 
D  = F/V  …………..(7)        เมื่อ 
 
D  คืออัตราการเจือจาง (hP

-1
P) 

 
F   คืออัตราการเติมอาหาร (L/h) 
 
V  คือปริมาตรเริ่มตนของอาหารเหลวในถังหมักกอนเตมิอาหาร (L) 

 
5.2.2  Exponential fed-batch culture 

 
เปนการเพาะเลี้ยงจุลินทรียใหอยูในชวงเพิม่จํานวนแบบ exponential phase เพื่อ

ควบคุมคาอัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate, µ) ใหคงที่ เพือ่ประโยชนในการรักษาหรือ
เพิ่มผลผลิตที่มีความสัมพันธกับการเจริญ  อัตราการเติมอาหารจะใชสมการดังตอไปนี้ 
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F   = [XB0BVB0Bµexp (µt)]………..(8)         เมื่อ 
         [Yx/s.SBf B] 
 

F  คืออัตราการเติมอาหารที่เวลา t ช่ัวโมง (L/h) 
 
XB0B คือความเขมขนเซลลจุลินทรียเร่ิมตนกอนเติมอาหาร (g/L) 
 
VB0B คือปริมาตรเริ่มตนของอาหารเพาะเลี้ยงในถังหมักกอนเติมอาหาร (L) 
 
µ  คือคาอัตราการเจริญจําเพาะที่ตองการควบคุม (hP

-1
P) 

    
Yx/s คือผลไดของเซลลจุลินทรียตอมวลสับสเตรท  
 
S Bf B คือความเขมขนของ limiting substrate ที่ใชเติมในถังหมักในชวง fed-batch 

culture (g/L) 
        

สําหรับตัวอยางรายงานการวจิัยเกีย่วกับเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่เพาะเลี้ยงแบบ 
fed-batch culture มีดังนี ้

 
Moon and Parulekar (1991) ศึกษาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อ         

B. firmus NSR 783 หรือ NRRL B1107  พบวาปริมาณกลูโคส แอมโมเนียมคลอไรดและยีสต    
เอกซแทรคที่มากเกินไปในอาหารเหลว มีผลทําใหมีการยบัยั้งการสรางเอนไซม  จึงใชเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงแบบ fed-batch culture แทนโดยควบคุมการเติมในอัตราคงที่ คาอัตราการเจือจางอยูที่ 0.05 
hP

-1
P  ศึกษาการเปรียบเทียบความเขมขนสารอาหารในอาหารเหลวที่แตกตางกัน  ผลการทดลองนอก 

จากสามารถจะยืนยันการยับยั้งการสรางเอนไซมในการเพาะเลี้ยงแบบ batch cultureไดแลว ยัง
สามารถแกไขปญหานี้ได โดยเลือกใชความเขมขนสารอาหารใหเหมาะสม  พบวามผีลใหมีการผลิต
เอนไซมเพิ่มขึน้ได 36 เปอรเซ็นต 

 
Ulrich et al. (1991) ศีกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของเชื้อ 

B. licheniformis DSM 641 ในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบ synthetic medium มีกลีเซอรอลและแอมโมเนยีม
ไอออนเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน ตามลําดับ ในถังหมกัแบบ Biostat E  พบวาปริมาณ
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แอมโมเนียมทีม่ากเกินไป จะยับยั้งการสังเคราะหเอนไซม ซ่ึงอาจเกิดจากกระบวนการ catabolite 
repression จึงมีการใชเทคนคิ fed-batch culture เขามาใชเพื่อควบคุมปริมาณแอมโมเนียมไอออนให
อยูในระดับทีต่่ํากวา 1 mM สงผลใหมีการสรางเอนไซมเพิ่มขึ้นเปน 4.6 เทา 

 
Beg et al. (2001) พบวาปริมาณกลูโคสและแอมโมเนยีมไอออนที่มากกวา 5 mg/ml 

และ 0.093 mmol/ml ตามลําดับ จะยับยั้งการสังเคราะหเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของ                 
B. mojavensis ในสภาวะที่ม ีcasamino acid เปนสารเหนีย่วนํา  จึงมกีารแบงการทดลองออกเปน 2 
ระยะ ระยะแรกเปนการเพิ่มจํานวนของเซลลเพียงอยางเดียว  ระยะที่สองจะมีการเหนี่ยวนําการสราง
เอนไซม โดยการเติม casamino acid ลงไปเปนระยะๆ (intermittent fed-batch culture) ผลคือมีการ
สรางเอนไซมเพิ่มขึ้นจาก 440 เปน 1,170 units/ml คิดเปน 4 เทาของสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบ batch 
culture 

 
Singh et al. (2004) ศึกษาการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของแบคทีเรีย            

B. sphaericus ที่แยกไดจากดนิ Himalayan พบวาปริมาณกลูโคสที่มากกวา 3.3 g/L และปริมาณ    
ไบโอเปปโตนและยีสตเอกซแทรคที่รวมกนัแลวมากกวา 10 g/L จะยับยั้งการเจริญและการสราง
เอนไซมของเซลล  จึงมีการทดลองใชเทคนิคแบบ constantly fed-batch culture โดยเติมอาหารที่มี
องคประกอบแตกตางกนั โดยควบคุมอัตราการเติมคงที่ที่ 90 ml/h  พบวาที่ความเขมขนของอาหารที่
ใชเติมในปริมาตร 500 ml ที่ประกอบดวยกลูโคส 5 g  ไบโอเปปโตน (biopeptone) และยีสตเอกซ
แทรครวมกัน 50 g  มีความเหมาะสมที่สุด เมื่อเปรียบเทยีบกับการเลีย้งแบบ batch culture ซ่ึง
สามารถอธิบายไดวาการเติมอาหารลงไปจะรักษาสภาพใหเซลลมีการเจริญไดอยางตอเนื่องและเพิ่ม 
ขึ้นเชนเดยีวกบัการสรางเอนไซม โดยมีการผลิตเอนไซมมากกวาการTเพ Tาะแบบ batch culture 44 
เปอรเซ็นต 
  
 5.3  การเพาะเลี้ยงแบบตอเนือ่ง (continuous culture) 

 
เปนระบบการเพาะเลี้ยงที่มกีารเติมสับสเตรทลงไปตลอดเวลาดวยอัตราคงที่คาหนึ่ง 

พรอมกันนั้นกม็ีการดึงเซลลออกไปดวยในอัตราเดียวกนั  เมื่อใหสับสเตรทลงไปในอัตราคาหนึ่งที่
เหมาะสมจะทาํใหเกดิสภาวะที่เรียกวาสภาวะคงตวั (steady state) ในสภาวะนี้จะมีอัตราในการสราง
หรือเพิ่มจํานวนเซลลเทากับอัตราการไหลออกจากถังหมกั  คาอัตราการเจริญจําเพาะจะถูกควบคุม
ดวยคาอัตราการเจือจาง  ซ่ึงคาอัตราการเจือจางนี้มีความสัมพันธกับคาอัตราการเติมสับสเตรทกับ
ปริมาตรของถังหมัก ดังสมการที่ 9 (Stanbury et al., 1999) 
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D = F/V  …………(9)              เมื่อ  
 
D  คืออัตราการเจือจาง (hP

-1
P) 

 
F  คืออัตราการเติมอาหารหรือสับสเตรท (L/h) 
 
V  คือปริมาตรของถังหมัก (L) 
 
การเปลี่ยนแปลงสุทธิ (net change) ของความเขมขนของเซลลตอเวลาจะเขียนไดดัง

สมการที่ 10 
 
dx/dt  = growth – output  ……….(10)     หรือ 
 
dx/dt  = µx –Dx……………(11) 
 
ณ สภาวะคงตวั (steady state) ความเขมขนของเซลลจะมีคาคงที่หรือการเพิ่มของเซลล 

(dx/dt) มีคาเปนศูนย ดังนั้น 
 
µx  = Dx        จะได 
 
µ  = D…………(12) 
 
ดังนั้น ณ สภาวะคงตวัคาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) จะถกูควบคุมดวยอัตราการเจือจาง 

(Dilution rate, D) ซ่ึงเปนคา variable ที่สามารถเปลี่ยนแปลงไดขณะทาํการทดลอง ซ่ึงคาอัตราการ
เจือจางนีจ้ะตองมีคาต่ํากวา µBmax B มิฉะนั้นจะทําใหเกิดปรากฏการณที่เรียกวา wash out หรือเซลลไม
สามารถใชอาหารไดทัน ทําใหอาหารที่เตมิลงไปลางเซลลออกจากระบบจนหมด 
 
 จากหวัขอจลนพลศาสตรการเจริญของจุลินทรีย ตัวอยางที่นํามาเสนอจะเปนการเพาะเลี้ยง
ในอาหารเหลว (submerged culture) ซ่ึงมีสวนประกอบแหลงอาหารของจุลินทรียทั้งแบบละลาย
และไมละลายน้ํา เหมาะที่จะดําเนินการในถังหมักไดดี เก็บเกีย่วผลผลิตงายและสะดวกตอการ
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ควบคุม  แตกย็ังมีการเพาะเลี้ยงอีกรูปแบบหนึ่งที่เปนทีน่ิยมและใชกนัทั่วไป โดยเฉพาะกับเชื้อรา
เสนใย (mold) เรียกวาการเพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็ง (solid-state fermentation) 
 
 5.4  การเพาะเลี้ยงแบบอาหารกึ่งแข็ง (solid-state fermentation, SSF) 
  

การเพาะเลีย้งจุลินทรียบนอาหารกึ่งแข็งไดรับความสนใจเมื่อไมนานมานี้ เปนการเพาะ 
เล้ียงจุลินทรียบนวัสดุที่เปนของแข็ง ไมละลายน้ํา มีความชื้นในลักษณะดูดซับประมาณ 12 ถึง 18 
เปอรเซ็นต ไมมีน้ําอิสระ วัสดุแตละชนดิจะมีประสิทธิภาพในการดูดซบัน้ําไมเทากนั  ดังนั้นความ 
ช้ืนสูงสุดสําหรับการเพาะเลีย้งลักษณะนี้จงึแตกตางกนัไปตามชนิดของวัสดุที่ใช  จุลินทรียที่ใชการ
เพาะเลี้ยงสวนใหญจะเปนเชือ้ราเสนสาย (mold) การเพาะเลี้ยงลักษณะนี้มีขอดีคือไดผลผลิตตอมวล
วัสดุสูง มีกระบวนการไมซับซอน ราคาถูกเนื่องจากสวนหนึ่งของสับสเตรทที่ใชเปนวัสดุเหลือใช
ทางการเกษตร มีราคาถูก หาไดงาย ใชพลังงานนอย ขอเสียคือควบคุมสภาวะไดยาก มกีารเจริญที่ชา
และวดัคาพารามิเตอรตางๆไดยาก (Tunga et al., 1998) 

 
ในป ค.ศ. 1999 Tunga et al. ศึกษาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อรา 

Rhizopus oryzae ROIIRB-13 หรือ NRRL-21498 ที่แยกไดจากดินในอาหารแข็งที่มีรําขาวสาลี 
(wheat bran) เปนแหลงคารบอน  มีการควบคุมและศึกษาปจจัยที่สําคญัตอการเจริญและการผลิต
เอนไซม  พบวาสภาวะทีเ่ชื้อสามารถผลิตเอนไซมไดดีทีสุ่ด คือ ที่ความชื้นของสับสเตรท 140 
เปอรเซ็นต  ความชื้นสัมพัทธในอากาศ 90 ถึง 95 เปอรเซ็นต  ความเขมขนของกลาเชื้อ 2×10P

5
P 

spore/g substrate พีเอช 5.5 ถึง 6.0 และอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
 
6.  ความสัมพนัธระหวางการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของจุลินทรีย  

(Correlation between growth and alkaline protease prodction) 
 
 ในการสังเคราะหเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของจุลินทรียพบวาจะมีความสัมพันธกบัการ
เจริญ โดยทั่วๆไปลักษณะการสังเคราะหเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมี 2 แบบ คือ แบบถูกเหนี่ยวนํา
ใหมีการสราง (inducible enzyme) และแบบที่มีการสรางอยูตลอดเวลา (constitutive enzyme) ซ่ึงจะ
ถูกควบคุมดวยกลไกที่ซับซอนหลายขั้นตอน (Strach et al., 1993) 
 
 Moon and Parulekar (1991) รวบรวมรายงานการทดลองที่ลงพิมพในเอกสารวิจัยหลาย
ฉบับแสดงใหเห็นวาการสังเคราะหเอนไซมโปรติเอสจะขึ้นกับปจจยัดงัตอไปนี ้
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 1.  การสังเคราะหเร่ิมในระยะ growth phase, termination growth phase หรือ sporuration  
 
 2.  ระดับการเกิด catabolite repression เนื่องจาก C-source บางชนิด เชน กลูโคส 
 
 3.  กรดอะมิโนที่อาจเปนสารเหนี่ยวนําหรือสารยับยั้งการสังเคราะหเอนไซม 
 
 4.  ความสัมพันธระหวางอัตราการเจริญจําเพาะ อัตราการถอดและการแปลรหัสพันธุกรรม
ของ mRNA ที่ใชในการสังเคราะหเอนไซมชนิดนี้ คือ จุลินทรีย (แบคทีเรีย) ใชสารตั้งตนของกรด
นิวคลีอิกเพื่อสังเคราะห Ribosomal RNA หรือ rRNA (มีความสําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย จงึ
สังเคราะหมากในชวง growth phase) และ messenger RNA หรือ mRNA (ซ่ึงใชสําหรับสังเคราะห
เอนไซมโปรติเอส) ดังนั้นในชวง growth phase สารตั้งตนของ nucleic acid ใน metabolic pool ของ
แบคทีเรียสวนใหญจึงถูกใชสําหรับการเจริญ (หรือสังเคราะห rRNA นั่นเอง) จึงเหลือสําหรับการ
สังเคราะหโปรติเอสนอย แตในชวงหยดุการเจริญ สารตั้งตน nucleic acid ใชเพื่อการเจริญนอย จึงมี 
nucleic acid เหลือสําหรับการสังเคราะหโปรติเอสมากกวาชวงที่มกีารเจริญ  
 
 Moon and Parulekar (1991) ศึกษาการเพาะเลี้ยง B. firmus  NRS 783 (NRRL B1107) ใน
อาหาร semidefied medium โดยเพาะเลี้ยงในถังหมักที่มปีริมาตรของอาหาร 1 L แบบ batch culture 
พบวาเซลลเร่ิมมีการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสระหวาง growth phase และอัตราในการสราง
จะเพิ่มขึน้เรื่อยๆเมื่อเจริญเขาใกลระยะปลายสุดของ growth phase กิจกรรมสูงสุดของเอนไซมอยูใน
ระยะ post growth phase 
 
 Calik et al. (2000b) ศกึษาการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อ        
B. licheniformis DSM 69 โดยใช mass-flux-balance-based stoichiometric model ซ่ึงเปนแบบ 
จําลอง (model) ที่อาศัย metabolic reaction network ภายในเซลล ที่ประกอบดวย 147 reactions และ 
105 เมแทบอไลทในการวิเคราะห  การทดลองใชกรดซิตริกเปนแหลงคารบอน ซ่ึงเปนสารที่เขาสู 
Tricarboxylic acid cycle (TCA cycle) ไดโดยไมตองผานกระบวนการ glycolysis pathway แตจะใช
กระบวนการ gluconeogenesis pathway, pentose phosphate pathway และ anaplerotic reaction แทน  
ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการสังเคราะหเอนไซมจะเริ่มสรางเมื่อคา specific growth rate (µ) 
ต่ําลงและจะสงูสุดเมื่อคา µ มีคาเทากับ 0 hP

-1
P  มีคา specific enzyme production rate (q BpB) เทากับ 

0.0260 mmol/g DW.h  สามารถอธิบายไดวาเมื่ออัตราการเจริญ (µ) สูง เซลลจะใชแหลงพลังงาน 
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(ATP) แหลงคารบอน nucleotide, fatty acid และ cofactor ในการสรางสวนประกอบของเซลลใน
อัตราสูง สงผลใหการสรางเอนไซมลดลง ในขณะที่เมื่อคา µ ต่ําจะใหผลในทางตรงขาม  
 
 Singh et al. (2001) ศึกษาการเจริญ การผลิตและการทําใหบริสุทธิ์ของเอนไซมอัลคาไลน
โปรติเอสจากเชื้อ Bacillus sp. SSR1 ในการเพาะเลี้ยงในอาหาร complete medium ในฟลาสกขนาด 
250 ml ที่ประกอบดวยแลคโตส beef extract ยีสตเอกซแทรค และไบโอเปปโตนเปนสวนประกอบ
สําคัญ ปรับพีเอชเริ่มตนเปน 10.0 ดวยโซเดยีมคารบอเนต 10 เปอรเซ็นต เขยาที่ความเรว็ 150 rpm  
พบวาการสรางเอนไซมเร่ิมขึ้นไปพรอมๆกับการเจริญและจะมกีิจกรรมสูงสุดเมื่อเซลลเจริญอยูใน
ระยะ stationary phase  ซ่ึงนาจะกลาวไดวาการสรางเอนไซมลักษณะนี้เปนแบบ growth associate 
pattern  เมื่อทดสอบเอนไซมกับสารยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม พบวาถูกยับยั้งโดย PMSF และ DFP 
แสดงใหเห็นวาเปน serine protease  
 
 Feng et al. (2001) ศึกษาการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในแบคทีเรีย B. pumilus ที่
ไดรับการโคลนยีนที่สามารถสรางเอนไซมอัลฟาอะไมเลสเขาสูเซลล ทําใหสามารถใชแปงเปน
สับสเตรทได โดยเพาะเลี้ยงในอาหาร complete medim พีเอช 7.0  พบวาในระยะแรกของการเจรญิ 
ซ่ึงเปนระยะ early exponential phase พบปริมาณเอนไซมนอยมาก และจะเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็วใน
กลางระยะ exponential phase โดยจะสังเคราะหเอนไซมหลังจากที่มีการเจริญไปแลวระยะหนึ่งและ
มีกิจกรรมเอนไซมสูงสุดที่ระยะ stationary phase 
 
 Singh et al. (2004) ศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก                 
B. sphaericus ในอาหาร complete medium ปริมาตร 5 L ในถังหมัก โดยควบคุมการใหอากาศอยูที ่ 
5 L/mim (1 VVM) กวนดวยอัตราคงที่ 300 rpm  พบวา B. sphaericus  เร่ิมมีการสังเคราะหเอนไซม
ในระยะ exponential phase หลังจากเริ่มมกีารเจริญไปแลว 2 ถึง 3 ช่ัวโมง ซ่ึงอธิบายไดวาตองมี
ความเขมขนของเซลลในระดับหนึ่ง (critical cell mass) จึงเริ่มการสังเคราะห อัตราในการสราง
เอนไซมจะสูงสุดที่ระยะ deceleration phase (ช่ัวโมงที่ 9) ซ่ึงเปนระยะที่คา µ ต่ําลง  พบวากลูโคสมี
ความจําเปนตอการสรางเอนไซมในระยะ post growth phase เมื่อปริมาณกลูโคสหมด อัตราการ
สรางเอนไซมเทากับศูนย เมือ่นําคาทางจลนพลศาสตรมาสรางสมการ โดยใชรูปแบบจําลองของ 
Kono และ Asai  สรุปไดวาการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากแบคทีเรียชนิดนี้เปนทั้งแบบ 
growth และ non-growth associate  
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7.  สมบัติของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส  (properties of alkaline protease) 
 
 ความแตกตางของจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส ทําให
เอนไซมที่ผลิตไดมีสมบัติแตกตางกัน จึงมีความจําเปนที่จะตองมีการศึกษาถึงสมบัติตางๆเพื่อเปน
พื้นฐานในการนําไปใชประโยชนที่ถูกตอง เชน สมบัติทางดานฟสิกสเคมี (physicochemical 
properties) ซ่ึงไดแก พีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเกิดกจิกรรม มวลโมเลกุล ผลของไอออน
โลหะ สารยับยั้ง และความจาํเพาะตอสับสเตรท เปนตน 
 
 7.1  พีเอชที่เหมาะสมตอการเกิดกจิกรรมของเอนไซม (optimum pH) 
 

Phadtare et al. (1997) ศึกษาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อรา 
Conidiobolus colonatus NCL 86.8.20 ที่แยกไดจากดินทีบ่ริเวณ National Chemical Laboratory ใน
ประเทศอินเดยี โดยเพาะเลีย้งในอาหาร complete medium พบวามีพเีอชที่เหมาะสมตอการเกิด
กิจกรรมของเอนไซมในชวงพีเอช 9.7 ถึง 10.0 ที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส 

 
Beg et al. (2003) ศึกษาสมบัติของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชือ้แบคทีเรีย       

B. mojavensis โดยทําใหบริสุทธิ์โดย anion exchange chromatography พบวามีพีเอชที่เหมาะสมตอ
การเกิดกิจกรรมของเอนไซมอยูที่ 10.5 และมีความคงทนตอพีเอชในชวงกวางตั้งแต 7.5 ถึง 11.5 
เปนเวลามากกวา 48 ช่ัวโมง โดยยังคงมกีิจกรรมอยูถึง 70 เปอรเซ็นต  

 
 7.2  อุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการเกิดกจิกรรมของเอนไซม (optimum temperature) 
 

โดยทั่วไปจะพบวาอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการเกิดกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลน    
โปรติเอสที่สรางขึ้นจากจุลินทรียและสิ่งมชีีวิตอื่นๆจะอยูในชวง 50 ถึง 70 องศาเซลเซียส และมี
ความคงทนไดแตกตางกนัไป 

 
Aoyama et al. (2000) ศึกษาสมบัติของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่สามารถตก 

ตะกอนน้ํานมถั่วเหลืองไดจากเชื้อแบคทีเรีย B. pumilus TYO-67 พบวาสภาวะทีเ่หมาะสมตอการ
เกิดกจิกรรมของเอนไซมอยูที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เมื่อทดสอบกบัสารยับยั้งกิจกรรมเอนไซม 
พบวาเปนเอนไซมชนิด serine protease  

 



 
51

Gessesse et al. (2003) ทดลองแยกเชื้อจากทะเลสาบที่มีความเปนดางสูงของประเทศ
เอธิโอเปย เพื่อคนหาแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่มีสมบัติพิเศษ คือ 
สามารถยอยสลายพันธะไดซัลไฟตในขนสัตวปกได  ไดเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูง 2 ชนิด คือ 
Nesternkonia sp. และ B. pseudofirmus ที่ใชช่ือรหัสวา AL-20 และ AL-89 ตามลําดับ  เมื่อทําให
บริสุทธิ์โดยวิธี ion exchange chromatography และ gel filtration พบวาเอนไซมทั้งสองชนิดมี
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเกิดกิจกรรมสูง โดยของ AL-20 มีอุณหภูมทิี่เหมาะสมอยูที่ 70 องศา
เซลเซียส ทั้งในสภาวะที่มีและไมมีแคลเซียมไอออน 5 mM  สวนของ AL-89 จะอยูที่ 60 องศา
เซลเซียส และจะเพิ่มเปน 70 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มแีคลเซียมไอออน 
 
 7.3  มวลโมเลกุล (molecular masses) 

 
Chakrabarti et al. (2000) ทําการสกัดแยกเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อรา 

Aspergillus terreus (IJIRA 6.2) ใหมีความบริสุทธิ์โดยใชวิธีทาง chromatography แบบ DEAE-
Sephadex A25, phosphocellulose, hydroxyapatite, casein-sephalose, gel filtration และใช SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) เพื่อวิเคราะหมวลโมเลกุล  พบวาเอนไซมมีมวล
โมเลกุล 37 kDa 

 
Tunga et al. (2003) ทําการสกัดแยกเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อรา                

A. parasiticus KGJR 3313 หรือ MTCC 3558 ใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี ion exchange chromatography 
แบบ DEAE-Sephadex A-50 และ gel filtration  เมื่อวิเคราะหมวลโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE พบวา
เอนไซมมีมวลโมเลกุล 23 kDa 

 
 7.4  ผลของไอออนของโลหะที่มีตอกิจกรรมของเอนไซม (metal ion requirement) 
 

ไอออนของโลหะโดยเฉพาะไอออนประจบุวกที่มีจํานวนประจุเปน +2 เชนแคลเซียม
ไอออน แมกนเีซียมไอออน และแมงกานีสไอออน ชนิดใดชนิดหนึ่งหรืออาจมากกวา 1 ชนิด จะมี
ผลทําใหเอนไซมมีกิจกรรมที่ดีขึ้น สามารถทนความรอนไดมากขึน้ ซ่ึงสัณนิษฐานวาเกิดจากไอออน
เหลานี้ไปเพิ่มความเสถียรที่โครงสรางของเอนไซม  แตก็มีรายงานวาไอออนของโลหะบางชนดิกม็ี
ผลตอการยับยัง้กิจกรรมของเอนไซมได เชน เมอคูริคไอออน เปนตน (Kumar and Takagi, 1999) 
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Kobayashi et al. (1994) ศึกษาสมบัติเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเชื้อ Bacillus sp. 
KSM-K16 โดยทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี column chromatography  ไดเอนไซมที่มีลักษณะเปน 
homogeneity เรียกวา M-protease  มีลําดับของกรดอะมิโนทางดาน N-terminus คือ Ala-Gln-Ser-
Val-Pro-Trp-Gly-Ile-Ser-Arg-Val-Gln-Ala-Pro-Ala-Ala-His-Arn-Arg-Gly-Leu-Thr-Gly  เมื่อ
วิเคราะหหามวลโมเลกุลโดยวิธี PAGE พบวาเอนไซมมมีวลโมเลกุล 28 kDa  แคลเซียมคลอไรดมี
ผลทําใหอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเกิดกจิกรรมของเอนไซมเพิ่มขึ้นจากเดิม 55 องศาเซลเซียสเปน 
60 องศาเซลเซียส 

 
 7.5  สารยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม (inhibitor) 

 
สารยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสแบงออกเปน 2 ประเภท ประเภท

แรกเปนพวกที่มีความจําเพาะตอ active site มีมวลโมเลกุลต่ํา ไมสามารถผันกลับ (irreversible) มา
เปนโครงสรางเดิมไดหลังทําปฏิกิริยาที่บริเวณ amino acid residue ตัวอยางที่สําคัญในกลุมนี้เปน
ชนิด serine protease inhibitors ไดแก diisopropylphosphofluororidate (DFP) และ phenylmethy- 
sulphonyl fluoride (PMSF) โดยจะเขาทําปฏิกิริยาที่บริเวณกรดอะมิโนเซรีนที่บริเวณ active site 
หรือพวก aspartic protease inhibitors ซ่ึงไดแก diazoacetyl compound และ acetyl pentapeptide 
pepstatin ที่มีความสามารถยับยั้งไดดีพอกนั สวน metalloprotease inhibitor จะเปนพวก methyl 
chelating agent สารยับยั้งประเภทที่สองจะเปนสารโปรตีนที่ไดจากธรรมชาติ (natural protein 
protease inhibitors) พวกนีแ้ยกไดจากพืชและสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ที่ทําหนาที่คลายสบัสเตรทของ
เอนไซมเรียกวา psedosubstrate ทําใหเกดิภาวะแขงขัน โดยแยงเอนไซมจับกับสับสเตรท สารยับยั้ง
ทั้ง 2 ประเภทอาจมีผลใหกิจกรรมของเอนไซมลดลงหรือหมดไป (Neurath, 1989) 

 
Petinate et al. (1999) ศึกษาสารยับยั้งกิจกรรมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตจาก

เชื้อ Streptomyces cyaneus ซ่ึงแยกจากดิน พบวา PMSF สามารถยับยั้งกิจกรรมไดถึง 99 เปอรเซ็นต  
ในขณะที่ tosylamido-2-phenylethylchloromethyl ketone (TPCK) ยับยั้งได 96 เปอรเซ็นต แสดงให
เห็นวาเปน serine protease 

 
 7.6  ความจําเพาะตอสับสเตรท (substrate specificity) 
 

ความจําเพาะตอสับสเตรทเปนสมบัติหนึ่งที่ใชในการศึกษาเอนไซมชนดิใหมๆ วิธีการ
ที่ใชในการศึกษามี 2 วิธี คือ หาความจาํเพาะโดยใชโปรตีนธรรมชาติเปนสับสเตรท เชน อินซูลิน-B 
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(insulin-B) เคซีน(casein) ฮีโมโกลบิน (haemoglobin) หรือโบวีนซีร่ัมอัลบูมิน (bovine serum 
albumin, BSA) และอีกวิธีหนึ่งคือการใชโปรตีนสังเคราะห (synthetic peptide substrate)     
(Neurath, 1989) 

 
เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมีกิจกรรมกับสับสเตรทที่เปนสารสังเคราะหและสารจาก

ธรรมชาติไดดีในระดับใกลเคียงกัน คือ มกีิจกรรมในชวงกวาง  ในกรณีของสับสเตรทจากธรรมชาติ  
พบวาจะมีกจิกรรมในเคซีนมากกวาหรือดีกวาในฮีโมโกลบินและโบวนีซีร่ัมอัลบูมิน เอนไซม       
อัลคาไลนโปรตเิอสสวนใหญจะมีความจําเพาะกับสับสเตรทที่ตําแหนงกรดอะมิโนจาํพวก 
aromaticity หรือ hydrophobicity เชน ไทโรซีน (tyrosine) ฟนีลอลานีน (phenylalanine) หรือลิวซีน 
(leucine) ที่ตําแหนงทางดานปลาย C-terminus เปนตน ยกเวน chymotrypsin (Morihara, 1974) 

 
Joo et al. (2001) ศึกษาความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่

ผานการทําใหบริสุทธิ์มาแลวจาก Periserrula lecophryna ซ่ึงเปน invertebrate gut จาก Korean 
polychaeta  โดยใชสับสเตรททั้งแบบสังเคราะหและแบบธรรมชาติ  โดยแบบสังเคราะหจะใช Benz-
Ile-Glu (ҳ-OR)-Gly-Arg-pNA (para-nitroanilide) เปนสับสเตรทที่ใชเปนตัวควบคุม  พบวา
สับสเตรทที่มีความจําเพาะกบัเอนไซมไดแก Tos-Gly-Pro-Lys-pNA, Val-Leu-Lys-pNA และ 
pyroGlu-Gly-Arg-pNA  ซ่ึงจากขอมูลนี้แสดงใหเห็นวาเอนไซมจะมกีจิกรรมไดดกีบั Arg-X หรือ 
Lys-X และจะไมทํางานหรือทําได แตประสิทธิภาพไมดกีับสับสเตรทที่ไมมีขั้ว สวนสับสเตรทที่
เปนโปรตีนธรรมชาติพบวาเคซีนจะมีกจิกรรมที่ดีที่สุด โดยมี BSA และ egg albumin อยูในระดับ
ปานกลาง สวนเจลาตินจะมคีวามจําเพาะต่าํที่สุด 

 
Takami et al. (1992) ศึกษาความจําเพาะตอสับสเตรทของของเอนไซมอัลคาไลน     

โปรติเอสที่ผลิตจาก Bacillus sp. No AH-101 พบวาเอนไซมสามารถยอยสับสเตรทสังเคราะหที่เปน
เปปไทด (synthetic peptide substrate) ไดหลายชนิดรวมทั้งสามารถยอยสายอินซูลิน A และ B ได 
นอกจากนี้เอนไซมจากเชื้อสายพันธุนีย้ังสามารถยอยสับสเตรทที่มีความจําเพาะตอ subtilisin            
( Z-Ala-Ala-Lue-pNA, Z-Gly-Gly-Leu-pNA และ (Z-Gly-Pro-Cit-pNA); elastase (Suc-Ala-Pro-
Leu-pNA และ Suc-Ala-Ala-Ala-pNA) และ collagenase (PZ-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg) แตไมพบ
การยอยสับสเตรทจําเพาะของปาเปน (papain) ทริปซิน (trypsin) หรือ ไคโมทริปซิน 
(chymotrypsin) (Ac-Phe-Gly-pNA และ Suc-Gly-Gly-Phe-pNA) 
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8.  ประโยชนและการประยุกตใชเอนไซมอัลคาไลนโปรตเิอส   
 
 เอนไซมโปรติเอสมีปริมาณทางการคาถึง 40 เปอรเซ็นตของปริมาณเอนไซมทั้งหมดที่มีการ
ใชงานในระบบอุตสาหกรรม เชน ผงซักฟอก การฟอกหนัง ยา อาหาร และการนําโลหะเงนิกลับไป
ใชใหม เปนตน (Gupta et al., 2002)   ตารางที่ 5 แสดงเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่มีการผลิตใน 
ทางการคา 
 
ตารางที่ 5  การผลิตทางการคาของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 
Organism Trade names Manufacturer 
Bacillus licheniformis Alcalase Novo Nordisk, Denmark 
Alkalophilic Bacillus sp.  Savinase, Esperase Novo Nordisk, Denmark 
Alkalophilic Bacillus sp.  Maxacal, Optimase Gist-brocades,  The Netherlands 
Alkalophilic Bacillus sp.  Opticlean,  Opitimase Solvay Enzymes GmbH, 

Germany 
Alkalophilic Bacillus sp.  Proleather Amano Pharmaceticals Ltd., 

Japan 
Aspergillus sp.  Protease P Amano Pharmaceticals Ltd., 

Japan 
Protein engneered variant of 
Savanase® 

Drazym    Novo Nordisk, Denmark 

Protein engneered variant of 
alkalophilic Bacillus sp. 

Maxaperm Solvay Enzymes GmbH, 
Germany 

Genetic engineered   
Donor-B. lentus Prafect   
Expressed in Bacillus sp.  Genencor International, Inc., 

USA 
   
ท่ีมา: Kumar and Takagi (1999)  
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 8.1  อุตสาหกรรมสารทําความสะอาด (detergent additive industries)  
  

ในปจจุบนัสารทําความสะอาดหลายประเภท เชน ผงซักฟอก (laundry detergent) น้ํายา
ลางจาน (dishwashing detergent)  มีการเตมิเอนไซมลงไปเปนสวนประกอบหลายชนิดเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการกําจัดคราบสกปรกไดดีขึ้น เชน เอนไซมอะไมเลส (amylase) ไลเปส (lipase) 
รวมถึงโปรติเอส  โปรติเอสจะทําหนาที่ยอยสลายคราบโปรตีน เชน คราบเลือดที่เกาะกับเนื้อผาให
หลุดออก  ขอดีของการใชเอนไซม คือ ไมมีสารฟอสเฟตเปนสวนประกอบ จึงไมสงผลเสียตอสภาพ 
แวดลอม  นอกจากนีใ้นการซักผาดวยเครื่องซักผาจะใชอุณหภูมิสูงเพือ่เพิ่มประสิทธิภาพในการ
กําจัดคราบสิ่งสกปรก  ซ่ึงเปนการสิ้นเปลืองพลังงานและอาจทําลายสิ่งแวดลอม  การใชเอนไซมที่มี
ความสามารถทํางานไดที่อุณหภูมิประมาณ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส จะชวยลดเวลาและอัตราการ
กวนและอณุหภูมิใหต่ําลงได เปนการประหยัดพลังงานและเปนการถนอมเนื้อผาใหมอีายุยาวนาน
ขึ้น (Tramper and Poulsen, 2000) 
  

เนื่องจากสารทําความสะอาดเหลานี้มีสภาวะเปนดางโดยเฉพาะผงซักฟอก ดังนัน้
เอนไซมที่ใชตองมีกิจกรรมทีด่ีในสภาวะดังกลาว  นอกจากนี้ในผงซักฟอกยังมีสารพวก oxidizing 
agent และสารลดแรงตึงผิว (surfactive agent) ดังตารางที่ 6  ซ่ึงอาจทําใหประสิทธิภาพของเอนไซม
ลดลง  อยางไรก็ตามกิจกรรมที่ลดลงอาจเปนสิ่งที่หลีกเลี่ยงไมได แตก็ไมควรต่ํากวา 0.4 ถึง 0.8 
เปอรเซ็นต  นอกจากนี้อายุการเก็บรักษาจะตองยาวนาน และควรมีอุณหูมิที่เหมาะสมตอการเกิด
กิจกรรมในชวงกวาง  นอกจากผงซกัฟอกแลวยังมกีารใชเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในการลางทํา
ความสะอาดแผนเมมเบรนของกระบวนการ ultrailtration และ reverse osmosis ที่ใชใน
อุตสาหกรรมนมและเครื่องดื่ม  (Kumar and Takagi, 1999)  
 

Banerjee et al. (1999) ทําการทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ 
ผลิตไดจากเชือ้ B. brevis ในการกําจัดคราบเลือดมนุษยบนเนื้อผา โดยเปรียบเทยีบระหวางสภาวะที่
มีผงซักฟอกแตเพียงอยางเดยีว และสภาวะที่มีเอนไซมเปนสวนผสมดวย  มีน้าํเปนตวัเปรียบเทยีบ  
ผลคอืสภาพที่มีเอนไซมเปนสวนผสมอยูสามารถกําจัดคราบเลือดไดดทีี่สุด 
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ตารางที่ 6   องคประกอบของเอนไซมในผงซักฟอก 
 

Constitent Composition (%) 
Sodium tripolyphosphate (water softener, loosens dirt) 30.8 
Sodium alkane sulphonate (surfactant) 25.0 
Sodium perborate tetrahydrate (oxidising agent) 25.0 
Soap (sodium alkane carboxylates)   3.0 
Sodium sulphate (filler, water softener)   2.5 
Sodim carboxymethyl cellulose (dirt-sspending agent)   1.6 
Sodium metasilicate (binder, loosens dirt)   1.0 
Bacillus protease (3% active)   0.8 
Florescent brighteners   0.3 
Foam-controlling agents Trace 
Perfume Trace 
Water to 100% 

 

ท่ีมา : Chaplin and Bucke  (1990) 
 
 8.2  อุตสาหกรรมฟอกหนัง (Tannery indstries) 

 
ในกระบวนการฟอกหนังแตเดิมหรือแบบทางการคาใชสารเคมีช่ือโซเดียมซัลไฟตและ

ปูนขาวในกระบวนการ ซ่ึงกอใหเกดิของเสียเหลือใชที่มผีลกระทบตอส่ิงแวดลอม  การใชเอนไซม 
อัลคาไลนโปรติเอสจึงเริ่มเขามามีบทบาท เนื่องจากสมบตัิที่สามารถยอยสลาย elastin และ keratin 
ไดดี  การใชเอนไซมมีขอดี คือ เปนสภาวะที่ไมรุนแรง (mild condition) ควบคุมงาย รวดเร็ว         
ผลผลิตมีคุณภาพดี และที่สําคัญไมทําลายสภาพแวดลอม (Kumar and Takagi, 1999) 

 
ในการฟอกหนังกระบวนการทางเอนไซมเร่ิมจากในสภาวะที่เปนดางทาํใหเกดิการ

พองตัวของรากขน (hair root) จากนั้นเอนไซมจึงเขาทําปฏิกิริยากับ hair follicle protein ทําใหงาย
ตอการกําจัดออก ตอมาเกิดการยอยสลายของ elastin และ keratin ทําใหกําจดัขนที่เหลือออกไปได
หมด จากนั้นกจ็ะเกดิการหดตัวของคอลลาเจน จากกระบวนการเหลานีก้อใหเกิดคณุภาพที่ดีของ
หนัง มีความออนนุม (Gupta et al., 2002) 



 
57

Dayanandan et al. (2003) ศึกษาการฟอกหนังแพะดวยเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่
ผลิตไดจากเชือ้รา Aspergillus tamarii  พบวามีศักยภาพในการกําจัดขน (unhairing) ไดดี ใหคุณภาพ
หนังสูงและยังลดคา BOD และ COD ไดอีกดวย 
 
 8.3  อุตสาหกรรมอาหาร (food and feed indstries) 
 

เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสใชประโยชนในอุตสาหกรรมอาหารหลายอยาง เชน การ
ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซต (protein hydrolysate) เปนอาหารที่มีคุณคาทางอาหารสูง ชวยในการควบ 
คุมแรงดันของเลือด เปนสวนประกอบในอาหารที่ใชเล้ียงทารก หรืออาหารสําหรับผูปวย  กระบวน 
การไดมาจากการใชยอยสลายสับสเตรทที่เปนโปรตีนธรรมชาติ เชน เคซีน (Miprodan; MD Foods, 
Viby Germany) หางนม (Lacprodan; MD Foods) soy protein (Proup; Novo Nordisk, Bagsaerd, 
Denmark) เปนตน (Gupta et al., 2002) 

 
Takagi et al. (1992) ทดลองการยอยเนื้อววัใหมีสภาพนุมโดยใชเอนไซมอัลคาไลน  

โปรติเอสจาก alkalophilic Bacillus strain ซ่ึงแสดงใหเหน็วาสามารถทําใหเนื้อมีความนุมไดจริง  ตวั
เอนไซมจะทําหนาที่ยอยโปรตีนในสวนของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) ไดดีเชนเดยีวกับ
โปรตีนไฟเบอร ซ่ึงเปนโปรตีนในสวนกลามเนื้อ 

 
การทําเนื้อโดยเฉพาะเนื้อวัวใหมีความออนนุม (meat tenderization) โดยเอนไซมจะ

เขาไปยอยสลายเนื้อเยื่อเกีย่วพัน (connective tissue) และโปรตีนกลามเนื้อ (muscle fibre protein) ทํา
ใหเนื้อมีความออนนุม  กระบวนการทางอตุสาหกรรมทําไดหลายแบบ เชน จุมเนื้อลงไปในสาร 
ละลายเอนไซมหรือใชการฉดีเขาไปในระบบไหลเวยีนโลหิตกอนที่จะทําการฆาและชําแหละ 
(Kumar and Takagi, 1999) 

 
Gessesse et al. (2003) ศึกษาเกี่ยวกับการผลิตอาหารสัตว (feed) จากแหลงโปรตีน

เหลือทิ้งตางๆ เชน เขา ขน เล็บ ของสัตว โดยเฉพาะสัตวปก จากขอมูลจากโรงฆาสัตว พบวาขนของ
สัตวปกมีเหลือทิ้งเปนจํานวนมาก คิดเปนประมาณหลายลานตันตอป  เมื่อพิจารณาใหดีจะเหน็วา
เปนแหลงโปรตีนที่ดีแหลงหนึ่งในการใชทาํเปนอาหารสัตว ในบางประเทศนํามาใชเปนอาหารสัตว 
โดยผานกระบวนการภายใตอุณหภูมิและความดันสูง ทําใหคุณคาทางอาหารลดลงและสิ้นเปลือง
พลังงานมาก ขนสัตวปกเปนโปรตีนที่สรางขึ้นจากพนัธะไดซัลไฟตและ keratin เปนองคประกอบ  
ทําใหยากตอการนํามาใชงานเนื่องจากยอยสลายไดยาก  Gessesse et al.จึงทําการทดลองแยกเชื้อที่



 
58

สามารถยอยสลายขนสัตวปกไดเชื้อที่มีประสิทธิภาพดี 2 ชนิด คือ Bacillus pseudofirmus และ 
Nesterokonia sp.  
   
 8.4  การนําโลหะเงนิกลับมาใชใหม (silver recovery) 
 

ฟลม x-ray และฟลมถายรูปประกอบไปดวยโลหะเงิน 1.5 ถึง 2.0 เปอรเซ็นต โดย
น้ําหนกั โดยอยูในชัน้ของเจลาติน (gelatin)  กระบวนการนําโลหะเงินกลับมาใชใหมโดยทั่วไปทํา
โดยการเผา ซ่ึงนอกจากจะทาํใหเกดิผลกระทบตอส่ิงแวดลอมแลวยังสญูเสียช้ันของโพลีเอสเตอร ซ่ึง
เปนสวนประกอบหลักไปดวย  ตางจากการใชวิธีทางเอนไซมที่สามารถนํากลับมาใชไดทุกสวน 
(Jasvir et al., 1999) 

 
 8.5  การใชประโยชนทางยา (medical use) 

 
มีการนําเอนไซม collagenase เขามาประยกุตใชในทางการแพทย โดยทําหนาที่ควบ 

คุมปริมาณยาใหมีการปลอยออกมาอยางชาๆ  เอนไซมอีกชนิดหนึ่ง คอื elastoterase ที่มีความ 
สามารถในการยอยสลาย elastin ไดดี จะถูกนําไปใชตรึงกับผาพันแผลที่นําไปรักษาแผลไฟไหม 
แผลกลดัหนองไดดี (Gupta et al., 2002) 
 
 นอกจากประโยชนที่กลาวมาแลวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส ยังสามารถนําเอนไซม
ไปใชในอุตสาหกรรมผาไหมในการยอยสลายเซอริซิน (seriscin) ที่เปนองคประกอบประมาณ 25 
เปอรเซ็นต ของน้ําหนกัไหมดิบแทนกรรมวิธีเดิมที่ใชแปงเขามาเกี่ยวของ และเปนกระบวนการที่
ยุงยาก เสียคาใชจายสูง  การนําเอนไซมไปใชในการสังเคราะหเปปไทด (peptide synthesis) โดย
อาศัยกระบวนการยอนกลับของปฏิกิริยา (reverse-enzyme reaction) ซ่ึงมีความจําเพาะดกีวาการใช
สารเคมี (Gupta et al., 2002)  
 
9.  แบคทีเรีย Bacillus sp. A39 ท่ีใชในการทดลอง  
  
 Bacillus sp. A39 ที่ใชในการทดลองเปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปทอนที่ไดรับการคัดเลือก
ไวแลว (สุดธิดา, 2545) มีความกวางประมาณ 0.3 ถึง 0.4 µm ความยาวประมาณ 1.2 ถึง 1.6 µm  มี
การเรียงตัวแบบติดกันแนวดานขางของเซลล (palisade) หรือติดกันเปนสายประมาณ 3-4 เซลล (คาด
วาเปนระยะทีก่ําลังมีการแบงเซลลทางดาน elongation) ยอมติดสีแกรมบวก ไมพบการสรางสปอร 
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(endospore) ดงัภาพที่ 10  ลักษณะโคโลนีของ A39 ในอาหาร BMSM agar pH 10.0 มีลักษณะตรง
กลางนูนขึ้นมา รอบๆแผออกคลายไขดาว มีสีขาวขุนเมื่ออายุไมเกนิ 24 ช่ัวโมงหรือนอยกวา และ
สรางวงใสรอบโคโลนี ดังแสดงในภาพที่ 11 ซ่ึงใชการเพาะเชื้อโดยวธีิ point inoculation เมื่อโคโลนี
มีอายุมากขึ้น จะแผขยายออกกวางกวาเดิม มีขอบสีขาวรอบโคโลนี ในขณะทีภ่ายในมีสีเหลืองเขม 
ดังภาพที่ 12 ซ่ึงแสดงโคโลนีที่ไดจากการทาํ dilution plate count   

 

 
 

ภาพที่ 10  ลักษณะแบคทีเรีย Bacillus sp. A39 ภายใตกลองจุลทรรศน ยอมดวยวิธี Gram’s stain 

10 µm 
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ภาพที่ 11  ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย Bacillus sp. A39 บนอาหาร BMSM agar อายุ 24 ช่ัวโมง 
 
 
  

 
 

ภาพที่ 12  ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย Bacillus sp. A39 บนอาหาร BMSM agar อายุ 48 ช่ัวโมง 

2 cm 

2 cm 
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 การศึกษาการจัดจําแนกเชื้อ A39 โดยใชการวิเคราะห partial 16s rDNA sequence แลวนํา 
มาเปรียบเทียบกับฐานขอมลูที่มีอยู ปรากฏไดผลดังตารางที่ 7  ซ่ึงคาดวาจะเปน Bacillus sp. คอน 
ขางแนนอน  นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในอาหาร 
BMSM medium ที่มีปริมาณ skimmed milk แตกตางกนั  พบวาการเติม skimmed milk 0.25 
เปอรเซ็นต จะกระตุนให A39 สังเคราะหเอนไซมมากที่สุดคือ 467 units/ml  (สุดธิดา, 2548) 
 
ตารางที่ 7   เปอรเซ็นตความคลายคลึงของ 16s rDNA sequence ของเชื้อสายพันธุที่ใกลเคียงกับ

แบคทีเรีย Bacillus sp. A39  
 
Strains %16s rDNA sequence similarlity A39 
Bacillus gibsonii DMS 8722 (X76446) 100 
Bacillus holikoshi DMS 8719 (X76443) 100 
Bacterium sp. K30 (AY345477) 100 
Bacillus gibsonii strain SAFN-015 (AY167815) 100 
Bacillus gibsonii strain T32 (AB111933) 99 
Bacillus sp. LMG 21005 (AJ316316) 99 
 
ท่ีมา: สุดธิดา (2548) 
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อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

1.  จุลินทรียท่ีใชในการทดลอง  
 
 จุลินทรียที่ใชในการทดลองครั้งนี้เปนแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่ผานการคัดเลือกและมกีาร
รายงานแลว คอื สายพันธุ A39 (Bacillus sp. A39) (สุดธิดา, 2545)  

   
2.  อุปกรณ 
 
 2.1  ถังหมัก (New Brunswick, Bioflo 3000) ขนาด working volume สูงสุด 5 L พรอม
อุปกรณควบคมุและตรวจวัดคาพารามิเตอรที่จําเปน ไดแก ความเขมขนของออกซิเจนละลายน้ํา 
(DO) ความเปนกรดและดาง (pH)  และอุณหภูมิ (temperature) เปนตน 
 
 2.2  เครื่องวัดคาความขุนของเซลลจุลินทรียและการดูดกลืนคลื่นแสง (spectrophotometer, 
Jenway 6404) 
  
 2.3  เครื่องควบคุมอุณหภูมนิ้ํา (water bath, JENO TECH, WBC-10W) 
 
 2.4  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-meter, consort model C830) 
 
 2.5  เครื่องเขยาแบบหมุนวน (rotary shaker) 
 
 2.6  อุปกรณอ่ืนๆ เชน เครื่องแกวตางๆ  
 
3.  วิธีการทดลอง  
 
 การศึกษานีจ้ะเพาะเลี้ยง Bacillus sp. A39 ในถังหมักขนาด working volume สูงสุด 5 L 
ทั้งหมด โดยศึกษาปจจยัที่สําคัญและความเขมขนของสารอาหารที่มีผลตอการเจริญและการผลิต
เอนไซม  การศึกษาจะแบงวธีิการเพาะเลี้ยงเปน 2 วิธี คือ การเพาะเลีย้งแบบ batch และ fed-batch 
culture รายละเอียดดังตอไปนี้ 
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 3.1  การเตรียมกลาเชื้อ (starter) 
    

3.1.1  นําหลอดเก็บเชื้อที่เกบ็โดยวิธีแชเยอืกแข็ง (freezing) มาหลอมละลายที่อุณหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส  ขีดเชื้อ (streak) ลงบนอาหาร BMSM agar (ภาคผนวก ก) บมทิ้งไวที่อุณหภูมิ 
หองประมาณ 24 ถึง 36 ช่ัวโมง  เมื่อเชื้อมีการเจริญ นําไปขีดลงบน BMSM agar อีกครั้ง บม
ประมาณ 24 ถึง 36 ช่ัวโมง 

 
3.1.2  ขีดเชื้อจากขอ 3.1.1 ลงในอาหาร BMSM broth (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 ml 

ในฟลาสกขนาด 250 ml ที่มีการขึ้นรูปผิวขางคลาย baffle ของถังหมัก เพื่อเพิ่มการสงผานออกซิเจน
ใหดีขึ้นประมาณ 1 ลูปเขี่ยเชือ้  นําไปเขยาที่ความเร็ว 200 rpm ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 6 ถึง 8 
ช่ัวโมง  

 
3.1.3  นําเชื้อในอาหารเหลวมาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหไดคาความขุนที่ 660 nm                                  

(ODB660nm B) ประมาณ 0.6  ถายกลาเชื้อปริมาตร 60 ml ลงในฟลาสกขนาด 250 ml เพื่อเปนกลาเชื้อ
สําหรับการเพาะเลี้ยงในถังหมัก 

 
 3.2  การเพาะเลี้ยงแบบ batch culture 
 

3.2.1  Tการเตรียมถังหมัก Bioflo 3000 ถังหมักที่ใชในการทดลองเปนแบบ stirred tank 
มี working volume สูงสุด 5 L ปริมาตรทั้งหมด (total volume) 6.6 L ควบคุมการทํางานดวยระบบ 
PID  มีขั้นตอนดังนี ้

 
3.2.1.1  ประกอบชิ้นสวนของตัวถังหมักเขาดวยกัน ตดิตัง้อุปกรณวเิคราะห

ความเปนกรดและดาง (pH probe) ที่ทําการ calibration แลว และอุปกรณวิเคราะหความเขมขน
ออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเหลว (dissolved oxygen probe) ลงบนชองดานบนของ headplate 
เติม BMSM medium ลงไป 3 L  ตอชุดฟลาสกที่มี silicone mixture 10 เปอรเซ็นตเพื่อใชกําจัดฟอง 
(antifoam) เขากับทอเติมสารของถังหมัก  ปดทอที่สัมผัสกับของเหลวทัง้หมดดวย clamp  นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที 

 
3.2.1.2  นําตัวถังหมักไปประกอบเขากับสวนควบคุมของเครื่องควบคุม  เชื่อม

สายสัญญาณอุปกรณวเิคราะหพารามิเตอรตางๆเขากับตัวถังหมัก รวมถึงของอุปกรณวดัคาอุณหภมูิ
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ดวย  ติดตั้งมอเตอรควบคุมการหมุนของใบพัด  ตอทอน้ําเย็นที่ใชควบคมุอุณหภูมิภายในถังหมัก  ตั้ง
คาการทํางานของเครื่องใหพรอมใชงานทุกระบบ  ควบคุมระบบการวัดคาความเปนกรดและดาง
ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 5 N  ควบคุมความเขมขนออกซิเจนที่ละลายในอาหารเพาะเลี้ยงดวย 
ระบบการกวนที่กําหนดคาตัง้แต 300 ถึง 550 rpm โดยควบคุมสัมพันธกับการใชออกซิเจนบริสุทธิ์
ในกรณีที่ไมเพียงพอ 
 

3.2.2  ถายกลาเชื้อที่เตรียมไวแลวในขอ 3.1.3 ลงในถังหมกัที่เตรียมระบบพรอมแลว 
และมีอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 L ดวยเทคนิคปลอดเชื้อ (aseptic technique) กวนใหเขากันประมาณ 5 นาที  
เก็บตัวอยางปริมาตร 10 ml แบงออกเปน 2 สวน  สวนแรกนําไปวดัการเจริญโดยวดัจากความขุน 
(ODB660nm B ) ของเซลล อีกสวนหนึ่งนําไปปนเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อแยกเซลลออก เกบ็สวนใสไวทาํ
การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม (จุฑาพร, 2543; ภาคผนวก ข) และน้าํตาลกลูโคส (Nelson, 1944; 
ภาคผนวก ข) เก็บตัวอยางทุก 2 ช่ัวโมงภายใน 24 ช่ัวโมงแรก อีก 24 ช่ัวโมงถัดมาเก็บทุก 4 ช่ัวโมง 
รวมเปน 48 ช่ัวโมง   
 
 3.3  การเพาะเลี้ยงแบบ fed-batch culture 
  

ในการทดลองนี้จะใชการเพาะเลี้ยงแบบ constantly fed-batch culture ซ่ึงวิธีการจะเริ่ม
จากการเพาะเลี้ยงแบบ batch culture เพื่อเปนการเตรียมเซลลในระยะแรก  จากนัน้จึงทําการเติม
อาหาร BMSM medium ที่อยูใน reservoir ดวยอัตราคงที่ โดยอัตราการเติมคํานวณจากสูตรอัตราการ
เจือจางที่ใชในการเพาะเลีย้งแบบ continuous culture ดังนี้ 

 
D = F/V       เมื่อ 
 
D  คืออัตราการเจือจาง (hP

-1
P) 

 
F  คืออัตราการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ (L/h) 
 
V  คือปริมาตรของของเหลว (culture broth) ในถังหมกักอนเติมอาหาร (L)  
 
ขั้นตอนการเตรียมถังหมักและชุดควบคุมทําเชนเดยีวกบัการเพาะเลีย้งแบบ batch 

culture ตามขอ 3.2 แตเพิ่มขัน้ตอนการเติมอาหารจาก reservoir ลงไป 
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 3.4  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของ 
Bacillus sp. A39 
 

3.4.1  พีเอช (pH condition)  
 

เพาะเลี้ยง A39 ในอาหารเหลว BMSM medium ปริมาตร 3 L โดยใชถังหมัก
และการเพาะเลี้ยงโดยวิธี batch culture โดยการควบคุมการกวนที่ 300 ถึง 550 rpm อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส DO ไมต่ํากวา 60 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัวตลอดการทดลอง โดยแปรคาพีเอช
ตางๆ กัน คือ 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5 และ 10.0 ตามลําดับ  ดําเนินการเพาะเลี้ยงและวิเคราะหคาตางๆ 
เชนเดยีวกับขอ 3.2.2  

 
3.4.2  ความเขมขนของออกซิเจนละลายในอาหารเหลว (Dissolved oxygen 

concentration, DO)  
 

เพาะเลี้ยง A39 ในอาหารเหลว BMSM medium ปริมาตร 3 L โดยใชถังหมัก
และการเพาะเลี้ยงโดยวิธี batch culture โดยการควบคุมการกวนที่ 300 ถึง 550 rpm อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พีเอชที่เหมาะสมตามขอ 3.4.1 โดยแปรคา DO ตางๆกัน คือ 60, 70, 80 และ 90 
เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว ตามลําดับ  ดําเนินการเพาะเลีย้งและวิเคราะหคาตางๆ เชนเดียวกับขอ 
3.2.2  

   
3.4.3  ความเขมขนกลูโคส (glucose concentration)  

 
เพาะเลี้ยง A39 ในอาหารเหลว BMSM medium ปริมาตร 3 L โดยใชถังหมัก

และการเพาะเลี้ยงโดยวิธี batch culture โดยการควบคุมการกวนที่ 300 ถึง 550 rpm อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พีเอชและ DO ที่เหมาะสมตามขอ 3.4.1 และ 3.4.2 ตามลําดับ โดยแปรคาความเขม 
ขนกลูโคสเปน 1, 2, 3 และ 4.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ดําเนินการเพาะเลี้ยงและวิเคราะหคาตางๆ 
เชนเดยีว กับขอ 3.2.2  
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3.4.4  ความเขมขน skimmed milk (skimmed milk concentration)  
 

เพาะเลี้ยง A39 ในอาหารเหลว BMSM medium ปริมาตร 3 L โดยใชถังหมัก
และการเพาะเลี้ยงโดยวิธี batch culture โดยการควบคุมการกวนที่ 300 ถึง 550 rpm อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พีเอช DO และกลูโคส ที่เหมาะสมตามขอ 3.4.1, 3.4.2 และ 3.4.3 ตามลําดับ โดยแปร
คาความเขมขน skimmed milk เปน 0.25 และ 0.50 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ดําเนินการเพาะเลี้ยงและ
วิเคราะหคาตางๆ เชนเดียว กบัขอ 3.2.2  
 

3.4.5  ชวงเวลาที่เหมาะสมในการเติมอาหาร (feeding time)   
 

เพาะเลี้ยง A39 ในอาหารเหลว BMSM medium ปริมาตร 2 L โดยใชถังหมัก
และการเพาะเลี้ยงแบบ fed-batch culture โดยการควบคมุการกวนที่ 300 ถึง 550 rpm อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พีเอช DO กลูโคส skimmed milk ตามขอ 3.4.1, 3.4.2, 3.4.3 และ 3.4.4 ตามลําดับ 
โดยทดลองเตมิอาหารใหมในชวง deceleration phase และ stationary phase ดําเนินการเพาะเลี้ยง
และวิเคราะหคาตางๆ เชนเดียว กับขอ 3.2.2 และ 3.3 

 
3.4.6  อัตราการเจือจาง (dilution rate)  

 
เพาะเลี้ยง A39 ในอาหารเหลว BMSM medium ปริมาตร 2 L โดยใชถังหมัก

และการเพาะเลี้ยงแบบ fed-batch culture โดยการควบคมุการกวนที่ 300 ถึง 550 rpm อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พีเอช DO กลูโคส และ skimmed milk และชวงเวลาที่ใชเติมอาหารที่เหมาะสมตาม
ขอ 3.4.1, 3.4.2, 3.4.3, 3.4.4 และ 3.4.5 ตามลําดับ โดยแปรคาอัตราการเจือจางเปน 0.05 และ 0.075 
hP

-1
P  ดําเนินการเพาะ เล้ียงและวิเคราะหคาตางๆ เชนเดียว กบัขอ 3.2.2 และ 3.3 

 
3.4.7  ความเขมขนของ BMSM medium ใน reservoir   

 
เพาะเลี้ยง A39 ในอาหารเหลว BMSM medium ปริมาตร 2 L โดยใชถังหมัก

และการเพาะเลี้ยงแบบ fed-batch culture โดยการควบคมุการกวนที่ 300 ถึง 550 rpm อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พีเอช DO กลูโคส skimmed milk ชวงเวลาในการเติม และอัตราการเจือจางที่เหมาะ 
สมตามขอ 3.4.1, 3.4.2, 3.4.3, 3.4.4, 3.4.5 และ 3.4.6 ตามลําดับ โดยแปรคาความเขมขนอาหารใน 
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reservoir เปน 1 และ 2 เทา ตามลําดับ  ดําเนินการเพาะเลีย้งและวิเคราะหคาตางๆ เชนเดียว กับขอ 
3.2.2 และ 3.3 
 
4.  สถานที่ทําการทดลอง 
 
 หองปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน 
จตุจักร กรุงเทพฯ 
 
5.  ระยะเวลาในการทดลอง 
 
 การทดลองครั้งนี้เร่ิมตั้งแต ตลุาคม 2546 และสิ้นสุดมีนาคม 2549  
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ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 
1.  ผลของพีเอชตอการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
 
 พีเอชเปนปจจยัหนึ่งที่มีผลอยางมากตอกระบวนการสังเคราะหเอนไซมของแบคทีเรียและ
การลําเลียงสารผานเขาออกเซลล  จึงศึกษาเปนปจจยัแรกของการทดลองในครั้งนี้ โดยเตรียมอาหาร
เล้ียงเชื้อ BMSM medium ปริมาตร 3 L ในถังหมัก โดยทาํการแปรผันคาพีเอชที่ 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 
9.5 และ 10.0 รวม 6 คาการทดลอง ควบคุมพีเอชดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 2 ถึง 5 N แลวแตความ
เหมาะสม (ที่คาพีเอชต่ําใชความเขมขนนอยเพื่อควบคุมไมใหคาพีเอชผิดพลาดมากเกนิไป) ควบคุม
การละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชือ้ (DO) ไมใหต่ํากวา 60 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัวตลอด
การทดลอง โดยกําหนดระบบการกวนที่ 300 ถึง 550 rpm การใหอากาศ ตลอดจนถึงการให
ออกซิเจนบรสุิทธิ์จากถังออกซิเจนเหลวจากภายนอกใหมีความสัมพันธกัน  
 
 การทดลองผลของพีเอชหรือความเปนกรดและดางตอการเจริญและการผลิตเอนไซม 
อิทธิพลของพีเอชตอการเจรญิและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่แสดงในตารางที่ 8 และ
ภาพที่ 13  พบวาที่ชวงพีเอช 7.5 ถึง 9.5 การเพิ่มคาพีเอชจะทําใหการเจริญและการผลติเอนไซมเพิ่ม
สูงขึ้น  การทดลองนี้ไดทดลองเพาะเลี้ยง Bacillus sp. A39 ในอาหารเหลว BMSM medium ซ่ึงมี
กลูโคสประมาณ 10 g/L หรือ 1 เปอรเซ็นต แลวเพาะเลี้ยงโดยวิธี batch culture ในถังหมัก ซ่ึงมี
อาหารเหลว 3 L  ในแตละการทดลองจะควบคุมพีเอชใหคงที่และควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศา
เซลเซียส คา DO ไมต่ํากวา 60 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว ที่การใหอากาศ 1 VVM อัตราการกวน
อยูที่ 300 ถึง 550 rpm  จากการเปรียบเทียบพีเอชในชวง 7.5 ถึง 10.0 พบวาพีเอชมีอิทธพิลตอการ
เจริญและการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสอยางชัดเจน ดังแสดงในตารางที่ 8 และภาพที่ 13  
โดยระหวางพเีอช 7.5 ถึง 9.5 ยิ่งเพิ่มคาพีเอช  ก็จะทําใหการเจริญและการผลิตเอนไซมเพิ่มขึ้น ดังจะ
เห็นไดจากคา specific growth rate (µ) เพิ่มขึ้นจาก 0.260 เปน 0.521 hP

-1
P และคา specific alkaline 

protease production rate (qBpB หรือ Rho) เพิม่ขึ้นจาก 7,762 เปน 20,928 units/g cell.h  แตเมื่อเพิ่มคา 
พีเอชเปน 10.0 Bacillus sp. A39 เจริญและผลิตเอนไซมลดลง คือ มีคา µ เพียง 0.372 hP

-1 
P และคา qBpB 

เพียง 17,060 units/g cell.h  ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาสภาวะพีเอชที่สูงเชนนี้ เมแทบอลิซึมภายในอาจ
กระทบกระเทอืน โดยเฉพาะเอนไซมชนิดตางๆ ซ่ึงเปนโปรตีนอาจเสียสภาพ (denaturation) ทําให           
เมแทบอลิซึมเปลี่ยนแปลง การเจริญและกจิกรรมตางๆภายในเซลลจึงชาลง  ผลการทดลองที่ 
Bacillus sp. A39 เจริญไดในชวงพีเอชกวางตั้งแต 7.5 ถึง 10.0 นี้ อาจกลาวไดวาเปนแบคทีเรีย
ประเภท facultative alkalophile ตามนิยามของ Krulwich and Guffanti (1989) ที่กลาววาจุลินทรีย
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ประเภทนี้มีพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญอยูที่ประมาณ 10 แตก็สามารถเจริญไดในสภาวะพเีอชเปน
กลางได 
 
 เนื่องจากการทดลองมุงเนนที่จะผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสและเกี่ยวของกับคา qBpB ซ่ึง
เปนคาที่บงบอกถึงอัตราการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับมวลเซลลและเวลา  ดังนัน้การทดลองจะใช
คาดังกลาวเปนหลักในการพิจารณาพเีอชที่เหมาะสม เพือ่นําไปสูการทดลองขั้นตอไป  จากตารางที่ 
8  คา qBpB สูงสุดจะอยูทีพ่ีเอช 9.5 มีคาเทากับ 20,928 units/g cell.h  นอกจากนี้ยังพบวาคา qBpB มีความ 
สัมพันธโดยตรงกับคา µ เชนกัน  สามารถอธิบายไดวา µ เปนคาที่บงบอกการเจริญ  เมื่อการเจริญสูง 
มวลเซลลสูง เอนไซมที่เปนเมแทบอไลทของเซลลก็จะถูกผลิตในอัตราที่สูงตามไปดวย เมื่อพิจารณา
ความสัมพันธระหวางมวลเซลลและน้ําตาลกลูโคส  พบวาชวงระยะเวลาที่มวลเซลลสูงสุดหรือใกล 
เคียง ปริมาณกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อจะหมดลงหรือเหลือนอยมาก ซ่ึงจากขอมูลนี้สามารถบอกได
วาเมื่อน้ําตาลกลูโคสใกลจะหมดหรือเหลือนอย มวลเซลลจะถูกสรางนอยลงเปนลําดับ และสงผลให
หยุดการสรางเอนไซม ไมวา Bacillus sp. A39 จะเจริญทีพ่ีเอช 7.5, 8.0, 8.5 ,9.0, 9.5 และ 10.0 ก็ตาม  
แสดงใหเห็นวากลูโคสมีความสําคัญตอการสรางเอนไซมอยางมาก 
 
 สําหรับการทดลองควบคุมพีเอชเทากับ 8.0 มีลักษณะผิดปกติไปจากการทดลองในชวง  7.5 
ถึง 10.0  กลาวคือคา µ 0.427 hP

-1 
P ซ่ึงมีคาสูงกวาที่พีเอช 7.5 (0.296 hP

-1 
P)P

 
Pแตคา qBp  Bกลับมคีา 5,889 

units/g cell.h ซ่ึงต่ํากวาที่พีเอช 7.5 (7,762 units/g cell.h) ที่เปนเชนนี้อาจเกิดจากขณะทําการเพาะ 
เล้ียงที่พีเอช 8.0 มีการเติมสารกําจัดฟองมากเกินไป ซ่ึงอาจเปนผลใหปริมาณของออกซิเจนละลายมี
คาต่ําเกินไปสาํหรับการสังเคราะหเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส แตไมกระทบกระเทือน Bacillus sp. 
A39 มากนัก  ดังนั้นความเขมขนของออกซิเจนละลายในอาหารเพาะเลี้ยงจึงเปนปจจัยที่สําคัญอีก
อยางหนึ่งทีจ่ะตองศึกษาหาคาที่เหมาะสม ซ่ึงจะกลาวถึงในลําดับตอไป 
 
 เมื่อพิจารณาผลไดของเซลลและของเอนไซม (yield) โดยเฉพาะผลไดของเซลลตอกรัม
สับสเตรท (Yx/s) ซ่ึงเปนคาที่ใชบงบอกประสิทธิภาพในการเปลี่ยนสบัสเตรทเพื่อใชในการเจริญ ซ่ึง
ก็ขึ้นกับสภาวะแวดลอมดวย เชน พีเอช อุณหภูมิ และสบัสเตรทที่ใช โดยเฉพาะ limiting substrate 
ในการทดลองนี้ใชกลูโคส และเนื่องจากการทดลองมีการควบคุมพีเอชดวยสารละลายโซเดียม-    
ไฮดรอกไซด  ทําใหมีการเตมิสารละลายชนิดนี้ลงไปจํานวนมาก (ที่พเีอชสูง) มีผลทําใหปริมาตร
เพิ่มขึ้น ดังนัน้ในการคํานวณของผลไดของเซลลจะใชการคํานวณปริมาตรที่เพิ่มขึ้นนี้เขาไปดวย  
จากตารางที่ 8 พบวาคาผลไดของเซลล Bacillus sp. A39 ตอกรัมกลูโคส มีแนวโนมเพิ่มขึ้นตามคา  
พีเอชที่เพิ่มขึ้น และสูงสุดที่พเีอช 9.0 คือ มีคา 0.360 g cell/g glucose และลดลงเปน 0.310 และ 
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0.260 g cell/g glucose ที่พีเอช 9.5 และ 10.0 ตามลําดับ  และเมื่อศึกษาคาผลไดของเอนไซม (Yp/s) 
พบวาคานี้มแีนวโนมลักษณะเดยีวกับผลไดของเซลล  แตผลการทดลองที่พีเอช 9.5 กลับเปนคาที่
สูงสุดเทากับ 26,591 units/g glucose และยงัมีกิจกรรมเอนไซมสูงสุดคือ 229 units/ml และจะลดลง
ที่พีเอช 10.0   
  
 จากที่กลาวมาจึงไดเลือกทีจ่ะควบคุมพีเอช 9.5 ระหวางการเพาะเลี้ยงในทุกการทดลองตอ
จากนี้ไป ซ่ึงใกลเคียงและสอดคลองกับ Johnvesly and Naik (2001) รูปแบบการเจรญิและการผลิต
เอนไซมในแตละคาพีเอชมีความคลายคลึงกันมาก จึงขอยกตวัอยางอธบิายความสัมพันธนี้จากการ
ทดลองสภาวะที่ไดคาพีเอชทีเ่หมาะสมแลว คือ พีเอช 9.5 เพื่อจะนําไปใชศึกษาปจจัยอ่ืนๆในขั้นตอ 
ไป ดังภาพที่ 14 โดย Bacillus sp. A39 ใชเวลาประมาณ 4 ช่ัวโมงในระยะ lag phase จากนั้นจะเริ่ม
เขาสูระยะ exponential phase ในชั่วโมงที่ 6 ตอมามวลเซลลมีปริมาณเพิม่ขึ้นเรื่อยๆพรอมๆกับ
ปริมาณกลูโคสเริ่มถูกใชไป ระยะเวลานีย้ังไมพบการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส  ตอมาเซลล
เร่ิมเขาสูปลายระยะ exponential phase ณ ช่ัวโมงที่ 10 เซลลเร่ิมมีการสังเคราะหเอนไซม  และเมื่อ
เขาสูช่ัวโมงที่ 12 พบวามีการสรางเอนไซมและสรางในอตัราสูงสุด (qBpB) อยูที่ 20,928 units/g cell.h  
เปนที่นาสังเกตวาจากชัว่โมงที่ 10 ถึง 12 คาอัตราการเจริญหรือ µ เร่ิมลดลง เซลลเร่ิมเขาสูระยะ 
decerelation phase ซ่ึงสอดคลองกับ Moon and Parulekar (1991) ที่รวบรวมแนวคิดกลไกในการ
ผลิตเอนไซม  โปรติเอสในชวงเวลาดังกลาววาเกี่ยวของกบักลไกการสังเคราะห mRNA ที่มีความ 
จําเพาะตอการสังเคราะหเอนไซมเมื่อ µ ลดต่ําลง เมื่อมาถึงชั่วโมงที่ 14 มวลเซลลมีปริมาณสูงสุด 
กลูโคสถูกใชจนหมด สงผลตออัตราการสรางเอนไซมมีคาต่ําลงและต่ําที่สุดเมื่อเซลลเขาสูระยะ 
stationary phase แมวากิจกรรมเอนไซมจะสูงสุดในระยะนี้ก็ตาม  
 
 การเพาะเลีย้ง Bacillus sp. A39 คา Ln ODB660B และมวลเซลล (cell mass) จะไมสัมพันธกัน
ในชวง 0 ถึง 4 ช่ัวโมงแรก อาจสั้นหรือยาวนานกวานี้ขึ้นกับการเจริญของเซลล เนื่องจากไมสามารถ
คํานวณมวลเซลลในชวงนี้ไดเพราะความขุนใน culture broth สวนหนึ่งเกิดจาก skimmed milk ใน
อาหารเหลวซึง่มีมากในชวงแรกของการเพาะเลี้ยง  คา Ln ODB660 Bที่ลดลงในชวงแรกแสดงวาความขุน
ลดลง ซ่ึงสวนใหญเกดิจาก skimmed milk ถูกใชไป ทําใหเสนกราฟลดลง ดังนั้นการที่ความขุนลด 
ลงแสดงวาเชือ้เจริญและมีการใช skimmed milk  
  
 จากการทดลองการเปรียบเทยีบพีเอชที่มีผลตอการเจริญและการผลิตเอนไซม พบวาคา µ มี
สวนสําคัญในการกําหนดคา qBpB  ดังนั้นหากมีการควบคุมคานี้ไดโดยเรงกระบวนการเมแทบอลิซึม
หรือเรงอัตราการเจริญได กอ็าจจะไดสภาวะที่จะทําใหมเีซลลมีการผลิตเอนไซมไดอยางมี
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ประสิทธิภาพมากขึ้น และเนื่องจาก Bacillus spp. เปนแบคทีเรียกลุม aerobe จึงตองการออกซิเจนใน
กระบวนการเมแทบอลิซึม  ดังนั้นจึงจําเปนตองวิเคราะหหาปริมาณออกซิเจนละลายที่เหมาะสมตอ
การเจริญและการสังเคราะหเอนไซมชนิดนี้ 


