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บทคดัย่อ 
งานวจิยัน้ีได้คดัเลอืกแบคทเีรยีบรสิุทธิจ์ํานวน 33  ไอโซเลต มาทดสอบการทนตวัทําละลายอนิทรยี์ ไดแ้ก่ Acetone, 
Benzene, n-Butanol, Chloroform, Diethyl ether, Ethyl acetate, Hexane, Toluene และ Xylene พบแบคที เรีย
จาํนวน 5 ไอโซเลต ทีส่ามารถทนตวัทาํละลายอนิทรยีท์ีร่ะดบัความเขม้ขน้ 3 เปอรเ์ซน็ต ์ไดแ้ก่ แบคทเีรยีแกรมลบไอโซ
เลต BSS01 (Xylene), PD24 (Xylene) และ PD29 (Xylene) แบคทเีรยีแกรมบวกไอโซเลต PD16 (Chloroform) และ 
PD22 (Benzene, Chloroform, Diethyl ether และ Ethyl acetate) เมื่อนําไปทดสอบความสามารถในการเจรญิ และ
การผลติเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะที่มตีวัทําละลายอนิทรยี์เขม้ขน้ 0-5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าไอโซเลต PD22 สามารถ
เจรญิ และผลติเอนไซมใ์นอาหารทีม่ ีBenzene เขม้ขน้ 3 เปอรเ์ซน็ตไ์ด ้โดยมกีารเจรญิ และกจิกรรมเอนไซมโ์ปรตเิอส 
เทา่กบั 4.19 log CFU/ml และ 126.07 Unit/mg Protein ตามลาํดบั 
 การจดัจาํแนกแบคทเีรยีโดยใชคุ้ณสมบตัทิางชวีเคม ีและการวเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 
16S rRNA พบว่าแบคทเีรยีไอโซเลต BSS01, PD24 และ PD29 มรีอ้ยละความเหมอืนของลําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ
ยนี 16S rRNA กบั Pseudomonas aeruginosa LMG 1242T เท่ากบั 99.80, 99.70 และ 99.80 ตามลําดบั และในการ
จดัจาํแนกแบคทเีรยีไอโซเลต PD16 และ PD22 พบวา่โดยมรีอ้ยละความเหมอืนของลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 16S 
rRNA กบั Bacillus megaterium IAM 13418Tเทา่กบั 99.90 และ 98.90 ตามลาํดบั และ Bacillus aryabhattai B8W22T

เทา่กบั 99.80 และ 98.80 ตามลาํดบั  
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Abstract 
Thirty three of pure bacterial isolates were tested for its tolerant ability toward Acetone, Benzene, n-

Butanol, Chloroform, Diethyl ether, Ethyl acetate, Hexane, Toluene and Xylene. Five isolates were capable of 
organic solvent tolerant at 3% v/v concentration. BSS01, PD24 and PD29, a gram negative bacterium were 
found to be xylene tolerant strains. While a gram positive bacterium, PD16 and PD22 showed tolerant ability 
toward Chloroform. Among them, only isolate PD22 showed the toleration toward multiple solvents (Benzene, 
Chloroform, Diethyl ether and Ethyl acetate). Growth and protease production of five isolates was carried out 
under organic solvent concentration up to 0-5 %v/v. The result showed that isolate PD22 exhibited robust 
growth and protease production under condition tested. Its growth and caseinolytic activity were 4.19 log 
CFU/ml and 126.07 unit/mg protein when grown in Trypticase Soy broth (TSB) containing 3% v/v benzene, 
respectively. 

Bacterial identification was conducted using 16S rDNA sequences. The result of 16S rDNA 
sequence showed that BSS01, PD24 and PD29 were closely related to Pseudomonas  aeruginosa 
LMG1242T with similarity of  99.80%, 99.70% and 99.80%, respectively. In the contrary, the identification of 
isolate PD16 and PD22 was not clearly identified due to its sequence similarity were closely to both Bacillus 
megaterium IAM 13418T and Bacillus aryabhattai B8W22T. Their 16S rDNA sequence were 99.90% and 
98.90% similar to which of B.megaterium IAM 13418T and were 99.80% แ ล ะ  98.80% similar to which of 
B.aryabhattai B8W22T, respectively. 
 
Keywords: Bacteria, Organic solvent tolerant, Protease, Screening 

 

บทนํา 
การใช้ประโยชน์จากปฏิกิรยิาของเอนไซม์มี

มาตัง้แต่สมยัโบราณ แหล่งทีม่าของเอนไซมน์ัน้อาจจะ
ได้ทัง้จากเซลล์พืช เซลล์สตัว์ และเซลล์จุลินทรยี์ซึ่ง
เอนไซมจ์ากจุลนิทรยีม์คีวามสาํคญัในทางอุตสาหกรรม 
และมกัเป็นเอนไซมท์ี่ไดจ้ากแบคทเีรยี แบคทเีรยีผลติ
เอนไซมไ์ดห้ลายชนิด บางชนิดผลติแลว้เกบ็ไวภ้ายใน
เซลล์ ที่เรียกว่า intracellular enzyme และบางชนิด
ผลิตแล้วจะถูกปล่อยออกนอกเซลล์  ที่ เรียกว่า 
extracellular enzyme สร้างขึ้น เพื่ อย่อยสลายสาร
ต่างๆ ที่อยู่ภายนอกเซลล์ไม่ว่าจะเป็นการย่อยสลาย
เพื่อนําสารอาหารไปใชใ้นการเจรญิ หรอืยอ่ยสลายเพื่อ
ทาํลายสารพษิ หรอืสารแปลกปลอมทีเ่ซลลไ์ม่ตอ้งการ 
ทัง้น้ีเซลล์จะมีระบบการควบคุมการสร้างและการ
ทํางานของเอนไซม์ เพื่อเกิดประโยชน์สูงสุดในการ
สรา้งความสมดุลของเมตาบอลซิมึ1 โดยการควบคุมนัน้

อาจจะเกิดขึ้นได้จากกระบวนการต่างๆ กันแล้วแต่
แบคทเีรยีสายพนัธุท์ีม่กีารผลติเอนไซมน์ัน้2 

เอนไซมท์ีใ่ชใ้นปจัจุบนัมหีลายประเภท ไดแ้ก่ 
ออกซิโดรดีกัเทส ทรานส์เฟอเรส ไลเอส ไอโซเมอร ์
เลส ไลเกส และไฮโดรเลส ซึ่งเอนไซม์ในกลุ่มไฮโดร
เลส เป็นกลุ่มเอนไซมท์ี่ใช้กนัมากที่สุด ได้แก่เอนไซม์
ไลเปส และเอนไซมโ์ปรตเิอส ซึง่นํามาใชใ้นอุตสากรรม
นม3 อุตสาหกรรมสิ่งทอ4,5 อุตสาหกรรมยา และการ
สังเคราะห์เปบไทด์6,7 อุตสาหกรรมอาหาร8,9 และ
อุตสาหกรรมทําความสะอาด10 แบคทีเรียที่ผลิต 
extracellular enzyme ภายใต้สภาวะที่มีตวัทําละลาย
อนิทรยี1์1 มทีัง้แบคทเีรยีแกรมบวก และแบคทีเรยีแก
รมลบ พบได้ทั ้งในดิน  และใน น้ํา เช่น  B.pumilus 
115b12, B.cereus BG13, B.sphaericus 205y14, 
B.pallidus15 แ ล ะ  B.licheniformis S-8616 แ ล ะ
P.aeruginosa (PseA)17, P.aeruginossa PST-0118 
และ P.  aeruginosa LST-0319  ซึง่แบคทเีรยีทัง้ 2 สาย
พันธุ์ น้ีมีความสําคัญต่อเทคโนโลยีชีวภาพ และ



การประชุมวิชาการ “มหาวิทยาลัยมหาสารคามวิจัย ครั้งที่ 12”
The 12th Mahasarakham University Research Conference 3MRC#12 

 
 

อุตสาหกรรมค่อนข้างมาก เน่ืองจากเป็นแบคทีเรยีที่
สามารถหลัง่สารประกอบชนิดต่างๆ ที่สรา้งขึ้นออกสู่
นอกเซลล์ไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ  ดงันัน้การคดัเลอืก
แบคทเีรยีที่มศีกัยภาพในการผลติเอนไซม์โปรตเิอสที่
ทนตวัทําละลายอินทรยี์ จึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงที่จะ
ช่วยให้ได้เอนไซม์ที่มีประสิทธิภาพสูง และสามารถ
นําไปประยุกตใ์ชใ้นอุตสาหกรรม ดงันัน้ในงานวจิยัน้ีจงึ
มวีตัถุประสงค์เพื่อคดัเลอืกแบคทเีรยีทนตวัทําละลาย
อินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสที่ทนตัวทํา
ละลายอนิทรยี์ เพื่อแบคทเีรยีที่มคีวามสามารถทนตวั
ทําละลายอินทรีย์ที่ค ัดเลือกได้ สามารถนําไปใช้
ประโยชน์ในอุตสาหกรรมต่างๆ ที่เกี่ยวขอ้งกบัการใช้
เอนไซมโ์ปรตเิอสต่อไป 
 
วิธีการดาํเนินงานวิจยั 

1. แบคทีเรีย 
แบคทเีรยีบรสิุทธิ ์จํานวน 33 ไอโซเลตไดแ้ก่ 

BS01, BS02, BS03, BS04, BSS01, BSS02, FL01, 
FL02, FL03, FL04, PD2, PD3, PD5, PD10, PD15, 
PD16, PD17, PD18, PD19, PD20, PD21, PD22 
PD23, PD24, PD25, PD26, PD27, PD28, PD29, 
PD30, PD34 และ PD36 ซึ่งไอโซเลต BS แยกไดจ้าก
ตัวอย่างดินโดยวิธี direct plate, BSS แยกได้จาก
ตวัอย่างดนิโดยวธิ ีserial enrichment, FL แยกไดจ้าก
ดอกไม ้และ PD ซึ่งเป็นแบคทเีรยีทีม่คีุณสมบตัใินการ
ยอ่ยสลายน้ํามนัดเีซล และน้ํามนัเบนซนิ20 
          2. ก า ร คั ด เ ลื อ ก แ บ ค ที เ รี ย ท่ี มี
ความสามารถทนตวัทําละลายอินทรีย์ในอาหาร
แขง็โดยวิธี Agar overlay method 

แบคที เรียบริสุทธิ จ์ํ านวน  33 ไอโซ เลต
กระจาย เชื้ อบ นจานอาห ารแข็ง  Modified Luria 
Bertani (MLB) agar (องค์ประกอบ : Tryptone 10.0 
กรัม   Yeast extract 5.0 กรัม   MgSO4.7H2O 2.46 
กรัม   Glucose 1.0 กรัม  NaCl 5.0 กรัม  และ Agar 
18.0 กรัม ) ดูดสารละลายอินทรีย์ทดสอบ  ได้แก่ 
Acetone, Benzene, Chloroform, Diethyl ether, 
Ethyl ether, Hexane, n-Butanol, Toluene แ ล ะ 
Xylene ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงบนผิวหน้าอาหาร 
นําไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3-5 วนั ตรวจสอบ

การเจรญิ และนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเพาะ
เชือ้  

3. ก า ร คั ด เ ลื อ ก แ บ ค ที เ รี ย ท่ี มี
ความสามารถในการทนตวัทําละลายอินทรีย์ใน
อาหารเหลว 

แบคทเีรยีทีส่ามารถเจรญิไดจ้ากการคดัเลอืก
แบคทเีรยีที่มคีวามสามารถทนตวัทําละลายอนิทรยีใ์น
อาหารแขง็โดยวธิ ีAgar overlay method จะถูกนํามา
ทดสอบความสามารถในการทนและการเจริญ โดย
เตรยีมกล้าเชื้อทดสอบ โดยนํามาเพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลว MLB บ่มที่ อุณหภูมิห้องนาน 24 ชัว่โมง บน
สภาวะเขย่า 150 รอบต่อนาที แล้วนํามาวดัค่าการ
ดูดกลนืแสงด้วยความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ปรบั
ความขุ่นให้ได้เท่ากบั 0.5 หน่วย O.D ถ่ายกล้าเชื้อ 1 
เปอรเ์ซ็นต์โดยปรมิาตรต่อปรมิาตร ลงอาหารทดสอบ 
MLB ที่บรรจุในขวดรปูชมพูที่มฝีาเกลยีวบุดว้ย PTFE
เติ ม ตั ว ทํ า ล ะ ล า ย อิ น ท รี ย์  ไ ด้ แ ก่  Benzene, 
Chloroform, Diethyl ether, Ethyl acetate, แ ล ะ 
Xylene ความเข้มข้น เท่ ากับ  0-3 เปอร์เซ็นต์ โดย
ปรมิาตรต่อปรมิาตร บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งบนสภาวะเขย่า 
150 รอบ/นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ตรวจสอบการ
เจรญิโดยใช้เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์ที่ 660 นาโน
เมตร และหาคา่การเจรญิสมัพทัธ ์

4. ก า ร คั ด เ ลื อ ก แ บ ค ที เ รี ย ท่ี มี
ความสามารถสร้างเอนไซมโ์ปรติเอสขัน้ต้น 

แบคทเีรยีที่สามารถเจรญิได้ในสภาวะที่มตีวั
ทาํละลายอนิทรยีถ์กูนํามาทดสอบความสามารถในการ
สรา้งเอนไซมโ์ปรตเิอส โดยการปลอ่ยออกนอกเซลลใ์น
อาหาร Nutrient agar (NA) ที่เติมสบัเสตรทเคซีน 1 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ําหนักต่อปริมาตร และเติมตัวทํา
ละลายอนิทรยี ์ที่เชือ้แบคทเีรยีแต่ละไอโซเลตสามารถ
ทนได้จากการทดสอบโดยวิธี Agar overlay method
นําไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3-5 วนั ตรวจสอบ
การย่อย และวัดค่าดัชนี (index) ของการย่อยโดย
คาํนวณจากอตัราสว่นของขนาดโคโลนี และขนาดวงใส 
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5. การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการ
เจ ริญ  และการผ ลิต เอน ไซม์ โป รติ เอสของ
แบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้  

แบคทีเรยีที่สามารถสร้างเอนไซม์โปรติเอส 
จากการคดัเลอืกขัน้ตน้ นํามาทดสอบความสามารถใน
การเจรญิ และผลติเอนไซมโ์ปรตเิอส โดยเพาะเลีย้งใน
อาหาร Tryptone Soya Broth (TSB) ที่เติมสบัเสตรท
เคซีน 1 เปอรเ์ซ็นต์โดยน้ําหนักต่อปรมิาตร นําไปบ่ม
บนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิห้อง ที่ความเร็วรอบ 150 
รอบต่อนาที ทําการเก็บตัวอย่างโดยทุก 6 ชัว่โมง 
ตัง้แต่ชัว่โมงที่ 0 ถึง 96 ชัว่โมง โดยแบ่งตัวอย่าง
ออกเป็นสองสว่น สว่นแรกนํามานับปรมิาณเซลล ์โดย
วธิ ีTotal plate count ส่วนที่สองนํามาป ัน่เหวี่ยงแยก
สว่นใสเพือ่วเิคราะหก์จิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเิอส 

6. การทดสอบความสามารถในการผลิต
เอนไซม์โปรติเอส  ในสภาวะท่ี มีตัวทําละลาย
อินทรียข์องแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้  

แบคทเีรยีทีส่ามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรตเิอสใน
ขัน้ตน้ นํามาทดสอบความสามารถในการสรา้งเอนไซม์
โปรตเิอส ในสภาวะทีม่ตีวัทาํละลายอนิทรยีเ์ชงิปรมิาณ 
โดยเพาะเลี้ยงในอาหาร TSB เติมสบัเสตรทเคซีน 1 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ําหนักต่อปริมาตร บรรจุในขวดรูป
ชมพูที่มฝีาเกลยีวบุด้วย PTFE และเติมตวัทําละลาย
อนิทรยี์ ได้แก่ Benzene, Chloroform, Diethyl Ether, 
ethyl acetate, และ Xylene เข้มข้น เท่ ากับ  0, 1, 3 
และ 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อปริมาตร บ่มที่
อุณหภูมหิ้องบนสภาวะเขย่า 150 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง โดยชุดควบคุมไม่มีการเติมตัวทําละลาย
อินทรยี์ โดยแบ่งตวัอย่างออกเป็นสองส่วน ส่วนแรก
นํามานับปรมิาณเซลล ์โดยวธิ ีTotal plate count สว่น
ทีส่องนํามาป ัน่เหวีย่งแยกสว่นใสเพื่อวเิคราะหก์จิกรรม
ของเอนไซมโ์ปรตเิอส 

7. การวิเคราะหกิ์จกรรมของเอนไซม ์
โปรติเอส 

วิเคราะห์ภายใต้สภาวะมาตรฐานโดยเติม
สารละลายเคซนีความเขม้ขน้ 2 เปอรเ์ซน็ต์ปรมิาตร 1 
มลิลลิติร ลงในหลอดทดลอง และนําไปบ่มที่ 40 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา  5 นาท ีนําเอนไซม์ที่เจอืจางดว้ย 
0.1 M Tris-buffer pH 7.8 ปรมิาตร1 มลิลลิติร เตมิลง

ในสารละลายเคซนี บ่มเป็นเวลา 10 นาทจีากนัน้หยุด
ปฏิกิริยาด้วย Trichloroacetic acid ความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตรต่อปริมาตรปริมาตร  2 
มลิลลิติร บ่มไวท้ี่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
3 ชัว่โมง เพื่อให้โปรตนีตกตะกอนป ัน่เหวีย่งแยกส่วน
ใส ดว้ยความเรว็ 3,300 x g เป็นเวลา 20 นาท ีแลว้นํา
ส่วนใสมาวเิคราะห์ประสทิธิภาพของเอนไซม์ในการ
ยอ่ยโปรตนี โดยวดัปรมิาณไทโรซนี ทีเ่กดิขึน้เทยีบกบั
สารละลายไทโรซนีมาตรฐาน กําหนดให ้1 หน่วยของ
เอนไซม์ เท่ากับปริมาณของเอนไซม์โปรติเอสที่
สามารถย่อยเคซีนแล้วเกิดไทโรซีน 1 ไมโครกรมัต่อ
มลิลลิติร 

8. การวิเคราะหป์ริมาณโปรตีน 
วเิคราะห์ปรมิาณโปรตีนโดยใช้วธิ ีLowry et 

al.21 
9. การพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรีย 
ทําการเปรียบเทียบลําดับ นิวคลีโอไทด์

บรเิวณยนี 16S rRNA เพิม่ปรมิาณยนี 16SrDNA โดย
ใช้ไพรเมอร์518F (CCAGCAGCCGCGGTAATACG) 
และ 800R (TACCAGGGTATCTAATCC) ทําโดยนํา
ผลของลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ห น่วยวิเคราะห์สาร       
ชี ว โม เล กุ ลข อ งบ ริษั ท  MACROGEN Advancing 
through Genomics ประเทศเกาหลมีาเปรยีบเทยีบกบั
ข้อมู ล ใน ฐานข้อมู ลGenBank โดย ใช้ โป รแก รม 
BLASTn (http://www.ncbi.nlm.gov/) เพื่ อ ระบุ ช นิ ด
ของแบคทีเรยีที่มีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกนัแล้วนํามา
วเิคราะห์สรา้งต้นไม้แห่งววิฒันาการโดยใช้โปรแกรม 
MEGA 4.1 ดว้ยวธิ ีNeighbour-joinging 
 
ผลการทดลอง 

การคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถ
ในการทนตวัทาํละลายอินทรียใ์นขัน้ต้น 

ผลการทดสอบแบคทีเรยีบรสิุทธิจ์ํานวน 33 
ไอโซเลต ทดสอบด้วยตัวทําละลายอินทรีย์  ชนิด
ได้ แ ก่  Acetone, Benzene, n-Butanol, Chloroform, 
Diethyl ether, Ethyl acetate, Hexane, Toluene และ 
Xylene พบว่าคดัเลือกแบคทีเรยีที่สามารถทนตวัทํา
ละลายอิน ท รีย์ ได้  12 ไอ โซ เลต  แบคที เรียที่ มี
ความสามารถในการทน Chloroform จํานวน 4 ไอโซ
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เลต ได้แก่ ไอโซเลต PD5, PD15, PD16 และ PD22 
แบคทีเรยีที่มีความสามารถในการทน Diethyl ether 
จํานวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต BS02, PD22 
และ PD25  แบคทีเรียที่มีความสามารถในการทน 
Ethyl acetate จํานวน 1 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต 
PD22 แบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถในการทน Benzene 
จํ า น วน  2 ไอ โซ เล ต  ได้ แ ก่  PD22 แ ล ะ  PD23  
แบคทเีรยีที่มคีวามสามารถในการทน Xylene จํานวน 
5 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต BSS01, BSS02, BS03, 
PD24 แ ล ะ  PD29 แ บ ค ที เรี ย  33 ไ อ โซ เล ต  มี
ความสามารถในการทน Hexane และแบคทีเรีย 33  
ไอโซเลตไม่สามารถทน  Acetone, n-Butanol และ 
Toluene ได ้ 

เมื่ อ นํ า แ บ ค ที เ รี ย  12 ไ อ โซ เล ต  ที่ มี
ความสามารถในการทนตวัทาํละลายอนิทรยีแ์ต่ละชนิด 
มาเพาะเลีย้งในอาหารเหลว MLB ทีม่คีวามเขม้ขน้ของ
ตัวทําละลายอินทรีย์ที่แตกต่างกัน พบว่าแบคทีเรีย
สามารถทนตวัทําละลายได้ที่ระดบัความเขม้ขน้สูงสุด 
 เปอรเ์ซน็ต ์โดยไอโซเลต  PD22 สามารถเจรญิไดใ้น
สภาวะที่ม ีDiethyl ether ที่ระดบัความเข้มข้นเท่ากบั 
1% v/v ได้ดีที่สุด  และมีการเจริญสัมพัทธ์เท่ากับ 
50.22 เปอรเ์ซน็ต ์และแบคทเีรยี 5 ไอโซเลต (BSS01, 
PD16, PD22, PD24 และ PD29) สามารถย่อยโปรตนี
ภายใตส้ภาวะทีม่กีารสมัผสัตวัทาํละลายบนอาหารแขง็
ไดด้ ีเมือ่พจิารณาจากคา่ดชันีการยอ่ย (Table 1) 
  

 
Table 1 Relative growth of organic solvent tolerant bacteria under various organic solvents concentration and 
its casein solubilizing activity. 

Isolate Organic solvent Log P 
Relative Growth in the presence  

of organic solvents (%)1 Casein Solubilization 
index (mm)2 

1%v/v 2 %v/v 3 %v/v 
BS02 Diethyl ether 0.85 12.97 2.98 0.91 - 
BS03 Xylene 3.1 2.32 1.94 1.73 - 
BSS01 Xylene 3.1 6.53 6.43 6.43 + (2.6) 
BSS02 Xylene 3.1 12.68 12.30 6.57 - 
PD5 Chloroform 2.0 2.96 2.42 2.22 - 
PD15 Chloroform 2.0 1.67 1.64 1.39 - 
PD16 Chloroform 2.0 2.75 2.63 2.48 + (4.0) 

PD22 

Benzene 2.0 4.40 4.16 3.71 + (3.0) 
Chloroform 2.0 1.60 1.24 1.24 + (4.0) 
Diethyl ether 0.85 50.22 30.77 18.33 + (3.0) 
Ethyl acetate 0.68 32.12 1.51 1.40 + (5.0) 

PD23 Benzene 2.0 5.86 5.21 4.93 - 
PD24 Xylene 3.0 5.55 4.45 3.27 + (4.0) 
PD25 Diethyl ether 0.85 32.31 25.17 2.92 - 
PD29 Xylene 3.1 7.64 7.26 6.34 + (3.0) 
+, positive results; -, negative results; ( ), Solubilization index 
1Bacterial growth in modified Luria Bertani (MLB) broth containing  organic  solvent. Relative growth was calculated using 
equation, R = (N/ N0)*100, where: N0, Growth at 0 % organic solvent; N,Growth at served concentration of organic solvent (1, 2 
and 3 % v/v). 
2 Bacteria were grown on Nutrient agar containing 1% w/v casein overlay with 2 ml of organic solvent. Solubilizing activity was 
expressed as casein solubilizing index. 
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การศึกษาความสมัพนัธ์ระหว่างการเจริญและการ
ผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้ 

จากการศึกษ าการเจริญ  และการผลิต
เอนไซม์โปรติเอสของแบคทีเรีย 5 ไอโซเลต ได้แก่ 
BSS01, PD16, PD22, PD24 และ PD29 ในสภาวะที่
ไม่มีการเติมตัวทําละลายอินทรีย์ พบว่ามีการเจริญ
ค่อนขา้งคงที ่และการผลติเอนไซมโ์ปรตเิอสมกีจิกรรม
ของเอนไซมส์งูสดุทีช่ ัว่โมงที ่24 เท่ากบั 547.1, 642.3, 
370.7, 206.0 และ 244.3 unit/mg protein ตามลาํดบั 
(Figure 1) 

 

 
 

 
 

Figure 1 Growth (a) and protease activity (b) of 
bacteria in the absence and presence of organic 
solvent on tested bacteria at 0 to 96 hour. 
BSS01 (■), PD16 (▲), PD22 ( X ), PD24 ( ) 
and PD29 (●) 

 

การทดสอบความสามารถในการเจริญ
และผลิตเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะท่ีมีตัวทํา
ละลายอินทรีย ์

ความสามารถในการเจรญิและผลติเอนไซม์
โปรติเอสในสภาวะที่มีตัวทําละลายอินทรีย์ ความ
เข้มข้นแตกต่างกัน พบว่าแบคทีเรีย 5 ไอโซเลต มี
ความสามารถในการเจรญิ (Table 2) และผลติเอนไซม์
ในสภาวะทีม่ตีวัทาํละลายอนิทรยีค์วามเขม้ขน้แตกต่าง
กนั และแสดงกิจกรรมของเอนไซม์ที่แตกต่างกนัตาม
ชนิดของตวัทาํละลายอนิทรยี ์(Table 3) โดยแบคทเีรยี
ไอโซเลต PD22 สามารถเจริญ และผลิตเอนไซม์ใน
อาหารที่มี Benzene เข้มข้น 3 %v/v ได้ โดยมีการ
เจรญิ และกจิกรรมเอนไซม์โปรตเิอสเท่ากบั 4.19 log 
CFU/ml และ 126.07 Unit/mg Protein ตามลาํดบั 

 
การพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรีย 

ผลการวเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ
ยีน  16SrRNA พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต  BSS01, 
PD24 และ PD29 มคีวามใกลเ้คยีงกบัแบคทเีรยีแกรม
ลบ  P. aeruginosa LMG1242T โดยมีร้อยละความ
เหมือนเท่ากับ 99.80, 99.70 และ 99.80 ตามลําดับ
(Figure 2 และในการจัดจําแนกแบคทีเรียไอโซเลต 
PD16 และ PD22 พบว่ามคีวามใกลเ้คยีงกบัแบคทเีรยี
แกรมบวก B. megaterium IAM13418T โดยมีร้อยละ
ความเหมอืนเท่ากบั 99.9 และ 98.9 ตามลาํดบั และ
มคีวามใกลเ้คยีงกบั B. aryabhattai B8W22T มรีอ้ยละ
ความเหมือนเท่ากับ 99.8 และ 98.8 ตามลําดับ 
(Figure 3) โดยขอ้มลูลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี16S 
rRNA ของแบคทเีรยีไอโซเลต BSS01, PD16, PD22, 
PD24 และ PD29 ได้ฝากเก็บไว้ในฐานข้อมูลโดยม ี
Accession Number ห ม า ย เ ล ข LC092935, 
LC092936, LC092937, LC092938 และ  LC092939 
ตามลาํดบั 
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Figure2 Rooted phylogenetic tree of isolate BSS01, PD24 and PD29 to other Pseudomonas species. Each 
number on a branch indicates the bootstrap confidence values (100 replicates). The scale bar indicates 0.005 
substitutions per nucleotide position. 

 
Figure 3 Rooted phylogenetic tree of isolate PD16 and PD22 to other Bacillus species. Each number on a 
branch indicates the bootstrap confidence values (100 replicates). The scale bar indicates 0.02 substitutions 
per nucleotide position. 
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สรปุผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
จากการคดัเลอืกแบคทเีรยีบรสิุทธิจ์าํนวน 33  

ไอโซเลต โดยทดสอบการทนตัวทําละลาย  ชนิด 
ได้แก่  Acetone, Benzene,  n-Butanol, Chloroform, 
Diethyl ether, Ethyl acetate, Hexane, Toluene และ 
Xylene คัดเลือกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติทนตัวทํา
ละลายอินท รีย์ ได้  12 ไอ โซ เลต  ได้ แก่  BSS01, 
BSS02, BS02, BS03, PD5, PD15, PD16, PD22, 
PD23, PD24, PD25 และ  PD29 แสด งให้ เห็ น ว่ า
แบคทีเรียมีความสามารถในการทนตัวทําละลาย
อนิทรยีไ์ดต้่างชนิดกนั เช่น แบคทเีรยีไอโซเลต PD22 
สามารถทนตวัทําละลายอนิทรยีไ์ด้มากชนิดที่สุด โดย
ท น ตั ว ทํ า ล ะ ล าย ได้    ช นิ ด  ได้ แ ก่  Benzene, 
Chloroform, Diethyl ether แ ล ะ  Ethyl acetate
สอดคล้องกับ รายงานวิจัยของ  Aono et al.22 ได้
ทําการศึกษาแบคทีเรีย P. aeruginosa ST-001 และ 
P. putida IH-2000 โดยวธิ ีAgar overlay method โดย
การขีดเชื้อบนจานอาหาร แล้วเททับผิวหน้าอาหาร
ดว้ยตวัทําละลายอนิทรยีห์นา 2 มลิลเิมตร ทดสอบตวั
ทํ า ล ะ ล าย อิ น ท รีย์  6 ช นิ ด  ได้ แ ก่   n-Hexane, 
Cyclohexane, p-Xylene, Toluene, n-Heptanol และ 
Benzene พบว่าแบคทีเรียสามารถทนตัวทําละลาย
อินทรีย์ได้โดยเจริญบนจานอาหารที่มีตัวทําละลาย
อนิทรยีเ์กอืบทุกชนิด ยกเวน้จานอาหารที่ม ีBenzene
บง่ชีว้า่แบคทเีรยีสามารถทนตวัทาํละลายอนิทรยีท์ีม่คี่า 
log P มากกว่าหรือเท่ากับ 2.4 และจากการศึกษา
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสขัน้ต้น 
พบว่าแบคทีเรยี 5 ไอโซเลต (BSS01, PD16, PD22, 
PD24 และ PD29) สามารถย่อยโปรตีนเคซีนภายใต้
สภาวะที่มีการสมัผสัตวัทําละลายบนอาหารแขง็ได้ด ี
เมือ่พจิารณาจากคา่ดชันีการยอ่ย (Table 1) 

จากศกึษาการเจรญิของแบคทเีรยีที่คดัเลอืก
ไ ด้  (BSS01,PD16, PD22, PD24 แ ล ะ  PD29) ใ น
อาหาร TSB ที่เติมสบัเสตรทเคซีน 1 เปอร์เซ็นต์โดย
น้ําหนักต่อปรมิาตรและเตมิตวัทําละลายอนิทรยีค์วาม
เข้มข้นแตกต่างกัน พบว่าแบคทีเรียแต่ละไอโซเลต 
สามารถทนตัวทําละลายอินทรยี์ได้แตกต่างชนิดกัน
โดย  BSS01, PD24 และ PD29 สามารถทนตัวทํา
ละลายชนิด Xylene ได้ ในขณะที่ PD16 สามารถทน

ตัวทําละลายอินทรีย์ชนิด  Chloroform และ PD22
สามารถทนตัวทํ าละลายอินทรีย์ช นิด  Benzene,  
Chloroform, Diethyl ether, Ethyl acetate สอดคล้อง
กับผลการศึกษาของ Sardessai et al.23  ซึ่งศึกษา
เปรยีบการทนตัวทําละลายของแบคทีเรยีแกรมบวก
และแกรมลบ พบวา่แบคทเีรยีแกรมลบมคีวามสามารถ
ทนตัวทําละลายอินทรีย์ได้มากชนิดกว่าแบคทีเรีย    
แกรมบวก เน่ืองจากองค์ประกอบทางเคมีของผนัง
เซลล์แบคทีเรยีแกรมลบมคีวามซบัซ้อนมากกว่าของ
แบคทเีรยีแกรมบวก คอืแบคทเีรยีแกรมลบมสีารพวก 
ลโิพพอลิแซกคาไรด์ อยู่ช ัน้นอกสุดของผนังเซลล์ทํา
หน้าที่กัน้เอนไซม์ที่จําเป็นต่อการเจรญิของผนังเซลล์
ไม่ให้ออกจากช่องว่างและยงักัน้สารเคมแีละเอนไซม์
จากภายนอกไม่ให้เข้าไปทําลายเซลล์  ดังนัน้ผนัง
เซลล์ของแบคทเีรยีแกรมบวกจงึถูกทําลายด้วยตวัทํา
ละลายอนิทรยีไ์ดง้า่ยกว่าของแบคทเีรยีแกรมลบ แต่มี
รายงานว่าแบคที เรียแกรมบวกได้แก่  Bacillus, 
Rhodococcu sopacus24 แ ล ะ  Arthrobacter มี
ความสามารถในการทนเบนซนิไดด้ ี

Sardessai et al.25 ได้ทํ าการศึกษาตัวทํ า
ละลายอนิทรยีแ์ต่ละชนิดมคี่า log P แตกต่างกนั ซึง่ค่า 
log P  แสดงค่าสมัประสทิธิก์ารกระจายตวัของสารใน
ชัน้น้ํา และชัน้ออกทานอล แสดงใหเ้หน็ว่าค่า log P มี
ความสมัพนัธก์บัความเป็นพษิของตวัทาํละลายอนิทรยี์
ต่อเซลล์แบคทีเรีย  โดยเฉพาะอย่างยิ่งค่า log P 
ระหว่าง 2-4 มคีวามเป็นพษิสงูต่อจุลนิทรยี ์การสะสม
ของตวัทาํละลายอนิทรยีม์ผีลต่อการทาํลายความคงตวั
ของชัน้ไขมนั และโครงสรา้งเยื่อหุ้มเซลล์ เป็นเหตุให้
เยื่อหุ้มเซลล์สูญเสยีการทํางาน และการผ่านเขา้ออก
ข อ งส า รอ าห าร  เยื่ อ หุ้ ม เซ ล ล์ ข อ งแ บ ค ที เรีย
เปลี่ยนแปลง เน่ืองจากตวัทําละลายอนิทรยีท์ี่มคี่า log 
P ตํ่ากวา่ 2 เป็นพวกชอบน้ําสามารถรวมตวักบัชัน้ของ
น้ําตวัทําละลายอินทรยี์จึงเข้าไปในเยื่อหุ้มนิวเคลียส 
ทําให้การทํางานผิดปกติจึงทําให้เป็นพิษกับเซลล ์
ส่งผลให้เซลล์ตาย มากกว่าตวัทําละลายที่มคี่า log P 
มากกวา่ 426 

การผลติเอนไซม์ของแบคทเีรยีที่คดัเลอืกได ้
พบว่าแบคทีเรียแสดงกิจกรรมเอนไซม์แตกต่างกัน 
เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีตวัทําละลายแต่ละชนิดที่
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ความเขม้ขน้ต่างกนั โดยมกีจิกรรมของเอนไซมส์งูทีส่ดุ
ที่ความเข้มข้นของตัวทําละลายอินทรีย์เท่ากับ 1% 
สอดคล้องกบัการศึกษาของ Fang et.al.27 ซึ่งทําการ
คดัเลอืกแบคทเีรยีที่สามารถผลติเอนไซมโ์ปรตเิอสใน
สภาวะทีเ่ตมิตวัทําละลายอนิทรยีต์่างชนิดทีม่คี่า log P 
แตกต่างกนัตัง้แต่ 1.8-3.5 พบว่าเมื่อเตมิตวัทําละลาย
อินทรยี์ที่มคี่า log P มากกว่าหรอืเท่ากบั 4 กิจกรรม
ของเอนไซม์โปรตเิอสจะเพิม่ขึน้ ดงันัน้ความสามารถ
ในการเจรญิและการผลติเอนไซมข์องแบคทเีรยีขึน้อยู่
กบัความเขม้ขน้และชนิดของตวัทําละลาย รวมทัง้ค่า 
log P ของตวัทาํละลายอนิทรยีน์ัน้ๆ  

การกระจายตวัของสารตัง้ต้นและผลติภณัฑ์
ในชัน้ของตวัทําละลายอนิทรยี์ขึ้นอยู่กบัความไม่ชอบ
น้ําของตวัทําละลายอนิทรยี์นัน้ ตวัทําละลายอนิทรยี์มี
ความสําคญัต่อกิจกรรมเอนไซม์และมีส่วนสําคญัใน
การคงอยู่ของปรมิาณน้ํารอบๆเอนไซม์ ตวัทําละลาย
อินทรีย์ชนิดไฮโดรฟิลิคสามารถรวมตัวเป็นเน้ือ
เดยีวกบัน้ําตวัทําละลายอินทรยี์กลุ่มน้ีชอบที่จะดงึน้ํา
รอๆ โมเลกุลเอนไซมส์ง่ผลใหโ้ครงสรา้งโปรตนีเปลีย่น
บรเิวณเร่งปฏิกิรยิาเปลี่ยนทําให้เอนไซม์เกิดการคลี่
ออกเป็นสายยาวมผีลทําใหก้จิกรรมเอนไซมต์ํ่าสว่นตวั
ทําละลายอินทรยี์ชนิดไฮโดรโฟบิคเป็นตวัทําละลาย
อินทรยี์ที่ไม่รวมตัวเป็นเน้ือเดียวกับน้ําตัวทําละลาย
อินทรีย์กลุ่มน้ีไม่แย่งดึงน้ําออกจากเอนไซม์ทําให้มี
กิจกรรมเอนไซม์เช่นเดิม ดงันัน้กิจกรรมเอนไซม์ใน
การเร่งในตวัทําละลายอนิทรยี์ชนิดไฮโดรโฟบิคจงึสูง
กวา่ชนิดไฮโดรฟิลคิ28 

การวเิคราะห์เปรยีบเทยีบลําดบันิวคลโีอไทด์
บริเวณยีน  16S rRNA พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต 
BSS01, PD24 และ PD29 มรี้อยละความเหมอืนของ
ลําดับ นิวคลีโอไทด์บริเวณยีน  16S rRNA กับ  P. 
aeruginosa LMG1242T เท่ ากับ  99.80, 99.70 และ 
99.80 ตามลําดบั และในการจดัจําแนกแบคทเีรยีไอโซ
เลต PD16 และ PD22 พบวา่โดยมรีอ้ยละความเหมอืน
ของลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน  16S rRNA กับ
B.megaterium IAM13418T เท่ากบั 99.90 และ 98.90 
ตามลาํดบั และ B.aryabhattai B8W22T เท่ากบั 99.80
และ 98.80 ตามลาํดบั มรีายงานของนกัวจิยัทีไ่ดศ้กึษา
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการทนตัวทําละลาย

อินทรยี์มทีัง้แบคทีเรยีแกรมบวกและแบคทีเรยีแกรม
ลบ Tang et al.9 ไดค้ดัแยกไดจ้ากดนิที่มกีารปนเป้ือน
น้ํามนัโดยนํามาเพาะเลี้ยงในอาหาร Modified Luria-
Bertani ที่เตมิตวัทําละลายอนิทรยี์แตกต่างกนั พบว่า
เป็นแบคทีเรีย P. aeruginosa และ Priya et.al.29 ได้
คัด เลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซม์โปรตเิอสที่ทนตวัทําละลายอนิทรยี์ซึ่งแยกได้
จากของเสีย โรงงาน อุตสาหกรรนม  พบว่า เป็ น
แบคทเีรยี B. megaterium AU02 

ความสามารถในการเจริญ  และการผลิต
เอนไซม์โปรติเอสในสภาวะที่มีตัวทําละลายอินทรีย์
เข้ม ข้น  0-5 เป อร์ เซ็ น ต์  พบว่ าไอ โซ เลต  PD22 
สามารถเจรญิ และผลติเอนไซมใ์นอาหารทีม่ ีBenzene 
เขม้ขน้ 3 เปอรเ์ซ็นต์ได้ โดยมกีารเจรญิ และกจิกรรม
เอนไซม์โปรติเอส  เท่ ากับ  4.19 log CFU/ml และ 
126.07 Unit/mg Protein ตามลําดับ แสดงให้เห็นว่า
แบคทเีรยีทนตวัทาํละลายอนิทรยีท์ีค่ดัเลอืกไดส้ามารถ
นํามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ ได้ เช่น การ
สงัเคราะหเ์อสพารเ์ทม (Aspartame)29  การสงัเคราะห์
เปบไทด์ (peptide synthesis)30 และอุตสาหกรรมทํา
ความสะอาด31 
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