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บทนํา 

 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

Protease (EC 3.4.X.X) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการสลายโปรตีนใหเปนเปปไทดสายสั้นๆ 

หรือกรดอะมิโนอิสระ เปนเอนไซมที่มีการซื้อขายกันมากที่สุดประมาณ 60 % ของเอนไซมทั้งหมด (Rao et al., 

และคณะ, 1998) protease ที่ผลิตขายทางการคาสวนใหญตองนําเขาจากตางประเทศ เชน Novozyme 243 

(Denmark), Maxacal (Netherlands), Protosol (India), Bioprase SP (Japan), และ Wuxi (China) เปนตน 

(Bhunia et al, 2012) ซึ่งเอนไซมกลุมน้ีมีการนําไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมตางๆ อาทิ เชน อุตสาหกรรม

ผลิตภัณฑซักลาง อุตสาหกรรมฟอกหนัง อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเวชภัณฑและการบําบัดของเสีย 

นอกจากน้ียังมีการใช protease เพื่อสังเคราะหเปปไทด และสารประกอบเอสเทอร เปนตน (Olajuyigbe and 

Falade, 2014) อยางไรก็ตามการนํา protease ไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมมักจะพบปญหาเรื่องการสูญเสีย

กิจกรรมเอนไซม (enzyme activity) โดยเฉพาะเมื่ออยูในตัวทําละลายอินทรียที่มีความเขมขนสูง ปญหาน้ีอาจ

แกไขไดดวยการคนหา คัดแยกจุลินทรียผลิต protease ซึ่งมีความเสถียร สามารถคงกิจกรรมเอนไซมไดในตัวทํา

ละลายอินทรีย สําหรับการสังเคราะหสารอินทรีย การใช protease ในตัวทําละลายอินทรียมีขอดี คือ ตัวทํา

ละลายอินทรียจะชวยเพิ่มการละลายของสารต้ังตน (substrate) และผลิตภัณฑที่ละลายในนํ้าไดนอย (แตละลาย

ไดดีในตัวทําละลายอินทรีย) สามารถควบคุมปฏิกิริยาใหเปนไปในทิศทางที่ตองการได และชวยเพิ่มความเสถียร

ของเอนไซมเมื่ออยูในอุณหภูมิสูง  ดังน้ันผลได (yield) ของการสังเคราะหดวย protease จะสูงกวาการใชวิธี

สังเคราะหทางเคมี ผูวิจัยจึงสนใจคัดแยกจุลินทรียผลิต protease ที่สามารถเรงปฏิกิริยาและมีความเสถียรในตัว

ทําละลายอินทรียโดยมีเปาหมายที่จะนําไปประยุกตใชสําหรับการสังเคราะหนํ้าตาลเอสเทอร และสารอินทรียที่มี

มูลคาสูงตอไป 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. คัดแยกแบคทีเรียผลิต protease ซึ่งเรงปฏิกริิยาไดดีและมีความเสถียรในตัวทําละลาย

อินทรีย 

2. แยกบรสิุทธ์ิ protease ที่ผลิตจากแบคทีเรียที่คัดแยกได และศึกษาคุณลักษณะทาง

ชีวเคมีของ protease ที่ผานการแยกบรสิุทธ์ิแลว   

3. ศึกษาความเปนไปไดของการนํา protease ที่ผลิตจากแบคทีเรียที่คัดแยกไดไป

ประยุกตใชในการสงัเคราะหนํ้าตาลเอสเทอรในตัวทําละลายอินทรีย  
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เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

Protease 

Protease (EC 3.4.x.x) เปนตัวเรงชีวภาพที่อยูในกลุมไฮโดรไลติกเอนไซม (hydrolytic enzyme) มี

ความสามารถในการตัดพันธะเปปไทดของสายโพลีเปปไทด หรือโปรตีนโดยกระบวนการที่มีนํ้าเขารวมในปฏิกริิยา 

 เมื่อพจิารณามลูคาการซื้อขายเอนไซมในตลาดโลก ซึง่คิดเปนจํานวนเงินประมาณ 1 พันลานเหรียญ

สหรัฐในป 2010 และมีแนวโนมเพิ่มสูงข้ึนในอัตราการเติบโต 6.6% ตอป (CAGR) หรือประมาณ 1.5 พันลาน

เหรียญสหรัฐ ในป 2015 พบวา protease เปนเอนไซมกลุมสําคัญที่มกีารซื้อขายกันมากที่สุดประมาณ 60% 

ของเอนไซมทั้งหมด protease ที่ผลิตเพือ่จําหนายทางการคาสวนใหญจะผลิตจาก Bacillus spp. ดังแสดงใน

ตารางท่ี 1 (Li et al, 2012)  

 

ตารางท่ี 1  Protease ที่จําหนายระดับอุตสาหกรรมและจลุินทรียที่ผลิต 

บริษัทผูผลิต ชื่อทางการคา แหลงจุลินทรีย การประยุกตใช 

Novo Nordisk, Denmark 

Alcalase 
Bacillus licheniformis 

ผงซักฟอก ลอกกาวเสนไหมดิบ 

Savinase 

Esperase Bacillus sp. ผงซักฟอก 

Durazym Bacillus licheniformis ผงซักฟอก 

Novozyme 243 Bacillus licheniformis ลอกกาวเสนไหมดิบ ส่ิงทอ ผงซักฟอก 

Nagase Biochemicals, Japan 

Bioprase concentrate Bacillus subtilis เคร่ืองสําอาง และยา การวิจัย 

Cryst.protease Bacillus subtilis (K2) การวิจัย 

Bacillus subtilis การวิจัย 

Bioprase SP Bacillus subtilis อุตสาหกรรมทําความสะอาด 

Genencor D International, USA Purafact 

Primatan 

Bacillus lentus 

Bacterial source 

ผงซักฟอก 

ฟอกหนัง 

Gist-Brocades, Netherlands Subtilisin 

Maxacal 

Maxatase 

Bacillus alcalophilus 

Bacillus sp. 

Bacillus sp. 

ผงซักฟอก 

ผงซักฟอก 

ผงซักฟอก 

Godo Shusei, Japan Godo-Bap Bacillus licheniformis. อุตสาหกรรมผงซักฟอกและอาหาร 

Rohm, Germany Corolase7089 Bacillus subtilis อุตสาหกรรมอาหาร 

Wuxi Synder Bioproducts, China Wuxi Bacillus sp. ผงซักฟอก 

Advance Biochemicals, India Protosol Bacillus sp ผงซักฟอก 

Solvay Enzymes, Germany Opticlean 

Optimase 

Bacillus alcalophilus 

Bacillus licheniformis 

ผงซักฟอก 

ผงซักฟอก 

ที่มา: Bhunia et al, 2012 
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นอกจาก Bacillus spp. แลวยังพบจลุินทรียอื่นๆ ทีส่ามารถผลิต protease ได เชน Aspergillus  terreus 

(Martínez et al, 2011) Aspergillus  oryzae (Chutmanop et al, 2008)  Rhizopus oligosporus (Devi et al, 

2011) Pseudomonas aeruginosa (Gupta et al, 2005) Lactobacillus helveticus (Valasaki et al, 2008) 

Streptomyces microflavus (Rifaat et al, 2006) เปนตน 

 

Protease ในตัวทําละลายอนิทรีย 

Protease ถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมหลากหลายๆ ประเภท เชน การผลิตผงซักฟอก การผลิตนํ้ายาทํา

ความสะอาด อุตสาหกรรมฟอกยอม การผลิตเครื่องหนัง เครื่องสําอาง เภสัชกรรมหรือเคมีภัณฑ ซึ่งใน

อุตสาหกรรมทีก่ลาวมาลวนแตใชตัวทําละลายอินทรียเพื่อเปนตัวทําละลายทั้งสิ้น โดยตัวทําละลายอินทรียที่นิยม

ใชกันมาก ไดแก acetonitrile, Dimethyl formamide (DMF), Dimethyl sulfoxide (DMSO), methanol, 

toluene และ ethanol การใชเอนไซมเรงปฏิกิริยาในตัวกลางทีเ่ปนตัวทําละลายอินทรียมีขอดีอยูหลายประการ

คือ ชวยเพิ่มความสามารถในการละลายของสารต้ังตน หรอืผลิตภัณฑที่ไมละลายนํ้าทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

สมดุลของปฏิกริิยาไปในทิศทางการสังเคราะห แตความเขมขนของตัวทําละลายที่สงูเกินไปอาจทําใหเอนไซมเสีย

สภาพ หรืออาจเปนตัวยับย้ังการเรงปฏิกริิยาของเอนไซมได ทําใหนักวิจัยจํานวนมากสนใจศึกษาหาวิธีการตางๆ 

เพื่อปรับปรงุพฒันาความเสถียรของเอนไซม โดยการเปลี่ยนแปลงทางเคมี และทางกายภาพเอนไซม รวมถึงการ

ใชพันธุวิศวกรรมเขามาชวยปรบัปรุงคุณสมบัติเอนไซม ซึง่วิธีการเหลาน้ียุงยากและมีคาใชจายสูง จึงเริ่มสนใจ

คนหาและคัดแยกจลุินทรียผลิต protease ที่มีความคงตัวในตัวทําละลายอินทรีย (Ogino et al, 2001) ขอมูล

ดังแสดงในตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2 คุณสมบัติและความคงตัวในตัวทําละลายอินทรยีของ protease จากจุลินทรียสายพันธุตางๆ ที่คัดแยกได 

แหลงที่มา 

Crude 

/ 

Purified 

Mass 

(kDa) 

Optimum 

Temp/pH 
Type 

ความเขมขนและชนิดของ

ตัวทําละลายอินทรียที่ 

Protease คงตัว 

(% ความเขมขน) 

การเสียสภาพของ 

Proteaseใน 

ตัวทําละลายอินทรีย 

(% ความเขมขน) 

ขอสังเกต อางอิง 

Bacillus cereus 

strain BG1 

Crude N/A N/A N/A 25% (v/v) DMSO, 

methanol, ethanol และ   

2-propanol 

25% (v/v) acetonitrile 

 

Protease คงตัวไดใน 

n-hexane 

Ghorbel et al, 2003 

Bacillus pumilus 

strain 115b 

Crude N/A 45°C N/A 25% (v/v) n-hexane, 

1-decanol, isooctane, 

n-tetradecane 

25% (v/v) ethyl 

acetate, n-heptane 

และ toluene 

 

Protease คงตัวไดใน 

toluene, benzene, 

p-xylene และ ethyl 

benzene 

Rahman et al, 2007 

Bacillus sp. 

strain APR-4 

Purified N/A 65-70°C /7 serine 

protease 

50% (v/v) methanol, 

ethanol, 2-propanol, 

benzene และ 1-butanol 

50% (v/v) acetone 

 

เอนไซมสามารถยอย 

trehalose-oleate ได 

Kumar et al, 2002 

Lumbricus rubellus 

(Earthworm) 

Purified 27 60°C /9-11 N/A 25% (v/v) 2-propanol, 

acetone และ toluene 

N/A N/A Nakajima et al, 2000 
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ตารางท่ี 2 (ตอ)  

แหลงที่มา 

Crude 

/ 

Purified 

Mass 

(kDa) 

Optimum 

Temp/pH 
Type 

ความเขมขนและชนิด

ของตัวทําละลายอินทรีย

ที่ Proteaseค งตัว 

(% ความเขมขน) 

การเสียสภาพของ 

Protease ใน 

ตัวทําละลายอินทรีย 

(% ความเขมขน) 

ขอสังเกต อางอิง 

Fasciola hepatica 

(the liver fluke 

proteinase) 

Purified 30 37°C / 7 cysteine 

proteinase 

10–90% (v/v) DMF 

และ 

10–30% (v/v) methanol 

 

10–90% (v/v) 

acetone และ 

tetrahydrofuran 

 

Fasciola hepatica 

เปนปรสิตพยาธิท่ีทน

อุณหภูมิสูง เปนสาเหตุ

โรค พยาธิใบไมในตับ 

Dowd  et al, 2000 

Natrialba magadii Crude N/A N/A N/A 15% หรือ 30% (v/v) 

glycerol, DMSO, 

polypylenglycol 

15% (v/v) acetone, 

acetonitrile, 

ethanol, และ 

2-propanol 

มีคากิจกรรมเอนไซมใน 

organic solvents ต่ํา 

เพราะเปนจุลินทรียที่คัด

แยกไดจากสภาพแวดลอม

ที่เปนดางและเกลือสูง 

Ruiz  et al, 2007 

Pseudomonas 

aeruginosa 

strain san-ai 

Purified 18 60°C /9 N/A 25% (v/v) DMF 25% (v/v) 

 2-propanol, 

 n-hexane, 

chloroform, 

benzene และ 

acetone 

จุลินทรียสายพันธุ 

san-ai คัดแยกไดจาก

น้ํามันแรในกระบวนการ

ผลิตปโตรเลียม 

Karadzic et al, 

2004 
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ตารางท่ี 2 (ตอ) 

แหลงท่ีมา 

Crude 

/ 

Purified 

Mass 

(kDa) 

Optimum 

Temp/pH 
Type 

ความเขมขนและชนิดของ

ตัวทําละลายอินทรียท่ี 

Proteaseคงตัว    (% 

ความเขมขน) 

การเสียสภาพของ 

Proteaseใน 

ตัวทําละลายอินทรีย 

(% ความเขมขน) 

ขอสังเกต อางอิง 

Pseudomonas 

aeruginosa strain 

PST-01 

Purified 35 60°C /8 metallo 

protease 

25% (v/v) ethylene 

glycol, 1,4-butanediol, 

1,5-pentanediol, methanol, 

ethanol,1-hexanol, DMSO, 2-

propanol, triethylene glycol, 

tert-butanol, toluene 1-

heptanol และ DMF, 

25% (v/v) benzene 

n-heptane, p-xylene, 

n-hexane, n-decane และ 

cyclohexane 

แสดงคา Half- life ในตัวทํา

ละลายเทากับ 2.3 ช่ัวโมง 

ให high reaction rates 

และ high yields 

นํามาใชในกระบวนการ 

สังเคราะห peptide 

ไดผลด ี

Ogino et al, 

2007 

Pseudomonas 

aeruginosa 

strain PT121 

Crude N/A N/A N/A 50% (v/v) n-decane, 

n-octane, heptane, 

n-hexane, cyclohexane, 

toluene, chloroform 

และ DMSO 

 

50% (v/v) 1-butanol 

chloroform, acetone, 

ethanol, 2-propanol 

และ DMF 

 

คากิจกรรมเอนไซมท่ี 

50% (v/v) DMSO ใน

การเรงปฏิกิริยาสูง ใช

สังเคราะหสารต้ังตน

สําหรับการสังเคราะห

aspartame  

Tang et al, 

2008 

N/A (Not Applicable)
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จากการรวบรวมรายงานการศึกษาขางตนแสดงใหเห็นวา protease สามารถการเรงปฏิกิริยาไดใน

ตัวทําละลายอินทรีย ทําใหมีการคนควาและวิจัยเกี่ยวกับการใชเอนไซมเรงปฏิกิริยาตางๆ ในตัวทําละลาย

อินทรียมากข้ึน โดยเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาไดในตัวกลางที่เปนตัวทําละลายอินทรีย ไดแกเอนไซมใน

กลุม Oxidoreductases, Hydrolases และ Isomerases (Karigar and Rao, 2011) ทําใหมีการนําไป

ประยุกตใชในอุตสาหกรรมหลายประเภท เชนอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องสําอาง เภสัชกรรม หรือเคมีภัณฑที่

ใชในทางการแพทย สําหรับขอดีและขอเสียของการใชเอนไซมเรงปฏิกิริยาในตัวทําละลายอินทรียสรุปไวใน

ตารางท่ี 3 

 

ตารางท่ี 3 ขอดี และขอเสียของการใชเอนไซมในตัวทําละลายอินทรีย 

ขอดี  ตัวทําละลายอินทรียชวยเพิม่ความสามารถในการละลายสารต้ังตนหรือ

ผลิตภัณฑที่ไมละลายน้ํา 

 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสมดุลปฏิกิริยาไปในทิศทางการสงัเคราะห 

(synthesis) ซึ่งเปนปฏิกริิยายอนกลับของปฏิกริิยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) 

 ในสภาวะที่เอนไซมอยูในตัวทําละลายอินทรีย การยับย้ังปฏิกิริยาโดยสารต้ัง

ตนหรือผลิตภัณฑจะลดลงเน่ืองจากเอนไซมไมละลายในตัวทําละลายอินทรีย 

 ตัวทําละลายอินทรียชวยปองกันการปนเปอนจากจุลินทรีย 

 เอนไซมที่ไดมีศักยภาพสําหรับที่จะนํามาใชไดโดยตรงในกระบวนการทางเคม ี

ขอเสีย  ตัวทําละลายอินทรียอาจทําใหเอนไซมเกิดการแปรสภาพธรรมชาติ 

 ตัวทําละลายอินทรียอาจยับย้ังการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม เน่ืองจากเอนไซม

ถูกจํากัดการแพรและทีบ่รเิวณเรงของเอนไซมอาจถูกปดกั้น 

 โครงรปูทีเ่หมาะสมของโมเลกลุเอนไซมทีเ่ปลี่ยนแปลงไปอาจลดลักษณะที่

ยืดหยุนและเคลื่อนไหวไดของโมเลกลุเอนไซม 

ที่มา: Doukyu and Ogino, 2010 
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รูปแบบการนําเอนไซมไปประยุกตใชในตัวทําละลายอินทรีย 

รูปแบบการนําเอนไซมไปประยุกตใชในตัวทําละลายอินทรียมี 3 วิธีดังน้ี 

1. การเติมตัวทําละลายอินทรียที่รวมกับน้ําลงไปในสารละลายที่เปนน้ําที่มีเอนไซมละลายอยู (Water + 

water-miscible organic solvent system) สารต้ังตนจะละลายในตัวทําละลายอินทรียไดเพิ่มข้ึน 

นอกจากน้ีตัวทําละลายอินทรียยังชวยลดปริมาณน้ํา และเปลี่ยนสมดุลของปฏิกิริยาได 

2. การเติมตัวทําละลายอินทรียที่ไมรวมกับน้ําลงไปในสารละลายที่เปนน้ําที่มีเอนไซมละลายอยู (Water 

+ water-immiscible organic solvent system) วิธีน้ีจะทําใหเกิดระบบสองวัฏภาค (biphasic system) 

โดยสารต้ังตนสวนใหญจะละลายในตัวทําละลายอินทรียและมีสารต้ังตนปริมาณนอยที่ละลายในสวนทีเ่ปนน้ํา

ซึ่งเปนที่ที่สารต้ังตนเกิดปฏิกิริยากับเอนไซมเพื่อทําใหเกิดผลิตภัณฑ การใชตัวทําละลายที่มีข้ัวนอย (non-

polar solvents) เชน เฮกเซนและไอโซออกเทน จะทําใหโครงสรางเอนไซมถูกทําลายไดนอยกวาการใชตัว

ทําละลายอินทรียที่มีข้ัว (polar solvents) ขอดีของระบบน้ีคือเตรียมไดงาย สามารถแยกเอนไซมและ

ผลิตภัณฑออกไดอยางสะดวก และยังชวยลดการยับย้ังจากผลิตภัณฑ (product inhibitor) แตคากิจกรรม

เอนไซมจะข้ึนกับพื้นที่ผิวระหวางน้ํากับตัวทําละลายอินทรีย (interface) และเอนไซมสวนมากไวตอการแปร

สภาพจากสภาพธรรมชาติ (denaturation) โดยแรงระหวางช้ันของเหลว (interfacial forces) 

3. การเติมเอนไซมลงไปโดยตรงในตัวทําละลายอินทรียที่ไมรวมกับน้ํา เน่ืองจากเอนไซมไมละลายในตัวทาํ

ละลายอินทรีย เอนไซมจึงอยูในสภาวะแขวนลอย (suspended solids) อยูในสวนของนํ้า และมีปริมาณน้ํา

เพียงเล็กนอยที่อยูบนโมเลกุลเอนไซม (nearly anhydrous organic solvent system) แตก็มากพอที่จะทํา

ใหเอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาได วิธีน้ีอาจทําใหการแพรของเอนไซมเปนไปไดยากเน่ืองจากโมเลกุลเอนไซม

เกิดการดึงดูดกันดวยแรงไอออนิคที่แข็งแรงกวาแรงที่ดึงดูดในตัวทําละลายอินทรีย 

 

ปจจัยที่มีผลตอกิจกรรมเอนไซมในตัวทําละลายอนิทรีย 

การเรงปฏิกิริยาของเอนไซมเมื่ออยูในตัวกลางที่เปนตัวทําละลายอินทรียข้ึนกับปจจัยตางๆดังน้ี (Ogino 

and Ishikawa, 2001) 

1.  นํ้า จําเปนสําหรับกิจกรรมเอนไซมในการเรงปฏิกิริยาและมีผลตอความเสถียรของเอนไซม การ

ควบคุมปริมาณน้ําใหพอเหมาะเปนสิ่งสําคัญ เพราะถามีปริมาณมากเกินไปจะทําใหสมดุลของปฏิกิริยา

เปลี่ยนไปในทิศทางการเกิดปฏิกิริยาการสลายดวยน้ํา (hydrolysis) แตถามีน้ํานอยเกินไปจะทําใหเอนไซม

สูญเสียประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยา น้ําที่มีผลตอการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมสามารถแบงไดเปน 2 สวน 

คือ นํ้าที่ลอมรอบโมเลกุลเอนไซม (bound water) และน้ําที่ไมไดเกาะอยูกับโมเลกุลของเอนไซม (bulk water 

หรือ free water) 

นํ้าที่ลอมรอบโมเลกุลเอนไซม (bound water) น้ําสวนน้ีมีความสําคัญตอการรักษาโครงสรางของ

เอนไซม น้ําเหลาน้ีมีสวนทั้งทางตรงและทางออมเกี่ยวกับพันธะไฮโดรเจน แรงไฮโดรโฟบิค และแรงแวนเดอร

วาลส ที่อยูในเอนไซม โดยที่แรงเหลาน้ีจะชวยใหเอนไซมคงรูปตามธรรมชาติและชวยในการเรงปฏิกิริยาของ

เอนไซม ถาน้ําสวนน้ีถูกดึงออกไปจะทําใหเอนไซมมีโครงรูปที่ผิดไป เอนไซมจึงสูญเสียประสิทธิภาพในการเรง

ปฏิกิริยา เอนไซมจะไมสามารถเรงปฏิกิริยาไดถาปราศจากน้ําที่จะรักษาโครงสรางเอนไซม ปริมาณน้ําทีพ่อเหมาะ
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สําหรับแตละปฏิกิริยาแตกตางกันไป ข้ึนกับปจจัยหลายอยางเชน ชนิดของเอนไซม พาหะตรึง ตัวทําละลาย

อินทรียและสารต้ังตน รวมถึงปริมาณและความเปนข้ัว (polarity) ของสารเหลาน้ัน 

น้ําที่ไมไดเกาะอยูกับโมเลกุลของเอนไซม (bulk water หรือ free water) นํ้าสวนน้ีสามารถถูกแทนที่

ดวยตัวทําละลายอินทรียได หรือสามารถกําจัดออกไดโดยที่เอนไซมยังคงความสามารถในการเรงปฏิกิริยา 

การระบุปริมาณนํ้าที่มีอยูในปฏิกิริยาในระบบที่มีเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยานิยมระบุดวยคา water 

activity (Aw) ซึ่งเปนคาที่แสดงความช้ืนสัมพัทธในวัฎภาคที่เปนกาซ คา Aw สามารถปรับไดโดยควบคุม

ปฏิกิริยาใหอยูในบรรยากาศที่ควบคุมความช้ืนดวยการใชสารละลายอิ่มตัวของเกลือชนิดตางๆ คา Aw เปน

คาที่บงช้ีวาปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนเปนปฏิกิริยาการสังเคราะห หรือปฏิกิริยาการสลายดวยนํ้า (hydrolysis) โดย

ปฏิกิริยาการสังเคราะหมักเกิดข้ึนเมื่อ Aw ลดลงมากพอ การเรงปฏิกิริยาในตัวทําละลายอินทรียที่มีปริมาณ

น้ําจํากัดจะทําใหเอนไซมทนตออุณหภูมิสูงได (Klibanov, 1997) 

2. พาหะตรึงและวิธีการตรึงเอนไซมในตัวทําละลายอินทรีย เอนไซมจะมีแรงดึงดูดระหวางโมเลกุล

เอนไซมที่แข็งแรง ทําใหเอนไซมแพรกระจายในตัวทําละลายอินทรียไดนอยลง เอนไซมจึงไมละลายและเกาะ

รวมเปนกอน การกระจายของเอนไซมในตัวทําละลายจึงไมสมํ่าเสมอซึ่งอาจกอใหเกิดการตานการแพรของสาร

ต้ังตน เขาไปยังบริเวณภายในและภายนอกของเอนไซมมีผลทําใหคากิจกรรมเอนไซมต่ํา การแกไขปญหาน้ี

สามารถทําไดโดยตรึงเอนไซมไวบนพาหะตรึง การตรึงทําใหเอนไซมกระจายไดในบริเวณกวางและปองกัน

เอนไซมจากการทําลายของตัวทําละลายอินทรียได สามารถแยกเอนไซมในรูปเอนไซมตรึงเพื่อนําไปใชใหมได 

พาหะตรึงเปนอีกปจจัยหน่ึงที่มีผลตอการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมในตัวทําละลายอินทรีย เน่ืองจากพาหะตรึง

แตละชนิดมีความสามารถในการดึงน้ําจากตัวทําละลายอินทรียแตกตางกัน จึงมีผลตอกิจกรรมเอนไซมตางกัน 

3. ตัวทําละลายอินทรีย ตัวทําละลายอินทรียมีความสําคัญตอกิจกรรมเอนไซมและมีสวนสําคัญตอ

การคงอยูของปริมาณนํ้ารอบๆ เอนไซม (bound water) ตัวทําละลายอินทรียจําแนกไดเปน 2 กลุมคือตัวทํา

ละลายอินทรียชนิดที่รวมเปนเน้ือเดียวกับน้ํา (water miscible หรือ hydrophilic solvent) และตัวทํา

ละลายอินทรียชนิดที่ไมรวมเปนเน้ือเดียวกับนํ้า (water immiscible หรือ hydrophobic solvent) 

ตัวทําละลายอินทรียชนิดที่รวมเปนเน้ือเดียวกับน้ํา (water miscible หรือ hydrophilic solvent) 

เชน acetonitrile, tetrahydrofuran, dioxane และ pyridine เปนตน ตัวทําละลายอินทรียในกลุมน้ี

สามารถดึงนํ้ารอบๆ โมเลกุลเอนไซม ทําใหโครงสรางโมเลกุลเอนไซมคลายออกเปนสาย สงผลใหกิจกรรม

เอนไซมตํ่า 

ตัวทําละลายอินทรียชนิดที่ไมรวมเปนเน้ือเดียวกับนํ้า (water immiscible หรือ hydrophobic 

solvent) เชน heptane, isooctane, diisopropyl ether และ dibutyl ether เปนตน ตัวทําละลายอินทรีย

กลุมน้ีไมดึงน้ําออกจากโมเลกุลเอนไซม จึงทําใหมีคากิจกรรมเอนไซมคงเดิม ดังน้ันกิจกรรมเอนไซมในตัวทํา

ละลายอินทรียชนิดน้ีจึงสูงกวาชนิดแรก ในอดีตการเลือกใชตัวทําละลายอินทรียอาศัยคุณสมบัติทางกายภาพ

เชน ความมีข้ัว การละลายน้ํา คาคงที่ไดอิเล็กทริก (dielectric constant, ε) เปนตน อยางไรก็ตามยังขาด

ขอมูลจากการทดลองอยูมาก จากรายงานวิจัยของ Brink และ Tramper (1985) ไดใช Hildebrand solution 

parameter(δ) และน้ําหนักโมเลกุลในการทํานายผลของตัวทําละลายอินทรียพบวา กิจกรรมเอนไซมสูงข้ึนใน

ตัวทําละลายอินทรียที่มีคา Hildebrand solution ต่ําและมีน้ําหนักโมเลกุลสูง แตคา Hildebrand solution 
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วัดไดยากในตัวทําละลายอินทรียที่ไมมีข้ัว ตอมา Laane และคณะ (1987) ไดใชคา log P เพื่อทํานายอัตรา

การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมในตัวทําละลายอินทรียและใชในการเลือกชนิดตัวทําละลายอินทรีย คํานิยามของ   

log P หมายถึงคา log ของ Partition Coefficient (P) ในระบบสองวัฏภาคระหวาง octanol/water สามารถ

วัดไดโดยการทดลองหรือคํานวณจากคา hydrophobic fragmentation constants โดยที่ 

 
ตัวทําละลายอินทรียแตละชนิดมีคา log P แตกตางกัน ทําใหสามารถแบงกลุมตัวทําละลายอินทรีย

ได3 กลุมคือ กลุมแรก ตัวทําละลายอินทรียที่มีคา log P นอยกวา 2 ตัวทําละลายอินทรียจะละลายน้ําได

มากกวารอยละ 0.4 เปนตัวทําละลายชนิดไฮโดรฟลิคที่ไมเหมาะตอการใชงาน เน่ืองจากมีผลเปลี่ยนแปลง

ปริมาณน้ําลอมรอบเอนไซมเปนอยางมาก กลุมท่ีสอง ตัวทําละลายอินทรียที่มีคา log P อยูระหวาง 2-4 ตัว

ทําละลายอินทรียกลุมน้ีจะละลายน้ําไดรอยละ 0.04-0.4 เปนตัวทําละลายอินทรียชนิดไฮโดรโฟบิคที่ใหคา

กิจกรรมเอนไซมสูง และมีผลเปลี่ยนแปลงน้ําที่ลอมรอบเอนไซมเพียงเล็กนอย กลุมท่ีสาม ตัวทําละลาย

อินทรียที่มีคา log P มากกวา 4 ตัวทําละลายอินทรียกลุมน้ีจะไมละลายน้ํา เปนไฮโดรโฟบิคอยางสูงใหคา

กิจกรรมเอนไซมสูงที่สุด และไมมีผลในการเปลี่ยนแปลงน้ําที่ลอมรอบโมเลกุลเอนไซม 

 

การศึกษาลักษณะเฉพาะของเอนไซม 

Protease ที่ผลิตจากจุลินทรียตางชนิดกันยอมมีคุณลักษณะเฉพาะที่แตกตางกันไป ดวยเหตุน้ีจึงตองมี

การศึกษาคุณลักษณะตางๆ ของเอนไซมเพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการนําไปใชประโยชนไดอยางถูกตอง

เหมาะสม เกิดประสิทธิภาพมากที่สุด ในปจจุบันนิยมศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม ดังน้ี 

1. คา pH ที่เหมาะสม (optimum pH) หมายถึง คา pH ที่ใชละลายสารต้ังตนที่เอนไซมเรงปฏิกิริยาได

สูงสุด การศึกษาทําไดโดยบมเอนไซมในสารละลายบัฟเฟอรที่มีคา pH ตางกัน โดยการใชระบบบัฟเฟอรชนิด

ตางๆ ตามคาความจุของบัฟเฟอร แลวติดตามการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมในปฏิกิริยาที่มีคา    pH น้ันๆ คา 

pH ที่ใหกิจกรรมเอนไซมสูงสุดก็คือคา pH ที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมน่ันเอง 

2. ความเสถียรของเอนไซมที่คา pH ตาง ๆ (pH stability) แมวาเอนไซมจะสามารถเรงปฏิกิริยาไดดีที่คา 

pH ที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาก็ตาม แตความสามารถในการเรงปฏิกิริยาอาจจะเปนแคชวงเวลาสั้นๆ จึง

จําเปนตองศึกษาความเสถียรในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมที่คา pH ตางๆ เพื่อประโยชนในการนําเอนไซม

น้ันๆ ไปใช โดยการบมเอนไซมที่คา pH ตางๆ เปนเวลามากเกินพอ (โดยทั่วไปจะใชเวลาประมาณ 30 นาที 

จนถึงเปนช่ัวโมงหรือวัน) แลวติดตามกิจกรรมเอนไซมน้ันหลังครบเวลาการบม 

3. อุณหภูมิที่เหมาะสม (optimum temperature) คือ อุณหภูมิที่เอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาไดสูงที่สุด 

ในการศึกษาจะคลายกับการหาคา pH ที่เหมาะสม โดยจะติดตามการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมในปฏิกิริยาที่มี

คา pH ที่เหมาะสมแตจะบมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิตางๆ อุณหภูมิที่ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดก็คือคาอุณหภูมิ

ที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมน่ันเอง 
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4. ความเสถียรที่อุณหภูมิตางๆ (temperater stability) เชนเดียวกันกับการศึกษาความเสถียรของ

เอนไซมที่คา pH ตางๆ แตตางกันตรงที่จะบมเอนไซมที่คา pH ที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยา และเวลานาน

เทากัน (ประมาณ 30 นาที จนถึงเปนช่ัวโมงหรือวันข้ึนกับวัตถุประสงคของการทดลอง) ซึ่งจะใชอุณหภูมิที่ทํา

ใหเกิดปฏิกิริยาตางกัน โดยทั่วไปจะใชอุณหภูมิต้ังแต 20-90 องศาเซลเซียส 

5. ตัวยับย้ัง (inhibitor) และตัวกระตุน (activator) การเรงปฏิกิริยาของเอนไซมอาจถูกยับย้ังโดยตัว

ยับย้ังบางชนิดไมวาจะเปนโลหะหนักหรือสารที่มีโครงสรางคลายสับสเตรท (substrate analog) และถูก

กระตุนไดโดยสารบางชนิด ผลการทดสอบตัวยับย้ังการเรงปฏิกิริยาของ protease ทําใหสามารถจัดกลุม 

protease ไดเปน 4 กลุม ไดแก 

Serine protease หรือ alkaline protease จะมีเซรีนเรสซิดิวส (serine residues) อยูที่บริเวณเรง

ของเอนไซม protease กลุมน้ีสามารถถูกยับย้ังดวย diisopropyl fluorophosphate (DFP) และ 

phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) และจะทนตอภาวะที่มี ethylene diamine tetra acetic acid 

(EDTA) 

Cysteine protease หรือ thiol protease เปนเอนไซมที่มีกรดอะมิโนซิสเตอีนอยูที่บริเวณเรง

ปฏิกิริยาของเอนไซม สภาวะการเรงปฏิกิริยาที่เหมาะสมจะอยูในชวง pH 6.0-7.5 จะเรงปฏิกิริยาเมื่อมีสาร

รีดิวซ (reducing agent) ไดแก hydrogencyanide (HCN) และสารประกอบที่มีหมูไธออล EDTA และ 

mercaptoethanol  สามารถถูกยับย้ังปฏิกิริยาไดดวยโลหะหนักและสารที่มีหมูซัลไฮดริล เชน p-

chloromercury benzoate (PCMB) 

Metalloprotease หรือ neutral protease เปนเอนไซมที่มีอะตอมของโลหะอยูในโครงสรางซึ่ง

มักจะเปนสังกะสี (Zn) หรือเหล็ก (Fe) น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 35-45 kDa สามารถทําปฏิกิริยาไดดีกับ

กรดอะมิโนไลซีนและมีสภาวะการเรงปฏิกิริยาที่เหมาะสมอยูในชวง pH 7-8 ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

metalloprotease จะมีความเสถียรเพิ่มข้ึนเมื่อมีแคลเซียมอิออนเปนองคประกอบและสามารถถูกยับย้ัง

ปฏิกิริยาไดดวย EDTA และ 1,10-Phenanthroline 

Acid protease หรือ Aspartic protease จะมีปฏิกิริยาจําเพาะกับกรดอะมิโนที่มีโซขาง (side 

chain) เปนวงอะโรมาติก (aromatic amino acid) เชนไทโรซิน (Tyrosine-Tyr-Y) ทริปโตเฟน 

(Tryptophan-Trp-W) ฟนิลอะลานิน (Phenylalanine-Phe-F) เปนตน ถูกยับย้ังการเรงปฏิกิริยาดวย 

diazoketone แตไมถูกยับย้ังดวย EDTA และ DFP เอนไซมกลุมน้ีเรงปฏิกิริยาไดดีในชวง pH 3-4 มีน้ําหนัก

โมเลกุลประมาณ 30-40 kDa 

รายงานการศึกษาที่เกี่ยวของกับการศึกษาคุณลักษณะบางประการของ protease จากจุลินทรียสาย

พันธุตางๆ ที่คัดแยกได สรุปไวในตารางท่ี 4 
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ตารางท่ี 4 คุณลักษณะบางประการของ protease จากจลุนิทรียที่คัดแยกไดสายพันธุตางๆ 

แหลงเอนไซม Protease 

Classification 

Optimum 

conditions 

Stability conditions Inhibitors เอกสารอางอิง 

Aeromonas veronii strainPG01 metalloprotease pH 7.5, 60 °C 50–60 °C นาน 60 นาที      

pH 6-10 นาน 3 ชั่วโมงท่ี 30 °C 

10 mM Zn2+ 

EDTA 

Divakar et al, 2010 

Aspergillus fumigatus serine protease pH 7, 60 °C 50-80 °C pH 7-11 นาน 60 

นาที ท่ี 25 °C 

5 mM PMSF Martínez et al, 2011 

Bacillus sp. serine protease pH 8, 80 °C 40-80 °C นาน 2 ชั่วโมง 

pH 7-10 

10 mM PMSF 

 

Kamran et al, 2015 

 

Cryptococcus sp. strain S-2 aspartic protease pH 5, 30 °C 20-50 °C pH 3-7 นาน 60 นาที 

ท่ี 30 °C 

1 mM pepstatin 

 

Rao et al, 2011 

 

Xanthomonas  citri Cysteine protease pH 5.5, 30 °C pH 4.5-6.5, 10-40 °C 1 mM E-64 Papamichael et al, 2010 

Halobacillus sp. 

strain SCSIO 20089 

 

metalloprotease 

 

 

pH 8, 30 °C 

 

pH 4-10 

35-50 °C นาน 30 นาที 

 

1 mM EGTA* 

1 mM 1,10-

phenanthroline 

1 mM Zn2+ 

Yang et al, 2013 
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ตารางท่ี 4 (ตอ)  

แหลงเอนไซม Protease 

Classification 

Optimum 

conditions 

Stability 

conditions 

Inhibitors เอกสารอางอิง 

Pseudomonas aeruginosa strainPseA metalloprotease 

 

pH 8, 60 °C 40-65 °C pH 6-9 

ท่ี 25 °C นาน 60 นาที 

5 mM EDTA 

5 mM 1,10-Phenanthroline 

Gupta et al, 2007 

 

Purpureocillium lilacinum strainLPS # 

876 

serine protease 

 

pH 7, 50 °C pH 4-9 

40-50 °C นาน 180 นาที 

1 mM PMSF 

 

Cavello et al, 2013 

 

Shewanella arctica serine protease pH 8, 60 °C pH 6-10 

0-80 °C นาน 10นาที 

1 mM Chymostatin 

5 mM antipain-dihydrochloride 

20 mM PMSF 

Qouraa et al, 2015 

* ethyleneglycol tetraacetic acid (EGTA)



 

 

15 
 

รายงานวิจัยอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวของ 

ป ค.ศ. 1999 มีรายงานการศึกษา protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PST-01 ที่มีความ

คงตัวและมีคากิจกรรมเอนไซมสูงเมื่ออยูในตัวทําละลายอินทรีย งานวิจัยน้ีเปนงานวิจัยลําดับแรกๆ ที่ศึกษาและ

พบวา protease สามารถทนตอสารละลายอินทรียที่ความเขมขนสูงถึง 25% (v/v) การแยกบริสทุธ์ิ protease ที่

ผลิตจาก P. aeruginosa  สายพันธุ PST-01 โดยการตกตะกอนดวย 60% (w/v) (NH4)2SO4 และแยกเอนไซมให

บรสิุทธ์ิโดย Butyl-Toyopearl column chromatography เอนไซมบรสิุทธ์ิที่ไดมมีวลโมเลกุลเทากบั 38 kDa เมื่อ

ศึกษาคุณลักษณะเอนไซมพบวาอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมคือ 55 °C และ 8.5 ตามลําดับ เอนไซมมีความคงตัว

ในชวง pH 8.0–12.0 ที่อุณหภูมิตํ่ากวา 50 องศาเซลเซียส และอยูในกลุม metalloprotease เน่ืองจากมีความไว

ตอ EDTA และ 1,10-phenanthroline เอนไซมสามารถคงตัวในตัวทําละลายอินทรีย 1,4-butanediol   (log P = 

-0.42), 1,5-pentanediol (log P = 0.27), ethanol (log P = -0.3), 1-hexanol (log P = 1.858), DMSO (log 

P = -1.35), 2-propanol (log P = 0.05), triethylene glycol (log P = -1.5), tert-butanol (log P = 0.584) 

และ 1-heptanol (log P = 2.62) พบวาเอนไซมที่บมใน DMF (log P = -1.01), 1-octanol (log P = 3.07), 1-

butanol (log P = 0.84), acetone (log P = -0.24), 1-decanol  (log P = 4.57), 1,4-dioxane (log P = -1.1) 

และ toluene (log P = 2.73) มีความเสถียรกวาเอนไซมอสิระโดยมีคาครึ่งชีวิต (half-life) อยูในชวง 12-25 วัน 

(Ogino et al, 1999)  

ป ค.ศ. 2007 มีรายงานการสงัเคราะหเปปไทด N-carbobenzoxy-L-arginine-L-leucine amide และ N-

carbobenzoxy-L-alanine-L-leucine amide ในระบบ monophasic aqueous–organic โดยใช protease 

ที่ผลิตจาก PST-01 ซึ่งใหอัตราการเกิดปฏิกิริยาทีสู่ง ผลิตภัณฑที่สังเคราะหไดจะนําไปใชเปนสารต้ังตนของการ

สังเคราะหแอสปารแตม (aspartame)  

Beg และ Gupta (2003) ไดศึกษา serine protease จาก Bacillus mojavensis พบวามีนํ้าหนักโมเลกลุ

ประมาณ 30 kDa สามารถเรงปฏิกริิยาไดดีที ่pH 10.5 และอุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส มีความเสถียรในชวง pH 

คือ 7.0-11.5 และมีคาครึ่งชีวิตที่อุณหภูม ิ60 65 และ 70 องศาเซลเซยีส เทากับ 150 15 และ 7 นาทีตามลําดับ 

นอกจากน้ียังพบวาเอนไซมดังกลาวถูกยับย้ังไดโดย PMSF, bestatin, chymostatin, iodoacetamide acid และ 

N-bromosuccinimide ในขณะที่ 2-mercaptoethanol, glutathione และ dithiothreitol จะกระตุนให

กิจกรรมเอนไซมเพิม่ข้ึน 2 เทา ตอมา Gupta และคณะ (2005) ไดศึกษา protease จาก Pseudomonas 

aeruginosa สายพันธุ PseA ที่แยกไดจากดินสามารถหลั่ง alkaline protease ชนิดใหมซึ่งทนตอ detergents, 

surfactants และ organic solvents เอนไซมถูกทําใหบรสิทุธ์ิเพิ่มข้ึน 11.6 เทาได yield 60% โดยใชโครมาโตก

ราฟแบบแลกเปลี่ยนประจ ุ(Q-Sepharose) และโครมาโตกราฟฟที่ใชแรงระหวางไฮโดรโฟบกิ (Phenyl 

Sepharose) เอนไซมมีมวลโมเลกลุประมาณ 35 kDa เอนไซมคงตัวในชวง pH 6.0–9.0 และเรงปฏิกริิยาไดดีที่สุด

ที่ pH 8 ที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส ผลการศึกษาคา Km และ Vmax เมื่อใชเคซีนเปนสารต้ังตนเทากบั 2.7 

mg/ml และ 3.03 µmol/min ตามลําดับ เอนไซมอยูในกลุม metalloprotease เน่ืองจากถูกยับย้ังดวย EDTA 

และ 1,10-phenanthroline 
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ป ค.ศ. 2010 Divakar และคณะ ไดศึกษา protease ที่ทนตอตัวทําละลายอินทรียที่ผลิตจากAeromonas 

veronii สายพันธุ PG01 ซึ่งแยกจากนํ้าเสียในโรงงานอุตสาหกรรมผลิตตัวทําละลายอินทรีย  protease ที่หลั่งออก

นอกเซลลถูกทําใหบรสิุทธ์ิใน 2 ข้ันตอนคือ ion-exchange chromatography และ gel permeation 

chromatography พบวาเอนไซมมีความบรสิุทธ์ิเพิ่มข้ึน 53.4 เทาได yield 32% มีมวลโมเลกุลของเอนไซมเทากับ 

33 kDa เอนไซมน้ีมีความคงตัวในชวง pH 6.0-10.0 และอณุหภูมิ 50–60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

เอนไซมมสีภาวะที่เหมาะสําหรับเรงปฏิกริิยาไดดีที่ pH 7.5 ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีความคงตัวในตัวทํา

ละลายอินทรียหลายชนิด และพบวายังคงเหลือคากจิกรรมเอนไซมอยูเมื่อบมใน benzene-hexane และ n-

dodecane (Divakar et al, 2010) 

ป ค.ศ. 2013 Anbu ไดคัดแยกแบคทีเรียผลิต protease จาํนวน 18 สายพันธุจากนํ้าเสียที่อยูใกล

โรงงานผลิตผงซักฟอก โดยพบวา Bacillus koreensis สายพันธุ BK-P21A สามารถผลิต protease สูงสุด เมื่อนํา

เอนไซมมาผานการแยกบริสทุธ์ิโดยการตกตะกอนดวย 80% (w/v) ammonium sulphate แลวผานคอลัมน 

Superdex 200 10/300 GL และ Superdex 75 10/300 GL column chromatography ตามลําดับ เอนไซมที่

ไดมีความบริสทุธ์ิเพิ่มข้ึน 5 เทา คิดเปนรอยละ 23 มวลโมเลกุลของเอนไซมเทากบั 48 kDa เอนไซมเรงปฏิกิริยาได

ดีที่ pH 9 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เอนไซมถูกยับย้ังโดย PMSF ซึ่งเปนตัวบงช้ีวาเอนไซมชนิดน้ีอยูในกลุม 

serine protease คุณสมบัติที่นาสนใจของเอนไซมบรสิุทธ์ิที่ไดคือ เอนไซมมีความเสถียรใน H2O2 คิดเปนรอยละ 

81 เสถียรในสารละลายอินทรียทีอุ่ณหภูมสิูง และ pH ที่เปนดาง ซึ่งสามารถนําไปเปนทางเลือกในอุตสาหกรรม

ตางๆ และการสงัเคราะหสารอินทรียในสภาวะตัวทําละลายที่ไมใชนํ้า (Anbu, 2013) 

ป ค.ศ. 2015 มีรายงานการศึกษา protease จาก Stenotrophomonas maltophilia สายพันธุ SK 

ที่แยกไดจากดินในโรงฆาสัตว แบคทีเรียที่คัดแยกไดสามารถเจริญไดดีในสภาะทีเ่ปนดาง สามารถนําไปประยุกตใชใน

อุตสาหกรรมทําความสะอาดได โดยผูวิจัยแยกบรสิุทธ์ิเอนไซม 2 ข้ันตอนคือการตกตะกอนดวย (NH4)2SO4 และผาน 

DEAE-cellulose ion exchange column chromatography เอนไซมที่ไดมีความบริสทุธ์ิเพิ่มข้ึน 5.19 เทาและม ี

yield 24 % มีมวลโมเลกลุเทากบั 98 kDa นําเอนไซมบรสิทุธ์ิที่ไดมาศึกษาคุณสมบัติบางประการพบวาเอนไซมเรง

ปฏิกิริยาไดดีที ่pH 9.0 อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส โดยใชเคซีนเปนสารต้ังตน สามารถกระตุนดวยอิออนของโลหะ

เชน Ca2+, Mg2+, และ Fe3+  สามารถคงตัวไดดีในตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ เชน ethanol, methanol และ 

isopropanol ที่ความเขมขน 25% (v/v) และคงตัวไดนอยกวาที่ความเขมขน 37.5% (v/v) ซึ่งคุณสมบัติเหลาน้ี

สามารถนําเอนไซมที่ไดไปใชสําหรับงานในอุตสาหกรรมผงซกัฟอก และอุตสาหกรรมยา (Waghmare et al, 2015) 

ป ค.ศ. 2015 มีการใช protease เปนตัวเรงสําหรับการสังเคราะหเปปไทดในระบบทีเ่ปนตัวทําละลายอินทรีย 
ในงานวิจัยไดมีการปรบัปรุงสายพันธุจลุินทรียโดยโคลนยีน (gene cloning) ที่ encoded ยีนจาก Thermus 
aquaticus และ Deinococcus geothermalis และใหแสดงออกใน Escherichia coli โดยพบวา protease 
ที่ผานการแยกบริสทุธ์ิจากจุลินทรียสายพันธุใหมจะทนตอ pH และอุณหภูมสิูงไดดี เอนไซมทีผ่านการแยก
บรสิุทธ์ิเรงปฏิกิริยาไดดีที่อุณหภูมสิูงและเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหเปปไทดไดอยางมปีระสทิธิภาพที่อุณหภูมิ
สูงถึง 60 และ 80 องศาเซลเซียส  ใน acetonitrile และสามารถคงตัวไดดีใน N, N-dimethylformamide 
(DMF) ที่ความเขมขนในชวง 40-50% v/v (Toplak et al, 2013) 
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วิธีดําเนนิการวิจัย 
 

การคัดแยกจุลนิทรียผลติ protease ที่ทนตอตัวทําละลายอนิทรีย 
เก็บตัวอยางดิน (soil samples) จากบริเวณอูซอมรถที่มีคราบนํ้ามันปนเปอนในเขตจังหวัดนครปฐม 

ใสในขวดที่ฆาเช้ือแลวปดดวยจุกสําลีและหุมดวยฟอยลอะลมูิเนียม ช่ังตัวอยาง 5 กรัม  ใสใน Erlenmeyer 
flask  ขนาด 250 ml ที่ม ี25 ml modified Luria-Bertani (MLB) broth เติม organic solvent 2.5 ml 
(DMF หรอื DMSO)  ปดฝาดวย chloroprene rubber stopper เพื่อปองกันการระเหยของตัวทําละลาย
อินทรีย  บมทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เขยาที่ 200 rpm เปนเวลา 72 ชม. จากน้ันแบงเช้ือที่ได 5 ml ใส
ใน Erlenmeyer ขนาด 250 ml ที่ม ี25 ml  MLB broth และเติม organic solvent 2.5 ml  ทําการ
ทดลองซ้ําเชนเดิม 2 ครั้ง  

เมื่อจุลินทรียเพิ่มจํานวนแลว  นํามาเจือจางดวย 0.75% NaCl แลว spread ลงบน MLB agar แยก
เช้ือเด่ียว (single colony) เก็บไวใน MLB slant เพื่อคัดแยกตอไป 
 
การคัดแยกจุลินทรียผลิต protease บนอาหารแข็ง  

นําเช้ือบรสิุทธ์ิที่อยูบน MLB slant (จากข้ันตอนแรก) มาเพาะเลี้ยงบน minimum medium ที่มี 1.5% 
casein บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ช่ัวโมง จุลินทรียที่ผลิต protease ไดจะเกิดวงใสรอบ
โคโลนี บันทกึคาอัตราสวนขนาดวงใส (clear zone) ตอขนาดของโคโลนี จลุินทรียที่ใหวงใสรอบโคโลนีทัง้หมด
จะนําไปจัดจําแนกระบุชนิดจลุินทรียดวยเทคนิค 16S rDNA 
 
การคัดเลือกจุลินทรียท่ีผลิต protease ซึ่งทนตอตัวทําละลายอินทรียในอาหารเหลว 

เพาะเลี้ยงเช้ือบริสทุธ์ิใน 30 ml MLB broth บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครือ่งเขยาความเร็ว
รอบ 150 rpm เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  จากน้ันแบงเช้ือมา  5 ml ใสใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ที่มี
อาหารเลี้ยงเช้ือซึง่เติม 20% DMSO (v/v) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 
200 rpm เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันปนเหว่ียงที่ 9000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นํา
สวนใสไปวิเคราะห protease activity โดยใช azocasein เปนสับสเตรท (Sarath et al., 1989) จุลินทรียที่
ผลิต protease ไดสูงสุดจะนําไปใชในข้ันตอนตอไป 
 
การแยกบริสุทธิ์ protease ท่ีผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 

การศึกษารูปแบบการผลิต protease ในอาหารเหลว  
เพาะเลี้ยงPseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 ใน 30 ml MLB broth บมที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 150 rpm เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ถายเช้ือทั้งหมดลงใน Erlenmeyer flask 
ขนาด 1000 ml ที่มีอาหาร (minimum medium + 1.5% casein) อยู 500 ml นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  จากน้ันนําเช้ือทัง้หมดใสลงถังหมักขนาด 5 
ลิตร ที่มีอาหาร (minimum medium + 1.5% casein) อยู 3,000 ml (pH เริ่มตน 8.0) เพาะเลี้ยงทีอุ่ณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็วการหมุนใบพัด  200 rpm อัตราการใหอากาศ 1 vvm เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ปนเหว่ียงแยก
เซลลที่ 9,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที สวนใส (supernatant) ที่ไดคือ crude protease  
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การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] 
วัดปริมาตรเอนไซมที่จะนํามาตกตะกอนโปรตีนและคํานวณปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตที่ตองเติมลง

ไปในชวงความเขมขนอิ่มตัว 60% เริ่มตกตะกอนโปรตีนโดยเติม (NH4)2SO4 ลงใน crude enzyme อยางชาๆ 
พรอมทั้งกวนสารละลายเบาๆ ดวยเครื่องกวนแทงแมเหล็กที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส จนเกลือ
ละลายหมดทิ้งไวขามคืนจากน้ันนําไปปนเหว่ียงแยกตะกอนที่ความเร็วรอบ 15,000 ×g ที่อุณหภูม ิ4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีแยกสวนใสออกจากตะกอนและละลายตะกอนโปรตีนดวย 0.01 M Tris-HCl 
buffer pH 8.0 
 

การแยกโปรตีนดวยเจลโครมาโตกราฟ ดวยเครื่อง Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC 
with Frac-900 ; Amersham pharmacia, Sweden) ใชคอลัมน XK26 ที่บรรจุ Sephadex G-25 ปรบัสมดุล
คอลัมน (ประมาณ 4 bed volume) ดวย 25 mM potassium phosphate buffer pH 7.0 อัตราการไหล 1 
ml/min           ชะโปรตีนดวยบัฟเฟอรเดิม (เก็บ fraction ละ 4  ml) นําแตละ fraction วัดคาการดูดกลืนคลื่น
แสงที่ความยาวคลื่น    280 นาโนเมตร และวัด protease activity นํา Fraction ที่ม ีprotease activity มา
รวมกัน 
 

การแยกโปรตีนดวยโครมาโทกราฟชนิดแลกเปลี่ยนประจุ ดวยเครื่อง Fast Flow Protein Liquid 
Chromatography (FPLC with Frac-900; Amersham pharmacia, Sweden) ผานคอลมัน XK26 ที่บรรจ ุ         
Q-Sepharose ปรับสมดุลคอลัมนดวย 25 mM potassium phosphate buffer pH 7.0 ที่อัตราการไหล 2 
ml/min ชะโปรตีนแบบข้ันบันได (stepwise elution) ดวยบัฟเฟอรเดิมทีม่ ีNaCl ความเขมขนตางๆ โดยใช
ปริมาตรชะของแตละความเขมขน NaCl เทากบั 100 ml (ความเขมขน NaCl ที่ใชเทากับ 0.2, 0.4, 0.6 และ 1 
M NaCl ตามลําดับ) เก็บ Fraction (fraction ละ 4 ml) นําไปวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 280 นา
โนเมตร และวิเคราะห protease activity นํา Fraction ที่มี protease activity มารวมกัน แลวนําไปทําใหแหง
แบบระเหิด (lyophilization) 
 

การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีน protease ดวยเทคนิค SDS-Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE) (Sambrook et al, 1989) กําหนดกระแสไฟฟาคงที่ ที ่25 mA 
เปรียบเทียบนํ้าหนักโมเลกุลกับโปรตีนมาตรฐาน (BioRad, USA) 

 
การวิเคราะห protease activity บนแผนเจล ดวยเทคนิค Zymogram โดยใช azocasein เปน

สับสเตรท (Sana et al., 2006) 
 
การวิเคราะหคา pI ดวยเทคนิค two dimensional gel electrophoresis (Friedman et al., 

2009) 
 
 
 
การศึกษาคุณลักษณะทางชีวเคมีบางประการของ purified protease จาก Pseudomonas 
aeruginosa สายพันธุ SU2  
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Optimum pH และ Stability pH โดยวิเคราะห protease activity ในสภาวะที่มี 0.5% (w/v) 
Azocasein ที่ละลายในบัฟเฟอร pH ตางๆ ดังน้ี  

- 50 mM Potassium Phosphate buffer  (pH 6-7) 
- 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8-9) 

- 50 mM Glycine-NaOH buffer (pH 10-11) 
 
การศึกษาความเสถียรของ protease ที่ pH ตางๆ ทําโดยผสม purified protease กับบัฟเฟอร pH 

ตางๆ ในอัตราสวน 1:1 (v/v) บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางวิเคราะห protease activity ทุก
ช่ัวโมงเปนเวลา 12 ช่ัวโมง  (วิเคราะห protease activity ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยละลาย 
azocasein ใน 0.05 M Tris-HCl buffer pH 8.0) 

 
Optimum temperature และ Stability temperature โดยวิเคราะห protease activity ที่อุณหภูมิ        

ตางๆ   (20-80 องศาเซลเซียส) 
การศึกษาความเสถียรของ protease ที่อุณหภูมิตางๆ ทําโดยผสม purified protease กับบัฟเฟอร 

pH  ที่เหมาะสม (stability pH) ในอัตราสวน 1:1 (v/v) บมที่อุณหภูมิตางๆ (20-60 องศาเซลเซียส) เก็บ
ตัวอยางวิเคราะห protease activity ทุกช่ัวโมงเปนเวลา 12 ช่ัวโมง  (วิเคราะห protease activity โดยใช 
0.05 M Tris-HCl buffer pH 8.0, อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส)  

 
ศึกษาผลของไอออนโลหะและ reagent ตอ protease activity 
ผสม purified protease กับ สารละลาย NaCl, KCl, KNO3, LiCl2, MgCl2, MnSO4, CaCl2, CuCl2, 

BaCl2, Fe2SO4, FeCl3 ZnCl2, PMSF, EDTA, 1,10 phenanthroline และ 2-Mercaptoethanol โดยใหมี
ความเขมขนสุดทายของไอออนโลหะหนักและ reagent เทากับ 1 mM และ 10 mM บมที่อุณหภูม ิ30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที วิเคราะห protease activity ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและใชสับสเตรตทีล่ะ
ลายใน 0.05 M Tris-HCl buffer pH 8.0 เปรียบเทียบกบัหลอดควบคุมทีเ่ติมบฟัเฟอรแทนสารละลายไอออน
โลหะหนักและ reagent 
 

ศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิว (surfactant) และสารออกซิไดซ (oxidizing agent) ตอ 
protease activity  

ผสม purified protease กับ Triton-X 100, Tween-20, Tween-80, SDS และ H2O2 ความเขมขน 
10, 30 และ 50% (v/v) นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที วิเคราะห protease activity 
เปรียบเทียบกับหลอดควบคุม 

 
ศึกษาผลของตัวทําละลายอินทรีย (Organic solvent) ท่ีมีตอความเสถียรของ protease 
ผสมเอนไซมเขากบัตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ ดังน้ี acetone (log P = 3.4), dimethyl formamide 

(DMF: log P =-1.01), dimethyl  sulfoxide (DMSO: log P =-1.35 ), ethanol (log P =-0.3 ), isopropyl 
alcohol (log P = 0.05 ), methanol (log P = -0.74 ) และ toluene (log P = 2.73) โดยใหมีความเขมขน
สุดทายของตัวทําละลายอินทรียเทากับ 75% (v/v) บมที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางทุกครึง่ช่ัวโมง 
เปนเวลา 6 ช่ัวโมง เพื่อนําไปวัด protease activity และคํานวณคาครึ่งชีวิตของเอนไซม (half-life) ตามสมการ 
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ln[A]t = ln[A]0 - k1t  

 
เมื่อ   [A]t   หมายถึง กิจกรรมเอนไซม protease ที่คงเหลือที่เวลาใดๆ (%relative activity) 

[A]0  หมายถึง กิจกรรมเอนไซม protease ที่เวลาเริ่มตน (%relative activity) 
k1    หมายถึง อัตราการลดลงของ protease activity (first order rate constant: t -1) 
t     หมายถึง เวลาที่ใชในการบม (h) 

 
กราฟระหวาง ln [A]t  กับ t จะเปนเสนตรงทีม่ีจุดตัดบนแกน Y ที่ ln [A]0  และมีความชันหรือคา

อัตราการลดลงของ protease activity เปน –k1  
 ln[A]t = ln[A]0 -k1t 
 

  ln[A]t-ln[A]0 = -k1t 
 

   ln 
[A]t

[A]0
 = -k1t 

 

 [A]t

[A]0
 = e-k

1
t 

 
คาครึ่งชีวิตของปฏิกิริยา (half-life, t1/2) t = t1/2 
 

จะไดวา 
[A]0

2
=[A]0e

-k
1
t1/2  ;  1

2
=e-k

1
t1/2  

 

ln
1

2
 = -k1 t1/2 

 

t1/2 = 
-ln

1

2

k
 

 

ดังน้ัน     t1/2 = 
0.693

k1
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การศึกษาการสังเคราะห trehalose ester ดวย protease จาก Pseudomonas aeruginosa สาย

พันธุ SU2  

ผสมสารต้ังตน (0.8 M Trehalose, 0.8 M Vinyl laurate ละลายใน DMF:DMSO (1:1, v/v)) ใน
อัตราสวน 1:1 (v/v) เติม crude protease (10 mg/ml) ที่ผานกระบวนการกําจัดเกลอื (dialysis) และทํา
แหงแบบระเหิด (lyophilization) บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส, 850 รอบตอนาที นาน 12 ช่ัวโมง เก็บ
ตัวอยางมาวิเคราะห trehalose ester ดวย TLC โดยใช  Chloroform : Methanol (5:1 v/v) เปน mobile 
phase  และวิเคราะหดวย HPLC (คอลัมน ACE Excel 5 Super C18 (150 × 4.6 mm id) column temp 
50 °C , Mobile phase ใช acetonitrile : water (1:1 v/v ), flow rate 1  ml/min,  RI detector) 
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ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 

การคัดแยกจุลินทรียผลิต protease ท่ีทนตอตัวทําละลายอินทรีย 

จุลินทรียทีท่นตอตัวทําละลายอินทรียสามารถนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมไดหลายประเภท รวมถึง

การใชประโยชนในดานสิ่งแวดลอมได  เน่ืองจากเอนไซมทีผ่ลิตจากจุลินทรียเหลาน้ีสามารถเรงปฏิกิริยาเคมีไดในตัว

ทําละลายอินทรียทีเ่ปนพิษ  งานวิจัยน้ีไดคัดแยกจุลินทรียทีท่นตอตัวทําละลายอินทรียจากตัวอยางดินที่คาดวา

นาจะมีตัวทําละลายอินทรียปนเปอนอยู 

ผลการทดลองสามารถแยกจลุินทรียทัง้หมด 8 สายพันธุ จากตัวอยางดินที่เกบ็มาจากอูซอมรถในเขต

จังหวัดนครปฐมในบรเิวณที่มีคราบนํ้ามันปนเปอนอยู จลุินทรียทั้ง 8 สายพันธุสามารถเจรญิในอาหาร MLB ที่มี 

10% (v/v) DMSO และ 10% (v/v) DMF โดยมี 5 สายพันธุเจรญิไดใน 10% DMSO และ 3 สายพันธุเจรญิได

ใน 10% DMF (ตารางท่ี 5) 
 

ตารางท่ี 5 ผลการคัดแยกจลุินทรียผลิต protease ในตัวทําละลายอินทรีย (DMF และ DMSO) 
 

สายพันธุ 
เสนผานศูนยกลางของ

โคโลนี (DC, mm) 

เสนผานศูนยกลางของ

สวนใส (DTC, mm) 
DTC/DC 

คัดเลือกไดจาก

อาหารทีม่ ี

SU1 3.12 5.50 1.76 10% DMSO 

SU2 3.00 6.72 2.24 10% DMSO 

SU3/1 2.54 - - 10% DMSO 

SU3/2 4.28 6.13 1.54 10% DMSO 

SU4/1 2.25 - - 10% DMF 

SU4/2 2.13 - - 10% DMF 

SU5 2.4 - - 10% DMF 

SU6 4.58 7.65 1.67 10% DMSO 

 

เมื่อนําจลุินทรียทัง้ 8 สายพันธุมาคัดแยกตอบนอาหารแข็ง (minimum medium+1.5% casein) พบวา

มี  4 สายพันธุที่ใหสวนใสรอบโคโลนีบนอาหารแข็ง  โดยสายพันธุ SU2 ใหคาอัตราสวนเสนผานศูนยกลางสวนใส

ตอเสนผานศูนยกลางโคโลนีสงูสุด ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแข็งของจลุินทรียทั้ง 4 สายพันธุ และผลการจัดจําแนก

สายพันธุดวยเทคนิค 16S rDNA แสดงในตารางท่ี 6 
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ตารางท่ี 6 ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง (minimum medium+1.5% casein) และผลการจัดจําแนกสาย

พันธุ ดวยวิธี 16S rDNA 

 

สายพันธุ             ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง 
ผลการจัดจําแนกสายพันธุจลุินทรยี 
(ระบุดวย 16S rDNA) 

SU1 

 

 
 
Brevibacterium  luteolum 
      (98.82% similarity) 
 
 
 

SU2 

 

 
 
 
Pseudomonas  aeruginosa 
      (99.91% similarity) 
 
 
 

SU3/2 

 
 
 
 
 
 
 

Enterococcus  faecalis 
   (99.82% similarity) 
 
 
 
 

SU6 

 
 
 
 
 
 
 
 

Staphylococcus  epidermidis 
    (100.00 % similarity) 
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 จากผลการทดลอง ผูวิจัยไดเลอืกจลุินทรียสายพันธุ SU2 (Pseudomonas  aeruginosa) เพื่อนําไป

ศึกษาในข้ันตอนตอไป 
 

การแยกบริสุทธิ์ protease ท่ีผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 

การเจริญและการผลิต protease ของ Pseudomonas aeruginosa ใน minimum medium 

ท่ีมี 1.5% casein 

ผลการศึกษารปูแบบการเจริญและการผลิต protease ของ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ 

SU2 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ในอาหาร minimum medium (+ 1.5% casein) ที่มี pH เริม่ตนเทากับ 8.0 

พบวา เซลลเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว (log phase) ในชวง 24 ช่ัวโมง หลังเติม inoculum  จากน้ันจึงเขาสู 

stationary phase และเริ่มเขาสูในชวง death phase หลงัช่ัวโมงที่ 38 ปริมาณ protease (unit/ml) ที่เซลล

ผลิตไดเพิม่สงูข้ึนตามปริมาณเซลลทีเ่พิ่มข้ึน (growth associated pattern) โดยมีปรมิาณเอนไซมสงูสุดที่ช่ัวโมง

ที่ 40 เทากับ 3650 unit/ml (รูปท่ี 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1 การเจริญและการผลิต protease ของ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ในอาหาร minimum medium ที่มี 1.5% casein (w/v) ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

อัตราการกวน 200 rpm, อัตราการใหอากาศ 1 VVM  

(กําหนดให 1 หนวย protease หมายถึงการเพิม่ข้ึนของ A440 nm 0.01 หนวย) 
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การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] 

นํา crude enzyme มาตกตะกอนดวย 60 % (NH4)2SO4 จากน้ันนํามาปนเหว่ียงที่ 15000 g เปน

เวลา 15 นาที ละลายตะกอนโปรตีนดวย 0.01 M Tris-HCl buffer pH 8 วัดปริมาณเอนไซมได 25,020 

Unit/ml คํานวณกิจกรรมเอนไซมจําเพาะไดเทากับ 102.12 Unit/mg protein ซึ่งสูงกวา Crude enzyme 

และมีความบริสทุธ์ิเพิ่มข้ึน 5.2 เทา  (ตารางท่ี 6) 

 

การแยกบริสุทธิ์ protease ดวยเทคนิคเจลโครมาโตรกราฟ 

การแยกบรสิุทธ์ิโปรตีนดวยเครื่อง FPLC โดยนําเอนไซมหลังตกตะกอนมาผานคอลมัน XK26 ที่บรรจ ุ

Sephadex G-25 หลงัผานคอลัมนโปรตีนจะถูกชะ ไดโครมาโตรแกรมดังแสดงใน รูปท่ี 2  นํา fraction ที่ม ี

protease activity (fraction ที่ 5-10) มารวมกันเพื่อวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมและคากจิกรรมเอนไซมจําเพาะซึง่

มีคาเทากบั 82130 units/ml และ 547.5 units/mg protein ตามลําดับ จากน้ันจึงนําไปผาน anion 

exchanger เพื่อเพิ่มความบรสิุทธ์ิ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2 Elution profiles ของ protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 โดยโหลด

โปรตีน 6 ml ผาน XK26 Sephadex G-25 column ชะดวย 0.025 M potassium phosphate 

buffer pH 7.0 อัตราการไหล 1 ml/min เก็บ Fraction ละ 4 ml  

 

การแยกบริสุทธิ์ protease ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ 

นําเอนไซมทีผ่าน Sephadex G-25 (fraction ที่ 5-10) มาแยกบรสิุทธ์ิตอโดยใชคอลมัน XK 26 ที่บรรจ ุ

Q-Sepharose หลงัผานคอลัมนโปรตีนจะถูกชะดวยบัฟเฟอรที่มี NaCl ความเขมขนตางๆ ผลการทดลองพบวา 

มีพีคโปรตีน (A280) ในทุกความเขมขนของ NaCl และเมื่อนําแตละ fraction มาวัด protease activity ไดโครมา

โตแกรมทีม่ีลกัษณะดังรูปท่ี 3 
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รูปท่ี 3  Elution profiles ของ protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 ผาน XK26         

Q-Sepharose fast flow column ชะดวย 0.025 M potassium phosphate buffer pH 7.0 ที่มี   

NaCl ความเขมขนตางๆ เปนลําดับข้ัน (stepwise) อัตราการไหล 2 ml/min เก็บ Fraction ละ 4 ml  

 

จากผลการทดลอง เมื่อนําโปรตีนที่ถูกชะไปวิเคราะห protease activity พบวาโปรตีนที่ตองการ 
(protease) ไมเกาะบนคอลัมน (unbound protein)  และถูกชะออกมาที่ fraction 10-25 (ปริมาตรชะ
เทากับ 40-100 ml) เมื่อวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมและคากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ มีคาเทากับ 62327 
units/ml และ 1154 units/mg protein ตามลําดับ  

 

การวิเคราะหประสิทธิภาพของกระบวนการแยกบริสุทธิ์ Protease จาก Pseudomonas  aeruginosa  

สายพันธุ SU2 

เมื่อนํา crude enzyme จาก Pseudomonas  aeruginosa  สายพันธุ SU2 ผานการแยกบริสุทธ์ิ

โดยตกตะกอนที่ 60% (NH4)2SO4 ทําโครมาโตรกราฟแบบเจลโครมาโตกราฟดวย Sephadex G-25 column 

และผาน Q-Sepharose column ไดคาจํานวนเทาของความบริสุทธ์ิ (fold) และผลไดของกระบวนการแยก

บริสุทธ์ิ (yield) แสดงดังตารางท่ี 6  
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ตารางท่ี 6 การแยกบรสิุทธ์ิ protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2  

Purification step 
Volume 

(ml) 

activity 

(units/ml) 

Total 

activity 

(unit) 

protein 

(mg/ml) 

Total 

protein 

(mg) 

Specific 

activity 

(Unit/mg) 

Purification 

fold 

Yield 

(%) 

Crude extract 2500 1502 3755000 76 190000 19.76 1.0 100 

60%ammonium 

sulfate precipitation 
35 25020 875700 245 8575 102.12 5.2 23.3 

Sephadex G-25 14 82130 1149820 150 2100 547.53 27.7 30.6 

Q-Sepharose 20 62327 1246540 54 1080 1154.20 58.4 33.2 

(กําหนดให 1 หนวย protease หมายถึงการเพ่ิมขึ้นของ A440 nm 0.01 หนวย) 

 

จากตารางที่ 6 เมื่อผานข้ันตอนการแยกบริสทุธ์ิ โดยวิธีโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจ ุ และทํา

ใหเขมขนข้ึนดวยกระบวนการทําแหงแบบระเหิดพบวาเอนไซมมีคา protease activity สูงข้ึน ขณะทีป่รมิาณ

โปรตีนรวมลดลงเมื่อเทียบกับ crude enzyme ระดับความบรสิุทธ์ิ (purification fold) ของเอนไซมหลังผาน

ข้ันตอนสุดทายของการแยกมีคาเพิ่มข้ึน 58.4 เทา และมีคาผลไดของกระบวนการแยกบรสิุทธ์ิเทากับ 33.2% 

 

การตรวจสอบความบริสุทธิ์โปรตีน protease ดวย SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

(SDS-PAGE) การวิเคราะห protease zymogram และการวิเคราะหคา pI 

เมื่อนําโปรตีน protease ที่ผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 ที่ผานการแยก

บรสิุทธ์ิในแตละข้ันตอนมาวิเคราะหความบรสิุทธ์ิและมวลโมเลกลุดวยเทคนิค SDS-PAGE (รูปท่ี 4A) จากผลการ

ทดลอง พบวาโปรตีนที่ผานการแยกบรสิุทธ์ิในข้ันตอนสุดทาย (แถวท่ี 4) ปรากฏแถบโปรตีนเดนชัดเพียงแถบ

เดียว เมื่อเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐานในแถวที่ 1 โดยคํานวณนํ้าหนักโมเลกลุจากกราฟความสัมพันธ

ระหวางคา log นํ้าหนักโมเลกุลโปรตีนมาตรฐานกับคา Rf พบวา purified protease จาก Pseudomonas 

aeruginosa สายพันธุ SU2 มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 33.86 กิโลดาลตัน  และจากการวิเคราะห Zymogram  

(รูปท่ี 4B) พบแถบสีขาว (clean band) ที่เกิดจากการยอย azocasein เพียงแถบเดียว จึงเปนการยืนยันไดวา

โปรตีนที่แยกบริสทุธ์ิไดเปนแถบโปรตีนของ protease 

เมื่อนําโปรตีนไปวิเคราะหดวยเทคนิค 2-D gel electrophoresis เพื่อประมาณคา pI ไดผลการ

ทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4C โดยปรากฏจุด (spot) โปรตีนที่เดนชัดเพียง 1 จุด ที่คา pI เทากับ 6.25 และเมื่อ

สกัดโปรตีนบน 2D gel เพื่อนําไปวิเคราะหชนิดโปรตีนดวยเทคนิค LC-MS พบวาโปรตีนดังกลาวคือ elastase 

(E.C 3.4.24.26)  (วิเคราะห peptide mass fingerprint ดวย MASCOT program; accession number: 

sp|P14756) 
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รูปท่ี 4   A การวิเคราะห SDS-PAGE 

  แถวที่ 1แถบโปรตีนมาตรฐาน (BioRad, USA), 

แถวที่ 2 โปรตีนของ crude enzyme (60% (NH4)2SO4), 

แถวที่ 3 โปรตีนที่ผานคอลมัน Sephadex G-25  

แถวที่ 4 โปรตีนทีผ่านคอลมัน Q-Sepharose Ion-exchang  

   B การวิเคราะห Protease activity บนแผนเจล (Zymogram) 

C การวิเคราะห pI ดวยเทคนิค two-dimensional electrophoresis 

a C 

A B 
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การศึกษาคุณลักษณะบางประการของ protease ท่ีผานแยกบริสุทธิ ์

ผลของ pH 

ศึกษาคา pH ที่เหมาะสม (optimum pH) ตอ protease activity การศึกษา pH ที่เอนไซมสามารถเรง

ปฏิกิริยาไดสงูสุด ทําโดยละลาย azocasein ดวยสารละลาย buffer ที่มีคา pH ตางๆ (50 mM potassium 

phosphate pH 5.0–7.0, 50 mM Tris–HCl pH8.0–9.0, 50 mM glycine–NaOH pH–10.0-11.0) บม

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที แลวนําไปวิเคราะห protease activity ไดผลการ

ทดลองดังรูปท่ี 5  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 5  ผลของ pH ตอ protease activity  

 

ผลการทดลองพบวา purified protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 เรง

ปฏิกิริยาไดดีที่ pH ในชวง pH 7-8 โดยมีคา relative activity มากกวา 80% ไปจนถึง 100% สําหรับ pH ที่

เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาคือที่ pH 8.0 และที่ pH 9.0 เอนไซมยังคงเรงปฏิกิริยาไดโดยมีคา relative 

activity สูงกวา 60% ผลการทดลองที่ไดสอดคลอง protease ที่ผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa สาย

พันธุ ATCC 27853 (Izrael-Zivkovic et al., 2010; Bayoudh  et al, 2000) อยางไรก็ตามมีรายงานวา 

protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ san_ni และสายพันธุ K มี optimum pH ที่ 9.0 

และ 10.0 ตามลําดับ (Karadzic et al, 2004; Rahman et al, 2006) 

 

การศึกษาผลของ pH ตอความคงตัวของ protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ 

SU2 โดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่มีคา pH 6-11 (50 mM potassium phosphate pH 6.0-7.0, 50 mM 

Tris–HCl pH 8.0-9.0, 50 mM glycine–NaOH pH 10.0-11.0) บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

12 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุกช่ัวโมงจนครบเวลา เพื่อนําไปวิเคราะห protease activity ผลการทดลองแสดงดัง

รูปท่ี 6 
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  รูปท่ี 6   ผลของ pH ตอความคงตัวของ protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2  

ทดสอบที่ pH 6-11 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 

  

 จากผลการทดลองพบวา protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 มีความเสถียร

สูงสุดที่ pH 6-8 โดยมี relative activity ลดลงนอยกวา 10% หลงับมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 12 ช่ัวโมง 

สําหรับที่ pH 9-11 เอนไซมยังคงมี activity เหลืออยูมากกวา 50% (หลงัช่ัวโมงที่ 12) ผลการทดลองที่ได

สอดคลองกบัรายงานของ Gupta และคณะ (2005) ซึ่งรายงานวา protease จาก Pseudomonas aeruginosa 

สายพันธุ PseA มีความเสถียรสูงสุดที่ pH 6-9 (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง) และ protease จาก 

Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PT121ซึ่งมีความเสถียรสงูสุดที่ pH 6-11 เมื่อบมที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียสนาน 1 ช่ัวโมง (Tang, et al., 2010) 

 

 

ผลของอุณหภูมิ 

ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม (optimum temperature) ตอการเรงปฏิกิริยาของ protease การศึกษา

อุณหภูมิที่เอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาไดสูงที่สุด ทําไดโดยการบมเอนไซมที่อุณหภูมิในชวง 30-80 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 30 นาที ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 7 
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รูปท่ี 7  ผลของอุณหภูมิตอ protease activity  

 

ผลของอุณหภูมิตอ protease activity ที่อุณหภูมิระหวาง 30-80 องศาเซลเซียส พบวาเมื่ออุณหภูมิ    

 สูงข้ึนทําให protease activity มีคาสูงข้ึน (ในชวง 30-50 องศาเซลเซียส) และที่ 50 องศาเซลเซียส เปน

อุณหภูมิ   ที่เหมาะสม (optimum temperature) โดยใหคา protease activity สูงสุดและเมือ่อุณหภูมเิพิ่มข้ึน

มากกวา 60องศาเซลเซียส มผีลทําให protease activity ลดลงอยางรวดเร็ว ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกบั

รายงานการศึกษา protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ C111 (Han, et al., 2012) และ สาย

พันธุ PST01 (Ogino, et al., 1999) ซึ่งมีอุณหภูมิทีเ่หมาะสมสําหรับเรงปฏิกิริยาที่ 50 องศาเซลเซียส  

 

 

ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของ protease โดยบมเอนไซมไวในสารละลายบัฟเฟอรที่เอนไซมคงตัว

ไดดี (50 mM Tris-HCl pH 8) เก็บผลทุกช่ัวโมงจนครบ 12 ช่ัวโมงจากน้ันนําไปวิเคราะห protease activity 

ที่เหลืออยู ผลการทดลองที่ไดแสดงรูปท่ี 8  พบวา protease มีความคงตัวในชวง 20-40 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 12 ช่ัวโมง มีคา relative activity (%) ในชวง 40-50% แตเมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิ 50 และ 60 องศา

เซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง พบวา protease activity ลดลงเหลืออยูนอยกวา 10%  
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รูปท่ี 8     ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของ protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU 2  

ทดสอบที่อุณหภูมิ 20-60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 

 

การศึกษาผลของไอออนโลหะและ reagent ตอ protease activity 

สารยับย้ังเอนไซม (Protease inhibitor) ตอ protease activity ทดสอบโดยเติมสารยับย้ังชนิดตางๆ

ไดแก EDTA, PMSF, 1,10-phenanthroline และ 2-mercaptoethanol โดยมีความเขมขนสุดทายเทากับ 1 

และ 10 mM บมทิ้งไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากน้ันนําไปวัด protease activity 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมตัวยับย้ังผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 7 จากตาราง พบวา 

protease ถูกยับย้ังอยางรุนแรงดวย 10 mM EDTA และ 10 mM 1,10 phenanthroline (คา relative 

activity เทากับ 1.6 และ 1.7% ตามลําดับ) แสดงวา protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ 

SU2 เปน metalloprotease  สอดคลองกับงานวิจัยของ Han และคณะ (2012) และ Ogino และคณะ 

(1999)  

สําหรับ 2-Mercaptoethanol ที่ความเขมขน 10 mM ก็มีผลยับย้ังเอนไซมได โดยคา relative 

activity เทากับ 68.7% ทั้งน้ีอาจเปนเพราะสวนหน่ึงในโครงสรางเอนไซมมีพันธะ disulfide (S-S) ซึ่งเมื่อถูก

รีดิวซดวย 2-Mercaptoethanol จึงทําให activity ของเอนไซมลดลง  

ผลการทดสอบไอออนโลหะตอ protease activity (ตารางท่ี 7)  พบวา Ba2, Ca2+ และ Mg2+ ที่

ความเขมขน 1 mM จะชวยกระตุน protease activity ทําใหมีคา relative activity (%) สูงกวาชุดควบคุมที่

ไมใสไออนโลหะลงไปไดคา relative activity (%) เทากับ 115, 117 และ 111% ตามลําดับ แต Cu2+ Zn2+

และ Mn2+ มีผลยับย้ังการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมมีคา relative activity (%) ลดลงเทากับ 3, 11 และ 66% 

ตามลําดับ และเมื่อเพิ่มความเขมขนไอออนโลหะเปน 10 mM พบวา Mn2+ Cu2+ และ Zn2+ ยับย้ัง protease 

มี activity อยางสมบูรณ แสดงวาไอออนโลหะเหลาน้ีมีบทบาทสําคัญในการควบคุมบริเวณเรง (active site)  
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ตารางท่ี 7  ผลของโลหะหนักและ reagent ตอ protease activity  

 

inhibitors / Metal ions Relative activity 

1 mM 10 mM 

 

Control 100 100 

Inhibitors 

1,10 Phenanthroline 

 

75.6 

 

1.7 

EDTA 82.0 1.6 

PMSF 102.0 99.7 

2-mercaptoethanol 98.0 68.7 

Metal ions   

Na+ (NaCl) 100.0 100.0 

K+ (KCl) 105.0 94.0 

Li+ (LiCl) 109.0 102.0 

Mg2+ (MgCl2) 111.0 70.0 

Mn2+ (MnCl2) 66.0 0 

Ba2+ (BaCl2) 115.0 60.0 

Ca2+ (CaCl2) 117.0 58.0 

Cu2+ (CaCl2) 3.0 0 

Fe2+ (FeCl2) 76.0 3.0 

Zn2+ (ZnCl2) 11.0 0 

 

 

การศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิว (surfactant) สารออกซิไดซ (oxidizing agent) ตอ protease 

activity 

การศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิวและสารออกซิไดซตอความคงตัวของเอนไซมโดยบม purified          

protease กับสารสารลดแรงตึงผิว (surfactants) ไดแก 10-50% (v/v) Triton X-100, 10-50% (v/v) Tween 

20, 10-50% (v/v) Tween 80, 10-30% (v/v) SDS และสารออกซิไดซ (oxidizing agent) ไดแก 10-50% 

(v/v) hydrogen peroxide (H2O2) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แสดงผลดังตารางท่ี 8  
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ตารางท่ี 8  ผลของสารลดแรงตึงผิว สารออกซิไดซ และ สารซักลาง ตอ protease activity  

Surfactant/oxidizing 

agent 

Concentration 

(%) 

Residual 

activity (% 

Control - 100 

Tween 20 10% (v/v) 92.95 

 30% 69.19 

 50% 70.64 

Tween 80 10% (v/v) 80.68 

 30% 71.62 

 50% 60.00 

Triton X-100 10% (v/v) 82.39 

 30% 71.62 

 50% 1.82 

SDS 10% (v/v) 9.09 

 30% 0 

H2O2 10% (v/v) 96.95 

 30% 67.90 

 50% 40.15 

 

สารลดแรงตึงผิว (surfactant) เปนสารประกอบอินทรียที่ทําใหแรงตึงผิวของของเหลวลดลง ชวยให

ของเหลวกระจายตัวไดดีข้ึนแบงเปน 4 ชนิดตามลักษณะสวนที่ชอบนํ้าของโมเลกุล ไดแก สารลดแรงตึงผิวที่มี

ประจุบวก (cation) สารลดแรงตึงผิวที่มีประจุลบ (anion) สารลดแรงตึงผิวที่ไมมีประจุ (nonionic 

surfactant) และสารลดแรงตึงผิวที่มีทั้งประจุบวกและลบ (amphoteric surfactant) กลุมของสารลดแรงตึง

ผิวที่ใชในผลิตภัณฑทําความสะอาดสวนใหญเปนชนิดไมมีประจุ (nonionic) ในงานวิจัยน้ีไดทดสอบกับสารลด

แรงตึงผิวที่มีประจุลบ sodium dodecyl sulfate (SDS) และสารลดแรงตึงผิวที่ไมมีประจุ ไดแก triton X-

100 polysorbate 20 (tween 20) และ polysorbate 80 (tween 80) ผลการทดลองพบวา เมื่อนํา 

protease มาบมกับ triton X-100 ที่ความเขมขน 10% และ 30% (v/v) นาน 30 นาที เอนไซมยังคงมี 

activity สูงกวาครึ่งหน่ึง (เทากับ 82.39 และ 71.62% ตามลําดับ) แต protease activity จะลดลงมากกวา

ครึ่งหน่ึงเมื่อบมเอนไซมกับ triton X-100 ที่ความเขมขน 50% (v/v) สวนการบมเอนไซมรวมกับ 10% (v/v) 

SDS พบวา protease activity จะลดลงเหลือเพียง 9% นอกจากน้ีเอนไซมยังมีความคงตัวตอสารฟอกขาว 

(bleaching) คือ hydrogen peroxide (H2O2) ที่ความเขมขน 30% (v/v) พบวายังคงมี protease activity 

มากกวาครึ่งหน่ึง และ protease activity ลดลงเหลือ 40% ที่ความเขมขนของ H2O2 เทากับ 50% (v/v) จึง

สรุปไดวา protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU 2 มีความคงตัวตอสารลดแรงตึงผิวที่ไม
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มีประจุ ไดแก triton X-100, tween 20, tween 80 ที่ความเขมขน 10-30% (v/v) แตไมคงตัวในสารลดแรง

ตึงผิวที่มีประจุลบ (SDS) ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ protease จาก Pseudomonas aeruginosa 

สายพันธุ PseA ที่มีความเสถียรใน 0.5% (v/v) tween 80 และ triton X100 (Gupta et al.,  2005)  จาก

ผลการศึกษาคุณสมบัติความคงตัวของเอนไซมตอสารลดแรงตึงผิวและสารออกซิไดซพบวา protease จาก 

Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2   อาจมีศักยภาพในการประยุกตใชในอุตสาหกรรมสารซักลาง

ตอไป 

 

การศึกษาผลของตัวทําละลายอินทรีย (Organic solvent) ตอความเสถียรของ protease 

เมื่อบมเอนไซมในตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ dimethyl formamide (DMF) (log P = -1.01), 

dimethyl sulfoxide (DMSO) (log P = -1.35), ethanol (log P =  -0.3), toluene, (log P = 2.73), 

isopropyl alcohol (log P = 0.05) และ methanol (log P = -0.74) โดยใชความเขมขนของตัวทําละลาย

อินทรียแตละชนิดเทากับ 75% (v/v) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะห 

protease activity ผลการทดลองที่ไดแสดงดังรูปท่ี 9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 9  ความสัมพันธระหวาง คา Ln (relative activity %) กับเวลา เมื่อบมเอนไซมในตัวทําละลายอินทรีย
ที่ความเขมขน 75% (v/v) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง  
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ผลการศึกษาพบวา protease คงตัวไดดีใน 75% (v/v) toluene โดยมีคา relative activity (%) สูง

กวา 90% แตไมคงตัวเมื่ออยูใน 75% (v/v) DMSO และเมื่อเวลาเพิ่มข้ึน protease activity ที่ลดลงมี

ความสัมพันธแบบเชิงเสนกับเวลา ความสัมพันธดังกลาวเปนไปตามหลักจลนพลศาสตรของปฏิกิริยาลําดับหน่ึง 

โดยความคงตัวของ protease สามารถประเมินไดดวยคาคงที่ของปฏิกิริยา ดังแสดงในรูปท่ี 10 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 10  ความสัมพันธเชิงเสนระหวาง คา Ln (relative activity %) กับเวลา เมื่อบมเอนไซมในตัวทําละลาย

อินทรียที่ความเขมขน 75% (v/v) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง  
 

จากรูปที่ 10 protease คงตัวไดดีใน 75% (v/v) toluene ไดดีที่สุดเมื่อเทียบกับตัวทําละลายอินทรีย

ชนิดอื่นๆ โดยคาคงที่ของอัตราการลดลง (k) ของ protease activity มีคาเทากับ 0.02 hr-1 ตามลําดับ ซึ่ง

สอดคลองกับรายงานการศึกษาของ Shah และคณะ (2010) ที่ศึกษาความคงตัว protease บริสุทธ์ิจาก 

Bacillus cereus ในตัวทําละลายอินทรียและพบวาเอนไซมคงตัวไดดีใน 33% (v/v) toluene เชนเดียวกัน 

 

คา Half life (t1/2) ของเอนไซมเมื่ออยูในตัวทําละลายอินทรียสามารถคําณวนจากอัตราการลดลงของ 

protease activity ดังแสดงในรูปท่ี 11 
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รูปท่ี 11 ความสัมพันธระหวางคาครึ่งชีวิต (t1/2) ของ protease บริสุทธ์ิกับคา logP ของตัวทําละลายอินทรีย
ชนิด ตางๆ ที่ความเขมขน 75% (v/v) dimethyl formamide (log P = -1.01), dimethyl 
sulfoxide (log P = -1.3), ethanol (log P = -0.24), toluene (log P = 2.5), isopropyl 
alcohol (log P = 0.05) และ methanol (log P = -0.76) 

การเลือกตัวทําละลายอินทรียมีความสําคัญตอ enzyme activity และมีสวนสําคัญในการคงอยูของ

ปริมาณน้ํารอบๆโมเลกุลเอนไซม (bound water) (Gorman and Dordick, 1992) อัตราการลดลงของ 

protease activity ที่ผานการแยกบริสุทธ์ิมีความสัมพันธกับ log P  เมื่อคา log P สูงข้ึนจะทําใหเอนไซมมี

ความเสถียรเพิ่มข้ึน โดย protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2   สามารถคงตัวไดดีใน 

75% (v/v) toluene (log P= 2.5) และมีคาครึ่งชีวิตเทากับ 30 ช่ัวโมง 

การใชคา log P เปนตัวแปรเพื่อทํานายอัตราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมในตัวทําละลายอินทรียเพื่อ

นําไปประยุกตใชใหเหมาะสมกับตัวทําละลายอินทรียจากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวาตัวทําละลายอนิทรยีที่

มีคา log P ตํ่า เชน methanol (log P = -0.76), dimethyl formamide (log P = -1.01), และ dimethyl 

sulfoxide (log P = -1.3) ซึ่งเปนตัวทําละลายอินทรียชนิดที่ชอบน้ําไมเหมาะสมตอการใชงานเน่ืองจากมีผล

เปลี่ยนแปลงน้ําลอมรอบเอนไซม และ isopropyl alcohol (log P = 0.05) เปนตัวทําละลายอินทรียชนิดที่ไม

ชอบน้ํามีผลเปลี่ยนแปลงน้ําที่ลอมรอบเอนไซมเพียงเล็กนอย สําหรับปริมาณน้ําที่เหมาะสมตอการทํางานของ

เอนไซมอธิบายไดวาเอนไซมตองการน้ําเพียงเล็กนอยในการรักษาโครงรูปของเอนไซมเอาไวถาปริมาณน้ําใน

เอนไซมมากเกินไปก็จะไปตานทานการแพรของสารต้ังตน (substrate) ที่จะเขามาทําปฏิกิริยากับเอนไซมทํา

ให activity เอนไซมลดตํ่าลงและถาปริมาณน้ํานอยเกินไปก็จะไปมีผลตอการคงรูปของเอนไซมทําใหโครงรูป

สามมิติ (conformation) ของเอนไซมไมยืดหยุน สารต้ังตนไมสามารถเขาทําปฏิกิริยากับเอนไซมได ทําให

เอนไซมสูญเสีย ความสามารถในการเรงปฏิกิริยา 
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Gupta (1992) รายงานวาการใชเอนไซมในตัวทําละลายอินทรียจะชวยเพิ่มความเสถียรของเอนไซมตอ

อุณหภูมิใหมากข้ึนอาจเปนเพราะวาโมเลกุลของเอนไซมหรือโปรตีนที่อยูในตัวทําละลายอินทรียจะมีโครงสรางที่

แข็งแรง (rigidity) มากข้ึนหรืออาจเกิดเน่ืองจากการใชเอนไซมในตัวทําละลายอินทรียน้ันทําใหกระบวนการตางๆที่

เอนไซมเสียสภาพ เชนการเกิด deamination การไฮโดรไลซพันธะเปปไทดเกิดไดนอยลง 
 

Reslow และคณะ (1987) ไดศึกษาผลการเรงปฏิกริิยาของ chymotrypsin ในตัวทําละลายอินทรียทีม่ีคา 

log P แตกตางกันพบวาตัวทําละลายอินทรียชนิดไฮโดรโฟบคิ (hydrophobic) ที่มีคา log P สูงให activity สูงกวา

ตัวทําละลายชนิดไฮโดรฟลิค (hydrophilic) ที่มีคา log P ต่ํา และตัวทําละลายอินทรียชนิดไฮโดรโฟบิคใชปริมาณ

น้ํานอยกวาชนิดไฮโดรฟลิคเพื่อทําใหเกิดปฏิกิริยาไดสงูสุดตัวทําละลายอินทรียชนิดไฮโดรโฟบิคทําใหเอนไซมมีความ

เสถียรดีกวาตัวทําละลายชนิดไฮโดรฟลิคซึ่งสอดคลองกบังานวิจัยของ Zaks และ Klibanov (1988) ที่พบวาความ

เสถียรตออุณหภูมิและการเกบ็รกัษาเอนไซมจะมีคาสูงในตัวทําละลายอินทรียชนิดไฮโดรโฟบิค  
 

การสังเคราะห Trehalose esters ในตัวทําละลายอินทรียดวย protease จาก Pseudomonas 

aeruginosa สายพันธุ SU2 

  ผลการทดสอบการสังเคราะห trehalose ester จาก trehalose และ vinyl laurate ในตัวทําละลาย 

DMF:DMSO (1:1, v/v) และใช protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 เปนตัวเรงปฏิกิริยา 

เมื่อวิเคราะห trehalose esters ดวยเทคนิค TLC ปรากฏแถบ (band) ข้ึน 2 แถบ (รูปท่ี 12) แตเมื่อนําไปวิเคราะห

ดวย HPLC โดยมี RI เปน detector พบ peak ของผลิตภัณฑเพียง peak เดียวที่เวลา  6.3 นาที (รูปท่ี 13)  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 12 การวิเคราะห Trehalose ester จากการสังเคราะหดวย protease ที่ผลิตจาก Pseudomonas 

aeruginosa สายพันธุ SU2 ดวยเทคนิค TLC (Mobile phase: Chloroform: Methanol (5:1 v/v)) 

(สังเคราะหที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส, อัตราสวนของ Trehalose กับ Vinyl laurate 1:1 (v/v))  

A2 : control: (substrate + inactive enzyme) หลังบมนาน 24 ช่ัวโมง  

B2 : Reaction (substrate + active enzyme)  หลังบมนาน 12 ช่ัวโมง 

      C2 : Reaction (substrate + active enzyme)  หลงับมนาน 24 ช่ัวโมง 

      D2 : trehalose ester ที่สกัดดวย methanol-chloroform-water  
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รูปท่ี 13  HPLC Chromatogram ของการวิเคราะห trehalose ester จากการสังเคราะหดวย protease 

จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 (สังเคราะหใน DMF:DMSO (1:1 v/v) อุณหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส, อัตราสวน Trehalose ตอ Vinyl laurate เทากับ 1:1 (v/v), เวลา 48 ช่ัวโมง) 

A: control: (substrate + inactive enzyme) หลงับมนาน 24 ช่ัวโมง  

B: Reaction (substrate + active enzyme)  หลังบมนาน 24 ช่ัวโมง 

(retention time ของ trehalose และ trehalose ester เทากับ 1.4 นาที และ 6.24 ตามลําดับ) 

 

 

 

Area = 2283465 
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Raku และคณะ (2003) ไดรายงานการสังเคราะห 6-O-lauroyl trehalose จาก trehalose และ 
vinyl laurate ในตัวทําละลาย dimethylformamide (DMF) โดยใช protease จาก Bacillus subtilis เปน
ตัวเรงปฏิกิริยา พบวาใหคาผลได (yield) ของการสังเคราะหสูงกวา 88%  นอกจากน้ียังพบรายงานการใช 
protease จาก Bacillus licheniformis เพื่อสังเคราะห 6,6’-O-divinyladipate trehalose ใน pyridine  
(Park et al., 2000) ผลการทดลองแสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดของการสังเคราะห trehalose ester ในตัว
ทําละลายอินทรีย โดยใช protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 เปนตัวเรงปฏิกิริยา  
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สรุปผลการศึกษา 
 

งานวิจัยน้ีไดมีวัตถุประสงคเพื่อแยกบริสุทธ์ิจุลินทรียผลิต proteaseที่มีความเสถียรในตัวทําละลาย

อินทรียและศึกษาสมบัติของ proteaseที่ผานการแยกบริสุทธ์ิแลว ผลการคัดเลือกจุลินทรียสามารถคัดแยก

จุลินทรียที่ทนตอตัวทําละลายอินทรีย (DMF และ DMSO) ได 8 สายพันธุ โดยมี 4 สายพันธุที่ใหผลการทดสอบ

บน minimum medium ที่มี 1.5% casein สําหรับจุลินทรียสายพันธุ SU2 พบวามีความเสถียรในตัวทําละลาย

อินทรียที่ทดสอบมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรียสายพันธุอื่น ผลการจัดจําแนกชนิดจุลินทรียของสายพันธุ 

SU2 ดวยเทคนิค 16S rDNA  ระบุวาเปน Pseudomonas aeruginosa (99.91% similarity)  

 

 การศึกษาการแยกบริสุทธ์ิ protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 โดยใช

กระบวนการแยกทั้งหมด 3 ข้ันตอน คือ การตกตะกอนดวย 60% (w/v) (NH4)2SO4,  ผาน Sephadex G-25 

gel filtration column และ Q-Sepharose ion exchange column พบวา protease มีคากิจกรรม

เอนไซมจําเพาะเพิ่มข้ึน1154.2 U/mg มีผลไดของกระบวนการแยกบริสุทธ์ิ เทากับ 33.2% และมีความบริสุทธ์ิ

เพิ่มข้ึน 58.4 เทา สมบัติของ protease บริสุทธ์ิแสดงในตารางท่ี 9 

 

ตารางท่ี 9 สรปุผลการศึกษาสมบัติของProteaseที่ผานการแยกบรสิุทธ์ิ 

Property  

Molecular weights 33.86 kDa 

pI 6.25 

Peptide fingerprint analysis Elastase (EC 3.4.24.26) 

Optimum temperature 50 องศาเซลเซียส 

Temperature stability อุณหภูมิตํ่ากวา 20 องศาเซลเซียส 

Optimum pH (azocasein) 50 mM Tris-HCl pH8.0 

pH stability 50 mM Tris-HCl pH 8.0 

Metal ion activators 1 mM Ba2+ , Ca2+ และ Mg2+ 

Metal ion Inhibitors 1 mM Cu2+, Zn2+และ Mn2+ 

Type of protease metallo protease 

Surfactant and oxidizing 

agent stability (for 30 min) 

ซึ่งใหคา residual activity 

มากกวา 50% 

30% (v/v) Triton X 

50% (v/v) Tween 20และ 

50% (v/v)Tween 80 

30% (v/v) H2O2 

Organic solvent stability 

Conc. 75% (v/v) 

toluene (Tol) 

t1/2 = 30 hrs 
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เมื่อนํา protease จาก Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ SU2 ไปทดสอบการสังเคราะห

นํ้าตาลเอสเทอร พบวาสามารถสังเคราะห trehalose ester ได  เมื่อพิจารณาสมบัติของ protease จาก 

Pseudomonas aeruginosaสายพันธุ SU2 ที่ไดจากงานวิจัยน้ี อาจนํามาใชเปนทางเลือกหน่ึงในกระบวนการ

ทางเทคโนโลยีชีวภาพตอไปในอนาคต โดยเฉพาะอยางย่ิงการสังเคราะหนํ้าตาลเอสเทอรชนิดอื่นๆ และการ

นําไปใชเพิ่มประสิทธิภาพของสารซักลาง  
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ภาคผนวก  
อาหารเลี้ยงเช้ือ 

 
1. อาหารเลี้ยงเช้ือ modified Luria-Bertani (MLB) broth 

- Organic solvent 10% 

- Yeast extract 0.5% 

- Tryptone 1.0% 

- NaCl 1.0%   

- MgSO4 0.05% 

 
2. อาหารเลี้ยงเช้ือ minimum medium  

- Peptone 0.5% 

- Yeast extract 0.2% 

- K2HPO4  0.1% 

- MgSO4.7H2O  0.02 % 

- CaCl2  0.01% 

- Glucose  0.5% 

- Na2CO3   1.0% 
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