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บทคัดยอ 

ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมโปรติเอสจาก Bacillus subtilis  ที่สภาวะตางๆ ถูกคัดเลือกบนอาหารจําเพาะ 
(Skim milk agar) ที่ระดับ pH 6.5 7.5 8.5 9.5 และ 10.5 อุณหภูมิ 37 o C และ 45 o C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง ประเมินกิจกรรมของ 
เอนไซมโปรติเอสจากเสนผานศูนยกลางวงใสที่ปรากฏ พบวาที่อุณหภูมิ 37 o C B.subtilis TISTR 008 สรางวงใสที่มีเสนผาน 
ศูนยกลางขนาด  10.0-11.3  มิลลิเมตร สวนที่อุณหภูมิ 45 o C  เสนผานศูนยกลางที่ไดมีขนาด  10.5-14.0  มิลลิเมตร โดย 
B.subtilis TISTR 008 สรางวงใสมีเสนผานศูนยกลางกวางท่ีสุด ที่ pH 7.5 อุณหภูมิ จากนั้นทําการเพาะเช้ือเริ่มตน 10 8 CFU 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางวัตถุดิบที่ไดจากการผสมเครื่องในปลาทับทิมปริมาณ 25 กรัมและน้ํากลั่นปริมาตร 25 
มิลลิลิตร ที่ปรับระดับ pH เปน 6.5 7.5 8.5 9.5 และ 10.5 บมที่อุณหภูมิ 31 37 45 และ 53 o C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง และวัดระดับ 
การยอยสลาย (%DH) ในรูปของกรดอะมิโนอิสระ (α-amino acid) พบวา B.subtilis TISTR 008 มีระดับการยอยสลายสูงสดุ 
เทากับ 68.25 ที่ระดับ pH 7.5 อุณหภูมิ 45 o C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
คําสําคัญ : บาซิลลัส, โปรติเอส, ระดับการยอยสลาย 

Abstract 
The  protease  production  efficacy  of Bacillus subtilis  TISTR  008  was  screened  using  the  selective medium 

(Skim milk  agar)  at  various  pH  (6.5  7.5  8.5  9.5  and  10.5)  and  temperature  (37 o C  and  45 o C)  for  12  hrs.  The  protease 
activity was determined by measuring the diameter of a clear zone on the agar surface. The results revealed  that B.subtilis 
TISTR 008 were grown on skim milk agar medium and produced the clear zone with the diameters of  10.0-11.3 mm at 
37 o C and 10.5-14.0 mm at 45 o C. The biggest clear zone was observed on skim milk agar with pH 7.5, 45 o C. Subsequently, 
B.subtilis TISTR 008 was tested for the digestion of the red tilapia viscera. The red tilapia viscera mixture was prepared 
by mixing 25 g of viscera with 25 ml distilled water. The mixture was then adjusted to various pH (6.5 7.5 8.5 9.5 and 
10.5) and inoculated with 1 ml of 10 8 CFU inoculums. The inoculums were incubated at 31  37 45 and 53 o C for 12 hrs. 
The degree of hydrolysis was measured as α-amino acid. The results  indicated that B.subtilis TISTR 008 exhibited the 
maximum degree of hydrolysis (68.25) at  pH 7.5,  45 o C for 12 hrs. 
Keywords: Bacillus sp., protease, degree of hydrolysis
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1. บทนํา 
โปรติเอส (protease) เปนเอนไซมที่ยอยพันธะเปปไทดของโปรตีน ที่ถูกนํามาผลิตในเชิงการคานั้นสวนใหญผลิตจาก 

แบคทีเรียสกุลบาซิลลัส (Bacillus) โดยโปรติเอสจากแบคทีเรียนั้นมีปริมาณการใชสูงกวาโปรติเอสจากจุลินทรียชนิดอื่นๆ 
พบวามีการนําเอนไซมที่ผลิตจาก Bacillus sp. มาใชอยางแพรหลายทั้งในทางอุตสาหกรรม เกษตรกรรม เภสัชกรรมและ 
ทางการแพทย นอกจากจะมีการนําเอนไซมโปรติเอสมาประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ แลว ยังพบวาโปรติเอสเปน 
เอนไซมที่มีสวนแบงทางการตลาดสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมชนิดอื่น (ยุวพิน  ดานดุสิตาพันธ, 2546) เนื่องจากเปน 
เอนไซมที่มีคุณสมบัติคอนขางหลากหลาย 

งานวิจัยนี้เปนการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมโปรติเอสของ Bacillus subtilis โดยผูวิจัยหวังวาจะ 
สามารถนําสภาวะที่เหมาะสมดังกลาวไปใชเปนพื้นฐานในการประยุกตใชในอุตสาหกรรมตอไป 

2. อุปกรณและวิธีการวิจัย 
2.1 สายพันธุแบคทีเรีย 

กลาเชื้อ Bacillus subtilis TISTR 008 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 
2.2 การเพาะเล้ียงแบคทีเรีย 

เตรียมกลาเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis TISTR 008 โดยเพาะเช้ือลงอาหาร nutrient broth  (NB)  บมในเครื่อง 
เขยาแบบควบคุมที่อุณหภูมิ 37 o C ความเร็ว 120 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และทําการถายเช้ือแบคทีเรียลงบนอาหาร 
nutrient agar (NA) เพื่อการเก็บรักษา 
2.3 การเตรียมวัตถุดิบ 

ใชเศษเหลือจากอุตสาหกรรมแปรรูปปลา (เครื่องในปลาทับทิม) จากรานปลาสองแคว จ.พิษณุโลก ขนสงโดยแช 
มาในลังน้ําแข็ง โดยมีระยะเวลาตั้งแตปลาตายจนถึงการเตรียมวัตถุดิบไมเกิน 3 ช่ัวโมง จากนั้นนําเครื่องในปลาทับทิมมาลาง 
ทําความสะอาด ทําการแยกไขมันออกบางสวน ปนใหละเอียดและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 o C จนกวาจะนํามาใชทดลอง 
2.4 ศึกษาองคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบ 

ผสมเครื่องในปลาทับทิมที่บดละเอียดกับน้ํากลั่นที่ผานการฆาเช้ือแลวในอัตราสวน 1:1 โดยน้ําหนักตอปริมาตร 
นําไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมี ไดแก ความช้ืน โปรตีน เถา และไขมัน ตามวิธีของ AOAC (2000) และคาความเปน 
กรดดาง โดยใช pH meter 
2.5 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมโปรติเอสของแบคทีเรีย 

ทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซมโปรติเอส โดยเลี้ยงเช้ือ Bacillus subtilis  TISTR 008 บนอาหารจําเพาะสูตร 
Skim milk agar (Becton Dickinson and Company) ที่ระดับ pH 6.5 7.5 8.5 9.5  และ 10.5 บมที่อุณหภูมิ 37 o C  และ 45 o C 
เปนเวลา 12 ช่ัวโมง วัดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี (colony  diameter, CO) และวงใสรอบโคโลนีของเช้ือ (clear  zone 
diameter, CZ) แลวนํามาเปรียบเทียบผลตางระหวาง CZ และ CO (CZ-CO) ตรวจสอบสวนที่ใหคาผลตางสูงสุดจากการ 
ทดลอง 3 ซ้ํา เพื่อใชเปนแนวทางในการวิเคราะหในขั้นตอนตอไป 
2.6 ศึกษาสภาวะการผลิตเอนไซมโปรติเอสของแบคทีเรียเปรียบเทียบกับการยอยสลายตัวเอง (autolysis) ของวัตถุดิบ 

เลือกสภาวะจากขั้นที่ 2.5 มาใชเปนแนวทางในการผลิตเอนไซมโปรติเอสโดยใชเครื่องในปลาทับทิมเปน 
สับสเตรทในการเลี้ยงเช้ือ (ปริมาณเช้ือเริ่มตน 10 8 CFU/ml) ที่ระดับ pH 6.5 7.5 8.5 9.5  และ 10.5 บมที่อุณหภูมิ 31  37  45 
และ 53 o C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาวัดระดับการยอยสลาย (%DH) ในรูปของกรดอะมิโนอิสระ (α-amino acid) 
โดยวิธีของ Hoyle and Merritt (1994) เปรียบเทียบกับตัวอยางท่ียอยสลายดวยตัวเอง
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3. ผลการวิจัยและวิจารณผลการวิจัย 
3.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเครื่องในปลาทับทิม 

การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเครื่องในปลาทับทิม พบวามีปริมาณความช้ืนรอยละ 76.30  โปรตีนรอยละ 
14.90 ไขมันรอยละ 5.13 และเถารอยละ 1.64 (ตารางท่ี 1) จะเห็นไดวาเครื่องในปลาทับทิมมีโปรตีนอยูในปริมาณคอนขาง 
สูง ซึ่งสามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบในการสกัดโปรตีนไฮโดรไลเซทไดเปนอยางดี 

ตารางที่ 1 องคประกอบทางเคมีของตัวอยางวัตถุดิบ (เครื่องในปลาทับทิม) 

ชนิดตัวอยาง  ความช้ืน 
(รอยละ) 

โปรตีน 
(รอยละ) 

ไขมัน 
(รอยละ) 

เถา 
(รอยละ) 

เครื่องในปลาทับทิม  76.30 ± 0.57  14.90 ± 0.95  5.13 ± 0.42  1.64 ± 0.07 

3.2 การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมโปรติเอสของแบคทีเรีย 
เมื่อทําการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอสของ Bacillus subtilis TISTR 008  บนอาหารจําเพาะ 

สูตร Skim milk  agar  ที่ระดับ pH 6.5 7.5 8.5 9.5  และ 10.5  บมที่อุณหภูมิ 37 o C และ 45 o C  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง พบวา 
Bacillus subtilis TISTR 008 สรางวงใสวัดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยได 10.0-11.3 มิลลิเมตร ที่อุณหภูมิ 37 o C และ 10.5-14.0 
มิลลิเมตร ที่อุณหภูมิ  45 o C แสดงวา Bacillus subtilis TISTR 008 สามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสยอยสลายโปรตีนในอาหาร 
สูตรจําเพาะ ที่อุณหภูมิ 45 o C ในสภาวะที่เปนดางออนไดดีกวาการผลิตเอนไซมโปรติเอสที่อุณหภูมิ 37 o C  (ตารางที่ 2) ซึ่ง 
สอดคลองกับงานวิจัย การคัดเลือก Bacillus sp. ที่ผลิตเอนไซมโปรติเอส อะไมเลส และไลเปสจากดิน พบวา Bacillus sp. 
สามารถผลิตเอนไซมโปรติเอส อะไมเลส และไลเปสไดดีที่สุด ที่อุณหภูมิ  45 o C  (จักรพันธ สุวรรณพิมพ และสุพรรนี แกน 
สาร, 2552) 

ตารางที่ 2 ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมโปรติเอสของ B.subtilis TISTR 008 บนอาหาร Skim milk agar ที่อุณหภูมิ 37 o C 
และ 45 o C  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 

Temp.  pH  ความยาว Ø วงใส (มม.) ของ Bacillus subtilis 
37  6.5  10.33 ± 0.58 
37  7.5  11.33 ± 0.58 
37  8.5  10.33 ± 0.58 
37  9.5  10.00 ± 0.00 
37  10.5  11.00 ± 0.00 
45  6.5  11.00 ± 0.00 
45  7.5  14.00 ± 0.00 
45  8.5  11.33 ± 0.58 
45  9.5  11.00 ± 0.00 
45  10.5  10.50 ±  0.58 

* คาเฉลี่ยความยาว Ø วงใส 3 ซ้ํา
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3.4 การศึกษาระดับการยอยสลายโปรตีนโดยการผลิตเอนไซมโปรติเอสของแบคทีเรียในตัวอยางเครื่องในปลาทับทิม 
เมื่อนําสภาวะจากการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมโปรติเอสมาใชเปนแนวทางกําหนดสภาวะการผลิต 

เอนไซมโปรติเอสของแบคทีเรียเพื่อเหนี่ยวนําใหเกิดการยอยสลายโปรตีนในตัวอยางเครื่องในปลาทับทิมเทียบกับการยอย 
สลายตัวเอง พบวาที่เม่ือทําการเพาะเช้ือลงในตัวอยางที่ระดับ pH 6.5 7.5 8.5 9.5  และ 10.5  บมที่อุณหภูมิ 31 37 45  และ 
53 o C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง พบวา Bacillus subtilis TISTR 008 นั้นจะเกิดการยอยสลายไดสูงที่สุดที่ระดับ pH 7.5 อุณหภูมิ 
45 o C ที่เวลา 12 ช่ัวโมง โดยใหคารอยละของระดับการยอยสลายเทากับ 68.25 (ตารางท่ี 4) ซึ่งพบวาระดับการยอยสลายมีคา 
สูงกวาการยอยสลายตัวเองท่ีระดับเดียวกันทั้งหมด 

ตารางที่ 4 ระดับการยอยสลาย (% DH) ของการยอยตัวเอง และระดับการยอยสลายหลังการเพาะเช้ือ B.subtilis TISTR 008 
ในตัวอยางเครื่องในปลาทับทิม ที่อุณหภูมิ 31 37 45และ 53 o C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 

Temp.  pH  Time (h.)  Control (autolysis) Bacillus subtilis 
31  6.5  12  37.15 ± 0.05  43.57 ± 0.03 
31  7.5  12  37.19 ± 0.21  43.96 ± 0.09 
31  8.5  12  36.82 ± 0.00  41.81 ± 0.09 
31  9.5  12  36.25 ± 0.05  41.04 ± 0.03 
31  10.5  12  32.89 ± 1.17  39.27 ± 0.05 
37  6.5  12  41.69 ± 0.03  61.47 ± 0.08 
37  7.5  12  46.11 ± 0.06  63.75 ± 0.35 
37  8.5  12  43.99 ± 0.06  58.36 ± 1.09 
37  9.5  12  43.32 ± 0.45  57.42 ± 0.40 
37  10.5  12  38.42 ± 0.13  50.50 ± 0.10 
45  6.5  12  45.71 ± 0.32  64.56 ± 0.54 
45  7.5  12  50.08 ± 0.07  68.25 ± 0.54 
45  8.5  12  44.76 ± 1.03  64.03 ± 0.31 
45  9.5  12  44.93 ± 0.72  66.58 ± 0.88 
45  10.5  12  42.80 ± 1.49  58.97 ± 0.24 
53  6.5  12  41.61 ± 0.03  45.69 ± 0.03 
53  7.5  12  43.91 ± 0.09  47.65 ± 0.16 
53  8.5  12  41.26 ± 0.11  43.60 ± 0.06 
53  9.5  12  41.12 ± 0.25  41.73 ± 0.03 
53  10.5  12  41.96 ± 1.66  41.69 ± 0.26
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รูปที่ 1 ความสัมพันธระหวางอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางตอรอยละของระดับการยอยสลายของ B.subtilis TISTR 008 
ที่เวลา 12 ช่ัวโมง 

4. สรุปผลการวิจัย 
B.subtilis TISTR 008 มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมโปรติเอสไดดีที่สุด  เม่ือเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ Skim 

milk agar ที่ระดับ pH 7.5 อุณหภูมิ 45 o C  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง และเมื่อนํามาใชในการยอยสลายโปรตีนในตัวอยางเครื่องใน 
ปลาทับทิม B.subtilis TISTR 008 ยังคงใหระดับการยอยสลายสูงสุดที่ pH 7.5 อุณหภูมิ 45 o C  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 

5. กิตติกรรมประกาศ 
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