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บทคัดยอ 

ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมโปรติเอสจาก Bacillus  cereus TISTR 687 ที่สภาวะตางๆ ถูกคัดเลือกบนอาหารจําเพาะ 

(skim milk agar) ที่ระดับความเปนกรดดาง 6.5 7.5 8.5 9.5 และ 10.5 อุณหภูมิ 37 และ 45
 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง 

ประเมินกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสจากเสนผานศูนยกลางวงใสที่ปรากฏ พบวาที่อุณหภูมิ 37
 
องศาเซลเซียส B.  cereus TISTR 687 

สรางวงใสที่มีเสนผานศูนยกลางขนาด 8.8 – 10.0 มิลลิเมตร สวนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เสนผานศูนยกลางที่ไดมีขนาด  9.0 – 

11.0 มิลลิเมตร โดย B.  cereus TISTR 687 สรางวงใสมีเสนผานศูนยกลางกวางที่สุดที่ความเปนกรดดาง 7.5 อุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส จากนั้นทําการเพาะเชื้อเริ่มตน 10
8
 cfu ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางวัตถุดิบที่ไดจากการผสมเครื่องในปลาทับทิมปริมาณ 

25 กรัมและน้ํากลั่นปริมาตร 25 มิลลิลิตร ที่ปรับระดับความเปนกรดดางเปน 6.5 7.5 8.5 9.5 และ 10.5 บมที่อุณหภูมิ 31
 
37 45 

และ 53
 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง และวัดระดับการยอยสลาย (degree of hydrolysis) ในรูปของกรดอะมิโนอิสระ(α-amino 

acid) พบวา  B.  cereus TISTR 687 มีระดับการยอยสลายสูงสุดเทากับ 67.00 ที่ระดับความเปนกรดดาง 7.5 อุณหภูมิ 45
 
องศา

เซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง  

 

คําสําคัญ : บาซิลลัส  โปรติเอส  ระดับการยอยสลาย  เศษเหลือปลา 

 

Abstract 

The protease production efficacy of Bacillus  cereus TISTR 687 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°C and 45°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.  cereus TISTR 687 were 

grown on skim milk agar medium and produced the clear zone with the diameters of 8.8 – 10.0 mm at 37°C and 9.0 – 11.0 

mm at 45°C. The biggest clear zone was observed on skim milk agar with pH 7.5, 45°C. Subsequently, B.  cereus TISTR 687 

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°C for 12 hrs. The degree of hydrolysis was measured 

as α-amino acid. The results indicated that B.  cereus TISTR 687 exhibited the maximum degree of hydrolysis (67.00) at pH 

7.5, 45°C for 12 hrs. 

 

Keywords : Bacillus sp., protease, degree of hydrolysis, fish waste 

 

บทนํา 

ประเทศไทยสามารถสงออกผลิตภัณฑแปรรูปในกลุมของสัตวน้ําไปจําหนายยังตางประเทศติดอันดับหนึ่งใน

สิบของตลาดการคาโลก  และมีแนวโนมเพ่ิมมากขึ้น  จากการขยายตัวของอุตสาหกรรมการแปรรูปสัตวน้ํานี้ ทําใหมี

เศษเหลือใชจากกระบวนการแปรรูปเกิดขึ้นมาก ซึ่งเศษเหลือเหลานี้มีมูลคาต่ํา  และหากมีการจัดการที่ไมดีพอจะ

เกิดปญหาตอสิ่งแวดลอมได เพราะเศษเหลือเหลานี้เกิดการเนาเสียไดงายเนื่องจากมีสวนประกอบของโปรตีนและ
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ไขมันเปนสวนใหญ  โดยหากเปนโรงงานแปรรูปขนาดใหญจะขายตอใหแกโรงงานผลิตอาหารสัตวในราคาถูก  แต

หากเปนผูประกอบการแปรรูปขนาดเล็กจะทิ้งเศษเหลือเหลานี้รวมกับขยะอื่น ซึ่งกอใหเกิดปญหาสิ่งแวดลอมได 

ในกระบวนการแปรรูปปลาจะกอใหเกิดวัสดุเศษเหลือประมาณรอยละ  30  –  35 (สันทัด, 2549) ที่พบมากคือ 

เครื่องใน หนัง เกล็ด โครงและกาง ซึ่งเศษเหลือเหลานี้ประกอบดวยโปรตีนและกรดอะมิโนที่จําเปนในปริมาณสูง 

(Shahidi et al., 1997) ดังนั้นจึงมีการนําเศษเหลือดังกลาวมาใชใหเกิดประโยชนหรือเพิ่มมูลคา พบวาการนําวัสดุ

เศษเหลือจากปลามาใชไดรับความสนใจมานานกวา 10  ปแลว โดยนํามาผลิตเปนโปรตีนไฮโดรไลเซท (protein 

hydrolysate) เปปโตน (peptone)  หรือสารสกัดจากปลา  (fish extract)  โดยอาศัยการทํางานของเอนไซมในกลุม

เอนไซมโปรติเอส (protease)  (Kim et al., 1997) ซึ่งเปนเอนไซมท่ีมีสวนแบงทางการตลาดในการนํามาใชในทาง

อุตสาหกรรมตางๆ สูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมชนิดอ่ืนๆ    )ยุวพิน  , 2546  (  เอนไซมโปรติเอสท่ีถูกนํามาผลิตใช

ในเชิงการคาสวนใหญนั้นผลิตจากแบคทีเรียสกุลบาซิลลัส (Bacillus  sp.)  ท่ีมีปริมาณการใชท่ีคอนขางสูงกวาเอนไซม

โปรติเอสท่ีไดจากจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ โดยมีการนํามาใชกันอยางแพรหลายทั้งในทางอุตสาหกรรม เกษตรกรรม เภสัช

กรรมและทางการแพทย เปนตน 

การศึกษาเก่ียวกับโปรตีนไฮโดรไลเซทไดรับความสนใจอยางมากในปจจุบัน เนื่องจากโปรตีนไฮโดรไลเซทมี

คุณสมบัติท่ีสามารถนําไปใชประโยชนในดานตางๆ ไดหลากหลาย เชน เปนสารอิมัลซิไฟเออร (emulsifier) ใน

ผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว เปนสวนผสมในอาหารสัตวน้ํา (สุทธิพงศ, 2537; เพ็ญศิริ, 2533) กระตุนการเจริญของ

เชื้อจุลินทรีย (Zhao et al., 1996) เปนสารที่มีสมบัติในการออกฤทธิ์คลายมอรฟนในทางการแพทย (Zhao et al., 

1997) และเปนสารที่มีสมบัติในการออกฤทธิ์เพ่ือลดความดันโลหิต (Hyun & Shin,2000) เปนตน ซึ่งใน

กระบวนการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซทอาจใชกรด ดาง หรือเอนไซมในการยอยสลาย แตการใชกรดดางในการสกัดนั้น

ทําใหคุณสมบัติเชิงหนาท่ีลดลง จึงมีการแกไขปญหาดังกลาวโดยการนําเอนไซมท่ีสกัดไดจากแหลงตางๆ มาใชแทน 

เนื่องจากเปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพสูงเพราะเอนไซมจะมีความจําเพาะตอสารตั้งตน (substrate) ความเปนกรดดาง 

ความคงตัวตอความรอน ตัวกระตุนและตัวยับยั้ง จึงสามารถเลือกใชชนิดของเอนไซมและสภาวะในการยอยสลายได

ตามความเหมาะสม อีกท้ังสภาวะในการยอยสลายดวยเอนไซมนั้นไมรุนแรง ทําใหไดโปรตีน    ไฮโดรไลเซทที่มี

คุณภาพดีและมีสมบัติเชิงหนาท่ีตามตองการ เม่ือเปรียบเทียบโปรตีนไฮโดรไลเซทที่ไดจากการยอยสลายดวยสารเคมี

และเอนไซมโปรติเอสจะพบวาการยอยสลายโดยการใชเอนไซมนั้นสามารถตัดสินขอบเขตการยอยสลายและขนาดของ 

 เปปไทด  ) peptide ( ท่ีเกิดขึ้นได (Adler & Nissen, 1986) ในขณะที่การยอยดวยสารเคมีนั้นจะไมสามารถระบุถึงการ

แตกตัวของพันธะและขนาดของเปปไทดได แตขอจํากัดของการใชเอนไซมคือมีตนทุนการผลิตที่สูง  (Brody, 1965 ; 

Light & Smith, 1963) จึงมีการนําเอนไซมโปรติโอไลติก (proteolytic enzyme) ซึ่งเปนเอนไซมในกลุมโปรติเอสท่ีได

จากพืช สัตว หรือจุลินทรียมาใชในกระบวนการยอยสลาย  พบวาการยอยดวยเอนไซมโปรติโอไลติกเปนการยอยสลาย

โปรตีนที่บริเวณพันธะเปปไทดทําใหไดเปปไทดและกรดอะมิโนอิสระ (free amino acids) ออกมา ปกติแลวโปรตีน

ปลาสามารถเกิดการยอยสลายไดเองดวยเอนไซมโปรติเอสท่ีมีอยูตามธรรมชาติในกลามเนื้อและเครื่องในปลา 

(autolysis) เชน เปปซิน  ทริปซิน ไคโมทริปซิน  และคาเทปซิน เปนตน แตวิธีการยอยสลายนี้เปนวิธีท่ีคอนขางซับซอน 

เนื่องจากเอนไซมโปรติเอสท่ีมีอยูในปลามีมากมายหลายชนิด และแตละชนิดมีกิจกรรมการทํางานที่แตกตางกัน  ทําให

ไมสามารถควบคุมการยอยสลายและตองใชเวลาในการยอยสลายยาวนาน ผลิตภัณฑโปรตีนปลาไฮโดรไลเซทที่ไดจึงมี

คุณสมบัติเชิงหนาท่ีท่ีไมดีนัก นิยมใชเปนสารปรุงแตงกลิ่นรสอาหาร เชน นํ้าปลา เปนตน  

งานวิจัยนี้เปนการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมโปรติเอสของ B.  cereus TISTR 687 มาใช

เพ่ือเหนี่ยวนําใหเชื้อสรางเอนไซมโปรติเอสออกมายอยโปรตีนในสับสเตรท และนําโปรตีนดังกลาวไปใชเพ่ือเปนแหลง

ไนโตรเจน โดยผูวิจัยหวังวาจะสามารถนําสภาวะที่เหมาะสมดังกลาวนี้ไปใชเปนพ้ืนฐานในการประยุกตใชใน

อุตสาหกรรม  เพื่อเปนการลดปญหาดานสิ่งแวดลอม และเพิ่มประโยชนหรือเพิ่มมูลคาเศษเหลือจากปลาน้ําจืด

ตอไป 
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วัสดุอุปกรณและวิธีการ  

1. สายพันธุและการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย 

 เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรีย  B.  cereus TISTR 687 ท่ีไดรับจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง

ประเทศไทย  โดยเพาะเชื้อลงอาหารเลี้ยงเชื้อ  nutrient broth (Himedia Laboratories, India)  บมในเครื่องเขยาแบบ

ควบคุมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 120 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อแบคทีเรียลง

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar (Becton Dickinson and Company, USA) เพ่ือการเก็บรักษา 

2. การเตรียมวัตถุดิบ 

ใชเศษเหลือจากอุตสาหกรรมแปรรูปปลา (เครื่องในปลาทับทิม) จากรานปลาสองแคว  จังหวัดพิษณุโลก 

ขนสงโดยแชในลังน้ําแข็ง โดยมีระยะเวลาตั้งแตปลาตายจนถึงการเตรียมวัตถุดิบไมเกิน 3  ชั่วโมง จากนั้นนําเครื่องใน

ปลาทับทิมมาลางทําความสะอาด แยกและลางไขมันออก ปนใหละเอียด  เก็บในแกวพลาสติกชนิดมีฝาปด เก็บรักษาที่

อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส จนกวานํามาใชทดลอง 

3. ศึกษาองคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบ 

ผสมเครื่องในปลาทับทิมที่บดละเอียดกับน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ  ในอัตราสวน 1:1 โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

(เครื่องในปลาทับทิมบดละเอียด 25  กรัม : น้ํากลั่นฆาเชื้อ 25 มิลลิลิตร) นําไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมี ไดแก 

ความชื้น โปรตีน เถา และไขมัน ตามวิธีของ AOAC (2000)  และคาความเปนกรดดาง  โดยใช pH meter (Euteon 

Instruments, Singapore) 

4. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมโปรติเอสของแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  

 ทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซมโปรติเอส โดยเลี้ยงเชื้อ  B.  cereus TISTR 687 บนอาหารจําเพาะสูตร 

skim milk agar  (Becton Dickinson and Company, USA)  ท่ีระดับความเปนกรดดาง 6.5 7.5 8.5 9.5 และ 10.5 

บมที่อุณหภูมิ 37
 
และ 45  องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง วัดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี (colony diameter, 

CO) และวงใสรอบโคโลนีของเชื้อ  )clear zone diameter, CZ) แลวนําผลท่ีไดดังกลาวมาเปรียบเทียบผลตางระหวาง 

CZ และ CO (CZ – CO) ตรวจสอบสวนที่ใหคาผลตางสูงสุดจากการทดลอง 3 ซ้ํา เพ่ือใชเปนแนวทางในการ

วิเคราะหในขั้นตอนตอไป 

5. ศึกษาสภาวะการผลิตเอนไซมโปรติเอสของแบคทีเรียเปรียบเทียบกับการยอยสลายตัวเอง  (autolysis)  ของ

วัตถุดิบ 

เลือกสภาวะที่เหมาะสมจากขอ  4  นํามาใชเปนแนวทางในการผลิตเอนไซมโปรติเอสโดยใชเครื่องในปลา

ทับทิมเปนสับสเตรทในการเลี้ยงเชื้อ  B.  cereus TISTR 687 (ปริมาณเชื้อเริ่มตน 10
8
 cfu/ml) ท่ีระดับความเปนกรด

ดาง 6.5 7.5 8.5 9.5 และ10.5 นําไปบมที่อุณหภูมิ  31
 
37 45 และ 53 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง 

หลังจากนั้นนํามาทําการวัดระดับการยอยสลายที่เกิดขึ้น  ( %DH) ในรูปของกรดอะมิโนอิสระ  (α-amino acid) โดยวิธี

ของ Hoyle & Merritt (1994) โดยนําโปรตีนไฮโดรไลเซทปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสหลอด centrifuge  เติม 

trichloroacetic acid (Sigma-Aldrich, USA) เขมขนรอยละ 20 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันประมาณ 2 นาที 

นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา  30 นาที นําสวนของเหลวใสดานบนไปวิเคราะหปริมาณ

ไนโตรเจนทั้งหมดเปรียบเทียบกับตัวอยางที่ปลอยใหเกิดการยอยสลายดวยตัวเอง  

การคํานวณระดับการยอยสลาย (degree of hydrolysis) 

%ระดับการยอยสลาย (%DH)   =       20% TCA soluble N * 100 

          Total N 

เม่ือ Total N คือ รอยละไนโตรเจนในวัตถุดิบ (ตัวอยางเครื่องในปลาทับทิม) 
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ผลการศึกษา 

1. องคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบ 
การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเครื่องในปลาทับทิม พบวามีปริมาณความชื้นรอยละ  76.30  โปรตีน

รอยละ 14.90 ไขมันรอยละ 5.13 และเถารอยละ 1.64  (ตารางที่ 1) ซึ่งใหปริมาณของความชื้นและโปรตีนที่สูง 

ในขณะที่ใหคาปริมาณของไขมันและเถาท่ีคอนขางต่ํา จึงถือวาเครื่องในปลาทับทิมเหมาะกับการนําไปใชในการเปนสับ

เสรทในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซท 

 

ตารางที่ 1  องคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบ (เครื่องในปลาทับทิม) 

ตัวอยาง ความชื้น (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 

 

2. สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมโปรติเอสของแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  

 เม่ือทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอสของ B.  cereus TISTR 687 บนอาหารจําเพาะสูตร 

skim milk agar  ท่ีความเปนกรดดาง 6.5 7.5 8.5 9.5  และ 10.5 บมที่อุณหภูมิ 37
 
และ 45

 
องศาเซลเซียส เปน

เวลา 12 ชั่วโมง พบวา B.  cereus TISTR 687 สรางวงใสวัดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยได 8.8–10.0 มิลลิเมตร ท่ี

อุณหภูมิ 37
 
องศาเซสเซียส และท่ี 45

 
องศาเซสเซียส B.  cereus TISTR 687 สรางวงใสวัดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยได

สูงกวา คือ  9.0 – 11.0 มิลลิเมตร (ตารางที่ 2) 

 

ตารางที่ 2  ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมโปรติเอสของ  B.  cereus TISTR 687 บนอาหาร skim milk agar ที่อุณหภูมิ 37
  
และ  45

 
 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง 

Temp. 

 

pH 

 

Ø ของวงใส*  )มม(.   

(CZ) 

Ø ของโคโลนี*  )มม(.   

(CO) 

ผลตางระหวาง Ø ของวงใสและโคโลนี  )มม(.   

(CZ - CO) 

37 6.5 9.90 1.10 8.80  ± 0.12 

37 7.5 11.20 1.20 10.00 ± 0.00 

37 8.5 10.70 1.40 9.30  ± 0.17 

37 9.5 11.20 1.20 10.00 ± 0.00 

37 10.5 10.10 1.10 9.00  ± 0.00 

45 6.5 10.10 1.10 9.00  ± 0.00 

45 7.5 12.20 1.20 11.00 ± 0.00 

45 8.5 11.10 1.10 10.00 ± 0.00 

45 9.5 10.70 1.10 9.60  ± 0.23 

45 10.5 10.10 1.10 9.00  ± 0.00 

* คาเฉลี่ยความยาวเสนผานศูนยกลางของวงใสและเสนผานศูนยกลางของโคโลนี ,3 ซ้ํา 
 

3. สภาวะการผลิตเอนไซมโปรติเอสของแบคทีเรียเปรียบเทียบกับการยอยสลายตัวเอง (autolysis) ของวัตถุดิบ 

 เม่ือทดสอบระดับการยอยสลายโปรตีนของตัวอยางเครื่องในปลาทับทิม โดยทําการวัดระดับการยอยสลายที่

เวลา 0 ชั่วโมง พบวามีระดับการยอยสลาย รอยละ 21.14 (ตารางที่ 3) 

 

ตารางที่ 3  ระดับการยอยสลายตัวเองของตัวอยางเครื่องในปลาทับทิมที่ 0 ชั่วโมง 

 

 
 

 เม่ือนําสภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมโปรติเอสของ B.  cereus TISTR 

687 บนอาหารเลี้ยงเชื้อมาใชเปนแนวทางกําหนดสภาวะการผลิตเอนไซมโปรติเอสของ B.  cereus TISTR 687 เพ่ือ

ตัวอยาง pH Time (hr.) % DH 

เครื่องในปลาทับทิม 6.8 0 21.14 
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เหนี่ยวนําใหเกิดการยอยสลายโปรตีนในตัวอยางเครื่องในปลาทับทิมเทียบกับการยอยสลายตัวเอง พบวา เม่ือเพาะเชื้อ

ลงในตัวอยางท่ีความเปนกรดดาง 6.5 7.5 8.5 9.5 และ 10.5 บมที่อุณหภูมิ 31 37 45 
 
และ 53 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 12 ชั่วโมง พบวา B.  cereus TISTR 687 เกิดการยอยสลายไดสูงสุดที่ความเปนกรดดาง 7.5 อุณหภูมิ  45
 

องศาเซลเซียส ท่ีเวลา 12 ชั่วโมง โดยใหคารอยละของระดับการยอยสลายเทากับ 67.00 (ตารางที่ 4) 

 

ตารางที่ 4  ระดับการยอยสลายตัวเอง และระดับการยอยสลายหลังการเพาะเชื้อ B.  cereus TISTR 687 ในตัวอยางเครื่องในปลา

ทับทิม ที่อุณหภูมิ 31 37
 
45

 
และ 53

 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อภิปรายผลการศึกษา 

 จากการศึกษาองคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบพบวา เครื่องในปลาทับทิมมีน้ําเปนองคประกอบหลัก รอยละ 

76.30 รองลงมาคือโปรตีนรอยละ 14.90 นอกจากนี้มีไขมันและเถารอยละ 5.13 และ 1.64 โดยน้ําหนัก ซึ่งเห็นไดวา

เครื่องในปลาทับทิมมีปริมาณของโปรตีนและไขมันคอนขางสูง โดยที่องคประกอบของวัตถุดิบที่ใชผลิตโปรตีน

ไฮโดรไลเซทมีผลตอการยอยสลายโปรตีนดวยเอนไซม วัตถุดิบที่นํามาใชนั้นควรมีปริมาณโปรตีนสูงพอเหมาะ 

(Adler-Nissen, 1986) เนื่องจากโปรตีนเปนสารตั้งตนที่สําคัญสําหรับการยอยสลาย และในขั้นตอนของการเตรียม

ตัวอยางท่ีนํามาใชในการศึกษานี้จําเปนตองมีขั้นตอนของการกําจัดไขมันออกจากวัตถุดิบ เนื่องจากไขมันในวัตถุดิบ

หากมีมากเกินไปอาจเกิดพันธะหรือจับกับโมเลกุลของโปรตีนเกิดเปนลิโพโปรตีน ทําใหมีโครงสรางท่ีใหญและซับซอน

ขัดขวางการยอยสลายโปรตีนดวยเอนไซมนั่นเอง (Adler-Nissen, 1986)  

เม่ือทําการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอสของ B.  cereus TISTR 687 บนอาหารจําเพาะ

สูตร skim milk  agar  ท่ีระดับความเปนกรดดาง 6.5 7.5 8.5 9.5 และ 10.5  บมที่อุณหภูมิ 37
 
และ 45

 
องศา

เซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง พบวา B.  cereus TISTR 687 สรางวงใสวัดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยได  8.8 – 10.0 

และ 9.0 – 11.0  มิลลิเมตร  ท่ีอุณหภูมิ 37 และ 45
 
องศาเซลเซียส ตามลําดับ แสดงวา B.  cereus TISTR 687 

Temp. pH Control (autolysis) B. cereus TISTR 687 

31 6.5 37.15 ± 0.05 43.67 ± 1.26 

31 7.5 37.19 ± 0.21 43.09 ± 0.64 

31 8.5 36.82 ± 0.00 41.46  ± 0.50 

31 9.5 36.25 ± 0.05 41.52 ± 0.47 

31 10.5 32.89 ± 1.17 39.74 ± 0.37 

37 6.5 41.69 ± 0.03 59.00 ± 0.01 

37 7.5 46.11 ± 0.06 63.02 ± 0.04 

37 8.5 43.99 ± 0.06 56.94 ± 0.21 

37 9.5 43.32 ± 0.45 55.78 ± 0.25 

37 10.5 38.42 ± 0.13 50.25 ± 0.39 

45 6.5 45.71 ± 0.32 59.22 ± 0.19 

45 7.5 50.08 ± 0.07 67.00 ± 0.00 

45 8.5 44.76 ± 1.03 62.08 ± 0.11 

45 9.5 44.93 ± 0.72 59.37 ± 0.36 

45 10.5 42.80 ± 1.49 58.20 ± 0.26 

53 6.5 41.61 ± 0.03 43.07 ± 0.13 

53 7.5 43.91 ± 0.09 43.87 ± 0.15 

53 8.5 41.26 ± 0.11 41.64 ± 1.52 

53 9.5 41.12 ± 0.25 42.23 ± 0.68 

53 10.5 41.96 ± 1.66 41.46 ± 0.50  
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สามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสยอยสลายโปรตีนบนอาหารสูตรจําเพาะ ท่ีอุณหภูมิ 45
 
องศาเซลเซียส ในสภาวะที่เปน

ดางออนไดดีกวาการผลิตเอนไซมโปรติเอสที่อุณหภูมิ  37
 
องศาเซลเซียส ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัย การคัดเลือก 

Bacillus sp. ท่ีผลิตเอนไซมโปรติเอส อะไมเลส และไลเปสจากดิน พบวา  Bacillus sp. สามารถผลิตเอนไซมโปรติเอส 

อะไมเลส และไลเปสไดดีท่ีสุด ท่ีอุณหภูมิ 45
 
องศาเซลเซียส (จักรพันธ และสุพรรนี ,2552)  

จากการศึกษาระดับการยอยสลายโปรตีนของตัวอยางเครื่องในปลาทับทิมที่เวลา 0 ชั่วโมง พบวาโปรตีน

ไฮโดรไลเซทที่ผลิตไดใหคาระดับการยอยสลายตัวเองในสภาวะที่ไมมีเอนไซมจากภายนอกอยูท่ีรอยละ 21.14  ท้ังนี้

เนื่องจากเกิดการยอยสลายตัวเองจากเอนไซมท่ีมีอยูในตัวปลา โดยหลังจากท่ีปลาตายนั้นเอนไซมท้ังหลายยังคงมี

กิจกรรมอยู และยอยองคประกอบของเนื้อและเครื่องในปลาใหมีโมเลกุลท่ีเล็กลง โดยเฉพาะอยางยิ่งโปรตีน ซึ่งจะถูก

ยอยสลายเปนเปปไทด กรดอะมิโน แอมโมเนีย เอมีน และอ่ืนๆ แสดงใหเห็นวาเอนไซมจากเครื่องในปลาและทางเดิน

อาหารมีประสิทธิภาพในการยอยสลายโปรตีนได เนื่องจากเอนไซมท่ีพบในเครื่องในปลาและทางเดินอาหาร           

(gut enzyme หรือ autolytic enzyme) เปนเอนไซมในกลุมเอนโดเปปติเดสไดแก ทริปซิน ไคโมทริปซินและเปปซิน 

คุณสมบัติของเอนไซมในกลุมนี้คือทํางานไดดีท่ี pH ในชวง 7 – 11 (Meinke et al., 1972)  และขอดีของเอนไซม

จากเครื่องในปลาคือสามารถทํางานไดดีท่ีอุณหภูมิหองไปจนถึงอุณหภูมิท่ีไมสูงมากนัก (Kristinsson & Rasco, 

2000) เม่ือทําการศึกษาปจจัยที่มีผลตอระดับการยอยสลายโปรตีนโดยการผลิตเอนไซมโปรติเอสของ  B.  cereus 

TISTR 687 ในตัวอยางเครื่องในปลาทับทิม  โดยเพาะเชื้อลงในตัวอยางรวมถึงเตรียมตัวอยางท่ีไมไดทําการเพาะเชื้อ

เพ่ือใชสําหรับเปนตัวอยางควบคุม กําหนดสภาวะที่ใชในการยอยสลายโปรตีนเหมือนกันทั้งหมดโดยอยูท่ีระดับความ

เปนกรดดาง 6.5 7.5 8.5 9.5  และ 10.5  บมที่อุณหภูมิ 31 37 45 
 
และ 53 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12  ชั่วโมง 

พบวาท้ังตัวอยางเครื่องในปลาทับทิมที่เพาะเชื้อ B.  cereus TISTR 687 เพ่ือเหนี่ยวนําใหเชื้อสรางเอนไซมโปรติเอสอ

อกมายอยโปรตีนในสับสเตรทและตัวอยางควบคุมนั้นเกิดการยอยสลายไดสูงท่ีสุดที่สภาวะเดียวกันคือ ท่ีระดับความ

เปนกรดดาง 7.5 อุณหภูมิ  45
 
องศาเซลเซียส ท่ีเวลา 12  ชั่วโมง โดยใหคารอยละของระดับการยอยสลายเทากับ 

67.00 และ 50.08 ตามลําดับ โดยตัวอยางเครื่องในปลาทับทิมที่เพาะเชื้อใหคาของระดับการยอยสลายสูงกวา

ตัวอยางที่ปลอยใหเกิดการยอยสลายตัวเองที่ระดับเดียวกันทั้งหมด  

นอกจากนี้ยังพบวาความสัมพันธระหวางอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางตอรอยละของระดับการยอยสลาย

ท้ังตัวอยางที่ปลอยใหเกิดการยอยสลายตัวเอง  (รูปที่ 1) กับตัวอยางท่ีเพาะเชื้อ B.  cereus TISTR 687  (รูปที่ 2) ตาง

ก็ใหคารอยละของระดับการยอยสลายสูงสุดเชนเดียวกับที่สภาวะของการยอยที่ระดับความเปนกรดดาง 7.5 อุณหภูมิ 

45 องศาเซลเซียส ท่ีเวลา 12  ชั่วโมง 

 

 
รูปที่ 1 ความสัมพนัธระหวางอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางตอรอยละของระดับการยอยสลายตัวเองของตัวอยางเครื่องในปลาทับทิม 

ที่เวลา 12 ชั่วโมง 

 



                                                            

Proceedings การประชุมวิชาการ “นเรศวรวิจัย” ครั้งที่ 7                                       กลุมวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี           
  

  - 455 - 

 
รูปที่ 2 ความสัมพนัธระหวางอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางตอรอยละของระดับการยอยสลายของตัวอยางเครื่องในปลาทับทิมที่ทํา

การเพาะเชื้อ B. cereus TISTR 687 ที่เวลา 12 ชั่วโมง 

 

สรุปผลการศึกษา 

เม่ือทําการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอสของ B.  cereus TISTR 687 ในอาหารสูตร

จําเพาะ พบวา B.  cereus TISTR 687 มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมโปรติเอสไดดีท่ีสุด เม่ือทําการเพาะเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ skim milk agar  ท่ีระดับความเปนกรดดาง 7.5  อุณหภูมิ 45
 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง และ

เม่ือนํา B.  cereus TISTR 687 มาใชเพ่ือผลิตเอนไซมโปรติเอสสําหรับการยอยสลายโปรตีนในตัวอยางเครื่องในปลา

ทับทิม พบวา B.  cereus TISTR 687 ยังคงใหระดับการยอยสลายสูงสุดที่ความเปนกรดดาง 7.5  อุณหภูมิ 45
 
องศา

เซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง ดังนั้นจึงสรุปไดวาสภาวะท่ีเหมาะสมที่สุดสําหรับการนํา B.  cereus TISTR 687 มาใช

เพ่ือเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางเอนไซมโปรติเอสออกมายอยโปรตีนในตัวอยางเครื่องในปลาทับทิมอยูท่ีความเปนกรด

ดาง 7.5 อุณหภูมิ 45
 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง โดยใหรอยละของระดับการยอยสลายสูงท่ีสุดเทากับ 67.00 
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