
 

����������	


����
�������������
����������������� !"#!�$%�	!����$��	&'���#!�

(��
��������
)*+
,-.




/012324,5267
,78
49,1,45:12;,5267
63
,<=,<27:


/165:,>:
316?
��	
���

>/+
,-.








��"��������@�
AB�"&!@��









���C����������
�����������#���������	

�+�+
DEEF


 





����������	



��
���




������������������
�������� �!�"�#$�%�����&'"	�#� �&��	()�$����*��
���������+,�
-./




012343567389
69:
;<62657=23>67389
84
-?@6?39=
0287=6+=
428A
���������+,�
-./�
















(B�




�����������C�

DE��(�C��

















����




�#!F�$������#�

"��������#����$����$�	


��
�� ��"�"��G!	��E�)��HH���������$�"���#!F�$
I*��DJ������K

�L�L

MNNO








�������������	
�



%����*��%�����%����� �!
P�LB�L)��"��

Q�"����
)��������"����J�)�����
�J�&B�

��� ��"DE�����
�
������&%)RH��
$��B*���� ������������
�������������	

��"�#S����$��*
���&%����������	

%�����%����� �!
B�L���J

�*��H��*"� �

���"�����%���D����
���






P�LB�L�"��#$�	

���"��H
���"�����%���D����
�J�&B���� ��������
���DE�����
������J�"J)RH��
�������*#�
%�����%����� �!
��LB�L���#���

�#$��(C
�J�&B���� ��DJS����J��)T�)��(�D�	�#�
�����*#�
���%�����%����� �!
P�LB�L������#���	

�����"���	
PG�����#!F�$������#�
�J����!�
���%�� �B��U���
�� ��"�"�G�!	%������������	




%�����%����� �!�����*#�"���#!F�$%������#������������#����������*#�












I���LK
��%���������$�	����� (�(��J
)V�L�L
MNW/
����X��#���*#�
����#Y����E�"��������#�

���$����$�	
I���L"�LK
�J�&B���������#�������������������*#� �#S��JS




%�����%����� �!�G��	�#����������"
����� (�(��JDJ�C����E�D�$�
IZ[\]̂;K


C���$�����#�����#Y����������$�	����� (�(��J��E�D�$�
I���DLK
�J�����D�� �
���"
������
��� ����	$#���E��




%�����%����� �! !�*���	����E��
�J�)��������)�������D� ��"�G�
���%�%�� �!


�J�
��
���
����
����*�������J�
C� ��D�*��DJ������
���DJ�� "J
�J���� ��"DE�����
�����������
���
����������������	 �#S��JS




��B�����JS%�����%����� �!
 �!�E�
 �!�"E
����D��
�����
�������
%��%����*��
�J�

�E�����"�����#�����
$��B*��)T�����#��*�J�������%����*��&B��#� ��"�����U* �#S��JS






 
 
 
 
 
 































�����C�
DE��(�C��

















"�X�����
MNNO




�
����

�������
�

�	
��

�
����	
���������������������������������������
����	
����
��������������������������������������
����	
�����������������������������������������
��������������������������������������������
�	�������
��������������������������������������
�������� ���������������������������������������
 ����!�"#��$%&������������������������������������'�
(#"#��$���!����������������������������������)��
��������������������������������������������*��
+, ��� "�������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������*��
� ����"#��$-
 ,�
 $
����������������������������������*)�
���(�������������������������������������'*�
����	�$���./�0�"#����1��
�����������������������������2�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�



�
����

������������
�
�����
���� � � � � � � � � � �	
��

�
������� ���3	�3	4
�$����5+ 
� �675�8���$� ����������������������������������������������������������������������������*�
������� ��3�	�%����#$�1�&3�1&-(#$�� �675� 	#��6#��8���$� ����������������������
������� � �675� 	#��6#��8���$� �1&-9:,9�1�
����,����������������������;�
������� ��!�5�	�$+ 
�<=>?@�@ABCD@����"��1&��&3����������EF��G�'���������������
�����)� �	H�H ��1&-9:,���I�	�8��5�8����HJ"��"#���#&-3�����������������������������������������������������)�
�����;� :�$K+ 
��#HL#���:	�8��5�8����HJ7/-
5&�<=MEENOPAQ@?��R�
S�	��������������*�
�����T� �#�R5���1&-�, 
���"3��"#�:�$K+ 
#$"��K�1&-��������	�����������������
*� ���5�
�	�+ 
� �675� 	#��6#��8���$� �9�������R�
S7/-
��U�6�,1&-���V��

� �������KW ���������������������������������������������������������������������������������������������������������������������)��
������'� ���1��� �675� 	#��6#��8���$� ���������������EF��G�'�9I,��$��1%$X������������������������������)*�
������2� 5�#85�#��#Y���3�1�
�"#��=@OZ[P\@�DM]POP[C�� _̂��+ 
8���&�5����̀��1&-6K,�
� ����$%&�abaNcGde������������������������������;2�
�������� 5�#85�#��#Y�f@�"#��gZ\�+ 
8���&�5���̀���R�
S1&-(R��� #	5�������
����� a@FhZ<=CO�aN�22���������������������������������������������������������������������������������������������������������������;��
�������� (#+ 
 $  �8#I�1&-���5�+,5+,����Di��R �$����5+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ��

��$��1%$X�������������EF��G�'�������������������������T��
�������� (#+ 
���3	�3	4
�R �$����5+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�����

���������EF��G�'���������������������������������������������������������������������������������������������������������������T)�
�������� �$����5+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�������������EF��G�'��R �	�����1�
������� 1&-"���R�
�	�������������������������������������������������������������������������������������������������������������������T;�
������)� ���&3��1&3��$����5+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�������������EF��G�'�

�	�� �675�1�
����,�������������������������������������������������������������������������������������������������������T*�
�;� jAP[PZO�\@OM<P[C��f2��+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�������������EF��G�'��
"#���kf�1&-���5�+,5+,�+ 
��7&�1&-"���R�
�	����������������������T'�

������T� ���# ������,�6I5K$�8K3� �675� 	#��6#��8���$� ��������������EF��G�'�������*2�
�



�
����

������������������
�

������	��
���

�
���������� ���:	-
" 585��&357	#�H���lkO�����������������������������������������������������������������������������������������)�
�������
�� ���# ����+ 
��,�6I5K$����� �675� 	#��6#��8���$� ����"��1&��&3��
������� ���������EF��G�'�������������������������������T�
�������
�� ���5�
�	�+ 
� �675� 	#��6#��8���$� �9�������R�
S7/-
��U�6�,1&-���V��
���������������������KW �����������������������������������������������������������������������������������������������������������������*�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�



�
����

����������
�
���
��� � � � � � � � � � � �	
��
�
������� ���"�K
8��
��,�
+ 
��K �5$8����5W-  3mR9��Fn�1&-��o���K��#�
�"#�KR�
��������
������� ���"�K
� �675�1&-�	��	��	�����1���������������������������������������������������������������������������������)���
�������� 8��
��,�
+ 
���"#���#&-3����������"#������#������������������;�
�������  
������ �+ 
�H��
1&-��o��#�R51&-65R5&+	4�+��K�#U��:R����]>[COY�M<[CO�M=�Fh@ACO����
���� 7/-
��3/K�����	�8�#$�5 ��1&-: ��4���:R���<=MEENOPAQ@?�?@p[=ZA�I�W �ZlZ=ME@������������������T�
�����)� ���"3����85�#��#9I
R�"#�85�#��#�#U�9�� #	5����#HL#���:	��������������'�
�����;� ���H+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ��������������EF��G�'�8K38I#K8���&��������Dl�

(R�����W- 
�qcrV�7/-
9:,� #	5���ch@ACO�a@FhZ=ME@�;�qZE[�_OMs��hPlh�E>]��1���a[@FsPE@�K,�3�
)2�Di�lOC<PA@NtZun�]>__@=�Fn����2�1&-5&��#W ��tn���au���	4
"�R��i��/
�2i�1&- 	������
6I#�;2�DOkh���U��_=Z<[PMAE���)�DO���������������������������������������))�

T� ���H+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ��������������EF��G�'�8K38I#K8���&������;�Dl�
(R�����W- 
�qcrV�7/-
9:,� #	5���iMAM�v�n̂ �)k)��2�)�p�)�<D���1���l=Z?P@A[�:�K,�3��2�Di�
w=PENnVO�]>__@=�Fn���2��	4
"�R�2��/
�2�)�i�tZVO� 	������6I#����DOkh���U��_=Z<[PMAE���
DO����������������������������������������������������)T�

�����*� abaNcGde�+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ��������������EF��G�'���
��������8���&�5���̀��Y��������x�8���&�1&-(R��� #	5���iMAM�v���)���yl�Y��
����� x�8���&�1&-(R��� #	5���ch@ACO�E@FhZ=ME@��'���yl�Y���
�����!x�8���&�1&-(R���������� �K,�3��#W " 585��&357	#�H����T�'�yl���
"#�������"x�8���&�+ 
�<=>?@�@ABCD@���2�yl�����������������)'�

�����'� ���I�5�#85�#��#+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�������������EF��G�'�8K3�$%&�
�������� abaNcGde���������������������������������;��
�����2� ���I�5�#85�#��#+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�������������EF��G�'��
����� 8K3(R��� #	5���a@FhZ<=CO�aN�22��������������������������;��
�������� "�K
5�#85�#��#+ 
�DMAMD@=�+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�
� �������������EF��G�'�8K3���W- 
�iGrbjNia����������������������;��
�



�
�)��

�

����������������
�
���
��� � � � � � � � � � � �	
��
�
������� "�K
5�#85�#��#+ 
�?PD@=�+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ��
� �������������EF��G�'�8K3���W- 
�iGrbjNia���������������������;)�
��� (#+ 
 �!I�m5$�R �R��=@OZ[P\@�Z<[P\P[C��z��+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�
������� �������������EF��G�'��������������������������������������������������������������������������������������������������������;;�
������� (#+ 
 �!I�m5$�R ���5�
�	�+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�����
� ���������EF��G�'���������������������������������������������������������������������������������������������������������������;*�
�����)� (#+ 
�Fn��R �=@OZ[P\@�Z<[P\P[C��z��+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�
������� �������������EF��G�'�����������������������������;'�
�����;� (#+ 
�Fn��R ���5�
�	�+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�����
� ���������EF��G�'���������������������������������T2�
�����T� (#+ 
�VZ�{��R �$����5+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�
� �������������EF��G�'�����������������������������T��
�����*� (#+ 
�V>�{��R �$����5+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X�
� �������������EF��G�'�����������������������������T��
�����'� ���H�rPA@s@Z\@=N|>=Q��+ 
� �675� 	#��6#��8���$� ���$��1%$X����

���������EF��G�'���������������������������������T'�
�����2 ������&3��1&3����# �����E@=P<PA������,�6I5K$�K,�3�4���#	-�Y�)2�Di�
������� dOC<PA@NtZun�]>__@=Y�<=>?@�@ABCD@��1&-���5��W ��
��x�2��ZA?�<=>?@�@ABCD@����*��
�
����	��
����

�
�����+�� ���H5���̀��+ 
618�7&�����������������������������
�����+�� ���H5���̀��+ 
�|M\PA@�E@=>D�ZO]>DPA�����������������������
�����
�� ���������EF��G�'�1&-�$K�&"��5��������������������������;�
�



�
��

���������	�
���

���������������	��
������ !�"����� ��"#$��
����

%������������&'	�()*�
�

+,-./.012.34�145�671-1028-.912.34�3/�(:;1:.48�+-3281&8�/-3<����������&'	�()*�
�

�������
�

������	�
���
�����
������������������������������ !���"�#� ������$�����#��%&$�'���
(������	�
!)��!�	*
�����#+����#����,-!���.�*.�%"!������	 !�����.������/0)������������#�	�
/!1�0���2������
3���23���2��4��#
��	�56789:;99������<=�>>>?��
������&�#��	�0���������	���������
�
!)��!�	*
�����#%��/0)������%���������	
�@A<���!
�'B1�.��)2�����.��%�����/!1)��
��.�.���
#���1�����)����
��.���#C��#���� D�%$�����
������"�#� ����-��
�E���������	��3��)���#��)
D
���"�#� ����
�1��B�FGH�4���!�.������	4��*!��5I7:J=�>KLM�N7OP@Q=��>KK?�/����2���%��
������	��
!)��!�	*
�����#���������&$�'�%
.��C����!"���R9S7OOTA:TS97@9�%$����#����,����
���
�
����-��
�E���.����2���%��#����
�1��04��-��
�E���
��#�#���9SUVO989JP7RP89�S9S:77W9SPW�
7WPJ�5XYZ[?��$���
��#���WU9O7SP8\�PT8���-!�
%
0�
0���*! 1��$��%1��-!�
�
0�
3���%����4��
������	���� !
���-C����������	��3��������"�#� �����2��]�������"�#� ������ ��=��� ��#
��	=�
���E�� �
�=�%".
�1#�)	������/!1���0��0
.4���#����
������*.��̂��1������������"�#� ����
�� �����������������	��3�����������2���%��
�1��&������
�,".�0��������'�� !�� !�����.�
�����_
D�2�=�-
�=�-!����/!1���23�#
��	���
������

�
���-!��������	%���2� �2�#
��	�
3�%1�.�
����B������	���������
!C��2�� �2��!�3��#
��	

��
����B������%$����� ��.�������	�����������.
��
3����-!��������	�
!)��!�	*
�����#%����������
%"!������	�%$�����.������/!1��.��̀������������"����-!�������� ��1������������"�#� ���������
#����Aa�4����10�����-!��� �2�����������
��.����/!1��2���%��
b%%"0
����#����,-!��
������	����.����������
�1��&��������������4��������	%������
�1��&�
3� �.�)B1-C���%
�%$�
#��%&$�'��������
0������	��3��2���./���������4���/!1�.�������)
.�!2��%"!������	���#����,-!��
������	��3�.�.��/����)���%���
�����%1����&$�'��23�c��/!1)"B#�0
��4��������	�%$��.��������
&$�'�)"B#�0
��4��������	� !
�%��������� �0��#"�_�d/!�����2������ �#����,4���-!-!���
�����
�"�#� ��������
�



�
e�

���������_	��3�
�������%
������2���%��-!����.!����������/!���0����������	�
!)��!�	������
*
�����#-!��%��/0)������#���
�_"	�������	
�@A<�[f>� !
�%�������
�
0
�"�#C���� ���!�3����23���
/!1��_���� �
�0��#����#����,-!��������	�
!)��!�	*
�����#�.�
�1��B��=gGG�hiRO�/����
/��*����%1�
j��� �#C�������3�.���$�����!
���C����1 ���������%
��/!1������%1�
j�����-!��#C�
�"�#� ����%���
���������0)"B#�0
��4��������	�����!1����.���2���
��4���C!����
���
�1*���	
��������B���	����
�#�� �
0���������_	��3�"���������%1&$�'���_�������� �0��#"�_�d�/!1&$�'�
)"B#�0
��4��������	�
!)��!�	*
�����#%���������	
�@A<�[f>���2������
��4���C!#�
0#�"�������
�.������/!���

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
���
�
�



�
f�

�
�

=��>�$�����"�
�
�< ��2��/��������	�
!)��!�	*
�����#%���������	
�
���[f>�� �0��#"�_�d�
�
e< ��2��&$�'�)"B#�0
��4��������	�
!)��!�	*
�����#���0��#"�_�d�

�
�
�
 
 



 4

การตรวจเอกสาร 
 
1. ความรูท่ัวไปเก่ียวกับเอนไซม 
 

เอนไซม คือ ตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพ การที่จะเขาใจถึง การทํางานของเอนไซมเหลานี้
ตองอาศัยความรูเกี่ยวกับโครงสรางของโปรตีนมาชวยอธิบาย ซ่ึงโปรตีนประกอบดวยกรดอะมิโน
มาตอกันเปนสายยาวดวยพนัธะเปปไทด กรดอะมิโนมคีุณสมบัติเปนไดทั้งกรดและเบส เมื่อละลาย
อยูในน้ําที่มี pH 7.0 จะอยูในสภาพไอออนิก โดยหมูอะมิโนอัลฟาจะอยูในสภาพทีไ่ดรับโปรตอน
เพิ่มขึ้นหนึ่งอะตอม (protonated  form, -+NH3) และหมูคารบอกซิลอยูในสภาพที่สูญเสียโปรตอน 
ไปหนึ่งอะตอม (deprotonated  form, -COO-) ดังนั้นกรดอะมิโนสวนใหญที่ pH 7.0 จะไมมีประจุ
สุทธิ (no net charge) โดยจะอยูในรูปไอออนที่มีขั้วประจสุองขั้ว หรือซวิทเทอรไออน (Zwitterion) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  ภาพแสดงโครงสรางของกรดอะมิโน  เมื่ออยูใน pH ที่เปนกรด กลาง และดาง 
ท่ีมา:  Mari (2006) 
 
โครงสรางของโปรตีนแบงออกไดเปนสี่ระดับคือ โครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) โครงสราง
ทุติยภูมิ (secondary structure) โครงสรางตติยภูมิ (tertiary structure) และโครงสรางจตุรภูมิ 
(quaternary structure) แตสายโพลิเปปไทดของเอนไซมไมไดอยูในรูปเสนตรง จะอยูในรูปที่พันกัน  
(folding) จนเปนกอน มีผลทําใหหมูแขนงขาง R (side chain R group) ของกรดอะมิโนที่ทําหนาที่
เรงปฏิกิริยา เขามาอยูใกลกนัเกิดเปนบริเวณเรง (active site) สําหรับสับสเตรท โคเอนไซม     
โคแฟกเตอร หรือสารที่มีโครงสรางคลายกับสับสเตรท (Walton, 1981) 
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เอนไซมสามารถลดพลังงานกอกัมมันตของปฏิกิริยา เอนไซม จะเรงเฉพาะชนดิของ
ปฏิกิริยา และชนิดของสารที่เขาทําปฏิกิริยา การเรงปฏิกิริยาของเอนไซม กําหนดให E เปนตัวเรง
ปฏิกิริยา (เอนไซม), S เปนสารตั้งตนเรียกวา สับสเตรท และ P เปนสารผลิตภัณฑ  

 
E + S    -------------->    ES   --------------->    E + P 

 

 
 
ภาพที่ 2  ภาพแสดงเอนไซมที่จับกับสับสเตรท   
ท่ีมา:  เยาวพา (ม.ป.ป.) 
 

เอนไซมบางตวัตองใชโคแฟคเตอร  (cofactor) 
 
การทํางานของเอนไซมบางตัวอาจตองมีสารอื่นนอกเหนอืไปจากสับสเตรท สารเหลานี้เปน

สารโมเลกุลเล็ก เรียกวาโคแฟคเตอรของเอนไซม โคแฟคเตอรบางตัวอาจจับแนนมากกับเอนไซม  
เชนจับดวยพนัธะโควาเลนท ซ่ึงในกรณนีี้อาจ เรียกวาเปน prosthetic group ของเอนไซม แตบางที
อาจแยกโคแฟคเตอรออกได ทําใหเอนไซมขาดความสามารถในการเรงปฏิกิริยา เอนไซมในสภาพที่
มีโคแฟคเตอรจับติดอยูและทํางานได เรียกวา โฮโลเอนไซม (holoenzyme) (Dixon and webb, 1979)
สวนโปรตีนทีเ่หลือหลังจากแยกโคแฟคเตอรแลว เรียกวา apoenzyme โคแฟคเตอรมี 2 ชนิดคือ 

 
1 อิออนของโลหะ ซ่ึงอาจชวยยึดสับสเตรทและโครงรางของเอนไซม หรือมีสวนเกีย่วของ

กับการเรงปฏิกิริยาโดยตรง อิออนเหลานี้จะไมถูกเปลี่ยนแปลงไปในปฏิกิริยา ตัวอยางของอิออน 
ของโลหะที่อาจเปนโคแฟคเตอรไดแก Zn2+, Mg2+, Fe2+ และ Cu2+ เปนตน 
 

2 โคเอนไซม (coenzyme) โคเอนไซมเปนโมเลกุลอินทรีย โดยมากมีตนกําเนดิมาจาก
วิตามินที่ละลายน้ําได ทําหนาที่ในปฏิกิริยาที่มีการโยกยายของหมูเคมี อะตอม หรืออิเล็คตรอน   
โดยการทําปฏกิิริยากับสับสเตรทเอง ดังนัน้โครงสรางของเอนไซมอาจเปลี่ยนแปลงไดระหวางที่
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เกิดปฏิกิริยา จงึมีลักษณะคลายกับสับสเตรทอีกชนิดหนึ่ง  แตโคเอนไซมมักทําปฏิกิริยาตอไป แลว
เปลี่ยนกลับคนืมาสูสภาพเดมิได 
 

โปรติเอส (Protease) 
 

โปรติเอสเปนปฏิกิริยาการสลายพันธะเปปไทดดวยน้ํา  แบงเปน 2 กลุมคือ 
 

 1  Exopeptidase (EC 3.4.11 ถึง 19) เปนเอนไซมยอย residue เดี่ยวจากปลาย C เอนไซมนี้
จะจําเพาะกับสับสเตรทที่เปนไดเปปไทดและเอนไซมจะทําการตัดหนวยของไดเปปไทดออกทั้งจาก
ปลาย N และปลาย C ซ่ึงสามารถแบงเอนไซมไดเปน 6 ประเภท ตาม ( Barrett, 1985)  คือ 

  
     1.1. Aminopeptidases (EC 3.4.11) คือโปรติเอสที่ยอยพันธะเปปไทดจากทางดาน
ปลายอะมิโน (N-terminal) ของโปรตีนเขามาทีละหนวย 

 
     1.2. Dipeptidases (EC 3.4.13) คือโปรติเอสที่มีความจําเพาะตอการยอยพันธะเปปไทด
ของ dipeptide   

 
     1.3.  Dipeptidyl-peptidases, Tripeptidyl-peptidases (EC 3.4.14) คือโปรติเอสที่ยอย
พันธะเปปไทดของโปรตีนจากทางดานปลายอะมิโนเขามาทีละสองหรือสามหนวย 

 
     1.4.  Dipeptidyl-dipeptidases (EC 3.4.15) คือโปรติเอสที่ยอยพันธะเปปไทดจากทางดาน
ปลายคารบอกซิล (C-terminal) ของโปรตีน เขามาทีละสองหนวย 

 
     1.5.  Carboxypeptidases (EC 3.4.16 ถึง 18)  คือโปรติเอสที่ยอยพันธะเปปไทดจาก
ทางดานปลายคารบอกซิลของโปรตีน เขามาทีละหนวย  แบงได 3 กลุมคือ Serine carboxy 
peptidases (EC 3.4.16), Metallo carboxypeptidases (EC 3.4.17) และ Cysteine carboxypeptidases 
(EC 3.4.18) 
 

    1.6.  Omega peptidases (EC 3.4.19)  คือโปรติเอสที่สามารถยอยพันธะเปปไทดของ
โปรตีน ไดทั้งจากทางดานปลายอะมิโนและปลายคารบอกซิล 
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 2.  Endopeptidase  (EC 3.4.21 ถึง 24 และ 99) เปนโปรติเอสที่ยอยสลายพันธะเปปไทด
ภายในสายโปรตีนซึ่งมักมีความจําเพาะตอชนิดของกรดอะมิโนระหวางตําแหนงพันธะเปปไทดที่
ยอย  สามารถแบงโปรติเอสตามกลไกการทํางานที่บริเวณเรง และความจําเพาะของเอนไซม (Dixon 
and Webb, 1979; Barrett et al.,  2003) ได 5 กลุมดังนี ้ 

 
    2.1  serine peptidase (EC 3.4.21) มีบริเวณเรงคือ serine และ histidine residue กลไกการ

เรงปฏิกิริยาขึ้นกับหมู hydroxyl ของ serine residue องคประกอบอื่นที่สําคัญในการเรงการตัดพนัธะ 
เปปไทดโดย serine peptidase คือ การมีหมู-NH- ที่สองสายแกนหลักเพือ่นํามาใชสําหรับพันธะ     
โฮโดรเจนกับการพัฒนาประจุลบของออกซิเจนจากหมูคารบอนิลของพันธะเปปไทดที่จับได ซ่ึง 
ยากที่จะวดัหาคาปริมาณที่มาตรฐานไดเนือ่งจากหมู -NH- จะมีความจาํเปนสําหรับโครงสรางที่เปน
อันหนึ่งอันเดยีวกันของโปรตีน ม ีpH ที่เหมาะสําหรับเกดิปฏิกิริยาที่ชวง 7-11 เอนไซมในกลุมนี้
ไดแก ไคโมทริพซิน (chymotrypsin) และทริพซิน (trypsin) เปนตน 

 
    2.2  Cysteine peptidase (EC 3.4.22) มีบริเวณที่เรงปฏกิิริยาคือ cysteine (-SH) และ 

histidine residue กลไกการเรงปฏิกิริยาจะคลายกับกลุมของ serine peptidase เปนอยางมากเนี่องจาก
จะมีการสรางโควาเลนทของสารตัวกลาง (covalent intermediate) โดยจะมีการจบันิวคลีโอไฟลซ่ึง
เปนอะตอมซลัเฟอรของสายขาง cysteine สวนสายขางของ histidine จะสงเสริมในการเปนตัวรับ
ไฮโดรเจนหรือบทบาทที่วิ่งกลับไปกลับมา เอนไซมเหลานี้จะไวตอออกซิเจน ม ีpH ที่เหมาะสําหรับ
เกิดปฏิกิริยาทีช่วง 6-7.5 ตัวอยางเอนไซมกลุมนี้ไดแก ปาเปน (papain) และบรอมิเลน (bromelain) 

 
    2.3  Aspartic peptidase (EC 3.4.23) มี aspartic residue เปนลิแกน เอนไซมกลุมนี้เชื่อวา

จะเรงการตดัพนัธะเปปไทด  โดยจะไมมีการใชหมูฟงกชันนัลของเอนไซมในการจับนิวคลีโอไฟท    
ยิ่งไปกวานัน้จะไมมีการสรางโควาเลนทของตัวกลาง ระหวางเอนไซมและสวนของสับสเตรท โดย
ปรากฏวาการเรงของ aspartic peptidase จะประกอบดวยสายขางของกรดแอสพารติกทั้งสองดาน ที่
คา pH ต่ําจะเหมาะสมกับเอนไซมกลุมนี้ซ่ึงเชื่อวาเปนธรรมชาติของหมูคารบอกซิลซ่ึงจะสงเสริม
การเรงโดยขอมูลโครงสรางจากการศึกษาผลึกดวยรังสีเอกซ (X-ray crystallo-graphic) ยืนยันวา
บริเวณสายขางทั้งสองเปนตําแหนงทีเ่หมาะที่จะทาํการตดัพันธะเปปไทดของสับสเตรท แสดงให
เห็นวาหมูคารบอกซิลทั้งสองจะอยูใกลชิดกันเพยีงพอที่จะใชพนัธะไฮโดรเจนรวมกันระหวาง
ออกซิเจนของกรดแอสพารติกทั้งสอง มี pH ที่เหมาะสําหรับเกิดปฏิกิริยาที่ชวง 2-4  ตัวอยาง
เอนไซมกลุมนี้ไดแก เรนนนิ (rennin) และเปปซิน (pepsin) เปนตน 
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    2.4  Metallopeptidase (EC 3.4.24)  ลิแกนโลหะใน metallopeptidase อยูที่ His,Glu, Asp 
และ  Lys residues เอนไซมกลุมนี้จะคลายกับ aspartic peptidase ซ่ึงจะไมมีการสรางโควาเลนทของ
ตัวกลาง เปนโปรติเอสที่มีอิออนของโลหะรวมในโมเลกุลเอนไซมหรือรวมในปฏิกริิยาการยอย 
กลาวคืออยูในลักษณะของโคเฟคเตอร  โดยปกติเปนสังกะสี แตอาจเปน Co2+, Mn2+, Ni2+ และ Cu2+  
เปนตน สามารถแบงแยกไดอีกขึ้นอยูกับจาํนวนอิออนโลหะที่ตองการในการเรงปฏกิิริยา 
metallopeptidase มากมายตองการ Zn2+ เพียงตัวเดยีว แตบางแฟมิล่ีตองการ 2 อิออนโลหะเพื่อเปน 
co-catalytic เชนอาจตองการ Co2+ หรือ Mn2+ 2 อิออน มี pH ที่เหมาะสําหรับเกิดปฏิกิริยาที่ชวง  7.0-
9.0 ตัวอยางเอนไซมกลุมนี้ไดแก Sepia proteinase และ collagenase เปนตน 

 
    2.5.  โปรติเอสชนิดที่ยังไมรูถึงกลไกการเรงปฏิกิริยา (EC 3.4.99) 

 
ตารางที่ 1  สารยับยั้งกจิกรรมของเอนไซมโปรติเอส  
 

Inhibitor Specificity of inhibition Suggested starting 
concentrations 

AEBSF or  (4-(2-aminoethyl) 
benzenesulfonyl fluoride) 
 
 
Antipain-dihydrochloride 
 
 
Aprotinin 

Serine proteases: trypsin, 
chymotrypsin, plasmin, 
plasma kalikrein and thrombin 
 
Papain, trypsin, cathepsin A 
and B 
 
Serine proteases: trypsin, 
chymotrypsin, plasmin and 
kalikrein 

0.10-1.00 mg/ml  
 
 
 

50.00 μg/ml  
 
 

0.06-2.00 μg/ml  
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
 

Inhibitor Specificity of inhibition Suggested starting 
concentrations 

Benzamidine, hydrochloride 
 
 
Bestatin 
 
Chymostatin 
 
E-64 
 
EDTA or  (ethylenediamine 
tetraacetic acid) 
 
Leupeptin 
 
 
 
Pepstatin 
 
1,10-phenanthroline 
 
 
 
PMSF or (phenylmethyl 
sulphonyl fluoride) 
 

Arginine-selective enzymes like 
trypsin, kallikrein and thrombin 
 
Amino peptidases 
 
a-, b-, g- and d-chymotrypsin 
 
Cysteine protease  
 
Metalloproteases 
 
 
Serine and cysteine proteases 
including plasmin, trypsin, 
papain and cathepsin B 
 
Aspartic proteases 
 
Metalloprotease inhibitor for 
chelating iron and divalent 
metals 
 
Serine and cysteine proteases 
like trypsin, chymotrypsin, 
kallikrein, subtilisin and 
thrombin 

0.10-0.60 μg/ml  
 
 

40.00 μg/ml  
 

6.00-60.00 μg/ml  
 

0.50-10.00 g/ml  
 

0.20-0.50 mg/ml  
 
 

0.50 μg/ml  
 
 
 

0.70 μg/ml  
 

4.00 g/ml  
 
 
 

17.00-170.00 g/ml  
 

 



 10

ตารางที่ 1 (ตอ) 
 
Inhibitor Specificity of inhibition Suggested starting 

concentrations 
Phosphoramidon 
 
 
Trypsin Inhibitor, Soybean 

Collagenase, thermolysin and 
metalloendoproteinases 
 
Serine proteases specific to 
trypsin/ trypsin-like proteases 

4.00-330.00 μg/ml  
 

 
Use at equimolar  

concentration 

ที่มา:  Amresco® (2003-2004) 
 

2. เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
 
อัลคาไลนโปรติเอสพบวามีทัง้ในพืช สัตว และโดยเฉพาะในจุลินทรียซ่ึงมีทั้งแบคทีเรีย 

(bacteria), เชื้อรา (fungi) แอคติโนมัยซีท (actinomyces) และยีสต (yeast) 
 
Miyaji et al. (2005) ไดแยกแบคทีเรียจากดินของ Abashiri ประเทศญี่ปุนเพื่อหาแบคทีเรีย

ซ่ึงผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส สําหรับการทําใหบริสุทธิ์ และศึกษาคุณสมบัติของโปรติเอส 
พบแบคทีเรียสายพันธุ Stenotrophomonas maltophilia และใหช่ือวา S-1 แบคทีเรียนีส้ามารถเจริญ
บนเคซีนซึ่งเปนแหลงคารบอนได โปรติเอสที่บริสุทธิ์ กําหนดชื่อใหเปน S. maltophilia Protease-1 
(SmP-1) มีอุณหภูมแิละ pH ที่เหมาะสมสําหรับทําปฏิกิริยาคือ 50°C และ 12 ตามลําดับ ไดมวล
โมเลกุลที่หาโดย SDS-PAGE เทากับ 40 kDa  SmP-1 สามารถยอยสลายโดยออกซิไดซสายอินซูลิน 
B ไดเปน Leu6-Cys7, Cys7-Gly8, Tyr16-Leu17 และ Leu17-Val18 มีลําดับกรดอะมิโนที่ N-
terminal ของอัลคาไลนโปรติเอสที่บริสุทธิ์คือ NH2-SASAPMVSGVAALVLE เปนที่นาพอใจวา 
pH ที่เหมาะสมนั้นมีความเปนดางสูงมาก และเอนไซมคงตัวตอความรอนทําใหประยุกตใชไดกวาง
สําหรับอุตสาหกรรมอาหารและอื่นๆ 
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Mehta et al. (2006) ไดศึกษาการแสดงออกของการสังเคราะหเอนไซมอัลคาไลน         
โปรติเอสจากเชื้อแอคติโนมัยซีทในกลุมทีม่ีความเปนดาง โดยใช  glucose, peptone, yeast extract, 
KH2PO4 และ amino acids; tyrosine, tryptophan, lysine, และ arginine. โดยการกระตุนการผลิต
เอนไซมมีการจํากัดดวยองคประกอบเหลานี้ นอกจากนี้พบวาองคประกอบของ crude เชน  
molasses, wheat Xour, และ wheat bran มีผลตอการเจริญและการผลิตเอนไซม การผลิตเอนไซมที่
ใชในอุตสาหกรรมระดับสูงโดยผลิตเปนการคา ตองมีราคาถูกและหาไดจากแหลงธรรมชาติ ในการ
พบเชื้อนี้ในอนาคตมีความเปนไปไดทีจ่ะผลิต และสามารถควบคุมการสังเคราะหเอนไซมได 
 

Aftab et al. (2006) แยกแบคทีเรียที่ชอบดางได 53 isolates จากทุงนาหลากหลายที่ของ
เมือง Karashi ซ่ึงประกอบดวยหลายเชื้อชาติ และพบวา 25 isolates ที่สามารถผลิตอัลคาไลน         
โปรติเอสโดยมี Bacillus brevis SSA1 ผลิตเอนไซมไดดีทีสุ่ดเทากับ 800 AU/ml จึงถูกเลือกเพื่อ
การศึกษาตอไป 

 
ไดมีการศึกษาเชื้อราจากชายฝงทะเลอยางกวางขวาง ซ่ึงคาดหวังวาจะผลิตสาร                

เมแทบอลิซึมระดับสอง  และใชประโยชนจากเอนไซม lignocellulolytic ทางไบโอเทคโนโลยี  แตมี
การศึกษาเพียงเล็กนอยของเชือ้ราในตะกอนใตทะเลลึก โดยรายงานฉบับนี้ทําการศึกษาโปรติเอสที่
ทนสภาวะเปนดาง และความเย็นได  แยกได 221 เชื้อจาก 5,000 m ในศูนยกลาง Basin ของอินเดีย 
เชื้อรามากมายเจริญ และผลิตเอนไซม อัลคาไลนโปรติเอสที่ 5°C และ 30°C และความดัน 1 atm  
Aspergillus ustus (NIOCC #20) ผลิตเอนไซมไดสูงที่สุดเทากับ 1,639 ACU/ml จึงถูกเลือกมาใช
ศึกษาตอไป (Damare et al., 2006)   
 
 Alam et al. (2006) ในสภาวะที่ไรอากาศ แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมยอยโปรตีนแยกไดจาก
ตะกอนของทะเลสาปของ Leh, India เมื่อศึกษาคุณสมบตัิทางสัณฐานวิทยา, ชีวเคมี และ 16S rRNA 
และจําแนกไดเปน Clostridium species ซ่ึงคลายกับ Clostridium subterminale ผลิตอัลคาไลน      โป
รติเอสออกนอกเซลล และพบวาเอนไซมทีผ่ลิตมีทั้ง serine และ metalloprotease 
 
 Chu (2007) พบแบคทีเรีย 35 สายพันธุที่สามารถปลดปลอยอัลคาไลนโปรติเอสซึ่งแยกได
จากดินและน้ําเสียที่อยูใกลโรงงานนม โดยสายพันธุ APP1 พบ yield ของอัลคาไลนโปรติเอสสูงสุด
เทากับ 2,560 U/ml ซ่ึง สามารถจําแนกไดเปน Bacillus sp.  
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3. การประยุกตใชเอนไซมอัลคาไลนโปรตเิอสในอุตสาหกรรม 
  

ในป 1983 มีการตีราคาขายของอุตสาหกรรมเอนไซมทั้งหมดของโลกอยูที่ 400 ลาน
ดอลลาร และ 75% ของอุตสาหกรรมเอนไซมทั้งหมดเปนเอนไซมชนดิ hydrolytic ซ่ึงใชสําหรับ 
depolymerization ของสับสเตรทธรรมชาติ และในอนาคตป 2005 การคาดคะเนมูลคาสําหรับ
อุตสาหกรรมเอนไซมอยูที่ 1.7 ถึง 2 พันลานดอลลาร (Godfrey and West, 1996) 

 
มีการใชอัลคาไลนโปรติเอสใชในอุตสาหกรรมอาหาร, อาหารสัตว, อุตสาหกรรมการฟอก

หนัง, จุดประสงคทางยา และการบําบัดของเสีย  ดังนี ้
 

การใชในอุตสาหกรรมอาหาร  
 

ไดมีการนําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมาใชในอุตสาหกรรมอาหารมากมาย  เชนเอนไซม  
alcalase  เปนเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตเปนการคา สามารถยอยโปรตีนที่ไดจากพืช เนื้อ
ปลา หรือเนื้อสัตวชนิดตางๆ โดยการสลายพันธะเปปไทดของสายโปรตีน อาจนํามายอยเนื้อสัตว
เพื่อใหไดกล่ินและรสที่ดี นําไปเปนซุปกอนหรือซุปเขมขน โดยใชกรดอะมิโนอิสระ, ได หรือไตร
เปปไทดที่สามารถตกตะกอนไดในการผลิต เปนตน (Pedersen et al., 1994) ป 1989 นักวิชาการ
อเมริกันรายงานวามีการประยุกตใชอัลคาไลนโปรติเอสในการยอยโปรตีนที่มีสารที่ทําใหเกิดภมูิแพ
ในเดก็จากเคซีน, เวยโปรตีน และโปรตีนถ่ัวเหลือง   

 
Godfrey and West (1996) โปรติเอสทําใหเกิดความนุมของ dough ซ่ึงใชทําคุกกี้ (cookies), 

ขนมปงกรอบ (wafers) และ ขนมปงอบ (waffles) เปนตน ทําใหไดความกรอบ มีสีเปลือกขนมปงที่
ดี และปรับปรงุรสชาติ เพื่อใหไดผลิตภณัฑที่ดี และใชในกระบวนการทําใหเครื่องดื่มมีความใส 
(clarification) และทําใหนมเกิดการตกตะกอน (coagulating) เพื่อนําไปทําเนย (cheese) 

 
นอกจากนี้ยังมกีารใช protein hydrolysates ในอาหาร และผลิตภัณฑเพื่อสุขภาพ ซ่ึง       

เปปไทดสกัดไดจาก เคซีน, เนย, ถ่ัวเหลือง, เนื้อ และแหลงอื่นๆอีกมากมาย โดยเอนไซม 
ตัวอยางเชน นวิทรัล หรืออัลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตจาก B. subtilis โดยใช protein hydrolysates 
ผสมทําเปนเครื่องดื่มสําหรับนักกฬีา, เครือ่งดื่มที่มีสารอาหารสําหรับผูสูงอายุ, ใชในจุดประสงค 
ของการลดความอวน และเพิ่มความแข็งแรงของรางกาย  
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การใชเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในอุตสาหกรรมการฟอกหนัง 
 

ในการกําจัดขนออกจากหนงัสัตว (dehairing) โดยเอนไซมจะไปทําลายโปรตีน เกิดการยอย
สลาย elastin และ keratin (Taylor et al., 1987) สวนสภาวะที่เปนดางจะทําใหรากขนโปงพอง  ทํา
ใหงายตอการกําจัดขนและเปนวิธีที่งายกวาการใชโซเดียมซัลไฟด ทําใหไดสินคาที่ดี และหนังมี
ความนุม (Malathi and Chakraborty, 1991) 
 

การใชในอุตสาหกรรมยา 
 

Sjodahl et al. (2002) พบวาเอนไซมยอยโปรตีนสนับสนุนกระบวนการรักษาโดยธรรมชาติ
ซ่ึงประสบความสําเร็จในการจัดการกับแผลเปอย โดยมีประสิทธิภาพในการกําจัด necrotic material 

 
Godfrey and West (1996) รายงานวาเปปไทดของการบําบัดโรคสําหรับยุโรป และ

สหรัฐอเมริกา มีมูลคาประมาณ 400 ลานดอลลารในป 1994 ใชเกีย่วกับการบําบัดโรค และทดสอบ
เกี่ยวกับคลินิก เปนยาของอนาคต และปริมาณการสังเคราะหจะเจริญกาวหนาไปอีก 20 ป มีความ
เปนไปไดที่จะรักษาโรคอัมพาต (paralysis), โรควิกลจริตมีจิตเสื่อม (dementias), โรคเรื้อรัง 
(chronic), โรคประสาทเสื่อมอยางรุนแรง (acute neurodegenerative) ความผิดปกติทางกาย, ใจ 
(disorders) เชน โรคของ Alzheimer และโรคความบกพรองของกลามเนื้อ (muscular dystrophies) 
 

การบําบัดของเสีย เพื่อเพิ่มคณุคาของเหลือทิ้งประเภทโปรตีนใหเปนประโยชน 
 

พวกเขาสัตว ขนนก และขนสัตว เปน fibrous proteins เปนสิ่งที่แทบใชประโยชน         
ไมได แตปจจบุันสามารถนํากลับมาใชประโยชนได เชน Dalev (1994) ไดศึกษาการใชเอนไซม             
อัลคาไลนโปรติเอสจาก B.subtilis มายอยขนสัตวจากโรงงานฟอกหนังสัตว ซ่ึงขนสัตวมีประมาณ   
5% ของมวลตวัของสัตวปก และสามารถเปนแหลงโปรตีนสูงสําหรับอาหารสัตว    

 
Wang et al. (2006) ศึกษารายงานทีว่าสวนหัว, เปลือก และหางของกุงถูกกําจัดระหวาง

กระบวนการผลิต และมีประมาณ 50% ของกุงที่จับได ดงันั้นการผลิตที่เพิ่มขึ้นทําใหสวนของกุงเปน
ปญหากับสิ่งแวดลอม ไมสามารถควบคุมการทิ้งได He et al. (2006) จึงใชประโยชนจากไคติน  และ
องคประกอบของโปรตีนในเปลือกกุงเหลือทิ้ง ซ่ึงวิธีดั้งเดิมจะใชสารเคมี NaOH ในการยอยส่ิง
เหลานี้  ปจจุบนัใชวิธีทางชวีภาพโดยใชจุลินทรียที่ผลิตโปรติเอส หรือเอนไซมยอยโปรตีน เพื่อนํา
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โปรตีนกลับมาใชใหมสําหรับการผลิตองคประกอบทางชีววิทยา (Gagne and Simpson, 1993;       
Oh et al., 2000) 
 

Godfrey and West (1996) ในอุตสาหกรรมอาหาร และเครื่องดื่ม สวนใหญจะมีโปรตีนที่
มากมาย ไดจากการฆาสัตว, จากโรงงานปลา และจากอุตสหกรรมผลิตนม เปนตน ซ่ึงจะปลอยของ
เสียออกมา เราสามารถพัฒนาในการประยกุตใชเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในการบาํบัดน้ําเสีย 
และอาจนําไปเปนอาหารสัตวได เนื่องจากการยอยสลายโปรตีนจะไดกรดอะมิโน และเปปไทด  
นอกจากนี้โรงงานสวนใหญมีการนําไปพฒันาสําหรับการผลิต yeast extracts 

 
การนําไปใชประโยชนอ่ืนๆ 

 
Najafi et al. (2005) ศึกษาพบวามีรายงานการนําอัลคาไลนโปรติเอสไปใชในอุตสาหกรรม

ส่ิงทอ โดยกําจัดชั้นของ sericin จากเสนใยของไหมดบิ เพื่อปรับปรุงความเงางาม และความนุมของ
เสนไหม  และรายงานของ สิริรัตน (ม.ป.ป.) กลาวถึงการลอกกาวไหมดวยเอนไซม (Enzymatic 
degumming) ซ่ึงเปนตัวเรงปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะตอเสนใยหรือสับสเตรท ทําใหไมเปนอันตราย
ตอเสนใย ภาวะที่ใชกไ็มรุนแรง สามารถนํามาใชทําแทนสารเคมี ปริมาณที่ใชไมสูงมากนัก สามารถ
ประหยดัน้ํา และพลังงาน ทีสํ่าคัญสามารถตอบสนองตอความตองการในปจจุบนัที่ตองการ
กระบวนการทีเ่ปนมิตรกับสิง่แวดลอมจึงทาํใหเอนไซมเปนทางเลือกหนึ่งที่มักนํามาศึกษาหรือใชใน
กระบวนการสิง่ทอ 

 
ดวงกมล และเปรมวดี (2548) ไดทํางานวิจยัคัดเลือกแบคทีเรียที่คาดวาผลิตเอนไซมที่

สามารถยอย sericin โดยไมยอย fibroin โดยวิธี RD-TEA โดยใชหลักการซึมผานวุนของเอนไซมไป
ยังพื้นผิวที่ฉาบไวดวยโปรตนี และตรวจสอบบริเวณที่เอนไซมยอย พบแบคทีเรีย 3 สายพันธุคือ 
GR_5_4, 4TS9_001 และ HIC_13_8 สามารถยอย sericin ไดดี โดยจะศกึษาความเปนไปไดที่จะ
นําไปใชลอกกาวไหม 

 
มีรายงานวาใชอัลคาไลนโปรติเอสยอยสลาย gelatinous ที่coat อยูบน X-ray films ซ่ึง

สามารถนํา silver กลับมาได และโปรติเอสใชประโยชนสําคัญ เปนองคประกอบของผลิตภัณฑ
เภสัชกรรม เชนตัวทําความสะอาดคอนแทคเลนส (Anwar and Saleemuddin, 2000) 
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4. จุลินทรียท่ีผลิตอัลคาไลนโปรติเอสท่ีใชในการคา 
 
ตารางที่ 3  เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ใชในทางการคา 
 

Organism Trade name Manufacturer 
Bacillus  licheniformis 
 
Alkalophilic  Bacillus  sp. 
 
Alkalophilic  Bacillus  sp. 
 
Alkalophilic  Bacillus  sp. 
 
Alkalophilic  Bacillus  sp. 
 
Aspergillus  sp. 
 
Protein  engineered  variant 
  of  Savinase®   
 
Protein  engineered  variant 
  of  alkalophilic Bacillus  sp  
 
Genetic  engineered 
 Donor-B.  Lentus 
 Expressed  in  Bacillus  sp 

Alcalase 
 
Savinase,  Esperase 
 
Maxacal,  Maxatase 
 
Opticlean,  Optimase 
 
Proleather 
 
Protease  P 
 
Durazym 
 
 
Maxapem 
 
 
Purafect 

Novo  Nordisk, Denmark 
 
Novo Nordisk,  Denmark 
 
Gist-brocades, The Netherlands 
 
Solvay  Enzymes  GmbH, Germany 
 
Amano  Pharmaceuticals  Ltd.,  Japan 
 
Amano  Pharmaceuticals  Ltd.,  Japan 
 
Novo  Nordisk, Denmark 
 
 
Solvay  Enzymes  GmbH,  Germany  
 
 
Genecor  International,  Inc.,  USA 

ท่ีมา: Kumar (1999) 
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5.  การปรับปรุงสายพนัธุ 
 

Gupta (2002) ไดศึกษาวามกีารปรับปรุงสายพันธุจุลินทรยีโดยการทําใหเกิดการกลายพันธุ 
(mutagenesis; UV,  chemical) หรือ recombinant DNA technology โดยคัดเลือกที่แสดงการผลิตโป
รติเอสที่สูง โดยทําการแยกและ cloning ยีนที่ encoded ยีนอัลคาไลนโปรติเอส ทําใหแสดง ออกใน 
host ใหม ซ่ึง host ที่ใชคือ Escherichia coli และ B. subtilis c172-14 มีรายงานวา rDNA technology 
ใชในการพัฒนาทางพันธุวศิวกรรมของสายพันธุ B. pumilis โดยนํา pBX 96 plasmid (carrying α-
amylase amy gene) เขาสู host สายพันธุของ B. pumilis  c172 ที่ชอบความเปนดาง โดย 
transformation พบวาระดับของอัลคาไลนโปรติเอสในสายพันธุใหมเพิม่ขึ้น 43% เมื่อเปรียบเทียบ
กับสายพันธุพอแม นอกจากนี้ยังมีการทํา protein engineering โดยการเปลี่ยนสมบัติของโปรตีน ซ่ึง
เปลี่ยนที่โครงสรางปฐมภูมิของโปรตีน เทคนิคนี้จะทําใหโปรตีนทนตอ pH และอณุหภูมิสูง   

 
อัลคาไลนโปรติเอสชนิด serine ซ่ึงมีกิจกรรมการยอย เคซนี สรางโดย Penicillium citrinum 

strain 52-5 เปนสารที่ทําใหเกิดโรคภูมิแพ ทําใหบริสุทธิ์โดย DEAE-Sepharose และ carboxymethyl 
(CM)-Sepharose มีคา pI เทากับ 7.1 กิจกรรมของเอนไซมนี้ศึกษาไดโดยโปรตีนจะมีความจําเพาะ
กับซีรัม IgE ของผูปวยที่เปนภูมิแพกับ Penicillium citrinum โดยสารที่ทําใหเกิดโรคภูมิแพนี้ 
encoded โดยยนี Pen c 1 แสดงออกใน Escherichia coli เปน recombinant Pen c 1 ทําใหผลิต
เอนไซมในปรมิาณที่มาก นํามาใชประโยชนเปนสารมาตรฐานที่ทําใหเกิดโรคภูมิแพ ซ่ึงจําเพาะ
สําหรับการตรวจโรคทางภูมคิุมกันของความผิดปกติขั้นสงู (Su et al., 1999)   

 
6. การทําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสท่ีไดจากจุลินทรียใหบริสุทธ์ิ 
 

แบคทีเรีย 
 

Thangam and Rajkumar (2002) ไดศึกษาอลัคาไลนโปรติเอสที่ผลิตออกมานอกเซลลจาก
แบคทีเรีย Alcaligenes  faecalis ที่ชอบสภาพที่เปนดาง ซ่ึงถูกทําใหบริสุทธิ์โดยโครมาโตรกราฟ
แบบแลกเปลี่ยนประจุ และ size-exclusion เอนไซมที่บริสุทธิ์มีคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 563.8 
μmol tyrosine/min/mg protein ใหแถบโปรตีนเดยีวบน native PAGE และ SDS-PAGE มวลโมเลกุล 
67 kDa เมื่อทํา gelatin zymogram เห็นวงใสรอบบริเวณเปนแถบโปรตีน pH ที่เหมาะสมเทากับ 9.0 
มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดที่ 55°C ถูกยับยั้งโดย PMSF ที่ serine residues ที่บริเวณ active มีคา 
Km และ Vmax เทากับ 1.66 mg/ml และ 526 U/min/mg protein ตามลําดับ ซ่ึงมีเคซีนเปนสับสเตรท 
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Adinarayana  et al. (2003)  ไดศึกษาการทาํใหบริสุทธิ์ และศึกษาคณุสมบัติบางประการ
ของอัลคาไลน serine protease พบวามีความคงตัวที่อุณหภูมิสูง จาก Bacillus subtilis PE-11ที่แยกได
ใหม โดยทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ 2 ขั้นตอน คือการตกตะกอนดวย (NH4)2SO4 และโครมาโตกราฟ  
Sephadex G-200 หามวลโมเลกุลโดยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสแบบ SDS-PAGE ได 15 kDa ซ่ึงเปน
มวลโมเลกุลที่ต่ํา กิจกรรมของเอนไซมอยูที่ 60°C pH 10.0 ซ่ึงมีเคซีนเปนสับสเตรท ไดเอนไซมมี
ความบริสุทธิ์ 21 เทา และมี yield 7.5% เอนไซมนี้คงตัว 100% ที่ 60°C หลังจากบมเปนเวลา 350 
min สวนความคงตัวของ pH อยูระหวาง 8-10 สามารถกระตุนดวยอิออนของโลหะ เชน Ca+2, Mg+2, 
และ Mn+2 กิจกรรมของเอนไซมถูกยับยั้งโดย PMSF และ DFP แตไมถูกยับยัง้อยางรนุแรงโดย 
EDTA สวน pCMB และ beta-ME มีการยบัยั้งนอย การใชเอนไซมรวมกับ detergents ที่ใชทาง
การคาซึ่งมี 10 mM CaCl2 และ1M glycine เปนองคประกอบอยูดวย พบวาจะปรับปรุงประสิทธิภาพ
ความคงตัวของเอนไซมซ่ึงทําใหคงเหลือกจิกรรม 52% ของกิจกรรมเอนไซม หลังจากผานไป 3 h 
และทําใหเอนไซมมีประสิทธิภาพในการทาํความสะอาดรวมกับ detergents หลายชนดิ สามารถ
กําจัดเลือดทีใ่ชเปนสียอมกบัผาไดอยางสมบรูณ  
 

มีรายงานโปรติเอสที่ผลิตโดย  Aeromonas caviae ถูกทําใหบริสุทธิ์ และนําไปศกึษา
คุณสมบัติ พบวามวลโมเลกลุของ AP19 ที่วิเคราะหโดย SDS-PAGE มีประมาณ 19 kDa และ
กิจกรรมของโปรติเอสไมถูกยับยั้งอยางสมบรูณดวยความรอน 100°C สําหรับ 15 min แตยับยั้งได
โดยสารยับยั้ง metalloprotease (Nakasone et al.,  2004)   
 

Mei and Jiang (2005) ไดศึกษาอัลคาไลนโปรติเอสจาก Vibrio metschnikovii  DL 33–51 
ซ่ึงทนตอการออกซิเดชัน และสารลดแรงตึงผิว ทําใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยอะซิโตน,      
Q-sepharose และ Sephacryl S-100 เจลฟลเตรชันโครมาโตกราฟ เอนไซมมีมวลโมเลกุล 29.5 kDa 
ซ่ึงหาไดจากวธีิ SDS-PAGE พบวาอุณหภมูิ และ pH ที่เหมาะสมคือ  60°C และ 12.0 ตามลําดับ     
โปรติเอสมีความคงตัวในชวง pH  9.0–11.0 คร่ึงชีวิตของเอนไซมอยูที่ 50°C และ 60°C ที่ 7.5 h และ 
30 min ตามลําดับ กิจกรรมของเอนไซมสามารถกระตุนโดยสาร surfactants ที่ขายเปนการคา เชน 
Triton X-100, Tween-80 และ bleaches (H2O2, sodium hypochlorite) นอกจากนี้สามารถกระตุน
กิจกรรมโดย Mn2+ และ Ba2+ ทําใหกจิกรรมของเอนไซมเพิ่มขึ้น19 และ 18% ตามลําดับ 

Gupta et al. (2005) ไดศึกษาสายพันธุ Pseudomonas aeruginosa PseA ที่แยกไดจากดนิ 
ปลดปลอยอัลคาไลนโปรติเอสชนิดใหม ซ่ึงมีความคงตัว และมกีิจกรรมเมื่ออยูในตวัทําละลาย
อินทรียได ทนตอ detergents, surfactants และ solvents มีความเปนไปไดที่จะใชในการเรงปฏิกิริยา
ในสารละลายที่ไมใชน้ํา ทําใหบริสุทธิ์ 11.6 เทา ได yield 60% โดยใชโครมาโตกราฟแบบแลก 
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เปลี่ยนประจุ Q-Sepharose และโครมาโตกราฟที่ใชแรงระหวางไฮโครโฟบิก (Phenyl Sepharose) 
รวมกัน สวนมวลโมเลกุลจาก SDS-PAGE ไดประมาณ 35 kDa เอนไซมคงตัวในชวง pH 6.0–9.0 
และ pH ที่เหมาะสมเริ่มที่ 8.0 Km และ Vmax ตามกิจกรรมการยอยสลายเคซีน พบวาเทากับ 2.7 
mg/ml และ 3 mol/min ตามลําดับ โปรติเอสโดยมากมีกจิกรรมที่ 60°C ได พบวาเอนไซมมีสมบัติ
เปน metalloprotease เนื่องมาจากมีความไวตอ EDTA และ 1,10-phenanthroline  

 
แอคติโนมัยซีท 

 
อัลคาไลนโปรติเอสใหมจาก Nocardiopsis sp. แยกจากตัวอยางดินที่เก็บทางตะวนัออก 

เฉียงเหนือของประเทศบราซิล crude extract (CE) ทําใหบริสุทธิ์บางสวน partially purified extract 
(PPE) โดยตกตะกอน 0-20% (NH4)2SO4 และ Sephadex G-75 ไดความบริสุทธิ์ 26 เทา และ 34 % 
yield พบวา pH ที่เหมะสมของกิจกรรมเอนไซมอยูที่ pH 10.5 และ 8.0 สําหรับ CE และ PPE 
ตามลําดับ จะเห็นวาเอนไซมมีคงตัวที่ pH เปนดาง และอณุหภูมิที่เหมาะสมคือ 50°C เหมือนกนั 
พบวาหลังจากบม 120 min เหลือกิจกรรมของเอนไซมมากกวา 75% เมื่อใชสารยับยัง้ที่จําเพาะทําให
มีความเปนไปไดที่จะแสดงวาเอนไซมอยูในกลุม serine protease มีกิจกรรมของโปรติเอส 50 U/mg 
สําหรับ CE และ 1260 U/mg สําหรับ PPE (Moreira et al.,  2003) 

 
เชื้อรา 

 
 Barata et al. (2002)  ไดศึกษาอัลคาไลนโปรติเอสชนิด serine ปลดปลอยโดย Fusurium 

oxysporum var. lini เชื้อราสามารถเจริญในที่มีเจลาตินเปนแหลงไนโตรเจน และแหลงคารบอน 
โปรติเอสทําใหบริสุทธิ์ใน 3 ขั้นตอนคือ ใชโครมาโตรกราฟ Q Sepharose, Mnity และ MonoQ สวน
การวิเคราะห SDS-PAGE ของโปรตีนบริสุทธิ์พบวามีมวลโมเลกุล 41 kDa โปรติเอสมีกิจกรรม
เหมาะสมที่ 45°C  และแสดงการลดลงของกิจกรรมอยางรวดเร็วที ่48°C และมี pH ที่เหมาะสม
ประมาณ 8.0 สมบัติของโปรติเอสแสดงวาไอออนบวก Ca2+ และMg2+ เพิ่มกิจกรรมของเอนไซม 
เมื่อใช Nu- benzoyl-DL arginine p-nitroanilide เปนสับสเตรททดสอบสารยับยั้งของเอนไซมพบวา
ถูกยับยั้งโดย  4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride hydrochloride, p-aminobenzamidine 
dihydrochloride, aprotinin, 3-4 dichloroisocoumarin และ IV- tosyl-L-lysine chloromethyl ketone 
ไมถูกยับยั้งโดย EDTA หรือ 1,10-phenanthroline โปรติเอสมีคาคงที่ของ Michaelis-Menten เปน 
0.16 mM และ Vmax เทากับ 0.6 μmol product/min.mg เมื่อวิเคราะหการยับยั้งของเอนไซมพบวา 
เปนการยับยั้งแบบแขงขันโดย p-aminobenzamidine dihydrochoride คา Ki  ที่ไดคือ 0.04 mM  
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Tunga et al. (2003) อัลคาไลน serine protease ผลิตออกมานอกเซลล โดยเชื้อรา    
Aspergillus parasiticus  ดวยการหมักแบบ solid state ถูกทําใหบริสุทธิ์จากการตกตะกอนดวย         
อะซิโตน, โครมาโตรกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิออน และเจลฟลเตรชัน โดยใชเครื่อง FPLC มีความ
บริสุทธิ์ 200 เทา และศึกษาคุณสมบัติพบวามีมวลโมเลกุลคือ 23 kDa ซ่ึงหาไดจาก SDS-PAGE 
เอนไซมนี้มีความคงตัวในชวง pH ที่กวาง 6.0-10.0 และอุณหภูม ิ4°C -40°C แสดงกจิกรรมสูงสุดที่ 
pH 8.0 และ 40°C เอนไซมยงัคงเหลือกิจกรรมเมื่ออยูในที่ที่มี oxidizing และ reducing agents มี
ความคงตัวใน detergents ที่หลากหลาย โลหะหนกั Hg2+ Co2+and  Sn2+

  ไมมีผลตอกิจกรรมของโป
รติเอส ยับยั้งโดยสารยับยัง้โปรติเอสชนิด serine คือ PMSF มันเปนการยืนยนัวาโปรติเอสบริสุทธิ์อยู
ใน serine family 

 
เชื้อรากับกิจกรรมของโปรติเอส  และไคติเนสซึ่งแยกไดจากดิน จําแนกไดเปนเชื้อรา 

Aspergillus fumigatus Fresenius TKU003 ซ่ึงผลิตโปรติเอส และไคติเนส โดยสามารถเจริญใน
อาหารที่มีผงของเปลือกกุงและปู (SCSP) จากของทะเลที่เหลือทิ้งแลว โปรติเอสที่ผลิตออกมานอก
เซลลถูกทําใหบริสุทธิ์ มวลโมเลกุลของโปรติเอส TKU003 เปน 124 kDa โดยวิธี SDS-PAGE ซ่ึงมี
มวลโมเลกุลสูง คา pI สําหรับ TKU003 คือ 8.3 มีสภาวะที่เปนดาง pH และอุณหภูมิทีเ่หมาะสมคือ 
8.0 และ 40°C ตามลําดับ สวนความคงตัวของ pH  และอุณหภูมิคือ 6.0–10.0 และ 50°C ตามลําดับ 
กิจกรรมของเอนไซมสามารถถูกยับยั้งอยางรุนแรงโดย PMSF จึงเปนโปรติเอสชนิด serine (Wanga 
et al.,  2005) 

 
ยีสต 
 
อัลคาไลนโปรติเอสจาก Oerskovia xanthineolytica TK-1 ทําใหบริสุทธิ์โดย phenyl-

sepharose CL-4B และ DEAE-sephacel ผานเจลอิเล็กโตโฟรีซีส มีมวลโมเลกุลของเอนไซม คือ 20 
kDa โดย SDS-PAGE เอนไซมโดยมากมกีิจกรรมที่ pH 9.5 ถึง 10.0 และ 50°C ยับยั้งโดยสารยับยัง้ 
serine protease นอกจากนี้เอนไซมยังสามารถยอยสลายพันธะเอสเตอรของ phenylalanine among 
N-CBZ amino acid p-nitrophenol esters อยางสมบรูณ (Saeki et al.,  1994) 
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7. ขอมูลการศึกษา Bacillus sp. A39 ท่ีนํามาผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส ซ่ึงนํามาใชในการ    
     ทําใหบริสุทธ์ิคร้ังนี ้
 

สุดธิดา (2548) ไดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยโปรตีนในสภาวะที่เปนดาง 
จํานวน 61 สายพันธุ จากตัวอยางดิน 30 ตวัอยาง โดยใชอาหาร basal medium agar (BMSM) ที่เติม 
1% skim milk  pH 11.0 และคัดเลือกสายพนัธุที่ผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสสูง โดยเปรียบ 
เทียบอัตราสวนและผลตางระหวางเสนผาศูนยกลางของวงใสและเสนผาศูนยกลางของโคโลนี และ
นํามาคัดเลือกโดยการเปรียบเทียบกจิกรรมของ crude enzyme ที่ผลิตในอาหารเหลว BMSM pH 
11.0 พบวาเชือ้สายพันธุ A39 สามารถผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสไดสูงสุดที่เวลา 36 h  และ
เปนแบคทีเรียในจีนัส Bacillus sp. (ภาคผนวกที่ ง1 ) ซ่ึงแยกไดจากตวัอยางดินสวนลําไย จ.จนัทบุรี 
ดินบนตนที่ 5 ไมราดสาร KClO3 จากการศึกษาเมื่อนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว BMSM ที่มี skim milk 
2.5 g/l พบวา Bacillus sp. A39สามารถผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสไดสูงสุดถึง 2.58 U/ml และ
สันนิษฐานวา เคซีนเปนโปรตีนที่สําคัญในการเปนตวัเหนี่ยวนําใหแบคทีเรียสรางเอนไซม และไดมี
การศึกษาคณุสมบัติของ crude enzyme (ตารางที่ 4) 

 
8. ความรูท่ัวไปเก่ียวกับการทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิ 
 

การทําใหโปรตีนเขมขน 
 

วิธีการตกตะกอนโปรตีนตาม Roe (2001) แบงออกเปน 
 
1. การตกตะกอนที่คาจุดไอโซอิเลคทริค (Isoelectric pH; pI) เรียกวิธีการนี้วา Isoelectric 

precipitation โดยโปรตีนแตละชนิดมีคา pH ที่ทําใหสมดุลของประจสุุทธิบนโมเลกุลเปนเปนศนูย 
เรียกคานีว้าจดุไอโซอิเลคทริค เปนคาเฉพาะตัวของโปรตนีแตละชนิด เมื่อใดที่มีการปรับคา pH ของ
สารละลายโปรตนีผสมจนกระทั่งมีคาเทากับคา pI ของโปรตีน โปรตีนจะรวมตัวกนัตกตะกอน 
เนื่องจากประจุสุทธิเปนศูนยไมมีแรงผลักทางไฟฟาสถิตย  
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ตารางที่ 4 คุณสมบัติของ crude enzyme จากแบคทีเรีย Bacillus sp. A39 
 

การศึกษา คุณสมบัต ิ

1.  สภาวะที่เหมาะสมตอกิจกรรมของ     
     เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
     - อุณหภูม ิ
     - pH 
 
2.  ความคงตัวของเอนไซมในสภาวะ ตางๆ 
     - อุณหภูม ิ
     - pH 
 
3.  อิออนของโลหะ และสารเคมีท่ีมีผล 
     ตอกิจกรรมของเอนไซม 
     - อิออนของโลหะ 
 
 
     - สารลดแรงตึงผิว (surfactants)  
       และสารออกซิไดซ (oxidizing agent) 
 
 
 
     - สารยับยั้ง (inhibitor) 
 
4.  จลนพลศาสตรของเอนไซมเม่ือใช  
     เคซีนเปนสับสเตรท 

 
 

  55°C 
                                  11.0 

 
 

 30-50°C 
7.5-12.0 

 
ที่ความเขมขน 10 mM Ca2+, Mg2+, Ba2+ และ 
Cu2+ มีผลกระตุนกิจกรรมของเอนไซม ขณะที่ 
Ni2+, Zn2+, Fe3+, Co2+, Mn2+ และ Hg2+ มีผล
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม 
 
ทนตอสารลดแรงตึงผิวประเภท non ionic เชน 
tritonX-100 1% และ tween 80 1% แตไมมี
ความคงตัวตอสาร SDS 10 mM และ hydrogen 
peroxide 1% 
 
ถูกยับยั้งดวย EDTA และ 1,10-phenanthroline 
 
Km = 14.68 mg/ml  
และ Vmax = 0.73 μmol/ml.min 
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2. การตกตะกอนดวยตัวทาํละลายอินทรียทีอุ่ณหภูมิต่ํา (Organic solvent precipitation) 
ตัวทําละลายอนิทรีย เชน อะซีโตน (acetone), เอธานอล (ethanol) จะไปลดคากิจกรรมของน้ําโดยมี
ผลตอคาคงที่ ไดอิเลคตริค (dielectric constant) ของสารละลายที่มีน้ําเปนตัวทําละลาย ทําใหความ 
สามารถในการเปนตัวทําละลายของน้ําลดลง เมื่อเพิ่มความเขมขนของตัวทําละลายอนิทรียมากขึ้น
เร่ือยๆ จนถึงจดุที่แรงกระทําระหวางโมเลกุลของโปรตีนในสวนของพลังงานไฟฟาสถิตบนโมเลกุล
โปรตีนมีแรงกระทําที่สูงกวาแรงกระทําระหวางโปรตีนกับน้ํา จะเกดิการรวมตัวกนัตกตะกอน แต
ตองทําในที่อุณหภูมิต่ํา เพื่อปองกันการเสยีสภาพของโปรตีน (-20  ถึง 4 °C) 

 
3. การตกตะกอนโปรตีนโดยการเพิ่มความแรงอิออน (Ionic strength) ซ่ึงเปนการ

ตกตะกอนโปรตีนโดยใชเกลือที่มีความเขมขนสูง  เรียกวิธีนี้วา “Salting Out” เปนการเติมเกลือลง
ไปในสารละลายโปรตีนผสม เพื่อเพิ่มความแรงของไอออนของสารละลายใหสูงขึ้น จนกระทั่ง
ไอออนของเกลือไปแยงโมเลกุลของน้ํา ที่ลอมรอบโมเลกุลของโปรตีนใหออกมาลอมรอบโมเลกุล
ของเกลือเอง เมื่อใดก็ตามทีแ่รงกระทําระหวางโมเลกุลของโปรตีนกับน้ํามีคาเหลือนอยกวาแรง
กระทําระหวางโมเลกุลของโปรตีนกับโปรตีน โปรตีนกจ็ะจับตวักนัเปนกอนตกลงมา    เกลอืที่นิยม
ใชคือ แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] เนื่องจากเกลือชนิดนี้มีคาการละลายน้ําสูงมาก และมีคา
สัมประสิทธิ์อุณหภูมิของการละลายคอนขางต่ํา (temperature coefficient of solubility) สามารถ
ตกตะกอนโปรตีนที่อุณหภมูิต่ําได  โดยไมเกิดการสลายตัว นอกจากนี้ยังมีเกลือชนิดอื่นที่นยิมคือ 
โซเดียมคลอไรด (NaCl) แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) เปนตน (Harris and Angal, 1990)  

 
ไดอะไลซีส (dialysis) 

 
เปนวิธีการแยกสารโมเลกุลใหญ และสารโมเลกุลเล็กออกจากกัน โดยอาศัยคณุสมบัติดาน

ความสามารถในการผานเยื่อบางซึ่งปลอยใหสารโมเลกุลเล็กแทรกผานได (semipermeable  
membrane) ซ่ึงจะนําเอนไซมไปใสในถุงไดอะไลซ (ถุงเซลโลเฟน; cellophane) สารโมเลกุลใหญที่
อยูในลักษณะสารละลายคอลลอยด  ไมสามารถแทรกผานเยื่อบางประเภทนี้ได มีการกระจายตัวจาก
ที่มีความเขมขนสูงไปสูความเขมขนต่ํา  ถาเปลี่ยน buffer ภายนอกถุงอยูเสมอใหมีความเขมขนต่ํา 
สารโมเลกุลเล็กจะออกมาจนเกือบหมด เปนเทคนิคที่ใชกันอยูเสมอในระหวางกระบวนการทําให
บริสุทธิ์โดยกําจัดเกลือ, สารละลายอินทรีย หรือตัวยับยั้งออก ปรับใชไดดีกับตวัอยางที่มีปริมาตร
มาก แตในกรณีนี้สามารถแยกขนาดโมเลกุลออกเปนสองกลุมเทานั้นคือขนาดเล็กกบัใหญ แตไม
สามารถแยกโปรตีนจากโปรตีนอื่นได ยกเวนโปรตีนนัน้มีขนาดเล็กมากจนผานเยื่อเลือกผานได จึงมี
ขอจํากัดในการใชมากกวาการทําเจลฟลเตรชัน (Price and Stevens, 1989) 
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อัลตราฟลเตรชัน (Ultrafiltration) 
 
คือ การแยกสารดวยการกรองผานเยื่อแผนสังเคราะห (membrane) โดยใชความดนัเปน 

driving force (โดยทั่วไปจะใชแกส ไนโตรเจน ดวยแรงดนัประมาณ 4 atm) ใชหลักการของ  
ออสโมซิสยอนกลับ (reverse Osmosis) โดยแรงดันที่มคีาสูงกวาแรงดันออสโมซิสมากระทําตอดาน
ที่มีสารละลายเขมขนทําใหน้าํไหลยอนกลับ ซ่ึงเปนการตานการไหลตามธรรมชาติ จะแยกโมเลกุล
ของสารตั้งแต 20-100,000 A° โดยของเหลวที่มีอนภุาคขนาดเล็กที่ละลายอยูจะถูกกรองผานรูของ
เยื่อแผนสังเคราะห เยื่อแผนสังเคราะหอาจเปนชนิด sartocon slice ทําดวย polysulfone อนุภาคที่มี
ขนาดใหญกวารูของเยื่อแผนสังเคราะห จะติดคางอยูบนผิวของเยื่อแผนสังเคราะห เรียกวา retentate 
สวนอนภุาคที่มีขนาดเล็กกวารูของเยื่อแผนสังเคราะห จะไหลผานออกมา เรียกวา permeate จะเพิม่
ความเขมขนของสารละลายเอนไซมโดยทาํใหปริมาตรของตัวอยางลดลง โดยสามารถนําวิธีนี้ไปใช
ระหวางกระบวนการทําใหบริสุทธิ์ (ชาญวิทย, ม.ป.ป.) 

 
 การทําแหงแบบเยือกแข็ง (freeze-drying) 
 
กระบวนการ freeze-drying เปนกระบวนการทําใหแหงโดยการ freezing สารละลายใหเปน

น้ําแข็ง โดยทัว่ไปใช vials ซ่ึงจะวางลงบน shelves ที่มีการควบคุมอณุหภูมิภายใน chamber 
ประมาณ -40°C ผลิตภัณฑจะถูกเปลี่ยนรูปไปเปนของแขง็ ระบบจะทําใหระเหดิโดยการใช vacuum 
pump ภายใตความดันอากาศต่ําๆ ที่อุณหภมูิต่ํา ตอมาอุณหภูมิของ shelves จะถูกทําใหเพิ่มขึ้น เรียก
กระบวนการนี้วา primary drying และไอน้ําที่เกิดจากการระเหิดจะถูกสงผานไป แลวเกิดการกลัน่ตัว
ใน condense chamber ที่มีอุณหภูมิประมาณ -60°C หลังจากนั้นน้ําแข็งทั้งหมดจะถูกนําออกโดยการ
ระเหิด ผลิตภัณฑยังคงมีปริมาณน้ําอยูประมาณ 20-50% ที่ยังละลายอยูภายใน amorphorous portion 
ของ solid ที่เรียกวา dissolved water และน้าํที่ยังหลงเหลอือยูจะถูกนําออกไปในขัน้ตอนที่เรียกวา 
secondary drying stage โดยทั่วไปขั้นตอนนี้จะใชอุณหภมูิที่สูงขึ้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการนํา
น้ําออกไปใหมากขึ้น การทําใหเขมขนโดยวิธีนีจ้ะเสยีคาใชจายคอนขางสูง แตมีขอดีคือ ทําให
ผลิตภัณฑมีความคงตัวดี เนื่องจากการ freezing ทําใหปฏิกิริยาทางเคมีเกิดชาลง และกระบวนการ
เกิดภายใตสุญญากาศ ทําใหไมมี oxygen ที่จะทําใหเกดิปฏิกิริยา oxidation รวมทั้งกระบวนการใช
อุณหภูมิที่ต่ํามาก ทําใหปฏิกริิยาของเอนไซม และแบคทเีรียไมสามารถเกิดได (วิภาพรรณ, ม.ป.ป.) 
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วิธีโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion exchange chromatograph)   
 

Scope (1994) โครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุเปนเทคนิคทางโครมาโตกราฟที่ใช
สําหรับการแยกสารที่มีประจ ุหรือสารที่สามารถแตกตัวไดหรือสารที่สามารถเกิด interaction กับหมู
ไอออนได แรงยึดเหนี่ยวของสารกับ stationary phase เปนแรงไฟฟาสถิตที่เกิดขึ้นระหวางประจุที่
ตางชนิดกนั เอนไซมที่ใชกบัวิธีนี้ตองมีปริมาณโปรตีนไมมากไปกวา capacity ที่ resin จะรับได    
ไมอยูในสารละลายที่มีเกลือ การแลกเปลี่ยนไอออนมี  2  แบบคือ 

 
1. แลกเปลี่ยนประจุบวก (cation exchange) 
2. แลกเปลี่ยนประจลบ (anion exchange) 

 
สารที่นิยมใชเปนตัวกลางหรือโครงสรางของตัวแลกเปลี่ยนประจุที่เรียกวา matrix แบงเปน 

1.) เรซิน เชน polystyrene เชื่อมไขวดวย divinylbenzene  2.) เซลลูโลส 3.) cross linked poly-
acrylamide หรือเจล polydextran การเลือกชนิดของตวัแลกเปลี่ยนประจุตองพจิารณา ความคงตัว
เมื่ออยูในสารละลายผสมของตัวอยางที่ตองการแยก ตองไมทําปฏิกิริยาใดๆที่ทําใหสารตัวอยางที่
ตองการแยกเกดิการเสียสภาพ  พิจารณาขนาดโมเลกุลของสารผสมในสารละลายตัวอยาง และ
พิจารณาการใชงานที่จําเพาะกับประเภทของงานที่ใช เชนตองการแยก หรือทําใหบริสุทธิ์ เปนตน 
 
ตารางที่ 5 บัฟเฟอรที่ใชสําหรับโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจ ุ
 

ชนิดของตัวแลกเปล่ียนประจุ ชนิดของอิออนในบัฟเฟอรท่ีนิยมใช 

ตัวแลกเปลีย่นประจุลบ 
 
 
 
ตัวแลกเปลีย่นประจุบวก 

อิออนบวก เชน alkylamines, aminoethyl, 
alcohol, ammonium ethylenediamine, 
imidazole, Tris, pyridine เปนตน 
 
อิออนลบ เชน acetate, barbiturate, citrate, 
glycine, phosphate เปนตน 
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ภาพที่ 3 โครงสรางของการแลกเปลี่ยนประจุบวก และประจุลบ 
ท่ีมา:  Mari (2006) 
 
 
 
 
 



 

 

27 

ไฮโดรโฟบิค อินเทอแรคชนั โครมาโทรกราฟ (Hydrophobic interaction chromatography) 
 

เปนการอาศัยความไมชอบน้ํา (hydrophobicity) ของโปรตีนในการแยก วิธีนี้มีเฟสเคลื่อนที่ 
(mobile phase) เปนพวกมีขัว้ (polar) และ มีเฟสคงที่ (stationary phase) เปนพวกไมมขีั้ว (non-polar) 
คือ matrix ที่ถูกยึดดวยกลุมของสารอินทรียซ่ึงมักใชเปน aliphatic chain ขนาด C8 หลักการคือ
โปรตีนมักอยูในลักษณะทีม่สีวนของชั้นนอกที่ชอบน้ํา (hydrophilic outer shell) ลอมรอบแกนที่เปน
พวกไมชอบน้าํ (hydro-phobic core) จะไปเกาะกับ ligand บน matrix โปรตีนสามารถมีสวนที่ไม
ชอบน้ําเปนชวงๆที่พื้นผิวได เนื่องจากกรดอะมิโนบางตัวที่ไมมีขั้วไดแก alanine, methionine, 
tryptophane และ phenylalanine ในกระบวนการทําใหบริสุทธิ์ matrix ที่ใชกันทัว่ไปมหีลายชนิด  
สวนใหญเปน agarose แตใหเลือกใชตามความเหมาะสมเชน Octyl จะมคีวามไมชอบน้ําสูงกวา 
Phenyl  ถามีความไมชอบน้ําสูงไมควรนําไปแยกดวย Octyl เพราะจะทําใหชะโปรตนีออกมาไดยาก
จึงควรใช Phenyl ถาความไมชอบน้ําต่ําควรใช Octyl เปนตน เมื่อโปรตีนเขาเกาะกับ ligand บน 
matrix แลวจะตองมีการชะเอาโปรตีนนั้นๆออก ทําไดโดยลด ionic strength หรือใชวิธีแทนที่โดย
การใชสารที่มีความสามารถในการจับ matrix ไดดกีวา สารเหลานั้นไดแก 1.) Aliphatic alcohols 
เชน propanol, butanol และ ethylene glycol ซ่ึงจะไปลดความมีขั้วของสารละลาย 2.) Aliphatic 
amines เชน butylamine สารพวกนีจ้ะจับกับโปรตีน และจับกับกลุมไฮโดรโฟบิกของ matrix ทําให
ลดความมีขั้ว มีผลทําใหโปรตีนหลุดออก (Roe, 2001; Chaykin, 1970) 
 

 
 
ภาพที่ 4  องคประกอบของเฟสคงที่เปนกลุมที่ไมมีขั้วขนาดเล็กเชน ( butyl, octyl or phenyl)   

 ซ่ึงจะยึดเกาะกับโพลิเมอรที่ชอบน้ําเชน  cross-linked dextran หรือ agarose 
ท่ีมา: Craig (n.d.) 
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เจลฟลเตรชันโครมาโตกราฟ  (gel filtration chromatography)  
 

Price and Stevens (1989) หลักการของเจลฟลเตรชันโครมาโตกราฟ คือใชเจล ที่มีลักษณะ
เปนโมเลกุลสามมิติโครงสรางตาขาย open-cross-linked  มีรูปรางเปน bead แยกระหวางโมเลกุล
ของโปรตีนที่มีขนาดแตกตางกัน โดยเม็ด bead จะงายแกการ pack คอลัมน และมีรูขนาดตางๆอยู
ภายในโครงสรางที่ยอมใหสารโมเลกุลเล็ก เชนโปรตีนผานเขาออกได รูที่เปนโครงสรางในเจลจะมี
ขนาดไมเทากนั โปรตีนโมเลกุลเล็กมากกวาก็จะเคลื่อนที่เขาไปในโครงสรางไดระยะทางมากกวา 
สวนโมเลกลุที่มีขนาดใหญมากกวารูที่ผิวเจลจะไมสามารถผานเขาไปในโครงสรางของเจลได กจ็ะ
ไหลผานตามชองวางระหวาง bead ดังนั้นสารที่มีโมเลกุลใหญกวาก็จะออกมาจากคอลัมนกอนสาร
โมเลกุลเล็ก เราสามารถควบคุมระดับของ cross-linked ในการเตรียมเมด็ bead เพื่อใหไดขนาดของรู
ที่หลากหลายทําใหสามารถเปลี่ยนชวงของมวลโมเลกุลของโปรตีนจึงสามารถแยกโปรตีนตางๆกัน
ได ตัวอยาง Sephadex G 100 แยกขนาดของโปรตีนในชวง 4,000-150,000 เปนตน ชนดิของเจลที่ใช
อยางกวางขวางมีดังตารางที่ 5 

 
เอนไซมที่ใชตองมีปริมาณนอยที่สุดที่จะทาํได เนื่องจากเกิดการแพรขึ้นภายในคอลมันได

ถามีปริมาณมาก  แตมีกจิกรรมและมีปริมาณโปรตีนมากพอที่จะวัดได วิธีนี้ไมจําเปนตองเอาเกลือ
ออกจากเอนไซม ดังนั้นประสิทธิภาพของการแยกสารดวยวิธีนี้ขึ้นกับ ปริมาณสารตัวอยาง ขนาด
ของคอลัมนควรมีขนาดเล็กและยาวจะดี และการเตรียมคอลัมนตองมีการจัดเรียงตัวของเม็ดเจล
สม่ําเสมอ (Scope, 1994)   

 
ตารางที่ 6 ชนดิของเจลฟลเตรชันโครมาโตกราฟซ่ึงมี cross-linked ตางๆกัน 

 
ชนดิของเจล cross-linked 

Sephasex 
Bio-Gel P 
Sephacryl 
Sepharose 

Dextrans 
Polymers of acrylamide 
Polymer of dextran, acrylamide 
agarose 
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ภาพที ่5  การแยกสารโมเลกุลใหญ และโมเลกุลเล็กในคอลัมนเจลฟลเตรชัน 
ท่ีมา:  Kwak (n.d.) 
 

โครมาโตกราฟแบบไอโซอิเลคทริคโฟกัสซิง (iso-electric focusing chromatography)  
 

เปนการแยกสารตามความแตกตางกันของประจุในการเคลื่อนที่บนสนามไฟฟา โดยใชสาร
ผสมที่มีคุณสมบัติในการทําใหเกิดความแตกตางของความเขมขนประจุ  หรือpH (gradients) หรือ
เรียกสารนี้วา Ampholytes เปนสารประเภท polyamino acids ภายใตสนามไฟฟาโปรตีนที่มีประจุ
สุทธิเปนลบ (ที่ pH> pl) เกิดการเคลื่อนที่บนสนามไฟฟาจากขั้วลบไปยงัขั้วบวกตามความแรงของ
ประจุบนโมเลกุล  จนกระทั่งเคลื่อนที่ไปถึงตําแหนงที่ pH มีคาเทากับ pl ของโปรตีนนั้นๆก็จะหยดุ
การเคลื่อนที่ เนื่องจากประจสุุทธิบนโมเลกุลของโปรตีนมีสภาพเปนกลางทางไฟฟา วิธีการนี้
สามารถแยกความแตกตางของสารที่มีคา pl ไดแมมีคาใกลเคียงกันเพียง 0.01 หนวย pH หลักการ
ของไอโซอิเลคโตรโฟกัสซิง การทําไอโซอิเลตโตรโฟกัสซิงสามารถกระทําไดทั้งในรูปแบบ 
horizontal slab คือเปนการเคลื่อนที่ของโปรตีนในสนามไฟฟาบนตวักลางในแนวระนาบ หรือทําได
ในลักษณะของ disc หรือ column electrophoresis เปนการเคลื่อนที่บนตัวกลางตามแนวตั้งฉากกับ
แรงโนมถวงของโลกก็ได  ขอสําคัญของการแยกเอนไซมโดยเทคนิคนี้คอื เอนไซมตองมีความ
เสถียรภายใตสภาพที่เกดิความแตกตางของความเขมขนประจุ หรือ pH โดยเฉพาะที่คาไอโซอิเลคท
ริค (pl) ของเอนไซมเอง (Price and Stevens ,1984) 
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โครมาโตกราฟแบบโฟกัสซงิ (chromato focusing chromatography)  
 

เปนการแยกสารตามคุณสมบัติของคาไอโซอิเลคทริค (Isoelectric point ; pI) โดยเทคนิคนี้
ใหประสิทธิภาพการแยกสารสูงมากกวาทกุวิธีที่ไดกลาวมาทั้งหมด  เนือ่งจากเปนวิธีที่อาศัยความ
แตกตางของคา pI และความสามารถในการแลกเปลี่ยนประจุ เปรียบเสมือนรวมขอเดนของเทคนิค
ไอโซอิเลคทริคโฟกัสซิง และโครมาโตรกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุเขาดวยกัน โดยสามารถใชแยก
สารที่มีความแตกตางของคา pI ไดถึงระดับ 0.04 - 0.06 หนวย pH  และสามารถใชกับปริมาณสาร
ตัวอยางที่มากได หลักการของโครมาโตโฟกัสซิง ถูกคิดคนขึ้นในป 1977 โดยการทดลองทําใหเกดิ
ความแตกตางของ pH ภายในคอลัมนของการแลกเปลี่ยนประจุ  พบวาโมเลกุลของโปรตีนแสดงคา
ประจุสุทธิตางกันไปตามคา pH ภายในคอลัมน ที่คา pH สูงกวาคา pI ประจุสุทธิบนโมเลกุลโปรตีน
แสดงวาประจลุบ และที่ pH ต่ําแสดงคาเปนบวก ดังนั้นโปรตีนเกิดการเคลื่อนที่ไปเรื่อยๆ ลงมาตาม
ความยาวของคอลัมนจนกระทั่งเลยจดุที่ pH เทากับคา pI ของโปรตีน ประจุสุทธิก็กลายเปนประจุ
ตรงกันขามกบัตอนเริ่มตน สามารถเกิดการแลกเปลี่ยนประจุจับกับตัวแลกเปลี่ยนประจุในคอลัมน
ได  ดังนัน้ตําแหนงของการเกิดแรงกระทําระหวางโปรตนี และตวัแลกเปลี่ยนปะจุของโปรตีนแตละ
ชนิด ยอมแตกตางกันไปทําใหสามารถแยกสารออกจากกนัได (Scopes ,1988 and Pharmacia,1991a) 

 
โครมาโตรกราฟแบบจําเพาะ (affinity chromatography)  

 
พัฒนาขึ้นในระหวางป ค.ศ.1960-1970 โดยการสรางกลุมสารที่จําเพาะกับโปรตีนหรือสาร

ที่ตองการแยก เพื่อใหเกิดการยึดจับกนัไวดวยแรงดึงดูดใดๆ สารอื่นที่ไมจําเพาเจาะจงเคลื่อนที่ผาน
ลงมาตามคอลัมน คงเหลือแตสารที่ตองการแยกอยูภายในคอลัมน  จากนั้นจึงทาํการไลออกมาใน
ภายหลัง หลักการของโครมาโครกราฟแบบจําเพาะ ประสิทธภาพในการแยกโปรตีนที่ตองการ
ขึ้นอยูกับคณุสมบัติของสารจําเพาะที่เรียกวา ลิแกนด (biospecific ligand ; L) ถูกเหนีย่วนาํใหติดอยู
บนเฟสคงที่ (stationary phase) ดวยพันธะโควาเลนทเฟสคงที่นี้เรียกอกีชื่อหนึ่งวา เมทริกซ (matrix) 
กลุมลิแกนดทีย่ึดติดกับเมทรกิซนี้เรียกวา  ลิแกนดตรึง (immobilized ligand) มีความจําเพาะในการ
จับกับสารที่สนใจ (S) หลังจากที่ชะไลสารอื่นที่ไมจําเพาะกับลิแกนดออกไปจากคอลมันแลว จึงทาํ
การปรับสภาวะเพื่อใหสารที่สนใจหลุดออกจากการจับยดึโดยลิแกนด 
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ตารางที่ 7 กลุมสารที่ตองการแยก และชนดิของลิแกนดที่จําเพาะกัน 
 

สารที่สนใจ ลิแกนด 
     เอนไซม 
     แอนติบอดี ้
     เลคติน 
     กรดนิวคลีอิค 
 
     ฮอรโมน , วิตามิน 
     เซลล 

     - Substrate analogue , Inhibitor , Cofactor 
     - Antigen , Virus , Cell 
     - Polysaccharide , Glycoprotein , Cell surface receptor , Cell 
     - Comprementary base sequence , Histone , Nucleic acid  
       Polymerase , Binding protein 
     - Receptor , Carrier protein 
     - Cell surface specific protein , Lectin 

ท่ีมา : Pharmacia (1991b) and Dean et al. (1991) 
 

อิเล็คโตรโฟรีซีส (electrophoresis) 
 

เทคนิควิธีการแยกโมเลกุลใหบริสุทธิ์นี้ใชหลักการเคลื่อนที่ของโมเลกุลโปรตีนผาน
สนามไฟฟา โปรตีนที่มีประจุ และขนาดของโมเลกุลตางๆกันจะเคลื่อนที่ดวยความเรว็ตางกนั ทําให
สามารถแยกสารออกจากกนัได โปรตีนที่มปีระจุบวกจะเคลื่อนที่ไปที่ขั้วลบ โปรตีนที่มีประจุลบจะ
เคลื่อนที่ไปที่ขั้วบวก โปรตีนที่มีขนาดใหญจะเคลื่อนทีไ่ดชากวาโปรตีนที่มีขนาดเลก็ แตเทคนคินี้
ไมเหมาะสมกบัการแยกสารละลายเอนไซมที่ยังมีโปรตีนปนเปอนอยูหลายชนิด เนือ่งจากโปรตีนจะ
เกิดการแพรกระจายเขามาซอนทับกัน ทําใหไมสามารถแยกใหบริสุทธิ์ไดโดยงาย   
วิธีที่นิยมคือ sodium dodecyl polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE)    
  

Andrews (1986) บอกถึงการ form โครงสรางของเจล polyacrylamide โดย form vinyl 
polymerization ของ monomers ที่เปน acrylamide CH2=CH-CO-NH2 กลายเปนสายยาวของ poly-
acrylamide และมี cross-linking โดย N,N’-methylene-bis-acrylamide CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-
CO-CH=CH2 เกิดโครงสรางตาขายแบบ 3 มิติ ปฏิกิริยา polymerization เกิดสายแบบสุมในการรวม 

polyacrylamide กับโมเลกุลของ Bis โดยมี catalyst เปน N,N,N′,N′-tertra methylethylene diamine 
(TEMED) สวน initiator อาจเปน ammonium persulphate หรือ riboflavine ความเขมขนของ 
acrylamide ใชกําหนดความยาวเฉลี่ยของสาย polymer ขณะที่ความเขมขนของ Bis กําหนดการ  
form cross-link  
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เจล acrylamide มีคุณสมบัติ 2 คา เปนตัวกาํหนดขนาดรขูองเจล ดังนี้ %T คือ มวลทั้งหมด
ของ monomer (acrylamide + bisacrylamide cross-linker) และ %C คือสัดสวนของ cross-linker 
เปน % ของ monomer สาร SDS นั้นมีคุณสมบัติเปน detergent จะทําปฏกิิริยาตัดพนัธะไฮโครเจน
ของโปรตีน แยกโปรตีนออกเปนแตละสายโพลิเปปไทด หรือ subunit และเนื่องจาก SDS เปนประจุ
ลบที่แรงจึงดูดดึงโปรตีนใหเปนประจุลบทัง้หมด ดังนั้นโปรตีนจะเคลื่อนที่ดวยขนาดของโมเลกุล
เพียงอยางเดยีวจากขัว้ลบไปขั้วบวก โดยไมมีผลจากประจุของโปรตีนมาเกี่ยวของ สามารถเปรียบ 
เทียบระยะทางการเคลื่อนที่กับโปรตีนมาตรฐานที่ทราบมวลโมเลกุลที่แนนอน จะทําใหสามารถ
คํานวณหามวลโมเลกุลของแถบโปรตีนที่ศึกษาได (ปริมาณโปรตีนทีใ่ชใสลงในชอง (well) ไมนอย
กวา 1 μg/μl ถานอยกวาตองทําใหเขมขนขึน้) 
 
 การวัดปริมาณโปรตีน  
 
  ทําการวัดปริมาณโปรตีนในสารละลายตามวิธีการของ Lowry et al. (1951) ซ่ึงวิธีนีม้ีความ
ไวของการตรวจวัดอยูในชวง 20-200 μg/ml โดยโปรตนีทําปฏิกิริยาสารเคมี ซ่ึงทําใหเกิดสาร 
ประกอบเชิงซอนสีน้ําเงินขึน้ โดยปฏิกิริยาเกิดสองขั้นตอนดังนี้ ขั้นที่ 1 พันธะเปปไทดในโปรตีน 
ทําปฏิกิริยากับ CuSO4 ในดางเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนของ Cu2+  ที่เกิดพนัธะ coordination 
กับอิเลคตรอนคูอิสระของไนโตรเจนในพนัธะเปปไทด 4 คู และของออกซิเจนในน้ําอีก 2 คู ขั้นที่ 2 
สารเชิงซอนที่ไดและหมู alkyl  ของกรดอะมิโนชนิด tryptophan และ tyrosine ในโปรตีนชวยกัน
รีดิวซสารละลาย Folin ซ่ึงมีสวนประกอบเปน phospho-molybdic acid (24 MoO3-P2O5.xH2O) 
ผสมกับ phosphotungstic acid (24 WO3.2H3PO4.48H2O) ใหเปนสารละลายสีน้ําเงินซึ่งดูดกลืนแสง
สูงสุดที่ 650 nm 

 
9. การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมท่ีบริสุทธ์ิแลว 
  

แบงออกเปนการศึกษามวลโมเลกุล และหนวยยอย, อุณหภูมิที่เหมาะสม, ผลของอุณหภูมิ
ตอความคงตัวของเอนไซม, pH ที่เหมาะสม, ผลของ pH ตอความคงตัวของเอนไซม, ผลของอิออน
โลหะ, สารยับยั้งเอนไซม, ความจําเพาะกับสับสเตรท, เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมกับเอนไซม
ทางการคา และ จลนพลศาสตร 
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9.1  การศึกษามวลโมเลกุลของเอนไซม และหนวยยอยของเอนไซม 
 

 มี 3 วิธีคือเจลฟลเตรชัน, และ SDS-PAGE และ MALDI-MS 
 
             9.1.1  การศึกษาหามวลโมเลกุลของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน
เจลฟลเตรชัน 
 

        Dutta and Banerjee (2006) ไดศึกษาแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสออกมานอกเซลล 
ซ่ึงจําแนกไดวาเปน Pseudomonas sp. RAJR 044 และ mutant ของเชื้อสายพันธุนี้คือ JNGR 242 พบ
แถบโปรตีนเดยีวที่เหมือนกนัทั้ง 2 สายพนัธุ (parent and mutant) มีมวลโมเลกุลเทากับ 14.4 kDa 
บน SDS-PAGE แสดงวาโปรตีนที่บริสุทธิ์แลวมีความเหมือนกัน มีรายงานวาโปรติเอสอื่นที่ผลิต
ออกมานอกเซลลจาก pseudomonas fluorescens 22F ซ่ึงทําใหบริสุทธิ์แลวมีมวลโมเลกุลเทากับ 52 
kDa และ 47 kDa ตามลําดับ หาไดโดย SDS-PAGE และเจลฟลเตรชัน (Schokker and Boekel, 1997) 
และอัลคาไลนโปรติเอสจาก Pimelobacter sp. Z-483 มีมวลโมเลกุล 23 kDa และ 27 kDa สามารถ
วิเคราะหโดย SDS-PAGE และเจลฟลเตรชันเชนกนั (Oyama, et al. 1997) 
  

        Wanga et al. (2006) ไดศึกษามวลโมเลกุลของอัลคาไลนโปรติเอส  2 ชนิด 
Vibrio fluvialis TKU005 ในรูปที่โปรตีนไมเสียสภาพ ดวยวิธีเจลฟลเตรชัน (คอลัมน Sephacryl S-
100; 1.5 cm × 1.5 cm, Amersham Pharmacia) equilibrated คอลัมนดวย 50 mM phosphate buffer, 
pH 7 โปรตีนมาตรฐานที่ใชคือ Bovine serum albumin (67 kDa), amylase (50 kDa), และ hen egg 
white lysozyme (14 kDa) พบวามวลโมเลกุลของโปรติเอส FI เทากับ 41 kDa และ 42 kDa ไดจาก 
SDS-PAGE และ Sephacryl S-100 ตามลําดับ สวนมวลโมเลกุลของโปรติเอส FII  เทากับ 39 kDa 
จาก SDS-PAGE แตในทางตรงกันขามมมีวลโมเลกุลเทากับ 8 kDa บน Sephacryl  S-100  การทีม่ี
มวลโมเลกุลนอยกวาอาจอธิบายไดวาโปรติเอส FII  มีความจําเพาะกับ Sephacryl S-100 จึงชะ
โปรตีนออกมาไดไมหมด 
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9.1.2  การศึกษาหามวลโมเลกุลและหนวยยอยของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์
โดยวิธี SDS-PAGE 
 

 Irwin  et al. (2001) ใชอุปกรณขนาดเลก็ยีห่อ (Bio-Rad) ทําอิเลคโครโฟริซีสดวย 
10% SDS-PAGE เพื่อดูความบริสุทธิ์ของเอนไซม และด ูsubunit ของเอนไซม โปรตีนที่ใชทํา
โปรตีนมาตรฐานไดแก  phosphorylase b, 97.4 kDa; BSA, 66.2 kDa;  aldolase, 39.2 kDa; triose 
phosphate isomerase, 26.6 kDa;  trypsin inhibitor, 21.5 kDa และ lysozyme, 14.4 kDa ไดโปรติเอส
ของแบคทีเรียที่ชอบอุณหภมูิต่ํา (psychrophilic bacterium) สายพันธุ PA-43 มีขนาด 24 kDa  

 
 Mei and Jiang  (2005) ใช SDS-PAGE ในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ และหา

มวลโมเลกุลของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Vibrio metschnikovii DL33–51 โดยใช  markers 
ของ Pharmacia: Sweden เห็นแถบของโปรตีนโดยยอมสี Coomassie Blue R-250 พบวาเอนไซม
บริสุทธิ์ขนาด 29.5 kDa  

 
9.1.3 การศึกษาหามวลโมเลกุลเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์โดยใชเครื่อง 

MALDI-MS 
 

 Fricke et al. (1999) ในการศึกษาอัลคาไลนโปรติเอสจาก Pseudomonas 
aeruginosa  ไดใชเครื่อง MALDI mass spectrophotometry หามวลโมเลกุลของเปปไทด ซ่ึงมี            
α-cyano-4-hydroxycinnamic acid และ nitrocellulose เปน matrix และยิงดวย N2-laser ซ่ึงดูดกลืน
แสงที่ 337 nm ใชพลังงาน 28.5 kV ไดมวลโมเลกุลเทากับ 44.6 ± 0.5 kDa 
 
 Pekkarinen (2002) ไดศึกษาการทําใหบริสุทธิ์ และคุณสมบัติของอัลคาไลน    
serine protease ของ Fusarium culmorum พบวามีมวลโมเลกุลของเอนไซมจาก mass 
spectrophotometry เทากับ 28,663 ± 50 Da ขณะที่มวลโมเลกุลที่ไดจาก SDS-PAGE มีคาประมาณ 
26.8 kDa 
 
 9.2  ศึกษาหาคาอุณหภูมิที่เหมาะสม (optimum temperature) ตอกิจกรรมของเอนไซม 
อัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ และผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
บริสุทธิ์   
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 ผลของอุณหภมูิตอกิจกรรม และความคงตวัของโปรติเอสจาก Bacillus sp. JB-99 เมื่อ
วิเคราะหกิจกรรมของโปรติเอสที่อุณหภูมแิตกตางกันชวง 30°C-90°C ที่ pH 7.5 พบวากิจกรรม  
ของเอนไซมเพิ่มขึ้นในชวงอุณหภูม ิ30°C- 60°C และลดลงที่อุณหภูมสูิงกวา 60°C อุณหภูมิที่
เหมาะสมของอยูที่ 60°C ซ่ึงเหมือนกับโปรติเอสของ Bacillus อ่ืนๆ สวนความคงตัวทีอุ่ณหภูมิสูงทํา
โดยวดักิจกรรมของเอนไซมที่เหลือที่ 60°C หลังจากบมเอนไซม โดยใชอุณหภูมิระหวาง 30°C  และ 
90°C สําหรับ 2 h ช้ีใหเห็นวาเอนไซมมีความคงตัวที ่30°C สําหรับ 2 h ขณะที ่40°C และ 80°C 
กิจกรรมของเอนไซมสูญเสียไป 14% และ 84% จากเดิมตามลําดับ และเมื่อทําการบมเอนไซมเปน
เวลา 1 h ที่ 70°C และ 80°C เอนไซมรักษากิจกรรมไวได 63 และ 25% ตามลําดับ อยางไรก็ตามเมื่อ
มี 10 mM Ca2+, สามารถรักษากิจกรรมไวได 83 และ74% ตามลําดับ (Nascimento and Martins, 
2004)   

 
 ศึกษาความคงตัวของเอนไซมตออุณหภูมิจาก Pseudomonas aeruginosa: strainK  
เอนไซมที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมีความคงตัว และมีกิจกรรมอยูที่ 100% หลังจากบม 30 min  ณ อุณหภูมิ 
37°C -50°C แตกิจกรรมลดลง 75% ที่อุณหภูมิ 60°C และกิจกรรมลดลงอยางรวดเรว็ที่ 70°C และ 
80°C มีกิจกรรมเหลือเพียง 38 และ 2% ตามลําดับ (Rahman et al., 2006) 
 

9.3  ศึกษาหาคา pH ที่เหมาะสม (optimum pH) ตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลน 
โปรติเอสบริสุทธิ์ และผลของ pH ตอความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์   
 

 Banik and Prakash  (2004) ทดลองหา pH ที่เหมาะสมของโปรติเอสที่ผลิตโดย B. 
cereus โดยวัดกิจกรรมของเอนไซมที่ทําใหบริสุทธิ์บางสวน ที่ pH แตกตางกันดังนี ้(pH 7.5, 8.5, 
9.5, 10.5 และ 11.5) โดยใช Phosphate buffer, Tris-HCl buffer และ Na2CO3/NaOH buffer บมที่  
50°C พบวาสวนใหญมีกิจกรรมที่ pH 10.5 กิจกรรมของเอนไซมเพิ่มขึ้นเมื่อ pH เพิม่ขึ้นจนถึง 10.5  
และเมื่อเพิ่ม pH ขึ้นไปอีกแสดงกิจกรรมของเอนไซมที่ลดลง ที่ pH 7.5 กิจกรรมของเอนไซมได
เพียง 18% เพิม่ ขึ้นเปน 81.7–86% ที่ pH 8.5 และ 9.5 ตามลําดับ และมีกิจกรรมสูงสุดที่ pH 10.5 ซ่ึง
เปนลักษณะทีจ่ําเปนสําหรับการใชอัลคาไลนโปรติเอสที่ใชเปนสารเติมไปในผงซกัฟอก มีรายงาน
แสดง pH ที่เหมาะสม 10.0–10.5 สําหรับโปรติเอสจาก B. brevis (Banerjee et al., 1999), 
Xanthomonas maltophila (Debette, 1991) และ Vibrio metschnikovii (Kwon et al., 1994) 

 
 รายงานการศกึษาอัลคาไลนโปรติเอสจาก haloalkaliphilic bacterium (Vel) พบวา

เอนไซมมีกิจกรรมอยูในชวง 8.5-12.0 pH ที่เหมาะสมอยูระหวาง pH 10.0 ถึง 11.0 สวนผลของ pH 
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กับความคงตวัของเอนไซมพบวามีความคงตัวสูงที่ pH 9.0-10.0 มากกวา 30 min ขณะที่ pH 7.0 
กิจกรรมเหลือเพียง 60% (Patel,  2006) 
 
 9.4  ศึกษาอิออนโลหะที่มีผลกระทบตอการทํากิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
บริสุทธิ์   

  
  Towatana et al. (1999) ไดศึกษาอัลคาไลนโปรติเอสใหบริสุทธิ์จาก Bacillus sp.PS719 

ซ่ึงชอบความเปนดางและอณุหภูมิสูง แยกไดจากดนิบริเวณน้ําพุรอน ทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ และ
ศึกษาคุณสมบตัิพบวาโปรติเอสพบกิจกรรมของเอนไซมเมื่อใช azocasein เปนสบัสเตรท ที่ pH 9.0 
อุณหภูมิ 75°C กิจกรรมของเอนไซมถูกกระตุนดวย Ca2+ แตยับยั้งโดย Fe2+ และ Cu2+  

 
  กิจกรรมอัลคาไลนโปรติเอสของ Penicillium sp. ที่แยกไดจากดิน เพื่อการยอยโปรตนี
ถ่ัวเหลืองหมักภายใตสภาวะ solid substrate fermentation (SSF) ทําการบมเอนไซมอัลคาไลน       
โปรติเอสใน 0.1 M borate buffer, pH 9.0 ที่อุณหภูมิ 45°C กอนกับ Fe3+, Hg2+ และ Cu2+ พบวามีผล
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม ในทางตรงกันขาม Ca2+, Mg2+ และ Mn2+ เพิ่มกิจกรรมของเอนไซม  
Penicillium sp. เจริญที่ 28°C 3 วัน บนรําขาวสาลี 1 g ผสมกับ 25 mg โปรตีนถ่ัวเหลือง ทําใหช้ืน
ดวยสารละลายเกลือ (1 ml/g), บมกับ 1×1010 spore/g  และสกัดดวย 0.1 M borate buffer พบการ
ผลิตอัลคาไลนโปรติเอสที่สูง 8,907 U/g IDS  (Agrawal et al.,  2004) 

 
9.5  ศึกษาการยับยั้งของตวัยบัยั้งเอนไซมตอการทํากิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลน 

โปรติเอสบริสุทธิ์   
 

  Karadzic et al. (2004) ไดศึกษาผลของสารยับยั้งตอกิจกรรมของโปรติเอสที่ผลิตจาก         
P. aeruginosa พบวากจิกรรมของโปรติเอสถูกยับยั้งอยางรุนแรงโดย 1,10-phenanthroline, EDTA 
ช้ีใหเห็นวาเปน metalloenzyme และ ถูกยบัยั้งอยางสมบรูณโดย DTT ดังนั้นเอนไซมตองประกอบ
ไปดวยพันธะ disulfide ในสวนโครงสรางหนวยยอย ผลจากองคประกอบนี้ทําใหเอนไซมมีความ  
คงตัวตออุณหภูมิ สวนสารยบัยั้ง serine protease คือ PMSF ไมมีผลยับยั้งเอนไซม 

 
  Genckal and Tari (2006) พบวาเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมีกิจกรรมคงเหลือ 93% 

หลังจากบม 1 h กับ EDTA แสดงวาไมถูกยบัยั้ง แตถูกยับยั้งโดย 0.01 M PMSF เปนที่รูกันวา EDTA 
เปนสารยับยั้งที่จําเพาะของ metalloprotease และ PMSF มีความจําเพาะกับ sulphonate ที่จําเปนกับ 
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serine residue ใน active site ของโปรติเอส จากผลการยับยั้งแสดงวาอัลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตจาก  
Bacillus sp. L21 อยูใน serine protease families 

 
9.6  ศึกษาความจําเพาะของสับสเตรตกับเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์   

 
 Kumar et al. (1999) ไดศึกษาอัลคาไลนโปรติเอส 2 ชนิดที่ผลิตออกมานอกเซลล  โดย 

Bacillus ที่ชอบความเปนดาง ทําใหบริสุทธิ์ และวิเคราะหโดย SDS-PAGE ทั้งโปรติเอส AP-1  และ 
AP-2  มีมวลโมเลกุลประมาณ 28 และ 29 kDa ตามลําดับ โปรติเอสที่บริสุทธิ์สามารถยอยสลายทั้ง
สับสเตรทที่เปนโปรตีนธรรมชาติเชน เคซีน, elastin, keratin, albumin และสับสเตรทสังเคราะหที่
เปน chromogenic peptide; Glu-Gly-Ala-Phe-pNA และ Glu-Ala-Ala-Ala-pNA มีคา Km สําหรับ 
Glu-Gly-Ala-Phe-pNA เทากับ 1.05 mM และ 1.29 mM ตามลําดับ สําหรับ Glu-Ala-Ala-Ala-pNA 
เทากับ 3.81 mM และ 4.79 mM ตามลําดับ ขอมูลทางจลนพลศาสตรแสดงใหเห็นวาโปรติเอสทั้งคู
ชอบกรดอะมโินที่เปน aromatic ที่ตําแหนง P1 มากกวา small aliphatic  

 
 Singh et al. (2001) ไดศึกษาความจําเพาะของสับสเตรทตอโปรติเอส A และ B พบวามี

ความจําเพาะกบัสับสเตรทเหมือนกันแมวาจะมีความแตกตางของความไมชอบน้ํา และมวลโมเลกุล
ของสับสเตรทที่เปนโปรตีนธรรมชาติไดแก  hemoglobin ซ่ึงโปรติเอสทั้งคูสามารถยอยไดมี
ประสิทธิภาพมากที่สุด ตามดวยเคซีน และ BSA สวน azoprotein ทั้ง azoalbumin และ azocasein 
เอนไซมทั้งคูกส็ามารถยอยได สวนสับสเตรทสังเคราะห p-nitroanilides มีกิจกรรมมากที่สุดโดย   
N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA เปนสับสเตรท สําหรับโปรติเอสที่เปน chymotrypsin-like serine 
ในทางตรงกนัขามสําหรับ N-Cbz-Ala-Ala-Leu-pNa และ N-Cbz-Gly-Gly-Leu-pNa มีกิจกรรมการ
ยอยนอย ซ่ึงเปนสับเสตรทที่ดีสําหรับ subtilisins ดังนั้นเอนไซม A และ B เปนโปรติเอสที่เปน 
chymotrypsin-like serine 

 
9.7  ศึกษากจิกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์เปรียบเทียบกับกิจกรรมของ

เอนไซมทางการคา 
 

  Takami et al. (1990)  ไดศึกษาอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. no. AH-101 แสดง
กิจกรรมการยอยโปรตีนที่ไมละลายน้ํา (fibrous proteins เชน elastin และ keratin) ที่ pH 13.0  
เทากับ 3,970 U/mg protein ซ่ึงสูงกวาเปน 3 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับ Proteinase K ซ่ึงไดจากเชื้อรา  
Tritirachium album เปนที่รูจักดวีาเปนเอนไซมยอย keratin (Ebeling et al., 1974) มีกิจกรรมการยอย 
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keratin เทากับ 1,414 U/mg protein ดังนัน้เอนไซมนี้จึงเหมาะสําหรับการใชในอุตสาหกรรมการ
ฟอกหนัง สวนกิจกรรมจําเพาะของการยอย elastin ของเอนไซมจาก Bacillus sp. no. AH-101 นี้
เทากับ 495 U/rag protein ที่ pH 10.5 ซ่ึงมีคาต่ํากวา subtilisins;  elastase ของ Ya-B ซ่ึงมีกิจกรรม
จําเพาะเทากับ 2,440 U/mg protein ภายใตสภาวะทีเ่หมือนกัน 
 

9.8  ศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์  (kinetic) 
 

 มีรายงานของ  Thangum and Rajkumar (2002) ไดศึกษาจลนพลศาสตรของอัลคาไลน     
โปรติเอสที่ทําใหบริสุทธิ์แลวจากแบคทีเรีย Alcaligenes faecalis  ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่ 
55°C pH ที่เหมาะสมอยูที่ 9.0 พบวามีคา Km เทากับ 1.66 mg/ml และ Vmax  เทากับ 526 U/min 
/mg protein โดยใช เคซีนเปนสับสเตรท   

 
Sousa et al. (2006) ไดศึกษาโปรติเอสชนิดใหมที่ผลิตโดย Bacillus cereus ซ่ึงเจริญบน

ไมที่เปนแหลงคารบอน และไนโตรเจน ทําใหบริสุทธิ์ และมีมวลโมเลกุลเทากับ45.6 kDa เปน 
neutral metalloprotease กิจกรรมที่เหมาะสมอยูที่อุณหภูมิ 45°C และ pH 7.0 สับสเตรท  furyl-
acryloyl peptides ซ่ึงเปนสับสเตรทสําหรับ thermolysin เอนไซมแสดงกิจกรรมการยอยสูงโดยมีคา 
Km เทากับ 0.858 mM และ 2.363 mM สําหรับ N-(3-[2-Furyl]acryloyl)-Ala-Phe amide และ N-(3-
[2-Furyl]acryloyl)-Gly-Leu amide ตามลําดับ โปรติเอสสามารถยอยสับสเตรทที่เปนโปรตีนเชน 
azocasein, azocoll, keratin azure และไม สวนการศกึษาอลัคาไลนโปรติเอสจาก Pseudomonas 
aeruginosa PseA ที่แยกไดจากดินเมื่อวัดกจิกรรมของเอนไซมโดยเปลีย่นแปลงความเขมขนของ    
เคซีน มีอุณหภูมิ และ pH ที่เหมาะสมอยูที ่60°C  และ 8.0  คํานวณโดยใช Leonora software 
program พบวาคา Km เทากบั 2.69 mg/ml และคา Vmax เทากับ 3.03 μmol/min (Gupta et al.,  
2005) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  เคร่ืองมือและอุปกรณ 
 

1.1  ชุดอุปกรณอิเลคโตรโฟริซิส  (electrophoresis  equipment) (Hoefer, USA) 
1.2  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง UV/Vis (spectrophotometer) (Labquip, England) 
1.3  เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคมุความเยน็  (refrigerated centrifuge) (Jouan, USA) 
1.4  เครื่องวัดความเปนกรดดาง  (pH-meter) (Denver,USA) 
1.5  เครื่องแยกเก็บสารอัตโนมัติ (fraction collector) (Akta, Sweden) 
1.6  ปม (peristaltic pump) (Bio-rad, USA) 
1.7  เครื่อง FPLC (fast flow  protein liquid chromatography) (Akta, Sweden) 
1.8  เครื่องปอนพลังงาน (power supply) (Wealtec, USA) 
1.9  ปเปตตอัตโนมัติ (autopipette: Pipetteman, Gilson, France)  
1.10  เครื่องชั่งวิเคราะห (analytical balance) (Denver,USA) 
1.11  เครื่องกวนแทงแมเหล็ก  (magnetic stirrer) (Fisher scientific, USA) 
1.12  เครื่องผสมสาร  (vortex mixer) (Fisher scientific, USA) 
1.13  เครื่องบด (Hammer mill) (IKA, Germany) 
1.14  อางน้ําควบคุมอุณหภมูิ  (water bath) (Grant, England) 
1.15  ถุงไดอะไลซิส  (dialysis bag, MWCO 10,000) (Cell.Sep, USA) 

 1.16  เซนตริคอน  (centricon, MWCO 10,000) (Amicon, USA) 
 
2.  สารเคมี 

 
2.1  สารเคมีที่ใชในขั้นตอนการแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์ 

 Ammonium sulphate, (NH4)2SO4 (AR grade)  (Carlo erba, France) 
Agua sorb (BML, Thailand) 
Mono QTM HR 5/5 column (Pharmacia biotech, Sweden) 
Phenyl Sepharose 6 Fast flow (high sub) (Pharmacia biotech, Sweden) 
Glycine (AR grade)  (Sigma, USA) 
Sodium hydroxide (AR grade)  (Merck, Germany) 



40 

Sodium chloride (AR grade) (Carlo erba, France) 
 Sephacryl S-200 (Phamacia Biotech, Sweden) 
 
2.2  สารเคมีที่ใชในการวัดปริมาณโปรตีนและวดักิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส  
 Copper (II) sulphate 5-hydrate (AR grade) (BDH, UK)  
 Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (AR grade)  (Fluka, Switzerland) 
 Glycine (AR grade)  (Sigma, USA)  
 Potassium sodium tartrate (AR grade)  (UNILAB, Australia) 
 Sodium carbonate (AR grade)  (BDH, Germany) 

 Sodium hydroxide (AR grade)  (Merck, Germany) 
 
2.3  สารเคมีที่ใชในการเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด (polyacrylamide gel) 

 Acrylamide (AR grade) (Plusone, Sweden) 
 Ammonium persulphate (AR grade)  (Fluka, Switzerland) 
 Bromophenolblue (AR grade)  (Merck, Germany) 
 Coomassie brilliant blue R-250 (AR grade)  (Sigma, USA) 
 Glycerol (AR grade)  (BDH, UK) 

 N,N′-methylenebis acrylamide, BIS (AR grade) (Plusone, Sweden) 
 β-mercaptoethanol (AR grade)  (Sigma, USA) 
 Sodium dodecyl sulfate, SDS  (AR grade) (Merck, Germany)  
 Sodium hydroxide (AR grade)  (BDH, UK) 

 N,N,N′,N′-tertramethylethylene diamine, TEMED (AR grade) (Plusone, Sweden) 
 Tris(hydroxymethyl)amionomethane, Tris (AR grade) (Merck, Germany) 
 
2.4  โปรตีนมาตรฐานสําหรับคอลัมนเจลฟลเตรชัน และ SDS-PAGE (Sigma, USA) 
 
 4.1 โปรตีนมาตรฐานสําหรับคอลัมนเจลฟลเตรชัน  

 Blue dextran   มวลโมเลกุล 2,000 kDa 
         α-amylase      มวลโมเลกุล    200 kDa 
          Alcohol dehydrogenase     มวลโมเลกุล    150 kDa  

 Bovine serum albumin (BSA) มวลโมเลกุล     66 kDa  
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          Carbonic anhydrase  มวลโมเลกุล     29 kDa  
          riboflavin      มวลโมเลกุล   376 kDa  
 

 4.2 โปรตีนมาตรฐานสําหรับ SDS-PAGE (Recombinant proteins) (rainbow,   
        USA)  

1 มวลโมเลกุล 250 kDa 
2 มวลโมเลกุล 160 kDa 
3 มวลโมเลกุล 105 kDa 
4 มวลโมเลกุล   75 kDa 
5 มวลโมเลกุล   50 kDa 
6 มวลโมเลกุล   35 kDa 
7 มวลโมเลกุล   30 kDa 
8 มวลโมเลกุล   25 kDa 
9 มวลโมเลกุล   15 kDa 

  10            มวลโมเลกุล   10 kDa 
 

วิธีการ 
 
1. การเลี้ยงเชือ้ 
 

การผลิตเอนไซมทําตามที่ไดศึกษาไวแลว (กฤษดากร, 2549) โดยนําเชือ้ Bacillus  sp. A39  
มาเลี้ยงบน BMSM agar บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 h เขี่ยเชื้อ 4 loop ลงใน Erlenmeyer flask 
ขนาด 500 ml ที่มีอาหาร BMSM broth pH 11.0 ปริมาตร 50 ml บมที่อุณหภูมิหอง บนเครื่องเขยา
ความเร็วรอบ 200 rpm 12 h เพื่อทําเปนกลาเชื้อ ทําการวดัคาความขุน (Optical density; OD) แลวเจอื
จางใหไดเทากบั 0.6 จากนั้นเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 7 l โดยใชกลาเชือ้ 2% ของปริมาตรอาหาร
เหลวเริ่มตนในถังหมัก (2 l) เพาะเลี้ยงโดยการเติมอาหารแบบคงที่ (constantly fed- batch culture) 
(2.5 l) ความเร็วรอบที่ใชในการเพาะเลีย้ง 300-550 rpm.  อุณหภูมิ 30°C คาการละลายออกซิเจน 
(Dissolved oxygen concentration; DO) เทากับ 70 % ของอากาศอิ่มตัว และ air flow rate 1 vvm โดย
มีการเติมกาซออกซิเจนเมื่อจําเปน  
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2. การวัดกิจกรรมของเอนไซม 
 

การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส ทําโดยการวัดปริมาณไทโรซีนที่
เกิดขึ้นภายหลังจากการยอยโปรตีนโดยเอนไซม ในการทดลองนี้ใช 4% เคซีน  (ภาคผนวก ข. ขอ 1) 
ที่ละลายใน 50 mM glycine-NaOH buffer pH 11.0 เปนสับสเตรท จากนั้นนํามา 125 μl เติม 1 M 
glycine-NaOH buffer 25 μl และเติมน้ํากลั่น 100 μl ทําปฏิกิริยากับ crude enzyme ที่มีความเจือจาง
เหมาะสม 250 μl บมที่อุณหภูมิ 55°C เปนเวลา 10 min หยุดปฏิกิริยาดวย 10% trichloroacetic acid 
(TCA) (ภาคผนวก ข. ขอ 1) ปริมาตร 500 μl ปนเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 9,386 ×g เปนเวลา 10 min   
นําสวนใสมาวดัปริมาณไทโรซีนดวยวิธีทีด่ัดแปลงจาก Ferrero et al. (1996) (ภาคผนวก ข. ขอ 2) 

 
กําหนดให 1 U ของเอนไซม เทากับ ปริมาณของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่สามารถ

ยอยเคซีน แลวเกิดไทโรซีน 1 μmol ในเวลา 1 min 
 
3. การวัดปริมาณโปรตีน  
   
 ทําการวัดปริมาณโปรตีนในสารละลายตามวิธีการของ Lowry et al. (1951) และคํานวณ
ความเขมขนของโปรตีนโดยเปรียบเทียบกบักราฟโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA)  
(ภาคผนวก ข. ขอ 3) 
 
4.  ศึกษาวิธีการทําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสใหบริสุทธ์ิ และสังเกตความคงตัวของเอนไซมขณะ  
     เก็บรักษา 
 
 ศึกษาวิธีการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยทําการเจือจางเอนไซมดวยวิธี dialysis และโดยการ
ทําเอนไซมใหเขมขน 3 วิธี ดวยการตกตะกอน 80% (NH4)2SO4, วิธี lyophilization (Freeze dry) และ 
ultrafiltration นําเอนไซมที่ไดหลังจากผานการทําใหเขมขนแตละวิธีมาวัดกจิกรรมของเอนไซม 
และปริมาณโปรตีน เพื่อคํานวณกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม และสังเกตคากิจกรรมจําเพาะที่
เปลี่ยนแปลงไปทุกสัปดาห เปนเวลา 1 เดือน 
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5. การตกตะกอนโปรตนีดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต   
 

 นําเอนไซมมาทําการตกตะกอนโปรตีนดวย 80 % (NH4)2SO4 
 

 5.1  วัดปริมาตรเอนไซมที่นํามาตกตะกอนโปรตีน คํานวณปริมาณที่จะเติมลงไปในชวง
ความเขมขนอิม่ตัวของ 0 ถึง 80% (NH4)2SO4 (จากตารางผนวกที่ ค1) เร่ิมทําการตกตะกอนโปรตีน
โดยเติม (NH4)2SO4 ลงในเอนไซมอยางชาๆ พรอมทั้งคนเบาๆ ดวยเครื่องกวนแทงแมเหล็กที่
อุณหภูมิประมาณ 4°C จนเกลือละลายหมด ทิ้งไวขามคนืหลังจากนั้นนําไปปนเหวีย่งแยกตะกอนที่
ความเร็วรอบ 12,520 ×g ที่อุณหภูม ิ4°C เปนเวลา 15 min แยกสวนใสออกจากตะกอน 

 
 5.2  นําตะกอนที่ไดมาละลายดวย 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 11.0 และนําไป
ไดอะไลส (dialyzed) เพื่อแยกเอา (NH4)2SO4 ออก ใน 50 mM glycine-NaOH buffer,  pH 11.0 ที่
อุณหภูม ิ4°C จนเกลือออกหมด หลังจากนัน้นํามาปนเหวีย่งแยกตะกอนออกอีกครั้ง ที่ความเร็วรอบ 
12,520 ×g ที่อุณหภูม ิ4°C เปนเวลา 15 min เก็บเฉพาะสวนใส วัดปริมาตรของสารละลาย ตรวจวดั
ปริมาณโปรตีน และกจิกรรมของอัลคาไลนโปรติเอส คํานวณคากิจกรรมจําเพาะ (specific activity) 
ของแตละสวน ซ่ึงจะนําเฉพาะสวนที่มีคากิจกรรมจําเพาะ สูงที่สุดไปทําใหบริสุทธิ์ตอไปโดย
คอลัมนโครมาโตกราฟ 
 
6. การแยกเอนไซมใหบริสุทธ์ิโดย Fast Flow Protein Liquid Chromatography (FPLC) ดวย
คอลัมน Phenyl Sepharose 6 Fast flow (high sub)  
 
 นําสารละลายเอนไซมจากขอ 5.2 มาทําใหเขมขนขึ้นดวย agua sorb จากนั้นนําสารละลาย

เอนไซมมาเตมิ 1 M (NH4)2SO4 กอนนํามาผานคอลัมน Phenyl sepharose (ขนาด 0.5 × 5 cm) โดย
ใชเครื่อง FPLC ชะโปรตีนสวนที่ไมจับคอลัมนออกดวย 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 11.0 ที่มี 
1 M (NH4)2SO4และชะโปรตีนสวนที่จับคอลัมนออกโดยคอยๆ ลดความเขมขนของ (NH4)2SO4 ที่
ละลายอยูใน 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 11.0 ดังนีค้ือ 0.6, 0.4, 0.2 และ0 M ตามลําดับ แลว
ทําการชะโปรตีนสวนที่เหลือดวย 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 11.0 โดยใชอัตราการไหลคงที่ 
60 ml/h แยกเก็บสวนสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนหลอดละ 2.5 ml ติดตอกันดวยเครื่องเก็บแยก
สวน นําสารละลายที่ไดมาวดัปริมาณโปรตีน โดยวัดการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 280 nm และวดักิจกรรม
เอนไซม รวมหลอดที่มีกิจกรรมเอนไซมเขาดวยกัน วัดปริมาตรของสารละลาย ตรวจวัดปริมาณ
โปรตีน และกจิกรรมของอัลคาไลนโปรติเอส  คํานวณคากิจกรรมจําเพาะ  
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7.  การแยกเอนไซมใหบริสุทธ์ิโดย FPLC ดวยคอลัมน Mono Q HR 5/5   
 
 นําสารละลายเอนไซมจากขอ 5.2 มาไดอะไลสใน 20 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0  แลวทํา
ใหเขมขนขึ้นโดยใช agua sorb กอนผานสารละลายเอนไซมลงในคอลัมน Mono Q HR 5/5 (ขนาด 
0.5 x 5 cm) ซ่ึงเปนคอลัมน anion-exchanger โดยใชเครื่อง FPLC ชะโปรตีนสวนที่ไมจับกับคอลัมน
ออกดวย 20 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0 และทําการชะโปรตีนสวนทีจ่ับกับคอลัมนออกดวย NaCl 
ความเขมขนตางๆ คือ 0 ถึง 0.5 M ซ่ึงละลายอยูใน 20 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0 โดยใชอัตราการ
ไหลคงที่ 12 ml/h แยกเก็บสวนสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนหลอดละ 1 ml ติดตอกันดวยเครื่อง
เก็บแยกสวน แลวนําสารละลายที่ไดมาวดัปริมาณโปรตีนโดยวัดการดดูกลืนคลื่นแสงที่ 280 nm 
และวดักิจกรรมเอนไซม รวมหลอดที่มีกิจกรรมเอนไซมเขาดวยกัน นํามาไดอะไลสดวย 50 mM 
glycine-NaOH buffer, pH 11.0 วัดปริมาตรของสารละลาย ตรวจวัดปริมาณโปรตีน และกจิกรรม  
อัลคาไลนโปรติเอส  คํานวณคากิจกรรมจําเพาะ 
   
8.  การตรวจสอบความบริสทุธ์ิของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสดวยวิธี  SDS-PAGE 
 

เตรียมเครื่องมือโดย เช็ดแผนกระจกทั้ง 2 แผนใหสะอาดดวยเอธานอล ความเขมขน 70 % 
วาง spacer ลงที่ขอบแผนกระจก ทําการประกบกระจกทั้ง 2 แผนเขาดวยกัน หนีบกระจกใหแนน
ดวยตัวหนีบ เตรียมเจล running ใหมีปริมาตรเปน 3 ใน 4 สวนของกระจก แลวเทลงในชองวาง
ระหวางกระจกทั้ง 2 แผน เตมิน้ําเล็กนอยทีผิ่วหนาของเจล running เพื่อใหผิวหนาเรยีบ ตั้งทิ้งไว 30 
min ใหเจลแขง็ตัว และเตรียมเจล stacking ใหมีปริมาตร 1 ใน 4 สวนของแผนกระจก เอียงกระจก
เพื่อเทน้ําออก จากนั้นเทเจล stacking ทับผิวหนาของเจล running ที่แข็งตัวแลว และทาํชอง (well) 
สําหรับใสสารตัวอยาง โดยใชหวี (template comb) กดลงในเจล stacking ตั้งทิ้งไว 15 ถึง 30 min ให      
เจลแข็งตัว แลวดึงหวีออก นาํแผนกระจกทีเ่ตรียมไดไปไวใน chamber เท electrode buffer ที่เตรียม
ไวเทใน chamber ช้ันนอก และเทใหทวมถึง well ใน chamber ช้ันใน  

  
นําเอนไซมที่ตองการตรวจสอบความบริสุทธิ์มา 25 μl ผสมกับ sample dye 100 μl ตมเดือด

เปนเวลา 5 min ใสลงในชอง จากนั้นตอกระแส ไฟฟาใหกระแสเคลื่อนที่จากขั้วลบไปขั้วบวก โดย
ใชกระแสไฟฟา 20 mA ตอ 1 แผน เมื่อตัวอยางเคลื่อนที่เกือบถึงปลายสุดของ running gel ทําการ
แกะแผนเจลออกจากกระจกอยางระมัดระวัง แลวยอมแผนเจลดวย coomassie brilliant blue R-250 
(ภาคผนวก ก. ขอ 4) ลางสีออกดวย destaining solution (ภาคผนวก ก. ขอ 4) จนแผนเจลใส และเหน็
แถบของโปรตีนชัดเจน 
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9.  ศึกษาคุณสมบัติบางประการของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสทุธ์ิ  
 
 แบงออกเปนการศึกษามวลโมเลกุล และหนวยยอย, อุณหภูมิที่เหมาะสม, ผลของอุณหภูมิ
ตอความคงตัวของเอนไซม, pH ที่เหมาะสม, ผลของ pH ตอความคงตัวของเอนไซม, ผลของอิออน
โลหะ, สารยับยั้งเอนไซม, ความจําเพาะกับสับสเตรท, เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมกับเอนไซม
ทางการคา และจลนพลศาสตร 
 

9.1  การศึกษามวลโมเลกุลของเอนไซม และหนวยยอยของเอนไซม 
 

 ทําดวยกัน 3 วธีิคือ sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE), gel filtration (คอลัมน Sephacryl S-200) และ Matrix Assisted Laser Desorption Mass 
Spectrophotometry (MALDI-MS)  
 
 9.1.1  การศึกษาหามวลโมเลกุลและหนวยยอยของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์
โดยวิธี SDS-PAGE  
  
 การหามวลโมเลกุลของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส ในวธีินี้เปนการเปรียบ 
เทียบการเคลื่อนที่ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบนแผนเจล polyacrylamide กับโปรตีน
มาตรฐานที่ทราบมวลโมเลกุล ทําไดโดยวดัระยะทางที่แถบโปรตีนเคลื่อนที่และระยะทางที่แถบสี 
sample buffer เคลื่อนที่ในแผนเจล แลวนํามาคํานวณหาระยะทางสัมพัทธ (relative mobility) ดังนี้ 
 

เคลื่อนที่ buffer sample แถบสีระยะทางที่
คล่ือนที่แถบโปรตีนเระยะทางที่mobility) (relative พันธระยะทางสัม     =  

               
สรางกราฟมาตรฐานของโปรตีนมาตรฐานโดยที่ใหแกน X เปนคาระยะทางสัมพัทธ สวน แกน Y 
เปนคา log ของมวลโมเลกุล  
 มวลโมเลกุลของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส หาไดจากการนําคาระยะทาง
สัมพัทธของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสอัลคาไลนโปรติเอสที่เคลื่อนที่บนแผนเจล polyacrylamide 
เดียวกับโปรตนีมาตรฐาน มาเทียบหามวลโมเลกุลกับกราฟมาตรฐานของโปรตีนมาตรฐาน 
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 9.1.2  การศึกษาหามวลโมเลกุลของเอนไซมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์โดย
ใชคอลัมน Sephacryl S-200 

  
 นําสารละลายโปรตีนมาตรฐานที่ทราบมวลโมเลกุล แตละชนิดมาแยกผาน
คอลัมน Sephacryl S-200 โดยชะดวย 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 11.0 ที่มี 0.15 M NaCl ดวย
อัตราการไหลคงที่ 60 ml/h แยกเก็บสวนสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนหลอดละ 2 ml ติดตอกัน
ดวยเครื่องเก็บแยกสวน วัดปริมาณโปรตีนที่ออกมาจากคอลัมน ดวยการวัดคาการดดูกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 nm 

 

 คํานวณหา Kav ตามสูตร ( )
( )Vo-Vt

Vo-Ve Kav =  ของโปรตีนมาตรฐานแตละชนิด 

ซ่ึง Ve (elution volume) คือ ปริมาตรที่โปรตีนแตละชนิดถูกชะออกมา สวน Vo (void volume) คือ 
ปริมาตรที่ blue dextran ถูกชะออกมา และ Vt (total volume) คือปริมาตรที่ riboflavin ถูกชะออกมา 
นําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานโดยที่ใหแกน X เปนคา Kav สวนแกน Y เปนคา log ของมวล
โมเลกุล  

 
 มวลโมเลกุลของเอนไซมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส หาไดจากการนําคา Kav 
ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ผานคอลัมน Sephacryl S-200 ในขอ 8.1.1 มาเทียบหามวล
โมเลกุลกับกราฟมาตรฐานของโปรตีนมาตรฐาน 
             
             9.1.3  ศึกษาหามวลโมเลกุลของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์โดยวิธี  
MALDI-MS 
 
 สงวิเคราะหหามวลโมเลกุลที่ศูนยพนัธุวิศวกรรม และเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
(BIOTEC) ภายใตสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาต ิ(สวทช.) ดวยเครื่อง 
MALDI-MS ยี่หอ BRUKER DALTONICS โดยเตรียมตัวอยางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก 
Bacillus sp. A39 ที่ไมไดทําการเจือจาง และที่เจือจางดวย 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) 
อัตราสวน 1:10, 1:100 มาผสมกับสารละลาย sinapinic acid (SA) ความเขมขน 10 mg/ml ใน
อัตราสวน 1:1 แลว spot 1 µL ลงบน stainless steel target MALDI plate ทิ้งไวใหแหงในอากาศ ยิง
ดวย UV-laser ความยาวคลื่น 337 nm ใชกระแสไฟฟา 20 kV ใช Program flex analysis และ flex 
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control version 1.1 ในการวเิคราะห กราฟที่ไดแกน Y เปนความสัมพนัธของพลังงาน (relative 
intensity; a.u) และแกน X เปนอัตราสวนมวลตอประจุ (m/z)  
 
 9.2  ศึกษาหาคาอุณหภูมิที่เหมาะสม (optimum temperature) ตอกิจกรรมของเอนไซม 
อัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์  

 
 เจือจางเอนไซมใหมีความเขมขนที่เหมาะสมดวย 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 
11.0 และนําไปวัดกจิกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ pH 11.0 ณ. อุณหภูมิตางๆดังนี้คือ 
30°C, 40°C, 50°C, 55°C, 60°C, 70°C  และ80°C ตามลําดับ   
 
 9.3  ศึกษาผลของอุณหภูมติอความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ 

 
               ทําการบมเอนไซมที่อุณหภมูิ 30°C, 40°C, 50°C, 55°C, 60°C, 70°C และ80°C 
ตามลําดับ เปนเวลา 30 minกอน เมื่อครบเวลาทําเอนไซมใหเย็นโดยแชในอางน้ําแข็ง จากนั้นนําไป
วัดกจิกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่อุณหภูมิ 55°C และ pH 11.0  
 
 9.4  ศึกษาหาคา pH ที่เหมาะสม (optimum pH) ตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลน           
โปรติเอสบริสุทธิ์  

 
              เจือจางเอนไซมใหมีความเขมขนที่เหมาะสมดวยสารละลาย buffer ที่มีคา pH ตางๆ
ดังนี้คือ 50 mM acetate buffer, pH 6.0,7.0; 50 mM phosphate buffer, pH 7.0, 8.0 ; 50 mM glycine-
NaOH buffer, pH 8.0, 9.0, 10.0 และ11.0 และ 50 mM hydroxide-chloride buffer, pH 11.0, 12.0 
และ 13.0 แลวนําไปวดักิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ pH ของ buffer นั้นๆ ณ อุณหภมูิ 
55°C 

 
       9.5  ศึกษาผลของ pH ตอความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์  

 
              บมเอนไซมในสารละลาย buffer ที่มีคา pH ตางๆ ดังนี้คือ 50 mM acetate buffer, pH 
6.0, 7.0 ; 50 mM phosphate buffer, pH 7.0, 8.0 ; 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 8.0, 9.0, 10.0 
และ11.0 และ50 mM hydroxide-chloride buffer, pH 11.0, 12.0 และ 13.0 ทิ้งไว 30 min จากนัน้คอย
นําไปวดักิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่อุณหภูมิ 55°C และ pH 11.0   
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       9.6  ศึกษาอิออนโลหะที่มีผลกระทบตอการทํากิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
บริสุทธิ์  

 
              บมเอนไซมกบัสับสเตรทในสารละลาย glycine-NaOH buffer 50 mM, pH 11.0 และ
เติมอิออนโลหะแตละชนิด คอื MnCl2, CoCl2, ZnSO4, CdCl2, CuSO4, FeCl2, NiSO4, MnCl2 และ 
CaCl2 โดยมีความเขมขนสุดทาย 1 mM ทิ้งไว 1 h ที่อุณหภูมิหอง จากนัน้วัดกิจกรรมของเอนไซม           
อัลคาไลนโปรติเอสที่อุณหภมูิ 55°C และ pH 11.0 เปรียบเทียบกับที่ไมมีการเติมอิออน จากนัน้
เลือกอิออนโลหะตวัที่ทําใหกิจกรรมของเอนไซมเพิ่มขึน้มาทดสอบโดยเปลี่ยนความเขมขนเปน  
0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 และทําการทดลองเหมือนขางตน  

 
       9.7  ศึกษาผลของตัวยับยั้งเอนไซมตอการทํากิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
บริสุทธิ์  

 
               เจือจางเอนไซมใหมีความเขมขนที่เหมาะสมดวย 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 
11.0  และเติมสารยับยั้งชนิดตางๆ (EDTA, PMSF, 1,10-phenanthroline, iodoacetate และ pepstatin)  
โดยมีความเขมขนสุดทาย 1 และ 10 mM เขยาใหเขากันเบาๆ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 
min จากนัน้นาํไปวัดกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ อุณหภมูิ 55°C และ pH  11.0 
เปรียบเทียบกบัเอนไซมที่ไมมีการเติมตัวยับยั้ง 

 
       9.8  ศึกษาความจําเพาะของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์กับสับสเตรท 

 
               เจือจางเอนไซมใหมีความเขมขนที่เหมาะสมดวย 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 
11.0 จากนั้นวดักิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสอุณหภูมิ 55°C และ pH 11.0 กับสับสเตรท
ตางๆ ดังนี้ เคซีน, keratin, bovin serum albumin (BSA), sericin และ fibroin โดยใชความเขมขนของ
สับสเตรทแตละตัวเทากับ 4% 

 
       9.9  ศึกษากิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์เปรียบเทียบกับกิจกรรมของ 
เอนไซม ทางการคา 

 
               วัดกจิกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่อุณหภูมิ 55°C และ pH 11.0 เปรียบเทียบ
กับกิจกรรมของเอนไซมทางการคา ไดแก Thermolysin (metalloprotease) และ Proteinase K (serine 
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protease) ที่ pH และอุณหภมูิที่เหมาะสม (pH 8.0 และอุณหภูมิ 70°C, 65°C ตามลําดับ) โดยใช       
เคซีนเปนสับสเตรท 

 
       9.10  ศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์  (kinetic) 

 
                      ปเปตตสารละลายเคซีนที่ละลายใน 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 11.0 ความ
เขมขน 2 mg/ml ลงในหลอดทดลอง จํานวน 8 หลอด หลอดละ 125 μl เติม 1 M glycine-NaOH 
buffer, 25 μl และเติมน้ํากลั่น 100 μl แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 55°C จากนั้นเติมสารละลายเอนไซม
ความเขมขนทีเ่หมาะสมลงในแตละหลอด หลอดละ 250 μl  หยุดปฏิกิริยาหลอดที่ 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 
และ 8  ที่เวลา 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15  และ 20 min ตามลําดับ ดวยสารละลาย 10 % trichloroacetic acid  
ปริมาตร 500 μl ปนเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ เปนเวลา 10 min แลวนําสวนใสมาวัดปริมาณไทโรซีนที่
เกิดขึ้นดวยวิธี Lowry method (1951) (ภาคผนวก ข. ขอ 2) 

 
                      เปลี่ยนความเขมขนของสารละลายเคซีน จาก 2 mg/ml เปน 4, 6, 8, 10 และ 12 mg/ml 
ตามลําดับ คํานวณปริมาณไทโรซีนที่เกิดขึ้นที่เวลาตางๆกัน แลวนําไปเขียนกราฟระหวางปริมาณ 
ไทโรซีนที่เกิดขึ้นเทียบกับเวลา เพื่อหาความเร็วเร่ิมตนของปฏิกิริยา (initial velocity;Vo) ที่ความ
เขมขนตางๆของสารละลายเคซีน  จากนั้นนําคาความเขมขนของสารละลายเคซีน และความเร็ว
เร่ิมตนของปฏิกิริยา (Vo) มาเขียนกราฟ Lineweaver-Burk ระหวาง 1/[S] และ 1/V  เพื่อหาคา Km 
และ Vmax 

 
       9.11  ศึกษาการประยุกตใช crude enzyme ในการลอกกาว sericin จากเสนไหมดิบ 

 
            9.11.1  นําขวดแกว 3 ขวดไปอบที่อุณหภูมิ 80°C เปนเวลา 2-3 h จากนั้นนําไปใสไว
ใน desicator  เพื่อดูดความชืน้ เปนเวลา 3-5 h ทดลองชั่งน้ําหนกัของขวดแกวดวยเครื่องชั่ง 4 
ตําแหนง ทําซ้าํจนไดน้ําหนกัคงที่ บันทึกไว   

 
         9.11.2  ช่ังเสนไหมดบิ น้ําหนกัแหง (ที่ไดจากเปลือกไหม) ขวดละ 100 mg ใสขวด

แกวทีไ่ดช่ังแลว จากนั้นทําซ้าํในขอ 8.11.1 ซ่ึงขวดแกวจะมีเสนไหมดิบอยูดวย 
 

           9.11.3  ลอกกาว sericin คร้ังที่ 1 จากเสนไหมดิบทีอ่ยูในขวดแกว (อัตราสวนระหวาง
เสนไหม : เอนไซมเทากับ 1:20 w/v) ใช crude enzyme 2 ml บมที่ อุณหภูมิ 55°C และpH 11.0 เปน
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เวลา 1 h จากนั้นเทสวนที่เปนของเหลวออกมาดวยการกรอง ลางเสนไหมดวยน้ํากลั่น 4 ml 2 คร้ัง เท
น้ําออก แลวจงึลอกกาวอีกเปนครั้งที่ 2 โดยใช crude enzyme ทําเหมือนเดิม 
 
           9.11.4  ทําซ้ําในขอ 8.11.1  ซ่ึงขณะนี้ขวดแกวมีเสนไหมดิบที่ลอกกาวแลวอยู 
 
             9.11.5  นํามาคํานวณน้ําหนักที่หายไปของเสนไหมดังสูตร 

 
น้ําหนักที่หายไป (น้ําหนัก sericin) = (น้ําหนักขวดกับเสนไหมกอนลอกกาว)- (น้ําหนักขวดกับเสน
ไหมหลังลอกกาว) 
 
            9.11.6  จากนั้นคิดเปน sericin yield (%) ดังสูตร 

 

sericin yield (%) 100
อกกาว นไหมกอนลนํ้าหนักเส

 ่ีหายไปนํ้าหนักท      ×=  

 
หมายเหตุ  น้ําหนักเสนไหมกอนลอกกาว  =  น้ําหนักขวดกับเสนไหมกอนลอกกาว – น้ําหนักขวด 
 
            9.11.7  ทําซ้ําในขอ 8.11.1 ถึง 8.11.6 โดยใช crude enzyme เจือจางในอัตราสวน 
1:20, 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 11.0 และน้ํากลั่น แทน crude enzymeในการลอกกาว 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การเลี้ยงเชื้อ 
 

crude enzyme จาก Bacillus sp. A39 ที่ไดจากการเพาะเลีย้งในถังหมกัโดยการเติมอาหาร
แบบคงที่ เมื่อนํามาวัดปริมาณโปรตีนไดเทากับ 1.60 mg/ml และกจิกรรมของเอนไซมอัลคาไลน  
โปรติเอสเทากับ 2.78 U/ml คํานวณคากิจกรรมจําเพาะไดเทากับ 0.87 U/mg   

 
มีรายงานการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดยการใชถังหมักเชนเดยีวกับในการทดลอง 

โดยผลิตเอนไซมจาก Bacillus pumilus สายพันธุ MK6-5 ดวยการหมกัแบบ batch ในถังหมักขนาด  
2 l  ทําการเลี้ยง 60 h ที่ 35°C ความเร็วรอบที่ใชในการเพาะเลี้ยงคือ 250 rpm ใหอากาศ 1 vvm  เพื่อ
ทําใหบริสุทธิ์ และศึกษาคุณสมบัติ พบวามีกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมเทากับ 11.6 U/mg (Kumar, 
2002) สวนการผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus clausii I-52 ทําโดยใชสภาวะการหมกัแบบ submerged ที่ 
37°C เปนเวลา48 h โดยที่ความเร็วรอบ 700 rpm และใหอากาศ 1.5 vvm จะไดกิจกรรมจําเพาะสูงสุด
เทากับ 106.8 U/mg × 10-3 (Joo and Chang, 2006) 

 
2.  ศึกษาวิธีการทําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสใหบริสุทธ์ิ และสังเกตความคงตัวของเอนไซมขณะ  
     เก็บรักษา 
 
 จากตารางที่ 8 วิธีการทําใหบริสุทธิ์โดยการเจือจางเอนไซมดวยวิธี dialysis พบวากจิกรรม
จําเพาะเฉลี่ยของเอนไซมเทากับ 3.81 เนื่องจากโปรตีนขนาดเล็ก ส่ิงปนเปอน หรือสารยับยั้ง (ถามี) 
ออกไป จึงทําใหเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเล็กนอย สวนวิธีการทําเอนไซมใหเขมขน 
ดวยการตกตะกอน 80% (NH4)2SO4, วิธี lyophilization (Freeze dry) และ ultrafiltration มีคากิจกรรม
จําเพาะเฉลี่ยเทากับ 13.37, 2.05 และ 4.47 ตามลําดับ จะเห็นวาวิธีการตกตะกอนดวย 80% 
(NH4)2SO4 มีคากิจกรรมจําเพาะสูงสุด แสดงใหเห็นวาเปนวิธีการที่ดจีึงเลือกใชวิธีนีใ้นการทํา
เอนไซมใหบริสุทธิ์ 
 
 เมื่อสังเกตการเก็บรักษาเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่สภาวะตางๆ เปนเวลา 1 เดือนที่ 4°C 
พบวาเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. A39 มีความคงตัว สังเกตไดจากคากิจกรรม
จําเพาะในทกุสัปดาห (ตารางที่ 8) โดย crude enzyme มีความคงตัวมากที่สุด คือหลังจากเก็บไว 1 
เดือน กจิกรรมจําเพาะของเอนไซมลดลงเพียง 2.8% เทานั้น ในขณะทีก่ารทําใหเขมขนขึ้นโดยวิธี 
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ultrafiltration มีแนวโนมจะทําใหกจิกรรมจําเพาะของเอนไซมเพิ่มขึ้นประมาณ 10% ซ่ึงเกิดจาก
ปริมาณโปรตีนลดลงขณะเกบ็รักษามากกวาการทดลองอื่นๆ สวนเอนไซมที่ผานการตกตะกอนดวย 
(NH4)2SO4 และ lyophilization กิจกรรมจําเพาะของเอนไซมลดลง 10.1 และ 21.8% ตามลําดับ แต
เอนไซมที่ผานการไดอะไลส มีแนวโนมวากิจกรรมจําเพาะจะลดลงอยางมากในชวงสปัดาหแรกคือ
ลดลง 28.8% และจากนั้นลดลงเพียงเล็กนอย และเมื่อเกบ็ไวนาน 1 เดอืน กิจกรรมจาํเพาะลดลง 
38.2% 

 
ตารางที่ 8 ความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในสภาวะตางๆ ซ่ึงเก็บไวที่ 4°C  

นาน 1 เดือน 
 

Treatments weeks 
Specific activity  

(U/mg) 
Specific activity  
reduction (%) 

Crude enzyme 
 
 
 
 
 
Dialyzed 
 
 
 
 
 
80% (NH4)2SO4 
precipitation 
 
 
 

0 
1 
2 
3 
4 
 
0 
1 
2 
3 
4 
 
0 
1 
2 
3 
4 

2.18 
2.29 
2.24 
2.07 
2.12 

 
5.24 
3.73 
3.46 
3.37 
3.24 

 
13.93 
14.23 
13.36 
12.83 
12.52 

 
 
 
 
2.8 

 
 
 
 
 

38.2 
 
 
 
 
 

10.1 
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ตารางที่ 8 (ตอ) 
 

Condition weeks 
Specific activity  

(U/mg) 
Specific activity  
reduction (%) 

Lyophilize 
(Freeze dry) 
 
 
 
 
Ultrafiltration 

0 
1 
2 
3 
4 
 
0 
1 
2 
3 
4 

2.25 
 2.07 
1.99 
1.96 
1.97 

 
4.30 
4.39 
4.52 
4.45 
4.71 

 
 
 
 

21.8 
 
 
 
 
 

+9.5 

 
 จากรายงานของ Pierce (2005) กลาวถึงความคงตัวของโปรตีน และการเก็บรักษาวา 

โดยทั่วไปเอนไซมเก็บไดดีทีสุ่ดที่อุณหภูมนิอยกวา หรือเทากับ 4°C ในที่สะอาด, ภาชนะแกวที่ฆา
เชื้อ และ หลอด polypropylene แตการเก็บที่อุณหภูมิหองจะทําใหเกดิการยอยสลายของโปรตีน และ
ไมมีกิจกรรมของเอนไซม ซ่ึงปกติเปนผลมาจากการเจริญของจุลินทรีย สําหรับการเก็บระยะสั้น             
(1 วัน ถึง 2 หรือ 3 สัปดาห) อาจจะเก็บเอนไซมใน buffer ที่ 4°C แตการเก็บที่ยาวนานกวานี้คือตั้งแต 
1 เดือนถึง 1 ป มีงานวิจยัรายงานวาควรเก็บใน liquid nitrogen สวนการเก็บที่ -20 หรือ -80°C อาจมี
การเติม 50% glycerol หรือ ethylene glycol เพื่อปกปองสารละลายจากความเย็น แตการแชเยือกแข็ง 
และหลอมบอยๆจะทําใหลดความคงตัวของเอนไซม  นอกจากนี้ในการเก็บโดยการเตมิสารรีดิวซ           
( reducing agent) พวก 1-5 mM dithiothreitol (DTT) และ 2-mercaptoethanol (2-ME) จะชวยรักษา
เอนไซมไดดี เนื่องจากสารเหลานี้ปองกันการออกซิไดซของ cysteines 
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3.  การแยกเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสใหบริสุทธ์ิ 
      

โดยตกตะกอนดวยเกลือ (NH4)2SO4 และผานคอลัมนโครมาโตรกราฟ   
 
3.1  การตกตะกอนที ่80% (NH4)2SO4  
 

 นํา crude enzyme จากขอ 1. มาตกตะกอนที่ 80% (NH4)2SO4หลังจากนัน้นํามาปน
เหวีย่งที่ 12,520 ×g ละลายตะกอนโปรตีนที่ไดดวย 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 11.0 นําไป 
dialysed วัดปริมาณโปรตีน และกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส ไดคากิจกรรมจําเพาะ
เทากับ 7.68  U /mg  ซ่ึงสูงกวา crude enzyme และมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 8.84 เทา    
 
            พบรายงานของ Beg and Gupta (2003) ไดศึกษาการทําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก 
Bacillus mojavensis ใหบริสุทธิ์ โดยตกตะกอนที่ 0-85% (NH4)2SO4และมีรายงานการตกตะกอน
ดวย (NH4)2SO4 ที่ความอิ่มตัวเดยีวกันกับการทดลองนี้คือที่ 80% (Romero, 2001) และ 80% 
(Venugopal and Saramma, 2006) นอกจากนี้ยังพบการตกตะกอนดวย (NH4)2SO4 ที่ความอิ่มตัวอ่ืนๆ
ดังนี ้60%, 70% (Gessesse et al., 2003) และ 40-80% (Kumar, 2002) เปนตน 
 

3.2  การแยกเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโตรกราฟ 
 
             3.2.1  การแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์โดย FPLC ดวยคอลัมน Phenyl Sepharose 6 Fast 
flow (high sub) 
 
  นําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ไดจากการตกตะกอนที่ 80% (NH4)2SO4มาทํา
ใหบริสุทธิ์ตอโดยใชคอลัมน Phenyl Sepharose 6 Fast flow (high sub), ภาพที ่6 หลังจากผาน 
Phenyl sepharose column นาํไป dialysed เพื่อแยกเกลือ (NH4)2SO4 ออก จากนั้นวดัปริมาณโปรตีน 
และกิจกรรมของเอนไซม หาคากิจกรรมจาํเพาะ จะเห็นวามี peak ของโปรตีนออกมาในทุกขั้นตอน
ของการชะดวยเกลือ (NH4)2SO4 ที่มีความเขมขนลดลงเรื่อยๆ แตมี peaks ที่ความเขมขน 0.2 M และ 
0 M (NH4)2SO4เทานั้นที่พบกิจกรรมของเอนไซม โดยไดทําการทดลองมากอนหนานี้แลวพบวา 
pooled 1 จะมกีิจกรรมของเอนไซม อัลคาไลนโปรติเอสสูงกวา pooled 2 และคากิจกรรมจําเพาะที่ได
คือ 38.45 และ 6.77 U/mg  ตามลําดับ สวนความบริสุทธิ์ของ pooled 1 มี 22.34 เทาซึ่งมากกวา 
pooled 2 ที่มี 3.93 เทา ดังนั้นในการทดลองครั้งตอมาจึงเลือกเฉพาะ pooled 1 (หลอดที่ 86-96) มาทํา
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ใหบริสุทธิ์ในขั้นตอไป พบวามีคากิจกรรมจําเพาะเทากบั  31.94 U/mg , yield เทากบั 28.05 % และ
ความบริสุทธิ์เทากับ 36.76 เทา ซ่ึงมีคาเพิ่มขึ้นกวาในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนที่ 
80% (NH4)2SO4   
 
 จากรายงานของ Huang et al. (2003) ไดทําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก 
Bacillus pumilus ใหบริสุทธิ์ โดยใชคอลัมน HIC (1.5 × 10 cm) ซ่ึงเปนหนึ่งในขั้นตอนการทําให
เอนไซมบริสุทธิ์ ทําการปรับสมดุลของคอลัมนดวย 1 M (NH4)2SO4ใน 20 mM Tris-HCl buffer, pH 
8.0 โดยชะจากความเขมขน 1 M ถึง 0.1 M (NH4)2SO4 ที่อยูใน buffer เดียวกัน ใชอัตราการไหล 0.5 
ml/min ทําใหเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 38.65 เทา และมี yield เทากับ 0.88% 
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ภาพที่ 6  กราฟของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. A39 โดยโหลดโปรตีน 22.32 mg 
  ผานเครื่อง FPLC ซ่ึงใชคอลัมน Phenyl Sepharose 6 Fast flow (high sub) ทํา Stepwise  
  ดวย 50 mM glycine-NaOH buffer, pH 11.0 ที่มีความเขมขนของ 1M, 0.6 M, 0.4 M,      
  0.2M และ 0M (NH4)2SO4  อัตราการไหล 60 ml/h เก็บ fractions ละ 2.5 ml ( ______  ความ 
  เขมขนของ (NH4)2SO4 (M);         OD 280 nm        และกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลน 
  โปรติเอส U/ml) 
 

Pooled 1 

Pooled 2 
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 สวนรายงานของ Gupta et al. (2005) ไดทําการแยกเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส
จาก Pseudomonas aeruginosa PseA ใหบริสุทธิ์โดยหลังจากผานคอลัมน Q-sepharose จึงใช
คอลัมน Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (1 cm × 5.5 cm) ซ่ึงมีอัตราการไหล 4.8 ml/h ปรับสมดุล
ของคอลัมนดวย 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.7 ที่มี NaCl 2.5 M พบวาโปรตีนที่เกาะกบั
คอลัมนถูกชะออกมาดวย 50% ethylene glycol ใน 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.7 
หลังจากผานคอลัมนเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 11.6 เทา ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการทดลองที่วา
เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสเกาะกับคอลัมน Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (high sub) ไดดีโปรตนี
จึงถูกชะออกมาทีหลัง และในชวงแรกของการชะ สามารถกําจัดโปรตีนที่ไมตองการใหหลุดออกมา
กอน ดังนัน้จึงทําใหเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น และเหมาะที่จะใชคอลัมนนี้ในการทําเอนไซม
ใหบริสุทธิ์ 

 
             3.2.2  การแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์โดย FPLC ดวยคอลัมน Mono Q HR 5/5   

 
 นําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ไดหลังจากผานคอลัมน Phenyl Sepharose 6 
Fast flow (high sub) และ dialysed แลวจากขอ 3.2.1 ไปทําใหเขมขนขึน้เพื่อลดปริมาตรลงดวย aqua 
sorb  จากนั้นนํามาผานคอลัมน Mono Q HR 5/5 (ภาพที่ 7) หลังจากผานคอลัมนโปรตีนจะถูกชะ
ออกมาที่  0.5M NaCl จะพบ peak ที่สูงขึ้นมาเพียง peak เดียว (หลอดที่ 27) ซ่ึงมีกิจกรรมของ
เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสสูง เก็บ fraction นําไป dialysed เพื่อแยกเกลือ NaCl ออก จากนั้นนําไป
วัดปริมาณโปรตีน และกจิกรรมของเอนไซม อัลคาไลนโปรติเอส  คํานวณหาคากจิกรรมจําเพาะได
เทากับ 58.10 U/mg และมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเทากับ 66.88 เทา และมี yield เทากับ 3.52% 

 
 มีรายงานของ Koka and Weimer (2000) ไดใชคอลัมน anion exchange (Mono Q HR 5/5) 
ในขั้นตอนการทําเอนไซมโปรติเอสจากแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens RO98 ใหบริสุทธิ์ 
พบวามี peak ของกิจกรรมเอนไซมออกมาในตอนแรกของการทํา gradient ซ่ึงชะดวยเกลือ NaCl 
โดยใชความเขมขนตั้งแต 0-1 mol/l ช้ีใหเหน็วาโปรตีนไมเกาะกับคอลัมนแตกย็ังมีความบริสุทธิ์
เพิ่มขึ้น เนื่องจากสามารถกําจัดโปรตีนบางสวนที่ไมตองการออกไปไดในขั้นตอนนี้ ไดคากิจกรรม
จําเพาะเทากับ 126.8 U/mg มี yield เทากับ 96.8% และมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 2.1 เทา ซ่ึงตรงขามกับ
การทดลองนีท้ี่ใชคอลัมน Mono Q ในการทําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. A39 ให
บริสุทธิ์ โดยพบวา peak ของกิจกรรมเอนไซมจะออกมาสุดทาย แสดงวาโปรตีนเกาะกับคอลัมนนี้
ไดดี จึงตองชะดวยเกลือความเขมขนสูงถึงจะทําใหโปรตีนหลุดออกมา แตก็สามารถทําใหเอนไซมมี
ความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นไดเหมอืนกัน    
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          สวน Oda et al. (2004) ไดใชโครมาโตรกราฟคอลัมน Mono Q ที่เชื่อมตอกับระบบของ 
FPLC ในการทําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากแบคทีเรียสังเคราะหแสง Rubrivivax  gelatinosus 
KDDS1 ใหบริสุทธิ์ ใชอัตราการไหล 0.25 ml/min ทํา linear gradient ของ 1 M NaCl เอนไซมถูกชะ
ออกมาที่ 0.2 M NaCl มีคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 83.3 U/mg และมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นประมาณ 
1,000 เทา แสดงวาเอนไซมนี้มีประสิทธิภาพเกาะกับคอลัมนไดนอยกวาเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส
จาก Bacillus sp. A39 ซ่ึงจะถูกชะออกมาที่ 0.5 M NaCl 
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ภาพที่ 7  กราฟของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. A39 โดยโหลดโปรตีน 11.16 mg

ผานเครื่อง FPLC ซ่ึงใชคอลัมน Mono Q HR 5/5 (0.5 x 5 cm.) ทํา gradient ชะดวย 20 mM 
Tris-HCl buffer, pH 8.0 ตั้งแต 0 ถึง 0.5 M NaCl อัตราการไหล 12 ml/h เก็บ fractions ละ   
1 ml  ( ______ ความเขมขนของ NaCl (M);        OD 280 nm และ        กิจกรรมของ
เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส U/ml) 

                  
 

Pooled 1 
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ตารางที่ 9 การทําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก  Bacillus sp. A39 ใหบริสุทธิ์ 
 

Purification 
step 

volume 
(ml) 

Total 
activity 

(U) 

Total 
protein 

(mg) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Purification 
fold 

Yield 
(%) 

Crude enzyme 
80% (NH4)2SO4  
Phynyl sepharose 
Mono Q 

914.1 
40.0 
12.0 
1.0 

1,270.60 
571.20 
356.40 
44.74 

1,462.56 
74.40 
11.16 
0.77 

0.87 
7.68 

31.94 
58.10 

1.00 
8.84 

36.76 
66.88 

100.00 
44.96 
28.05 
3.52 

 
จากตารางที ่9 การทําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสใหบริสุทธิ์พบวาเมื่อผานขั้นตอนตางๆ  

เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจะมีความบริสุทธิ์มากขึ้นในแตละขั้นตอน และมีการสูญเสียโปรตีนอื่น
ในขั้นตอนตางๆ เนื่องจากการที่กรดอะมิโนที่เปนองคประกอบของโปรตีนที่ปนอยูรวมกันใน crude 
enzyme นั้นมีความแตกตางกันที่จํานวนของกลุมที่ไมมีชอบน้ํา, กลุมที่มีขั้ว และ ประจุ (charged) ทํา
ใหโปรตีนแตละชนิดมีการละลายที่ตางกนั ที่ความอิ่มตวั 80% (NH4)2SO4ไดทําใหโปรตีนบางสวน
ตกตะกอน แตมีบางสวนยังสามารถละลายน้ําได  และสวนสาเหตุที่ yield หายไปถึง 56% หลังจาก
การตกตะกอนดวย (NH4)2SO4 อาจเกิดจาก (NH4)2SO4 ซ่ึงเปนเกลือกรด pH อาจทําใหการละลาย
ของโปรตีนเปลี่ยนแปลงไป อีกสาเหตุหนึ่งมาจากเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส ที่สามารถเกิด 
autolysis คือยอยตัวของมันเองได จึงเกิดการสูญเสียโปรตีนไป ในขั้นสุดทายเอนไซมมีความ
บริสุทธิ์มาก มีคากิจกรรมจําเพาะเทากบั 58.10 U/mg มีคาความบริสุทธิ์เทากับ 66.88 เทา และ yield 
เทากับ 3.52% 
 

3.3  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
 

  หลังจากทําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสใหบริสุทธิ์ดวยข้ันตอนตางๆ แลวแบงตวัอยาง
เอนไซมในแตละขั้นตอนมาตรวจสอบความบริสุทธิ์อีกครั้งหนึ่งดวยวิธี SDS-PAGE ดังแสดงใน
ภาพที่ 8 แถบของโปรตีนลดลงในแตละขัน้ตอนของการทําใหบริสุทธิ์โดยการเปรียบเทียบแตละ 
lane ดังนี้ เมื่อนํา crude enzyme มาผานการตกตะกอนดวย(NH4)2SO4 (27.9 μg) พบแถบโปรตีน
มากกวา 10 แถบ แตมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 8.84 เทา จากนั้นนํามาผานคอลัมน Phenyl sepharose 
(9.3 μg) พบแถบโปรตีนที่เห็นไดชัด 2 แถบ และแถบบางๆ ประมาณ 6 แถบ พบวาเอนไซมมีความ
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บริสุทธิ์ 36.76 เทา และเมื่อผานคอลัมน Mono Q (15.4 μg) พบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียว เอนไซม
มีความบริสุทธิ์สูงสุดเทากับ 66.88 เทา 

 
 

 
 
ภาพที ่8  SDS-PAGE ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. A39; โดยใชกระแสไฟฟา  
               20 mA lane 1: โปรตีนมาตรฐาน,  lane 2: โปรตีนที่ผานคอลัมน Mono Q (15.4 μg),  lane  
               3: โปรตีนที่ผานคอลัมน Phenyl sepharose (9.3 μg),  lane 4: โปรตีนที่ผานการตกตะกอน 
               ดวย (NH4)2SO4  (27.9 μg) และ lane 5: โปรตีนของ crude enzyme (40 μg) 

 
4.  การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธ์ิ 
 

แบงออกเปนการศึกษามวลโมเลกุล และหนวยยอย, อุณหภูมิที่เหมาะสม, ผลของอุณหภูมิ
ตอความคงตัวของเอนไซม, pH ที่เหมาะสม, ผลของ pH ตอความคงตัวของเอนไซม, ผลของอิออน
โลหะ, สารยับยั้งเอนไซม, ความจําเพาะกับสับสเตรท, เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมกับเอนไซม
ทางการคา และ จลนพลศาสตร 
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4.1  การศึกษามวลโมเลกุลของเอนไซม และหนวยยอยของเอนไซม 
 
 ทํา 3 วิธีคือ SDS-PAGE, เจลฟลเตรชัน (คอลัมน Sephacryl S-200) และ MALDI-MS 
 
 4.1.1  การศึกษาหามวลโมเลกุลและหนวยยอยของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์
โดยวิธี  SDS-PAGE  

 
 นําตัวอยางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่บริสุทธิ์แลวมาหามวลโมเลกุลของ
เอนไซมโดยวธีิ SDS-PAGE ไดคา Rf เทากบั 0.3824 และเมื่อเปรียบเทียบกับมวลโมเลกุลของ
โปรตีนมาตรฐานตามตารางที่ 10 
 
ตารางที่ 10 มวลโมเลกุล, ระยะทาง และ relative mobility (Rf) ของโปรตีนมาตรฐานที่ไดจากวิธี   
    SDS-PAGE 
 

molecular weight  Standard protein 
(recombinant protein) kDa log 

distance  
(cm.) 

relative mobility 
(R f ) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

  10 

250 
160 
105 
75 
50 
35 
30 
25 
15 
10 

5.3979 
5.2041 
5.0212 
4.8751 
4.6990 
4.5441 
4.4771 
4.3979 
4.1761 
4.0000 

0.43 
0.55 
0.85 
1.15 
1.83 
2.60 
5.28 
5.45 
5.65 
6.40 

0.0625 
0.0809 
0.1250 
0.1691 
0.2684 
0.3824 
0.7757 
0.8015 
0.8309 
0.9412 

 
 โดยนําคา Rf  กับคา log ของมวลโมเลกุลไปพล็อตกราฟตามภาพที ่9 ไดมวล
โมเลกุลของเอนไซม อัลคาไลนโปรติเอสเทากับ 35 kDa  
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 Bhaskar et al. (2006) ไดศึกษามวลโมเลกลุของ  Bacillus proteolyticus CFR3001 ซ่ึงถูกทํา
ใหบริสุทธิ์บางสวน และศกึษาคุณสมบัติของเอนไซมพบวามีแถบโปรตีนเพียงแถบเดียว มีมวล
โมเลกุล 29 kDa และมวลโมเลกุลของอัลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตในแบคทีเรียมากมายรวมทั้ง 
Bacillus จะอยูในชวงจาก 15 kDa ถึง 30 kDa อยางอัลคาไลน serine proteases จาก Bacillus spp. 
พบวามีมวลโมเลกุลของ AP-1 และ AP-2 เทากับ 28 และ 29 kDa  ตามลําดับ (Kumar et al., 1999) 
แตก็มีบางรายงานที่ระบุวามมีวลโมเลกุลของเอนไซมสูงเชน 33 kDa (Samal et al., 1991), 36 kDa 
(Tsujibo et al., 1990) และ 45 kDa (Kwon et al., 1994) 
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ภาพที่ 9  การหามวลโมเลกุลของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์จาก Bacillus sp. A39 โดยวิธี 
                 SDS-PAGE 
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 4.1.2  การศึกษาหามวลโมเลกุลของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน   
Sephacryl S-200 
 
 นําเอนไซมที่ไดจากคอลัมน Mono Q มาทําใหเขมขนโดยใช aqua sorb จากนั้น
นํามาผานคอลัมน  Sephacryl S-200 พบวา peak ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจะออกมาที่ Ve 

เทากับ 62 ml ดังนั้นเมื่อนํามาคํานวณตามสูตร ( )
( )V0-Vt

V0-Ve Kav =   

 
เมื่อ  Ve (elution volume) =       62   ml. 
     Vt (total volume) =     144   ml.   
     V0 (void volume) =       36   ml. 
 

ดังนั้น  ( )
( )36-144

36-62 Kav =  =      0.2407 

 
       ไดคา Kav เทากับ 0.2407 คา Ve และคา Kav ของสารละลายมาตรฐานมีคาดัง
ตารางที่ 11 และนําไปหามวลโมเลกุลของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดยเทียบกับคา Kav ที่
คํานวณไดจากสารละลายโปรตีนมาตรฐานดังกราฟ (ภาพที่ 10) ซ่ึงไดมวลโมเลกุลของเอนไซมอัล
คาไลน โปรติเอสเทากับ 79  kDa ซ่ึงมีคาเปน 2.24 เทาของมวลโมเลกุลที่หาไดจาก SDS-PAGE 
แสดงใหเห็นวาเอนไซมนี้มี 2 subunits หรือเปน dimer 
 
 พบรายงานอัลคาไลนโปรติเอสที่ผลิตโดยจุลินทรียมีทั้งมวลโมเลกุล 84 kDa  ซ่ึง
เปน tetramer ของ 21 kDa, 49 kDa และ 46 kDa ซ่ึงเปน dimer ของ 23 kDa (Fukasawa et al., 1988a, 
1988b) สวน Singh et al. (2001) ไดศึกษาการทําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก B. sphaericus ให
บริสุทธิ์ พบอัลคาไลนโปรติเอส 2 ชนิด โดยโปรติเอสเอมีมวลโมเลกุล 28.7 kDa ซ่ึงพบวาเปน 
monomeric enzyme ในขณะที่โปรติเอสบีมีมวลโมเลกุล  68 kDa และประกอบ  ไปดวย subunits ที่
มีขนาดเล็กกวา 
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ตารางที่ 11 มวลโมเลกุล, Ve และ Kav ของโปรตีนมาตรฐานตางๆที่ผานคอลัมน     
      Sephacryl S-200  
 

molecular weight  Standard protein 

kDa log 

Ve  
(ml) 

Kav 

blue dextran 
α-amylase 
alcohol dehydrogenase 
albumin bovine serum 
carbonic anhydrase 
riboflavin 

2,000 
200 
150 
66 
29 

0.376 

6.3010 
5.3010 
5.1761 
4.8195 
4.4624 
2.5752 

36 
48 
54 
64 
74 
144 

0.0000 
0.1111 
0.1667 
0.2593 
0.3519 
1.0000 
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ภาพที่ 10  การหามวลโมเลกุลของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์จาก Bacillus sp. A39 โดย 
                   ผานคอลัมน  Sephacryl S-200  
 
 

Alkaline  protease blue dextran 

α-amylase 
alcohol dehydrogenase 

albumin bovine serum 
carbonic anhydrase 

riboflavin 
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 4.1.3  การศึกษาหามวลโมเลกุลของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์โดยวิธี  
MALDI-MS  
 
 ผลการสงวิเคราะหหามวลโมเลกุลของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสพบวา 
monomer มีมวลโมเลกุล 26,964 Da และ dimer มีมวลโมเลกุล 53,973 Da (ภาพที่ 11 และ 12)  
 

 
ภาพที่ 11  แสดงมวลโมเลกลุของ monomer ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ 
    จาก Bacillus sp. A39 โดยเครื่อง MALDI-MS 
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 โดยผลที่ไดแตกตางจากการหามวลโมเลกุลโดยวิธีเจลฟลเตรชัน และ SDS-PAGE ซ่ึงมี
ความผิดพลาดไดมากกวาวิธี MALDI-MS ซ่ึงมีการ calibration เครื่องใหไดมาตรฐาน และมี 
resolution สูง โดยมีคาเทากบั 10-5  หมายถึงเครื่องสามารถแยกความแตกตางของมวลโมเลกุลที่
ตางกัน 0.00001 Da ได ซ่ึงจะใหผลที่นาเชื่อถือ 
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ภาพที่ 12  แสดงมวลโมเลกลุของ dimer ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์  
 จาก Bacillus sp. A39 โดยเครื่อง MALDI-MS 
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 มีรายงานการศึกษาคุณสมบตัิอัลคาไลนโปรติเอสจาก Aspergillus tamari พบวาเอนไซม
มีมวลโมเลกุลเทากับ 35,154 Da โดยใชเครือ่ง MALDI-TOF ในการยืนยันการหามวลโมเลกุลของ
เอนไซมนอกเหนือจาก SDS-PAGE เชนเดยีวกับการทดลองนี้ (Anandan, 2007) 

 
 4.2  ศึกษาหาคาอุณหภูมิที่เหมาะสม (optimum temperature)  ตอกิจกรรมของเอนไซม 
อัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ 

 
 การศึกษาอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการทํากิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่
สรางจาก Bacillus sp. A39  ที่อุณหภูมิระหวาง 30°C-80°C  พบวาเมือ่อุณหภูมิสูงขึ้นกิจกรรมของ
เอนไซมมีคาสูงขึ้น ในชวง 30°C-50°C  จะมีคา relative activity เทากับ 59.83, 74.23 และ 89.73%
ตามลําดับ สวนที่ 55°C  เปนอุณหภูมิที่เหมาะสม (optimum temperature) โดยเอนไซมมีกิจกรรม
สูงสุดซึ่งใหคา relative activity เทากับ 100% (ภาพที่ 13) แตเมื่ออุณหภมูิเพิ่มขึ้นเปน 60°C  กิจกรรม
ของเอนไซมลดลงเหลือ 66.45% และเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึน้มากกวา 60°C  กิจกรรมของเอนไซมจะ
ลดลงอยางรวดเร็ว  
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ภาพที ่13 ผลของอุณหภูมิตอคา relative activity (%) ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์  
    จาก Bacillus sp.  A39 
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 สําหรับปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเปนตัวเรงนั้นพบวาอุณหภมูสิามารถทําใหเกิดปฏิกิริยาได
เร็วอยูในชวงแคบๆ เทานั้น  เพราะในตอนแรกจะทําใหอัตราเร็วของปฏิกิริยาเพิ่มเพราะโมเลกุลของ
สารอยูในสภาวะกระตุนมากขึ้นสามารถกลายเปนผลผลิตไดมากขึ้น  แตหากใชอุณหภมูิสูงเกินไป
จะเกิดปฏิกิริยาลดลงและหยดุชะงักไปในที่สุด  ทั้งนี้เพราะอุณหภูมจิะทําใหเอนไซมเสียสภาพทาง
ธรรมชาติ  ยังผลใหบริเวณเรงของเอนไซมมีลักษณะผดิไปทําใหไมสามารถทํางานไดดีเหมือนเดิม 
(วัลลี, 2532) 
  
 เมื่อเทียบกับการศึกษาใน crude enzyme พบวามีอุณหภูมทิี่เหมาะสมอยูที่ 55°C 
เหมือนกนั และจากการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม อัลคาไลนโปรติเอสจากแบคทีเรีย Vibrio 
fluvialis  ของ Venugopal and Saramma (2006) พบวาเอนไซมมีกิจกรรมในชวงอณุหภูมิที่กวาง 
ในชวงอณุหภมูิ 30-75°C  มีอุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 55°C  เชนเดียวกบัเอนไซม อัลคาไลนโปรติเอส
จากแบคทีเรีย Bacillus sp. A39 ในการทดลองนี้ 

 
 4.3  ศึกษาผลของอุณหภูมติอความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ 
 
 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่สรางจาก  
Bacillus sp. A39  พบวาเอนไซมมีความคงตัวในชวง 30°C-40°C  (ภาพที่ 14) โดยมีคา relative 
activity 99.02, 100% ตามลําดับ แตเมื่อบมเอนไซมที่ 50°C พบวากิจกรรมของเอนไซมลดลง
มากกวาครึ่งหนึ่งของคา relative activity และเมื่อบมเอนไซมที่ 55°C  กิจกรรมของเอนไซมลดลง
อยางรวดเรว็เหลือเพียง 7.63% ถาบมเอนไซมที่อุณหภมูิสูงกวา 55°C  จะไมพบกิจกรรมของ
เอนไซมเลย เมื่อเทียบกับการศึกษาใน crude enzyme พบวาเอนไซมมคีวามคงตัวในชวง 30°C-50°C  
ซ่ึงมีความคงตัวในชวงกวางกวาเอนไซมทีท่ําใหบริสุทธิ์แลว พบวาเอนไซมที่มีมวลโมเลกุลต่ําที่
ประกอบ ดวยหนวยยอยเพยีงหนวยเดียวทีม่ีพันธะไดซัลไฟดภายในโมเลกุลจะทนความรอนได
ดีกวาเอนไซมที่มีมวลโมเลกุลสูงๆที่ประกอบดวยหลายหนวยยอย  และเอนไซมที่อยูในสภาพทีย่ัง
ไมไดถูกทําใหบริสุทธิ์จะทนตอความรอนไดดีกวาเอนไซมที่ถูกทําใหบริสุทธิ์แลว สําหรับอิทธิพล
ของอณุหภูมติอความคงตัวของเอนไซมนัน้จะขึ้นอยูกับปจจัยหลายประการไดแก  pH, ionic 
strength หรือการมีไลแกนดจับอยูดวยหรือไม โดยทัว่ไปพบวาสับสเตรท สามารถปองกันการ     
เสียสภาพธรรมชาติของเอนไซมโดยการเพิ่มอุณหภูมิได (พัชรา, 2543) 
 
 จากรายงานการศึกษาของ Ferero (1996)  พบวาความคงตวัของโปรติโอไลติกซึ่งวัด 
โดยการใหความรอนระหวาง 30°C-70°C  เอนไซมมีความคงตัว 100% ไปจนถึงอุณหภูมิที่ 60°C  
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แตที่ 70°C  สูญเสียกิจกรรมของเอนไซม สวน Nascimento and Martins (2004) ทดลองวัดกิจกรรม
ของเอนไซมหลังจากบมเอนไซมที่ปราศจากสับสเตรท ณ. อุณหภูมิตางๆกัน พบวาเอนไซมมีความ
คงตัวที่ 30°C  เมื่อบมเปนเวลา 2 h ขณะที่ 40°C และ 80°C  กิจกรรมของเอนไซมสูญเสียไป 14 และ 
84%  ตามลําดบั  แสดงใหเหน็วาเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสสวนใหญมีความคงตัวอยูในชวง 
30°C-60°C   
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ภาพที ่14 ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ 
                จาก Bacillus sp. A39 
 
 4.4  ศึกษาหา pH ที่เหมาะสม (optimum pH)  ตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
บริสุทธิ์ 

       
       การศึกษา pH ที่เหมาะสมตอการทํากิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ pH
ตั้งแต 6.0-13.0 พบวาในชวงแรก pH 6.0 และ 7.0 มีคา relative activity นอย คือ 47.04, 67.43% สวน 
pH  8.0 และ 9.0  เอนไซมมีคา relative activity 78.03 และ 85.07% และ pH ที่เหมาะสม (optimum 
pH) อยูที่ 11.0 ซ่ึงทําใหเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมีกิจกรรมสูงสุด (ภาพที่ 15) สวนที่ pH 10.0 
และ 12.0 เอนไซมยังสามารถทํางานไดดี และมีคา relative activity เทากับ 91.16 และ 91.61 % 
ตามลําดับ ซ่ึงใกลเคียงกับที ่pH 11.0 ซ่ึงใหคา relative activity เทากับ 100% เมื่อ pH มาก ขึ้นถึง 
13.0 กิจกรรมของเอนไซมจะลดลงเพียงเลก็นอย ซ่ึงมีคา relative activity 83.13% แสดงใหเห็นวา
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เอนไซมมี pH ที่เหมาะสมอยูในชวงที่คอนขางเปนดาง ซ่ึงเอนไซมโดยทั่วๆไปจะทาํงานไดที ่pH 
ชวงหนึ่ง ในสภาวะที่ม ีpH ตางๆกันมีผลทําใหกจิกรรมของเอนไซมแตกตางกัน เนื่องจาก pH ทําให
เอนไซมมีการเปลี่ยน แปลงรปูรางที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยา แต pH บางชวงจะทําใหเอนไซม
ถูกยับยั้งอยางถาวรเพราะเอนไซมเสียสภาพธรรมชาติไป เนื่องจากโครงสรางตติยภูมขิองโปรตีนถูก
ทําลาย (พัชรา, 2543)  
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ภาพที ่15  ผลของ pH ตอ relative activity (%) ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ 

            จาก Bacillus sp. A39 
 

 เมื่อเทียบกับการศึกษาใน crude enzyme พบวาม ีpH ที่เหมาะสมอยูที่ 11.0 เชนเดยีวกนั
กับเอนไซมทีท่ําใหบริสุทธิ์แลว และจากรายงานการศกึษาของ Patel et al.  (2006) pH ที่เหมาะสม
ตอการทํากิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. ที่ถูกทําใหบริสุทธิ์โดยการ
ตกตะกอนดวย (NH4)2SO4, ผานคอลัมน DEAE cellulose และผานคอลัมน Sephadex-200 พบวา
เอนไซมมีกิจกรรมอยูในชวง pH  8.5-12.0  และpHที่เหมาะสมอยูระหวาง pH 10.0 และ 11.0 ซ่ึงอยู
ในชวงทีเ่ปนดางเหมือนกับอลัคาไลนโปรติเอสที่สรางจาก Bacillus sp. A39   
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 4.5  ศึกษาผลของ pH ตอความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ 
 

 การศึกษาผลของ pH ตอความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่สรางจาก 
Bacillus sp. A39 พบวาเอนไซมมีความคงตัวดีที ่pH กวางตั้งแต 7.0 ถึง 12.0 (ภาพที่ 16) โดยมีคา 
relative activity  มากกวา 80 ไปจนถึง 100% และมีความคงตัวคอนไปทาง pH ที่เปนดาง แตเมื่อบม
เอนไซมรวมกบัสารละลาย buffer ที่มี pH 13.0 นาน 30 นาที กิจกรรมของเอนไซมลดลง และถาบม
ที่ pH มากกวานี้กิจกรรมของเอนไซมมีแนวโนมจะลดลง เมื่อเทียบกับการศึกษาใน crude enzyme 
พบวามีความคงตัวในชวงที่คลายกันคือ 7.5 ถึง 12.0  
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ภาพที ่16  ผลของ pH ตอความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์จาก Bacillus sp. A39 
 
 สําหรับความคงตัวของเอนไซมที่ pH ตางๆนั้น จะขึ้นกบัปจจัยหลายประการ เชน 
อุณหภูมิ ionic strength ชนิดของ buffer  ความเขมขนของglycerol และsulfhydryl ความเขมขน
ของอิออนของโลหะที่เจือปนอยู และความเขมขนของสับสเตรท และโคแฟคเตอร พบวาบางกรณี
สับสเตรทจะเหนี่ยวนําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงโครงรูปของเอนไซมทําใหไดโครงรูปที่ถูกทําใหเสีย
สภาพธรรมชาติโดยการเปลีย่น pH ไดยากขึ้นหรืองายขึน้ก็ได นอกจากนี้ในการเก็บเอนไซมไวใช
นานๆจะตองคํานึงถึงวาเอนไซมบางชนิดอาจมีความเสถียรมาก เมื่อเก็บที่ pH ที่แตกตางไปจาก pH 
ที่เหมาะสมกบัการทํางานของเอนไซมนัน้ (พัชรา, 2543) 
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 ในป 2006, Rahman et al. ไดศึกษาเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากแบคทีเรีย  
Pseudomonas  aeruginosa  มีความคงตัวมากระหวาง pH 6.0 และ 11.0 ซ่ึงมีกิจกรรมมากกวา 90%  
ซ่ึงเอนไซมมีความคงตัวอยูในชวงกวางเชนเดียวกับเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. 
A39 ในการทดลองนี้ 
 
 4.6  ศึกษาอิออนโลหะที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ 

 
 การศึกษาอิออนโลหะที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ที่
สรางจาก Bacillus sp. A39 (ตารางที่ 12) พบวาที่ความเขมขน 1 mM Ca2+ และ Cu2+ สามารถกระตุน
กิจกรรมของเอนไซมไดทําใหมีกจิกรรมสูงกวา 100%  เมื่อเปรียบเทียบกับหลอดควบคุมที่ไมไดใส 
อิออนโลหะลงไป และ Mg2+ กระตุนกิจกรรมของเอนไซมเพียงเล็กนอย ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม
เทากับ 108.31% สวน Fe3+, Co2+, Ni2+, Zn2+ และ Mn2+ มีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม โดยมี
กิจกรรมของเอนไซมอยูเทากับ 83.16, 67.09, 96.81, 94.89 และ 36.71% ตามลําดับ ซ่ึง Mn2+ มีผล
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมมากที่สุด  
 

จากการที่อิออนบางพวกมีผลทําใหเกดิการกระตุนกจิกรรมของเอนไซมทําใหเอนไซมทน
ตอสภาพแวดลอมไดดีขึ้นดวยรายงานของ Banerjee et al. (1999) พบวาเกลือ Ca2+ และ Na2+ มีผลทํา
ใหเอนไซมทนตออุณหภูมสูิงไดมากขึ้น และปองกัน autolysis จึงทําใหกจิกรรมของเอนไซมเพิ่มขึ้น 
สังเกตไดจากการทดลองเตมิ 10 mM CaCl2 และ 1 M glycine พบวากิจกรรมของเอนไซมเหลือ
มากกวา 50% ของกิจกรรมสูงสุด และจากการศึกษาของ Kumar et al. (1999) พบวา Ca2+ 10 mM ทํา
ใหเอนไซม AP1 มีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 115% และ Ca2+ 1 mM ทําใหเอนไซม AP2 มี
กิจกรรมของเอนไซมเทากับ 130% จะเห็นวา Ca2+ เปนอิออนโลหะที่กระตุนกจิกรรมของเอนไซม 
อัลคาไลนโปรติเอสรวมทั้งเอนไซมจาก Bacillus sp. A39 ที่ทําการทดลองในครั้งนี้ดวยอีกทัง้ยังทํา
ใหเอนไซมมีเสถียรภาพอีกดวย 
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ตารางที่ 12  ผลของอิออนโลหะที่ความเขมขน 1 mM ตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
                       บริสุทธิ์จาก Bacillus sp. A39  

 

Metal ion Relative activity (%) 
Control 
Ca2+ 
Fe2+ 
Mg2+ 
Co2+ 
Ni2+ 
Zn2+ 
Cu2+ 
Mn2+ 

100.00 
149.14 
83.16 

108.31 
67.09 
96.81 
94.89 

143.77 
36.71 

 
 เมื่อเปลี่ยนแปลงความเขมขนของอิออน 2 ชนิด ที่มีการกระตุนกิจกรรมของเอนไซมคือ 
Ca2+และ Cu2+  พบวาเมื่อเพิม่ความเขมขนของ Ca2+ ในชวง 0.1-0.5 mM (ภาพที่ 17) เอนไซมจะมี
กิจกรรมเพิ่มขึน้เรื่อยๆ คือมีกิจกรรมของเอนไซม 100.23, 129.72 และ 136.10% ตามลําดับ และ
สามารถกระตุนกิจกรรมไดสูงสุดที่ความเขมขน 1 mM ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม 148.43% แตเมื่อ
เพิ่มความเขมขนเปน 2 ถึง 5 mM มีกิจกรรมของเอนไซมลดลงคือ มีกิจกรรมของเอนไซม 141.91, 
136.76, 121.05 และ 85.42% ตามลําดับ สวน Cu2+ (ภาพที ่18) เมื่อเพิ่มความเขมขนเอนไซมจะมี
กิจกรรมเพิ่มขึน้ในชวง Cu2+ 0.1 ถึง 3 mM คือมีกิจกรรมของเอนไซม 106.80, 112.51, 117.31, 
143.89, 159.47 และ 206.18 ตามลําดับ แตสามารถกระตุนกิจกรรมไดสูงสุดที่ความเขมขน 4 mM ซ่ึง
มีกิจกรรมของเอนไซม 229.07% แตถาเพิม่ความเขมขนของ Cu2+ มากกวานีก้ิจกรรมของเอนไซม
เร่ิมลดลง ที่ความเขมขน 5 mM มีกิจกรรมของเอนไซม 215.83% 
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ภาพที่ 17  ผลของ Ca2+ ตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์จาก Bacillus sp. A39  
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ภาพที่ 18 ผลของ Cu2+ ตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์จาก Bacillus sp. A39  
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 4.7  ศึกษาผลของสารยับยั้งเอนไซม (enzyme inhibitor) ตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลน  
                    โปรติเอสบริสุทธิ์ 
 
 การศึกษาผลของสารยับยั้งทีม่ีตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่สรางจาก  
Bacillus sp. A39 Romero et al. (2001) มีรายงานวาแบคทเีรียสังเคราะหโปรติเอสซึ่งมีทั้งหมด 4 
classes และไมพบ aspartic protease ที่สังเคราะหจากแบคทีเรีย ซ่ึงการแยกแยะชนดิของโปรติเอส
สามารถทําไดโดย class-specific inhibitor โดยโปรติเอสที่ถูกยับยั้งดวย PMSF จัดเปน serine 
protease ในขณะที่ pepstatin A สามารถยับยั้ง aspartic protease สาร Iodoacetate ยบัยัง้ cystein 
protease และสาร EDTA, 1,10 phenanthroline และ EGTA ยับยั้ง metallo protease จากตารางที่ 13 
พบวาอัลคาไลนโปรติเอสจาก A39 ถูกยับยัง้อยางรุนแรงดวย 1 และ 10 mM EDTA มีคา relative 
activity เพียง 4.77 และ 1.13% ตามลําดับ สวน 1,10-phenanthroline ความเขมขน 1 mM สามารถ
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม และเมื่อเพิ่มความเขมขนเปน 10 mM สามารถยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซมไดมากขึ้น ทําใหกิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือ 41.05% นอกจากนี1้ และ 10 mM EGTA 
ยังสามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมไดดอีีกดวยคือมคีา relative activity เทากับ 5.22 และ 3.87% 
ตามลําดับ จึงจดัอัลคาไลนโปรติเอสของ Bacillus sp. A39 เปน metalloprotease ซ่ึงมี Ca2+ เปน
องคประกอบ เนื่องจากสาร EDTA สามารถ chelate อิออนโลหะทั่วไปที่เปน divalent cations และ 
EGTA จะ chelate อิออนโลหะที่จําเพาะคอื Ca2+ ทําใหโครงสรางของเอนไซมเปลี่ยนแปลง และ
สูญเสียกิจกรรมของเอนไซม ดังนั้น Ca2+ จงึจําเปนสําหรับบริเวณเรงของเอนไซม สวนสาร PMSF 
และ pepstatin A ไมมีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม  
 
 จากรายงานของ  Secades et al. (2001) ศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม metalloprotease
จาก  Flavobacterium psychrophilum ซ่ึงเปนจุลินทรียกอโรคของปลา พบวาสาร EGTA ซ่ึงเปนสาร
ยับยั้งเอนไซม metalloproteaseโดยมกีารยบัยั้งกิจกรรมของเอนไซมอยางสมบูรณ ที่ความเขมขน 1 
และ 10 mM เหลือกิจกรรมเพียง 12.3% และ 8.7% ตามลําดับ ซ่ึงสารนี้จําเพาะกับ Ca2+ โดยจะไปจบั
กับ  Ca2+ แลวมีผลไปยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม   
 
 มีรายงานการยบัยั้งในลักษณะเดยีวกันในการศึกษาของ Gupta et al. (2005)  พบวา 
EDTA 25 mM ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม เหลือเพียง 25% และถูกยับยั้งดวย 1,10-phenanthroline 5 
mM 100 % และ PMSF ไมมีผลตอกิจกรรมของเอนไซม จึงสรุปวาอัลคาไลนโปรติเอสจาก 
Pseudomonas aeruginosa PseA เปน metalloprotease   
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ตารางที่ 13  ผลของสารยับยั้งตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ 
                      จาก Bacillus sp. A39  

 

PMSF,  Phenylmethylsulphonylfloride;  EDTA,   ethylendiaminetetraacetic acid; EGTA,  ethylene 
glycol bis(2-aminoethyl ether)-N,N,N'N'-tetraacetic acid 
 
  
   

 
   

Inhibitors Concentration Relative activity (%) 
Control 

 
PMSF 

 
 

EDTA 
 
 

EGTA 
 
 

Iodoacetate 
 
 

1,10 phenanthroline 
 
 

Pepstatin A 

- 
 

1 mM 
10 mM 

 
1 mM 

10 mM 
 

1 mM 
10 mM 

 
1 mM 

10 mM 
 

1 mM 
10 mM 

 
10 μM 

100 μM 

100.00 
 

94.15 
90.78 

 
4.77 
1.13 

 
5.22 
3.87 

 
73.50 
70.85 

 
69.56 
41.05 

 
93.70 
90.33 
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และจากรายงานของ Karadzic et al (2004) กิจกรรมของโปรติเอสถูกยับยั้งอยางรุนแรง
โดย 1,10-phenanthroline, EDTA, and DTT or mercaptoethanol  แสดงวาโปรติเอสเปน metallo-
enzyme และกจิกรรมของโปรติเอสนี้ถูกยับยั้งอยางสมบรณูโดย DTT อีกดวย ดังนั้นเอนไซมนี้ตองมี
พันธะ disulfide (S-S bond) ในสวนของโครงสรางที่เปน monomer แตโดยทั่วไปสารยับยั้งเชน β- 
mercaptoethanol, cysteine, N-ethyl-maleimide, Iodoacetamine เปนสารยับยั้ง thiol protease หรือ 
cysteine protease (Bachrach et al., 2004) ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองการยับยั้งเอนไซมอัลคาไลน
โปรติเอสที่สรางจาก Bacillus sp. A39 จึงคาดวาเปน metallo protease ที่มี 2 subunits ที่เชื่อมดวย
พันธะไดซัลไฟด เนื่องจากถกูยับยัง้ไดเล็กนอยดวยสาร Iodoacetate (ตารางที่ 13) 

 
 4.8  ศึกษาความจําเพาะของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสกับสับสเตรท 

 
 การศึกษาความจําเพาะของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่สรางจาก Bacillus sp. A39 
กับสับสเตรทตางๆ ซ่ึงเปน natural protein พบวาเอนไซมมีความจําเพาะกับเคซีนซึ่งเปนสับสเตรท   
ที่สามารถยอยไดมากที่สุด และมีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุด จากรายงานในป 2002, Thangam and 
Rajkumar ไดทําการศึกษา alkaline proteases จาก Bacillus stearothermophilus F1 และ Bacillus sp. 
KSM-K16 มีความจําเพาะกับเคซีนซึ่งเปนสับสเตรทเหมือนกับในการทดลองนี้   

 
ตารางที่ 14  กิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. A39 ตอสับสเตรท 
                      ที่แตกตางกัน 

BSA indicates bovine serum albumin. 
 

 นอกจากนี้เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสสามารถยอยสับสเตรทอื่นๆ จากมากไปนอย
ดังนี้ BSA 18.56 % > sericin 3.06 % > fibroin 2.03 % > keratin 1.07 % ดังแสดงในตารางที่ 14 
โดยเฉพาะ keratin เอนไซมยอยไดนอยที่สุด อธิบายไดจากรายงานของ Kumar et al. (1999) วา     

Protein activity (U/ml) relative activity (%) 
Casein 
BSA 
Sericin 
Fibroin 
keratin 

9.37 
1.74 
0.29 
0.19 
0.10 

100.00 
18.56 
3.06 
2.03 
1.07 
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อัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus spp. ยอย keratin ไดนอยเพราะ keratin มีโครงสรางของเปปไทดที่
แข็งแรง และการจับระหวางเอนไซมกับสับเสตรทบนพื้นผิวของ keratin นั้นจํากัด 
 
 นอกจากนี้ในการศึกษาความจําเพาะของสับสเตรทพบวา เอนไซมมคีวามคงตัวดี 
เนื่องจากตวัอยางเอนไซมบริสุทธิ์ที่นํามาทดลองนั้นไดจาก crude enzyme ที่เก็บไวที่ -20°C เปน
เวลานานถึง10 เดือน ซ่ึงยังตรวจพบกจิกรรมของเอนไซมอยู แมวากิจกรรมในการยอยสับสเตรท 
ของเอนไซมจะลดลงกวาเดมิประมาณเกือบคร่ึงหนึ่ง 

 
 4.9  ศึกษากิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์เปรียบเทียบกับกิจกรรมของ
เอนไซมทางการคา 

 
                    การศึกษากิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์ที่สราง จาก  Bacillus sp. 
A39  เปรียบเทยีบกับกจิกรรมของเอนไซมทางการคา พบวาเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมีกิจกรรม
เทากับ 15.44 U/ml และมีคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 35.91 U/mg ซ่ึงนอยกวาเอนไซมทางการคาที่ช่ือ
วา  Thermolysin โดยมีกจิกรรม และกิจกรรมจําเพาะเทากับ 18.07 U/ml และ 62.31 U/mg ตามลําดับ  
ซ่ึง Thermolysin เปนเอนไซมที่ถูกทําใหมคีวามบริสุทธิ์ และมีกิจกรรมที่สูงเพื่อนําไปใชในการคา   
แตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมีกิจกรรมจําเพาะมากกวา protease K ซ่ึงมีกิจกรรม และกิจกรรม
จําเพาะเทากับ 16.45 U/ml และ 25.31 U/mg ตามลําดับ เนื่องมาจาก protease K มีโปรตีนอื่นปนอยู
มากกวา ดังตารางที่ 15   
 
 มีรายงานการศึกษาของ Rahman et al. (2006) ไดทําการเปรียบเทียบอัลคาไลน         
โปรติเอสจาก Pseudomonas aeruginosa  strain K กับโปรติเอสที่รูจักดีเชน thermolysin, papain  
และ chymotrypsin ซ่ึงถูกใชเปนตัวเรงปฏิกริิยาทางชีวภาพของเปปไทดสังเคราะหในที่มีสารละลาย
อินทรีย อยางไรก็ตามโปรติเอสเหลานี้ไมคงตัวเพยีงพอในที่มีสารละลายอินทรีย แตโปรติเอส strain 
K ทนตอสารละลายอินทรีย 
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ตารางที่ 15 เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์จาก Bacillus sp. A39  
        กับเอนไซมทางการคา 

 

 
  4.10  ศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์   
 
                      จากการศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่ทําใหบริสุทธิ์แลวโดย 
ทําการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเคซีน และวัดกจิกรรมของเอนไซม ณ เวลาตางๆกัน (ตารางที่ 
16)  พบวามีคา Km (Michaelis-Menten constant) เทากับ 0.73 μmol/ml และคา  Vmax (maximum 
vecocity) เทากับ 10.71 μmol/ml.min ซ่ึงไดจากการเขียนกราฟระหวางคา 1/V และ 1/S (ภาพที1่9)  
เมื่อเทียบกับการหาคาทางจลนพลศาสตรของ crude enzyme ที่มีคา Km เทากับ 0.76 μmol/ml  พบวา
คา Km ที่ไดจากเอนไซมบริสุทธิ์มีคาใกลเคียงกัน เนื่องจากมีเอนไซมตวัเดยีวกันมีความความจําเพาะ
กับสับสเตรท หรือความชอบตอสับสเตรทเหมือนกนั และคา Vmax สูงกวา crude enzyme ที่มีคา 
0.72 μmol/ml.min อธิบายไดวาเอนไซมที่บริสุทธิ์แลวจะมีความเร็วของปฎิกิริยาสูง ทําใหอัตราเร็ว
ของปฏิกิริยาสูง เกิดปฏิกิริยาไดอยางรวดเรว็ (พัชรา, 2543) 
 
 รายงานการศกึษาคุณสมบัตขิอง  metalloprotease จาก Pseudomonas fluorescens 
RO98 มีคา Km เทากับ 144.28, 18.73, 110.20 and 35.23 mmol ซ่ึงไดจากเคซีน a-, b- และ k- สวน
คา Vmax เทากับ 8.26, 0.09, 0.42 and 0.70 mmol mg-1 min-1 ตามลําดับ (Koka and Weimer, 2000) 
และมีการศึกษาคาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Serratia marcescen  ซ่ึง
ใช  Na-benzoyl-DL-arginine p-nitroanilide hydrochloride เปนสับสเตรท ไดคา Km เทากับ 849.9 
mM และ Vmax เทากับ 505.64 mmol/mg protein/min (Romero et al.,  2001)  

enzymes enzyme activity   
 (U/ml) 

Protein 
 (mg/ml) 

specific enzyme 
activity (U/mg) 

Alkaline protease  
(metalloprotease) 
 
Thermolysin 
(metalloprotease) 
 
Proteinase K 

15.44 
 
 

18.07 
 
 

16.45 

0.43 
 
 

0.29 
 
 

0.65 

35.91 
 
 

62.31 
 
 

25.31 



79 

ตารางที่ 16 Initial velocity (Vo) ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์จาก Bacillus sp. A39 และ  
      1/V ที่ความเขมขนของเคซีนที่แตกตางกัน 

 
Casein concentration [S] 

(μmol/ml) 
Initial velocity (Vo) 

(μmol/min)  
1/S 

(μmol/ml) -1 
1/V  

(μmol/min) -1 
0.105 
0.211 
0.316 
0.421 
0.526 
0.632 

1.358 
2.443 
3.039 
3.783 
4.692 
5.290 

9.497 
4.751 
3.167 
2.375 
1.900 
1.583 

0.737 
0.409 
0.329 
0.264 
0.213 
0.189 
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ภาพที ่19  กราฟ Lineweaver-Burk  ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบริสุทธิ์จาก  Bacillus sp. A39  
 

1/Vmax 

-1/Km 
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สวนอัลคาไลนโปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus pantotheneticus  ที่กลายพันธุ (mutant) 
กิจกรรมของเอนไซมจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีการเพิ่มความเขมขนของสับสเตรทเคซีน 2.5 ถึง 15 mg/ml ตาม 
(Lineweaver–Burk) plot คา Km ของเอนไซมนี้คํานวณไดเทากับ 11 mg/ml  และ Vmax เทากับ 380 
g tyrosine/ml/min (Shikha et al.,  2006)   

 
  4.11  ศึกษาการประยุกตใช crude enzyme ในการลอกกาว sericin จากเสนไหมดิบ 
 
                      จากตารางที่ 17 พบวาการประยุกตใช crude enzyme เพื่อลอกกาว sericin จากเสนไหม
ดิบ   สามารถทําไดโดยลอกกาวไดปริมาณ sericin  27.71% เมื่อทําการเจือจางเอนไซมที่ความเขมขน 
1:20 สามารถลอกกาวไดนอยลงมา ไดปริมาณ sericin เทากับ 13.82 % แสดงวาเอนไซมมีผลในการ
ลอกกาว และเมื่อเปรียบเทียบกับ control ซ่ึงเปนการลอกกาวโดย buffer และน้ํากลั่นพบวาลอกกาว
ไดนอยกวาการใช crude enzyme และมีผลในการลอกกาวเพยีงเล็กนอย เมื่อดูลักษณะเสนไหม
หลังจากลอกกาวแลวจะเห็นวามีผลสอดคลองกับการลอกกาว ซ่ึงลอกกาวไดจากนอยไปหามาก
ตามลําดับดังนี ้  

 
                       น้ํากลั่น < buffer < crude enzyme ความเขมขน 1:20 < crude enzyme เมื่อเปรียบเทียบ
กับเสนไหมปกติ ลักษณะเสนไหมที่ลอกกาวแลวจะฟูขึ้น (ภาพที่ 20)   

 
ตารางที่ 17 การลอกกาวเสนไหมดิบโดยเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. A39 
 

Treatments Sericin yield (%) 

Crude enzyme 
 

Crude enzyme (dilute1:20) 
 

50 mM glycine-NaOH buffer, pH 11.0 
 

Distill water 

27.71 
 

13.82 
 

5.42 
 

3.53 
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ภาพที ่20 การเปรียบเทียบการลอกกาว sericin จากเสนไหมดิบดวยน้ํากลั่น, glycine-NaOH buffer  
   50 mM, crude enzyme (ที่ความเจือจาง 1:20) and crude enzyme  
 

เอนไซมจะไฮโดรไลซ sericin ซ่ึงเปนกาวไหมที่มีองคประกอบหลักทางเคมีเปน
โปรตีน เกาะตดิที่พันธะระหวางเพปไทดส้ันๆ และกรดอะมิโน ความสามารถในการลอกกาวไหม
ของ proteolytic enzymes ขึ้นกับ pH และเอนไซมที่แตกตางกันกจ็ะมกีจิกรรมสูงสุด (optimum 
activity) แตกตางกันไปสําหรับ pH ที่แตกตางกัน และพบวาเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสเปน
เอนไซมที่มีประสิทธิภาพในการลอกกาวไหมไดดีกวา neutral และ acidic protease โดยสามารถ
กําจัดกาวไหมออกไดอยางสมบูรณ และสม่ําเสมอ อีกทั้งเสนไหมยังคงมีความแข็งแรง พื้นผิวเรียบ
นุมนวล และมคีวามเงามัน เสนไหมที่ผานการลอกกาวดวยเอนไซมนอกจากจะมีความเรียบมากกวา
ใชสบูแลวยังปรับปรุงใหเสนไหมมีความสามารถในการดดูติดสีมากขึ้นอีกดวย (สิริรัตน, ม.ป.ป.) 
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ภาคผนวก  ก 
อาหารเลี้ยงเชือ้และสารเคมี 

 
1.  Basal medium agar (BMSM  agar) (ดัดแปลงจาก Horikoshi, 1999) 

 
Glucose  10.0 g 
yeast  extract 5.0 g  
K2HPO4  1.0 g  
MgSO4.7H2O 0.2 g  
skim  milk  2.5 g  
agar  15.0 g  

 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 950 ml 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110°C เปนเวลา 10 min แลวจึงปรบั pH เปน 11.0 ดวย 20% Na2CO3 ที่
ปลอดเชื้อปริมาตร 50 ml ที่นึ่งฆาเชื้อแลวที่ 121°C เปนเวลา 15 min 
 

2.   Basal medium broth (BMSM broth) (ดัดแปลงจาก Horikoshi, 1999) 
 

Glucose  10.0 g  
yeast  extract 5.0 g  
K2HPO4  1.0 g  
MgSO4.7H2O 0.2 g  
skim  milk  2.5 g  

 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 950 ml 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110°C เปนเวลา 10 min แลวจึงปรบั pH เปน 11.0 ดวย 20% Na2CO3 ที่
ปลอดเชื้อปริมาตร 50 ml ที่นึ่งฆาเชื้อแลวที่ 121°C เปนเวลา 15 min  
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หมายเหตุ:  สูตรอาหาร BMSM agar ดัดแปลงจากสูตรเดิมของ Horikoshi (1999) โดยสูตรเดิม
ประกอบดวยสารอาหารดังนี้ 
 

Glucose  10.0 g 
yeast  extract 5.0 g  
K2HPO4  1.0 g  
MgSO4.7H2O 0.2 g  
Polypeptone  5.0  g  

   Na2CO3           10.0      g 
agar  20.0  g  

 
  สวนสูตรอาหาร BMSM broth มีสูตรเหมือนกัน แตไมเตมิ agar 
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3.  การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร 
 

3.1  การเตรียม acetate buffer (Deutscher, 1990) 
 

 สารละลาย A  :  0.2M acetic acid  (CH3COOH 11.55 ml ในน้ํากลั่นปริมาตร  
 1,000 ml ) 
 สารละลาย B  :  0.2M sodium acetate  (CH3COONa 16.4  g ในน้ํากลัน่ปริมาตร  
 1,000 ml ) 

 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย A และสารละลาย B ตาม pH ที่ตองการ (ปรับดวย pH meter 
 อีกครั้ง) 

 
A (ml) B (ml) pH 

46.3 
44.0 
41.0 
36.8 
30.5 
25.5 
20.0 
14.8 
10.5 
8.8 
4.8 

3.7 
6.0 
9.0 
13.2 
19.5 
24.5 
30.0 
35.2 
39.5 
41.2 
45.2 

3.6 
3.8 
4.0 
4.2 
4.4 
4.6 
4.8 
5.0 
5.2 
5.4 
5.6 
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 3.2  การเตรียม phosphate buffer (Deutscher, 1990) 
 

  สารละลาย A  :  0.2M monobasic sodium phosphate  (NaH2PO4.2H2O 31.2 g ในน้ํา 
  กล่ันปริมาตร 1,000 ml ) 

 สารละลาย B  :  0.2M dibasic sodium phosphate  (Na2HPO4.7H2O  53.65 g ในน้ํากลั่น 
 ปริมาตร 1,000 ml) 

 
เตรียมโดยผสมสารละลาย A และสารละลาย B ตาม pH ที่ตองการ (ปรับดวย pH meter 

 อีกครั้ง) 
 

 
A (ml) B (ml) pH A (ml) B (ml) pH  
93.5 
92.0 
90.0 
87.7 
85.0 
81.5 
77.5 
73.5 
68.5 
62.5 
56.5 
51.0 

6.5 
8.0 
10.0 
12.3 
15.0 
18.5 
22.5 
26.5 
31.5 
37.5 
46.5 
49.0 

5.7 
5.8 
5.9 
6.0 
6.1 
6.2 
6.3 
6.4 
6.5 
6.6 
6.7 
6.8 

45.0 
39.0 
33.0 
28.0 
23.0 
19.0 
16.0 
13.0 
10.5 
8.5 
7.0 
5.3 

55.0 
61.0 
67.0 
72.0 
77.0 
81.0 
84.0 
87.0 
90.5 
91.5 
93.0 
94.7 

6.9 
7.0 
7.1 
7.2 
7.3 
7.4 
7.5 
7.6 
7.7 
7.8 
7.9 
8.0 
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 3.3  การเตรียม Tris-HCl  buffer (เสาวนยี, 2545) 
 

 สารละลาย A  :  0.1M Tris  (M.W.121.14) : C4H11NO3 12.114  g/l   
 สารละลาย B  :  0.1M HCl    

 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย A 50 ml  และสารละลาย  B  ตาม pH ที่ตองการ  
 (ปรับดวย pH meter อีกครั้ง) แลวปรับปริมาตรเปน 100 ml ดวยน้ํากลั่น 

 
B (ml) pH B (ml) pH  

45.7 
44.7 
43.4 
42.0 
40.3 
38.6 
34.6 
34.5 
32.0 
29.2 

7.1 
7.2 
7.3 
7.4 
7.5 
7.6 
7.7 
7.8 
7.9 
8.0 

26.2 
22.9 
19.9 
17.2 
14.7 
12.4 
10.3 
8.5 
7.0 

8.1 
8.2 
8.3 
8.4 
8.5 
8.6 
8.7 
8.8 
8.9 
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 3.4  การเตรียม glycine-NaOH  buffer (Deutscher, 1990) 
 
 สารละลาย A  :  0.2M glycine  (NH2CH2COOH  15.01 g ในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 ml) 

 สารละลาย B  :  0.2M sodium hydroxide (NaOH  0.8 g ในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 ml) 
 

 เตรียมโดยผสมสารละลาย A  50 ml และสารละลาย B ตาม pH ที่ตองการ (ปรับดวย 
pH meter อีกครั้ง) 

 
 

B (ml) pH  B (ml) pH  
4.0 
6.0 
8.8 
12.0 

        16.8 

8.6 
8.8 
9.0 
9.2 
9.4 

22.4 
27.2 
32.0 
38.6 
45.5 

9.6 
9.8 
10.0 
10.4 
10.6 
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 3.5  การเตรียม hydroxide-chloride buffer (Dawson et al., 1986)   
 

 สารละลาย A  :  0.2M potassium chloride  (KCl 14.91 g ในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 ml) 
 สารละลาย B  :  0.2M sodium hydroxide  (NaOH 8.0 g ในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 ml) 

 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย A  และสารละลาย B ตาม pH ที่ตองการ (ปรับดวย pH meter 
 อีกครั้ง) 

 
B (ml) pH B (ml) pH  

6.0 
8.0 
10.2 
12.8 
16.2 
20.4 

12.0 
12.1 
12.2 
12.3 
12.4 
12.5 

25.6 
32.2 
41.2 
53.0 
66.0 

 

12.6 
12.7 
12.8 
12.9 
13.9 
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4.  การเตรียมสารสําหรับใชในการทํา electrophoresis 
 

4.1  สารละลาย 30% acrylamide  + 0.8%  bis-acrylamide  
 
  ละลาย acrylamide 75 g กับ bis-acrylamide 2 g ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 250 ml 
ทําการกรอง และเก็บไวในขวดสีชาใน 4°C 
 

4.2  สารละลาย 1.5 M Tris-HCl /SDS pH 8.8 
 
             ละลาย tris(hydroxymethyl)-aminomethane 45.41 g และ SDS 1 g ในน้ํากลั่นแลวปรับ 
pH ดวย 1 M HCl ใหได  pH 8.8 แลวทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 250 ml  
 

4.3  สารละลาย 0.5 M Tris-HCl /SDS  pH 6.8 
 
 ละลาย tris(hydroxymethyl)-aminomethane 15.14  g และ SDS 1 g ในน้ํากลั่นแลวปรับ 
pH ดวย 1 M HCl  ใหได  pH 6.8  แลวทําการปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 250 ml   

 
Separating gel 
 

30% Acrylamide / 0.8% bisacry  X/3 ml  
1.5 M Tris-HCl /0.4% SDS (pH8.8) 2.5 ml  
distilled  water           (7.5-X/3) ml  
10% ammonium persulfate  50 μl 
TEMED    5 μl  
Total     10 ml  
 

หมายเหตุ  X =  gel (%) ที่ตองการ  เชน 10%,  12%  และ  15%  เปนตน 
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Stacking gel (gel 5%) 
 

30% Acrylamide / 0.8% bisacry  0.67 ml  
0.5 M Tris-HCl /0.4% SDS (pH6.8) 1 ml  
distilled  water    2.3 ml  
10% ammonium persulfate     30 μl  
TEMED    5 μl  
Total     4 ml  
 

5 เทา Electrophoresis buffer 
 

Tris  base    15.1 g 
Glycine     72 g  
SDS     5 g  
distilled  water    1,000 ml  
pH 8.4 
เวลาใชตองเจอืจางเปน 1 เทา 

 
5 เทา Sample buffer 
 

1M Tris-HCl  (pH 6.8)   0.6 ml  
50% Glycerol    5 ml  
10% SDS    2 ml  
β-mercaptoethanol   0.5 ml  
1%  bromphynol blue   1 ml  
เวลาใชผสม sample buffer:enzyme (อัตราสวน 1:4; v/v) 
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Staining  solution 
 

Coomassie  Brilliant  blue R-250  1 g 
Methanol    450 ml  
Glacial acetic  acid   100 ml  
distilled  water    450 ml  

 
Destaining  solution 
 

Methanol    100 ml  
Glacial acetic  acid   100 ml  
distilled  water    300 ml  

 
หมายเหตุ :  sodium dodecyl sulfate (SDS) 

       N,N,N′,N′-tertra methylethylene diamine (TEMED) 
     ในกรณีที่ทาํ native-PAGE ไมมี SDS ในทุกสูตรของสารที่ตองเตรียม 
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ภาคผนวก  ข 
วิธีการวิเคราะห 

 
1.  การหากิจกรรมเอนไซมอัลคาไลนโปรตเิอส  (ดัดแปลงจาก Ferrero et al., 1996)  

 
1.1  สารเคมี 
 

1.1.1  สารละลายเคซีน (casein : MW.19,000 โดย 1 Da = 1 g/mol) จะใชสารละลาย 
เคซีนเขมขน 4% เปนสับสเตรท เตรียมโดยชั่งเคซีน 4 g ตมดวย NaOH 0.1M 50 ml จนกระทั่งเคซีน
ละลายหมด ปรับ pH ใหเปน 11.0 และปรับปริมาตรดวย 50 mM glycine-NaOH buffer (ภาคผนวก  
ก) ใหเปน 100 ml 

 
1.1.2  สารละลาย 10%TCA  ใชเพื่อหยุดกจิกรรมของเอนไซม เตรียมโดยชั่ง TCA 10 g 

ปรับปริมาตรดวยน้ําที่กล่ัน 2 ครั้ง (double distilled water)ใหเปน 100 ml 
 

  1.2  การวิเคราะห 
 

1.2.1  นําสารละลายเอนไซมมาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมดวย 50 mM 
glycine-NaOH buffer pH 11.0 (โดยสวนใหญจะอยูที่ระดับความเจือจาง 1:10) 

 
1.2.2  ปเปตสารละลายเคซีนเขมขน 2% ปริมาตร 250 μl ลงในหลอดทดลอง และอุน

สารละลายเคซีนที่ 55°C เปนเวลา 5 min 
 
1.2.3  นําเอนไซมที่เจือจางมา 250 μl เติมลงในสารละลายเคซีน ในขอ 1.2.2 บมที่ 

55°C  เปนเวลา 10 min หยดุปฏิกิริยาดวย 10% TCA ปริมาตร 500 μl ผสมใหเขากันดวย vortex และ
แชไวในน้าํแขง็เปนเวลา 1 h เพื่อใหตกตะกอนสมบรูณ 

 
1.2.4  ทําหลอดควบคุมโดยปเปตสารละลาย 10% TCA 500 μl จากนัน้เติมสารละลาย

เอนไซม 250 μl ผสมใหเขากัน นําไปบมที่ 55°C เปนเวลา 10 min พรอมกับหลอดตวัอยาง จากนัน้
คอยเติมสารละลายเคซีน 250 μl      
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1.2.5  นําสารละลายจากขอ 1.2.3 และ 1.2.4 มาปนแยกตะกอนโปรตีนที่ความเร็ว 9,386 
×g เปนเวลา 10 min เปนเวลา 10 min นําสวนใสที่ไดมาวเิคราะหประสิทธิภาพของเอนไซมในการ
ยอยเคซีน โดยวัดปริมาณไทโรซีนที่เกิดขึน้เทียบกับกราฟมาตรฐานไทโรซีน (standard  curve) โดย
ใชวิธีดัดแปลงจากของ Ferrero et al. (1996) 

1.2.6  การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
 

( )
t

DV4TT    ) 21 ×××−=(units/ml   ิเอสคาไลนโปรตเอนไซมอัลกิจกรรมของ  

 
T1 คือ ปริมาณของไทโรซีนที่วดัไดจากหลอดตัวอยาง (μmol) 
T2 คือ ปริมาณของไทโรซีนที่วดัไดจากหลอดควบคุม (μmol) 
4 คือ คิดเทียบเปนปริมาณเอนไซมตอ 1 ml 
V คือ ปริมาตรทั้งหมดในหลอดทดลอง ซ่ึงเทากับ 1 ml  
D คือ ความเจือจางของเอนไซม 
 t คือ เวลาที่ใชในการบมเอนไซมกับสับสเตรท ซ่ึงเทากับ 10 min 

 
กําหนดให  1  units ของเอนไซม เทากับ ปริมาณของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่สามารถยอย 
เคซีนแลวเกดิไทโรซีน 1 μmol ในเวลา 1 min 

 
หมายเหตุ:  การวิเคราะหเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสดัดแปลงจาก Ferrero et al. (1996) โดยเปลี่ยน 
% ความเขมขนของเคซีนจาก 1% เปน 4%, เปลี่ยนการวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 660 เปน 750 nm และ
เปลี่ยนการเจือจาง Folin reagent จาก 3 เทา เปน 2 เทา 

 
2.  การวิเคราะหหาปริมาณไทโรซีน  (ดัดแปลงจาก Ferrero et al., 1996) 

 
  2.1  สารเคมี 
  

2.1.1  สารละลายไทโรซีนมาตรฐาน (tyrosine :MW. 181.2) ช่ังไทโรซีนดวยเครื่องชั่ง
สารอยางละเอียด 0.1000 g ละลายดวยสารละลาย HCl 0.1M จนกระทั่งไทโรซีนละลายหมด  
จากนั้นเทลงใน volumrtric flask ขนาด 100 ml ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ใหครบ 100 ml เก็บเปน 
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stock solution จากนั้นนํามาเจือจางใหไดสารละลายมาตรฐาน ที่มีความเขมขนของไทโรซีนตั้งแต 
20 ถึง 100 μg/ml 

 
2.1.2  การเตรียมสารละลาย  Lowry 
 

สาร A  :  copper sulfate 0.5 g + sodium citrate 1 g ในน้ํา  100 ml   
สาร B  :  sodium carbonate 20 g  +  NaOH 4 g ในน้ํา 1 l 
สาร C  :  สาร A 1 ml  +  สาร B 50 ml 
สาร D  :  1 N folin-ciocalteau  (อัตราสวนของ folin:water; 1:1, v/v) 
 

 2.2  วิธีการวิเคราะห 
 

2.2.1  หากราฟมาตรฐานของไทโรซีนโดยเจือจางสารละลายมาตรฐานไทโรซีนใหมี
ความเขมขน 20,40, 60, 80 และ 100 μg/ml  

 
2.2.2  ปเปตสารละลายตัวอยาง สารละลายในหลอดควบคุม และสารละลายมาตรฐาน

ลงในหลอดทดลอง หลอดละ 0.5 ml ตามลําดับ สวน blank จะใช 50 mM glycine-NaOH  buffer 
แทน 

 
2.2.3  เติมสารละลาย C  หลอดละ 2.5 ml  ลงในขอ 2.2.2 ทิ้งไว 5 ถึง 10 min จากนัน้

เติมสารละลาย D 0.25 ml ทิ้งไว 20 ถึง 30 min แลวนําไปวัดคาดดูกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 750 nm 
เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงกับปริมาณไทโรซีน แลวนําคาการดูดกลืนแสงของ
ตัวอยางมาเปรยีบเทียบหาความเขมขนของไทโรซีนจากกราฟมาตรฐาน และคํานวณหาปริมาณ    
ไทโรซีนที่มใีนตัวอยาง 
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3.  การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยใช BSA เปนสารละลายมาตรฐาน 
 
3.1  สารเคมี 

 
3.1.1  ช่ังสารละลาย BSA ดวยเครื่องชั่งสารอยางละเอียด 0.2000 g ละลายดวยน้ํากลั่น   

จากนั้นเทลงใน volumrtric flask ขนาด 100 ml ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ใหครบ 100 ml เก็บเปน 
stock solution จากนั้นนํามาเจือจางใหไดสารละลายมาตรฐาน ที่มีปริมาณ BSA ตั้งแต  20 ถึง 100 
μg/ml 

 
3.1.2  การเตรียมสารละลาย  Lowry 
 

สาร E  :  ละลาย sodium carbonate 20 g ในน้ํา 960 ml เติม NaOH 3M ลงไป 35 ml 
สาร F  :  ละลาย CuSO4.5H2O 1 g ในน้ํา  100 ml 
สาร G  :  ละลาย potassium sodium tartrate 2 g ในน้ํา 100 ml 
สาร H  :  (อัตราสวนของสาร A:B:C; 100:1:1, v/v/v) 
สาร  I  :  l N folin-ciocalteau (อัตราสวนของ folin:water; 1:1, v/v)  
 

 3.2  วิธีการวิเคราะห 
 

3.2.1  หากราฟมาตรฐานของ BSA โดยเจอืจางสารละลายมาตรฐาน BSA ใหมีความ
เขมขน 20, 40, 60, 80, 100, และ120 μg/ml นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาสรางเปนกราฟมาตรฐาน
โดยใหแกน X เปน μg โปรตีน สวนแกน Y เปนคาการดดูกลืนแสง 

 
3.2.2  นําสารละลายตัวอยาง 100 μl มาทําปฏิกิริยากับสารละลาย H 2.5 ml  ในหลอด

ทดลอง ผสมสารใหเขากนั บมทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 min จากนั้นเติมสาร I ปริมาตร 0.25 ml บม
ทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง 30 min หลังจากนัน้นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 650 nm โดยใช 
50 mM glycine-NaOH buffer, pH 11.0 ซ่ึงทําปฏิกิริยากับสารเคมีตางๆ พรอมกับสารตัวอยางเปน
สารละลายเปลา (blank) แลวนําคาการดดูกลืนแสงของตัวอยางมาเปรยีบเทียบหาความเขมขนของ 
BSA จากกราฟมาตรฐาน และคํานวณหาปริมาณโปรตีนที่มีในตวัอยาง 
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ภาพผนวกที่ ข1   กราฟมาตรฐานของไทโรซีน 
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ภาพผนวกที่ ข2   กราฟมาตรฐานของ Bovine serum albumin 
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4.  การวิเคราะหหาปริมาณ Reducing Sugar โดยวิธี Nelson-Somogyi (1994) 
 

4.1  สารเคมี 
 

4.1.1  Somogyi reagent (copper reagent) = Solution J เตรียมโดยละลาย Somogyi 
reagent tartrate 12 g และ Anhydrous sodium carbonate 24 g ในน้ํากลัน่ 250 ml เติม CuSO4.5H2O 4 
g ที่ละลายในน้ํากลั่น 5 ml ผสมใหเขากัน เติม NaHCO3 16 g คนใหละลาย เติม Anhydrous Na2SO4   
180 g ที่ละลายในน้ํากลั่น 500 ml ปรับปริมาตรใหครบ 1 l เก็บสารละลายไวที่อุณหภูมิหอง (ในขวด
สีชา) เปนเวลา 1 สัปดาห กอนนําไปใช (ถามีตะกอนใหกรองออก) 
 

4.1.2  Nelson reagent =  Solution K เตรียมโดยละลาย Ammonium Molybdate 25 g ใน
น้ํากลั่น 450 ml เติม Conc. H2SO4 21 ml Na2HASO4.7H2O 3 g ที่ละลายในน้ํากลั่น 25 ml ปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นใหครบ 1 l  ผสมใหเขากันเก็บไวที่ 37°C (ในขวดสีชา) ประมาณ 24 h กอน
นําไปใช 
 

4.1.3  เตรียม stock 1% glucose นํามาเจือจางใหไดสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขน
ตั้งแต 20-160 μg/ml 
 

4.2  วิธีการวิเคราะห 
 

4.2.1  ปเปตสารละลายตัวอยาง ที่มีความเขมขนของน้ําตาล อยูในชวง 20-160 μg/ml 
ปริมาตร 1 ml ใสลงในหลอดทดลอง 

 
4.2.2  เติมสารละลาย J 1 ml นําไปตมในน้าํเดือด 10 min แลวแชในน้ําเย็น เพื่อหยดุ

ปฏิกิริยา 
 

4.2.3  เติมสารละลาย K 1 ml ผสมใหเขากนัทันที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง 15 min  
 

4.2.4  เติมน้ํากลั่น 10 ml ผสมใหเขากนั นําไปวัดคาดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น       
520 nm 
 



ภาคผนวก  ค 

 

ตารางผนวก ค1  การชั่งแอมโมเนียมซัลเฟต (g/l) 
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ภาคผนวก  ง 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ง1 Bacillus sp. A39 ที่ติดสีแกรมบวก 

 
ลักษณะแบคทเีรีย Bacillus sp. A39 คือติดสีแกรมบวก (Gram  positive) สีมวงน้ําเงนิ มี

รูปรางเปนทอน (Rod) ขนาดกวาง 1 μm ยาว 3 μm พบการเรียงตอกนัเปนสาย โคโลนีรูปรางกลม  
นูนโคงจากผิวอาหาร (convex) มีสีเหลือง ทึบแสง (opaque) ผิวมัน (smooth) ขอบเรียบ (entire) เชื้อ
สรางวงใสรอบโคโลนี เนื่องจากสรางเอนไซม อัลคาไลนโปรติเอสมายอยโปรตีน (skimmed  milk) 
ในอาหาร BMSM agar ที่มีpH 10.0   
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ตารางผนวกที่ ง1  การลอกกาวของเสนไหมดิบจากเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากแบคทีเรีย  
  Bacillus sp. A39 

 
Trentments ขวดท่ี น.น.

ขวด 
น.น.ขวด+  
เสนไหม  

(กอนลอกกาว) 

น.น.ขวด 
+ เสนไหม  

(หลังลอกกาว) 

น.น.ท่ี
หายไป 

Sericin 
yield 
(%) 

Crude enzyme 
 
 
 
Crude enzyme 
(dilute1:20) 
 
 
50 mM 
glycine-NaOH 
buffer,  pH11.0 
 
น้ํากลั่น 
 
 

1 
2 
3 
 
1 
2 
3 
 
1 
2 
3 
 
1 
2 
3 

11.1118 
11.6485 
11.2012 

 
11.7080 
11.5030 
11.3485 

 
11.3646 
11.4077 
11.6758 

 
11.1446 
11.4690 
11.4386 

11.2122 
11.7496 
11.3062 

 
11.8143 
11.6093 
11.4508 

 
11.4660 
11.5074 
11.7754 

 
11.2449 
11.5691 
11.5387 

11.1837 
11.7213 
11.2781 

 
11.7995 
11.5949 
11.4365 

 
11.4611 
11.5018 
11.7696 

 
11.2410 
11.5660 
11.5351 

0.0285 
0.0283 
0.0281 

 
0.0148 
0.0144 
0.0143 

 
0.0049 
0.0056 
0.0058 

 
0.0039 
0.0031 
0.0036 

 
27.71 

 
 
 

13.82 
 
 
 

5.42 
 
 
 

3.53 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 118 

ตารางผนวกที่ ง2 ความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในสภาวะตางๆซึ่งเก็บไวที่ 4°C  
           นาน 1 เดือน 

 

Conditions 
 

weeks 
 

volume 
(ml) 

Total 
activity 
(units) 

Total 
protein 

(mg) 

Specific activity 
(units/mg) 

Specific activity 
reduction (%) 

Crude enzyme 
 
 
 
 
 
Dialyzed 
 
 
 
 
 
80% 
(NH4)2SO4 
precipitation  
 
 
 
Lyophilize 
(Freeze dry) 
 

0 
1 
2 
3 
4 
 
0 
1 
2 
3 
4 
 
0 
1 
2 
3 
4 
 
0 
1 
2 
3 
4 

58.29 
58.29 
58.29 
58.29 
58.29 

 
13 
13 
13 
13 
13 
 

2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 

 
58.29 
58.29 
58.29 
58.29 
58.29 

298.50 
281.50 
267.00 
235.50 
239.50 

 
19.76 
12.61 
11.57 
11.12 
10.53 

 
87.40 
84.65 
79.16 
75.04 
72.29 

 
902.25 
832.31 
792.97 
746.92 
741.68 

137.00 
123.00 
119.00 
114.00 
113.00 

 
3.77 
3.38 
3.34 
3.30 
3.25 

 
6.28 
5.95 
5.93 
5.85 
5.78 

 
400.42 
402.75 
398.67 
381.18 
376.52 

2.18 
2.29 
2.24 
2.07 
2.12 

 
5.24 
3.73 
3.46 
3.37 
3.24 

 
13.93 
14.23 
13.36 
12.83 
12.52 

 
2.25 
 2.07 
1.99 
1.96 
1.97 

 
 

2.8 
 
 
 
 
 

38.2 
 
 
 
 
 

10.1 
 
 
 
 
 

21.8 
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ตารางผนวกที่ ง2 (ตอ) 
 

Conditions 
 

weeks 
 

volume 
(ml) 

Total 
activity 
(units) 

Total 
protein 

(mg) 

Specific activity 
(units/mg) 

Specific activity 
reduction (%) 

Ultrafiltration 0 
1 
2 
3 
4 

50 
50 
50 
50 
50 

996.00 
965.75 
951.00 
923.50 
898.75 

231.50 
220.00 
210.50 
207.50 
191.00 

4.30 
4.39 
4.52 
4.45 
4.71 

 
 

+9.5 
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