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บทสรปุรายงานส าหรบัผูบ้รหิาร 
 
ชื่อแผนงานวิจัย 
 การพัฒนากระบวนการผลิตเอนไซม์โปรติเอสเพื่อการใช้งานในอุตสาหกรรมแปรรูปยางพารา 
  Development of protease production for applying in Para rubber processing  

industry 
 
ชื่อโครงการย่อย 
 โครงการย่อยท่ี 1 

การขยายก าลงัการผลิตเอนไซม์โปรติเอสในระดับกึง่อุตสาหกรรมเพือ่ประยุกต์ใช้ในการ 
เตรียมน  ายางพาราปราศจากโปรตีนภูมิแพ ้
Semi-pilot up-scaling process of protease production for applying in allergic  
protein-free rubber latex preparation 
 
โครงการย่อยท่ี 2 
การศึกษาสมบัติของเอนไซมโ์ปรติเอสจากแบคทเีรีย Bacillus subtilis MR10 เพื่อพฒันา 
กระบวนการใช้ประโยชน์ในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพารา 
Characterization of Bacillus subtilis MR10 proteases for utilizing process  

          development in industrial scale production of this enzyme 
 
ชื่อหัวหน้าแผนงานวิจัย หน่วยงานสังกัด และท่ีอยู ่
 ช่ือ-สกุล  ดร.ไพโรจน์  วงศ์พุทธิสิน 
 หน่วยงาน สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัยแมโ่จ้ 
 ที่อยู ่  63 หมู่ 4 ถ.เชียงใหม่-พร้าว  ต.หนองหาร อ.สันทราย  จ.เชียงใหม่ 50290 
 โทรศัพท ์ 053-873540 โทรสาร  053-878225 
 E-mail  pairote@mju.ac.th 
 
ชื่อหัวหน้าโครงการย่อยท่ี 1 หน่วยงานสังกัด และท่ีอยู ่

ช่ือ-สกุล  ดร.ไพโรจน์  วงศ์พุทธิสิน 
 หน่วยงาน สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัยแมโ่จ ้
 ที่อยู ่  63 หมู่ 4 ถ.เชียงใหม่-พร้าว  ต.หนองหาร อ.สันทราย  จ.เชียงใหม่ 50290 
 โทรศัพท ์ 053-873540 โทรสาร  053-878225 
 E-mail  pairote@mju.ac.th 

mailto:pairote@mju.ac.th
mailto:pairote@mju.ac.th
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ชื่อหัวหน้าโครงการย่อยท่ี 2 หน่วยงานสังกัด และท่ีอยู ่
ช่ือ-สกุล  ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ชาติชาย โขนงนุช 

 หน่วยงาน สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ส านักวิชาอุตสาหกรรมเกษตร  
คณะอุตสาหกรรมเกษตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 

 ที่อยู ่  155 หมู่ 2  ต.แม่เหียะ อ.เมือง  จ.เชียงใหม่ 50100 
 โทรศัพท ์ 053-948261 โทรสาร  053-948206 
 E-mail  chartchai.k@cmu.ac.th  
 
ชื่อนักศึกษาผู้ช่วยวิจัย หน่วยงานสังกัด และท่ีอยู ่
 
 โครงการย่อยท่ี 1  
 ช่ือ-สกุล  นางสาวฉันทนา สุโพ 
 หน่วยงาน สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัยแมโ่จ ้
 ที่อยู ่  63 หมู่ 4 ถ.เชียงใหม่-พร้าว  ต.หนองหาร อ.สันทราย  จ.เชียงใหม่ 50290 
 โทรศัพท ์ 053-873540 โทรสาร  053-878225 
 
 โครงการย่อยท่ี 2 

ช่ือ-สกุล  นายกวีวัฒน์ บุญคาน 
 หน่วยงาน สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ส านักวิชาอุตสาหกรรมเกษตร  
                          คณะอุตสาหกรรมเกษตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 
 ที่อยู ่  155 หมู่ 2  ต.แม่เหียะ อ.เมือง  จ.เชียงใหม่ 50100 
 โทรศัพท ์ 053-948261 โทรสาร  053-948206 
 E-mail  kaweewat_plug@hotmail.com 
 
งบประมาณท้ังโครงการ    จ านวน 1,157,200 บาท 
แบ่งเป็น บริหารโดยแผนงานวิจัย   จ านวน 72,600 บาท 
  บริหารโดยโครงการย่อยท่ี 1  จ านวน 609,400 บาท 
  บริหารโดยโครงการย่อยท่ี 2  จ านวน 475,200 บาท 
 
ระยะเวลาด าเนินการ 12 เดือน ตั งแต่วันที่ 1 กันยายน 2557 ถึง 30 พฤศจิกายน 2558 
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หลักการและเหตุผล  
 

ตลาดผลิตภัณฑ์สุขภาพและอปุกรณ์เสริมทางการแพทย์ของไทยมีมูลค่าสูงขึ นทกุปี ยกตัวอย่าง
เช่น ถุงมือผ่าตัด ถุงยางอนามัย สายฉีดน  าเกลือ สายให้อาหาร ท่อสวนปัสสาวะ อุปกรณ์อนามยัในช่อง
ปาก แผ่นปิดแผล และแผ่นมาส์คหน้า เป็นต้น แต่ส่วนใหญ่จะมีการน าเข้าสินค้าเหล่านี จากต่างประเทศ
ทั งสิ น เช่น จากเยอรมัน ญี่ปุ่น และสหรฐัอเมริกา อย่างไรกต็ามมักมผีู้โจมตีว่าน  ายางธรรมชาติมีโปรตีน
ภูมิแพ้ (Allergenic proteins) เป็นองค์ประกอบอยู่ อันจะเกิดผลเสียต่อผูป้่วยหรอืผู้ใช้งานได้ เช่น เกิด
อาการคันจนกระทั่งอาการรุนแรงขึ นดังที่เรียกว่า Anaphylaxis สิ่งนี เป็นอปุสรรคที่กระทบต่อความ
เช่ือมั่นของผู้ใช้งานผลิตภัณฑ์ทางการแพทยจ์ากยางพารา ดังนั นเพื่อเป็นการคลายความกังวลใน
ประเด็นนี ให้กบัผู้ใช้งาน คณะผู้วิจัยซึ่งเคยได้รับทุนสนบัสนนุจากส านักงานกองทุนสนับการวิจัย (สกว.) 
ในปี 2552-2555 (RDG5250027, RDG5350029, RDG5450045, RDG5550059) จึงได้พัฒนา
กระบวนการทางชีวภาพในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ออกจากน  ายางพาราโดยใช้เอนไซม์โปรติเอสที่ผลิต
จากแบคทเีรียสายพันธ์ุที่ได้รบัการรับรองว่าปลอดภัย ทดแทนการใช้สารเคมีในการก าจัดโปรตีนแบบ
ดั่งเดิม นอกจากนี แบคทเีรียยังเป็นแหล่งส าคัญในการผลิตโปรตีนเมื่อเทียบกบัสิง่มีชีวิตกลุม่อื่นๆ 
ผลการวิจัยพบว่าเอนไซม์ดังกล่าวสามารถก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hev b1 (Rubber elongation 
factor) Hev b3 (Small rubber particle protein) และ Hev b 5 (Acidic protein) ซึ่งเป็นสารก่อ
ภูมิแพ้ที่ส าคัญในยางพาราได้ โดยโปรตีนสองชนิดแรกนี  พบในส่วนของเนื อยางพาราดังนั นจึงมักตกค้าง
ในผลิตภัณฑ์ ส่วนโปรตีนชนิดที่สามแม้จะพบในส่วนของชั นซีรั่มทีส่ามารถก าจัดทิ งไปได้ด้วยการปั่น
เหว่ียง แต่ก็มีสมบัตทินต่อความร้อนได้ดี  งานวิจัยเหล่านี สามารถสร้างความเช่ือมั่นใหเ้กิดแกผู่้ใช้งาน
อุปกรณ์ทางการแพทย์ทีม่ียางธรรมชาติเป็นส่วนประกอบได ้ว่าปลอดภัยจากโปรตีนภูมิแพ้ 
 เอนไซม์โปรตเิอสนับเป็นหัวใจส าคัญของกระบวนการทางชีวภาพในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ใน
น  ายางพาราสด ซึ่งการผลิตโปรติเอสเพื่อป้อนสู่การใช้งานในระดับอุตสาหกรรมนั น มีหลายประเด็นที่
จ าเป็นต้องศึกษา โดยเบื องต้น ในปงีบประมาณ 2556 ที่ผ่านมา คณะผู้วิจัยได้ท าการศึกษาหาสูตร
อาหารเลี ยงเชื อต้นทุนต่ าเพื่อการผลิตเอนไซม์โปรตเิอสรวมถึงกระบวนการทีม่ีประสิทธิภาพในการ
ตกตะกอนโปรติเอสออกจากอาหารเลี ยงเชื อ (RDG5650081) เป็นที่เรียบร้อยแล้ว ซึ่งประเด็นดังกล่าว
ช่วยให้มีความเป็นไปได้สงูขึ นที่จะน าโปรติเอสมาใช้งานจรงิในเชิงการค้า อย่างไรก็ตาม ประเด็นส าคัญ
อื่นๆ ที่จ าเป็นต้องศึกษาเพิ่มเตมิ เพื่อสามารถผลิตโปรตเิอสส าหรบัใช้งานจริงระดับอุตสาหกรรมก็คือ 
การพัฒนากระบวนการผลิตในปรมิาณสูง (Large scale production) เพื่อให้เกิดความคุ้มค่าของ
กระบวนการผลิต และการศึกษาสมบัติเฉพาะตัวของเอนไซม์โปรติเอส (Enzyme characterization) 
จากแบคทเีรียสายพันธ์ุที่ใช้เพื่อใช้เป็นข้อมลูในการออกแบบกรรมวิธีการเตรียมเอนไซม์ให้บริสทุธ์ิ 
รวมถึงใช้เป็นข้อมูลในการออกแบบกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์ยางพาราทีเ่อนไซม์สามารถท างานได้
อย่างมีประสิทธิภาพมากทีสุ่ด ประเด็นหัวข้อวิจัยที่กล่าวถึงนี  จะช่วยให้กระบวนการผลิตเอนไซม์โปรติ
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เอสส าหรับใช้งานในระดับอุตสาหกรรมมีความเป็นไปได้มากขึ น โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เป็นประโยชน์ต่อ
ภาคการผลิตผลิตภัณฑ์จากยางพาราส าหรับงานทางการแพทย์ของประเทศได้ 
 
วัตถุประสงค์ของแผนงานวิจัย 
 

(1) เพื่อพฒันากระบวนการเตรียมเอนไซม์โปรตเิอสในระดับกึ่งอตุสาหกรรมจากแบคทีเรีย 
Bacillus subtilis MR10 ส าหรบัใช้งานในอุตสาหกรรมการผลิตถุงมือทางการแพทย์ที่
ปราศจากโปรตีนภูมิแพ ้

(2) เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ของกระบวนการขึ นรูปถุงมือยางทางการแพทย์จากน  ายางที่
ก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย  

 
ผลการด าเนินงาน 
 

การด าเนินงานที่รับผิดชอบโดยแผนงานวิจัย กิจกรรมหลักประกอบไปด้วยกิจกรรมติดตาม
ความก้าวหน้าของโครงการและส่งเสริมความรู้และวิสัยทัศน์เกี่ยวกับห่วงโซ่ของการผลิตและแปรรูป
ยางพารา เช่นการศึกษาดูงานโรงงานผลิตน  ายางพาราข้น ณ บริษัทไทยรับเบอร์ลาเท็คซ์คอร์เปอรเ์รช่ัน 
(ประเทศไทย) จ ากัด (มหาชน) อ.หนองใหญ่ จ.ชลบุรี และดูงานสวนยางพาราและการท ายางแผ่นของ
เกษตรกรในพื นที่อ าเภอภูซาง จังหวัดพะเยา กิจกรรมที่จัดขึ นเหล่านี สามารถเสริมสร้างความรู้ความ
เข้าใจในห่วงโซ่การแปรรูปยางพาราเป็นอย่างมากให้กับนักวิจัยผู้ซึ่งไม่ได้มีประสบการณ์การวิจัย
เกี่ยวกับยางพารามาก่อน ส่งผลให้นักวิจัยสามารถผนวกและเช่ือมโยงศาสตร์ที่ตนเองเช่ียวชาญเข้ากับ
งานวิจัยที่ด าเนินการอยู่ครั งนี   
 ในส่วนของกิจกรรมภายใต้โครงการย่อยที่ 1 โครงการนี มวัีตถุประสงค์เพื่อศึกษาหาสภาวะที่
เหมาะสมและรูปแบบของการหมักที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชื อ Bacillus subtilis 
MR10 ที่เพาะเลี ยงในอาหารเหลวต้นทุนต่ าทีม่ีกากถ่ัวเหลืองเป็นองค์ประกอบหลักในถังหมกัขนาด 20 
ลิตร อีกทั งเพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการน าเอนไซมโ์ปรติเอสมาประยกุต์ใช้ในการผลิตถุงมอืยางที่
ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ภายใต้สภาวะการผลิตของโรงงาน โดยในงานวิจัยนี  ผู้วิจัยได้ออกแบบระบบถัง
หมักขนาด 20 ลิตร ที่มีการจ่ายอากาศผ่านปั๊มอากาศ อาหารเลี ยงเชื อที่ใช้ประกอบไปด้วย กากถ่ัว
เหลือง (100 กรมั/ลิตร) K2HPO4 (0.7 กรัม/ลิตร)  MgSO4.7H2O (0.7 กรัม/ลิตร) กลูโคส (1.1 กรมั/
ลิตร) (NH4)2SO4 (0.275 กรัม/ลิตร) และ NH4Cl (0.275 กรัม/ลิตร) ปรบั pH เริ่มต้นที่ 6.0 ซึ่งเป็นสูตร
อาหารเหลวต้นทุนต่ าที่ได้จากงานวิจัย RDG5650081 จากนั นท าการทดลองโดยเริ่มต้นจากท าการหมัก
แบบกะ (batch fermentation) ที่ระดบัอุณหภูมิตั งแต่ 28-55 oC อัตราการใหอ้ากาศตั งแต่ 0.5-2 
kg/cm2 และอัตราการกวนตั งแต่ 50-150 rpm แล้วเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการหมกัในค่า
ปริมาณเอนไซม์โปรตเิอสทีผ่ลิตได้ (unit/ml) การผลติโปรตเิอสตอ่หน่วยเวลา (Productivity; 
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unit/ml-hr) Product yield coefficient (Yp/x) การเจริญของเซลล์ (log cfu/ml) และอัตราการเจรญิ
จ าเพาะ (specific growth rate; per hr) โดยเน้นพิจารณาที่ค่า productivity ของการผลิตเอนไซม์
เป็นส าคัญ ผลการทดลองพบว่า การหมกัที่อุณหภูมหิ้อง (28-30 oC) ให้อากาศทีร่ะดับ 1.0 kg/cm2 
และมีการกวนด้วยใบพัดในอัตราเร็ว 150 rpm เหมาะสมที่สุด โดยให้ค่า productivity สูงสุดเท่ากบั 
1.21 unit/ml-hr เมื่อเพาะเลี ยงเป็นเวลา 18 ช่ัวโมง ต่อมาได้มีการศึกษาถึงรูปแบบการหมักที่
เหมาะสมในการผลิตโปรตเิอสให้ได้ค่า productivity สูงสุด ซึ่งได้ทดสอบหมักอกีสองรปูแบบคือ แบบ
กึ่งกะ (fed-batch fermentation) และต่อเนื่อง (continuous fermentation) แต่พบว่าการหมกั
แบบต่อเนือ่งนั นไมป่ระสบความส าเร็จ เนื่องจากกากถ่ัวเหลืองทีเ่ป็นองค์ประกอบหลักในอาหารเลี ยง
เชื อมีอนุภาคค่อนข้างใหญ่ จึงท าให้อุดตันในทอ่จ่ายอาหารเหลว ดังนั นจึงมุ่งท าการศึกษาการหมักแบบ
กึ่งกะ ซึ่งทดสอบเติมอาหาร 3 ระดับ คือ 500 1,000 และ 2,000 มิลลลิิตรในทุกๆ 12 ช่ัวโมงหลังจาก
การหมักแบบกะเป็นเวลา 24 ช่ัวโมงแล้ว ผลการทดลองพบว่าการเติมอาหาร 1,000 มิลลลิิตรให้
ประสิทธิภาพในการหมักในรูปค่า productivity ดีที่สุด โดยมีค่าเท่ากบั 1.55 unit/ml-hr เมื่อ
เพาะเลี ยงเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ค่านี สูงกว่าที่ได้จากการหมักแบบกะประมาณ 20 เปอรเ์ซ็นต์ และ
สุดท้ายก็ได้ทดสอบการหมักแบบกะในถังหมกัชนิด stirred tank reactor (STR) ขนาด 50 ลิตร โดยใช้
สภาวะที่ได้จากการศึกษาก่อนหน้านี  ผลการทดลองพบว่ามปีระสิทธิภาพของการหมักทีสู่งมาก โดยให้
ค่า productivity เท่ากบั 13.47 unit/ml-hr ซึ่งเมื่อท าการวิเคราะห์ต้นทุนในการผลิตเอนไซม์โปรติ
เอสจนกระทัง่อยู่ในรปูแบบพร้อมใช้งานแล้ว (*ไม่น าต้นทุนราคาถังหมกัมาค านวนร่วมด้วย) สามารถ
สรปุได้ว่าการหมักแบบกะในถังหมัก STR 50 ลิตรมีต้นทุนที่ถูกที่สุด (0.0014 บาทต่อยูนิต) รองลงมา
คือการหมักแบบกึ่งกะ (0.0053 บาทต่อยูนิต) และแบบกะในถังหมักขนาด 20 ลิตร (0.0137 บาทต่อยู
นิต) แต่การหมกัแบบกะในถังหมัก 20 ลิตรกลบัใช้เวลาการผลิตเอนไซมส์ั นทีสุ่ด (50 ช่ัวโมง) ตามด้วย
การหมักแบบกะในถังหมัก STR 50 ลิตร (60 ช่ัวโมง) และการหมักแบบกึ่งกะในถังหมัก 20 ลิตร (74 
ช่ัวโมง) ตามล าดับ การทดลองสุดท้ายที่ได้ศึกษาคือ การทดลองน าเอนไซมโ์ปรติเอสทีผ่ลิตได้นี มาใช้งาน
จริงในการท าถุงมือยางทางการแพทยท์ี่ปราศจากโปรตีนภูมแิพ้ โดยการทดลองนี ได้รบัความอนุเคราะห ์
สารเคมี สูตร อุปกรณ์และเทคนิคการท าถุงมือยางจากบริษัทผูผ้ลิตถุงมือยางแห่งหนึ่งในจงัหวัดสงขลา 
ท าการผลิตทั งสิ น 3 สูตร ได้แก่ สูตรมาตรฐานของโรงงาน สูตรเติมเอนไซม์โปรติเอสทางการค้า (สูตร 
6L) และสูตรเติมเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย (สูตร MR10) ผลการทดลองพบว่าถุงมอืสูตร MR10 มี
ลักษณะปรากฏที่ใกล้เคียงกับสูตรมาตรฐานของโรงงานทั งในด้านความหนา สี และผิวสัมผัส ในขณะที่
สูตร 6L ที่เติมเอนไซมท์างการค้านั นมลีักษณะแตกต่าง โดยมีผิวที่บางกว่าและขาดง่าย อกีทั งพื นผิวของ
ถุงมือค่อนข้างเหนียว ท าให้ต้องใช้แป้งในปริมาณมากเพื่อลดการเกาะตัวของถุงมือ ผลการวิเคราะห์
สมบัตเิชิงกลของถุงมือตามมาตรฐาน มอก.538-2548 (ถุงมือยางปราศจากเชื อส าหรับการศัลกรรมชนิด
ใช้ครั งเดียว) ซึ่งทดสอบตามมาตรฐาน ISO พบว่าความหนาของทุกสูตรผ่านมาตรฐานที่ซึง่ก าหนดไว้ที ่
0.1 มม. ความยืดเมื่อขาดก็เช่นกันที่ผ่านมาตรฐานทุกสูตร แต่ประเด็นอื่นๆ ได้แก่ แรงดึงเมื่อขาดและ
ความเค้นดึงเมื่อมีการยืดร้อยละ 300 ไม่ผ่านมาตรฐานทั งสามสูตร ทั งนี สูตรไมเ่ติมเอนไซม์มีค่าสูงที่สุด 
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ตามมาด้วยสูตรที่เติมเอนไซมจ์ากเชื อ MR10 ส่วนสูตรทีเ่ตมิเอนไซมท์างการค้าให้ค่าทดสอบที่ต่ าทีสุ่ด 
นอกจากนี ผู้วิจัยยังได้ทดสอบสมบัติของถุงมือตามมาตรฐาน ASTM ทั งก่อนและหลังการบ่มเร่ง พบว่า
ถุงมือทีเ่ติมเอนไซม์โปรตเิอสทั งสองสูตรมีความแข็งแรงในรปูของค่าแรงดงึและ stress at 500% ที่ต่ า
กว่าสูตรมาตรฐานของโรงงาน โดยเฉพาะอย่างยิง่สูตร 6L มีเพียงค่าความยืดเมื่อขาด (elongation at 
break) เท่านั นทีม่ีค่าสูงกว่าสูตรมาตรฐานของโรงงาน และเมื่อเปรียบเทียบสมบัติของถุงมือยางทีผ่ลิต
ครั งนี กับข้อก าหนดมาตรฐานของผลิตภัณฑ์ Rubber examination glove (ASTM D3578-05) type 
II แล้ว พบว่าความหนาของถุงมือทกุสูตรผ่านมาตรฐาน ส่วนค่าแรงดึงนั นพบว่าสูตรของโรงงานผ่าน
มาตรฐาน แต่สูตรที่เตมิเอนไซม์ไม่ผ่านมาตรฐาน แต่อย่างไรก็ตาม ภายหลงัการบ่มเรง่แล้วพบว่าสูตร 
MR10 มีค่าสงูขึ นและผ่านมาตรฐานได้ ในขณะที่ค่า Stress at 500% elongation ก็พบว่ามีเพียงสูตร
ของโรงงานเท่านั นทีผ่่านมาตรฐาน คาดว่าเอนไซม์โปรติเอสน่าจะสง่ผลต่อการวัลคาไนซ์ของยาง สมบัติ
เชิงกลของถุงมอืจงึต่ ากว่าสูตรมาตรฐานของโรงงาน ดังนั นหากจะมีการใช้เอนไซม์โปรติเอสจาก
งานวิจัยนี เพื่อผลิตเป็นถุงมือที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้แล้ว โรงงานจ าเป็นต้องปรบัสูตรหรือหาสภาวะใน
การวัลคาไนซ์น  ายางอกีครั ง เพื่อให้ไดผ้ลิตภัณฑ์ทีม่ีคุณสมบตัิผ่านมาตรฐาน 

ส่วนผลการด าเนินงานของโครงการย่อยที่ 2 นั น นักวิจัยสามารถท าเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิต
จากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 ให้บริสุทธ์ิโดยการตกตะกอนเอนไซม์โดยวิธีตกตะกอนด้วยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตแบบล าดับส่วน (salt fractionation) พบกิจกรรมของเอนไซม์ปริมาณมากกว่า
70% สามารถตกตะกอนในช่วง 40-80% เมื่อน าไปท าบริสุทธ์ิต่อด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี โดย 
เทคนิคโครมาโตกราฟฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (CM-Sephadex C-50) และเจลฟิลเตรช่ัน (Sephacryl 
S-100) ตามล าดับ สามารถท าบริสุทธ์ิเอนไซม์ได้ส าเร็จตามเป้าหมาย ซึ่งยืนยันได้จากผลการวิเคราะห์
ความบริสุทธ์ิโดย SDS-PAGE พบว่าเอนไซม์หยาบประกอบด้วยเอนไซม์โปรติเอสสองชนิด คือ เอนไซม์
โปรติเอส 1 (P1) และ เอนไซม์โปรติเอส 2 (P2) เอนไซม์บริสุทธ์ิ P1 และ P2 มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะ
เท่ากับ 3950 และ 3238 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ความบริสุทธ์ิเพิ่มเป็น 26.6 และ 21.8 เท่า 
ตามล าดับ น  าหนักโมเลกุลของเอนไซม์มีค่าประมาณ 45 และ 30 กิโลดาลตัน ตามล าดับ โปรติเอส P1 
และ P2 ท างานได้ดีที่ค่าความเป็นกรดด่าง 9.0 และ 8.0 ขณะที่อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการท างาน
คือ 45-55 และ 45-50 องศาเซลเซียส ตามล าดับ เอนไซม์โปรติเอส P1 และ P2 มีความเสถียรที่ช่วง
ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0-10.0 และ 7.0-10.0 ตามล าดับ ค่าจลนพลศาสตร์ Km และ Vmax ของ P1 มี
ค่าเท่ากับ 8.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 3,840 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที ตามล าดับ ขณะที่ค่า
ดังกล่าวของ P2 มีค่าเท่ากับ 13.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลติร และ 5,302 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที โป
รติเอสทั งสองชนิดมีความจ าเพาะกับเคซีนเหมือนกัน นอกจากนี ยังพบว่าอิออนของโลหะ  Ag+ และ 
Hg2+ มีผลยับยั งการท างานของ P1 ในขณะที่ Ag+ Cu2+ Hg2+ EDTA และ SDS มีผลยับยั งการท างาน
ของ P2 ผลการทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ของเอนไซม์บริสุทธ์ิโปรติเอส P1 และ 
P2 พบว่าเอนไซม์โปรตีเอสบริสุทธ์ิทั งสองชนิดมีความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้เช่นเดียวกับโป
รตเิอสหยาบที่ผลิตจาก B. subtilis MR10 ข้อมูลเหล่านี เป็นประโยชน์อย่างมากในการใช้ประโยชน์จาก
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เอนไซม์โปรติเอสเพื่อผลิตน  ายางพาราที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ โดยเพื่อประสิทธิภาพการท างานสูงสุด
ของเอนไซม์นั น กระบวนการผลิตจ าเป็นต้องถูกก าหนดไว้ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมในการท างานของ
เอนไซม์และหลีกเลี่ยงสารเคมีที่ยับยั งการท างานของเอนไซม์ เป็นต้น  

แผนงานวิจัยนี สามารถบรรลุวัตถุประสงค์ที่วางไว้ ซึ่งสามารถขยายก าลังการผลิตเอนไซม์โปรติ
เอสในถังหมกัขนาด 20 ลิตร โดยท าการหมักภายใต้สภาวะที่เหมาะสมท าใหเ้พิ่มค่า productivity ของ
การผลิตเอนไซม์โปรตเิอสจาก 0.4 unit/ml-hr (ผลจากการศึกษาในโครงการ RDG5650081 ซึ่งศึกษา
ในถังหมักขนาด 20 ลิตร) มาเป็น 1.21-1.55 unit/ml-hr (ถังหมักขนาด 20 ลิตร ชนิดเดียวกับที่ใช้ใน
โครงการ RDG5650081) นอกจากนี  ผลจากการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมโ์ปรติเอสจากแบคทีเรีย B. 
subtilis MR10 นี  ยังท าให้ทราบสภาวะที่เหมาะสมทีเ่อนไซม์โปรตเิอสท างานได้สงูสุด เพื่อการ
ประยุกต์ใช้งานผลิตน  ายางพาราที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ และสุดท้าย เอนไซม์โปรตเิอสที่ผลิตได้นี  มี
ความเป็นไปได้ที่น าไปใช้ร่วมในกระบวนการผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ของโรงงานได้ แต่จ าเป็นต้อง
ปรับปรงุสภาวะการผลิตบางขั นตอนเพือ่ให้ได้ถุงมือที่มีคุณภาพเทียบเท่าถุงมือของโรงงาน ดังที่กล่าวไว้
แล้วก่อนหน้านี  

 
สรุปผลการด าเนินงาน 

 
จากผลการวิจัยทั งสองโครงการภายใต้แผนงานวิจัยนี  สรปุได้ว่าสามารถขยายก าลงัการผลิต

เอนไซม์โปรตเิอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 ในถังหมักขนาด 20 ลิตรได ้ โดยมีค่าผลได้ 
(productivity) ของการผลิตเอนไซม์โปรตเิอสเพิ่มขึ นเมือ่เปรียบเทียบกับผลการศึกษาจากโครงการ 
RDG5650081 ประมาณ 3-3.8 เท่า (ขึ นกับรูปแบบการหมกั) โดยท าการหมักที่อุณหภูมิ 28-30 oC ให้
อากาศที่ระดบั 1.0 kg/cm2 และมีการกวนด้วยใบพัดในอัตราเร็ว 150 rpm การหมักรปูแบบกึ่งกะให้
ค่า productivity สูงกว่าการหมักแบบกะประมาณ 20% ต้นทุนการผลิตเอนไซมจ์ากการหมักแบบกึ่ง
กะต่ ากว่าการหมักแบบกะประมาณ 3 เท่า  การน าเอนไซม์โปรติเอสชนิดนี ไปใช้ประโยชน์ควรปรบั
สภาวะของกระบวนการผลิตนั นๆ ให้ใกล้เคียงกับสภาวะที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซม์ อันได้แก่ 
อุณหภูมิ 45-55 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่าง 8.0-9.0 และไม่เกิน 10.0 กระบวนการผลิต
ปราศจากสารเคมีกลุ่ม Ag+,  Hg2+, Cu2+,  EDTA และ SDS  

การเติมเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัยนี ร่วมในกระบวนการผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ด้วย
สูตรมาตรฐานของโรงงาน พบว่าส่งผลต่อการวัลคาไนซ์ของยาง สมบัติเชิงกลของถุงมือ ได้แก่ ค่าแรงดงึ
และค่า stress at 500% จึงไม่ผ่านมาตรฐาน ISO และ ASTM D3578-05 (Rubber examination 
glove) ดังนั นหากจะมกีารใช้เอนไซม์โปรตเิอสจากงานวิจัยนี เพื่อผลิตเป็นถุงมือทีป่ราศจากโปรตีน
ภูมิแพ้แล้ว โรงงานจ าเป็นต้องปรับสูตรหรอืหาสภาวะในการวัลคาไนซ์น  ายางอกีครั ง เพื่อให้ได้
ผลิตภัณฑ์ทีม่ีคุณสมบัติผ่านมาตรฐาน 

 



9 

ข้อเสนอแนะท่ีคาดว่าควรวิจัยเพ่ิมเติม และวิธีการท่ีควรพัฒนาต่อยอดสู่ภาคปฏิบัติจริง 

  
ผู้วิจัยได้วางแผนต่อยอดที่จะน าเอนไซมโ์ปรติเอสทีผ่ลิตได้นี ไปทดสอบใช้จริงในกระบวนการ

ผลิตของโรงงานผลิตน  ายางข้น จากนั นประเมินความเป็นไปได้ทั งด้านคุณภาพและต้นทุนการผลิต แต่
ในส่วนของการต่อยอดน าน  ายางพาราที่ปราศจากโปรตีนภูมแิพ้ (ด้วยการเติมโปรติเอส) มาผลิต
ผลิตภัณฑ์ต่างๆ นั น ก็มีแผนทดลองขึ นรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ โดยเน้นที่ผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์ เช่น 
แผ่นปิดแผล แผ่นยางใช้งานทันตกรรม เป็นต้น ทั งนี  จากเดิมที่ได้มีการศึกษาการขึ นรปูเป็นถุงมือยาง
ทางการแพทย์นั น ก็พบว่ายังต้องศึกษาเพิ่มเติมเพื่อปรับสูตรการขึ นรปูหรือการหาสภาวะที่เหมาะสมใน
การวัลคาไนซ์ยางเพื่อให้ผลิตภัณฑ์มีความแข็งแรง โดยอย่างน้อยต้องผ่านมาตรฐาน ISO และ ASTM 
D3578-05 

 
ผลงานวิชาการท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้น 
   

บทความวิชาการเรื่อง “Mechanical and biological properties of allergic protein- free 
rubber examination glove”  

บทความวิชาการเรื่อง “Capability of purified protease from Bacillus subtilis MR10 
in rubber allergic protein degradation”  
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บทคัดยอ่ 
 
งานวิจัยชุดนี ประกอบด้วยโครงการย่อยจ านวน 2 โครงการ ได้แก่ โครงการการขยายก าลัง

การผลิตเอนไซม์โปรติเอสในระดับกึ่งอุตสาหกรรมเพื่อประยุกต์ใช้ในการเตรียมน  ายางพาราปราศจาก
โปรตีนภูมิแพ้ และโครงการการศึกษาสมบัติของเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis 
MR10 เพื่อพัฒนากระบวนการใช้ประโยชน์ในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพารา  โดยมี
วัตถุประสงค์หลักเพื่อพัฒนากระบวนการเตรียมเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis 
MR10 ในระดับกึ่งอุตสาหกรรม และทดสอบการใช้เอนไซม์โปรติเอสร่วมในกระบวนการผลิตถุงมือยาง
ทางการแพทย์ ผลการศึกษาพบว่าสามารถขยายก าลังการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย B. 
subtilis MR10 ในถังหมักขนาด 20 ลิตรได้ โดยมีค่าผลได้ของการผลิตเอนไซม์โปรติเอสเพิ่มขึ นเมื่อ
เปรียบเทียบกับผลการศึกษาจากโครงการ RDG5650081 ประมาณ 3-3.8 เท่า โดยท าการหมักที่
อุณหภูมิ 28-30 oC ให้อากาศที่ระดับ 1.0 kg/cm2 และมีการกวนด้วยใบพัดในอัตราเร็ว 150 rpm 
การหมักรูปแบบกึ่งกะให้ค่าผลได้สูงกว่าการหมักแบบกะประมาณ 20% ต้นทุนการผลิตเอนไซม์จาก
การหมักแบบกึ่งกะต่ ากว่าการหมักแบบกะประมาณ 3 เท่า จากการศึกษายังพบว่าเอนไซม์หยาบ
ประกอบด้วยเอนไซม์โปรติเอสสองชนิด คือ เอนไซม์โปรติเอส 1 (P1) และ เอนไซม์โปรติเอส 2 (P2) 
ซึ่งมีน  าหนักโมเลกุลประมาณ 45 และ 30 กิโลดาลตัน ตามล าดับ เอนไซม์ P1 และ P2 ท างานได้ดีที่ค่า
ความเป็นกรดด่าง 9.0 และ 8.0 ขณะที่อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการท างานคือ 45-55 และ 45-50 
องศาเซลเซียส ตามล าดับ P1 และ P2 ยังมีเสถียรภาพได้ที่ช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 5.0-10.0 และ 
7.0-10.0 ตามล าดับ ค่าจลนพลศาสตร์ Km และ Vmax ของ P1 มีค่าเท่ากับ 8.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ 3840 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที ตามล าดับ ขณะที่ค่าดังกล่าวของ P2 มีค่าเท่ากับ 13.8 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5302 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที โปรติเอสทั งสองชนิดมีความจ าเพาะ
กับเคซีนเหมือนกัน การน าเอนไซม์โปรติเอสชนิดนี ไปใช้ประโยชน์ควรปรบัสภาวะของกระบวนการผลติ
นั นๆ ให้ใกล้เคียงกับสภาวะที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซม์ เพื่อให้เอนไซม์มีประสิทธิภาพในการ
ท างานสูงสุด อันได้แก่ อุณหภูมิ 45-55 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่าง 8.0-9.0 และไม่เกิน 10.0 
กระบวนการผลิตต้องปราศจากสารเคมีกลุ่ม Ag+, Hg2+, Cu2+,  EDTA และ SDS  ผลจากการศึกษายัง
พบอีกว่าเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรียชนิดนี มี 2 กลุ่ม ซึ่งให้ช่ือว่า P1 และ P2 นอกจากนี  ยัง
พบว่าการเติมเอนไซม์โปรติเอสร่วมในกระบวนการผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ด้วยสูตรมาตรฐานของ
โรงงาน ส่งผลต่อการวัลคาไนซ์ของยาง โดยค่าแรงดึงและค่า stress at 300% ไม่ผ่านมาตรฐาน ISO 
และ ASTM D3578-05 (Rubber examination glove) ดังนั นหากใช้เอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัยนี 
เพื่อผลิตเป็นถุงมือทีป่ราศจากโปรตีนภูมิแพ้แล้ว โรงงานจ าเป็นต้องปรบัสตูรหรือหาสภาวะในการวัลคา
ไนซ์ยาง เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณสมบัติผ่านมาตรฐาน 
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Abstract 
 

This research program composes of 2 research projects, including the semi-pilot 
up- scaling process of protease production for applying in allergic protein- free rubber 
latex preparation and the characterization of Bacillus subtilis MR10 proteases for 
utilizing process development in industrial scale production of this enzyme.  The main 
objectives of this program involve the development of protease enzyme production 
from bacterial Bacillus subtilis MR10 in the semi- pilot scale and to test for the 
application of protease in the manufacturing of medical glove.  The results from these 
research found that the the production of protease from B. subtilis MR10 could be up-
scaled in 20L fermenter.  Approximately 3. 0- 3. 38 times of protease productivity 
comparing to that from the project RDG5650081 was obtained. The optimal conditions 
for protease production were under the temperature at 28-30 oC, aeration at 1.0 kg/cm2, 
agitation at 150 rpm.  The productivity obtained from semi-batch fermentation was 
about 20%  higher than batch fermentation.  The production cost of semi- batch 
fermention was also lower than batch fermentation about 3 times.  According to our 
study, it was also found that crude protease consisted of two proteases, Protease 1 (P1) 
and Protease 2 ( P2) .  The molecular weights of P1 and P2 were approximately 45 and 
30 kDa.  The optimal pH for the P1 and P2 activity was 9. 0 and 8. 0 while the optimal 
temperatures were 45-55 and 45-50°C, respectively. P1 and P2 were stable at pH range 
of 5. 0-10. 0 and 7. 0-10. 0, respectively.  Kinetic parameters Km and Vmax of P1 were 8. 0 
mg·ml- 1 and 3840 µg·ml- 1·min- 1 respectively, while those of P2 were 13. 8 mg·ml- 1 and 
5302 µg·ml-1·min-1. The use of this protease in any manufacturing should be under the 
optimal conditions of protease to maximize the enzyme efficiency, i.e. temperature at 
45-55oC, pH 8.0-9.0 and not higher than 10.0 and free from Ag+,  Hg2+,  Cu2+, EDTA and 
SDS.  Moreover, the application of protease in the manufacturing of medical glove 
negatively effected on the rubber vulcanization. The tensile and stress at 500% did not 
meet to the standard of ISO and ASTM D3578-05 (Rubber examination glove). Thus the 
glove formula and vulcanization conditions must be optimized when this protease is 
applied, to obtain the higher quality product.       
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บทน า 
 

แม้ประเทศไทยจะเป็นผูผ้ลิตและส่งออกน  ายางพารารายใหญ่ที่สุดแห่งหนึ่งของโลก (ข้อมลู
จากปี 2550-2554 ของศูนย์วิจัยและพฒันาอุตสาหกรรมยางไทย; 
http://www.rubbercenter.org/index.php/worldrubberindustry) แต่กลับพบว่ามูลค่าตลาด
สินค้ายางพารากลบัต่ ากว่าประเทศเพื่อนบ้านบางประเทศ ทั งนี อาจเนือ่งจากประเทศเหล่านี ได้เน้น
ส่งเสริมการผลิตผลิตภัณฑ์แปรรปูจากน  ายางพาราซึ่งมมีูลค่าสูงกว่าน  ายางพารามาก ไมเ่พียงเท่านี  
ปัจจุบันพบว่าเกษตรกรไทยยงัต้องพบกบัปัญหาราคายางที่ตกต่ า อันเนื่องมาจากปรมิาณน  ายางพาราที่
ที่มากเกินปริมาณการใช้ ดังนั นควรถึงเวลาที่ไทยตอ้งยกระดับสินค้ายางพาราให้มมีูลค่าสูงขึ น โดยเน้น
การวิจัยเพื่อพฒันาผลิตภัณฑ์ และเมื่อวิเคราะหก์ลุม่ผลิตภัณฑ์จากยางพาราทีม่ีการเติบโตอย่างต่อเนื่อง
แล้วก็จะพบว่าตลาดผลิตภัณฑ์สุขภาพและอุปกรณ์เสริมทางการแพทย์ของไทยมีมลูค่าสงูขึ นทุกปี 
ยกตัวอย่างเช่น ถุงมือผ่าตัด ถุงยางอนามัย สายฉีดน  าเกลอื สายให้อาหาร ท่อสวนปัสสาวะ อุปกรณ์
อนามัยในช่องปาก แผ่นปิดแผล และแผ่นมาส์คหน้า เป็นต้น แต่ส่วนใหญ่จะมีการน าเข้าสินค้าเหล่านี 
จากต่างประเทศทั งสิ น เช่น จากเยอรมัน ญี่ปุ่น และสหรัฐอเมริกา อย่างไรก็ตามมกัมผีู้โจมตีว่าน  ายาง
ธรรมชาติมีโปรตีนภูมิแพ้ (Allergenic proteins) เป็นองค์ประกอบอยู่ อันจะเกิดผลเสียต่อผู้ป่วยหรือ
ผู้ใช้งานได้ เช่น เกิดอาการคันจนกระทั่งอาการรุนแรงขึ นดังที่เรียกว่า Anaphylaxis สิ่งนี เป็นอุปสรรคที่
กระทบต่อความเช่ือมั่นของผู้ใช้งานผลิตภัณฑ์ทางการแพทยจ์ากยางพารา ดังนั นเพื่อเป็นการคลาย
ความกังวลในประเด็นนี ให้กับผู้ใช้งาน คณะผู้วิจัยซึ่งเคยได้รับทุนสนับสนุนจากส านักงานกองทุนสนับ
การวิจัย (สกว.) ในปี 2552-2555 (RDG5250027, RDG5350029, RDG5450045, RDG5550059) จงึ
ได้พัฒนากระบวนการทางชีวภาพในการก าจัดโปรตีนภูมิแพอ้อกจากน  ายางพาราโดยใช้เอนไซม์โปรติ
เอสที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธ์ุที่ได้รับการรับรองว่าปลอดภัย ทดแทนการใช้สารเคมีในการก าจัด
โปรตีนแบบดั่งเดิม นอกจากนี แบคทีเรียยังเป็นแหลง่ส าคัญในการผลิตโปรตีนเมื่อเทียบกับสิ่งมีชีวิตกลุ่ม
อื่นๆ ผลการวิจัยพบว่าเอนไซม์ดงักล่าวสามารถก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hev b1 (Rubber elongation 
factor) Hev b3 (Small rubber particle protein) และ Hev b 5 (Acidic protein) ซึ่งเป็นสารก่อ
ภูมิแพ้ที่ส าคัญในยางพาราได้ โดยโปรตีนสองชนิดแรกนี  พบในส่วนของเนื อยางพาราดังนั นจึงมักตกค้าง
ในผลิตภัณฑ์ ส่วนโปรตีนชนิดที่สามแม้จะพบในส่วนของชั นซีรั่มทีส่ามารถก าจัดทิ งไปได้ด้วยการปั่น
เหว่ียง แต่ก็มีสมบัตทินต่อความร้อนได้ดี  งานวิจัยเหล่านี สามารถสร้างความเช่ือมั่นใหเ้กิดแกผู่้ใช้งาน
อุปกรณ์ทางการแพทย์ทีม่ียางธรรมชาติเป็นส่วนประกอบได ้ว่าปลอดภัยจากโปรตีนภูมิแพ้ 
 เอนไซม์โปรตเิอสนับเป็นหัวใจส าคัญของกระบวนการทางชีวภาพในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ใน
น  ายางพาราสด ซึ่งการผลิตโปรติเอสเพื่อป้อนสู่การใช้งานในระดับอุตสาหกรรมนั น มีหลายประเด็นที่
จ าเป็นต้องศึกษา โดยเบื องต้น ในปงีบประมาณ 2556 ที่ผ่านมา คณะผู้วิจัยได้ท าการศึกษาหาสูตร
อาหารเลี ยงเชื อต้นทุนต่ าเพื่อการผลิตเอนไซม์โปรตเิอสรวมถึงกระบวนการทีม่ีประสิทธิภาพในการ
ตกตะกอนโปรติเอสออกจากอาหารเลี ยงเชื อ (RDG5650081) เป็นที่เรียบร้อยแล้ว ซึ่งประเด็นดังกล่าว
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ช่วยให้มีความเป็นไปได้สงูขึ นที่จะน าโปรติเอสมาใช้งานจรงิในเชิงการค้า อย่างไรก็ตาม ประเด็นส าคัญ
อื่นๆ ที่จ าเป็นต้องศึกษาเพิ่มเตมิ เพื่อสามารถผลิตโปรตเิอสส าหรบัใช้งานจริงระดับอุตสาหกรรมก็คือ 
การพัฒนากระบวนการผลิตในปรมิาณสูง (Large scale production) เพื่อให้เกิดความคุ้มค่าของ
กระบวนการผลิต และการศึกษาสมบัติเฉพาะตัวของเอนไซม์โปรติเอส (Enzyme characterization) 
จากแบคทเีรียสายพันธ์ุที่ใช้เพื่อใช้เป็นข้อมลูในการออกแบบกรรมวิธีการเตรียมเอนไซม์ให้บริสทุธ์ิ 
รวมถึงใช้เป็นข้อมูลในการออกแบบกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์ยางพาราทีเ่อนไซม์สามารถท างานได้
อย่างมีประสิทธิภาพมากทีสุ่ด ประเด็นหัวข้อวิจัยที่กล่าวถึงนี  จะช่วยให้กระบวนการผลิตเอนไซม์โปรติ
เอสส าหรับใช้งานในระดับอุตสาหกรรมมีความเป็นไปได้มากขึ น โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เป็นประโยชน์ต่อ
ภาคการผลิตผลิตภัณฑ์จากยางพาราส าหรับงานทางการแพทย์ของประเทศได้ 
 
วัตถุประสงค์ของแผนงานวิจัย 
 

(1) เพื่อพฒันากระบวนการเตรียมเอนไซม์โปรตเิอสในระดับกึ่งอตุสาหกรรมจากแบคทีเรีย 
Bacillus subtilis MR10 ส าหรบัใช้งานในอุตสาหกรรมการผลิตถุงมือทางการแพทย์ที่
ปราศจากโปรตีนภูมิแพ ้

(2) เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ของกระบวนการขึ นรูปถุงมือยางทางการแพทย์จากน  ายางที่
ก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย  

 
ผลการด าเนินงาน 
 
1. การด าเนินงานส่วนท่ีบริหารโดยแผนงานวิจัย 
 
 เนื่องจากบุคลากรบางส่วนยังขาดประสบการณ์เกี่ยวกบัศาสตร์ของยางพารา ซึง่อาจเป็น
อุปสรรคส าคัญในการเช่ือมโยงศาสตร์ที่ตนเช่ียวชาญใหเ้ข้ากบัเป้าหมายหลกัของชุดโครงการ ซึ่งก็คือ
อุตสาหกรรมการแปรรปูยางพารา ดังนั นหัวหน้าแผนงานวิจัยจึงด าเนินการพฒันาบุคลากรทุกฝ่ายให้
พร้อมส าหรับการท างานเพือ่เป้าหมายนี  โดยได้มีการจัดกจิกรรมต่างๆ เพือ่ลดจุดด้อยดังทีก่ล่าวไว้แล้ว 
ได้แก่ 
 

1.1 กิจกรรมประชุมซักซ้อมความเขา้ใจ และการจัดการความรู้ (Knowledge 
management) 

กิจกรรมจัดขึ นในวันที่ 10 พฤศจิกายน 2557ณ ห้องประชุม คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ โดยมีการแลกเปลี่ยนเรียนรูก้ันในหัวข้อ “โปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพาราและ
เทคโนโลยีการก าจัด” ผู้ร่วมกิจกรรมประกอบไปด้วย อ.ดร.ไพโรจน์ วงศ์พุทธิสิน (หัวหน้าชุดโครงการ
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และหัวหน้าโครงการย่อยที่ 1) ผศ.ดร.ชาติชาย โขนงนุช (หัวหน้าโครงการย่อยที่ 2) นักศึกษาผู้ช่วยวิจัย 
2 คน นักวิจัยภายนอกที่สนใจ 1 คน เนื อหาจากกจิกรรมนี เป็นจุดเริ่มต้นที่ชี ใหเ้ห็นถึงที่มาและ
ความส าคัญของงานวิจัย และเป้าหมายที่ชุดโครงการจะต้องไปให้ถึง เมื่อเสรจ็สิ นกิจกรรมนี แล้ว พบว่า
ทุกคนมีความเข้าใจมากยิ่งขึ นถึงความจ าเป็นในการแก้ไขปญัหาทีเ่กิดขึ นในภาคอุตสาหกรรมอัน
เนื่องมาจากโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพารา ตลอดจนบทบาทของตนเองในงานวิจัยชุดนี  อย่างไรก็ตาม 
การที่นักวิจัยทุกระดับของโครงการชุดนี จะได้มีโอกาสศึกษาและเรียนรูห้่วงโซก่ารผลิตของอุตสาหกรรม
ยางพาราตั งแต่ต้นน  าจนถึงปลายน  านั นนับว่ามีความส าคัญมาก จึงเป็นทีม่าของกจิกรรมดูงานนอก
สถานที ่

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1 กิจกรรมแลกเปลี่ยนเรียนรู้กันในหัวข้อ “โปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพาราและเทคโนโลยีการ
ก าจัด” ในวันที่ 10 พฤศจิกายน 2557 
 

1.2 กิจกรรมดูงานโรงงานผลิตน้ ายางพาราข้น 
 อ.ดร.ไพโรจน์ วงศ์พุทธิสิน และ ผศ.ดร.ชาติชาย โขนงนุช ได้เดินทางเข้าศึกษาดูงานกระบวน
การผลิตน  ายางข้น ณ บริษัทไทยรับเบอรล์าเท็คซ์คอรเ์ปอร์เรช่ัน (ประเทศไทย) จ ากัด (มหาชน) อ.
หนองใหญ่ จ.ชลบุรี ในวันที่ 3 ธันวาคม 2557 ในครั งนั นได้รับการตอ้นรบัจากผู้จัดการโรงงานและ
ผู้จัดการฝ่ายวิจัยและพฒันา จากนั นเจ้าหน้าทีจ่ึงน าเยี่ยมชมกระบวนการผลิตพร้อมทั งบรรยาย
ประกอบ จุดเยี่ยมชมหลัก ได้แก่ จุดรับน  ายางพาราสด เครือ่งปั่นเหว่ียงน  ายางพารา จุดรวมหางน  ายาง 
(ซีรัม่) จุดผลิตยางเต้าหู้ บ่อน  าเสีย และโกดงัเกบ็ยางเครป นอกจากนี ทางโรงงานยงัสาธิตการผลิตถุงมอื
ยางทางการแพทย์ในระดับห้องปฏิบัติการให้ชมอกีด้วย ซึ่งผู้วิจัยได้ความรู้เป็นอย่างมากส าหรบัการ
ทดลองขึ นรูปถุงมือยางที่จะได้ด าเนินการในครึง่ปหีลงัของโครงการ นับว่าเป็นประโยชน์อย่างมากต่อ
นักวิจัย  
 ผลจากการเข้าศึกษาดูงานกระบวนการผลิตฯ ครั งนี  ท าใหท้ราบว่าเอนไซม์โปรตเิอสที่จะผลิต
ขึ นมาส าหรับก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ หากจะน ามาประยกุต์ใช้ในการผลิตถุงมอืยางทางการแพทย์แล้ว ควร
ใช้เติมในขั นตอนการรวบรวมน  ายางก่อนการปั่นเหว่ียงจึงจะเหมาะสม เนื่องจากมีความเข้มข้นของ
แอมโมเนียที่ต่ า ไม่ส่งผลเสียต่อการท างานย่อยโปรตีนของเอนไซม์โปรติเอส แต่อย่างไรก็ตาม ก็พบอีก
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หนึ่งประเด็นที่นักวิจัยต้องหาค าตอบ คือยาขาวที่ทางโรงงานแจกใหเ้กษตรกรเติมในน  ายางพาราเพือ่
ป้องกันการเสียสภาพในระหว่างการขนส่งนั น ส่งผลเสียต่อการท างานของเอนไซม์โปรติเอสหรือไม่  
 

 
ภาพท่ี 2 กิจกรรมการศึกษาดูงานกระบวนการผลิตน  ายางขน้ ณ บริษัทไทยรับเบอรล์าเท็คซ์คอรเ์ปอร์
เรช่ัน (ประเทศไทย) จ ากัด (มหาชน) อ.หนองใหญ่ จ.ชลบรุี 
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1.3 กิจกรรมดูงานสวนยางพาราและการท ายางแผ่นของเกษตรกร  
 ในช่วงเช้าของวันที่ 10 ธันวาคม 2558 นักวิจัยทั งหัวหน้าโครงการและผู้ช่วยวิจัยได้เดินทางไป
ยังสวนยางพาราในพื นที่อ าเภอภูซาง จงัหวัดพะเยา เพื่อศึกษาดูงานการปลูกและการกรีดน  ายางพารา 
ซึ่งเป็นต้นทางของกระบวนการแปรรปูยางพาราในระดบัอุตสาหกรรม นักวิจัยได้รบัฟังการบรรยายและ
สาธิตการกรีดยางโดยเกษตรกรเจ้าของสวน และรบัทราบขอ้มูลว่า เดิมจะมีพอ่ค้าคนกลางมารบัซื อน  า
ยางพาราสดดังนั นจงึมีการเตมิสารรกัษาสภาพชนิดต่างๆ ลงไปเพื่อป้องกันการจับตัวของน  ายาง แต่
เนื่องจากในเขตภาคเหนอืตอนบนยงัไม่มีโรงงานผลิตน  ายางพาราข้น ปัจจุบันจึงไม่มกีารซื อ-ขายน  า
ยางพาราสดแล้ว ดังนั นเกษตรกรจึงหันมาแปรรูปน  ายางเป็นยางก้อนถ้วยและยางแผ่นเพือ่สง่ขายแทน 
นอกจากนี ทีมวิจัยยังได้มีโอกาสเรียนรู้วิธีการท ายางแผ่นจากเกษตรกรด้วย ท าให้เข้าใจห่วงโซ่ของการ
แปรรปูยางพารามากยิง่ขึ น 
 

 
ภาพท่ี 3 การศึกษาดูงานสวนยางพาราและการท ายางแผ่น เมื่อวันที่ 10 ธันวาคม 2557 ณ อ าเภอภู
ซาง จังหวัดพะเยา  
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1.4 การประชุมติดตามความก้าวหน้าของโครงการ 
เพื่อเป็นการติดตามความก้าวหน้าของโครงการแต่ละโครงการย่อย จึงได้จัดใหม้ีการประชุม

รายงานความก้าวหน้าขึ น แต่เนื่องด้วยเวลาที่ไม่ลงตัวของทุกฝ่าย จึงสามารถจัดการประชุมอย่างเป็น
ทางการเพียงหนึ่งครั ง ณ ห้องประชุมหอ้งปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพทางอุตสาหกรรมเกษตร คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ในวันที่ 4 มีนาคม 2558 แต่อย่างไรก็ตาม ทางทมีผู้วิจัยก็ได้มีการ
แลกเปลี่ยน ปรึกษา และประสานงานอยู่เป็นประจ า ผ่านการสือ่สารรปูแบบต่างๆ เช่น โทรศัพท ์
จดหมายอเิล็กทรอนิกส์ และสื่อออนไลน์   
 
2. กิจกรรมภายใต้โครงการย่อยท่ี 1 และ 2  
 รายละเอียดได้ถูกรายงานในส่วนถัดไปของรายงาน 
 
สรุปผลการด าเนินงาน 

 
จากผลการวิจัยทั งสองโครงการภายใต้แผนงานวิจัยนี  สรปุได้ว่าสามารถขยายก าลงัการผลิต

เอนไซม์โปรตเิอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 ในถังหมักขนาด 20 ลิตรได้ โดยมีค่าผลได้ 
(productivity) ของการผลิตเอนไซม์โปรตเิอสเพิ่มขึ นเมือ่เปรียบเทียบกับผลการศึกษาจากโครงการ 
RDG5650081 ประมาณ 3-3.8 เท่า (ขึ นกับรูปแบบการหมกั) โดยท าการหมักที่อุณหภูมิ 28-30 oC ให้
อากาศที่ระดบั 1.0 kg/cm2 และมีการกวนด้วยใบพัดในอัตราเร็ว 150 rpm การหมักรปูแบบกึ่งกะให้
ค่า productivity สูงกว่าการหมักแบบกะประมาณ 20% ต้นทุนการผลิตเอนไซมจ์ากการหมักแบบกึ่ง
กะต่ ากว่าการหมักแบบกะประมาณ 3 เท่า  การน าเอนไซม์โปรติเอสชนิดนี ไปใช้ประโยชน์ควรปรบั
สภาวะของกระบวนการผลิตนั นๆ ให้ใกล้เคียงกับสภาวะที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซม์ อันได้แก่ 
อุณหภูมิ 45-55 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่าง 8.0-9.0 และไม่เกิน 10.0 กระบวนการผลิต
ปราศจากสารเคมีกลุ่ม Ag+,  Hg2+, Cu2+,  EDTA และ SDS  

การเติมเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัยนี ร่วมในกระบวนการผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ด้วย
สูตรมาตรฐานของโรงงาน พบว่าส่งผลต่อการวัลคาไนซ์ของยาง สมบัติเชิงกลของถุงมือ ได้แก่ ค่าแรงดงึ
และค่า stress at 500% จึงไม่ผ่านมาตรฐาน ISO และ ASTM D3578-05 (Rubber examination 
glove) ดังนั นหากจะมกีารใช้เอนไซม์โปรตเิอสจากงานวิจัยนี เพื่อผลิตเป็นถุงมือทีป่ราศจากโปรตีน
ภูมิแพ้แล้ว โรงงานจ าเป็นต้องปรับสูตรหรอืหาสภาวะในการวัลคาไนซ์น  ายางอกีครั ง เพื่อให้ได้
ผลิตภัณฑ์ทีม่ีคุณสมบัติผ่านมาตรฐาน 
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โครงการยอ่ยที่ 1  
 

การขยายก าลังการผลิตเอนไซม์โปรติเอสในระดับกึ่งอุตสาหกรรมเพื่อประยุกต์ใช้ใน 
การเตรียมน  ายางพาราปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ 

Semi-pilot up-scaling process of protease production for applying in 
allergic protein-free rubber latex preparation 
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หลักการและเหตุผล 
 

ภายหลังจากศึกษาการเตรียมเอนไซม์โปรติเอสผงจากเชื อ Bacillus subtilis MR10 เพื่อใช้
ย่อยโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพาราสด ซึ่งได้รับทุนสนับสนุนภายใต้โครงการ “การคัดเลือกโปรติเอสที่
เหมาะสมเพื่อการย่อยโปรตีนในน  ายางดิบ (สัญญาเลขที่ RDG5250027)” และ “การเตรียมโปรติเอ
สในรูปทางการค้าส าหรับย่อยโปรตีนในน  ายางสด (สัญญาเลขที่ RDG5350029)” พบว่าสามารถเตรียม
เอนไซม์โปรติเอสในรูปแบบผงที่สะดวกต่อการเก็บรักษาและใช้งานได้ ทั งยังพบว่าโปรติเอสดังกล่าวสา
มารถก าจัดโปรตีนภูมิแพ้บางชนิดในน  ายางพาราสดได้ ดังผลการศึกษาจากโครงการ “การวิเคราะห์
โปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางโปรตีนต่ า (สัญญาเลขที่ RDG5450045)” แต่อย่างไรก็ตาม ผู้วิจัยตระหนักดีว่า 
กระบวนการเตรียมโปรติเอสผงดังกล่าวนั น ใช้ต้นทุนค่อนข้างสูง จึงได้พัฒนากระบวนการเตรียม
เอนไซม์ด้วยต้นทุนที่ต่ าลง โดยเน้นปรับปรุงสูตรอาหารเลี ยงเชื อและกระบวนการตกตะกอนโปรตีนที่มี
ค่าใช้จ่ายลดลง ซึ่งเป็นสิ่งที่ก าลังด าเนินการศึกษาในโครงการวิจัยหัวข้อ “การพัฒนากระบวนการ
เตรียมเอนไซม์โปรติเอสต้นทุนต่ าส าหรับผลิตน  ายางพาราปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ ” (สัญญาเลขที่ 
RDG5650081) อย่างไรก็ตาม ในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสให้เพียงพอต่อการใช้งานระดับอุตสาหกรรม
นั น จ าเป็นต้องเพาะเลี ยงในขนาดการผลิตที่ใหญ่ขึ น โดยอย่างน้อยต้องมากกว่าระดับกึ่งอุตสาหกรรม 
(Semi pilot scale) (มากกว่า 20 ลิตร) แต่การเพาะเลี ยงในถังหมักที่มีขนาดใหญ่ ส่งผลให้สิ่งแวดล้อม
ของการเพาะเลี ยงแบคทีเรียเปลี่ยนแปลงไป ไม่ว่าจะเป็นการถ่ายเทออกซิเจน สารอาหาร และความ
ร้อนที่ลดลง และแรงดันภายในถังหมักที่ เพิ่มขึ น ปัจจัยเหล่านี ล้วนเป็นอุปสรรคต่อการเจริญและการ
สร้างผลิตภัณฑ์ของแบคทีเรีย ผู้วิจัยจึงมีแนวคิดที่จะหาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักเพื่อผลิต
เอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 ในถังหมักขนาด 20 ลิตร ซึ่งก็คาดว่าจะท าให้อัตรา
การเจริญและสร้างผลิตภัณฑ์ของเชื ออยู่ในระดับเป็นที่น่าพอใจได้ นอกจากนี  ปัจจัยเรื่องระยะเวลาที่
ใช้ในการหมัก ก็เป็นหนึ่งในต้นทุนของการผลิตเช่นกัน โดยกระบวนการหมักแต่ละรูปแบบจะส่งผลต่อ
ระยะเวลาที่ใช้ในการผลิตผลิตภัณฑ์ของเชื อเมื่อเทียบต่อหน่วยผลิตภัณฑ์ ดังนั นการศึกษาเปรียบเทียบ
และคัดเลือกรูปแบบของกระบวนการหมักที่เหมาะสมในถังหมักขนาด 20 ลิตร ขึ นไป เพื่อให้ได้ค่า 
Productivity ของการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชื อ B. subtilis MR10 สูงเป็นที่น่าพอใจก็จะได้
ท าการศึกษาด้วยเช่นกัน 

ผู้วิจัยคาดว่า ด้วยการศึกษาและพัฒนาดังรายละเอียดที่เสนอมาครั งนี  จะช่วยใหเ้กิดความ
เป็นไปได้ทีสู่งขึ นในการน าเอนไซม์โปรติเอสจากเชื อ B. subtilis MR10 มาใช้งานจรงิใน
ภาคอุตสาหกรรม  
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วัตถุประสงค์ 
 

(1) เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์โปรตเิอสในถังหมักขนาด 20 ลิตร 
 (2) เพื่อศึกษารปูแบบการหมกัที่เหมาะสมในถังหมกัขนาด 20 ลิตร เพื่อเพิ่มค่า Productivity 
ของการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส 

(3) เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ของกระบวนการขึ นรปูถุงมือยางทางการแพทยจ์ากน  ายางที่
ก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย รวมถึงการศึกษาสมบัติของผลิตภัณฑ์ตาม
มาตรฐาน ISO 
 
ผลการด าเนินงาน 
 
งานวิจัยนี มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมและรูปแบบของการหมักที่เหมาะสมในการ
ผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชื อ Bacillus subtilis MR10 ที่เพาะเลี ยงในอาหารเหลวต้นทุนต่ าที่มีกาก
ถ่ัวเหลืองเป็นองค์ประกอบหลักในถังหมักขนาด 20 ลิตร อีกทั งเพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการน า
เอนไซม์โปรติเอสมาประยุกต์ใช้ในการผลิตถุงมือยางที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ภายใต้สภาวะการผลิต
ของโรงงาน โดยในงานวิจัยนี  ผู้วิจัยได้ออกแบบระบบถังหมักขนาด 20 ลิตร ที่มีการจ่ายอากาศผ่านปั๊ม
อากาศ อาหารเลี ยงเชื อที่ใช้ประกอบไปด้วย กากถ่ัวเหลือง (100 กรัม/ลิตร) K2HPO4 (0.7 กรัม/ลิตร)  
MgSO4.7H2O (0.7 กรัม/ลิตร) กลูโคส (1.1 กรัม/ลิตร) (NH4)2SO4 (0.275 กรัม/ลิตร) และ NH4Cl 
(0.275 กรัม/ลิตร) ปรับ pH เริ่มต้นที่  6.0 ซึ่งเป็นสูตรอาหารเหลวต้นทุนต่ าที่ได้จากงานวิจัย 
RDG5650081 จากนั นท าการทดลองโดยเริ่มต้นจากท าการหมักแบบกะ (batch fermentation) ที่
ระดับอุณหภูมิตั งแต่ 28-55 oC อัตราการให้อากาศตั งแต่ 0.5-2 kg/cm2 และอัตราการกวนตั งแต่ 50-
150 rpm แล้วเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการหมักในค่าปริมาณเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตได้ 
(unit/ml) การผลิตโปรติเอสต่อหน่วยเวลา (Productivity; unit/ml-hr) Product yield coefficient 
(Yp/x) การเจริญของเซลล์ (log cfu/ml) และอัตราการเจริญจ าเพาะ (specific growth rate; per hr) 
โดยเน้นพิจารณาที่ค่า productivity ของการผลิตเอนไซม์เป็นส าคัญ ผลการทดลองพบว่า การหมักที่
อุณหภูมิห้อง (28-30 oC) ให้อากาศที่ระดับ 1.0 kg/cm2 และมีการกวนด้วยใบพัดในอัตราเร็ว 150 
rpm เหมาะสมที่สุด โดยให้ค่า productivity สูงสุดเท่ากับ 1.21 unit/ml-hr เมื่อเพาะเลี ยงเป็นเวลา 
18 ช่ัวโมง ต่อมาได้มีการศึกษาถึงรูปแบบการหมักที่ เหมาะสมในการผลิตโปรติเอสให้ได้ค่า 
productivity สูงสุด ซึ่งได้ทดสอบหมักอีกสองรูปแบบคือ แบบกึ่งกะ (fed-batch fermentation) 
และต่อเนื่อง (continuous fermentation) แต่พบว่าการหมักแบบต่อเนื่องนั นไม่ประสบความส าเร็จ 
เนื่องจากกากถ่ัวเหลืองทีเ่ป็นองค์ประกอบหลกัในอาหารเลี ยงเชื อมีอนุภาคค่อนข้างใหญ่ จึงท าให้อุดตัน
ในท่อจ่ายอาหารเหลว ดังนั นจึงมุ่งท าการศึกษาการหมักแบบกึ่งกะ ซึ่งทดสอบเติมอาหาร 3 ระดับ คือ 
500 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตรในทุกๆ 12 ช่ัวโมงหลังจากการหมักแบบกะเป็นเวลา 24 ช่ัวโมงแล้ว 
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ผลการทดลองพบว่าการเติมอาหาร 1,000 มิลลิลิตรให้ประสิทธิภาพในการหมักในรูปค่า productivity 
ดีที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 1.55 unit/ml-hr เมื่อเพาะเลี ยงเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ค่านี สูงกว่าที่ได้จากการ
หมักแบบกะประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ และสุดท้ายก็ได้ทดสอบการหมักแบบกะในถังหมักชนิด stirred 
tank reactor (STR) ขนาด 50 ลิตร โดยใช้สภาวะที่ได้จากการศึกษาก่อนหน้านี  ผลการทดลองพบว่ามี
ประสิทธิภาพของการหมักที่สูงมาก โดยให้ค่า productivity เท่ากับ 13.47 unit/ml-hr ซึ่งเมื่อท าการ
วิเคราะห์ต้นทุนในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจนกระทั่งอยู่ในรูปแบบพร้อมใช้งานแล้ว สามารถสรุปได้
ว่าการหมักแบบกะในถังหมัก STR 50 ลิตรมีต้นทุนที่ถูกที่สุด (0.0014 บาทต่อยูนิต) รองลงมาคือการ
หมักแบบกึ่งกะ (0.0053 บาทต่อยูนิต) และแบบกะในถังหมักขนาด 20 ลิตร (0.0137 บาทต่อยูนิต) 
แต่การหมักแบบกะในถังหมัก 20 ลิตรกลับใช้เวลาการผลิตเอนไซม์สั นที่สุด (50 ช่ัวโมง) ตามด้วยการ
หมักแบบกะในถังหมัก STR 50 ลิตร (60 ช่ัวโมง) และการหมักแบบกึ่งกะในถังหมัก 20 ลิตร (74 
ช่ัวโมง) ตามล าดับ การทดลองสุดท้ายที่ได้ศึกษาคือ การทดลองน าเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตได้นี มาใช้
งานจริงในการท าถุงมือยางทางการแพทย์ที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ โดยการทดลองนี ได้รับความ
อนุเคราะห์ สารเคมี สูตร อุปกรณ์และเทคนิคการท าถุงมือยางจากบริษัทผู้ผลิตถุงมือยางแห่งหนึ่งใน
จังหวัดสงขลา ท าการผลิตทั งสิ น 3 สูตร ได้แก่ สูตรมาตรฐานของโรงงาน สูตรเติมเอนไซม์โปรติเอสทาง
การค้า (สูตร 6L) และสูตรเติมเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย (สูตร MR10) ผลการทดลองพบว่าถุงมือ
สูตร MR10 มีลักษณะปรากฏที่ใกล้เคียงกับสูตรมาตรฐานของโรงงานทั งในด้านความหนา สี และ
ผิวสัมผัส ในขณะที่สูตร 6L ที่เติมเอนไซม์ทางการค้านั นมีลักษณะแตกต่าง โดยมีผิวที่บางกว่าและขาด
ง่าย อีกทั งพื นผิวของถุงมือค่อนข้างเหนียว ท าให้ต้องใช้แป้งในปริมาณมากเพื่อลดการเกาะตัวของถุง
มือ ผลการวิเคราะห์สมบัติเชิงกลของถุงมือตามมาตรฐาน มอก.538-2548 (ถุงมือยางปราศจากเชื อ
ส าหรับการศัลกรรมชนิดใช้ครั งเดียว) ซึ่งทดสอบตามมาตรฐาน ISO ผลการทดลองพบว่าความหนาของ
ทุกสูตรผ่านมาตรฐานที่ซึ่งก าหนดไว้ที่ 0.1 มม. ความยืดเมื่อขาดก็เช่นกันที่ผ่านมาตรฐานทุกสูตร แต่
ประเด็นอื่นๆ ได้แก่ แรงดึงเมื่อขาดและความเค้นดึงเมื่อมีการยืดร้อยละ 300 ไม่ผ่านมาตรฐานทั งสาม
สูตร ทั งนี สูตรไม่เติมเอนไซม์มีค่าสูงที่สุด ตามมาด้วยสูตรที่เติมเอนไซม์จากเชื อ MR10 ส่วนสูตรที่เติม
เอนไซม์ทางการค้าให้ค่าทดสอบที่ต่ าที่สุด นอกจากนี ผู้วิจัยยังได้ทดสอบสมบัติของถุงมือตามมาตรฐาน 
ASTM ทั งก่อนและหลังการบ่มเร่ง พบว่าถุงมือที่เติมเอนไซม์โปรติเอสทั งสองสูตรมีความแข็งแรงในรูป
ของค่า Tensile และ stress at 500% ที่ต่ ากว่าสูตรมาตรฐานของโรงงาน โดยเฉพาะอย่างยิ่งสูตร 6L 
มีเพียงค่าความยืดเมื่อขาด (elongation at break) เท่านั นที่มีค่าสูงกว่าสูตรมาตรฐานของโรงงาน 
และเมื่อเปรียบเทียบสมบัติของถุงมือยางที่ผลิตครั งนี กับข้อก าหนดมาตรฐานของผลิตภัณฑ์ Rubber 
examination glove (ASTM D3578-05) type II แล้ว พบว่าความหนาของถุงมือทุกสูตรผ่ าน
มาตรฐาน ส่วนค่า Tensile นั นพบว่าสูตรของโรงงานผ่านมาตรฐาน แต่สูตรที่เติมเอนไซม์ไม่ผ่าน
มาตรฐาน แต่อย่างไรก็ตาม ภายหลังการบ่มเร่งแล้วพบว่าสูตร MR10 มีค่าสูงขึ นและผ่านมาตรฐานได้ 
ในขณะที่ค่า Stress at 500% ก็พบว่ามีเพียงสูตรของโรงงานเท่านั นที่ผ่านมาตรฐาน คาดว่าเอนไซม์โป
รติเอสน่าจะส่งผลต่อการวัลคาไนซ์ของยาง สมบัติเชิงกลของถุงมือจึงต่ ากว่าสูตรมาตรฐานของโรงงาน 
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ดังนั นหากจะมีการใช้เอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัยนี เพื่อผลิตเป็นถุงมือที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้แล้ว 
โรงงานจ าเป็นต้องปรับสูตรหรือหาสภาวะในการวัลคาไนซ์น  ายางอีกครั ง เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มี
คุณสมบัติผ่านมาตรฐาน 
  
สรุปผลการวิจัย 

 
จากผลการวิจัยที่ได้รบัในครั งนี ท าใหส้ามารถสรุปได้ว่า สภาวะที่เหมาะสมในการหมักเพื่อผลิต

เอนไซม์โปรตเิอสจากเชื อ Bacillus subtilis MR10 ด้วยอาหารเหลวต้นทุนต่ าที่มกีากถ่ัวเหลืองเป็น
องค์ประกอบหลักในถังหมักขนาด 20 ลิตร คือการหมักที่อุณหภูมิประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส อัตรา
การให้อากาศเท่ากบั 1.0 kg/cm2 และมีการกวนด้วยใบพัดที่อัตราเร็ว 150 rpm ภายใต้สภาวะดังกล่าว
และมีการหมักในรปูแบบกะ (batch fermentation) จะสามารถท าให้ได้ค่า productivity เท่ากับ 
1.21 unit/ml-hr แต่ค่า productivity จะสามารถเพิม่ขึ นประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ หากท าการ
เพาะเลี ยงในรูปแบบกึง่กะ (fed-batch fermentation) ที่มกีารเติมอาหารใหม่ 1 ลิตรในทุก 12 ช่ัวโมง
ภายหลังการเพาะเลี ยงแบบกะไปแล้ว 24 ช่ัวโมง และค่า productivity จะเพิม่ขึ นกว่า 10 เท่าหากท า
การหมักในถังหมักทีม่ีการควบคุมสภาวะแวดล้อมของการหมักให้คงที่ ดังเช่นการใช้ถังหมกั STR ขนาด 
50 ลิตร ซึ่งเมื่อท าการวิเคราะห์ต้นทุนการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจนกระทั่งอยู่ในรูปแบบพร้อมใช้งาน
แล้ว สามารถสรุปได้ว่าการหมักแบบกะในถังหมัก STR 50 ลิตรมีต้นทุนที่ถูกที่สุด (0.0014 บาทต่อยู
นิต) รองลงมาคือการหมกัแบบกึ่งกะ (0.0053 บาทต่อยูนติ) และแบบกะในถังหมักขนาด 20 ลิตร 
(0.0014 บาทต่อยูนิต) แต่การหมักแบบกะในถังหมัก 20 ลติรกลบัใช้เวลาการผลิตเอนไซมส์ั นทีสุ่ด (50 
ช่ัวโมง) ตามด้วยการหมักแบบกะในถังหมกั STR 50 ลิตร (60 ช่ัวโมง) และการหมกัแบบกึ่งกะในถังหมกั 
20 ลิตร (74 ช่ัวโมง) ตามล าดับ เอนไซม์โปรตเิอสทีผ่ลิตได้ครั งนี  เมือ่น ามาก าจัดโปรตีนในน  ายางข้นแล้ว
น าไปผลิตเป็นถุงมือยางทางการแพทย์ด้วยสูตรมาตรฐานของโรงงาน พบว่าส่งผลต่อการวัลคาไนซ์ของ
ยาง สมบัตเิชิงกลของถุงมือ ได้แก่ ค่าแรงดึงและค่า stress at 500% จึงไม่ผ่านมาตรฐาน ISO และ 
ASTM D3578-05 (Rubber examination glove) ดังนั นหากจะมกีารใช้เอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย
นี เพื่อผลิตเป็นถุงมือทีป่ราศจากโปรตีนภูมิแพ้แล้ว โรงงานจ าเป็นต้องปรับสูตรหรือหาสภาวะในการวัล
คาไนซ์น  ายางอีกครั ง เพื่อให้ไดผ้ลิตภัณฑ์ทีม่ีคุณสมบัติผ่านมาตรฐาน 

 
ข้อเสนอแนะท่ีคาดว่าควรวิจัยเพ่ิมเติม และวิธีการท่ีควรพัฒนาต่อยอดสู่ภาคปฏิบัติจริง 
  

มีข้อเสนอแนะหากต้องน าเอนไซม์โปรตเิอสมาใช้ในการผลิตถุงมือของโรงงาน ที่จ าเป็นต้อง
ท าการศึกษาเพิ่มเตมิเพื่อปรบัสูตรการขึ นรปูหรือการหาสภาวะที่เหมาะสมในการวัลคาไนซ์ยางเพือ่ให้
ผลิตภัณฑ์มีความแข็งแรง อย่างน้อยต้องผ่านมาตรฐาน ISO และ ASTM D3578-05 
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ผลงานวิชาการท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้น 
 

บทความวิชาการเรื่อง “Mechanical and biological properties of allergic protein- free 
rubber examination glove”  
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บทคัดยอ่ 
 

งานวิจัยนี มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมและรูปแบบของการหมักที่เหมาะสม
ในการผลิตเอนไซม์โปรตเิอสจากเชื อ Bacillus subtilis MR10 ที่เพาะเลี ยงในอาหารเหลวต้นทุนต่ าที่มี
กากถ่ัวเหลืองเป็นองค์ประกอบหลักในถังหมักขนาด 20 ลิตร อีกทั งเพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการน า
เอนไซม์โปรตเิอสมาประยุกต์ใช้ในการผลิตถุงมือยางที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ภายใต้สภาวะการผลิต
ของโรงงาน ผลการศึกษาพบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการหมกัเพื่อผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสในถังหมักขนาด 
20 ลิตรคือการหมักทีอุ่ณหภูมิประมาณ 28-30 องศาเซลเซยีส อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 kg/cm2 
และมีการกวนด้วยใบพัดที่อัตราเร็ว 150 rpm ซึ่งเมื่อท าการหมกัแบบกะ (batch fermentation) ท า
ให้ได้ค่า productivity เท่ากบั 1.21 unit/ml-hr แต่ค่า productivity จะสามารถเพิ่มขึ นประมาณ 20 
เปอร์เซ็นต์ หากท าการเพาะเลี ยงในรปูแบบกึ่งกะ (fed-batch fermentation) ที่มีการเติมอาหารใหม ่
1 ลิตรในทกุ 12 ช่ัวโมงภายหลังการเพาะเลี ยงแบบกะไปแล้ว 24 ช่ัวโมง และค่า productivity จะ
เพิ่มขึ นกว่า 10 เท่าหากท าการหมักในถังหมกัที่มกีารควบคุมสภาวะแวดล้อมของการหมักให้คงที่ เช่น
การใช้ถังหมกั stirred tank reactor (STR) ขนาด 50 ลิตร ซึ่งเมื่อท าการวิเคราะห์ต้นทุนการผลิต
เอนไซม์โปรตเิอสจนกระทัง่อยู่ในรูปแบบพร้อมใช้งานแล้ว สามารถสรุปได้ว่าการหมักแบบกะในถังหมัก 
STR 50 ลิตรมีต้นทุนที่ถูกทีสุ่ด (0.0014 บาทต่อยูนิต) รองลงมาคือการหมักแบบกึง่กะ (0.0053 บาท
ต่อยูนิต) และแบบกะในถังหมกัขนาด 20 ลิตร (0.0137 บาทต่อยูนิต) แต่การหมักแบบกะในถังหมัก 20 
ลิตรกลับใช้เวลาการผลิตเอนไซม์สั นที่สุด (50 ช่ัวโมง) เมือ่เปรียบเทียบกับการหมักแบบกะในถังหมกั 
STR 50 ลิตร (60 ช่ัวโมง) และการหมักแบบกึง่กะในถังหมกั 20 ลิตร (74 ช่ัวโมง) เอนไซม์โปรตเิอสที่
ผลิตได้ครั งนี  เมื่อน ามาก าจัดโปรตีนในน  ายางข้นแล้วน าไปผลิตเป็นถุงมือยางทางการแพทย์ด้วยสูตร
มาตรฐานของโรงงาน พบว่าส่งผลตอ่การวัลคาไนซ์ของยาง สมบัตเิชิงกลของถุงมือ ได้แก่ ค่าแรงดึงและ
ค่า stress at 300% ไม่ผ่านมาตรฐาน ISO และ ASTM D3578-05 (Rubber examination glove) 
ดังนั นหากจะมีการใช้เอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัยนี เพื่อผลติเป็นถุงมอืที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้แล้ว 
โรงงานจ าเป็นต้องปรบัสูตรหรือหาสภาวะในการวัลคาไนซ์น  ายางอีกครั ง เพื่อให้ไดผ้ลิตภัณฑ์ทีม่ี
คุณสมบัตผิ่านมาตรฐาน  
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ABSTRACT 
 

This research aimed to investigate the optimal conditions and fermentation 
mode of 20 L fermenter for the production of protease enzyme from Bacillus subtilis 
MR10 cultured in low-cost liquid medium containing soybean meal as a main 
composition. Moreover, possibility in applying of protease in the manufacturing of 
rubber examination glove was investigated. It was found that the optimal conditions for 
protease production in 20 L fermenter are cultivation at 28-30 oC, aeration rate at 1.0 
kg/cm2 and agitation rate at 150 rpm. When batch fermentation mode was operated, 
the productivity of protease at 1.21 unit/ml-hr was obtained. The productivity was 
approximately 20% increased, when fed-batch fermentation was operated with the 
addition of 1 L of fresh liquid medium every 12 hr after 24 hr of batch fermentation 
mode. Ten times higher of productivity could also be obtained when the batch 
fermentation was conducted in 50 L stirred tank bioreactor (STR). The production cost 
of protease production and formulation was subsequently analyzed. The results 
showed that the lowest cost was a production by batch fermentation in 50 L STR 
(0.0014 Baht/unit), following by fed-batch (0.0053 Baht/unit) and batch fermentation 
(0.0137 Baht/ml) in 20 L fermenter. However, the later mode consumed the shortest 
production time (50 hr) comparing to batch mode in 50 L STR (60L) and fed-batch mode 
in 20 L fermenter (74 hr). The protease produced in this research was applied in the 
deprotenization of concentrated rubber latex and subjected to the manufacturing of 
rubber examination glove. It was found that enzyme might affect to the vulcanization 
of rubber. The physical properties; i.e. tensile and stress at 300% were then lower than 
those of the ISO and standard of rubber examination glove (ASTM D3578-05). Therefore, 
it was suggested that the formula development or optimization for vulcanization 
process need to be investigated, if protease will be applied in allergic protein-free glove 
manufacturing.    
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บทน า  
 

ภายหลังจากศึกษาการเตรียมเอนไซม์โปรติเอสผงจากเชื อ Bacillus subtilis MR10 เพื่อใช้
ย่อยโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพาราสด ซึ่งได้รับทุนสนับสนุนภายใต้โครงการ “การคัดเลือกโปรติเอสที่
เหมาะสมเพื่อการย่อยโปรตีนในน  ายางดิบ (สัญญาเลขที่ RDG5250027)” และ “การเตรียมโปรติเอ
สในรูปทางการค้าส าหรับย่อยโปรตีนในน  ายางสด (สัญญาเลขที่ RDG5350029)” พบว่าสามารถเตรียม
เอนไซม์โปรติเอสในรูปแบบผงที่สะดวกต่อการเก็บรักษาและใช้งานได้ ทั งยังพบว่าโปรติเอสดังกล่าวสา
มารถก าจัดโปรตีนภูมิแพ้บางชนิดในน  ายางพาราสดได้ ดังผลการศึกษาจากโครงการ “การวิเคราะห์
โปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางโปรตีนต่ า (สัญญาเลขที่ RDG5450045)” แต่อย่างไรก็ตาม ผู้วิจัยตระหนักดีว่า 
กระบวนการเตรียมโปรติเอสผงดังกล่าวนั น ใช้ต้นทุนค่อนข้างสูง จึงได้พัฒนากระบวนการเตรียม
เอนไซม์ด้วยต้นทุนที่ต่ าลง โดยเน้นปรับปรุงสูตรอาหารเลี ยงเชื อและกระบวนการตกตะกอนโปรตีนที่มี
ค่าใช้จ่ายลดลง ซึ่งเป็นสิ่งที่ก าลังด าเนินการศึกษาในโครงการวิจัยหัวข้อ “การพัฒนากระบวนการ
เตรียมเอนไซม์โปรติเอสต้นทุนต่ าส าหรับผลิตน  ายางพาราปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ ” (สัญญาเลขที่ 
RDG5650081) อย่างไรก็ตาม ในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสให้เพียงพอต่อการใช้งานระดับอุตสาหกรรม
นั น จ าเป็นต้องเพาะเลี ยงในขนาดการผลิตที่ใหญ่ขึ น โดยอย่างน้อยต้องมากกว่าระดับกึ่งอุตสาหกรรม 
(Semi pilot scale) (มากกว่า 20 ลิตร) แต่การเพาะเลี ยงในถังหมักที่มีขนาดใหญ่ ส่งผลให้สิ่งแวดล้อม
ของการเพาะเลี ยงแบคทีเรียเปลี่ยนแปลงไป ไม่ว่าจะเป็นการถ่ายเทออกซิเจน สารอาหาร และความ
ร้อนที่ลดลง และแรงดันภายในถังหมักที่เพิ่มขึ น ปัจจัยเหล่านี ล้วนเป็นอุปสรรคต่อการเจริญและการ
สร้างผลิตภัณฑ์ของแบคทีเรีย ผู้วิจัยจึงมีแนวคิดที่จะหาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักเพื่อผลิต
เอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 ในถังหมักขนาด 20 ลิตร ซึ่งก็คาดว่าจะท าให้อัตรา
การเจริญและสร้างผลิตภัณฑ์ของเชื ออยู่ในระดับเป็นที่น่าพอใจได้ นอกจากนี  ปัจจัยเรื่องระยะเวลาที่
ใช้ในการหมัก ก็เป็นหนึ่งในต้นทุนของการผลิตเช่นกัน โดยกระบวนการหมักแต่ละรูปแบบจะส่งผลต่อ
ระยะเวลาที่ใช้ในการผลิตผลิตภัณฑ์ของเชื อเมื่อเทียบต่อหน่วยผลิตภัณฑ์ ดังนั นการศึกษาเปรียบเทียบ
และคัดเลือกรูปแบบของกระบวนการหมักที่เหมาะสมในถังหมักขนาด 20 ลิตร ขึ นไป เพื่อให้ได้ค่า 
Productivity ของการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชื อ B. subtilis MR10 สูงเป็นที่น่าพอใจก็จะได้
ท าการศึกษาด้วยเช่นกัน 

ผู้วิจัยคาดว่า ด้วยการศึกษาและพัฒนาดังรายละเอียดที่เสนอมาครั งนี  จะช่วยใหเ้กิดความ
เป็นไปได้ทีสู่งขึ นในการน าเอนไซม์โปรติเอสจากเชื อ B. subtilis MR10 มาใช้งานจรงิใน
ภาคอุตสาหกรรม  
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วัตถุประสงค์ 
 

(1) เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์โปรตเิอสในถังหมักขนาด 20 ลิตร 
 (2) เพื่อศึกษารปูแบบการหมกัที่เหมาะสมในถังหมกัขนาด 20 ลิตร เพื่อเพิ่มค่า Productivity 
ของการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส 

(3) เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ของกระบวนการขึ นรปูถุงมือยางทางการแพทยจ์ากน  ายางที่
ก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย รวมถึงการศึกษาสมบัติของผลิตภัณฑ์ตาม
มาตรฐาน ISO 
 
การทบทวนเอกสาร 
 
1. บทบาทของเอนไซม์โปรติเอสในกระบวนการก าจัดโปรตีนในน  ายางพาราสด 
 

โปรตีนในน  ายางพาราสดบางชนิดจัดเป็นสารก่อภูมิแพ้ (allergen) ดังแสดงในตารางที่ 1 ทั งนี 
มีชนิดของโปรตีนประมาณ 25 เปอร์เซ็นต์จากทั งหมดทีส่ามารถจับกับแอนติบอดี ชนิด IgE ที่อยู่ในซีรัม
ของมนุษย์ และพบว่าอีกประมาณ 75 เปอร์เซ็นต์สามารถจับได้กับ IgG (Sussaman et al., 2002)  
โปรตีนกอ่ภูมิแพ้เหล่านี จะถูกท าให้เข้มข้นขึ นในขั นตอนการท าน  ายางข้นส าหรับกระบวนการผลิตถุงมือ
ยาง และโปรตีนกอ่ภูมิแพ้จะกระจายอยู่ทั่วไปบนพื นผิวของถุงมือหลงัจากกระบวนการท าแห้งและ 
heat vulcanization (นุชนาฏ และ วราภรณ์, 2539; Perraella and Gaspari, 2002) แม้จะใช้การ
ล้างด้วยน  าเปล่าแต่ก็ไมส่ามารถก าจัดโปรตีนเหล่านี ออกไปได้หมดเสียทเีดียว  แต่ก็มีรายงานว่าโปรตีน
บางชนิดในน  ายางธรรมชาติสามารถถูกท าลายได้โดยการปรบัสภาวะให้เป็นด่างแก่ เช่นการเตมิ
แอมโมเนีย แต่อย่างไรก็ตามการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของโปรตีนในน  ายางจะท าใหเ้กิดผลกระทบ
ต่อคุณสมบัติกายภาพของน  ายางได้ (Moris and Lakin, 1995 อ้างโดย Perrella and Gaspari, 2002) 
  

จากข้อมลูที่ว่าโปรตีนในน  ายางธรรมชาติจะพบในส่วนของ serum phase 75 เปอรเ์ซ็นต์ และ
พบในส่วนของ rubber phase 25 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งในส่วนนี จะเกาะอยูก่ับพื นผิวของอนุภาคยาง (rubber 
particle) ดังนั นแม้จะท าการเหว่ียงเพื่อก าจัดโปรตีนออกไปแต่ก็ไม่สามารถก าจัดโปรตีนส่วนทีเ่กาะกบั
อนุภาคยางออกไปได้  ซ  ายังท าให้ปริมาณโปรตีนในน  ายางข้นเพิ่มขึ นจาก 25 เปอร์เซ็นต์เป็น 50 
เปอร์เซ็นต์อีกด้วย (Perrella and Gaspari, 2002) จึงได้มีการศึกษาการใช้เอนไซม์ย่อยโปรตีน 
(proteases) เข้าช่วยในการก าจัดโปรตีนในน  ายางเนื่องจากสามารถย่อยโปรตีนได้ทั งในส่วน serum 
และ rubber phase โดยโปรติเอสที่ได้รบัความนิยมน ามาใช้นั น ยกตัวอย่างเช่น ปาเปน (papain) จาก
มะละกอ  โปรมิเลน (bromelain) จากสปัปะรด (พรรษา และ กฤษณา, 2543) โปรตเิอสจากแบคทีเรีย 
Bacillus subtilis TISTR25 รวมทั งการใช้โปรติเอสที่มกีารผลิตในทางการค้าจากบริษัทต่างประเทศ 
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เช่น บริษัท KaO เป็นต้น (Klinklai et al., 2003; Sakaki et al., 1995 อ้างโดย ไพโรจน์ และ พรสิทธ์ิ
, 2540) นอกจากนี ทุกการทดลองจะพบว่ามกีารเติม sodium dodecyl sulfate (SDS) ร่วมลงไปด้วย
ทั งที่ SDS จัดว่าเป็นสารที่มีความเป็นพิษต่อมนุษย์ คาดว่าน่าจะเพือ่เป็นการเพิ่มความสามารถในการ
ละลายของโปรตีนด้วย เพราะ SDS มีคุณสมบัตเิป็นสารลดแรงตึงผิว (surfactant) (นุชนาฏ และ วรา
ภรณ์, 2539) บางรายงานก็พบว่าเป็นการเติมผงซกัฟอกลงไป (พรรษา และ กฤษณา, 2543)   
 จากการวิจัยของ ไพโรจน์ และ พรสิทธ์ิ (2540) พบว่าหลังจากท าการเติมน  ายางธรรมชาติด้วย
เอนไซม์ alcalase ซึ่งเป็นโปรตเิอสชนิดหนึ่งร่วมกับการเตมิ SDS จากนั นท าการเหว่ียงด้วยความเร็ว
รอบ 6,000-12,000 rpm 3 ครั ง จะพบว่าสามารถลดสารประกอบ N (โปรตีน) ในน  ายางธรรมชาติลง
ถึง 94 เปอร์เซ็นต์  ส่วน Perrella และ Gaspari (2002) รายงานว่า น  ายางที่บ่มด้วยเอนไซม์ alkaline 
protease 1-2 วัน แล้วจากนั นน ามาวิเคราะหโ์ปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE จะพบว่าโปรตีนที่ปรกติมี
อยู่ในน  ายางจะหายไป ดังแสดงในภาพที่ 1 ท าใหล้ดสารกอ่ภูมิแพ้ในผลิตภัณฑ์ถุงมือยางได้  ดังนั นจึง
อาจสรุปได้ว่าน  ายางธรรมชาติที่ผ่านกระบวนการย่อยโปรตนีโดยใช้เอนไซม์นี มีความเหมาะสมที่จะใช้
ผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ยางที่สมัผสักบัผิวหนงัมนุษย์ได้เป็นอย่างดี เช่นถุงมือทางการแพทย์ และถุงยาง
อนามัย เป็นต้น  ส่วนอีกหนึง่วิธีที่ช่วยลดปัญหาการแพ้ถุงมือยางได้แต่เป็นเพียงการแกท้ี่ปลายเหตุคือ
การใช้ผงแป้งเคลือบทีผ่ิวถุงมือยางก็จะช่วยลดอาการแพ้ของผู้ใช้อันเนื่องมาจากโปรตีนก่อภูมิแพ้และ
สารเคมีร่วมในการผลิต ทั งยังป้องกันการติดกันของผิวถุงมือยางด้วย (Truscott, 2002)  อย่างไรก็ตาม
แม้จะสามารถก าจัดโปรตีนทีก่่อภูมิแพ้ได้แล้วนั น คุณภาพของน  ายางหลังการย่อยโปรตีนก็ควรให้
ความส าคัญเช่นกัน เพราะคุณสมบัติทางกายภาพของผลติภัณฑ์ยางจะขึ นกับองค์ประกอบในน  ายาง
ด้วยดังที่ได้กล่าวไว้แล้ว แต่ก็มีรายงานรบัรองแล้วเช่นกันว่า ถุงมือยางทีผ่ลิตจากน  ายางที่ผ่านการย่อย
โปรตีนหรือที่เรียกว่า deproteinized natural rubber (DPNR) ยังมีคุณสมบัติสงูกว่ามาตรฐาน
ผลิตภัณฑ์ยางที่ก าหนดไว้ ทั งในเรือ่งของค่าความต้านทานตอ่แรงดึงและการฉีกขาด (tensile strength 
and elongation at break)  ความทนต่ออากาศร้อน (heat aging)  และการเกิดรรูั่ว (Perrella and 
Gaspari, 2002) 

                             
ภาพท่ี 4 โปรตีนที่พบในน  ายางที่ไม่ถูกย่อยโดยโปรตเิอส (ซ้าย) และที่ถูกย่อยโดยโปรตเิอส (ขวา) : 
หมายเหต-ุLane ซ้ายและขวาสุดคือโปรตีนมาตรฐาน (protein marker) 
ที่มา: Perrella and Gaspari, 2002. 
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ตารางท่ี 1 Latex allergens recognized by the International Union of Immunological 
Societies (IUIS) 

IUIS code ชื่อ Molecular mass 
(kDa) 

แหล่งท่ีพบ 

Hev b 1 Rubber elongation factor (REF) 14.6, 58 อนุภาคยาง 
Hev b 2 Beta-1,3-glucanase 34-36 B-serum 
Hev b 3 Small rubber particle protein (SRPP) 22-23 อนุภาคยาง 
Hev b 4 Microhelix, cyanogenic glucosidase 50-57 B-serum 
Hev b 5 Acidic protein 16 C-serum 
Hev b6.01 Prohevein 19-20 B-serum 
Hev b 6.02 Hevein 4.7 B-serum 
Hev b 6.03 Prohevein C terminus 14 B-serum 
Hev b 7.01 Patatin homolog, rubber 

biosynthesis inhibitor 
43-44 C-serum 

Hev b 8 Profilin 10.2-15.7 C-serum 
Hev b 9 Enolase 48-51 C-serum 
Hev b 10 Mn-superoxide dismutase 23-45 B-serum 
Hev b 11 Class I Chitinase  31.6  C-serum  
Hev b 12 Lipid transfer protein (LTP)  9.3   
Hev b 13 Lipolytic Esterase  42-46  B-serum  

ที่มา: Yeang et al., 2002; Yeang, 2004. 
 
              ไพโรจน์ (2552) ท าการคัดเลอืกเอนไซม์โปรตเิอสที่เหมาะสมในการย่อยโปรตีนในน  ายาง
ดิบ และหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการท างานของโปรตเิอส โดยใช้โปรติเอสจากหอยเชอรร์ี่ (Pomacea 
canaliculata) ผลมะเดือ่ (Ficus racemosa Linn.) น  าสับปะรด ยางมะละกอ แบคทีเรีย Bacillus 
subtilis (MR 10) เชื อรา Rhizopus oligosporus เชื อรา Aspergillus oryzae ผงหมกัเนื อ 2 ยี่ห้อ 
และโปรติเอสบรสิุทธ์ิจากเชื อ Bacillus spp. ผลการทดลองพบว่า โปรติเอสจากเชื อ B. subtilis MR 10 
ซึ่งมีค่า Specific activity 193.07 unit/ mg protein สามารถก าจัดโปรตีนในน  ายางดิบดีทีสุ่ด และ
จากการหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอ่ยโปรตีนในน  ายางดบิโดยใช้โปรตเิอสจาก B. subtilis MR 10 
พบว่าสภาวะที่เหมาะสมได้แก่ การใช้โปรตเิอส 6 unit/ น  ายาง 20 ml บ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
โปรตเิอสที่ผ่านการท าให้บริสทุธ์ิบางส่วนสามารถก าจัดโปรตีนในน  ายางดิบได้ดีกว่าโปรตเิอสที่ไม่ผ่าน
การท าใหบ้รสิุทธ์ิ นอกจากนี ยังพบว่าช่วยลดการใช้สาร SDS ลงได้ถึง 5 เท่า แต่อย่างไรก็ตามโปรตเิอส
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ที่ผลิตได้นี มีอายุการเกบ็รักษาค่อนข้างสั น ดังนั นจงึควรศึกษาเพิ่มเตมิในการผลิตเตรียมโปรติเอสให้
สามารถเก็บรักษาไว้ได้นานขึ นและใช้งานได้สะดวกในระดบัอุตสาหกรรม 

ไพโรจน์ (2553) ได้ท าการศึกษาการผลิตโปรติเอสผงจากเชื อชนิดนี เพื่อให้เกิดความสะดวกใน
การใช้งานระดับอุตสาหกรรม และสามารถเก็บรักษาโปรติเอสได้นานขึ น  ผลการศึกษาพบว่าหลัง
กระบวนการเตรียมสารละลายเอนไซม์โปรติเอสที่บริสุทธ์ิบางส่วน (Partial purified protease) โดย
การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (80% Saturation) และการก าจัดไอออนเกลือด้วยวิธีไดอะไล
ซีส (12 kDa cut off) สามารถเก็บเกี่ยวโปรติเอสได้ 15 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่าความบริสุทธ์ิเพิ่มขึ น
ประมาณ 10 เท่า จากนั นน าสารละลายโปรติเอสที่บริสุทธ์ิบางส่วนนี ไปผ่านกระบวนการท าแห้งซึ่งผล
การศึกษาพบว่า การท าแห้งโปรติเอสด้วยวิธีการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze drying) เป็นวิธีการที่
เหมาะสมที่สุด โดยคงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ได้สูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งจ าเป็นต้องเติมสารสื่อ 
(Carrier) ลงไปในสารละลายเอนไซม์ด้วยเพื่อลดการเสยีสภาพของเอนไซมร์ะหว่างการท าแห้ง และสาร
สื่อที่เหมาะสมที่สุดคือน  าตาลแมนนิทอลในปริมาณ 1 % (w/v) โปรติเอสผงมีกิจกรรมลดลงเหลือ
ประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท าการเก็บรักษาเป็นเวลา 2 เดือน ที่อุณหภูมิต่ าตั งแต่ -20oC ถึง 4oC 
และในขั นตอนสุดท้าย ประสิทธิภาพของโปรตีนเอสผงในการก าจัดโปรตีนในน  ายางพาราสดได้ถูก
ทดสอบ ผลการทดลองพบว่าปริมาณโปรตีนในเนื อยางที่ผ่านการเติมโปรติเอสผงมีค่าต่ ากว่าเนื อยางที่
ไม่มีการเติมโปรติเอสผงถึง 70 เปอร์เซ็นต์ และให้ผลใกล้เคียงกับการใช้โปรติเอสผงยี่ห้อ Sigma TM 
นอกจากนี จากการศึกษาโปรตีนในชั นซีรั่มด้วยวิธี SDS-PAGE ยังพบว่า โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล
ประมาณ 15, 50 และ 80 kDa ได้หายไปหลังจากที่เติมโปรติเอสผงลงไป  

ไพโรจน์ (2554) ได้ท าการวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ชนิด Rubber elongation factor (REF) 
ด้วยเทคนิค Western blot เปรียบเทียบกับน  ายางพาราโปรตีนต่ าทีเ่ตรียมด้วยโปรตเิอสทางการค้า 3 
ชนิด ได้แก่ PROTEX 7L, ACITECH FG และปาเปน ผลการทดลองพบว่า การเตมิโปรติเอสทกุชนิดท า
ให้ปรมิาณโปรตีนทั งหมดและโปรตีนทีล่ะลายได้ในส่วนเนื อยางเพิ่มขึ นเมื่อเทียบกับการไม่เตมิโปรติเอส 
แต่ก็พบว่าโปรติเอสจากเชื อ B. subtilis MR10, PROTEX 7L และปาเปน สามารถก าจัดโปรตีน REF 
ในน  ายางพาราได้ งานวิจัยนี สามารถยืนยันได้ว่าน  ายางพาราโปรตีนต่ าทีเ่ตรียมโดยโปรติเอสจากเชื อ B. 
subtilis MR10 นี  ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ชนิด REF แม้ว่าปริมาณโปรตีนทั งหมดของเนื อยางจะเพิม่ขึ น
ก็ตาม 
 
2. รูปแบบของกระบวนการหมัก 
 
 การหมักสามารถแบ่งได้ตามลักษณะของกระบวนการที่ใช้ โดยสมใจ (2550) ได้แบ่งการหมัก
ออกเป็นทั งสิ น 3 รูปแบบ ได้แก่ การหมักแบบกะหรอืแบบครั งคราว (Batch fermentation) การหมัก
แบบต่อ เนื่ อ ง  ( Continuous fermentation)  และการหมั กแบบกึ่ ง ครั ง คร าว  ( Fed batch 
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fermentation) นอกจากรูปแบบการด าเนินการหมักจะแตกต่างกันแล้ว จลนพลศาสตร์ (Kinetics) 
ของการหมักก็จะแตกต่างกันด้วย ข้อด-ีข้อเสียของกระบวนการหมักแต่ละชนิดแสดงในตารางที่ 2 
 

ตารางท่ี 2 แสดงการเปรียบเทียบข้อดี-ข้อเสียของการหมักแต่ละรูปแบบ 

 
ที่มา: Abdel-Rahman et al., 2013. 
 

2.1 การหมักแบบกะ (Batch fermentation)   
 เป็นการเพาะเลี ยงจุลินทรีย์ในถังหมักระบบปิด ที่มีปริมาณสารอาหารเริ่มต้นจ ากัด ท าให้
จุลินทรีย์มีรูปแบบการเจริญดังแสดงในภาพที่ 5 และเนื่องจากเป็นการหมักในระบบปิด ท าให้เกิดการ
สะสมของของเสียที่ได้จากกระบวนการสร้างและสลายของจุลินทรีย์ได้ (สาโรจน์ และคณะ, 2544) 
ในช่วงแรกของการหมักเรียกว่าระยะ lag phase จะเป็นระยะที่เชื อมีการปรับตัว เซลล์จึงยังไม่มีการ
เพิ่มจ านวน ต่อมาเชื อจะมีอัตราการเจริญเติบโตที่รวดเร็ว เรียกว่าระยะ log phase (exponential 
phase) จากนั นเมื่ออาหารเริ่มหมด เชื อจะเข้าสู่ระยะ stationary phase ซึ่งจ านวนเชื อเริ่มจะคงที่ 
และสุดท้ายจ านวนเชื อจะลดลงในที่สุด ในระดับอุตสาหกรรมนั น ต้องการให้ระยะ lag phase สั นที่สุด
เพื่อประหยัดต้นทุนการผลิต ดังนั น อาจท าได้ด้วยการเพิ่มจ านวนหัวเชื อให้มากขึ น (สมใจ, 2550)  
 การหมักแบบกะนี  เป็นกระบวนการที่ง่ายและมีการใช้งานในหลายอุตสาหกรรม ยกตัวอย่าง
เช่น การหมักเอทานอล (Jin et al., 2012) โปรตีนเซลลเ์ดียว (Rajoka et al., 2006) เอนไซม์เซลลเูลส 
(Ma et al., 2013) และอุตสาหกรรมอื่นๆ อีกมากมาย 

                                      
ภาพท่ี 5 แสดงรูปแบบการเจริญของเซลล์เมื่อท าการหมักแบบ batch fermentation 
ที่มา: http://www.intechopen.com/books/biomass-now-sustainable-growth-and-
use/continuous-agave-juice-fermentation-for-producing-bioethanol (เข้าถึงวันที่ 24 มีนาคม 
2557) 

http://www.intechopen.com/books/biomass-now-sustainable-growth-and-use/continuous-agave-juice-fermentation-for-producing-bioethanol
http://www.intechopen.com/books/biomass-now-sustainable-growth-and-use/continuous-agave-juice-fermentation-for-producing-bioethanol
http://www.intechopen.com/source/html/44371/media/image6.png
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2.2 การหมักแบบต่อเน่ือง (Continuous fermentation)  
 สาโรจน์ และคณะ (2540) กล่าวว่า ระยะเวลาการเติบโตแบบ exponential ของจุลินทรีย์ใน
การเพาะเลี ยงแบบกะนั นสามารถด าเนินต่อไปได้อีก หากมีการเติมอาหารเหลวใหม่เข้าสู่ถังหมักอย่าง
ต่อเนื่องด้วยอัตราการเติมอาหารเหลวใหม่ที่เหมาะสม สถานะคงตัว (Steady state) จะสามารถ
เกิดขึ นได้ เมื่อปริมาณของเซลล์ที่เกิดขึ นใหม่สมดุบกับปริมาณของเซลล์ที่ไหลออกจากถังหมัก ซึ่งจะ
เรียกรูปแบบการหมักแบบนี ว่า การเลี ยงแบบต่อเนื่อง ดังแสดงรูปแบบดังภาพที่ 3 -6 ความสัมพันธ์
ระหว่างอัตราการไหลของอาหารเข้าสู่ภาชนะกับปริมาตรของภาชนะเรียกว่า อัตราการเจือจาง  
(Dilution rate; D) ซึ่งหาได้จากสมการ D = F/V เมื่อ F = อัตราการไหล V = ปริมาตร  
 สมใจ (2550) รายงานว่า การหมักแบบต่อเนื่องมีข้อดีกว่าแบบกะ ในแง่ของค่าผลผลิตต่อ
หน่วยเวลา (Productivity) มีความสม่ าเสมอในการด าเนินงาน ควบคุมโดยระบบอัตโนมัติได้ง่ายกว่า 
สามารถหมักได้เป็นเวลาหลายสัปดาห์ หรือหลายเดือน มีค่า non-productive period หรือช่วงเวลา
ที่ไม่สร้างผลิตภัณฑ์น้อยกว่ามาก แต่ก็มีข้อเสียคือ มีโอกาสเกิดการปนเปื้อนได้ง่ายกว่าการใช้หมักแบบ
กะ  
 การหมักแบบต่อเนื่องนี สามารถประยุกต์ใช้ในกระบวนการผลิตทางอุตสาหกรรมมากมาย ไม่
ว่าจะเป็นการผลิตมวลเซลล์ (สมใจ, 2550) เอทานอล (Wang et al., 2013) เบียร์ (Verbelen et al., 
2006) กรดแลกติก (Abdel-Rahman et al., 2013) 
  

                                                                
ภาพท่ี 6 แสดงรูปแบบการหมักอย่างง่ายของการหมักแบบต่อเนื่องเปรียบเทียบกับการหมักแบบกะ 
ที่มา: http://www.responsiblebusiness.eu/display/rebwp7/Fermentation+technologies 
(เข้าถึงวันที่ 24 มีนาคม 2557) 
 

http://www.responsiblebusiness.eu/display/rebwp7/Fermentation+technologies
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ภาพท่ี 7 แสดงแผนภาพกระบวนการผลิตเอทานอลด้วยการหมักแบบต่อเนื่องระบบสองถัง 
ที่มา: Wang et al., 2013. 

                                  
ภาพท่ี 8 แสดงแผนภาพกระบวนการหมักแบบต่อเนื่องด้วยระบบถังแบบ packed bed 
ที่มา: Verbelen et al., 2006. 
 

 
ภาพท่ี 9 แผนภาพแสดงระบบการหมักเพื่อผลิตเบียร์แบบต่อเนื่องด้วยระบบสามถัง 
ที่มา: Verbelen et al., 2006. 
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2.3 การหมักแบบ Fed batch  
 ในกรณีที่มีการเติมอาหารใหม่เข้าไปในกระบวนการหมักแบบกะอย่างต่อเนื่อง หรือเติมเป็น
ระยะๆ โดยไม่มีการถ่ายอาหารเดิมออกเลย ซึ่งท าให้ปริมาตรอาหารเพิ่มขึ นอย่างต่อเนื่อง เราจะเรียก
กระบวนการหมักแบบนี ว่า Fed batch fermentation (สมใจ, 2550) สาโรจน์ และคณะ (2540) 
รายงานว่าการหมักแบบนี เหมาะส าหรับใช้ในสภาพที่มีภาวะยับยั งการเติบโตของจุลินทรีย์จากอาหารที่
มีความเข้มข้นสูง โดยการหมักแบบนี สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 วิธีคือ 
 - การควบคุมแบบย้อนกลับ (Feedback control) เป็นการควบคุมอัตราการเติมสับสเทรต
ด้วยระบบอัตโนมัติ ซึ่งอาจจะเป็นการควบคุมด้วยการวัดความเข้มข้นของสารอาหารโดยตรง หรือเป็น
การควบคุมทางอ้อมโดยอาศัยพารามิเตอร์ต่างๆ ที่มีความสัมพันธ์กับการเจริญเติบโตและการใช้
สารอาหาร เช่น DO, RQ, pH, pCO2 เป็นต้น 
 - การควบคุมแบบธรรมดา (Without feedback control) ซึ่งอาจจะเป็นการเติมสารอาหาร
เป็นระยะ (Intermittent addition) หรือเป็นการควบคุมการเติมสับสเทรตด้วยอัตราคงที่ (Constant 
rate) หรือด้วยอัตราแบบ exponential rate เป็นต้น  
  
 การหมักแบบ Fed batch มีข้อดีเหนือกว่าการหมักแบบกะ เนื่องจากสามารถควบคุมปริมาณ
สารอาหารที่เหลือให้มีความเข้มต่ ามากได้ ท าให้จุลินทรีย์มีการเจริญและใช้ออกซิเจนปริมาณไม่มาก
เกินความสามารถในการให้อากาศของถังหมัก ช่วยลด repressive effect ของแหล่งคาร์บอนที่
จุลินทรีย์ใช้ได้อย่างรวดเร็ว และลดความเป็นพิษของส่วนประกอบบางอย่างในอาหารเลี ยงเชื อ จึงได้ใช้
ในการผลิตระดับอุตสาหกรรมมากมาย เช่น การผลิตเซลล์ยีสต์ เพนนิซิลิน และเอนไซม์ เป็นต้น (สมใจ
, 2550) ในกระบวนการผลิตเอทานอลจาก corncob hydrolysate ด้วยกระบวนการ fed batch 
fermentation ก็ได้ถูกรายงานโดย Chang et al. (2012) ซึ่งทีมวิจัยได้อธิบายว่า การหมักแบบนี มี
ข้อดีเหนือกว่าการหมักแบบกะเนื่องจากช่วยลดผลของการยับยั งโดยสับสเทรตและผลิตภัณฑ์สุดท้าย
ของเชื อ ทั งยังท าให้ productivity และการละลายของออกซิเจนที่สูง  
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วัสดุและอุปกรณ์ 
 
1.  เชื้อจุลินทรีย์  
 
 Bacillus subtilis MR10 
 
2. อาหารเลีย้งเชื้อ 
 

- อาหารเลี ยงเชื อสูตร Nutrient broth ยี่ห้อ Himedia®  
- กากถ่ัวเหลือง 

 
3. น้ ายางพารา 
 
 น  ายางพาราข้น 60% DRC ชนิด high ammonia  
 
4. สารเคมี    
   

                                                                                                   ยี่ห้อ                                                                                                         
Casein from bovine milk 
Albumin from chicken white egg 
Tyrosine 
K2HPO4 
KH2PO4 
Trichloroacetic acid (CCl3COOH) 
Sodium carbonate ( Na2CO3) 
Folin-ciocalteau reagent 
Sodium hydroxide (NaOH) 
Copper sulphate (Cu2SO4.5H2O) 
Potassium sodium tartrate tetra hydrate 
(NaKC4H4O6.4H20) 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) 
HCl 
 

FLUKA 
SIGMA 
MERCK 
MERCK 

SCHARLUA 
MERCK 
MERCK 
MERCK 

J.T BAKER 
AJAX 

MERCK 
 

MERCK 
LAB SCAN 
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Sodium Dodecyl Sulfate  
Tris 
Skim milk 

ยี่ห้อ 
BIO BASIC  

Research Organics 
MERCK 

Aluminium sulphate octadecahydrate Loba 
Ethanol Merck 
Folin-ciocalteau’s phenol Merck 
Glycerol Carlo Erba 
Hydrochloric acid Carlo Erba 
Methanol Loba 
Sodium hydroxide Merck 
Sodium carbonate Merck 
Sodium potassiumtartrate Fisher 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane Merck 
GBX DEV/REPL Kodax 
GBX Fix/REPL Kodax 

 
5. อุปกรณ์    

                                                                                                               
ยี่ห้อ 

เครื่องเขย่าชนิดแบบควบคุมอุณหภูมิได้                                        
ตู้เข่ียเชื อ (Laminar airflow) 
ตู้บ่มเชื อจุลินทรีย์ (Incubator) 
เครื่องปั่นเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิแบบตั งโต๊ะ 
เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
เครื่องกวนสารแบบใช้ความร้อน (Hot plate stirrer) 
ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) 
เครื่องช่ัง 2 ต าแหน่ง  
เครื่องช่ัง 4 ต าแหน่ง 
อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
เครื่องท าแหง้แบบเยือกแข้ง (Freeze dryer) 
เครื่องกลั่นระเหยแหง้ (Rotary evaporator) 

RATEK 
FLUFRANCE 

MEMERT 
HETTICH  ZENTRIFUGER 
SPECTRONIC GENESYS 5 

CLIFTON CERASTIR 
BINDER 

VORTEX GENIC 2 
METTLER TOLEDO 
METTLER TOLEDO 

MEMMERT 

DURA-DRY P 
BU CHI 
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วิธีการทดลอง  
 
1. การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย 
 
 หัวเชื อแบคทเีรีย  B. subtilis ถูกเตรียมขึ นในอาหารเหลวสตูร Nutrient broth ปรมิาตร 150 
หรือ 450 มิลลลิิตร ส าหรับใช้ในการหมกัด้วยถังหมกัขนาด 20 และ 50 ลิตร ตามล าดับ โดยท าการ
เพาะเลี ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูม ิ30-37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
จากนั นท าการปั่นเหว่ียงเกบ็เซลล์ที่ความเร็วรอบ 8,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที แล้วเตรียมสารแขวนลอยของเซลล์ด้วยการเติมน  ากลั่นที่ปราศจากเชื อลงไปด้วยปริมาตรที่น้อย
ที่สุด 
 
2. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการหมักเพ่ือผลิตเอนไซม์โปรติเอสในถังหมักขนาด 20 ลิตร 
 
 เตรียมอาหารเลี ยงเชื อต้นทุนต่ าปรมิาณ 15 ลิตรลงในถังหมกัขนาด 20 ลิตร (Nalgene®) ที่มี
องค์ประกอบเป็น กากถ่ัวเหลือง (100 กรมั/ลิตร) K2HPO4 (0.7 กรัม/ลิตร)  MgSO4.7H2O (0.7 กรัม/
ลิตร) กลูโคส (1.1 กรัม/ลิตร) (NH4)2SO4 (0.275 กรัม/ลิตร) และ NH4Cl (0.275 กรัม/ลิตร) ปรบั pH 
เริ่มต้นที่ 6.0 ฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที จากนั นถ่ายหัวเชื อลงไปใน ประกอบถัง
หมักเข้ากับอปุกรณ์จ่ายอากาศ ที่มีชุดแผ่นกรองอากาศขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน และใบกวน ดังภาพ
ที่ 10 

 
Biofermentor 20 ลิตร 
ถังหมัก stirred tank bioreactor ขนาด 50 ลิตร 
ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 ml 
หลอดปั่นเหว่ียง (Centrifuge tube) ขนาด 50 ml 
ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask)  
ขวดดูแรน (Laboratory bottle) ขนาด 500 ml, 1000 ml 
กระบอกตวง (Erlenmeyer flask) ขนาด 50 ml, 500 ml, 1000 
ml 
หลอดทดลอง (Test tube) 
จานเพาะเลี ยงเชื อ (Petri dish) 
Amersham ECL Gel 12% 
X-ray film 

ยี่ห้อ 
NALGENE 
Applicon 

PYREX 
CORNING 

PYREX 
DURAN 
PYREX 
PYREX 
PYREX 

AMERSHAM 
KODAK 
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 ด าเนินการหมักเพื่อศึกษาผลของปัจจัยต่างๆ ที่มีต่ออัตราการเจริญและอัตราการผลิตเอนไซม์
โปรติเอสของแบคทีเรีย ดังนี   

- อุณหภูมิ: ทดสอบการเพาะเลี ยงภายใต้อุณหภูมิห้อง (30 องศาเซลเซียส) 37 45 และ 55 
องศาเซลเซียส 

- อัตราการให้อากาศ: ทดสอบการเพาะเลี ยงเมื่อให้อากาศ 1.0 1.5 2.0 และ 3.0 kg/cm2 
- อัตราการกวน: ทดสอบการเพาะเลี ยงเมื่อมีการกวนอาหารในอัตราเร็ว 50 100 และ 150 

rpm 
 

เก็บตัวอย่างทุก 6 ช่ัวโมงเพื่อท าการวิเคราะห์การเจริญของแบคทีเรีย ด้วยเทคนิค spread 
plate โดยเพาะเลี ยงบนอาหารวุ้นสูตร Nutrient agar และท าการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติ
เอสด้วยวิธีที่อ้างอิงจาก Wongputtisin et al. (2012) จากนั นค านวณค่าอัตราการเจริญจ าเพาะของ

แบคทีเรีย (µ) ผลได้ (Yp/x) และ Productivity ของเอนไซม์โปรติเอส และคัดเลือกระดับที่เหมาะสม
ของแต่ละปัจจัยในการหมักเพื่อผลิตเอนไซม์โปรติเอสต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
                     (a)                                         (b)                         (c)  
 

ภาพท่ี 10 (a) แสดงลักษณะถังหมักขนาด 10 ลิตร (ซ้าย) 20 ลิตร (ขวา) ที่ผลิตจากวัสดุ 
polypropylene ส่วน (b) (c) แสดงลักษณะของปั๊มอากาศ 
 
3. การศึกษารูปแบบการหมักท่ีเหมาะสม 
 
 ด าเนินการหมัก 3 รูปแบบ ได้แก่ การหมักแบบกะ (Batch fermentation) การหมัก
แบบต่อเนื่อง (Continuous fermentation) และการหมักแบบ Fed-batch fermentation ในถัง
หมักขนาด 20 ลิตร (ปริมาตรอาหารเหลวต้นทุนต่ า 15 ลิตร) โดยใช้สภาวะการหมัก (อุณหภูมิ อัตรา
การให้อากาศ และอัตราการกวน) จากการศึกษาในหัวข้อก่อนหน้านี  ในกรณีการหมักแบบ fed-batch 
ได้เลือกศึกษาเปรียบเทียบอัตราการเติมอาหารที่ระดับ 500 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร/12 ช่ัวโมง 
ส่วนการหมักแบบต่อเนื่อง ท าการศึกษาที่อัตราการจ่ายอาหารเข้า-ออกที่ระดับ 1.5 มิลลิลิตร/นาที ซึ่ง



40 

ระหว่างด าเนินการหมัก ท าการศึกษาจลนพลศาสตร์ (Kinetics) ของการหมัก โดยเก็บตัวอย่างที่เวลา 
6 หรือ 12 ช่ัวโมงขึ นกับรูปแบบการหมัก เพื่อวิเคราะห์การเจริญของแบคทีเรีย ด้วยเทคนิค spread 
plate โดยเพาะเลี ยงบนอาหารวุ้นสูตร Nutrient agar และท าการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติ
เอสด้วยวิธีที่อ้างอิงจาก Wongputtisin et al. (2012) จากนั นค านวณค่าอัตราการเจริญจ าเพาะของ
แบคทีเรีย (µ) ผลได้ (Yp/x) และ Productivity ของเอนไซม์โปรติเอส เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแล้ว
คัดเลือกรูปแบบการหมักที่ให้ค่า Productivity ของการผลิตเอนไซม์โปรติเอสที่ดีที่สุด 
 
4. การทดสอบขยายการผลิตในถังหมักขนาด 50 ลิตร 
 
 ท าการทดสอบการหมักในถังหมักสแตนเลสชนิด STR (stirred tank reactor) ขนาด 50 ลิตร 
(ปริมาตรอาหารเหลวต้นทุนต่ า 30 ลิตร) ยี่ห้อ Applikon® รุ่น NAT’L BD 828 ต่อกับระบบควบคุม 
BIOCONTROLLER ADI1030 (Applikon®) และอุปกรณ์ตรวจวัดอุณหภูมิและค่า pH นอกจากนี ยังมี
ระบบฆ่าเชื อด้วยไอน  า TREVIL® ภายหลังการฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที 
ท าการเติมหัวเชื อเชื อปริมาณ 1,000 มิลลิลิตร ที่เตรียมในอาหารเหลว Nutrient broth ควบคุม
อุณหภูมิ อัตราการให้อากาศ และอัตราการกวนที่ระดับจากการศึกษาในการทดลองก่อนหน้านี  และท า
การหมักในรูปแบบกะ ด าเนินการหมักและท าการศึกษาจลนพลศาสตร์ (Kinetics) ของการหมัก โดย
เก็บตัวอย่างทุก 3 ช่ัวโมง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะห์การเจริญของแบคทีเรีย ด้วยเทคนิค 
spread plate บนอาหารวุ้นสูตร Nutrient agar และท าการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอ
สด้วยวิธีที่อ้างอิงจาก Wongputtisin et al. (2012) จากนั นค านวณค่าอัตราการเจริญจ าเพาะของ
แบคทีเรีย (µ) ผลได้ (Yp/x) และ Productivity ของเอนไซม์โปรติเอส  
 
5. การทดสอบก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน้ ายางข้น 
 
 ผสมน  ายางข้นชนิด High ammonia, 60% DRC กับเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากงานวิจัยครั ง
นี  ในอัตราส่วน 200-300 ยูนิต/น  ายาง 100 มิลลิลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 
ช่ัวโมง จากนั นท าการปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm 30 นาที เก็บของเหลวส่วนซีรัม่ไว้ส าหรบั
ทดสอบการหลงเหลอืของโปรตีนภูมิแพ้ชนิด rubber elongation factor (REF, HEV b1) ด้วยเทคนิค 
Dot blot รายละเอียดจะได้กล่าวถึงต่อไป 
 
6. การทดสอบผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ด้วยน้ ายางท่ีบ่มด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
 
 ท าการทดสอบผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ภายใต้สภาวะและสูตรการผลิตของโรงงานผลิตถุง
มือยางพาราซึ่งมีสูตรโดยทั่วไปดังแสดงดังต่อไปนี  
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องค์ประกอบ phr 
Latex 100 
Stabilizer 1.2 
Sulphur 1.0 
Accelerator 1.2 
Activator 0.5 
Antioxidant 1.5 
Pigment 0.4 

*หมายเหตุ: ช่ือบริษัทและรายละเอียดสารเคมีในแต่ละองค์ประกอบไม่ได้รับอนุญาติให้เปิดเผยและ
เผยแพร่ 
 
 ขั นตอนโดยย่อของการผลิตถุงมือยางในครั งนี คือ บ่มน  ายางข้นชนิด high ammonia (กวนทิ ง
ไว้ประมาณ 1 ช่ัวโมง) ที่มี DRC ประมาณ 60% ร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสในอัตราส่วน 200-300 ยูนิต/
น  ายาง 100 มิลลิลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ 12 ช่ัวโมง ผสมส่วนผสมต่างๆ ลงในน  า
ยาง ปรับให้ได้ค่า %TSC อยู่ที่ประมาณ 30% บ่มน  ายางร่วมกับสารเคมีตามสูตรเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
(มีการกวนตลอดเวลา) ในส่วนของแม่พิมพ์ (Former) นั น ท าการล้างให้สะอาดแล้วอบให้แห้งและให้
ได้อุณหภูมิพื นผิวประมาณ 60 องศาเซลเซียส แล้วจุ่มสารเร่งการจับตัวในกลุ่ม Ca-nitrate ที่อุณหภูมิ
ประมาณ 40 องศาเซลเซียส น าไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสจนแห้ง ก็จะพรอ้มส าหรบัการน าไป
จุ่มน  ายาง โดยจุ่มเป็นเวลา 15 วินาที ทิ งไว้ให้แห้งสักเล็กน้อย แล้วแช่ในอ่างน  าอุ่นประมาณ 40 องศา
เซลเซียส 3 นาที ตามด้วยการอบที่อุณหภูมิ 125 องศาเซลเซียส 20 นาที เมื่อครบก าหนดเวลาแล้วจึง
น ามาแช่ในสารละลายคลอรีนและกรด สุดท้ายล้างด้วยน  าเปล่าให้สะอาดและอบให้แห้ง ก็จะได้ถุงมือ
ยางทางการแพทย์ตามกระบวนการของโรงงาน 
 ทั งนี  ได้ท าการผลิตถุงมือทั งสิ น 3 สูตร ได้แก่ สูตรที่บ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย 
สูตรที่บ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสทางการค้า และสูตรที่ไม่บ่มกับเอนไซม์ (สูตรทั่วไปของโรงงาน) ถุง
มือที่ผลิตได้ครั งนี  จะถูกน ามาวิเคราะห์และเปรียบเทียบสมบัติทางกายภาพตามมาตรฐาน ISO ได้แก่ 
ความหนา ความเค้นดึงเมื่อมีการยืดร้อยละ 300 ความเค้นดึงเมื่อมีการยืดร้อยละ 500 แรงดึงเมื่อขาด 
การต้านแรงดึงจนขาด และความยืดเมื่อขาด และ ASTM D3578-05 (standard specification for 
examination gloves) ได้แก่ ค่าความหนา ค่า tensile (ก่อน-หลังบ่มเร่ง) และค่าความยืดเมื่อขาด 
(ก่อน-หลังบ่มเร่ง) เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ STATISTIX© นอกจากนี ยังท า
การวิเคราะห์การหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้ชนิด rubber elongation factor ด้วย 
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7. การวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ชนิด rubber elongation rubber ด้วยเทคนิค dot blot 
 

(1) การเตรียมตัวอย่างซีรั่มบน PVDF membrane 
ท าการแช่ PVDF membrane ในเมทานอลเป็นเวลา 5 นาที และน าไปแช่ใน Transfer buffer 

อย่างน้อย 15 นาที หลังจากนั นท าการหยดตัวอย่างซรีั่ม 2 ไมโครลิตร ลงบนแผ่น membrane และรอ
จนกระทั่งแห้ง   

(2) การบ่มซีรั่มร่วมกับแอนติบอดี้  
น า PVDF จากข้อ (1) มาล้างด้วย TSB buffer นาน 10 นาที 2 ครั ง ครั งละประมาณ 10-15 

ml บ่มต่อด้วย non-fat milk ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ 1 ช่ัวโมง จากนั นจึงน าแผ่น PVDF ไปบ่ม
ร่วมกับ Anti-REF monoclonal antibody (อัตราการเจอืจาง 1: 10,000 in 4% non-fat milk) เป็น
เวลา 2 ช่ัวโมง เมื่อครบก าหนดเวลา ให้ล้าง PVDF ด้วย TBST buffer 3 ครั ง ครั งละประมาณ 15 นาที 
และล้างด้วย TSB buffer อีก 1 ครั ง ต่อไปให้น าแผ่น PVDF ดังกล่าวมาบ่มร่วมกับ Goat anti-mouse 
IgG HRP (อัตราการเจือจาง 1:10,000 in 4% non-fat milk) เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ล้างแผ่น PVDF 
เช่นเดิมด้วย TBST และ TSB buffer  

(3) การตรวจสอบผล 
น าแผ่น PVDF นี ไปท าปฏิกริิยาด้วยชุดตรวจสอบชนิด chemiluminescent detection kit 

(Pierce, super signal Chemiluminence) 5 นาที จากนั นเตรียมสารเคมสี าหรับล้างฟลิ์มโดยผสมน  า
กลั่นกบัสารละลาย Fixer ในอัตราส่วน 4:1 และผสมน  ากลัน่กับสารละลาย Developer ในอัตราส่วน 
4:1 เช่นเดียวกัน น าแผ่น PVDF มาประกบลงบนแผ่นฟลิ์ม X-ray ในที่มืดเป็นเวลา 5-60 นาที หรือ
ข้ามคืน ขึ นกับกรณีแล้วล้างฟิลม์โดยแช่แผ่นฟลิ์มในสารละลาย Fixer เป็นเวลา 30 วินาที และแช่ใน
สารละลาย Developer เป็นเวลา 30 วินาที จากนั นล้างด้วยน  าสะอาดอย่างรวดเร็ว ผึ่งแผ่นฟลิ์มให้แห้ง 
แล้วสังเกตแถบสีด าที่เกิดขึ น 
 
8. การวิเคราะห์ข้อมูลต้นทุนการผลิต 
 
 จะได้ท าการวิเคราะห์ถึงต้นทุนการผลิตทั งกระบวนการที่พัฒนาขึ นนี เทียบกับกระบวนการเดมิ 
ทั งนี จะได้ใช้ข้อมูลผลการศึกษาจากงานวิจัย RDG5650081 ร่วมด้วย ทั งนี ประเด็นที่ต้องศึกษาคือ 
ต้นทุนการผลิตต่อหน่วยของเอนไซม์ และผลกระทบที่มีต่อต้นทุนการผลิตผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์จาก
ยางพาราบางชนิด 
 
9. สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 
1. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการหมักเพ่ือผลิตเอนไซม์โปรติเอสในถังหมักขนาด 20 ลิตร 
 

(1) ผลของอุณหภูมิ 
 ในการศึกษาครั งนี  ได้ท าการทดสอบหมักที่อุณหภูมิ 4 ระดับ ได้แก่ อุณหภูมิห้อง (28-30 องศา
เซลเซียส) 37 45 และ 55 องศาเซลเซียส และท าการเกบ็ตัวอย่างออกมาวิเคราะห์ตั งแต่ช่ัวโมงที่ 0 – 
24 เพื่อวัดการเจรญิของเชื อ กิจกรรมของเอนไซม์ และพารามิเตอร์ต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกบัการผลิต
เอนไซม์ ผลการทดลองแสดงดงัภาพที่ 11-16 พบว่าการผลิตเอนไซม์โปรติเอสค่อนข้างใกลเ้คียงกันใน
การเพาะเลี ยงทีอุ่ณหภูมิหอ้ง 37 และ 45 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 11) สอดคลอ้งกบัผลการวิจัยของ 
Gouda (2006) Abusham et al. (2009) และ Chantawannakul et al. (2002) ที่พบว่า B. subtilis 
สายพันธ์ุที่คัดเลือกสามารถเจริญและผลิตเอนไซม์โปรตเิอสได้ดีที่อุณหภูมิ 30 37 และ 42 องศา
เซลเซียส ตามล าดับ แต่เมือ่พิจารณาที่ค่า Productivity ซึ่งหมายถึงการผลิตเอนไซม์ต่อหนึ่งหน่วยเวลา 
ก็จะเห็นว่าเอนไซม์ถูกผลิตมากทีสุ่ดในการเพาะเลี ยงที่อุณหภูมิห้องช่ัวโมงที่ 18 (ภาพที่ 14) สอดคล้อง
กับการเจริญของเชื อที่พบว่าสงูสุดเมื่อเพาะเลี ยงที่อุณหภูมิหอ้ง (ภาพที่ 13 และ 15) ในขณะที่การ
เพาะเลี ยงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสนั น จะสงัเกตได้ว่าพบการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของเชื อ
น้อยมาก ซึ่งถึงแม้ค านวณค่าสัมประสิทธ์ิการผลิตผลิตภัณฑ์ต่อจ านวนเซลล์ที่เจริญ (Product yield 
coefficient, Yp/x) แล้วได้ค่าค่อนข้างสูง แต่อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าปริมาณเอนไซม์
โปรตเิอสสุทธิทีผ่ลิตขึ นค่อนข้างต่ า ดังนั นการผลิตเอนไซมท์ีอุ่ณหภูมินี จงึไม่เหมาะสม เมือ่เปรียบเทียบ
ผลผลิตและการเจรญิของเชื อที่อุณหภูมหิ้องและ 37 องศาเซลเซียสแล้ว ก็จะพบว่าสงูค่อนข้างใกล้เคียง
กัน แต่เนื่องจากเมื่อพจิารณาถึงการผลิตในระดบัอุตสาหกรรมแล้ว การให้ความร้อนเพื่อควบคุม
อุณหภูมิไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส ถือเป็นอีกหนึง่ต้นทนุของการผลิต ดังนั นผู้วิจัยจึงเลือกทีจ่ะใช้
อุณหภูมิห้อง (28-30 องศาเซลเซียส) ในการเพาะเลี ยงในงานวิจัยนี  ทั งนี ภายในถังหมักที่มีการเจรญิ
ของจลุินทรียอ์ยู่นั น ความร้อนที่ได้รบันอกจากจะมาจากระบบให้ความร้อนแล้ว ยังสามารถมาไดจ้าก
ความร้อนจากกระบวนการเมแทบอลซิึม (metabolic heat) ของเซลล์ได้อกีด้วย หากกระบวนการ
ระบายความรอ้นท าได้ไม่ดีแล้ว จะกระทบตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ เนื่องจากการละลายของออกซเิจน
ในอาหารเลี ยงเชื อลดลง (Abusham et al., 2009) และทีส่ าคัญทีสุ่ดคือความร้อนทีสู่งเกินไปจะท าให้
โครงสร้างเอนไซม์เสียสภาพได้ (denaturation) 
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ภาพท่ี 11 การผลิตเอนไซม์โปรตเิอสของเชื อ B. subtilis เมื่อเพาะเลี ยงที่อุณหภูมิต่างๆ  
 

                   
ภาพท่ี 12 ค่า Specificity activity ของเอนไซมโ์ปรติเอสจากเชื อ B. subtilis เมื่อเพาะเลี ยงที่
อุณหภูมิต่างๆ  
 

                  
ภาพท่ี 13 การเจรญิของแบคทีเรีย B. subtilis เมื่อเพาะเลี ยงที่อุณหภูมิต่างๆ  
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ภาพท่ี 14 การผลิตเอนไซม์โปรตเิอสของเชื อ B. subtilis ต่อหน่วยเวลา (Productivity) เมื่อเลี ยงที่
อุณหภูมิต่างๆ  
 

               
ภาพท่ี 15 อัตราการเจริญจ าเพาะของเชื อ B. subtilis ต่อหน่วยเวลาเมื่อเพาะเลี ยงที่อุณหภูมิต่างๆ  
 

                
ภาพท่ี 16 การผลิตเอนไซม์โปรตเิอสของเชื อ B. subtilis ต่อหน่วยมวลเซลลเ์มื่อเลี ยงที่อุณหภูมิต่างๆ  
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(2) ผลของอัตราการให้อากาศ 
เมื่อท าการเพาะเลี ยง B. subtilis ในอาหารเหลวกากถ่ัวเหลืองที่อุณหภูมหิ้อง จากนั นศึกษา

อัตราการให้อากาศทีเ่หมาะสม (1-3 kg/cm2) โดยควบคุมอัตราการกวนอยู่ที่ 100 rpm แล้ว
เปรียบเทียบผลผลิตและการเจริญของเชื อ ก็จะพบว่าเชื อผลิตโปรติเอสและให้ค่า Productivity ได้สูง
เมื่อใหอ้ากาศที่ระดับ 1 และ 1.5 kg/cm2 (ภาพที่ 17 และ 20) แต่ที่ 1 kg/cm2 มีค่าสูงกว่าเล็กน้อย แต่
เมื่อพจิารณาอัตราการเจริญเติบโตแล้ว กลบัพบว่าการให้อากาศที่ระดับ 2 และ 3 kg/cm2 มีค่าสูงกว่า
การให้อากาศที่ระดบัต่ า แต่เนื่องจากงานวิจัยนี มุ่งเน้นการผลิตเอนไซม์โปรติเอสเป็นผลิตภัณฑห์ลัก
ไม่ใช่ชีวมวล ดังนั นผู้วิจัยจึงเลอืกใช้อัตราการให้อากาศที่ระดบั 1 kg/cm2 ส าหรับการทดลองต่อไป 

ในระบบการหมักที่ออกแบบครั งนี  มีการให้อากาศผ่านทางปั๊มลมทีจ่่ายอากาศเข้าสู่ถังหมัก
ผ่านแผ่นกรองจลุินทรีย์ขนาด 0.45 ไมครอน จากนั นอากาศจะแตกตัวเป็นฟองละเอียดด้วยหัวทราย
ภายในถังหมัก เพื่อใหอ้อกซิเจนละลายในอาหารเลี ยงเชื อเหลวได้มากขึ น ทั งนี อัตราการให้อากาศที่
เพิ่มขึ น ควรท าให้ออกซิเจนละลายในอาหารเหลวเพิ่มขึ นและเชื อสามารถเจริญและสร้างผลิตภัณฑ์
สูงขึ นตามไปด้วย แต่ผลการทดลองครั งนี กลับพบว่าที่อัตราการให้อากาศระดับ 2 kg/cm2 เป็นต้น เชื อ
ผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสได้ลดลง เหตุการณ์นี สอดคล้องกับผลการทดลองของ Abusham et al. (2009) 
ที่เพิ่มอัตราการให้อากาศด้วยการเขย่า แล้วพบว่าเชื อ B. subtilis มีการผลิตเอนไซม์โปรติเอสลดลง 
ทั งนี ได้มีการอธิบายเหตุผล โดยอ้างองิจาก Roychoudhury et al. (1988) ที่ระบุว่าอัตราการให้อากาศ
ที่สูงเกินไปอาจท าให้โครงสร้างของเอนไซม์เปลี่ยนแปลงไปได้ ส่งผลใหป้ระสิทธิภาพการท างานของ
เอนไซมล์ดลง 
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ภาพท่ี 17 การผลิตเอนไซม์โปรตเิอสของเชื อ B. subtilis เมื่อเพาะเลี ยงโดยให้อากาศที่ระดบัต่างๆ 
 

                   
ภาพท่ี 18 ค่า Specificity activity ของเอนไซมโ์ปรติเอสจากเชื อ B. subtilis เมื่อเพาะเลี ยงโดยให้
อากาศระดับต่างๆ  
 

                   
ภาพท่ี 19 การเจรญิของแบคทีเรีย B. subtilis เมื่อเพาะเลี ยงโดยให้อากาศระดับต่างๆ  
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ภาพท่ี 20 การผลิตเอนไซม์โปรตเิอสของเชื อ B. subtilis ต่อหน่วยเวลา (Productivity) เมื่อใหอ้ากาศ
ที่ระดับต่างๆ 

                  
ภาพท่ี 21 อัตราการเจริญจ าเพาะของเชื อ B. subtilis ต่อหน่วยเวลาเมื่อเพาะเลี ยงโดยให้อากาศระดบั
ต่างๆ  

                 
ภาพท่ี 22 การผลิตเอนไซม์โปรตเิอสของเชื อ B. subtilis ต่อหน่วยมวลเซลลเ์มื่อเลี ยงโดยให้อากาศ
ระดับต่างๆ 
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(3) ผลของอัตราการกวน 
 ในระบบถังหมักที่ออกแบบนี  นอกจากมีการใหอ้ากาศด้วยปั๊มลมแล้ว ยังมีการเพิ่ม
ประสิทธิภาพการละลายของออกซเิจนในอาหารเหลวเลี ยงเชื อโดยการกวนด้วยใบกวน (impeller) อีก
ทั งการกวนยังช่วยป้องกันการนอนก้นของกากถั่วเหลืองที่เปน็ส่วนประกอบของอาหารเลี ยงเชื ออีกด้วย 
ซึ่งในการทดลองครั งนี  ได้ท าการศึกษาอัตราการกวน 3 ระดับตั งแต่ 50-150 rpm โดยเลี ยงที่
อุณหภูมิห้องและให้อากาศทีร่ะดับ 1.5 kg/cm2 ผลการทดลองพบว่าอัตราการกวนทีสู่งขึ น มีแนวโน้ม
ให้ผลิตเอนไซม์โปรติเอส การเจริญของเซลล์ และค่า productivity สูงขึ น ดังแสดงในภาพที่ 23-28 โดย
ที่อัตราการกวน 100 และ 150 rpm ให้ผลใกล้เคียงกัน อย่างไรก็ตามผู้วิจัยพบว่าการใหอ้ากาศและการ
กวนในระดับทีสู่งท าให้เกิดฟองขึ นในถังหมกัที่เลี ยงเชื อด้วยอาหารเหลวต้นทุนต่ าซึ่งมีกากถ่ัวเหลอืงเป็น
องค์ประกอบหลัก แต่เกิดฟองเลก็น้อยในถังหมักที่ใช้อาหารเหลว nutrient broth เป็นอาหารเลี ยงเชื อ 
ดังนั นในระหว่างการหมักจ าเป็นต้องเติมสารลดการเกิดฟอง (antifoam) เป็นระยะ ซึง่ฟองที่เกิดขึ นนี 
จะก่อผลเสียแก่การหมกั โดยท าให้อัตราการถ่ายเทแก๊สลดลง โอกาสปนเปื้อนโดยเชื อจลุินทรีย์จาก
ภายนอกเพิ่มสูงขึ น และยงัท าเกิดการชะเอาเชื อแบคทีเรียในถังหมักออกไปด้วย ในการทดลองนี ผู้วิจัย
ได้เลือกอัตราการกวนที่ระดับ 150 rpm แม้จะพบว่าเพิ่มการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสและค่า 
productivity เพียงเล็กน้อย แต่สามารถช่วยเพิ่มการผสมและลดการนอนก้นของกากถั่วเหลืองในถัง
หมักได้ดีกว่า 
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ภาพท่ี 23 การผลิตเอนไซม์โปรตเิอสของเชื อ B. subtilis เมื่อเพาะเลี ยงโดยมีการกวนทีร่ะดับต่างๆ 

                   
ภาพท่ี 24 ค่า Specificity activity ของเอนไซม์โปรตเิอสจากเชื อ B. subtilis เมื่อเพาะเลี ยงโดยมกีาร
กวนระดับต่างๆ 

                   
ภาพท่ี 25 การเจรญิของแบคทีเรีย B. subtilis เมื่อเพาะเลี ยงโดยมีการกวนระดบัต่างๆ  
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ภาพท่ี 26 การผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสของเชื อ B. subtilis ต่อหน่วยเวลา (Productivity) เมื่อมีการกวน
ระดับต่างๆ 

                    
ภาพท่ี 27 อัตราการเจริญจ าเพาะของเชื อ B. subtilis ต่อหน่วยเวลาเมื่อเพาะเลี ยงโดยมีการกวน
ระดับต่างๆ  

                    
ภาพท่ี 28 การผลิตเอนไซม์โปรตเิอสของเชื อ B. subtilis ต่อหน่วยมวลเซลลเ์มื่อเลี ยงโดยมีการกวน
ระดับต่างๆ 
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2. การศึกษารูปแบบการหมักที่เหมาะสม 
 
  ภายหลังท าการศึกษาหาสภาวะการหมักที่เหมาะสมเป็นที่เรียบร้อยแล้ว ซึ่งพบว่าอุณหภูมิ 
อัตราการให้อากาศ และอัตราการกวนที่เหมาะสมได้แก่ 28-30 องศาเซลเซียส 1 kg/cm2 และ 150 
rpm ตามล าดับ สภาวะดังกล่าวนี ถูกน ามาใช้เพื่อทดสอบเพาะเลี ยงเชื อในรูปแบบกึ่งกะและ
แบบต่อเนื่อง แต่เบื องต้นพบปัญหาและข้อจ ากัดในการหมักแบบต่อเนื่องโดยใช้ระบบถังหมักที่
ออกแบบนี  ที่ต้องมีการน าอาหารเข้า-ออกจากถังหมักตลอดเวลาโดยใช้ปั๊มไม่สามารถท าได้เนื่องจาก
อนุภาคของกากถั่วเหลืองที่เป็นส่วนประกอบในอาหารเหลวต้นทุนต่ าท าให้เกิดอุดตันในท่อส่งอาหาร 
อีกทั งเมื่อท าการหมักเป็นเวลานาน กากถ่ัวเหลืองเกิดการบวมพอง (swelling) ก็ยิ่งท าให้ปัญหาการอดุ
ตันเพิ่มมากขึ น ดังนั นจึงยังคงเหลือเพียงการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการหมักแบบกะและแบบกึ่งกะ  
  ในการหมักแบบกึ่งกะซึ่งจะมีการถ่ายอาหารเก่าออกจากถังหมักและเติมอาหารใหม่เข้าไปซึ่ง
จะเริ่มท าหลังช่ัวโมงที่ 24 และท าทุก 12 ช่ัวโมง ในอัตราที่แตกต่างกัน 3 ระดับ คือ 500 1,000 และ  
2,000 มิลลิลิตรต่อครั ง ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 26 จะเห็นได้ว่าภายหลังการถ่ายอาหารเก่าและ
เติมอาหารใหม่ลงไปในปริมาณ 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตรแล้วเชื อสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสเพิม่
ขึ นมาได้อีก ในขณะที่การถ่ายอาหารในอัตรา 500 มิลลิลิตรนั น แม้เชื อจะไม่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสสูง
ขึ นอย่างชัดเจน แต่ก็พบว่าเอนไซม์ยังคงพบได้ในปริมาณที่ค่อนข้างคงที่เป็นเวลานานขึ น แต่อย่างไรก็
ตามหลังจากช่ัวโมงที่ 48 ก็พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดต่ าในทุกการทดลอง ค่า Productivity ของ
การผลิตเอนไซม์โปรติเอสในการทดลองถ่ายอาหาร 500 มิลลิลิตรลดลงอย่างต่อเนื่องตั งแต่ช่ัวโมงที่ 12 
ในขณะที่อีกสองชุดการทดลองนั น มีค่า productivity ที่ค่อนข้างใกล้เคียงกัน อีกทั งมีแนวโน้มเพิ่มขึ น
และคงที่จนกระทั่งช่ัวโมงที่ 48 หลังจากนั นจึงลดลงอย่างต่อเนื่องสอดคล้องกับค่ากิจกรรมเอนไซม์ทีวั่ด
ได้ ทั งนี  การถ่ายอาหารเก่าออกจากถังหมักนั นนอกจากจะถือเป็นการเก็บผลิตภัณฑ์ ยังสามารถช่วยลด
การสะสมของของเสียจากกระบวนการเมแทบอลิซึมที่จะยับยั งการเจริญของเชื อ ( Moon and 
Parulekar, 1990; Tabandeh et al., 2011) ส่วนการเติมอาหารใหม่ลงไป ก็เป็นกระตุ้นให้เชื อ
สามารถเจริญมากขึ นได้อีกจากสารอาหารใหม่ที่เติมลงไป ดังนั นเราจึงเราสามารถเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์
ได้ยังต่อเนื่อง แต่อย่างไรก็ตามอัตราการเติมและถ่ายอาหารต้องอยู่ในระดับที่เหมาะสม หากสูงเกินไป 
เชื อก็จะเจริญเติบโตไม่ทัน ก็อาจจะถูกชะออกจากถังหมักไปได้ ท าให้การผลิตผลิตภัณฑ์ลดลง อีกหนึ่ง
ประเด็นที่ต้องให้ความส าคัญในการหมักแบบนี คือปัญหาการปนเปื้อนโดยจุลินทรีย์จากภายนอกใน
ระหว่างกระบวนการถ่ายอาหารเข้า-ออก จากผลการทดลองในครั งนี  แม้อัตราการถ่ายอาหารเก่าออก
จากถังหมักและการเติมอาหารใหม่เข้าไปในอัตรา 2,000 มิลลลิตรจะให้ประสิทธิภาพการผลิตโปรติเอ
สสูงกว่าอัตรา 1,000 มิลลิลิตร แต่ผู้วิจัยเห็นว่าควรเลือกอัตรา 1,000 มิลลิลิตรในทุกๆ 12 ช่ัวโมง 
เนื่องจากการผลิตเอนไซม์เพิ่มขึ นเพียงเล็กน้อยเท่านั นเมื่ออาหารถูกเติมเพิ่มขึ น 2 เท่า  
  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตโปรติเอสในถังหมักขนาด 20 ลิตรในครั งนี  ระหว่างการ
หมักรูปแบบกะและกึ่งกะแล้ว ก็จะพบว่ามีประสิทธิภาพที่แตกต่างกันดังสรุปในตารางที่ 3 การหมัก
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แบบกะให้ผลผลิตสูงสุดในช่ัวโมงที่ 18 ส่วนการแบบกึ่งกะให้ผลผลิตสูงสุดในช่ัวโมงที่ 48 (เติมอาหาร
ใหม่ 2 ครั ง) จะเห็นได้ว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสและ product yield coefficient ที่ผลิตได้
จากการหมักแบบกะต่ ากว่าการหมักแบบกึ่งกะอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) แต่ค่า productivity 
ระหว่างการหมักแบบกะและกึ่งกะในช่ัวโมงที่ 24 แตกต่างอย่างไม่มีนัยส าคัญ (p<0.05)  

   
         (A)                                                                       (B) 

   
         (C)                                                                       (D) 

   
         (E)                                                                        (F) 

ภาพท่ี 29 เปรียบเทียบจลนพลศาสตร์การหมักแบบกึ่งกะ เมื่อใช้อัตราการถ่ายอาหารเข้า -ออกใน
ระดับที่แตกต่างกัน โดย (A) คือกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส (Protease activity) 
                  (B) คือค่า Productivity 
                   (C) คือค่ากิจกรรมจ าเพาะ (Specific activity) 
                  (D) คือค่า Product yield coefficient (Yp/x) 
                  (E) คือค่าจ านวนเซลล์ในหน่วย log cfu/ml 
                  (F) คือค่าการเจริญจ าเพาะของเซลล์ (specific growth rate) 
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ตารางท่ี 3 แสดงการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์ของการหมักแบบกะและกึ่งกะในถังหมักขนาด 20 
ลิตร   

พารามิเตอร ์ การหมักแบบกะ 
(18 hr) 

การหมักแบบกึ่งกะ 
24 hr 48 hr 

กิจกรรมของโปรติเอส 
(unit/ml) 

22.42 + 1.30 29.83 + 1.76 76.0 + 5.0 

ค่า Productivity 
(unit/ml/hr) 

1.21 + 0.45 1.28 + 0.03 1.55 + 0.13 

Product yield  
coefficient (Yp/x) 

2.8 + 0.13 4.27 + 0.55 10.07 + 0.46 

 
3. การผลิตเอนไซม์โปรติเอสในถังหมักขนาด 50 ลิตร 
 
  จากข้อมูลในการทดลองก่อนหน้านี ท าให้ทราบสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการหมักในถัง
หมักขนาด 20 ลิตร เพื่อผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชื อแบคทีเรีย B. subtilis ในการนี ผู้วิจัยได้ทดลอง
ขยายการหมักในถังหมักขนาด 50 ลิตร (working volume 30 ลิตร) ซึ่งเป็นถังหมักชนิด stirred tank 
bioreactor (STR) มีระบบตรวจวัดและควบคุมอุณหภูมิ pH และปริมาณออกซิเจนแบบอัตโนมัติ (ภาพ
ที่ 27) แต่ด้วยข้อจ ากัดของอุปกรณ์ถังหมักท าให้สามารถทดลองเพาะเลี ยงได้เพียงการหมักแบบกะ
เท่านั น ซึ่งผลการทดลองเพาะเลี ยงเปน็เวลา 24 ช่ัวโมง ก็ได้ผลดังแสดงในภาพที่ 31 (A-F) ปริมาณของ
เอนไซม์ที่ผลิตได้ค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับการหมักในถังขนาด 20 ลิตร โดยสามารถผลิตได้สูงสุดถึงกว่า 
175 unit/ml ในเวลาเพียง 9 ช่ัวโมง ท าให้ค่า productivity สูงถึง 13.47 unit/ml-hr การเจริญของ
เชื อก็เช่นกันที่พบว่าค่อนข้างรวดเร็วและสามารถสูงได้ถึงกว่า 9 log cfu/ml จากกราฟแสดงการเจริญ
ของ Bacillus (ภาพที่ 28E) แสดงให้เห็นว่าการเจริญในระยะ log phase สิ นสุดในเวลาเพียงประมาณ 
6 ช่ัวโมงหลังเริ่มการหมัก แล้วจึงเข้าสู่ระยะ stationary phase ซึ่งเมื่อพิจารณากลับไปยังกราฟแสดง
การผลิตเอนไซม์โปรติเอส (ภาพที่ 28A) จะเห็นว่าเชื อผลิตโปรติเอสได้สูงมากหลังช่ัวโมงที่ 6 แล้วสูงสุด
ที่ ช่ัวโมงที่  9 ผลการทดลองครั งนี สอดคล้องกับรายงานของ Mosavian et al. (2012) ที่ระบุว่า 
Bacillus จะผลิต extracellular protease หลังการเจริญในระยะ log phase ประสิทธิภาพการหมัก
ที่ได้จากถังหมักชนิดนี  ถือว่าสูงกว่าประสิทธิภาพจากถังหมัก 20 ลิตรที่ออกแบบในงานวิจัยครั งนี มาก 
ดังตารางที่ 4 ซึ่งเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักในถังหมัก 20 ลิตรและ 50 ลิตร ปัจจัยที่ท าให้
ประสิทธิภาพการหมักสูงน่าจะมาจากประสิทธิภาพการควบคุมสภาวะคงการหมักให้คงที่ ทั งอุณหภูมิ
และ pH ดังแสดงในภาพที่ 32 แต่อย่างไรก็ตาม การควบคุมปริมาณออกซิเจนนั น ท าได้ยากมาก
เนื่องจากปัญหาการเกิดฟอง โดยปรกติแล้วหากพบว่าออกซิเจนลดลงจนอาจเป็นอันตรายต่อการเจริญ
ของเซลล์ ระบบจะสั่งการให้เพิ่มการจ่ายอากาศหรือเพิ่มอัตราการกวนให้สูงขึ น แต่ในกรณีอาหารเหลว
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ที่มีกากถ่ัวเหลืองเป็นองค์ประกอบนี  การเพิ่มอากาศหรือการกวนในอัตราเร็วที่สูงมักท าให้เกิดฟองขึ น
และล้นออกจากถังหมัก ในทางปฏิบัติจึงจ าเป็นต้องเติมสารก าจัดฟองเป็นระยะเช่นเดียวกับการหมักใน
ถังหมัก 20 ลิตร 
 ค่า pH ของอาหารเลี ยง ถือเป็นปัจจัยที่ส าคัญมากในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส โดย pH มีผลต่อ
การขนส่งสารอาหารและโมเลกุลหลายๆ ชนิดผ่านเยื่อหุ้มเซลล ์การเปลี่ยนแปลงค่า pH จะท าให้สมดลุ
ของกรด-เบสและฟลักซ์ (fluxes) การถ่ายเทมวลของสารอาหาร ตัวกระตุ้น (inducers) และ growth 
factors หลายชนิดเปลี่ยนแปลงไป อีกทั งโครงรูป (conformation) ของโมเลกุลเอนไซม์โปรติเอสที่
ผลิตออกมาแล้วก็อาจเปลีย่นแปลงท าใหไ้ม่สามารถท างานได้อย่างมีประสทิธิภาพ อาหารเลี ยงเชื อเหลว
ต้นทุนต่ าที่ใช้ในการศึกษาครั งนี มีแหล่งไนโตรเจนทั งอินทรีย์ (NH4)2SO4) และอนินทรีย์ (โปรตีนถ่ัว
เหลือง) ดังนั นในช่วงที่มีการน าไนโตรเจนอนินทรีย์เข้าไปใช้ประโยชน์ในเซลล์ อาหารเลี ยงเชื อจะมีค่า 
pH ที่ลดลง แต่หากมีการใช้ประโยชน์ไนโตรเจนอินทรีย์ ค่า pH จะสูงขึ น (Bhunia et al., 2012) 
Moon and Parulekar (1990) ได้เปรียบเทียบการหมักแบบกะทั งควบคุมและไม่ควบคุม pH เพื่อผลติ
เอนไซม์โปรติเอสชนิด alkaline protease จาก B. firmus ผลการทดลองพบว่าเมื่อการหมักเสร็จสิ น 
ถังหมักที่ไม่ได้ควบคุม pH จะมีค่า pH ที่ลดต่ าลง และท าให้ค่า productivity ลดลงเช่นกัน โดยการ
ผลิตโปรติเอสจะลดลงอย่างมากเมื่อ pH ลดลงต่ ากว่า 7.0 ดังนั นการที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสในถังหมัก 
20 ลิตรได้ไม่สูงเท่าในถัง 50 ลิตรครั งนี  น่าจะมีสาเหตุส่วนหนึ่งมาจากค่า pH ที่เปลี่ยนแปลงไป  
  Abusham et al. (2009) รายงานโดยอ้างอิงจาก Frankena et al. (1986) และ Rahman 
et al. (2005) เกี่ยวกับผลของอุณหภูมิการเพาะเลี ยงที่มีต่อประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์โปรติเอสใน 
Bacillus โดยพบว่ามีความสัมพันธ์ระหว่างการสังเคราะห์เอนไซม์และพลังงานในกระบวนการเมแทบอ
ลิซึมที่ซึ่งถูกควบคุมได้ด้วยอุณหภูมิและการน าออกซิเจนเข้าสู่เซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเอนไซม์ในกลุ่ม 
extracellular enzyme (เช่นโปรติเอสจากงานวิจัยนี ) ที่อุณหภูมิส่งผลต่อการขับเอนไซม์ออกจาก
เซลล์ไปยังอาหารเลี ยงเชื อ มีความเป็นไปได้ว่าการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิท าให้คุณสมบัติของเยื่อหุ้ม
เซลล์เปลี่ยนแปลงไป ดังนั นอุณหภูมิของการหมักควรเปลี่ยนแปลงให้น้อยที่สุด 
  โดยสรุปแล้ว การหมักโดยมีการควบคุมสภาวะการเพาะเลี ยงให้คงที่ น่าจะเป็นแนวทางที่
เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสให้ได้ผลผลิตสูงสุด อาจจะไม่ส าคัญว่าจะต้องเป็นถังหมัก
ขนาดใดหรือท าจากวัสดุชนิดใด ระบบการควบคุมอัตโนมัติก็เป็นอีกหนึ่งอุปกรณ์ในการเผ้าระวัง 
ควบคุมการหมักให้เกิดอย่างมีประสิทธิภาพ  
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ภาพท่ี 30 แสดงลักษณะของถังหมักชนิด stirred tank bioreactor ขนาด 50 ลิตร ที่ใช้การทดลอง
หมักแบบกะ 
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         (A)                                                     (B) 

    
         (C)                                                     (D) 

   
         (E)                                                     (F) 
ภาพท่ี 31 ค่าจลนพลศาสตร์การหมักแบบกะเมื่อท าการหมกัในถังหมัก STR ขนาด 50 ลิตร และมีการ
ควบคุมสภาวะการหมักด้วยระบบความคุมอัตโนมัติ โดย  

(A) คือกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส (Protease activity) 
(B) คือค่า Productivity 
(C) คือค่ากิจกรรมจ าเพาะ (Specific activity) 
(D) คือค่า Product yield coefficient (Yp/x) 
(E) คือค่าจ านวนเซลล์ในหน่วย log cfu/ml 
(F) คือค่าการเจริญจ าเพาะของเซลล์ (specific growth rate) 
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ภาพท่ี 32 แสดงระดับอุณหภูมิและค่า pH ที่ตรวจวัดได้ในถังหมักขนาด 50 ลิตรในระหว่างการหมัก
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
ตารางท่ี 4 แสดงการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์ของการหมักในถังหมักขนาด 20 ลิตรและ 50 ลิตร 

พารามิเตอร ์ การหมักแบบกะ 
(20L) 
18 hr 

การหมักแบบกึ่งกะ (20 L) การหมักแบบกะ 
(STR 50L) 

9 hr 
24 hr 48 hr 

กิจกรรมของโปรติเอส 
(unit/ml) 

22.42 + 1.30 29.83 + 1.76 76.0 + 5.00 175.2 +7.41 

ค่า Productivity 
 (unit/ml/hr) 

1.21 + 0.45 1.28 + 0.03 1.55 + 0.13 13.47 + 0.82 

Product yield  
coefficient (Yp/x) 

2.8 + 0.13 4.27 + 0.55 10.07 + 0.46 17.28 + 0.59 
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4. การผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ด้วยน้ ายางท่ีบ่มด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
 
  การทดลองครั งนี ได้รับความอนุเคราะห์ สารเคมี สูตร อุปกรณ์และเทคนิคการท าถุงมือยาง
จากบริษัทผู้ผลิตถุงมอืยางแห่งหนึ่งในจงัหวัดสงขลา ท าการผลิตทั งสิ น 3 สูตร ได้แก่ สูตรมาตรฐานของ
โรงงาน สูตรเติมเอนไซม์โปรติเอสทางการค้า (6L) และสูตรเติมเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย (MR10) 
โดยเอนไซม์จากงานวิจัยนี  ผลิตมาจากการเลี ยงแบคทีเรียในอาหารเหลวต้นทุนต่ าที่มีกากถ่ัวเหลืองเปน็
ส่วนประกอบและหมักในถังหมักขนาด 20 ลิตร ผลการทดลองพบว่าถุงมือสูตร MR10 มีลักษณะ
ปรากฏที่ใกล้เคียงกับสูตรมาตรฐานของโรงงานทั งในด้านความหนา สี และผิวสัมผัส ในขณะที่สูตร 6L 
ที่เติมเอนไซม์ทางการค้านั นมีลักษณะแตกต่าง โดยมีผิวที่บางกว่าและขาดง่าย อีกทั งพื นผิวของถุงมือ
ค่อนข้างเหนียว ท าให้ต้องใช้แป้งในปริมาณมากเพื่อลดการเกาะตัวของถุงมือ ความหนาของถุงมือแต่
ละสูตรแสดงดังตารางที่ 5 นอกจากนี ยังสังเกตได้ว่าการบ่มน  ายางร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสทางการค้า
ท าให้น  ายางบางส่วนเสียสภาพและจับตัวกันเป็นก้อน ซึ่งน่าจะเป็นผลมาจากสารรักษาสภาพเอนไซม์ที่
ถูกผสมในสารละลายเอนไซม์ส่งผลกระทบต่อเสถียรภาพของอนุภาคยาง  
  จากการทดสอบถุงมือตามประเด็นต่างๆ บางรายการที่ระบุไว้ในมาตรฐาน มอก.538-2548 
(ถุงมือยางปราศจากเชื อส าหรับการศัลกรรมชนิดใช้ครั งเดียว) ซึ่งทดสอบตามมาตรฐาน ISO ผลการ
ทดลองพบดังตารางที่ 6 ซึ่งจะเห็นว่ามิติด้านความหนาของทุกสูตรผ่านมาตรฐานที่ซึ่งก าหนดไว้ที่ 0.1 
มม. ความยืดเมื่อขาดก็เช่นกันที่ผ่านมาตรฐานทุกสูตร แต่ประเด็นอื่นๆ ได้แก่ แรงดึงเมื่อขาดและความ
เค้นดึงเมื่อมีการยืดร้อยละ 300 ไม่ผ่านมาตรฐานทั งสามสูตร ทั งนี สูตรไม่เติมเอนไซม์มีค่าสูงที่สุด 
ตามมาด้วยสูตรที่เติมเอนไซม์จากเชื อ MR10 ส่วนสูตรที่เติมเอนไซม์ทางการค้าให้ค่าทดสอบที่ต่ าที่สุด  
  นอกจากนี ผู้วิจัยยังได้ทดสอบสมบัติของถุงมือตามมาตรฐาน ASTM ผลการวิเคราะห์สมบัติ
เชิงกลของถุงมือทั งสามสูตรทั งก่อนและหลังการบ่มเร่งตามมาตรฐาน ASTM พบว่าถุงมือที่เติมเอนไซม์
โปรติเอสทั งสองสูตรมีความแข็งแรงในรูปของค่า Tensile และ stress at 500% ที่ต่ ากว่าสูตร
มาตรฐานของโรงงาน (ตารางที่  7-8) โดยเฉพาะอย่างยิ่งสูตร 6L มีเพียงค่าความยืดเมื่อขาด 
(elongation at break) เท่านั นที่มีค่าสูงกว่าสูตรมาตรฐานของโรงงาน ดังแสดงผลในตารางที่  7-9 
และเมื่อเปรียบเทียบสมบัติของถุงมือยางที่ผลิตครั งนี กับข้อก าหนดมาตรฐานของผลิตภัณฑ์ Rubber 
examination glove (ASTM D3578-05) type II แล้ว พบว่าความหนาของถุงมือทุกสูตรผ่ าน
มาตรฐาน ส่วนค่า Tensile นั นพบว่าสูตรของโรงงานผ่านมาตรฐาน แต่สูตรที่เติมเอนไซม์ไม่ผ่าน
มาตรฐาน แต่อย่างไรก็ตาม ภายหลังการบ่มเร่งแล้วพบว่าสูตร MR10 มีค่าสูงขึ นและผ่านมาตรฐานได้ 
ในขณะที่ค่า Stress at 500% elongation ก็พบว่ามีเพียงสูตรของโรงงานเท่านั นที่ผ่านมาตรฐาน  
  เป็นที่น่าสังเกตว่าถุงมือยางสูตรที่เติมเอนไซม์โปรติเอสแล้วน ามาผลิตถุงมือตามกระบวนการ
ของโรงงานน่าจะเกิดการวัลคาไนซ์ (vulcanization) ที่ไม่สมบูรณ์ สังเกตได้จากภายหลังการบ่มเร่งที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสแล้วพบว่าสมบัติเชิงกลด้านต่างๆ ดีขึ น ทั งนี สัณนิษฐานว่ากรดอะมิโนที่เกิด
จากการย่อยโปรตีนโดยเอนไซม์โปรติเอสอาจท าให้สภาพความเป็นกรดส่วนผสมยางสูงขึ น ลักษณะ
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เช่นนี มีผลต่อเวลาที่ใช้ในการเกิดการเช่ือมขวาง (cross-link) ของยางได้ ผลการทดลองนี ไม่สอดคล้อง
กับรายงานของ Perrella and Gasperi (2002) ที่รายงานว่าการผลิตถุงมือยางจากน  ายางที่มีการบ่ม
ร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสชนิด alkaline protease ในปริมาณ 0.025% เป็นเวลา 1-2 วัน ถุงมือที่ได้
ยังคงผ่านมาตรฐาน ASTM3578 แต่ในรายงานไม่ได้ระบุสภาวะในการวัลคาไนซ์น  ายาง ดังนั นหากจะมี
น าเอนไซม์โปรติเอสมาใช้ในกระบวนการผลิตถุงมือแล้ว จ าเป็นต้องมีการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม
ของการวัลคาไนซ์น  ายางเพื่อให้ได้ถุงมือยางที่มีคุณภาพต่อไป  
  น  ายางข้นที่ใช้เป็นวัตถุดิบในการท าถุงมือยางนี  พบว่ายังคงมีโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hev b1 
(rubber elongation factor; REF) หลงเหลืออยู่จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Dot blot แต่เมื่อท า
การบ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัยนี แล้ว ก็พบว่าไม่สามารถตรวจพบโปรตีน REF ได้ แสดง
ให้เห็นถึงประสิทธิภาพของเอนไซม์ ดังภาพที่ 33 และเมื่อผ่านกระบวนการผลิตถุงมือยางแล้วน า
ตัวอย่างถุงมือทั งสามสูตรมาท าการสกัดโปรตีนด้วยกระบวนการตามมาตรฐาน ASTM5712-10 
ร่วมกับการสกัดด้วยเครื่อง sonicator ที่ควบคุมอุณหภูมิไม่ให้เกิน 10 องศาเซลเซียส จากนั นน าไป
วิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ REF การทดสอบพบว่า ไม่พบการปรากฏของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดนี ในตัวอย่างทั ง
สาม (ภาพที่ 34) ทั งที่ควรพบในถุงมือสูตรของโรงงาน เพราะน  ายางข้นที่เป็นวัตถุดิบในการท าถุงมือ
ยางนี  ถึงแม้ว่าจะมีปริมาณโปรตีนต่ ากว่าน  ายางสดมาก แต่ก็ยังอาจพบโปรตีนภูมิแพ้หลงเหลืออยู่ได้ 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งโปรตีน Hev b1 และ Hev b3 ที่ส่วนมากพบอยู่บนอนุภาคน  ายางและบางส่วนปน
อยู่ในส่วนซีรั่ม (Yeang et al., 2004) ปริมาณโปรตีนในน  ายางแต่ละล๊อตก็มีความแปรผันขึ นกับหลาย
ปัจจัย ทั งสายพันธ์ุ ปุ๋ย และดิน เป็นต้น (Sussman et al., 2002) อย่างไรก็ตาม เทคนิคการการผลิต
ถุงมือของโรงงานก็อาจจะช่วยก าจัดโปรตีนออกจากถุงมอืยางได้เช่นกัน ได้แก่ การล้างด้วยน  าเปล่าและ
การท า Chlorination (Perrella and Gasperi, 2002; Pichayakorn et al. , 2014) จึงน่าจะเป็น
สาเหตุที่ท าให้ตรวจไม่พบโปรตีนภูมิแพ้ในตัวอย่างถุงมือยาง   
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ตารางท่ี 5 แสดงสมบัติด้านต่างๆ ของถุงมือทั งสามสูตรเปรียบเทียบกับมาตรฐาน ISO 
 สูตรโรงงาน สูตรโรงงาน+

เอนไซม์ทางการค้า 
สูตรโรงงาน+เอนไซม์

จากงานวิจัย 
มาตรฐาน 

ISO* 

ความเค้นดึงเมื่อมีการ
ยืดร้อยละ 300 (N)** 

0.88 + 0.06 0.49 + 0.05 0.7 + 0.04 2 

ความเค้นดึงเมื่อมีการ
ยืดร้อยละ 500 (N)** 

0.19 + 0.09 1.02 + 0.07 1.57 + 0.08 ไม่ได้ก าหนด
ไว้ 

แรงดึงเมื่อขาด (N) 11.75 + 0.35 2.85 + 0.21 5.85 + 1.76 12.5 
การต้านแรงดึงจนขาด 
(MPa) 

20.4 + 0.42 5.7 + 0.28 10.45 + 3.18 ไม่ได้ก าหนด
ไว้ 

ความยืดเมื่อขาด (%) 770 + 28 719 + 26.8 708.5 + 43.13 700 
ความหนา (mm) 0.146 + 0.01 0.124 + 0.00 0.14 + 0.00 0.10 

 หมายเหตุ: ท าการวิเคราะห์จ านวน 2 ซ  า และทดสอบโดยศูนย์บริการทดสอบรับรองภาคกลาง ฝ่าย
วิจัยและพัฒนาอุตสาหกรรมยางแห่งประเทศไทย 
*อ้างอิงจากมาตรฐานผลิตภัณฑ์ถุงมือยางปราศจากเชื อส าหรับการศัลยกรรมชนิดใช้ครั งเดียว (มกอ. 
538-2548) และเป็นมาตรฐานที่ก าหนดส าหรับถุงมือประเภทที่ 1 (ท าจากน  ายางธรรมชาติ) 
**ได้จากการแปลงค่าที่รายงานมาซึ่งรายงานในหน่วย MPa ดังนั น สามารถแปลงให้อยู่ในหน่วย N ได้
ด้วยสมการความสัมพันธ์  MPa = N/mm2  
 
ตารางท่ี 6 แสดงความหนาโดยเฉลี่ยของถุงมือสูตรต่างๆ  
สูตรถุงมือ ความหนาเฉลี่ย (มิลลิเมตร) + SD 

ก่อนบ่มเร่ง หลังบ่มเร่ง มาตรฐาน ASTM 
D3578-05 

สูตรโรงงาน 0.143 + 0.003 0.144 + 0.002 0.08 
สูตรโรงงาน+เอนไซม์ทางการค้า 0.128 + 0.002 0.133 + 0.003 
สูตรโรงงาน+เอนไซม์จากงานวิจัย 0.145 + 0.002 0.146 + 0.005 

หมายเหต:ุ ค่าเฉลี่ยจากจ านวนตัวอย่าง 9 ชิ น 
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ตารางท่ี 7 แสดงค่า Tensile ของถุงมือสูตรต่างๆ ทั งก่อนและหลังการบ่มเร่ง 
สูตรถุงมือ ค่า Tensile (MPa) + SD 

ก่อนบ่มเร่ง หลังบ่มเร่ง มาตรฐาน ASTM 
D3578-05 

สูตรโรงงาน 15.56 + 1.95 a 15.91 + 2.03 a 14  
(ก่อน-หลังบม่เร่ง) 

 
สูตรโรงงาน+เอนไซม์ทางการค้า 4.55 + 0.42 c 7.55 + 0.61 c * 
สูตรโรงงาน+เอนไซม์จากงานวิจัย 8.47 + 1.08 b 14.7 + 1.71 b * 

หมายเหต ุ
 ค่าเฉลี่ยจากจ านวนตัวอย่าง 9 ชิ น 
 ตัวอักษร a, b, c ในแนวตั งแสดงถึงความแตกต่างของค่าเฉลี่ยอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่

ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 * คือค่าเฉลี่ยของก่อนและหลังบ่มมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความ

เช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
ตารางท่ี 8 แสดงค่า stress at 500% ของถุงมือสูตรต่างๆ ทั งก่อนและหลังการบ่มเร่ง 
สูตรถุงมือ Stress at 500% + SD 

ก่อนบ่มเร่ง หลังบ่มเร่ง มาตรฐาน ASTM 
D3578-05 

สูตรโรงงาน 2.84 + 0.67 a 3.67 + 0.19 a * 2.8  
(ก่อนบม่เร่ง) 

 
สูตรโรงงาน+เอนไซม์ทางการค้า 1.19 + 0.12 c  1.53 + 0.19 c * 
สูตรโรงงาน+เอนไซม์จากงานวิจัย 1.51 + 0.15 b 2.36 + 0.33 b * 

หมายเหต ุ
 ค่าเฉลี่ยจากจ านวนตัวอย่าง 9 ชิ น 
 ตัวอักษร a, b, c ในแนวตั งแสดงถึงความแตกต่างของค่าเฉลี่ยอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่

ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 * คือค่าเฉลี่ยของก่อนและหลังบ่มมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความ

เช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางท่ี 9 แสดงค่าความยืด ณ จุดขาดของถุงมือสูตรต่างๆ ทั งก่อนและหลังการบ่มเร่ง 
สูตรถุงมือ ความยืด ณ จุดขาด (เปอร์เซ็นต์) + SD 

ก่อนบ่มเร่ง หลังบ่มเร่ง มาตรฐาน ASTM 
D3578-05 

สูตรโรงงาน 808.7 + 44.5 b 739.3 + 31.4 b * 650% (ก่อนบ่มเร่ง) 
500% (หลังบ่มเร่ง) สูตรโรงงาน+เอนไซม์ทางการค้า 853.4 + 47.3 b 862.6 + 56.9 a 

สูตรโรงงาน+เอนไซม์จากงานวิจยั 910.8 + 76.9 a 821.8 + 42.2 a * 
หมายเหต ุ
 ค่าเฉลี่ยจากจ านวนตัวอย่าง 9 ชิ น 
 ตัวอักษร a, b ในแนวตั งแสดงถึงความแตกต่างของค่าเฉลี่ยอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ

ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 * คือค่าเฉลี่ยของก่อนและหลังบ่มมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความ

เช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพท่ี 33 ผลการวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ชนิด REF ด้วยเทคนิค Dot blot ในน  ายางข้นและน  ายางข้น
ที่บ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอส 
 

                      
ภาพท่ี 34 ผลการวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ชนิด REF ด้วยเทคนิค Dot blot ในตัวอย่างถุงมือยางทาง
การแพทย์ที่ผลิตขึ นในงานวิจัยครั งนี  โดย (1) คือถุงมือสูตรมาตรฐานของโรงงาน (2) คือถุงมือสูตร 6L 
(3) คือถุงมือสูตร MR10 
 

 

   
                
ภาพท่ี 35 แสดงกระบวนการผลิตถุงมือ ณ โรงงานผลิตถุงมือยาง  
 

HA-NR 
HA-NR 

+ Enz 

  

   (1)                (2)                (3) 
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5. การวิเคราะห์ต้นทุนการผลิตเอนไซม์โปรติเอส 
 
 ข้อมูลจากผลการวิจัยครั งนี พบว่าการหมักในถังหมักขนาด 20 ลิตร ทั งแบบกะและแบบกึ่งกะ 
และการหมักแบบกะในถังหมักขนาด 50 ลิตรที่มีระบบควบคุมสภาวะการหมักแบบอัตโนมัตินั น ให้
ประสิทธิภาพการหมักที่แตกต่างกัน ดังแสดงมาแล้วในตารางที่ 4 ดังนั นในหัวข้อนี  ผู้วิจัยจะท าการ
วิเคราะห์ถึงต้นทุนหลักในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสในรูปแบบการหมักแบบต่างๆ โดยจ าแนกค่าใช้จ่าย
ออกเป็นหมวดค่าใช้จ่ายโรงงาน (overhead cost) ซึ่งได้แก่ เครื่องจักรและเครื่องมือหลักในการ
ปฏิบัติงาน ค่าวัตถุดิบทางตรง (direct material cost) และค่าแรงงานทางตรง (direct labor cost) 
ทั งนี  ผู้ วิจัยแบ่งค่าวัตถุดิบทางตรงออกเป็น 2 หมวดย่อย ได้แก่ ค่าวัสดุสิ นเปลืองหลักและค่า
สาธารณูปโภค ผลการวิเคราะห์ได้แสดงในตารางที่ 10-12 ซึ่งพบว่าราคาต้นทุนการผลิตเอนไซม์โปรติ
เอส 1 ยูนิตจากการหมักในถังหมัก 20 ลิตรทั งแบบกะและกึ่งกะ และการหมักแบบกะในถังหมัก 50 
ลิตรมีราคาเท่ากับ 0.0137 บาท 0.0053 บาท และ 0.0014 บาท ตามล าดับ แต่อย่างไรก็ตาม แม้การ
หมักในถัง 20 ลิตรแบบกะจะมีต้นทุนการผลิตที่สูงสุด แต่ก็ใช้เวลาสั นที่สุดในการผลิตจนกระทั่งได้
เอนไซม์ออกมาในรูปแบบพร้อมใช้งาน คือใช้เวลาเพียง 50 ช่ัวโมง รองลงมาคือการหมักในถังหมัก 50 
ลิตร (60 ช่ัวโมง) และการหมักแบบกึ่งกะในถังหมัก 20 ลิตร (74 ช่ัวโมง) ผู้วิจัยยังพบว่าประเภทของ
ระบบการหมักส่งผลต่อต้นทุนค่าแรงงานด้วย โดยการหมักแบบกึ่งกะที่ท าการหมักเป็นเวลานานกว่า 
48 ช่ัวโมง ท าให้ต้องจ้างแรงงานเพิ่มอีกประมาณ 1 วัน ส่วนการหมักในถัง 50 ลิตร ถึงแม้จะใช้เวลา
การหมักเพียง 9 ช่ัวโมง แต่ต้องเสียเวลาในการฆ่าเชื อถังหมักและอาหารเลี ยงเชื อค่อนข้างนาน ราคา
ต้นทุนที่แสดงครั งนี  ไม่ได้คิดรวมค่าใช้จ่ายโรงงาน ที่โดยหลักแล้วเป็นค่าใช้จ่ายในการซื อเครือ่งจกัรและ
เครื่องมือวิทยาศาสตร์ แม้การหมักด้วยถังหมัก STR ที่มีระบบควบคุมอัตโนมัติจะมีต้นทุนการผลิตต่อ
หน่วยที่ถูกที่สุด แต่ราคาถังหมักค่อนข้างสูง (ถังหมัก SIP ขนาด 30 ลิตรพร้อมระบบควบคุมอัตโนมัติ
และระบบฆ่าเชื อในตัวยี่ห้อ WINPACT® ราคา 5 ล้านบาท) ในขณะที่ถังหมัก 20 ลิตรที่ใช้ครั งนี  มีราคา
เพียง 6,000 บาทต่อชิ น ราคาของถังหมักนี น่าจะเป็นอีกหนึ่งปัจจยัส าคัญที่ภาคเอกชนใช้ตัดสินใจเลอืก
ระบบการผลิตเอนไซม์โปรติเอสนอกเหนือจากราคาต้นทุนการผลิต    
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ตารางท่ี 10 แสดงการแจกแจงต้นทุนค่าใช้จ่ายและต้นทุนเวลาส าหรับการเตรียมเอนไซมโ์ปรติเอสด้วย
การหมักในถังหมักขนาด 20 ลิตร (ปริมาตรอาหารเลี ยงเชื อ 15 ลิตร) ระบบการหมักแบบกะและท าการ
หมักเป็นเวลา 18 ช่ัวโมง 
 

หมวด
ค่าใช้จ่าย 

ต้นทุนค่าใช้จ่าย ต้นทุนเวลา 

รายการ จ านวนเงิน 
(บาท) 

รายการ ชั่วโมง 

ค่าอุปกรณ์  
(ค่าใช้จ่าย
โรงงาน หรือ 
Overhead 
cost) 

1. ถังหมัก Nalgene Carboy ขนาด 20 
ลิตร (Nalgene®) พร้อมฝา ผลิตจากวัสดุ 
Polypropylene 

6,000 - - 

2. ปั๊มอากาศ Model LP-100 ยี่ห้อ 
RESUN® พร้อมตู้ มาตรวัดความแรงลม
และวาล์ว 

5,000 - - 

3. หม้อน่ึงฆ่าเชื อความดันไอชนิดไฟฟ้า 
(HIRAYAMA® model HEV-50) 

200,000 - - 

4. ตู้เขี่ยเชื อ (horizontal clean bench) 50,000 - - 
5. เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ 
(RATEK®) 

150,000 - - 

6. เครื่องปั่นเหว่ียง (decanter 
centrifuge) 

450,000 - - 

7. ตู้แช่เย็น 2 ประต ู 20,000 - - 
8. อุปกรณ์เครื่องแก้วและเครื่องมือ
เบ็ดเตล็ดในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

10,000 - - 

9. อ่ืนๆ    
ค่าวัสดุ
สิ้นเปลือง 
 

ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตโปรติเอส 
- อาหารเลี ยงเชื อสูตรต้นทุนต่ า (กากถั่ว
เหลืองและสารเสริมอ่ืนๆ ราคา 5 บาท/
ลิตร) a 
- แผ่นกรองอากาศขนาดรูพรุน 0.45 
ไมครอน  
ยี่ห้อ Sartorious® 

75 
 
 
 

200 

- เพาะเลี ยง B. subtilis และ
การเตรียมหัวเชื อ 

36 

ขั้นตอนการแยกเซลล์แบคทีเรีย 
-  
 

- ปั่นเหว่ียงแยกเซลล์และตะกอน
ทิ ง 
 
 

1 
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 ขั้นตอนการเก็บเก่ียวเอนไซม์โปรติเอสจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 
- สารอะซิโตน (160 บาท / ลิตร) 
- สารรักษาสภาพ (กลีเซอรอล+KMS) 

1,800 b 
50 

เติมอะซิโตน  0.5 
ตั งทิ งไว้เพื่อตกตะกอนสมบูรณ์ 12 
กรองเก็บตะกอนโปรตีน 0.5 

ค่า
สาธารณูปโภค 
 

ค่าไฟฟ้า 
- ปั๊มอากาศ (1.8 หน่วย) c 

- หม้อน่ึงฆ่าเชื อความดันไอ(3.74 หน่วย) 
- ตู้เขี่ยเชื อ (0.27 หน่วย) 
- เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ  
(23.04 หน่วย) 
- เครื่องปั่นเหว่ียง (decanter  
centrifuge) (3 หน่วย) 
- ตู้แช่เย็น (5.1 หน่วย) 
ค่าน้้าประปา 
- น  าส าหรับเตรียมเลี ยงเชื อและการซัก
ล้าง (1 ลบ.เมตร) 

486.73 d 

 
 
 
 
 
 
 
 

18.25 e 

- - 

ค่าแรงงาน แรงงานที่มีทักษะ วันละ 500 บาท 
จ านวน 2 คน ท างาน 2 วัน 

2,000 - - 

 รวมค่าใช้สอย f 4,629.98 - - 
 รวมเวลา - - 50 

ได้ผลผลิตเอนไซม์โปรติเอสทั งสิ น 336,300 ยูนิต  
ดังนั้น 1 ยูนติมีราคาต้นทนุ 0.0137 บาท ใช้เวลาเตรียม 50 ชั่วโมง 

หมายเหต:ุ  
a เป็นข้อมูลการเตรียมโปรติเอสจากอาหารเลี ยงเชื อปริมาณ 15 ลิตร  
a กากถ่ัวเหลืองราคา 20.8 บาท / กิโลกรัม 
b อะซิโตนราคา 160 บาทต่อลิตร และเมือ่เสรจ็สิ นกระบวนการตกตะกอนแล้ว สามารถกลั่นอะซิโตนน า
กลับมาใช้ใหม่ได้ คาดว่าการสญุเสียของอะซิโตนระหว่างกระบวนการกลั่นอยูท่ี่ประมาณ 30 เปอรเ์ซ็นต์ 
ดังนั นจึงคิดเป็นต้นทุนเพียง 48 บาทต่อลิตร (ใช้ทั งสิ น 37.5 ลิตร) 
c หน่วยไฟฟ้าค านวณจาก “ก าลังไฟ (กิโลวัตต์) x ช่ัวโมงท างาน”  
d ราคา 486.73 บาท มาจาก ค่าพลงังานไฟฟ้า 36.95 หน่วย (144.42 บาท) + ค่าบริการ (312.24 
บาท) + Vat 7% (31.84 บาท) – ค่าไฟฟ้าผันแปร (1.77 บาท) (การไฟฟ้านครหลวง; 
http://www.mea.or.th) 
e ราคาอ้างองิจากการประปาส่วนภูมิภาค (http://www.pwa.co.th/contents/service/tableprice)  
f ไม่น าค่าอุปกรณ์มาค านวนต้นทุนการผลิตด้วย  

http://www.mea.or.th/
http://www.pwa.co.th/contents/service/tableprice
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ตารางท่ี 11 แสดงการแจกแจงต้นทุนค่าใช้จ่ายและต้นทุนเวลาส าหรับการเตรียมเอนไซมโ์ปรติเอสด้วย
การหมักในถังหมักขนาด 20 ลิตร (ปรมิาตรอาหารเลี ยงเชื อ 15 ลิตร) ระบบการหมักแบบกึง่กะและท า
การหมักเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

หมวด
ค่าใช้จ่าย 

ต้นทุนค่าใช้จ่าย ต้นทุนเวลา 

รายการ จ านวนเงิน 
(บาท) 

รายการ ชั่วโมง 

ค่าอุปกรณ์  
(งบลงทุน) 
*โดยประมาณ 

1. ถังหมัก Nalgene Carboy ขนาด 20 
ลิตร (Nalgene®) พร้อมฝา ผลิตจากวัสดุ 
Polypropylene 

6,000 - - 

2. ปั๊มอากาศ Model LP-100 ยี่ห้อ 
RESUN® พร้อมตู้ มาตรวัดความแรงลม
และวาล์ว 

5,000 - - 

3. หม้อน่ึงฆ่าเชื อความดันไอชนิดไฟฟ้า 
(HIRAYAMA® model HEV-50) 

200,000 - - 

4. ตู้เขี่ยเชื อ (horizontal clean bench) 50,000 - - 
5. เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ 
(RATEK®) 

150,000 - - 

6. เครื่องปั่นเหว่ียง (decanter 
centrifuge) 

450,000 - - 

7. ตู้แช่เย็น 2 ประต ู 20,000 - - 
8. อุปกรณ์เครื่องแก้วและเครื่องมือ
เบ็ดเตล็ดในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

2,000 - - 

9. อ่ืนๆ    
ค่าวัสดุ
สิ้นเปลือง 

ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตโปรติเอส 
- อาหารเลี ยงเชื อสูตรต้นทุนต่ า (กากถั่ว
เหลืองและสารเสริมอ่ืนๆ ราคา 5 บาท/
ลิตร) a 
- แผ่นกรองอากาศขนาดรูพรุน 0.45 
ไมครอน ยี่ห้อ Sartorious® 

90 
 
 

200 

- เพาะเลี ยง B. subtilis และ
การเตรียมหัวเชื อ 

60 

ขั้นตอนการแยกเซลล์แบคทีเรีย 
- 
 

- ปั่นเหว่ียงแยกเซลล์และตะกอน
ทิ ง 

1 

ขั้นตอนการเก็บเก่ียวเอนไซม์โปรติเอสจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 
- สารอะซิโตน (160 บาท / ลิตร) 
- สารรักษาสภาพ (กลีเซอรอล+KMS) 

2,160 b 
50 

เติมอะซิโตน  0.5 
ตั งทิ งไว้เพื่อตกตะกอนสมบูรณ์ 12 
กรองเก็บตะกอนโปรตีน 0.5 



69 

ค่า
สาธารณูปโภค 
 

ค่าไฟฟ้า 
- ปั๊มอากาศ (4.8 หน่วย) c 

- หม้อน่ึงฆ่าเชื อความดันไอน  า  
(3.74 หน่วย) 
- ตู้เขี่ยเชื อ (0.27 หน่วย) 
- เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ  
(23.04 หน่วย) 
- เครื่องปั่นเหว่ียง (decanter  
centrifuge) (3 หน่วย) 
- ตู้แช่เย็น (5.1 หน่วย) 
ค่าน้้าประปา 
- น  าส าหรับเตรียมเลี ยงเชื อและการซัก
ล้าง (2 ลบ.เมตร) 

499.12 d 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

36.5 e 

- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 

- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 

ค่าแรงงาน แรงงานที่มีทักษะ วันละ 500 บาท 
จ านวน 2 คน ท างาน 3 วัน 

3,000 - - 

 รวมค่าใช้สอย f 6,035.62 - - 
 รวมเวลา - - 74 

ได้ผลผลิตเอนไซม์โปรติเอสทั งสิ น 1,140,000 ยูนิต  
ดังนั้น 1 ยูนติมีราคาต้นทนุ 0.0053 บาท ใช้เวลาเตรียม 74 ชั่วโมง 

หมายเหต:ุ  
a เป็นข้อมูลการเตรียมโปรตเิอสจากอาหารเลี ยงเชื อปรมิาณ 18 ลิตร (เติมอาหารใหม่อีก 3 ครั ง ครั งละ 
1 ลิตร) 
a กากถ่ัวเหลืองราคา 20.8 บาท / กิโลกรัม 
b อะซิโตนราคา 160 บาทต่อลิตร และเมือ่เสรจ็สิ นกระบวนการตกตะกอนแล้ว สามารถกลั่นอะซิโตนน า
กลับมาใช้ใหม่ได้ คาดว่าการสญุเสียของอะซิโตนระหว่างกระบวนการกลั่นอยูท่ี่ประมาณ 30 เปอรเ์ซ็นต์ 
ดังนั นจึงคิดเป็นต้นทุนเพียง 48 บาทต่อลิตร (ใช้ทั งสิ น 45 ลติร) 
c หน่วยไฟฟ้าค านวณจาก “ก าลังไฟ (กิโลวัตต์) x ช่ัวโมงท างาน”  
d ราคา 499.12 บาท มาจาก ค่าพลงังานไฟฟ้า 39.95 หน่วย (156.15 บาท) + ค่าบริการ (312.24 
บาท) + Vat 7% (32.65 บาท) – ค่าไฟฟ้าผันแปร (1.92 บาท) (การไฟฟ้านครหลวง; 
http://www.mea.or.th) 
e ราคาอ้างองิจากการประปาส่วนภูมิภาค (http://www.pwa.co.th/contents/service/tableprice)  
f ไม่น าค่าอุปกรณ์มาค านวนต้นทุนการผลิตด้วย  
 

http://www.mea.or.th/
http://www.pwa.co.th/contents/service/tableprice
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ตารางท่ี 12 แสดงการแจกแจงต้นทุนค่าใช้จ่ายและต้นทุนเวลาส าหรับการเตรียมเอนไซมโ์ปรติเอสด้วย
การหมักในถังหมักขนาด 50 ลิตร (ปริมาตรอาหารเลี ยงเชื อ 30 ลิตร) ระบบการหมักแบบกะและท าการ
หมักเป็นเวลา 9 ช่ัวโมง 

หมวด
ค่าใช้จ่าย 

ต้นทุนค่าใช้จ่าย ต้นทุนเวลา 

รายการ จ านวนเงิน 
(บาท) 

รายการ ชั่วโมง 

ค่าอุปกรณ์  
(งบลงทุน) 
*โดยประมาณ 

1. ถังหมัก Stirred tank reactor 
พร้อมชุดควบคุม (APPLIKON® model 
ADI-1030) และเครื่องก าเนิดไอน  า 
(TREVIL®) 

>5,000,000 - - 

2. ปั๊มลม ขนาด 4 kg/cm2 ยี่ห้อ 
SWAN® model DR-213 

20,000 - - 

3. หม้อน่ึงฆ่าเชื อความดันไอชนิดไฟฟ้า 
(HIRAYAMA® model HEV-50)  

200,000 - - 

4. ตู้เขี่ยเชื อ (horizontal clean bench) 50,000 - - 
5. เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ 
(RATEK®) 

150,000 - - 

6. เครื่องปั่นเหว่ียง (decanter 
centrifuge) 

450,000 - - 

7. ตู้แช่เย็น 2 ประต ู 20,000 - - 
8. อุปกรณ์เครื่องแก้วและเครื่องมือ
เบ็ดเตล็ดในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

2,000 - - 

9. อ่ืนๆ    
ค่าวัสดุ
สิ้นเปลือง 

ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตโปรติเอส 
- อาหารเลี ยงเชื อสูตรต้นทุนต่ า (กากถั่ว
เหลืองและสารเสริมอ่ืนๆ ราคา 5 บาท/
ลิตร) a 

150 
 
 

 

- น่ึงฆ่าเชื ออาหารและถังหมัก 
และ cooling down  
- เพาะเลี ยง B. subtilis และ
การเตรียมหัวเชื อ 

12 
 

33 

ขั้นตอนการแยกเซลล์แบคทีเรีย 
- 
 

- ปั่นเหว่ียงแยกเซลล์และตะกอน
ทิ ง 

1 

ขั้นตอนการเก็บเก่ียวเอนไซม์โปรติเอสจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 
- สารอะซิโตน (160 บาท / ลิตร) 
- สารรักษาสภาพ (กลีเซอรอล+KMS) 

3,600 b 
100 

เติมอะซิโตน  1 
ตั งทิ งไว้เพื่อตกตะกอนสมบูรณ์ 12 
กรองเก็บตะกอนโปรตีน 1 
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ค่า
สาธารณูปโภค 
 

ค่าไฟฟ้า 
- ปั๊มอากาศ (4.4 หน่วย) c 

- เครื่องก าเนิดไอน  า  
(16.6 หน่วย) 
- อุปกรณ์ควบคุมอัตโนมัติ (0.8 หน่วย) 
- มอเตอร์ใบกวน (20.25 หน่วย) 
- ตู้เขี่ยเชื อ (0.27 หน่วย) 
- เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ  
(23.04 หน่วย) 
- เครื่องปั่นเหว่ียง (decanter  
centrifuge) (6 หน่วย) 
- ตู้แช่เย็น (5.1 หน่วย) 
ค่าน้้าประปา 
- น  าส าหรับเตรียมเลี ยงเชื อและการซัก
ล้าง (5 ลบ.เมตร) 

649.94 d 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

91.25 e 

- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 

- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 

ค่าแรงงาน แรงงานที่มีทักษะ วันละ 500 บาท 
จ านวน 2 คน ท างาน 3 วัน 

3,000 - - 

 รวมค่าใช้สอย f 7,591.19 - - 
 รวมเวลา - - 60 

ได้ผลผลิตเอนไซม์โปรติเอสทั งสิ น 5,250,000 ยูนิต  
ดังนั้น 1 ยูนติมีราคาต้นทนุ 0.0014 บาท ใช้เวลาเตรียม 60 ชั่วโมง 

หมายเหต:ุ  
a เป็นข้อมูลการเตรียมโปรติเอสจากอาหารเลี ยงเชื อปริมาณ 30 ลิตร  
a กากถ่ัวเหลืองราคา 20.8 บาท / กิโลกรัม 
b อะซิโตนราคา 160 บาทต่อลิตร และเมือ่เสรจ็สิ นกระบวนการตกตะกอนแล้ว สามารถกลั่นอะซิโตนน า
กลับมาใช้ใหม่ได้ คาดว่าการสญุเสียของอะซิโตนระหว่างกระบวนการกลั่นอยูท่ี่ประมาณ 30 เปอรเ์ซ็นต์ 
ดังนั นจึงคิดเป็นต้นทุนเพียง 48 บาทต่อลิตร (ใช้ทั งสิ น 75 ลติร) 
c หน่วยไฟฟ้าค านวณจาก “ก าลังไฟ (กิโลวัตต์) x ช่ัวโมงท างาน”  
d ราคา 649.94 บาท มาจาก ค่าพลงังานไฟฟ้า 76.46 หน่วย (298.85 บาท) + ค่าบริการ (312.24 
บาท) + Vat 7% (42.52 บาท) – ค่าไฟฟ้าผันแปร (3.67 บาท) (การไฟฟ้านครหลวง; 
http://www.mea.or.th) 
e ราคาอ้างองิจากการประปาส่วนภูมิภาค (http://www.pwa.co.th/contents/service/tableprice)  
f ไม่น าค่าอุปกรณ์มาค านวนต้นทุนการผลิตด้วย  

 
 

http://www.mea.or.th/
http://www.pwa.co.th/contents/service/tableprice
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สรุปผลการวิจัย 
 

จากผลการวิจัยที่ได้รบัในครั งนี ท าใหส้ามารถสรุปได้ว่า สภาวะที่เหมาะสมในการหมักเพื่อผลิต
เอนไซม์โปรตเิอสจากเชื อ Bacillus subtilis MR10 ด้วยอาหารเหลวต้นทุนต่ าที่มกีากถ่ัวเหลืองเป็น
องค์ประกอบหลักในถังหมักขนาด 20 ลิตร คือการหมักที่อุณหภูมิประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส อัตรา
การให้อากาศเท่ากบั 1.0 kg/cm2 และมีการกวนด้วยใบพัดที่อัตราเร็ว 150 rpm ภายใต้สภาวะดังกล่าว
และมีการหมักในรปูแบบกะ (batch fermentation) จะสามารถท าให้ได้ค่า productivity เท่ากับ 
1.21 unit/ml-hr แต่ค่า productivity จะสามารถเพิม่ขึ นประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ หากท าการ
เพาะเลี ยงในรูปแบบกึง่กะ (fed-batch fermentation) ที่มกีารเติมอาหารใหม่ 1 ลิตรในทุก 12 ช่ัวโมง
ภายหลังการเพาะเลี ยงแบบกะไปแล้ว 24 ช่ัวโมง และค่า productivity จะเพิม่ขึ นกว่า 10 เท่าหากท า
การหมักในถังหมักทีม่ีการควบคุมสภาวะแวดล้อมของการหมักให้คงที่ ดังเช่นการใช้ถังหมกั STR ขนาด 
50 ลิตร ซึ่งเมื่อท าการวิเคราะห์ต้นทุนการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจนกระทั่งอยู่ในรูปแบบพร้อมใช้งาน
แล้ว สามารถสรุปได้ว่าการหมักแบบกะในถังหมัก STR 50 ลิตรมีต้นทุนที่ถูกที่สุด (0.0014 บาทต่อยู
นิต) รองลงมาคือการหมกัแบบกึ่งกะ (0.0053 บาทต่อยูนติ) และแบบกะในถังหมักขนาด 20 ลิตร 
(0.0137 บาทต่อยูนิต) แต่การหมักแบบกะในถังหมัก 20 ลติรกลบัใช้เวลาการผลิตเอนไซมส์ั นทีสุ่ด (50 
ช่ัวโมง) ตามด้วยการหมักแบบกะในถังหมกั STR 50 ลิตร (60 ช่ัวโมง) และการหมกัแบบกึ่งกะในถังหมกั 
20 ลิตร (74 ช่ัวโมง) ตามล าดับ เอนไซม์โปรตเิอสทีผ่ลิตได้ครั งนี  เมือ่น ามาก าจัดโปรตีนในน  ายางข้นแล้ว
น าไปผลิตเป็นถุงมือยางทางการแพทย์ด้วยสูตรมาตรฐานของโรงงาน พบว่าส่งผลต่อการวัลคาไนซ์ของ
ยาง สมบัตเิชิงกลของถุงมือ ได้แก่ ค่าแรงดึงและค่า stress at 500% จึงไม่ผ่านมาตรฐาน ISO และ 
ASTM D3578-05 (Rubber examination glove) ดังนั นหากจะมกีารใช้เอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย
นี เพื่อผลิตเป็นถุงมือทีป่ราศจากโปรตีนภูมิแพ้แล้ว โรงงานจ าเป็นต้องปรับสูตรหรือหาสภาวะในการวัล
คาไนซ์น  ายางอีกครั ง เพื่อให้ไดผ้ลิตภัณฑ์ทีม่ีคุณสมบัติผ่านมาตรฐาน 

 
ข้อเสนอแนะท่ีคาดว่าควรวิจัยเพ่ิมเติม และวิธีการท่ีควรพัฒนาต่อยอดสู่ภาคปฏิบัติจริง 

  
มีข้อเสนอแนะหากต้องน าเอนไซม์โปรตเิอสมาใช้ในการผลิตถุงมือของโรงงาน ที่จ าเป็นต้อง

ท าการศึกษาเพิ่มเตมิเพื่อปรบัสูตรการขึ นรปูหรือการหาสภาวะที่เหมาะสมในการวัลคาไนซ์ยางเพือ่ให้
ผลิตภัณฑ์มีความแข็งแรง อย่างน้อยต้องผ่านมาตรฐาน ISO และ ASTM D3578-05 
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โครงการยอ่ยที่ 2  
 

การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 
เพื่อพัฒนากระบวนการใช้ประโยชน์ในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพารา 

Purification and characterization of protease from Bacillus subtilis MR10 for 
degradation of allergenic protein in rubber latex 
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หลักการและเหตุผล  
 

ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย ส่วนใหญ่น  ายางจะถูกแปรรูปเป็นบล็อก
หรือแผ่นยางส าหรับส่งออกไปยังประเทศในเอเชีย เช่น จีน มาเลเซีย และญี่ปุ่น ส าหรับเปลี่ยนเป็น
ผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่นลูกโป่ง ถุงมือ ถุงยางอนามัย จุกนมทารก และสายสวนปัสสาวะ ซึ่งใช้น  ายางเป็น
สารตั งต้น ปัจจุบันราคาน  ายางลดลงเมื่อเทียบกับไม่กี่ปีที่ผ่านมา เพื่อเพิ่มมูลค่าผลิตภัณฑ์ที่ท าจากยาง
จึงจ าเป็นต้องปรับปรุงและพัฒนาผลิตภัณฑ์ให้มีคุณภาพยิ่งขึ น ซึ่งในน  ายางมีโปรตีนจ านวนมากที่
สามารถท าให้เกิดโรคภูมิแพ้กับคนที่ใช้ผลิตภัณฑ์ยางได้โดยเฉพาะถุงมือยาง การแพ้ยางได้รับการจัด
อันดับว่าท าให้เกิดอาการอักเสบของผิวหนัง ระคายเคือง และเกิดภูมิแพ้ที่เป็นอันตรายต่อชีวิตมนุษย์ 
(Sussman et al., 2002) ดังนั นกระบวนการที่ส าคัญในการแปรรูปยาง โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์ทาง
การแพทย์คือ การก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ งานวิจัยรายงานว่าโปรตีนภูมิแพ้บางชนิดในซีรั่มยางสามารถ
ก าจัดโดยแอมโมเนีย แต่วิธีนี อาจกระทบกับคุณสมบัติทางกายภาพของน  ายาง ( Perrella และ 
Gaspari, 2002) การศึกษาก่อนหน้านี มีพบว่าโปรติเอสหยาบจาก Bacillus subtilis MR10 สามารถ
ย่อยสลายโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางได้ อย่างไรก็ตามยังขาดข้อมูลที่ชัดเจนของเอนไซม์และกลไกการ
ท างานของโปรติเอสดังกล่าว มีการศึกษาศึกษาการเตรียมเอนไซม์โปรติเอสผงจาก B. subtilis MR10 
เพื่อใช้ย่อยโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพาราสด ซึ่งได้รับทุนสนับสนุนภายใต้โครงการ “การคัดเลือกโปรติ
เอสที่เหมาะสมเพื่อการย่อยโปรตีนในน  ายางดิบ (สัญญาเลขที่ RDG5250027)” และ “การเตรียมโปรติ
เอสในรูปทางการค้าส าหรับย่อยโปรตีนในน  ายางสด (สัญญาเลขที่ RDG5350029)” พบว่าสามารถ
เตรียมเอนไซม์โปรติเอสในรูปแบบผงที่สะดวกต่อการเก็บรักษาและใช้งานได้ ทั งยังพบว่าโปรติเอสดังก
ล่าวสามารถก าจัดโปรตีนภูมิแพ้บางชนิดในน  ายางพาราสดได้ ดังผลการศึกษาจากโครงการ “การ
วิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางโปรตีนต่ า (สัญญาเลขที่ RDG5450045)” แต่อย่างไรก็ตาม เอนไซม์โป
รติเอสที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์มีความหลากหลาย ทั งในแง่ของโครงสร้าง และความสามารถในการเร่ง
ปฏิกิริยาการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ แม้ว่าเอนไซม์โปรติเอสหยาบที่ผลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 
จะแสดงให้เห็นว่าสามารถใช้ในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ได้ แต่ เพื่อให้การน าเอนไซม์โปรติเอสมาใช้
ประโยชน์ได้อย่างมีประสิทธิภาพจ าเป็นต้องศึกษาในรายละเอียดว่าเอนไซม์ที่ B. subtilis MR10 มี
คุณสมบัติในการเร่งปฏิกิริยาอย่างไร รวมทั งต้องทราบสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ 
เพื่อการยืนยันความสามารถในการย่อยสลายโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพารา 

ผู้วิจัยคาดว่า การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ที่ผ่านการท าบริสุทธ์ิจะเป็นประโยชน์ต่อการน า
เอนไซม์หยาบไปใช้ประโยชน์ในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ และสามารถใช้ประโยชน์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ
มากขึ น  
 
 
 



79 

วัตถุประสงค์ 
 

เพื่อศึกษาสมบัติของเอนไซม์โปรติเอสทีผ่ลิตจากเชื อแบคทเีรีย Bacillus subtilis MR10 ซึ่งมี
ผลต่อประสทิธิภาพในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพารา 
 
ผลการด าเนินงาน 
 

ผลการท าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 โดยการ
ตกตะกอนเอนไซม์โดยวิธีตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตแบบล าดับสว่น (salt fractionation) 
พบกิจกรรมของเอนไซม์ปริมาณมากกว่า70% สามารถตกตะกอนในช่วง 40-80% เมื่อน าไปท าบริสุทธ์ิ
ต่อด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี โดย เทคนิคโครมาโตกราฟฟีแบบแลกเปลีย่นประจ ุ(CM-Sephadex 
C-50) และเจลฟิลเตรช่ัน (Sephacryl S-100) ตามล าดับ สามารถท าบริสุทธ์ิเอนไซม์ได้ส าเร็จตาม
เป้าหมาย ซึ่งยืนยันได้จากผลการวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิโดย SDS-PAGE พบว่าเอนไซม์หยาบ
ประกอบด้วยเอนไซม์โปรติเอสสองชนิด คือ เอนไซม์โปรติเอส 1 (P1) และ เอนไซม์โปรติเอส 2 (P2) 
เอนไซม์บริสุทธ์ิ P1 และ P2 มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะเท่ากับ 3950 และ 3238 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
ความบริสุทธ์ิเพิ่มเป็น 26.6 และ 21.8 เท่า ตามล าดับ น  าหนักโมเลกุลของเอนไซม์มีค่าประมาณ 45 
และ 30 กิโลดาลตัน ตามล าดับ 

โปรตเิอส P1 และ P2 ท างานได้ดีที่ค่าความเป็นกรดด่าง 9.0 และ 8.0 ขณะที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมส าหรบัการท างานคือ 45-55 และ 45-50 องศาเซลเซียส ตามล าดับ เอนไซมโ์ปรติเอส P1 
และ P2 มีความเสถียรที่ช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 5.0-10.0 และ 7.0-10.0 ตามล าดับ ค่าจลนพลศาสตร ์
Km และ Vmax ของ P1 มีค่าเท่ากับ 8.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 3,840 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาท ี
ตามล าดับ ขณะที่ค่าดังกล่าวของ P2 มีค่าเท่ากับ 13.8 มิลลกิรัมต่อมิลลิลิตร และ 5,302 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรต่อนาที โปรติเอสทั งสองชนิดมีความจ าเพาะกบัเคซีนเหมือนกัน นอกจากนี ยังพบว่าอิออนของ
โลหะ Ag+ และ Hg2+ มีผลยับยั งการท างานของ P1 ในขณะที่ Ag+ Cu2+ Hg2+ EDTA และ SDS มีผล
ยับยั งการท างานของ P2 ผลการทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิโป
รติเอส P1 และP2 พบว่าเอนไซมโ์ปรตีเอสบริสทุธ์ิทั งสองชนิดมีความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้
เช่นเดียวกับโปรตเิอสหยาบที่ผลิตจาก B. subtilis MR10 
 จากผลการศึกษาที่ได้รบัในครั งนี  เป็นข้อมลูทีเ่ป็นประโยชน์อย่างมากในการใช้ประโยชน์จาก
เอนไซม์โปรตเิอสเพื่อผลิตน  ายางพาราที่ปราศจากโปรตีนภูมแิพ้ โดยเพื่อประสิทธิภาพการท างานสูงสุด
ของเอนไซม์นั น กระบวนการผลิตจ าเป็นต้องถูกก าหนดไว้ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมในการท างานของ
เอนไซม์และหลีกเลี่ยงสารเคมทีี่ยับยั งการท างานของเอนไซม์ เป็นต้น  
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สรุปผลการวิจัย 
 

ผลการท าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 ด้วยการ
ตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-80% ตามด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟฟีแบบ
แลกเปลี่ยนประจุ (CM-Sephadex C-50) และเจลฟิลเทรช่ัน (Sephacryl S-100) ตามล าดับ พบว่า
เอนไซม์หยาบประกอบด้วยเอนไซม์โปรติเอสสองชนิด คือ เอนไซม์โปรตีเอส 1 (P1) และ เอนไซม์โปรตี
เอส 2 (P2) เอนไซม์บริสุทธ์ิ  P1 และ P2 มีค่ากิจกรรมจ าเพาะเท่ากับ 3,950 และ 3,238 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน ความบริสุทธ์ิเพิ่มเป็น 26.6 และ 21.8 เท่า ตามล าดับ น  าหนักโมเลกุลของเอนไซม์มี
ค่าประมาณ 45 และ 30 กิโลดาลตัน P1 และ P2 ท างานได้ดีที่ค่าความเป็นกรดด่าง 9.0 และ 8.0 
ขณะที่อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการท างานคือ 45-55 และ 45-50 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
เอนไซม์โปรติเอส P1 และ P2 มีความเสถียรที่ช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 5.0-10.0 และ 7.0-10.0 
ตามล าดับ ค่าจลนพลศาสตร์ Km และ Vmax ของ P1 มีค่าเท่ากับ 8.0 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร และ 3,840 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที ตามล าดับ ขณะที่ ค่าดังกล่าวของ P2 มีค่าเท่ากับ 13.8 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และ 5,302 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที โปรติเอสทั งสองชนิดมีความจ าเพาะกับเคซีน
เหมือนกัน นอกจากนี ยังพบว่าอิออนของโลหะ Ag+ และ Hg2+ มีผลยับยั งการท างานของ P1 ในขณะที่ 
Ag+ Cu2+ Hg2+  EDTA และ SDS มีผลยับยั งการท างานของ P2 เอนไซม์โปรตีเอสบริสทุธ์ิทั งสองชนดิมี
ความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้เช่นเดียวกับโปรตีเอสหยาบ เอนไซม์บริสุทธ์ิทั งสองชนิดสามารถ
ย่อยหรือก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพาราดิบได้เหมือนกัน 
 
ข้อเสนอแนะท่ีคาดว่าควรวิจัยเพ่ิมเติม และวิธีการท่ีควรพัฒนาต่อยอดสู่ภาคปฏิบัติจริง 
 

มีข้อเสนอแนะว่าในการเตรียมเอนไซม์จากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 เพื่อจะน าเอนไซม์ไป
ใช้งานจริง หากสามารถเหนี่ยวน าให้แบคทีเรียสามารถสร้างเอนไซม์ P1 ออกมามากกว่า P2 ก็จะเป็น
สิ่งที่ดี เพราะเอนไซม์ P1 มีความเสถียรและไม่เสียสภาพเมื่อมีอิออนโลหะ Hg2+, Cu2+ และ Ag+ หรือ
หากต้องการให้แบคทีเรียสามารถผลิต P1 ได้มากเป็นกรณีพิเศษอาจต้องเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ใน
การเพิ่มปริมาณการผลิต ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในต่างประเทศ 
  
ผลงานวิชาการท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้น 
 

บทความวิชาการเรื่อง “Capability of purified protease from Bacillus subtilis MR10 
in rubber allergic protein degradation”  

 
 



81 

บทคัดยอ่ 
 
Bacillus subtilis MR10 เป็นแบคทีเรียที่แยกได้จากถั่วเนาซ่ึงเป็นอาหารหมักพื นบ้าน

ทางภาคเหนือของประเทศไทยและมีรายงานว่าสามารถผลิตโปรตีโอไลติกเอนไซม์ได้ในปริมาณ
สูง โปรตีเอสหยาบที่ผลิตโดย B. subtilis MR10 สามารถย่อยสลายโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพารา
ได้ ท าให้เกิดแนวความคิดในการประยุกต์ใช้เอนไซม์จากแบคทีเรียดังกล่าวเพื่อการก าจัดโปรตีน
ภูมิแพ้ในน  ายางพาราดิบก่อนการน าไปแปรรูป การท าบริสุทธิ์เอนไซม์โปรตีนเอสสามารถท า
บริสุทธิ์ได้โดยเริ่มจากการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ตามด้วยเทคนิคโครมาโต
กราฟฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (CM-Sephadex C-50) และเจลฟิลเทรชั่น (Sephacryl S-100) 
ตามล าดับ พบว่าเอนไซม์หยาบประกอบด้วยเอนไซม์โปรตีเอสสองชนิด คือ เอนไซม์โปรตีเอส 1 
(P1) และ เอนไซม์โปรตีเอส 2 (P2) เอนไซม์บริสุทธิ์ P1 และ P2 มีค่าแอคติวิตีจ าเพาะเท่ากับ 
3950 และ 3238 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ความบริสุทธิ์เพิ่มเป็น 26.6 และ 21.8 เท่า ตามล าดับ 
น  าหนักโมเลกุลของเอนไซม์มีค่าประมาณ 45 และ 30 กิโลดาลตัน P1 และ P2 ท างานได้ดีที่ค่า
ความเป็นกรดด่าง 9.0 และ 8.0 ขณะที่อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการท างานคือ 45-55 และ 
45-50 องศาเซลเซียส ตามล าดับ P1 และ P2 เสถียรที่ช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 5.0-10.0 และ 
7.0-10.0 ตามล าดับ ค่าจลนพลศาสตร์ Km และ Vmax ของ P1 มีค่าเท่ากับ 8.0 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และ 3840 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที ตามล าดับ ขณะที่ค่าดังกล่าวของ P2 มีค่า
เท่ากับ 13.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5302 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที โปรตีเอสทั งสอง
ชนิดมีความจ าเพาะกับเคซีนเหมือนกัน นอกจากนี ยังพบว่าอิออนของโลหะ Ag+ และ Hg2+ มีผล
ยับยั งการท างานของ P1 ในขณะที่ Ag+ Cu2+ Hg2+  EDTA และ SDS มีผลยับยั งการท างานของ 
P2 เอนไซม์โปรตีเอสบริสุทธิ์ทั งสองชนิดมีความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้เช่นเดียวกับโปร
ตีเอสหยาบ 
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ABSTRACT 
 

Bacillus subtilis MR10 isolated from Tua- nao, a traditional Thai fermented 
soybean food, was previously reported to be highly produced proteolytic enzymes. 
Crude protease from B. subtilis MR10 could degrade allergenic proteins in rubber latex 
serum and it was proposed to be used in allergenic proteins removal from rubber latex 
before processing. Proteases from B. subtilis MR10 was purified by ammonium sulphate 
precipitation, ion exchange chromatography (CM- Sephadex C- 50)  and gel filtration 
( Sephacryl S- 100)  techniques, respectively.  It was found that crude protease was 
consisted of two proteases, Protease 1 (P1) and Protease 2 (P2). The purified P1 and P2 
had a specific activity 3950 and 3238 U/mg protein, with a purification fold of 26.6 and 
21.8, respectively. The molecular weights of P1 and P2 were approximately 45 and 30 
kDa.  The optimal pH for the P1 and P2 activity was 9. 0 and 8. 0 while the optimal 
temperatures were 45-55 and 45-50°C, respectively. P1 and P2 were stable at pH range 
of 5. 0-10. 0 and 7. 0-10. 0, respectively.  Kinetic parameters Km and Vmax of P1 were 8. 0 
mg·ml- 1 and 3840 µg·ml- 1·min- 1 respectively, while those of P2 were 13. 8 mg·ml- 1 and 
5302 µg·ml-1·min-1. Two proteases showed the same in substrate specific against casein. 
In addition, Ag+  and Hg2+  were found to inhibit the enzyme activity of P1, while Ag+ , 
Cu2+, Hg2+, EDTA and SDS were found to inhibit the enzyme activity of P2. Both P1 and 
P2 proteases demonstrated the capability to degrade allergenic protein as found in 
crude enzyme. 
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บทน า 
 

ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย ส่วนใหญ่น  ายางจะถูกแปรรูปเป็นบล็อก
หรือแผ่นยางส าหรับส่งออกไปยังประเทศในเอเชีย เช่น จีน มาเลเซีย และญี่ปุ่น ส าหรับเปลี่ยนเป็น
ผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่นลูกโป่ง ถุงมือ ถุงยางอนามัย จุกนมทารก และสายสวนปัสสาวะ ซึ่งใช้น  ายางเป็น
สารตั งต้น ปัจจุบันราคาน  ายางลดลงเมื่อเทียบกับไม่กี่ปีที่ผ่านมา เพื่อเพิ่มมูลค่าผลิตภัณฑ์ที่ท าจากยาง
จึงจ าเป็นต้องปรับปรุงและพัฒนาผลิตภัณฑ์ให้มีคุณภาพยิ่งขึ น ซึ่งในน  ายางมีโปรตีนจ านวนมากที่
สามารถท าให้เกิดโรคภูมิแพ้กับคนที่ใช้ผลิตภัณฑ์ยางได้โดยเฉพาะถุงมือยาง การแพ้ยางได้รับการจัด
อันดับว่าท าให้เกิดอาการอักเสบของผิวหนัง ระคายเคือง และเกิดภูมิแพ้ที่เป็นอันตรายต่อชีวิตมนุษย์ 
(Sussman et al., 2002) ดังนั นกระบวนการที่ส าคัญในการแปรรูปยาง โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์ทาง
การแพทย์คือ การก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ งานวิจัยรายงานว่าโปรตีนภูมิแพ้บางชนิดในซีรั่มยางสามารถ
ก าจัดโดยแอมโมเนีย แต่วิธีนี อาจกระทบกับคุณสมบัติทางกายภาพของน  ายาง ( Perrella และ 
Gaspari, 2002) การศึกษาก่อนหน้านี มีพบว่าโปรติเอสหยาบจาก Bacillus subtilis MR10 สามารถ
ย่อยสลายโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางได้ อย่างไรก็ตามยังขาดข้อมูลที่ชัดเจนของเอนไซม์และกลไกการ
ท างานของโปรติเอสดังกล่าว มีการศึกษาศึกษาการเตรียมเอนไซม์โปรติเอสผงจาก B. subtilis MR10 
เพื่อใช้ย่อยโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพาราสด ซึ่งได้รับทุนสนับสนุนภายใต้โครงการ “การคัดเลือกโปรติ
เอสที่เหมาะสมเพื่อการย่อยโปรตีนในน  ายางดิบ (สัญญาเลขที่ RDG5250027)” และ “การเตรียมโปรติ
เอสในรูปทางการค้าส าหรับย่อยโปรตีนในน  ายางสด (สัญญาเลขที่ RDG5350029)” พบว่าสามารถ
เตรียมเอนไซม์โปรติเอสในรูปแบบผงที่สะดวกต่อการเก็บรักษาและใช้งานได้ ทั งยังพบว่าโปรติเอสดังก
ล่าวสามารถก าจัดโปรตีนภูมิแพ้บางชนิดในน  ายางพาราสดได้ ดังผลการศึกษาจากโครงการ “การ
วิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางโปรตีนต่ า (สัญญาเลขที่ RDG5450045)” แต่อย่างไรก็ตาม เอนไซม์โป
รติเอสที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์มีความหลากหลาย ทั งในแง่ของโครงสร้าง และความสามารถในการเร่ง
ปฏิกิริยาการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ แม้ว่าเอนไซม์โปรติเอสหยาบที่ผลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 
จะแสดงให้เห็นว่าสามารถใช้ในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ได้ แต่ เพื่อให้การน าเอนไซม์โปรติเอสมาใช้
ประโยชน์ได้อย่างมีประสิทธิภาพจ าเป็นต้องศึกษาในรายละเอียดว่าเอนไซม์ที่ B. subtilis MR10 มี
คุณสมบัติในการเร่งปฏิกิริยาอย่างไร รวมทั งต้องทราบสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ 
เพื่อการยืนยันความสามารถในการย่อยสลายโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพารา 

ผู้วิจัยคาดว่า การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ที่ผ่านการท าบริสุทธ์ิจะเป็นประโยชน์ต่อการน า
เอนไซม์หยาบไปใช้ประโยชน์ในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ และสามารถใช้ประโยชน์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ
มากขึ น  
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วัตถุประสงค์ 
 

เพื่อศึกษาสมบัติของเอนไซม์โปรติเอสทีผ่ลิตจากเชื อแบคทเีรีย Bacillus subtilis MR10 ซึ่งมี
ผลต่อประสทิธิภาพในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพารา 
 
การทบทวนเอกสาร 
 
1. เอนไซม์โปรติเอสและตัวอยา่งงานวิจัยการศึกษาสมบัติของโปรติเอสจากแหล่งตา่งๆ 
 
 เอนไซม์โปรตเิอสเป็นเอนไซม์เชิงเทคนิค (Technical enzyme) ที่มีสัดส่วนการน ามาใช้งานสงู
ที่สุดเมื่อเทียบกบัเอนไซม์อื่นๆ โดยคิดเป็นสัดส่วนประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ (Uhlig, 1998; Sumatha et 
al., 2006) ทั งยังจัดเป็นเอนไซม์กลุม่ใหญ่จากธรรมชาติซึง่ท าหน้าที่ย่อยโปรตีนอีกด้วย (Muhammad 
et al., 2011) หากจะแบ่งโปรติเอสออกเป็นกลุม่ตามลกัษณะการแตกพันธะเปปไทด์แล้ว ก็อาจจะได้
เป็น 2 กลุม่ คือ Exopeptidase และ Endopeptidase ทั งนี เอนไซม์กลุม่ Endopeptidase พบว่ามี
ความส าคัญต่อภาคอุตสาหกรรมมากกว่า (Sumatha et al., 2006) นอกจากนี ยงัอาจแบ่งโปรติเอสได้
ตามหมูป่ระจุ pH ที่เหมาะสมในการท างาน (acidic, neutral, alkaline) สับสเตรททีจ่ าเพาะ (เช่น 
collagenase, keratinase, elastase เป็นต้น) หรือการแบง่ตามบริเวณเร่ง (Active site) รวมถึงความ
ไวต่อตัวยับยั งชนิดต่างๆ ซึ่งอันหลังนี สามารถแบ่งได้เป็น 4 กลุ่ม คือ Serine protease, Sulfydryl 
protease, metal-containing protease และ acid protease (ปราณี, 2543) สมบัติของโปรติเอ
สแต่ละกลุ่มแสดงดงัตารางที่ 12 
 
ตารางท่ี 12 แสดงคุณลักษณะของโปรติเอสทั ง 4 กลุ่ม 
กลุ่ม EC No. MW 

(kDa) 
Opt. pH Opt. 

Temp. 

Metal ion 
requirment 

AA. at active site inhibitor 

Aspartic or 
carboxyl proteases 

3.4.23 30-45 3-5 40-55 Ca2+ Aspartate or 
cysteine 

Pepstatin 

Cysteine or thiol 
proteases 

3.4.22 34-35 2-3 40-55 - Aspartate or 
cysteine 

Indoacetamide, p-CMB 

Metallo proteases 3.4.24 19-37 5-7 65-85 Zn2+, Ca2+ Phenylalanine or 
leucine 

EDTA, EGTA 

Serine proteases 3.4.21 18-35 6-11 50-70 Ca2+ Serine, histidine, 
aspartate 

PMSF, DIFP, EDTA, soybean 
trypsin inhibitor, phosphate 
buffer, indole, phenol 

ที่มา: Sumatha et al., 2006. 
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โปรติเอสจากพืช 
 เราสามารถพบเอนไซม์โปรตเิอสในพืชหลายชนิด ไม่ว่าจะเป็นมะละกอ (Papain) สับปะรด 
(Bromelain) มะเดื่อ (Ficin) และกีว่ี (Actinidin) เป็นต้น โดยในปี 2008 Devaraja และคณะ ได้
รายงานสมบัติของ Aspatic protease ที่พบในยางของ Ficus racemosa (L.) ซึ่งเป็นพืชตระกลูมะเดื่อ
ชนิดหนึ่ง เอนไซม์ได้ถูกท าให้บริสทุธ์ิด้วยการตกตะกอนด้วยเกลอืแอมโมเนียมซัลเฟตทีร่ะดับการอิม่ตัว 
80% (4 องศาเซลเซียส) จากนั นน ามาผ่าน Size exclusion chromatography (BioSep-SEC-S2000 
column) แล้วน าแต่ละ fraction มาท าให้เข้มข้นขึ นด้วย Amicon Ultra centrifugal filter (10000 
Da cutoff) ก่อนทีจ่ะน ามาผ่าน DEAE-Sephadex A-50 column ที่ชะด้วย 0-0.5 M NaCl ก็จะได้โป
รติเอสทีบ่รสิุทธ์ิ โปรตเิอสจากแหลง่นี พบว่า มีขนาดโมเลกลุที่ 44,500 + 500 Da มีค่า optimal pH 
อยู่ในช่วงค่อนข้างกว้างคือ 4.5-6.0 มีค่า optimal temperature อยู่ที่ 60+0.5 oC และเป็นเอนไซม์
ทนร้อน เอนไซม์ชนิดนี จะถูกยบัยั งการท างานอย่างสมบรูณ์โดยสาร Pepstatin-A   
 เอนไซมป์าเปนจากยางมะละกอก็เป็นโปรติเอสอกีหนึ่งชนิดที่มีการศึกษากันอย่างกว้างขวาง 
โดย Uhlig (1998) รายงานว่าปาเปนมีขนาดโมเลกลุประมาณ 21,000 Da โครงสร้างเป็น 
Polypeptide ขนาดยาว 159 หน่วย ในจ านวนนี มี cystein bridges 3 จุด จึงมหีมู่ SH ที่ง่ายต่อการ
ท าปฏิกิริยาต่อออกซเิจนและโลหะหนัก ดังนั นการทีจ่ะใหป้าเปนท างานได้อย่างเต็มที่นี  จึงจ าเป็นต้องมี
การเติมสารกลุม่ reducing agent หรือสารประกอบทีจ่ับโลหะหนกัด้วย ปาเปนมีค่า pI อยู่ในช่วง 8.5-
9 ส่วน pH ที่เหมาะสมในการท างานอยู่ในช่วง 6.5-7.8 สามารถทนความร้อนได้ถึงระดับอุณหภูมิ 60-
70oC ตัวยับยั งที่ส าคัญคือ oxidizing agent ต่างๆ H2O2 O2 และโลหะหนัก (Hg2+, Fe3+, Cu2+) ในปี 
2006 Nitsawang และคณะ ได้น าเสนอเทคนิคใหม่ในการท าเอนไซม์ปาเปนให้บริสทุธ์ิด้วยเทคนิคที่
เรียกว่า Aqueous two-phase extraction ในระบบที่ประกอบด้วย polyethylene glycol ความ
เข้มข้น 8% (w/v) และแอมโมเนียมซลัเฟตเข้มข้น 15% (w/v) เทคนิคนี ใช้เวลาสั นและมปีระสิทธิภาพ
มากกว่าเทคนิคเดมิที่เรียกว่า two-step salt precipitation  
 เอนไซม์แอคตินิดินจากกีว่ีได้ถูกศึกษาสมบัติและน ามาใช้ประโยชน์ในการย่อยเนื อและ
ตกตะกอนน  านมเพื่อท าเนยแข็ง (Ha et al., 2012; Piero et al., 2011; Alirezaei et al., 2011) โดย
พบว่าเอนไซมบ์รสิุทธ์ิจากน  ากีว่ีทีผ่่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต (80% Sat.) ผ่าน anion-
exchange chromatography (DEAE-Sephadex A-25) ทีช่ะด้วย NaCl เข้มข้น 0-1 M อัตราการการ
ไหล 1 ml/min จากนั นวิเคราะห์ผลการท าบริสทุธ์ิด้วย SDS-PAGE จะสามารถท างานได้ดีในการ
กระตุ้นการจบัตัวของน  านมทีอุ่ณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส Piero และคณะ (2011) น าเสนอวิธีการท าแอ
คตินิดินให้บรสิุทธ์ทีร่วดเร็วและมีประสิทธิภาพด้วยการน ามาผ่านคอลัมน์ DEAE-Sepharose CL6B 
แล้วชะด้วย NaCl เข้มข้น 0-2 M จากนั นแต่ละ fraction ที่พบกจิกรรมของแอคตินิดินกจ็ะถูกน ามา
รวมกัน แล้วจึงตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต (75% Sat.) เอนไซม์บริสทุธ์ิที่ได้นี  พบว่ามีขนาด
โมเลกุลเท่ากับ 24 kDa มีค่า pH และอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการท างานอยู่ที่ 6.5 และ 55องศาเซลเซียส 
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ตามล าดับ ซึง่ผลจากการศึกษานี ก็แสดงว่าแอคตินิดินนี เหมาะสมที่น ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมการ
ผลิตเนยแข็งได้ 
 เอนไซม์โบรมิเลนจากสบัปะรดสามารถพบได้ทั งในส่วนเนื อ จุก และแกน ซึง่เอนไซม์โบรมเิลน
นี มีขนาดโมเลกลุที่แตกต่างกันไปตั งแต่ 20-38 kDa ค่า pI อยู่ในช่วง 4.5-10 และสามารถท างานได้
ในช่วง 50-70 องศาเซลเซียส ดังนั นจึงเหมาะที่จะน ามาใช้ในกระบวนการผลิตอาหารได้ ซึ่งมีความร้อน
เข้ามาเกี่ยวข้อง (Chaurasiya and Hebbar, 2013; Amid et al., 2011) กระบวนการสกัดและท าโบร
มิเลนให้บริสทุธ์ินี  ก็ได้มีผู้เสนอไว้หลากหลายวิธี ยกตัวอย่างเช่น การใช้เทคนิค Reverse micellar 
extraction (RME) ร่วมกับการตกตะกอนสามารถท าให้โบรมิเลนบรสิุทธ์ิขึ น 3.96 เท่า และเกี่ยวกับ
เอนไซม์ได้ 78.90% (Chaurasiya and Hebbar, 2013) ในขณะที่ Soares และคณะ (2012) เสนอ
เทคนิคการท าให้โบรมเิลนจากเศษสับปะรดบริสุทธ์ิขึ นด้วยการตกตะกอนด้วยเอทานอล เริ่มต้นเอนไซม์
หยาบของโบรมิเลนจะถูกเตรียมขึ นด้วยการกรองและปั่นเหว่ียงที่ความเร็วสงู จากนั นจะน ามา
ตกตะกอนด้วยเอทานอลที่ความเข้มข้น 30 และ 70% ตามล าดับ กจ็ะได้โบรมิเลนทีบ่รสิุทธ์ิขึ น 2.28 
เท่า 
 

โปรติเอสจากฟังไจ 
 ฟังไจเป็นจลุินทรีย์ทีส่ามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ และมีการผลิตเอนไซมจ์ากแหลง่นี เพื่อ
การค้าแล้วเช่นกัน แต่โปรติเอสจากฟังไจต่างสายพันธ์ุกม็สีมบัตทิี่แตกต่างกัน ดังเช่นรายงานของ 
Kudryavtseva และคณะ (2008) ทีส่รปุสมบัติด้านต่างๆ ของโปรตเิอสจาก Xylotrophic 
basidiomycetes สายพันธ์ุต่างๆ ไว้ดังตารางที่ 13  
 
ตารางท่ี 13 แสดงสมบัติของโปรติเอสจาก Xylotrophic basidiomycetes บางสายพันธ์ุ 
สปีชี่ส์ เอนไซม์ MW 

(kDa) 
pI pH range of 

stability 
Optimal 
temperature 

Phanerochaete chrysosporium  endoprotease 40 5.6 - - 
Sporotrichum pulverulentum Proteinase I  

Proteinase II 
28 
26 

4.7 
4.2 

- - 

Fomitopsis pinecola Protease 32 4.0   
Ganoderma lucidum Aspartyl proteinase 36 - 3.2-5.2 52 
Laetiporus sulphureus (Bull) Aspartyl proteinase 50 3.5  >35 
Pleurotus ostreatus (Fr.) Subtilisin-like 

serine protease 
(PoS1) 

75 4.5 - - 

ที่มา: Kudryavtseva et al., 2008. 
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 เชื อราบางชนิดใช้ในการผลิตอาหารส าหรบัมนุษย์และระหว่างการเจริญของจะสร้างโปรติเอ
สขึ นมาด้วย ยกตัวอย่างเช่น Rhizopus oryzae ซึ่งจากกระบวนการท าโปรตเิอสให้บรสิุทธ์ิด้วยการ
ตกตะกอนเป็นส่วนๆ ด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต Ion exchange chromatography และ size-
exclusion chromatography แล้ว ก็พบว่าได้โปรตเิอสทีม่ีความบรสิุทธ์ิเพิม่ขึ น 91 เท่า (เก็บเกี่ยวได้ 
26%) โปรติเอสทีจ่ากเชื อนี เป็นชนิด Extracellular aspartate protease มีขนาดโมเลกลุประมาณ 35 
kDa อุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมในการท างานอยูท่ี่ 60 องศาเซลเซียสและ 5.5 ตามล าดับ เอนไซม์
เสถียรได้ดีทีอุ่ณหภูมิและ pH ในช่วง 30-45 องศาเซลเซียส 5.5-7.5 ตามล าดับ เท่านั น มีค่า Km เท่ากับ 
5 mg/ml และสามารถถูกยบัยั งการท างานได้โดย pepstatin ในขณะที่สามารถถูกกระตุ้นการท างาน
ได้ 250 เท่าเมื่อมี Ca2+ ในปฏิกิริยา (Kumar et al., 2005) 
 การท าบรสิุทธ์ิและศึกษาสมบัติของ Serine protease จากเชื อรา Aspergillus fumigatus ได้
ถูกศึกษาโดย Hernándes-Martínez และคณะ (2011) การท าใหบ้รสิุทธ์ินั นประกอบด้วย 4 ขั นตอน
คือ การผ่านคอลัมนH์igh Q (anion chromatography) ที่ชะด้วย NaCl เข้มข้น 0-3 M แล้วน ามาผ่าน
คอลัมน์เดมิอีกครั งแต่ชะด้วย NaCl เข้มข้น 0-2 M จากนั น fraction ที่มีกิจกรรมจะถูกน าไปให้ความ
ร้อนที่ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที เพือ่ก าจัดโปรตีนอื่นๆ ออกไปด้วยการปั่นเหว่ียง ส่วนทีเ่หลือ
จะถูกน าไปผ่านคอลัมน์ High S Bio-Rad® (cation exchange chromatography) ซึ่งชะด้วย NaCl 
เข้มข้น 0-3 M โปรติเอสชนิดนี  เป็นเอนไซม์ทนร้อน มีความบรสิุทธ์ิเพิ่มขึ น 8.8 เท่า มีน  าหนักโมเลกุล
เท่ากับ 88 kDa ท างานได้ดีที่ pH 7 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นโมเลกลุแบบ monomeric 
enzyme และมีค่า half life ณ อุณหภูมิ 50, 60, 70 องศาเซลเซียส อยูท่ี่ 65, 34, 14 นาทีตามล าดับ 
ท าให้เห็นว่าเอนไซม์แหลง่นี ทนร้อนได้ดี จึงอาจจะน าไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการทางอุตสาหกรรม
อื่นๆ ที่มีความร้อนมาเกี่ยวข้องได้  
 อีกหนึ่งงานวิจัยที่แสดงให้เห็นถึงประโยชน์ของการศึกษาสมบัติของเอนไซม์เพื่อใช้เป็นข้อมูล
ตัดสินใจน ามาประยกุต์ใช้ในอุตสาหกรรม คืองานวิจัยของ Niyonzima และ More (2014) ที่พบว่าโป
รติเอสจากเชื อรา Aspergillus terreus gr. เหมาะทีจ่ะน ามาผสมในสารซักล้างได้ โดยผู้วิจัยได้ท าโปรติ
เอสให้บริสทุธ์ิและศึกษาสมบัติต่างๆ เอนไซมห์ยาบที่ผลิตขึ นจะถูกตกตะกอนด้วยอะซิโตนเย็น (-20 
องศาเซลเซียส) และเกบ็ตะกอนด้วยการปั่นเหว่ียง ตะกอนทีไ่ด้จะน ามาละลายกลับใน Tris-HCl buffer 
(pH 9.0) แล้วน ามาผ่าน affinity chromatography ชนิด agarose-bound lectins ซึ่งใช้ 
concanavalin A เป็นลิแกนต์ โปรติเอสชนิดนี เป็น Alkaline protease โมเลกลุเป็นแบบ monomeric 
enzyme น  าหนักโมเลกลุประมาณ 16 kDa ท างานได้ในช่วงกว้างตั งแต่ 8-12 แต่ได้ดีที่ pH 11 เอนไซม์
สามารถเสถียรได้ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ถูกกระตุ้นการท างานได้เมื่อมี Ca2+ 
และ Mg2+ แต่ถูกยับยั งด้วย Hg2+ ค่า Vmax และ Km เท่ากบั 12.8 U/ml และ 5.4 mg/ml ตามล าดับ 
นอกจากนี เมื่ออยู่ในสภาวะที่มี Tween-80, Triton-100 และ SDS จะสามารถท างานได้ดีขึ น และยังคง
ไม่เปลี่ยนแปลงเมื่อมี H2O2 และ NaClO สภาวะเหล่านี พบได้ในสารซักล้าง ดังนั นจงึยืนยันได้ว่าจะ
สามารถน าเอนไซม์โปรตเิอสจากแหลง่นี มาประยกุต์ใช้ในสารซักล้างได้ 
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โปรติเอสจากแบคทีเรีย 
 เอนไซม์โปรตเิอสจากแบคทีเรียจีนสั Bacillus sp. ก็ได้ถูกศึกษากันอย่างมากมาย เพื่อน า
ข้อมูลมาใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ ยกตัวอย่างเช่น alkaline protease จากแบคทีเรีย Bacillus 
subtilis CN2 ที่พบว่ามสีมบัติเหมาะสมทีจ่ะน ามาใช้เป็นส่วนผสมในสารซักล้าง เนือ่งจากท างานได้ดีที่
อุณหภูมิต่ าและทนต่อสาร SDS โปรติเอสนี ยังท างานได้ดีที ่ pH 7.0-11.0 และอุณหภูมิ 30-60 องศา
เซลเซียส ซึง่เป็นช่วงที่กว้างมาก ขนาดโมเลกุลของโปรติเอสก็ได้ถูกศึกษา โดยมีขนาด 27.636 kDa 
ข้อมูลเหล่านี ล้วนมาจากการท าเอนไซม์ใหบ้รสิุทธ์ิด้วยขั นตอนต่างๆ เสียก่อน (Uchida et al., 2004) 
ผลงานลักษณะเดียวนี ก็ถูกศึกษาโดย Nascimento and Martins (2006) ซึ่งได้ศึกษาความเป็นไปได้ใน
การน าเอาโปรติเอสจาก Bacillus sp. ที่แยกมาจากดินประเทศบราซลิมาใช้ในผงซักฟอก ในการนี  
คณะผู้วิจัยได้ศึกษาผล CaCl2 MgSO4 glycine surfactant และ oxidizing agent บางชนิด ที่มีต่อ
ความเสถียรของเอนไซม์ ผลการทดลองพบว่าโปรตเิอสยังคงเหลือกจิกรรม 95 และ 74% เมื่อถูกบ่มใน 
glycine ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ร่วมกบั MnSO4 และ CaCl2 ตามล าดับ EDTA ที่ใช้ในระดับต่างๆ 
ตั งแต่ 1.0-5.0 mM ไม่มีผลตอ่โปรติเอส แต่ Triton X -100 มีผลยบัยั งการท างานของโปรติเอส 
 Serine protease จาก Bacillus laterosporus-AK1 ก็เป็นอีกหนึ่งชนิดที่ถูกท าใหบ้รสิุทธ์ิแล้ว
พบว่ามีเหมาะสมทีจ่ะน ามาผสมในผงซักฟอกยีห่้อ Aril และจากผลการทดสอบประสิทธิภาพก็พบว่า
สามารถก าจัดคราบเลือดได้อย่างสมบรูณ์ เอนไซม์ดงักล่าวถูกตกตะกอนด้วยอะซิโตนเข้มข้น 70% แล้ว
ผ่านคอลัมน ์ Sephadex G-200 gel filtration และ DEAE cellulose ion-exchange 
chromatography เมื่อศึกษาสมบัติแล้วพบว่ามีน  าหนักโมเลกุล 86.29 kD ท างานได้ดีที่ pH 9.0 
อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส และในสภาพที่มี Ca2+ และ Mg2+ (Arulmani et al., 2007)  

ในขณะที่ Asker และคณะ (2013) ได้ท าโปรติเอสจาก Bacillus megaterium  ให้บริสุทธ์ิ
ด้วยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต (60% Sat.) จากนั นน ามาผ่าน 2 คอลัมน์ ได้แก่ DEAE-
cellulose chromatography และ Sephadex G-200 chromatography แล้ววิเคราะหส์มบัติของ
เอนไซม์ จึงพบว่าโปรตเิอสชนิดนี เป็นเอนไซมท์นรอ้นและม ี 2 ชนิด (P1 และ P2) แต่ละชนิดมีขนาด
โมเลกุล 28 และ 25 kDa ตามล าดับ ในโมเลกุลโปรตีนประกอบไปด้วยกรดแอสปาติกและเซอรร์ีนเป็น
จ านวนมาก เอนไซมท์ างานได้ดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส และ pH 7.5  แต่ก็ยังคงสภาพได้เมื่อ
อุณหภูมิเพิม่สงูถึง 80 องศาเซลเซียสและ pH 7.0-8.0 ด้วยสมบัตเิหล่านี  ผู้วิจัยจึงได้น ามาประยกุต์ใช้
ในกระบวนการก าจัดขนบนหนงัสัตว์ (Deharing)    
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2. เทคนิคการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ 
 
 ในการท าเอนไซม์ใหบ้รสิุทธ์ิ มกีารประยกุต์ใช้เทคนิคต่าง ๆ มากมาย ซึง่ในการท าให้เอนไซม์
หลายชนิดสามารถแยกออกจากโปรตีนชนิดอื่นๆ ที่เซลล์ของจลุินทรีย์สร้างขึ นกจ็ะใช้เทคนิคที่แตกต่าง
กันออกไป ทั งนี เพราะธรรมชาติของเอนไซมจ์ะมีความแตกต่างกันออกไป 
 

2.1 การตกตะกอนโปรตีน 
 การตกตะกอนหรือที่เรียกว่า “ Precipitation “ เป็นเทคนิคที่ใช้กันอย่างกว้างขวางในการ
ตกตะกอนโปรตีนและสารในกลุ่มโพลีแซคคาไรด์ ซึ่งสามารถท าได้ทั งในระดับเล็กๆในห้องปฏิบัติการ
จนถึงการเก็บเกี่ยวผลผลิตในการผลิตเอนไซม์ในระดับอุตสาหกรรม  การตกตะกอนโปรตีน โดย
หลักการแล้วจะเกิดเนื่องจากการรบกวนความสามารถในการละลายของโปรตีนในลารละลายโดย
ปัจจัยภายนอกที่เราเพิ่มหรือเติมเข้าไป  ปัจจัยภายนอกดังกล่าว เช่น การตกตะกอนด้วยเกลือ ( salt 
precipitation)  ตัวท าละลายอินทรีย์ (Organic solvent) สารโมเลกุลขนาดใหญ่ที่ไม่มีประจุ (Non-
ionic polymer) การเปลี่ยนค่า pH ของสารละลาย หรือ การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ เป็นต้น   
ในขั นตอนการท าเอนไซม์ใหบ้รสิุทธ์ิสามารถใช้วิธีตกตะกอนได้หลายวิธีคือ 
 

2.1.1 การตกตะกอนด้วยเกลือ (Salt precipitation) 
การตกตะกอนด้วยเกลือเป็นการเติมเกลือลงในสารละลายเอนไซม์แล้ว ท าใหโ้ปรตีนหรือ

เอนไซมเ์กิดการตกตะกอน สาเหตุของการตกตะกอนเนื่องมาจากสารละลายเกลือทีเ่ติมเข้าไปเกิดการ
แตกตัวเป็นอิออนแล้วเข้าจบักับโมเลกลุของเอนไซมซ์ึ่งเป็นสารที่มปีระจุเหมือนกับท าให้ประจุรวมของ
โมเลกุลที่เกิดจากการรวมตัวของเอนไซม์กับอิออนของเกลือเป็นศูนย์ หรือไม่มปีระจุ (neutralization) 
ส่งผลให้ความสามารถในการละลายน  าของโปรตีนลดลง เกดิการรวมตัวกันเองของโมเลกลุของเอนไซม์ 
และตกตะกอนในที่สุด  ปรากฏการณ์เช่นนี เราเรียกว่า “Salting out effect”  ชนิดของเกลือที่นิยมใช้
ในการตกตะกอนเอนไซม์ เช่น แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4 ) โซเดี่ยมซลัเฟต (Na2SO4 ) และ 
โซเดี่ยมคลอไรด์ (NaCl)  เป็นต้น  เกลือโซเดี่ยมซลัเฟตมีค่าการละลายอิม่ตัว 1.88 M ที่อุณหภูม ิ20 

องศาเซลเซียส ในขณะทีเ่กลือ โซเดี่ยมคลอไรด์มีค่าการละลายอิ่มตัวประมาณ 5.33 M ที ่ 20 องศา
เซลเซียส  ส่วนเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตมีค่าการละลายอิ่มตวัประมาณ 4 M ที่ 0-25 องศาเซลเซียส ใน
บรรดาเกลือที่ใช้ในการตกตะกอนเอนไซม ์ แอมโมเนียมซลัเฟตได้รบัความนยิมมากที่สดุ ทั งนี เพราะมีข้อ
ได้เปรียบหลายประการ คือ ทีส่ภาวะอิ่มตัวของการละลาย สามารถตกตะกอนโปรตีนได้ดีมาก ยงัคงมี
ความสามารถในการละลายสงูที่อุณหภูมิต่ าในช่วง 0-4 องศาเซลเซียส ซึ่งจัดเป็นข้อดีเพราะการท างาน
เกี่ยวกับโปรตีนหรอืเอนไซม์โดยทั่วไป จะกระท าที่อุณหภูมติ่ าๆ  ค่าการละลายอิม่ตัวของเกลือแอมโม
เนีย่มซลัเฟตที ่ 0 องศาเซลเซียส การละลายน  าเกิดความร้อนน้อยเมื่อเทียบกับเกลือชนิดอื่นๆ สามารถ
ยับยั งการเจรญิเติบโตของจุลินทรีย์ได้ สามารถป้องกันการเสียสภาพของโปรตีนได้ 
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อย่างไรก็ตามข้อด้อยที่พบคือ เนื่องจากความสามารถในการตกตะกอนโปรตีนดีมาก ท าให้
โปรตีนเกือบทุกชนิดตกตะกอนทีส่ภาวะสารละลายอิ่มตัว ดังนั นความบรสิุทธ์ิของโปรตีนเมื่อเทียบกับ
ก่อนการตกตะกอน (purification folds) มีค่าไม่สูงมากนัก ปกติจะมีค่าประมาณ 2-5 เท่า   การแก้ไข
ข้อบกพรอ่งนี สามารถท าให้ดีขึ นด้วยวิธีการที่เรียกว่า “ Salt fractionation of enzyme protein “    

การท า Salt fractionation ดังได้เกริ่นไว้แล้วในเรื่องข้อดอ้ยของการตกตะกอนเอนไซมเ์กลือ
แอมโมเนี่ยมซลัเฟตว่าความบริสทุธิของเอนไซม์ที่ไดเมื่อเทียบกับกอ่นการตกตะกอนมีค่าไม่มาก ปกติ
แล้วความบรสิุทธ์ิของเอนไซมเ์ราจะพจิารณาค่ากิจกรรมจ าเพาะ (Specific activity) ซึ่งหมายถึงค่า
กิจกรรมเอนไซม์ในสารละลายต่อปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรมั  ดังนั นในการตกตะกอนเอนไซม ์ หากมี
โปรตีนชนิดอื่นๆปะปนเข้ามามากก็จะท าให้ค่ากจิกรรมจ าเพาะมีค่าต่ าลง หลกัการท าก็คือการ
ตกตะกอนเอนไซม์โปรตีนด้วยเกลือเป็นช่วงๆ แล้วแยกตะกอนที่เกิดขึ นมาตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์ว่า 
ส่วนใหญ่ของกิจกรรมเอนไซม์อยู่ในช่วงใดของการตกตะกอน  การตกตะกอนด้วยเกลือวิธีนี จะท าให้ได้
เอนไซม์ทีม่ีความบริสทุธ์ิสูงขึ น 
 

2.1.2 การตกตะกอนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ (Organic solvent precipitation) 
เป็นการตกตะกอนเอนไซม์หรือโปรตีนด้วยตัวท าลายอินทรียท์ี่สามารถละลายรวมกับน  าได้ 

หรือที่เรียกว่า misible organic solvent ตัวท าละลายอินทรีย์กลุ่มนี ได้แก่ อะซิโตน (acetone) 
เอธานอล (ethanol) เมธานอล (methanol) และ บิวทานอล (butanol) เหล่านี เป็นต้น หลักการ
ตกตะกอนของโปรตีนก็เช่นเดียวกบั เกลือแอมโมเนี่ยมซลัเฟต โดยตัวท าละลายอินทรียซ์ึ่งเป็นตัวท า
ละลายที่มีขั ว สามารถละลายในน  าได้ จะแย่งจบักับโมเลกลุของน  าและในขณะเดียวกันก็มสี่วนในการ
ท าให้โมเลกุลของโปรตีนซึง่ปกตเิป็นโมเลกลุที่มปีระจุ กลายเป็นกลาง (neutralized protein) ส่งผลให้
เกิดการรวมตัวกันเองแล้วตกตะกอน วิธีการตกตะกอนเอนไซม์ด้วยตัวท าละลายอินทรียเ์หล่านี  ท าได้
โดยการค่อยๆ เติมตัวท าลายอินทรีย์ที่แช่เย็นแล้ว ลงในสารละลายเอนไซม์ที่แช่เย็นแล้วเช่นกัน ผสมให้
เข้ากัน จากนั นทิ งไว้ใหเ้ข้าสูส่มดลุที่ 0oC ประมาณ 15 นาที จากนั นน าไปเหว่ียงที ่5000 g นาน 15 นาที  
Wen และคณะ (1998) ได้ท าการตกตะกอนเอนไซม์ไซลาเนสจาก Trichosporon cutaneum SL409 
โดยการเตมิเอธานอลที่ท าให้เย็นที่ –20 องศาเซลเซียส ปรมิาตร 2.5 ลิตรลงในสารละลายเอนไซม ์20 
ลิตร จากนั นน าไปเหว่ียงเพื่อแยกตะกอนที ่12000 g 10 นาที ข้อควรระวังในการตกตะกอนด้วยตัวท า
ละลายอินทรีย์ คือ ตัวท าละลายอินทรียบ์างตัวเช่น อะซโิตนเป็นตัวท าละลายอินทรียท์ี่ค่อนข้างแรง 
ละลายน  าแล้วเกิดความรอ้นขึ น  (heat generation) ซึ่งอาจท าใหเ้กิดการเสียภาพของเอนไซม์ได้ การ
เติมตัวท าละลายอินทรียล์งไปในสารละลายเอนไซม์จงึต้องท าอย่างระมัดระวัง ทั งในเรื่องของอุณหภูมิ
และการผสมกันของตัวท าละลายอินทรีย์กบัสารละลายเอนไซม์ 
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2.1.3 การตกตะกอนโดยการความร้อน และการเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรดด่าง  
ในการใช้ความร้อนเพื่อตกตะกอนนั น ความจริงแล้วไม่ใช่วิธีตกตะกอนเพื่อแยกเอาโมเลกุล

ของเอนไซม์หรือโปรตีนที่เราต้องการออกมาแต่จะเป็นการตกตะกอนเพื่อแยกเอาโมเลกุลของโปรตีน
ชนิดอื่นออกจากเอนไซม์    เพราะเราทราบกันดีว่าความร้อนเป็นปัจจัยหนึ่งที่ท าให้เกิดการเสียสภาพ
ของโปรตีน  โดยเฉพาะโปรตีนที่ไม่ทนต่อความร้อน เมื่อได้รับความร้อน จะท าให้โครงร่างโปรตีน 
(Conformation) เสียไป กลายเป็นสายโพลีเปปไตด์ และตกตะกอนออกมาในที่สุด  การเสียสภาพของ
โปรตีนโดยความร้อนนั นจะคล้ายกันกับลักษณะไข่ขาวก่อนต้มกับภายหลังการต้มให้สุก  ดังนั นการ
ตกตะกอนโปรตีนด้วยความร้อนจึงมีข้อจ ากัดในการใช้  โดยใช้ได้เฉพาะกับโปรตีนที่ทนอุณหภูมิสูง
เท่านั น เช่น การท าบริสุทธ์ิของเอนไซม์ฟอสฟาเตสจากจลุินทรยี์ทนรอ้น  Thermotoga neapolitana  
ซึ่งใช้วิธีให้ความร้อนที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เพื่อตกตะกอนหรือท าลายโปรตีนอื่นที่ไม่ทน
ร้อน เป็นต้น  
 ในกรณีของการตกตะกอนเอนไซม์ด้วยกรด อาศัยหลักการที่ประจรุวมบนโมเลกลุของโปรตีน
จะมีค่าเป็น 0 โปรตีนอยู่ในสารละลายที่ค่า pH  เท่ากับค่า pI ณ จุดที่เราเรียกว่า Isoelectric point  
ดังนั นเราสามารถปรบั ค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายโปรตีน หลายๆค่า โปรตีนหลากหลายชนิด
ที่ละลายปะปนกันอยู่ จะค่อยๆ แยกตกตะกอนออกจากกันได้  เช่นเดียวกับการท า   
Salt fractionation   ในการปรบัค่าความเป็นกรด-ดา่งของสารละลายโปรตีนไม่ควรใช้กรดหรือดา่งแก ่
เพราะจะท าให้เกิดการเสียสภาพของเอนไซมท์ี่เราต้องการได้ กรดหรือด่างที่นิยมใช้เช่น Tris-acetate 
(ส าหรับ pH 5-5.8 ) lactic acid (ส าหรับ pH < 5) Diethanolamine (ส าหรบั pH 7-9) และ  Na2CO3 
(ส าหรับ pH 10.5) เป็นต้น  
 

2.1.4 การตกตะกอนด้วยสารโมเลกุลขนาดใหญ่ท่ีไม่มีประจุ (Non-ionic polymer 
precipitation) 

การตกตะกอนด้วยสารโมเลกลุขนาดใหญท่ี่ไม่มีประจุที่มรีายงานคือการใช้ polyethylene-
imine และ polyethylene glycol  แต่ที่กล่าวถึงกันมากคือ การตกตะกอนด้วยโพลีเอธิ-ลีนไกลคอล  
(polyethylene glycol, PEG) ซึ่งถูกเสนอเป็นครั งแรกในปี 1964  โดย Polson และคณะPEG เป็น
สารทีม่ีโมเลกุลขนาดใหญ่มสีูตรโครงสร้างดังแสดงในภาพที่ 36  หลักการของการตกตะกอนโปรตีนใน
ละลายของ PEG สามารถอธิบายได้ว่า ความมีขั วของ PEG อันเนื่องจาก OH group ท าให ้PEG สามารถ
ละลายน  าได้ และในขณะเดียวกัน ความมีขั วของ PEG จะท าให้ PEG สามารถจบักับโปรตีนได้ และจาก
โครงสร้างของPEG ซึ่งม ี OH group ทั ง 2 ข้าง ยังสามารถท าให้เกิดการเช่ือมไขว้ (cross-linking) 
ระหว่างโมเลกลุของโปรตีนสองสาย  ท าให้เกิดเป็นกลุ่มของโปรตีนขนาดใหญ่และเกิดการตกตะกอนใน
ที่สุด จากผลการศึกษาพบว่าค่า PEG โดยค่า pH และ  Ionic strength มีผลน้อยมากขนาดของ PEG 
ที่นิยมใช้คือ PEG4000–PEG6000 



92 

 
 
ภาพท่ี 36 แสดงโมเลกุลของโพลีเอทิลีนไกลคอล 
ที่มา : http://paxgroup.com/paxchem/images/polyethyleneglycol11.jpg   
  

ข้อดีของการตกตะกอนด้วย PEG สามารถสรปุได้ดังนี  คือ (1) ไม่ท าให้เกิดการเสียสภาพของ
เอนไซมห์รือโปรตีน ไม่ว่าจะเป็นที่ความเข้มข้นของ PEG สงูๆ หรือที่อุณหภูมิที่แตกต่างไปจากสภาวะ
ปกติก็ตาม (2) ใช้เวลาในการตกตะกอนน้อย (3) ในขณะที่มกีารเติมลงในสารละลายมีการเปลี่ยนแปลง
อุณหภูมิน้อยมาก  (4) ไม่เป็นสารพิษหรอืเป็นสารที่ติดไฟง่าย เช่นเดียวกับสารที่ใช้ตกตะกอนชนิดอื่นๆ 
เช่น  อะซิโตน เอธานอล  เป็นต้น (5) ภายหลักการตกตะกอนสามารถแยกออกได้ง่าย ส่วนข้อด้อยของ
การตกตะกอนด้วย PEG นั น จากแหล่งข้อมลูทีพ่ยายามรวบรวม ยังไม่พบรายงานเกี่ยวกบัข้อด้อยของ
การตกตะกอนด้วย PEG แต่อย่างไรก็ตามยงัไม่มีข้อมลูว่ามีการใช้ในการท าเอนไซม์ใหบ้รสิุทธ์ิในระดบั
อุตสาหกรรม เหตุผลน่าจะเนื่องมาจากต้นทุนเรื่องราคาของ PEG 
 

2. 2.  เทคนิคทางโครมาโตกราฟี 
 

2.2.1 โครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (Ion exchange chromatography) 
โครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ เป็นโครมาโตกราฟีที่ถือว่าธรรมดาที่สุด ในการท า

โปรตีนให้บริสุทธ์ิ การแยกโปรตีนหรือเอนไซม์โดยวิธีนี อาศัยคุณสมบัติการมีประจุบนโมเลกุลของ
เอนไซม์ ซึ่งเป็นผลมาจากกรดอะมิโนซึ่งเป็นหน่วยย่อยของโปรตีนหรือเอนไซม์นั่นเอง แต่อย่างไรก็ตาม
เนื่องจากโปรตีนมีคุณสมบัติเป็น Switterion ซึ่งมีประจุรวมบนโมเลกุลเป็นบวกหรือเปน็ลบก็ได้ ขึ นอยู่
กับ pH ของสารละลายทีโปรตีนหรือเอนไซม์นั นละลายอยู่  เช่นเดียวกับโปรตีนทั่วไป เอนไซม์ทุกชนิด
จะมีค่า Isoelectric point หรือเรียกสั นๆว่า pI ซึ่งหมายถึง ค่า pH ที่ท าให้ประจุรวมบนโมเลกุลของ
เอนไซม์มีค่าเท่ากับ 0 โดยถ้าหาก pH มากกว่า pI ประจุรวมบนโมเลกุลของโปรตีนจะมีค่าเป็นลบ  
และในทางกลับกันหากค่า pH ต่ ากว่า pI  ประจุรวมบนโปรตีนก็จะมีค่าเป็นบวก โดยหลักการแล้ว 
โปรตีนจะถูกชะผ่านตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุ (Ion exchanger) ซึ่งบรรจุอยู่ในคอลัมน์ โดยโปรตีนที่มี
ประจุเป็นลบจะจบักับตัวแลกเปลี่ยนประจุทีม่ีประจุเปน็บวก และในทางตรงข้ามโปรตีนที่มีประจุบวกก็
จะจับกับตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุที่ เป็นลบ โปรตีนส่วนที่ไม่จับกับตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุ 
(unbound protein) จะถูกชะออกจากคอลัมน์โดยสารละลายบัฟเฟอร์ หลังจากนั นจะท าการชะโปรตีน
โดยใช้ บัฟเฟอร์ที่มี Counter ion ผสมอยู่  Counter ion จะมีความสามารถในการแย่งกับตัวกลาง
แลกเปลี่ยนประจุ ท าให้เอนไซม์เป้าหมายหลุดออกมา 

OH – CH2 – CH2 – [CH2-CH2O] n – CH2 – CH2 – OH
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ชนิดของตัวกลางและเปลี่ยนประจุสามารถแบง่เป็น 2 ชนิดคือ  
1. ตัวกลางและเปลี่ยนประจลุบ (anion exchanger) เป็นสารตัวกลางที่ประจุเป็นบวกดังนั น

จึงมีคุณสมบัติที่จะจับกับโปรตีนหรือเอนไซม์ที่มีประจุรวมเป็นลบ ชนิดของตัวกลาง
แลกเปลี่ยนชนิดนี  เ ช่น  Diaminoethyl-cellulose (DEAE-cellulose)  และDEAE-
Sephadex  เป็นต้น 

2. ตัวกลางและเปลี่ยนประจุบวก (cation exchanger) เป็นสารตัวกลางที่ประจุเป็นลบ 
ดังนั นจึงมีคุณสมบัติที่จะจับกับโปรตีนหรือเอนไซม์ที่มีประจุรวมเป็นบวก ชนิดของ
ตัวกลางแลกเปลี่ยนชนิดนี  เช่น Carboxymethyl-cellulose (CM-cellulose) และ CM-
Sephadex  เป็นต้น  

 
เอนไซมจ์ะถูกชะโดยบบัเฟอรท์ี่ม ีcounter ion ผสมอยู่ ซึ่งมีมากมายหลายชนิด โปรตีนทีจ่ับ

บน DEAE จะถูกชะโดย counter ion ที่มีประจลุบ เช่น Cl- และ PO4
-3 เป็นต้น  และในท านองเดียวกัน 

โปรตีนทีม่ีจบับน CM จะถูกชะโดย counter ion ที่มปีระจบุวก เช่น Na+ NH4
+ และ K+ เป็นต้น ความ

แรงหรือความสามารถในการแย่งจบัของ counter ion  จะแตกต่างกันไป แล้วแต่ละชนิดของ counter 
ion ความแรงของ counter ion สามารถล าดับได้ดังนี  
Anion exchange:  Ag+ > Cs+ > K+ > NH4

+ > Na+ >H+ > Li + 
Cation exchange: I- > NO3

- > PO4
3- > CN- >Cl- > HCO3

- >HCO2
- > CH3COO- > OH- > F- 

 
รูปแบบของการชะ สามารถแบ่งเป็น 2 ประเภทคือ 

1. การชะแบบ Step gradient   
2. การชะแบบ Linear gradient 

 
ภาพท่ี 37 แสดงหลกัการชะแยกโปรตีนหรือเอนไซมท์ี่มีความแรงของประจุตา่งกัน โดยโครมาโตกราฟี
แบบแลกเปลี่ยนประจ ุ
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ภาพท่ี 38  แสดงหลักการจบัและการถูกชะโดย counter ion ของสารตัวกลางแลกเปลี่ยนประจ ุ
ที่มา : Burden and Whitney, 1958  
 

2.2.2 เจลฟิวเตรชั่น (gel filtration) 
เจลฟิวเตรช่ัน เป็นโครมาโตกราฟีที่สามารถแยกโมเลกุลของโปรตีนหรือเอนไซม์  โดยใช้ความ

แตกต่างของขนาดโมเลกุล (Molecular weight) จึงท าให้มีช่ือเรียกอีกช่ือหนึ่งว่า  Molecular sieve 
chromatography โดยหลักการแล้วจะอาศัยการเคลื่อนที่ของเอนไซม์ผ่านเจลที่มีลักษณะรูพรุน 
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เอนไซม์ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ขนาดของรูพรุนจะไม่สามารถเคลื่อนที่เข้าไปภายในรูพรุนของเจลได้ 
ดังนั นจึงไหลผ่านช่องว่างระหว่างเม็ดเจล จึงท าให้สามารถเคลื่อนที่ออกมาจากคอลัมน์ได้เร็วกว่า 
โปรตีนที่มีขนาดเล็ก ซึ่งจะเคลื่อนที่ผ่านเข้าไปในรูพรุน ท าให้อัตราการเคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ช้ากว่า 
(แสดงในภาพที่ 39) โดยหลักการนี ท าให้สามารถแยกโปรตีนหรือเอนไซม์ที่มีขนาดใหญ่ออกจากโปรตนี
หรือสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กได้  

 
 
ภาพท่ี 39 แสดงหลกัการแยกโปรตีนหรือเอนไซม์ขนาดต่างกัน โดยเจลฟิวเตรช่ัน 
ที่มา : Burden and Whitney, 1958        
 

2.2.3 ไฮโดรโฟบิคโครมาโตกราฟี (Hydrophobic chromatography) 
เป็นโครมาโตกราฟีอีกเทคนิคหนึ่ง  ที่นิยมใช้ในการแยกโปรตีนให้บริสุทธ์ิ โดยอาศัยหลักการ

ของการเกิด repulsion  ระหว่างสารประกอบที่ไม่มขัี ว (non-polar compound) และสภาพแวดล้อม
ที่เป็น Polar environment  เช่น น  า เป็นต้น  เมื่อเราเติม single Hygrophobic compound ลงไป  
จะเกิดแรงกระท าให้โมเลกุลของน  าเรียงตัวอย่างเป็นระเบียบ และท าให้เกิดช่องว่าง  เพื่อท าให้เกิดการ
ลด entropy ดังนั นเมื่อเติมสารที่เป็น non-polar compounds  ลงไปในน  า ก็จะเกิดการจับกลุ่มโดย
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อัตโนมัติ เนื่องมาจากแรง Hydrophobic interaction (แสดงหลักการท างานของ hydrophobic 
chromatography ในภาพที่ 5 

 
ภาพท่ี 40 แสดงหลกัการแยกโปรตีนหรือเอนไซม์โดย Hydrophobic chromatography 
ที่มา : Burden and Whitney, 1958 
 

2.2.4 อัฟฟินิตีโครมาโตกราฟี (Affinity chromatography) 
เป็นโครมาโตกราฟีที่มีความสามารถในการแยกโมเลกุลของโปรตีนสูงมาก ซึ่งเป็นที่ทราบกันดี

ว่าโปรตีนมีคุณสมบัติทั งทางเคมีและชีวภาพ หลักการอาศัยความสามารถในการจับกันอย่าง
เฉพาะเจาะจงระหว่างโปรตีนและเอนไซม์  
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ภาพท่ี 41 ความสัมพันธ์ระหว่างการแยกโปรตีนด้วย Affinity chromatography และ Elution 
profile 
 
3. การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ 
 

ภายหลังการผ่านขั นตอนการท าให้บริสทุธ์ิหลายๆขั น สามารถตรวจสอบความบรสิุทธ์ิของ
เอนไซม์ได้ โดยวิธีที่นิยมมากทีสุ่ดคือการท า SDS-PAGE 
 

3.1 SDS-PAGE 
 มีช่ือเต็มว่า Sosium dodecyl sulfate – polyacrylamide electrophoresis   เป็นวิธีการ
หนึ่งในการวิเคราะห์โปรตีน เพือ่เปรียบเทียบ หรือศึกษาวิเคราะห์ และทีส่ าคัญสามารถบอกความ
บรสิุทธ์ิของโปรตีนชนิดนั นได้ 
 อาศัยหลักการท าให้โมเลกุลของโปรตีนผ่านสารตัวกลางที่เป็น polyacrylamide gel  โดยมี
การใช้กระแสไฟฟ้าช่วย  โปรตีนจะเคลื่อนที่เพราะแรงทางไฟฟ้า ด้วยความเร็วที่แตกต่างกัน โปรตีน
ขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ได้เร็วกว่าโปรตีนขนาดใหญ่  Laemnli (1970) เป็นบุคคลแรกที่มีการประยุกต์ใช้   
SDS กับ polyacryamide gel electropgoresis SDS จะจับกับส่วนที่เป็น Hydrophobic part ของ
โปรตีน แล้วท าให้โปรตีนคลายตัวกลายเป็นเส้นตรง ดังนั นความยาวของโปรตีนจะแปรตรงกับขนาด
ของโมเลกุล 
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3.2 Polyacryamide gel  
 Polyacryamide gel เป็นเจลที่เกิดจากการ copolymerization ของ acrylamide 
monomer (CH2 = CH-CO-NH2) และ N, N – methylene bis crylamide (CH2 = CH – CO-NH-
CH2) ซึ่งจะท าหน้าที่เป็น cross linking agent การเกิดโพลเิมอร์จะถูกกระตุ้นโดย Free radical ที่เกิด
จาก ammonium persulfate (initiator) และม ีTetramethyl ethylene diamine (TEMED) เป็น
ตัวเร่งปฏิกริิยา 

           
ภาพท่ี 42 แสดงส่วนโครงสร้างของโพลอีะครลิเอไมด์ (A) และลกัษณะการเกิดการ Cross-linking ของ  
acryamide  และ N, N’-methylene-bis-acryamide (B) 
ที่มา : http://web.siumed.edu/~bbartholomew/images/chapter6/F06-19.jpg 

 

 
ภาพท่ี 43 การวิเคราะห์ความบริสทุธ์ิของโปรตีนโดย SDS-PAGE 
ที่มา: http://web.chemistry.gatech.edu/~williams/bCourse_Information/4581/techniq -
ues/gel_elect/gel.jpg 

http://web.chemistry.gatech.edu/~williams/bCourse_Information/4581/techniq%20-ues/gel_elect/gel.jpg
http://web.chemistry.gatech.edu/~williams/bCourse_Information/4581/techniq%20-ues/gel_elect/gel.jpg
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4. ปัจจัยท่ีมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ (ปราณี, 2543; พัชรา, 2541) 
 

แม้เอนไซมจ์ะสามารถช่วยเร่งปฏิกริิยาเคมีให้เร็วขึ น และบางครั งอัตราเร็วของปฏิกริิยาอาจจะ
สามารถเพิ่มขึ นได้ถึง กว่า 108-1010 เท่า เมื่อเทียบกับปฏิกิรยิาที่ไม่มีเอนไซม์  แต่เอนไซม์คือโปรตีน จึง
มีข้อจ ากัดหลายประการในการท างาน กล่าวคือเมื่อใดก็ตามที่โครงรปู (Conformation) ของเอนไซม์
เปลี่ยนแปลงไปหรือเกิดการเสียสภาพ (Denaturation) ก็จะท าใหรู้ปร่างบรเิวณแอคทีพไซทเ์ปลี่ยนไป
ด้วยเช่นกัน ดังนั น ประสทิธิภาพการท างานของเอนไซม์ก็จะลดลง โดยปจัจัยที่ท าให้โครงรูปของ
เอนไซมเ์ปลี่ยนแปลงไปนี  ได้แก ่

 
4.1 ความร้อน (Heat)  

 โดยปรกติแล้วเมือ่เพิม่อุณหภูมิให้แก่ปฏิกริิยาเคมี กจ็ะพบว่าอัตราเร็วของปฏิกริิยามักจะ
เพิ่มขึ น ซึ่งรวมถงึปฏิกริิยาที่เร่งโดยเอนไซม์ด้วย เนื่องจากความร้อนจะช่วยให้สารตั งต้นมีพลังงานสงูขึ น
และเพียงพอที่จะอยู่ในสภาพเปลี่ยน (Transition state) เพื่อเกิดเป็นผลิตภัณฑ์ได้เร็วขึ น แต่เนื่องจาก
เอนไซม์มโีครงสร้างมาจากสายของโปรตีน (Polypeptide) ที่ม้วนพับเป็นก้อน (Globular protein) ซึ่ง
ความร้อนที่มากเกินไปจะท าให้ก้อนโปรตีนนี เกิดการคลายตวั ดังนั นบรเิวณแอคทีพไซท์จะมรีูปร่างที่
เปลี่ยนแปลงไป จงึไมส่ามารถเรง่ปฏิกิริยาได้อกีต่อไป เรียกว่าเอนไซมเ์กิดการเสียสภาพ (Denature) 
อย่างไรก็ตาม เอนไซม์แต่ละชนิดสามารถท างานได้ดีที่อุณหภูมิแตกต่างกัน เช่น เอนไซม์ในระบบ
ทางเดินอาหารของมนุษย์ส่วนใหญ่ท างานได้ดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในขณะที่เอนไซม์จาก
แบคทีเรียบางชนิดสามารถท างานได้ดีที่อุณหภูมสิูงถึง 72 องศาเซลเซยีสได้ กล่าวคือเอนไซม์แต่ละชนิด
มีโครงสร้างทีส่ามารถทนต่อความร้อนได้แตกต่างกัน 
 
 4.2 ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
 การเปลี่ยนแปลงของค่า pH มีผลต่อประจุรวมบนโมเลกุลของโปรตีน ซึ่งรวมไปถึงประจุบริเวณ
ร่องแอคทพีไซท์ด้วย เมื่อประจเุปลี่ยนแปลงไป ก็จะท าให้โครงรูปของก้อนโปรตีนเกิดความเสียหาย
เช่นเดียวกัน ผลที่ตามมาจึงคล้ายกับกรณีของผลกระทบจากความร้อน  
                                   

4.3 ความเข้มข้นของสารตั้งต้น (Substrate concentration) 
อัตราเร็วของปฏิกริิยาที่มเีอนไซมอ์ยู่จะขึ นกบัความเข้มข้นของสารตั งต้น  โดยเมื่อเพิม่ความ

เข้มข้นสารต้นต้นจะท าให้อัตราเร็วของปฏิกิริยาเพิ่มขึ นตามไปด้วย เพราะเอนไซม์สามารถจับกบัสารตั ง
ต้นและเร่งปฏิกิริยาได้มากขึ น แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารตั งต้นจนถึงจุดหนึ่งแล้ว กลบัพบว่า
อัตราเร็วของปฏิกริิยาจะเริม่คงที่ ทั งนี เนื่องจากเอนไซม์มจี านวนจ ากัด ดังนั นอัตราการเรง่ปฏิกริิยาจึง
ยังคงเท่าเดิมแมจ้ะเพิ่มปริมาณสารตั งต้นเข้าไปอีกก็ตาม นอกจากนี ยงัพบว่าบางครั ง หากเพิ่มปรมิาณ
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สารตั งต้นเข้าไปมากเกินไป กจ็ะเป็นการขัดขวางการท างานของเอนไซม์ ท าให้อัตราเร็วของปฏิกริิยา
ลดลงได ้
 

4.4 ความเข้มข้นของเอนไซม์ (Enzyme concentration) 
สามารถอธิบายได้เช่นเดียวกับผลของความเข้มข้นของสารตั งต้น คือเมื่อเพิม่ปริมาณเอนไซม์

แล้ว อัตราเร็วของปฏิกริิยาก็จะเพิม่ขึ นได้ แต่ถ้ามีเอนไซม์มากเกินไป กอ็าจจะขัดขวางการท างานกันเอง 
ท าให้อัตราการเร่งปฏิกิริยาลดลง  

 
4.5 โคแฟกเตอร์ (Cofactor) 
เอนไซมห์ลายชนิด มีโครงสร้างที่ยงัไม่พรอ้มทีจ่ะท างานได้ จ าเป็นต้องอาศัยโมเลกลุอื่นๆ ที่

ไม่ใช่โปรตีนมาเข้าร่วมเพือ่ใหส้ามารถท างานได้ โมเลกุลที่กล่าวถึงนี เรียกว่า โคแฟกเตอร์ ยกตัวอย่าง
เช่น Fe, Zn, Mn, Cu และ วิตามิน เช่น ไบโอติน ไรโบฟลาวิน และกรดโฟลิก เป็นต้น กรณีของโคแฟก
เตอร์ทีม่ีโครงสร้างเป็นสารอินทรีย์ (เช่น วิตามินต่างๆ) เราจะเรียกว่า โคเอนไซม์ (Coenzyme)  
 

4.6 ตัวยับยั้ง (Inhibitor) 
สารบางชนิดมีโครงสร้างคล้ายกับสารตั งต้นของเอนไซม์ จึงสามารถเข้าจับบรเิวณแอคทีพไซท์

ของเอนไซม์ได้เช่นเดียวกัน ท าให้เอนไซม์ไมส่ามารถจับกับสารตั งต้นเพื่อเรง่ปฏิกริิยาผลิตผลิตภัณฑ์ได้ 
อัตราเร็วของปฏิกริิยาก็จะลดลงหรืออาจไมเ่กิดเลยกเ็ป็นได ้ เรียกสารดังกล่าวว่า “ตัวยับยั ง” หรอื
บางครั ง ตัวยับยั งก็ไม่จ าเป็นต้องมรีูปร่างคล้ายกับสารตั งต้นเสมอไป แต่สามารถเข้าจบัเอนไซม์ทีบ่รเิวณ
อื่นๆ ส่งผลให้รปูร่างแอคทีพไซท์เปลี่ยนแปลงไป และเอนไซม์ก็จะไมส่ามารถจบักับสารตั งต้นได้อีก 
                                                                                   
5. จลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ (ที่มา: lms.mju.ac.th/courses/909/locker/บทที่%205.doc)   
 
 จลนพลศาสตร์ของเอนไซม์หมายถึง การศึกษาเกี่ยวกับความเร็วของปฏิกิริยาโดยรวมกลไกใน
การท างานของเอนไซม์และปัจจัยที่มีผลต่ออัตราเร็วของปฏิกิริยา อัตราเร็วของการเกิดปฏิกิริยาดังเช่น
ภาพที่ 44  จะพบว่าเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของซับสเตรทในระยะเริ่มต้นอัตราเร็วของปฏิกิริยาจะเพิม่ขึ น    
แต่เมื่อถึงความเข้มข้นของซับสเตรทระดับหนึ่งจะได้อัตราเรว็สูงสุด (Vmax) และหากเพิ่มปริมาณซับสเต
รทต่อไปอีกอัตราเร็วของปฏิกิริยาจะคงทีจ่ะไม่เพิ่มขึ นดังกราฟภาพที่ 44 ทั งนี  ความสัมพันธ์ในรูปกราฟ
ไฮเพอร์โบลานี  ปฏิกิริยาในสมการที่ 1 อธิบายได้ว่า การรวมตัวระหว่างซับสเตรทและเอนไซม์เป็น
สารประกอบเชิงซ้อนนั น เป็นปฏิกิริยาย้อนกลับและเกิดอย่างรวดเร็วได้ ต่อมามีการเปลี่ยนไปเป็น
ผลิตภัณฑ์เกิดปฏิกิริยาช้ากว่าในขั นตอนแรก  
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จากความสัมพันธ์ในการเกิดปฏิกริิยาดังกล่าวมิเคลิส (Mihaelis) และเมนเทน (menten)ได้
เขียนความสัมพันธ์เป็นสมการมิเคลิส-เมนเทน ได้ดังนี คือ 
            Vmax [S0]                                                               (1) 

                              Km + [S0] 
          
   Vo   = อัตราเร็วของปฏิกิริยาเริม่ต้น 

 Vmax  =  อัตราเร็วของปฏิกิริยาเมื่อเอนไซมจ์ับตัวกบัซับสเตรทจนอิ่มตัว  
                   
ค่าคงที่ของ Michaelis  ซึ่งกรณีของการเกิดปฏิกิริยาดังสมการที่ 1 จะมีค่าเท่ากับ 
   Km  = (k-1  + k2/k1) 
   [So]  =  ความเข้มข้นของซับสเตรทเริม่ต้น 
 
ต่อมาได้มีการปรับรูปกราฟไฮเพอร์โบลา ให้เป็นกราฟเส้นตรง แบบของไลน์วีเวอร์ -เบอร์ค 

(Linewever Berk) หรือแบบของ เฮนส์-วูลฟ์ (Hane Woolf)   เพื่อสะดวกในการประเมินค่าความเร็ว
สูงสุด และค่า Km ซึ่งแบบแรกนั นเป็นกราฟระหว่างค่า  1 /V0  และ 1/S0     ต้องเลือกใช้ช่วงความ
เข้มข้นของซับสเตรทใกล้เคียงกับค่า Km คือประมาณ 0.33-2.0 Km  ทั งนี เพราะถ้าใช้ความเข้มข้นที่มี
ค่าสูงเมื่อเทียบกับค่า Km    จะได้กราฟเส้นตรงที่มีค่าความชันเกือบเท่าศูนย์   ท าให้ได้    Km ที่
คลาดเคลื่อน ส่วนกราฟเส้นตรงแบบของเฮนส์-วูลส์ ดังภาพที่ 45 เป็นกราฟระหว่างค่า [So] /Vo และ
ค่า [So] ซึ่งจะดีกว่ากราฟของไลน์วีเวอร์-เบอรค์ ตรงที่ค่าผิดพลาดของ [So] /Vo จะสะท้อนถึงความ
ผิดพลาดของ Vo อย่างแท้จริงไม่ว่าจะใช้ความเข้มข้นของซับสเตรทต่ าหรือสูงก็ตาม โดยดูได้จากขนาด
ของบาร์ (bar I)  ที่แสดงในรูปในการท ากราฟชนิดนี ต้องเลือกใช้ความเข้มข้นของซับสเตรทเช่นเดียวกนั
เพราะถ้าใช้ซับสเตรทที่มีความเข้มข้นต่ าเมื่อเทียบค่า Km จะได้กราฟที่เกือบอยู่ในแนวนอน แต่ถ้าซับส
เตรทมีความเข้มข้นสูงเมื่อเทียบกับค่า Km จะได้กราฟเส้นตรงที่ตัดแกนทั งสอง ตรงบริเวณที่ใกล้
จุดเริ่มต้น (origin) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Vo  = 
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ภาพท่ี 44  ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของซับสเตรทและอัตราเร็วเริม่ต้นของการเกิดปฏิกิริยา
ในปฏิกิริยาทีเ่รง่ด้วยเอนไซม ์
ท่ีมา : http://biology-forums.com/index.php?action=gallery;sa=view;id=10984 

 
 

ภาพท่ี 45   กราฟของเฮนส์-วูลฟ์ แสดงความสมัพันธ์ระหว่างค่า [So]/Vo กับ [So]   บาร์ (I) แทนขนาด

ของความผิดพลาดของ Vo ที่มีค่าเท่ากับ   0.05 Vmax 
ท่ีมา : พัชรา, 2541. 
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วัสดุและอุปกรณ์ 
 
1. เชื้อจุลินทรีย์  
 Bacillus subtilis MR10 
 
2. อาหารเลีย้งเชื้อ 

อาหารเลี ยงเชื อสูตร Nutrient broth ยี่ห้อ Himedia®  
 
3. น้ ายางพารา 
 น  ายางพาราข้น 60% DRC ชนิด high ammonia  
 
4. สารเคม ี
                ยี่ห้อ 
Casein from bovine milk 
Albumin from chicken white egg 
Tyrosine 
K2HPO4 
KH2PO4 
Trichloroacetic acid (CCl3COOH) 
Sodium carbonate (Na2CO3) 
Folin-ciocalteau reagent 
Sodium hydroxide (NaOH) 
Copper sulphate (Cu2SO4.5H2O) 
Potassium sodium tartrate tetra hydrate (NaKC4H4O6.4H20) 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) 
HCl 
Sodium Dodecyl Sulfate  
Tris 
Skim milk 

FLUKA 
SIGMA 
MERCK 
MERCK 

SCHARLUA 
MERCK 
MERCK 
MERCK 

J.T BAKER 
AJAX 

MERCK 
MERCK 

LAB SCAN 
BIO BASIC 

Research Organics 
MERCK 

Aluminium sulphate octadecahydrate Loba 
Ethanol Merck 
Folin-ciocalteau’s phenol Merck 
Glycerol Carlo Erba 
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Hydrochloric acid Carlo Erba 
Methanol Loba 
Sodium hydroxide Merck 
Sodium carbonate Merck 
Sodium potassiumtartrate Fisher 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane Merck 
GBX DEV/REPL Kodax 
GBX Fix/REPL Kodax 

 
5. อุปกรณ์          ยี่ห้อ 

เครื่องเขย่าชนิดแบบควบคุมอุณหภูมิได้  
ตู้เข่ียเชื อ (Laminar airflow) 
ตู้บ่มเชื อจุลินทรีย์ (Incubator) 
เครื่องปั่นเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิแบบตั งโต๊ะ 
เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
เครื่องกวนสารแบบใช้ความร้อน (Hot plate stirrer) 
ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) 
เครื่องช่ัง 2 ต าแหน่ง  
เครื่องช่ัง 4 ต าแหน่ง 
อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
เครื่องท าแหง้แบบเยือกแข็ง (Freeze dryer) 
เครื่องกลั่นระเหยแหง้ (Rotary evaporator) 
Biofermentor 20 ลิตร 
ถังหมัก stirred tank bioreactor ขนาด 50 ลิตร 
ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 ml 
หลอดปั่นเหว่ียง (Centrifuge tube) ขนาด 50 ml 
ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask)  
ขวดดูแรน (Laboratory bottle) ขนาด 500 ml, 1000 ml 
กระบอกตวง (Erlenmeyer flask) ขนาด 50 ml, 500 ml, 1000 
ml 
หลอดทดลอง (Test tube) 
จานเพาะเลี ยงเชื อ (Petri dish) 

RATEK 
FLUFRANCE 

MEMERT 
HETTICH  ZENTRIFUGER 
SPECTRONIC GENESYS 5 

CLIFTON CERASTIR 
BINDER 

VORTEX GENIC 2 
METTLER TOLEDO 
METTLER TOLEDO 

MEMMERT 
DURA-DRY 

BU CHI 
NALGENE 
Applicon 

PYREX 
CORNING 

PYREX 
DURAN 
PYREX 
PYREX 
PYREX 

AMERSHAM 
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วิธีการทดลอง  
 
1. การเตรียมกลา้เชื้อแบคทีเรีย และการผลิตเอนไซม์ 
 เตรียมกล้าเชื อโดยการถ่ายเชื อ Bacillus subtilis MR10 จาก stock culture ลงในอาหาร
เหลว nutrient broth (NB) ปริมาตร 100 มิลลลิิตร ให้อากาศโดยท าการเพาะเลี ยงบนเครื่องเขย่าที่
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เลี ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั นถ่ายกล้า
เชื อลงในอาหาร NB หรือสูตรกากถ่ัวเหลือปรบัปรุง ปริมาตร 3.5 ลิตรทีบ่รรจุในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
เลี ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ให้อากาศ 1 vvm อัตราการกวน 200 รอบต่อนาที เกบ็ตัวอย่างน  า
เลี ยงทุก 3 ช่ัวโมง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจวัดค่ากิจกรรมเอนไซม์ตามวิธีของไพโรจน์ (2552) เมือ่เลี ยง
แบคทีเรียครบ 24 ช่ัวโมง เก็บเกี่ยวผลผลิตเอนไซมโ์ดยการเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนของสารละลายใสเพื่อตรวจสอบค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ และใช้เป็นเอนไซมห์ยาบในการทดลองขั นต่อไป  
 
2. ศึกษาการท า Salt fractionation (Deutscher, 1990) 
 น าส่วนของสารละลายเอนไซม์ที่ผ่านการแยกเซลล์ออกแล้วมาศึกษาถึงการตกตะกอนเอนไซม์
ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ช่วงความเข้มข้นอิ่มตัวของเกลือแอมเนียมซัลเฟต 20-40, 40-60, 60-
80% แยกตะกอนด้วยการเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่
เหมาะสม จากนั นน าไปท าไดแอไลซีสเพื่อก าจัดเกลือออกจากสารละลายเอนไซม์ด้วยบัฟเฟอร์โซเดียม
ฟอสเฟตความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.5 จนกว่าจะเกิดสมดุลระหว่างเอนไซม์และบัฟเฟอร์  
ตรวจสอบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ของแต่ละช่วงการตกตะกอน คัดเลือกช่วงของการตกตะกอนด้วย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ท าให้ได้ปริมาณค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุด 
 
3. การท าบริสุทธิ์โดยคอลัมน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) (Deutscher, 1990) 
 เตรียมคอลัมนท์ี่บรรจุ CM-sephadex C-50 ที่ท าใหส้มดลุดว้ยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตความ
เข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.5 จากนั นผ่านเอนไซม์เข้าสูค่อลัมน์ด้วยอัตราเร็ว 1 มิลลิลิตรต่อนาที ชะ
โปรตีนที่ไม่จบักับ CM-sephadex C-50 ด้วยบัฟเฟอร์ชนิดเดิม แล้วเริม่ชะเพือ่เกบ็เอนไซม์โปรตเิอ
สสารละลายเกลอืโซเดียมคลอไรด์ในบัฟเฟอร์ที่ใช้ ความเข้มข้น 0.1-0.5 โมลาร์ ส าหรบัการท าบริสทุธ์ิ
ขั นตอนนี จะเกบ็เอนไซม์ในหลอดๆ ละ 20 มิลลลิิตร ซึ่งนับเป็น  1 แฟร็กช่ัน (fraction) เพื่อวิเคราะห์
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์และวัดปริมาณโปรตีด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโน
เมตร (A280) แล้วสร้างโครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธ์ระหว่างกจิกรรมของเอนไซม์โปรติเอสและค่า 
A280 กับจ านวนแฟรก็ช่ัน ท าการรวมแฟร็กช่ันที่มีพบค่ากิจกรรมของเอนไซมท์ี่ให้มีค่ากจิกรรมจ าเพาะ
สูงทีสุ่ดเข้าด้วยกัน และท าการก าจัดเกลอืโซเดียมคลอไรด์ด้วยวิธีการผ่านเยื่อกรองขนาด 10 กิโลดาล
ตัน และล้างด้วยบัฟเฟอร์ชนิดเดมิ โดยเอนไซมท์ี่สนใจจะไมส่ามารถผ่านเยื่อกรองได้ ด้วยวิธีนี จะท าให้
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เอนไซม์มีความเข้มข้นขึ นและสามารถลดความเข้มข้นของเกลือได้ น าเอนไซม์ทีเ่ข้มข้นแล้วผ่านคอลัมน์
ที่บรรจุ Sephacryl S-100 ท าให้สมดลุด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตความเข้มข้น 20 มิลลโิมลาร์ พีเอช 
7.5 และค่อยๆ ชะเอาโปรตีนอื่นออก รวมถึงเอนไซม์โปรติเอสด้วยบัฟเฟอร์ชนิดเดิมด้วยอัตราเร็ว 0.5 
มิลลิลิตรต่อนาที จนกว่าจะพบค่ากจิกรรมของเอนไซม์ เทคนิคนี จะเกบ็สารละลายที่ชะออกมาแฟร็กช่ัน
ละ 2 มิลลิลิตร เพื่อวิเคราะห์ค่ากจิกรรมของเอนไซม์และวัดปริมาณโปรตีด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (A280) แล้วสร้างโครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธ์ระหว่างกจิกรรม
ของเอนไซม์โปรติเอสและค่า A280 กับจ านวนแฟร็กช่ัน พร้อมกับการตรวจสอบความบริสทุธ์ิของ
เอนไซม์ในแต่ละแฟรก็ช่ันด้วยใช้ SDS-PAGE 
 
4. ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ โดย Sodium Dodecyl Sulfate – Polyacryamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE)  

ใช้วิธีของ Kanpiengjai และคณะ (2015) โดยใช้เจลอะครลิาไมด์ความเข้มข้น 12% ในการ
แยกชนิดและตรวจสอบความบรสิุทธ์ิของโปรตีน 
 
5. ศึกษาสมบัติของเอนไซม์ 
 

5.1 การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์และเสถียรภาพของเอนไซม์ 
วัดค่ากิจรรมของเอนไซม์โปรตเิอสตามวิธีมาตรฐานส าหรับวิเคราะห์ค่ากิจกรรม (พีเอช 7.5 

เวลา 10 นาที) โดยใช้อุณหภูมิ 20-65 องศาเซลเซียส แล้ววิเคราะห์ค่าร้อยละกจิกรรมสัมพทัธ์ (%
relative activity) อุณหภูมิที่ให้ค่ากจิกรรมของเอนไซมส์ูงสดุคิดเป็น 100% ส าหรับผลของอุณหภูมิต่อ
เสถียรภาพของเอนไซม์ สามารถท าได้โดยการน าเอนไซมบ์่มที่อุณหภูมิ 20-65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 ช่ัวโมง หลังจากนั นท าให้เย็นภายใต้อุณหภูมิน  าแข็งแล้วจงึวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ น าค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ที่ได้เปรียบเทียบกบัค่ากิจกรรมที่มอียู่ตอนเริ่มตน้ (คิดเป็น 100%) และค านวณหาค่าร้อย
ละกจิกรรมสัมพทัธ์ (%relative activity)  

5.2 การหาพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์และเสถียรภาพของเอนไซม์ 
วัดค่ากิจรรมของเอนไซม์โปรตเิอสตามวิธีมาตรฐานส าหรับวิเคราะห์ค่ากิจกรรม (อุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที) ภายใต้ระบบบัฟเฟอร์ที่มพีีเอช 3-10 แล้ววิเคราะห์ค่าร้อยละกจิกรรม
สัมพัทธ์ (%relative activity) พีเอชที่ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดคิดเป็น 100% ส าหรับผลของพี
เอชต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ สามารถท าได้โดยการน าเอนไซมบ์่มกบัเคซีนที่มีพเีอชแตกต่างกัน
ระหว่าง 3-10 ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั นวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ น าค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ที่ไดเ้ปรียบเทียบกับค่ากจิกรรมที่มีอยู่ตอนเริม่ต้น (คิดเป็น 100%) และค านวณหา
ค่าร้อยละกิจกรรมสมัพัทธ์ (%relative activity) 
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5.3 การตรวจสอบผลของไออนและสารเคมีบางชนิดต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 
วัดค่ากิจรรมของเอนไซม์โปรติเอสตามวิธีมาตรฐานที่มีไอออนและสารเคมีบางชนิดความ

เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ได้แก่ KCl LiCl NaCl AgNO3 NiCl2 FeCl2 MgSO4 Pb(NO3)2 CaCl2 MnCl2 
CuSO4 HgCl2 CoCl2 BaCl2 AlCl3 EDTA SDS และ Mercaptoethanol ค านวณค่าร้อยละกิจกรรม
สัมพัทธ์ของเอนไซม์โดยเปรียบเทียบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ไม่เติมไอออนหรือสารเคมี 

5.4 การวิเคราะห์ความจ าเพาะของเอนไซม์กับซับสเตรทและค่าทางจลนพลศาสตร์ของ
เอนไซม์ 

วัดค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสตามวิธีมาตรฐานโดยใช้ซับสเตรทที่แตกต่างกันได้แก่ เคซีน 
เจลาติน และอัลบูมิน ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร วิเคราะห์ความจ าเพาะของเอนไซม์ต่อซบัส
เตท โดยแสดงเป็นค่ารอ้ยละกิจกรรมสัมพัทธ์เปรียบเทียบกบักิจกรรมของเอนไซม์เมือ่ท าปฏิกริิยากับเค
ซีน ส าหรับการวิเคราะห์ค่าทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ท าได้โดยวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติ
เอสตามวิธีมาตรฐานโดยแปรผันความเข้มข้นของเคซีให้อยู่ในช่วง 5-30 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร น าค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ทีได้วิเคราะหห์าค่าทางจลนพลศาสตร์ Km และ Vmax ของเอนไซม์ด้วยโปรแกรม 
Sigma plot เวอร์ช่ัน 12.0 ซึ่งเป็นไปตามสมการของ Lineweaver-Burk ดังนี  

 

                    
 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด rubber elongation 
factor ด้วยเทคนิค dot blot  

6.1 การเตรียมน  ายางพาราโปรตีนต่ าส าหรบัใช้ในงานวิจัย ผสมน  ายางพาราสดกบัน  ากลั่นใน
สัดส่วน 1 ต่อ 1 จากนั นเติมโปรตเิอสในสัดส่วนโปรตเิอส 500 ยูนิตต่อน  ายางพารา 100 ml พร้อมทั ง
เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซลิิน ใหม้ีความเข้มข้นสุดท้าย 1 ไมโครกรัมตอ่มลิลลิิตร น าไปบ่มบนเครื่องเขย่า
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 12 ช่ัวโมง  

6.2 การเตรียมตัวอย่างส าหรับวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ น าน  ายางพาราโปรตีนต่ ามาปั่นเหว่ียงที่
ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที จากนั นดูดเฉพาะส่วนของเหลวชั นกลางออกมาก 
ใช้ของเหลวดังกล่าวเป็นตัวอย่างของซรีั่มในการวิเคราะห์หาโปรตีนภูมิแพ้ต่อไป 

6.3 การเตรียมตัวอย่างซีรัม่บน PVDF membrane ท าการแช่ PVDF membrane ในเมทา
นอลเป็นเวลา 5 นาที และน าไปแช่ใน Transfer buffer อย่างน้อย 15 นาที หลังจากนั นท าการหยด
ตัวอย่างซีรั่ม 2 ไมโครลิตร ลงบนแผ่น membrane และรอจนกระทั่งแห้ง   

6.4 การบ่มซีรัม่ร่วมกบัแอนติบอดี  น า PVDF จากข้อ 6.3 มาล้างด้วย TSB buffer นาน 10 
นาที 2 ครั ง ครั งละประมาณ 10-15 ml บ่มต่อด้วย non-fat milk ความเข้มข้น 4 เปอรเ์ซ็นต์ 1 ช่ัวโมง 
จากนั นจงึน าแผ่น PVDF ไปบ่มร่วมกับ Anti-latex antigen monoclonal antibody แต่ละชนิด 
(อัตราการเจือจาง 1: 10,000 in 4% non-fat milk) เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง เมื่อครบก าหนดเวลา ให้ล้าง 
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PVDF ด้วย TBST buffer 3 ครั ง ครั งละประมาณ 15 นาที และล้างด้วย TSB buffer อีก 1 ครั ง ต่อไป
ให้น าแผ่น PVDF ดังกล่าวมาบ่มร่วมกับ Goat anti-mouse IgG HRP (อัตราการเจือจาง 1:10,000 in 
4% non-fat milk) เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ล้างแผ่น PVDF เช่นเดิมด้วย TBST และ TSB buffer  

6.5 การตรวจสอบผล น าแผ่น PVDF นี ไปท าปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจสอบชนิด 
chemiluminescent detection kit (Pierce, super signal Chemiluminence) 5 นาที จากนั น
เตรียมสารเคมสี าหรับล้างฟลิ์มโดยผสมน  ากลั่นกับสารละลาย Fixer ในอัตราส่วน 4:1 และผสมน  ากลั่น
กับสารละลาย Developer ในอัตราส่วน 4:1 เช่นเดียวกัน น าแผ่น PVDF มาประกบลงบนแผ่นฟลิ์ม X-
ray ในที่มืดเป็นเวลา 5-60 นาที หรือข้ามคืน ขึ นกับกรณีแล้วล้างฟลิ์มโดยแช่แผ่นฟิลม์ในสารละลาย 
Fixer เป็นเวลา 30 วินาที และแช่ในสารละลาย Developer เป็นเวลา 30 วินาที จากนั นล้างด้วยน  า
สะอาดอย่างรวดเร็ว ผึ่งแผ่นฟิล์มให้แหง้ แล้วสังเกตแถบสีด าที่เกิดขึ น 
 
7. สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 
 
*หมายเหต:ุ ในการศึกษาเชิงปริมาณ ได้มีการทดลอง 3 ซ  า จากนั นหาค่าเฉลี่ยและค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



109 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
 
1. การเลีย้งแบคทีเรีย B. subtilis MR10 เพ่ือผลิตเอนไซม์ 

พบว่าสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชื อแบคทีเรียชนิดนี จากถังหมักแบบกวนผสมได้ โดย
สามารถผลิตเอนไซมเ์ท่ากบั 22 ยูนิตต่อมิลลลิิตร หลงัการเพาะเลี ยงเป็นเวลา 18 ช่ัวโมง ซึ่งเพียงพอใน
การน ามาใช้ศึกษาครั งนี  สารละลายเอนไซม์ที่ได้มลีักษณะสีอมเหลืองและไม่มีความขุ่น แต่อย่างไรก็
ตาม สารละลายเอนไซมท์ี่ผลิตได้นี จ าเป็นต้องน าไปผ่านขั นตอนการท าให้บริสทุธ์ิและเข้มข้นขึ น เพื่อ
สามารถศึกษาคุณสมบัติด้านอื่นๆ ของเอนไซม์ต่อไป  
 

 
ภาพท่ี 46 ความสัมพันธ์ระหว่างกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสและเซลล์ของ B. subtilis MR10 เมื่อ
เลี ยงในอาหาร nutrient broth ที่ 37 องศเซลเซียส 
 
2. การท าบริสุทธิ์เอนไซม ์

ผลการท าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรติเอสทีผ่ลติจากแบคทีเรยี B. subtilis MR10 โดยการตกตะกอน
เอนไซม์โดยวิธีตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตแบบล าดับส่วน ( salt fractionation) พบ
กิจกรรมของเอนไซม์ปริมาณมากกว่า 60% ในช่วงการใช้เกลือความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟ
ตระหว่าง 40-80% ทั งนี  หากเลือกตกตะกอนที่ความเข้มข้นต่ ากว่า 40% จะท าให้ได้เอนไซม์เพียง 4% 
เท่านั น และหากใช้ความเข้มข้นมากกว่า 80% ก็เป็นการสิ นเปลืองและยังพบว่ามีโปรตีนชนิดอื่น
ตกตะกอนลงมาเพิ่มด้วย ส่งผลต่อความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ที่ผลิต จึงเลือกใช้วิธีดังกล่าวในการท า
บริสุทธ์ิเอนไซม์ในขั นต้น ตารางที่ 14 ตารางสรุปผลการท าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis 
MR10 เริ่มท าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรติเอสด้วยกิจกรรมของเอนไซม์อย่างหยาบจ านวน 44,500 ยูนิต ซึ่งมี
กิจกรรมจ าเพาะเท่ากับ 148.3 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ภายหลังจากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟต ท าให้ได้เอนไซม์ที่บริสุทธ์ิเพิม่ขึ นเพียง 1.1 เท่า และได้กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสกลบัคืนมา
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จ านวน 30,000 ยูนิต น าเอนไซม์จ านวนนี ท าบริสุทธ์ิด้วยเทคนิค cation exchange chromatography 
โดยใช้ตัวกลางประจุคงที่คือ CM- sephadex C-50 ในสภาวะที่สมดุลด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต พี
เอช 7.5 ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ หลังจากผ่านเอนไซม์เข้าไปยังตัวกลางและท าการชะด้วยเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นระหว่าง 0.1-0.5 โมลาร์ ท าให้ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 47 พบว่าโคร
มาโทกราฟีสามารถแยกเอนไซม์โปรติเอสอย่างหยาบออกเปน็ 2 ชนิดได้แก่ P1 และ P2 และ P1 ให้ค่า
กิจกรรมหลักของเอนไซม์โปรติเอสสูงสุดประมาณ 10,000 ยูนิต เอนไซม์นี แสดงประจุโมเลกุลเป็น
ประจุบวกภายใช้สภาวะที่ใช้ในการท าบริสุทธ์ิ ในขณะที่ P2 เป็นกิจกรรมรองของเอนไซม์โปรติเอ
สและมีค่ากิจกรรมเท่ากับ 4,900 ยูนิต และแสดงประจุบนโมเลกุลเป็นประจุลบท าให้ถูกชะออกมาได้
อย่างง่ายโดยปราศจากการชะด้วยสารละลายโซเดียวคลอไรด์ ด้วยวิธีการท าบริสุทธ์ิด้วย CM-
sephadex C-50 ทั ง P1 และ P2 มีความบริสุทธ์ิขึ นถึง 22.8 และ 11.1 เท่า เปรียบเทียบกับเอนไซม์
อย่างหยาบ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า B. subtilis MR10 สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้อ
ย่างน้อย 2 ชนิด อย่างไรก็ตามการบ่งชี ชนิดของเอนไซม์ที่สามารถย่อยโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายาพาราจึง
จ าเป็นต้องท าบริสุทธ์ิเอนไซม์ทั งสองชนิดต่อไปด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดเจลฟิลเทรช่ัน โดยใช้
ตัวกลางคงที่คือ sephacryl S-100 ที่สมดุลด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต พีเอช 7.5 ความเข้มข้น 20 
มิลลิโมลาร์ ผลการทดลองแสดงเป็นโครมาโทแกรมในภาพที่ 48 และ 49 จากการทดลองได้เอนไซม์ 
P1 และ P2 ที่บริสุทธ์ิขึ น ถึง 26.6 และ 21.8 เท่า ตามล าดับ และเอนไซม์ทั งสองมีความบริสุทธ์ิเมื่อ
วิเคราะห์ดูความบริสุทธ์ิด้วยเทคนิค SDS-PAGE ดังภาพที่ 50 และสามารถประมาณน  าหนักโมเลกุล
ของเอนไซม์มีทั งสองเป็น 45 และ 30 กิโลดาลตัน ตามล าดับ สอดคล้องกับน  าหนักโมเลกุลของเอนไซม์
โปรติเอสที่พบใน Bacillus sp. (Farhadian และคณะ 2015; Uttatree; Ferrareze et al., 2016) 
โ ดย เ ฉพาะ เอนไซม์ โป รติ เ อสจาก  B.  amyloliquefaciens FSE- 68 ที่ พบ ว่ า เ ป็ น  neutral 
metalloprotease (32 กิโลดาลตัน) และ alkaline serine protease (27 กิโลดาลตัน) (Cho et al., 
2003)  
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ตารางท่ี 14 สรปุผลการท าบริสทุธ์ิเอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 

Step 
Total activiy 

Total 
protein 

Specific 
activity 

Purification Recovery 

(Units) (mg) (U/mg) (fold) (%) 
Crude enzyme 44,500 300 148.3 1.0 100.0 

Precipitation 30,100 188 160.1 1.1 67.6 

CM-Sephadex       P1 10,162 12 846.8 5.7 22.8 

                          P2 4,922 6 820.3 5.5 11.1 

Sephacryl S-100   P1 5,530 1.4 3,950.0 26.6 12.4 

                         P2 2,590 0.8 3,237.5 21.8 5.8 

 
 

 
 
ภาพท่ี 47 โครมาโทแกรมของการท าบรสิุทธ์ิเอนไซม์โปรตเิอสจาก B. subtilis MR10 ด้วย CM-
Sephadex C-50 ภายใช้สภาวะที่สมดุลด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต พีเอช 7.5 ความเข้มข้น 20 มิลลิ
โมลาร์พีเอช 7.5 

Contaminating 

protein 
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ภาพท่ี 48 โครมาโทแกรมของการท าบริสทุธ์ิเอนไซมโ์ปรตเิอส P1 จาก B. subtilis MR10 ด้วย 
Sephacryl S-100 ชะด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตความเข้มเข้น 20 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 
 

 
 
ภาพท่ี 49 โครมาโทแกรมของการท าบริสทุธ์ิเอนไซมโ์ปรตเิอส P2 จาก B. subtilis MR10 ด้วย 
Sephacryl S-100 ชะด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตความเข้มเข้น 20 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 
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ภาพท่ี 50 SDS-PAGE ของเอนไซม์โปรตเิอสบรสิุทธ์ิ P1 และ P2  
 
3. การศึกษาสมบัติของเอนไซม์บริสุทธิ์ 
 

3.1 พีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานและเสถียรภาพของเอนไซม์โปรติเอส  
ท าการศึกษาหาพีเอขทีเ่หมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์โปรติเอสบรสิุทธ์ิ P1 และ P2 

ภายใต้สภาวะที่ใช้ในการหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 10 นาที) พบว่า
เอนไซม์ P1 ท างานได้ดีในช่วงพีเอช 7-10 โดยแสดงค่ากจิกรรมสมัพัทธ์มากว่า 80% และท างานได้ดี
ที่สุดที่พเีอชเท่ากับ 9 ส่วนเอนไซม ์P2 ท างานได้ดีในช่วงพีเอชที่แคบกว่าคือ พีเอช 7-9 และท างานได้ดี
ที่สุดที่พเีอชเท่ากับ 8 ดังนั นเอนไซม ์P1 และ P2 น่าจะจัดให้เป็นเอนไซม์ในกลุม่ alkaline protease 
และ neutral protease ตามล าดับ นอกจากนี เอนไซม์ P1 ยังแสดงเสถียรภาพที่ดีในช่วงพีเอชทีก่ว้าง
ระหว่างพเีอช 5-10 ส่วนเอนไซม์ P2 ทนพีเอชได้ดีในช่วง 7-10 ผลการทดลองนี สอดคล้องกบังานวิจัย
ของ Cho และคณะ (2003) ที่พบ alkaline protease และ neutral protease จาก B. 
amyloliquefaciens ที่แยกได้จากกระบวนการหมักถ่ัวเหลือง ดังนั นจึงเป็นไปได้ว่าอาจพบแหลง่ของ
จุลินทรีย์อาจเป็นปจัจัยหนึ่งทีก่ าหนดชนิดและคุณสมบัติของเอนไซม์จากจุลินทรีย์ เพราะในกรณีของ 
B. subtilis MR10 ก็เป็นแบคทีเรียที่แยกได้จากถั่วหมัก (ถ่ัวเน่า) เช่นกัน (Wongputtisin et al., 2012) 
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ภาพท่ี 51 พีเอชที่เหมาะสมต่อการท างาน (ซ้าย) และเสถียรภาพของเอนไซม์โปรตเิอส (ขวา) P1 และ 
P2 
 

3.2 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานและเสถียรภาพของเอนไซม์โปรติเอส  
ท าการศึกษาหาอุณหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์โปรติเอสบรสิุทธ์ิ P1 และ P2 

ภายใต้สภาวะที่ใช้ในการหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (พีเอช 7.0 ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 10 นาที) 
อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการท างานของเอนไซม์ P1 และ P2 คือ 45-55 และ 45-50 องศาเซลเซียส 
ตามล าดับ สอดคลอ้งกบัรายงานก่อนหน้านี  (Sathishkumar และคณะ 2015; Uttaree และ 
Charoenpanich 2016; Wang และคณะ 2013; Ghafoor และ Hasnain 2010) และเอนไซมท์ั งสอง
มีเสถียรภาพต่ออุณหภูมิใกล้เคียงกันคือ สามารถทนอุณหภูมิได้ตั งแต่ 4 ถึง 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 ช่ัวโมง และเมื่ออุณหภูมสิูงกว่า 50 องศาเซลเซียส เสถียรภาพของเอนไซม์จะลดลงมากกว่า 50% 
และไม่สามารถกลับมาท างานได้อีกหากบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 

 
 
 
 
 
 
 
 

P1 

P2 P2 

P1 
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ภาพท่ี 52 อุณหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการท างาน (ซ้าย) และเสถียรภาพของเอนไซมโ์ปรติเอส (ขวา) P1 
และ P2 
 

3.3 ผลของไอออนและสารเคมีบางชนิดต่อเอนไซม์โปรติเอส 
เอนไซม์ P1 สามารถท างานได้ดีในสภาวะที่มีไอออนประจบุวก ได้แก่ +1 +2 และ +3 ยกเว้น 

Ag+ และ Hg2+ ซึ่งสามารถยับยั งการท างานของเอนไซม์ P1 ไดป้ระมาณ 50% (ภาพที่ 53) เปรียบเทียบ
กับการท างานของเอนไซม์ปกติ ทั ง SDS EDTA และ mercaptoethanol ไม่มีผลยับยั งการท างานของ
เอนไซม์ เอนไซม์ P2 มีความไวต่อ Ag+ Cu2+ Hg2+ EDTA และ SDS เพราะไอออนและสารเคมเีหล่านี มี
ผลยบัยั งการท างานของ P2 อย่างเห็นได้ชัดเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์ P1 โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Ag+ 
และ Hg2+ ที่สามารถยับยั งการท างานของเอนไซม์ได้มากถงึ 80% เอนไซม์โปรตเิอส P2 น่าจะถูกจัดให้
เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม metalloenzyme เนื่องจากผลจากการยับยั งโดย EDTA (Orhan และคณะ 2005) 
Ellaiah และคณะ (2002) กล่าวว่าผลของไอออนในการยับยั งเอนไซม์จะมีความแตกต่างกันไปขึ นอยูก่ับ
ธรรมชาติของเอนไซม์ ความต้องการโคแฟกเตอร์ในการท าปฏิกิริยา และธรรมชาติของบรเิวณเรง่ของ
เอนไซม ์
 
 
 
 
 
 

P1 

P2 P2 

P1 
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ภาพท่ี 53 ผลของไอออนและสารเคมีบางชนิดต่อการท างานของเอนไซม์ P1 (บน) และ P2 (ล่าง) 
 

3.4 ความจ าเพาะต่อซับสเตรทและค่าคงท่ีทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ P1 และ P2  
ทดสอบความจ าเพาะเจาะจงระหว่างเอนไซม์ P1 และ P2 กับซับสเตรท 3 ชนิดได้แก่ เคซีน 

เจลาตินและอัลบูมิน (BSA) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าทั งเอนไซม์ P1 และ P2 มีความจ าเพาะ
เจาะจงกับเคซีนเหมอืนกัน แต่ไม่จ าเพาะดับอัลบูมินและไม่สามารถเกดิปฏิกิริยากบัเจลาติน เลือกเคซนี
เป็นซับสเตรทส าหรับทดลองเพื่อวิเคราหะค่าคงที่ทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ทั งสองโดยใช้
แบบจ าลองของ Michaelis-Menten (ภาพที่ 54) พบว่า ค่าจลนพลศาสตร์ Km และ Vmax ของเอนไซม์ 
P1 มีค่าเท่ากับ 8.0 มิลลิกรัมต่อมลิลลิิตร และ 3,840 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตรต่อนาที ตามล าดับ ขณะที่
ค่าดังกล่าวของเอนไซม์ P2 มีค่าเท่ากับ 13.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5,302 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
ต่อนาที ตามล าดับ 
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ภาพท่ี 54 กราฟของ Michaelis-Menten แสดงการหาค่าทางจลนพลศาสตร์ Km and Vmax ของ
เอนไซม์โปรติเอส P1 (ซ้าย) และ P2 (ขวา) 
 
 ภายหลังการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์โปรตเิอสทั งสองชนิดจากแบคทเีรีย B. subtilis 
MR10 เป็นที่เรียบร้อยแล้ว ข้อมูลที่ได้รบัเหล่านี เป็นประโยชน์อย่างมากในการใช้ประโยชนจ์ากเอนไซม์
โปรตเิอสเพื่อผลิตน  ายางพาราที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ โดยเพื่อให้ไดป้ระสิทธิภาพการท างานสูงสุด
ของเอนไซม์นั น กระบวนการผลิตจ าเป็นต้องถูกก าหนดไว้ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมในการท างานของ
เอนไซม์และหลีกเลี่ยงสารเคมทีี่ยับยั งการท างานของเอนไซม์ เป็นต้น ทั งนี จากการวิเคราะห์
กระบวนการทีเ่ป็นไปได้ในการผลิตน  ายางพาราทีป่ราศจากโปรตีนภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์โปรติเอสนั น เรา
สามารถเติมโปรตเิอสได้ 2 รูปแบบ ได้แก่ การเติมทันทีในน  ายางสดจากเกษตรกร (เตมิสารรกัษาสภาพ
มาแล้ว) แล้วบม่ตามเวลาที่ก าหนดและปั่นเหว่ียงให้ได้น  ายางข้น และวิธีที่สองคือน าน  ายางผ่านขั นตอน
ต่างๆ ของโรงงานให้เรียบร้อยจนกระทั่งได้น  ายางข้น แล้วจึงเติมเอนไซมล์งไปบ่มตามระยะเวลาที่
ก าหนด ทั งสองรูปแบบกระทบต่อการท างานของเอนไซม์ที่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม ทั งสองรูปแบบจะ
มีการเติมแอมโมเนียในปริมาณ 0.6-0.8% ซึ่งค่า pH ของน  ายางจะเพิ่มขึ นจาก 7 ไปเป็น 10-11 ได้ การ
เปลี่ยนแปลงดังกล่าวกระทบต่อประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ P2 เป็นอย่างมาก โดย
ประสิทธิภาพการท างานเหลือเพยีง 20% เท่านั น แต่ไมก่ระทบต่อการท างานของ P1 แต่คาดว่า 
ประเด็นนี ไม่สง่ผลกระทบต่อการใช้ประโยชน์ของเอนไซม ์ P2 เนื่องจากแมท้ างานได้ต่ าลง แต่
เสถียรภาพของโครงสร้างเอนไซมท์ี่ pH 10 ยังคงเท่าเดมิ ดังนั นเราสามารถเพิ่มระยะเวลาการบ่มน  ายาง
ร่วมกับเอนไซม์ให้นานขึ นได้ เพื่อให้ได้ผลการย่อยโปรตีนโดย P2 เทียบเท่าสภาวะปรกต ิ
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 อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการท างานของเอนไซม์นั น พบว่า P2 ท างานได้ดีที่ช่วงกว้างกว่า P1 ซึ่ง
หากต้องการใหเ้อนไซม์ทั งสองท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด อาจจ าเป็นต้องให้ความร้อนแก่น  า
ยางพาราและควบคุมไว้ที่ประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส ซึ่งอาจกระทบต่อต้นทุนด้านพลงัในการผลิต
ได้บ้าง ความร้อนที่ใช้สง่ผลต่อแอมโมเนียซึ่งสามารถระเหยได้ดีที่อุณหภูมิสงู แต่อาจไม่กระทบต่อสมบัติ
ของน  ายางข้น เพราะแม้แต่กระบวนการผลิตน  ายางข้นจากการระเหยด้วยความร้อนก็ไม่กระทบต่อ
สมบัติของน  ายางธรรมชาติ แต่อย่างไรก็ตาม การบ่มเอนไซม์ร่วมกบัน  ายางที่อุณหภูมิปรกติ (ประมาณ 
30 องศาเซลเซียส) ก็น่าจะเพียงพอส าหรับให้เอนไซม์ทั งสองชนิดสามารถท างานได้  
 กระบวนการในการแยกเอนไซม์ออกจากอาหารเลี ยงเชื อนั น เดิมใช้การตกตะกอนด้วยสารอะซิ
โตนจากนั นกรองเอาตะกอนเอนไซม์ออกมาแล้วละลายกลบัด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ แต่ผลจาก
การศึกษาในครั งนี  ซึง่พบว่าเอนไซม์โปรตเิอสมีขนาดโมเลกุลประมาณ 45 และ 30 กิโลดาลตัน 
ตามล าดับ ท าใหส้ามารถออกแบบกระบวนการแยกเอนไซมจ์ากอาหารเลี ยงเชื อได้อีกโดยใช้เยื่อกรองที่
มีขนาดรูพรุนเหมาะสม เช่น เล็กกว่า 45 กิโลดาลตัน เป็นต้น แล้วท าการกรองแบบ ultrafiltration 
กระบวนการนี เป็นขั นตอนทีง่่าย สามารถท าได้ในขั นตอนเดยีว แต่มีข้อเสียคือเครือ่งมอื ultrafiltration 
มีราคาค่อนข้างสงู แต่ทั งนี ก็ขึ นอยู่กบัการตัดสินใจของผู้ประกอบการ 
 
4. การทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ 

ผลการทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ของเอนไซม์บริสุทธ์ิโปรติเอส P1 และ
P2 พบว่าเอนไซม์โปรตีเอสบริสุทธ์ิทั งสองชนิดมีความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ชนิด rubber 
elongation factor (ภาพที่ 55) เช่นเดียวกับโปรติเอสชนิดหยาบที่ผลติจาก B. subtilis MR10 (ภาพ
ที่ 56) ซึ่งแสดงว่าเอนไซม์ทั งสองชนิดล้วนมีบทบาทส าคัญในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิดนี  การ
ประเมินประสิทธิภาพการย่อยโปรตีนภูมิแพ้เชิงปริมาณด้วยเอนไซม์ชนิดใดชนิดหนึ่งหรอืการใช้เอนไซม์
ทั งสองชนิดร่วมกันยังไม่สามารถท าได้ในการวิจัยครั งนี  เนื่องจากข้อจ ากัดด้านเทคนิคและเครื่องมือ ซึ่ง
วิเคราะห์ได้เพียงเชิงคุณภาพเท่านั น อย่างไรก็ตาม ในทางปฏิบัติก็ได้ใช้เอนไซม์โปรติเอสในรูปแบบ
เอนไซม์หยาบส าหรับการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพาราอยู่แล้ว 
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ภาพท่ี 55 ฟิลม์ X-ray ที่ได้จากการตรวจวัดโปรตีนภูมิแพ้โดยการวิเคราะห์ dot blot ภายหลังจาก
การย่อยโปรตีนภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์ P1 และ P2 

                                                                             
ภาพท่ี 56 ฟิลม์ X-ray ที่ได้จากการตรวจวัดโปรตีนภูมิแพ้โดยการวิเคราะห์ dot blot ภายหลังจาก
การย่อยโปรตีนภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์โปรติเอสหยาบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   

  

Serum 

(no enz.) 

P1 + serum 

(rep.2) 
P2 + serum 

(rep.2) 

P1 + serum 

(rep.1) 

P2 + serum 
(rep.1) 
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สรุปผลการวิจัย 
 

ผลการท าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 ด้วยการ
ตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-80% ตามด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟฟีแบบ
แลกเปลี่ยนประจุ (CM-Sephadex C-50) และเจลฟิลเทรช่ัน (Sephacryl S-100) ตามล าดับ พบว่า
เอนไซม์หยาบประกอบด้วยเอนไซม์โปรติเอสสองชนิด คือ เอนไซม์โปรตีเอส 1 (P1) และ เอนไซม์โปรตี
เอส 2 (P2) เอนไซม์บริสุทธ์ิ  P1 และ P2 มีค่ากิจกรรมจ าเพาะเท่ากับ 3,950 และ 3,238 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน ความบริสุทธ์ิเพิ่มเป็น 26.6 และ 21.8 เท่า ตามล าดับ น  าหนักโมเลกุลของเอนไซม์มี
ค่าประมาณ 45 และ 30 กิโลดาลตัน P1 และ P2 ท างานได้ดีที่ค่าความเป็นกรดด่าง 9.0 และ 8.0 
ขณะที่อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการท างานคือ 45-55 และ 45-50 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
เอนไซม์โปรติเอส P1 และ P2 มีความเสถียรที่ช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 5.0-10.0 และ 7.0-10.0 
ตามล าดับ ค่าจลนพลศาสตร์ Km และ Vmax ของ P1 มีค่าเท่ากับ 8.0 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร และ 3,840 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที ตามล าดับ ขณะที่ค่าดังกล่าวของ P2 มีค่าเท่ากับ 13.8 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และ 5,302 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที โปรติเอสทั งสองชนิดมีความจ าเพาะกับเคซีน
เหมือนกัน นอกจากนี ยังพบว่าอิออนของโลหะ Ag+ และ Hg2+ มีผลยับยั งการท างานของ P1 ในขณะที่ 
Ag+ Cu2+ Hg2+  EDTA และ SDS มีผลยับยั งการท างานของ P2 เอนไซม์โปรตีเอสบริสทุธ์ิทั งสองชนดิมี
ความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้เช่นเดียวกับโปรตีเอสหยาบ เอนไซม์บริสุทธ์ิทั งสองชนิดสามารถ
ย่อยหรือก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพาราดิบได้เหมือนกัน 
 
ข้อเสนอแนะท่ีคาดว่าควรวิจัยเพ่ิมเติม และวิธีการท่ีควรพัฒนาต่อยอดสู่ภาคปฏิบัติจริง 
 

มีข้อเสนอแนะว่าในการเตรียมเอนไซม์จากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 เพื่อจะน าเอนไซม์ไป
ใช้งานจริง หากสามารถเหนี่ยวน าให้แบคทีเรียสามารถสร้างเอนไซม์ P1 ออกมามากกว่า P2 ก็จะเป็น
สิ่งที่ดี เพราะเอนไซม์ P1 มีความเสถียรและไม่เสียสภาพเมื่อมีอิออนโลหะ Hg2+, Cu2+ และ Ag+ หรือ
หากต้องการให้แบคทีเรียสามารถผลิต P1 ได้มากเป็นกรณีพิเศษอาจต้องเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ใน
การเพิ่มปริมาณการผลิต ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในต่างประเทศ 
  
ผลงานวิชาการท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้น 
 

บทความวิชาการเรื่อง “Capability of purified protease from Bacillus subtilis MR10 
in rubber allergic protein degradation”  
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ภาคผนวก 1 
ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงค์ กิจกรรมท่ีวางแผน กิจกรรมท่ีด าเนินการ และผลท่ีได้รับ 
 
แผนงานวิจัย การศึกษาสมบัติของเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 เพื่อ

พัฒนากระบวนการใช้ประโยชน์ในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพารา 

โครงการย่อยท่ี 1 การขยายก าลังการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสในระดับกึง่อุตสาหกรรมเพื่อประยุกต์ใช้ใน
การเตรียมน  ายางพาราปราศจากโปรตีนภูมิแพ ้

วัตถุประสงค์ กิจกรรมท่ีวางแผนไว้ กิจกรรมท่ีด าเนินการ ผลท่ีได้รับ 
เพื่อหาสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิต
เอนไซม์โปรตเิอสใน
ถังหมักขนาด 20 
ลิตร 

หาสภาวะที่เหมาะสม
ของการหมักเพื่อผลิต
เอนไซม์โปรตเิอสใน
การผลิตขนาดใหญ ่
- ผลของอุณหภูม ิ
-ผลของปรมิาณ
ออกซเิจน 
- ผลของอัตราการกวน 

ด าเนินการตามแผนที่
วางไว้ โดยท าการทดลอง
ในถังหมักขนาด 20 ลิตร  

สภาวะที่เหมาะสมในการ
หมักในถังหมักขนาด 20 ลิตร
คือ ที่อุณหภูมิ 28-30 oC ให้
อากาศที่ระดบั 1.0 kg/cm2 
และมีการกวนด้วยใบพัดใน
อัตราเร็ว 150 rpm  

เพื่อศึกษารปูแบบ
การหมักทีเ่หมาะสม
ในถังหมักขนาด 20 
ลิตร เพื่อเพิม่ค่า 
Productivity ของ
การผลิตเอนไซม์โป
รติเอส 

ศึกษารูปแบบการหมกั
แบบต่างๆ เพื่อเพิ่มค่า 
Productivity 
- การหมักแบบกะ 
-การหมักแบบต่อเนื่อง 
-การหมักแบบ Fed 
batch 

ด าเนินการตามแผนที่
วางไว้ อีกทั งทดสอบใน
ถังหมักขนาด 50 ลิตร 
ซึ่งมรีะบบคอมพิวเตอร์
ควบคุมสภาวะของการ
หมัก 

การหมักรปูแบบกึ่งกะให้ค่า
ผลได ้(productivity) สูงกว่า
การหมักแบบกะประมาณ 
20% ต้นทุนการผลิตเอนไซม์
จากการหมกัแบบกึ่งกะต่ า
กว่าการหมักแบบกะประมาณ 
3 เท่า นอกจากนี ยังพบว่า มี
ค่าผลได้ของการผลิตเอนไซม์
โปรตเิอสเพิ่มขึ นเมื่อ
เปรียบเทียบกับผลการศึกษา
จากโครงการ RDG5650081 
ประมาณ 3-3.8 เท่า 

เพื่อศึกษาความ
เป็นไปได้ของ
กระบวนการขึ นรปูถุง
มือยางทางการแพทย์

การทดลองผลิตถุงมือ
ยางทางการแพทย์ด้วย
น  ายางที่ก าจัดโปรตีน
ภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์โป

ด าเนินงานตามแผน โดย
ปฏิบัติงาน ณ โรงงานใน
พื นที่ อ.สะเดา จ.สงขลา 

พบว่าการเติมเอนไซม์โปรติ
เอสร่วมในกระบวนการผลิต
ถุงมือยางทางการแพทย์ด้วย
สูตรมาตรฐานของโรงงาน 
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จากน  ายางทีก่ าจัด
โปรตีนภูมิแพ้ด้วย
เอนไซม์โปรตเิอสจาก
งานวิจัย รวมถึง
การศึกษาสมบัติของ
ผลิตภัณฑ์ตาม
มาตรฐาน ISO 

รติเอส จากงานวิจัย
และภายใต้สภาวะจรงิ
ของโรงงานฯ และท า
การตรวจสอบคุณภาพ
ทั งทางด้านชีวภาพ
และกายภาพ 

ส่งผลต่อการวัลคาไนซ์ของ
ยาง โดยค่าแรงดึงและค่า 
stress at 300% ไม่ผ่าน
มาตรฐาน ISO และ ASTM 
D3578-05 (Rubber 
examination glove) ดังนั น
หากใช้เอนไซมโ์ปรติเอสจาก
งานวิจัยนี เพื่อผลิตเป็นถุงมือ
ที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้แล้ว 
โรงงานจ าเป็นต้องปรบัสูตร
หรือหาสภาวะในการวัลคา
ไนซ์ยาง เพื่อให้ไดผ้ลิตภัณฑ์ที่
มีคุณสมบัตผิ่านมาตรฐาน 

 
โครงการย่อยท่ี 2 การศึกษาสมบัติของเอนไซม์โปรตเิอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 เพื่อ

พัฒนากระบวนการใช้ประโยชน์ในการก าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน  ายางพารา 

วัตถุประสงค์ กิจกรรมท่ีวางแผนไว้ กิจกรรมท่ีด าเนินการ ผลท่ีได้รับ 
เพื่อศึกษาสมบัติของ
เอนไซม์โปรตเิอสที่
ผลิตจากเชื อ
แบคทีเรีย Bacillus 
subtilis MR10 ซึ่งมี
ผลต่อประสทิธิภาพ
ในการก าจัดโปรตีน
ภูมิแพ้ในน  ายางพารา 

ศึกษาสมบัติของ
เอนไซม์โปรตเิอสจาก
แบคทีเรีย Bacillus 
subtilis MR10 

ได้ท าการผลิตเอนไซม์โป
รติเอสแล้วท าเอนไซม์ให้
บรสิุทธ์ิ จากศึกษาขนาด
โมเลกุล ค่า km Vmax 
ผลของตัวยับยั ง 
cofactor และ
ความจ าเพาะต่อ
สับสเตรท 

-เอนไซม์หยาบประกอบด้วย
เอนไซม์โปรติเอสสองชนิด คือ 
เอนไซม์โปรติเอส 1 (P1) และ 
เอนไซม์โปรติเอส 2 (P2)  
–น  าหนักโมเลกุลของเอนไซม์
มี ค่าประมาณ 45 และ 30 
กิโลดาลตัน ตามล าดับ 
-โปรติเอส P1 และ P2 
ท างานได้ดีที่ค่าความเป็นกรด
ด่าง 9.0 และ 8.0  
-อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับ
การท างานคือ 45-55 และ 
45-50 องศาเซลเซียส 
ตามล าดับ  
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-P1 และ P2 มีความเสถียรที่
ช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 
5.0-10.0 และ 7.0-10.0 
ตามล าดับ  
-ค่าจลนพลศาสตร์ Km และ 
Vmax ของ P1 มีค่าเท่ากับ 
8.0 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร 
และ 3,840 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรต่อนาที ตามล าดับ 
ขณะที่ค่าดังกล่าวของ P2 มี
ค่าเท่ากับ 13.8 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และ 5,302 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตรต่อ
นาที  
-โปรติเอสทั งสองชนิดมี
ความจ าเพาะกบัเคซีน
เหมอืนกัน  
-อิออนของโลหะ Ag+ และ 
Hg2+ มีผลยบัยั งการท างาน
ของ P1 ในขณะที่ Ag+ Cu2+ 
Hg2+ EDTA และ SDS มีผล
ยับยั งการท างานของ P2 

 ทดสอบประสทิธิภาพ
ของโปรติเอสบริสทุธ์ิ
ในการก าจัดโปรตีน
ภูมิแพ้ในน  ายางพารา 
โดยตรวจสอบในรูปทั ง
น  ายางและฟลิ์มยาง 

ทดสอบประสทิธิภาพ
ของโปรติเอสบริสทุธ์ิใน
การก าจัดโปรตีนภูมิแพ้
ในน  ายางพารา โดย
ตรวจสอบในรปูน  ายาง 

เอนไซมบ์รสิุทธ์ิโปรติเอส P1 
และP2 ทั งสองชนิดมี
ความสามารถในการย่อย
โปรตีนภูมิแพ้ชนิด rubber 
elongation factor 
เช่นเดียวกับโปรตเิอสชนิด
หยาบทีผ่ลิตจาก B. subtilis 
MR10 
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บทความ 
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การขยายก าลังการผลิตเอนไซม์โปรติเอสในระดับกึ่งอุตสาหกรรมเพ่ือประยุกต์ใช้ใน 
การเตรียมน  ายางพาราปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ 

Semi-pilot up-scaling process of protease production for applying in allergic 
protein-free rubber latex preparation 
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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมและรูปแบบของการหมักที่เหมาะสมในการผลิต
เอนไซม์โปรติเอสจากเชื้อ Bacillus subtilis MR10 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวต้นทุนต่่าที่มีกากถั่วเหลืองเป็น
องค์ประกอบหลักในถังหมักขนาด 20 ลิตร อีกทั้งเพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการน่าเอนไซม์โปรติเอสมาประยุกต์ใช้
ในการผลิตถุงมือยางที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ภายใต้สภาวะการผลิตของโรงงาน ผลการศึกษาพบว่าสภาวะที่
เหมาะสมในการหมักเพื่อผลิตเอนไซม์โปรติเอสในถังหมักขนาด 20 ลิตรคือการหมักที่อุณหภูมิประมาณ 28-30 องศา
เซลเซียส อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.0 kg/cm2 และมีการกวนด้วยใบพัดที่อัตราเร็ว 150 rpm ซ่ึงเมื่อท่าการหมัก
แบบกะ (batch fermentation) ท่าให้ได้ค่า productivity เท่ากับ 1.21 unit/ml-hr แต่ค่า productivity จะ
สามารถเพิ่มขึ้นประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ หากท่าการเพาะเลี้ยงในรูปแบบก่ึงกะ (fed-batch fermentation) ที่มีการ
เติมอาหารใหม่ 1 ลิตรในทุก 12 ชั่วโมงภายหลังการเพาะเลี้ยงแบบกะไปแล้ว 24 ชั่วโมง และค่า productivity จะ
เพิ่มขึ้นกว่า 10 เท่าหากท่าการหมักในถังหมักที่มีการควบคุมสภาวะแวดล้อมของการหมักให้คงที่ เช่นการใช้ถังหมัก 
stirred tank reactor (STR) ขนาด 50 ลิตร เอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตได้ครั้งน้ี เม่ือน่ามาก่าจัดโปรตีนในน่้ายางข้นแล้ว
น่าไปผลิตเป็นถุงมือยางทางการแพทย์ด้วยสูตรมาตรฐานของโรงงาน พบว่าส่งผลต่อการวัลคาไนซ์ของยาง สมบัติ
เชิงกลของถุงมือ ได้แก่ ค่า tensile และค่า stress at 500% จึงไม่ผ่านมาตรฐาน ASTM D3578-05 (Rubber 
examination glove) ดังน้ันหากจะมีการใช้เอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัยน้ีเพื่อผลิตเป็นถุงมือที่ปราศจากโปรตีน
ภูมิแพ้แล้ว โรงงานจ่าเป็นต้องปรับสูตรหรือหาสภาวะในการวัลคาไนซ์น่้ายางอีกครั้ง เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณสมบัติ
ผ่านมาตรฐาน  
 
ค าส าคัญ: 
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ABSTRACT 
 

This research aimed to investigate the optimal conditions and fermentation mode of 20 L 
fermenter for the production of protease enzyme from Bacillus subtilis MR10 cultured in low-cost 
liquid medium containing soybean meal as a main composition. Moreover, possibility in applying 
of protease in the manufacturing of rubber examination glove was investigated. It was found that 
the optimal conditions for protease production in 20 L fermenter are cultivation at 28-30 oC, 
aeration rate at 1.0 kg/cm2 and agitation rate at 150 rpm. When batch fermentation mode was 
operated, the productivity of protease at 1.21 unit/ml-hr was obtained. The productivity was 
approximately 20% increased, when fed-batch fermentation was operated with the addition of 1 L 
of fresh liquid medium every 12 hr after 24 hr of batch fermentation mode. Ten times higher of 
productivity could also be obtained when the batch fermentation was conducted in 50 L stirred 
tank bioreactor (STR). The protease produced in this research was applied in the deprotenization 
of concentrated rubber latex and subjected to the manufacturing of rubber examination glove. It 
was found that enzyme might affect to the vulcanization of rubber. The physical properties; i.e. 
tensile and stress at 500% were then lower than those of the standard of rubber examination 
glove (ASTM D3578-05). Therefore, it was suggested that the formula development or optimization 
for vulcanization process need to be investigated, if protease will be applied in allergic protein-
free glove manufacturing.    

 

Keywords: 

deproteinized rubber latex, allergic protein – free rubber latex, protease, Bacillus subtilis, up 

scaling process 

 
บทน า 
 

โปรตีนในน่้ายางพาราสดบางชนิดจัดเป็นสาร
ก่อภูมิแพ้ (allergen) ทั้งน้ีมีชนิดของโปรตีนประมาณ 
25 เปอร์เซ็นต์จากทั้งหมดที่สามารถจับกับแอนติบอดี้
ชนิด IgE ที่อยู่ในซีรัมของมนุษย์ และพบว่าอีกประมาณ 
75 เปอร์เซ็นต์สามารถจับได้กับ IgG (Sussaman et 
al., 2002)  โปรตีนก่อภูมิแพ้เหล่าน้ีจะถูกท่าให้เข้มข้น
ขึ้นในขั้นตอนการท่าน่้ายางข้นส่าหรับกระบวนการผลิต
ถุงมือยาง และโปรตีนก่อภูมิแพ้จะกระจายอยู่ทั่วไปบน
พื้นผิวของถุงมือหลังจากกระบวนการท่าแห้งและ heat 
vulcanization (นุชนาฏ และ วราภรณ์, 2539; 

Perraella and Gaspari, 2002) แม้จะใช้การล้างด้วย
น่้าเปล่าแต่ก็ไม่สามารถก่าจัดโปรตีนเหล่าน้ีออกไปได้
หมดเสียทีเดียว  แต่ก็มีรายงานว่าโปรตีนบางชนิดในน่้า
ยางธรรมชาติสามารถถูกท่าลายได้โดยการปรับสภาวะ
ให้เป็นด่างแก่ เช่นการเติมแอมโมเนีย แต่อย่างไรก็ตาม
การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของโปรตีนในน่้ายางจะ
ท่าให้เกิดผลกระทบต่อคุณสมบัติกายภาพของน่้ายางได้ 
(Moris and Lakin, 1995 อ้างโดย Perrella and 
Gaspari, 2002)   

ภายหลังจากศึกษาการเตรียมเอนไซม์โปรติเอ
สผ งจาก เชื้ อ  Bacillus subtilis MR10 เพื่ อ ใช้ ย่ อย
โปรตีนภูมิแพ้ในน่้ายางพาราสด ซ่ึงได้รับทุนสนับสนุน
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ภายใต้โครงการ “การคัดเลือกโปรติเอสที่เหมาะสมเพื่อ
ก า ร ย่ อ ย โป ร ตี น ใน น่้ า ย า ง ดิ บ  (สั ญ ญ า เล ข ที่ 
RDG5250027)” และ “การเตรียมโปรติเอสในรูปทาง
การค้าส่าหรับย่อยโปรตีนในน่้ายางสด (สัญญาเลขที่ 
RDG5350029)” พบว่าสามารถเตรียมเอนไซม์โปรติเอ
สในรูปแบบผงที่สะดวกต่อการเก็บรักษาและใช้งานได้ 
ทั้งยั งพบว่าโปรติเอสดังกล่าวสามารถก่าจัดโปรตีน
ภูมิแพ้บางชนิดในน่้ายางพาราสดได้ ดังผลการศึกษาจาก
โครงการ “การวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ในน่้ายางโปรตีน
ต่่า (สัญญาเลขที่  RDG5450045)” แต่อย่างไรก็ตาม 
ผู้วิจัยตระหนักดีว่า กระบวนการเตรียมโปรติเอสผง
ดั งกล่ าว น้ั น  ใช้ ต้ นทุ นค่ อน ข้ างสู ง  จึ ง ได้ พั ฒ น า
กระบวนการเตรียมเอนไซม์ด้วยต้นทุนที่ต่่าลง โดยเน้น
ปรับป รุ งสู ต รอาห ารเลี้ ย งเชื้ อ และกระบวนการ
ตกตะกอนโปรตีนที่มีค่าใช้จ่ายลดลง ซ่ึงเป็นสิ่งที่ก่าลัง
ด่าเนินการศึกษาในโครงการวิจัยหัวข้อ “การพัฒนา
กระบวนการเตรียมเอนไซม์โปรติเอสต้นทุนต่่าส่าหรับ
ผลิตน่้ายางพาราปราศจากโปรตีนภูมิแพ้” (สัญญาเลขที่ 
RDG5650081) อย่างไรก็ตาม ในการผลิตเอนไซม์โปรติ
เอสให้เพียงพอต่อการใช้งานระดับอุตสาหกรรมน้ัน 
จ่าเป็นต้องเพาะเลี้ยงในขนาดการผลิตที่ใหญ่ขึ้น โดย
อย่างน้อยต้องมากกว่าระดับก่ึงอุตสาหกรรม (Semi 
pilot scale) (มากกว่า 20 ลิตร) แต่การเพาะเลี้ยงในถัง
ห มักที่ มี ขนาด ใหญ่  ส่งผลให้ สิ่ งแวดล้อมของการ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียเปลี่ยนแปลงไป ไม่ว่าจะเป็นการ
ถ่ายเทออกซิเจน สารอาหาร และความร้อนที่ลดลง และ
แรงดันภายในถังหมักที่เพิ่มขึ้น ปัจจัยเหล่าน้ีล้วนเป็น
อุปสรรคต่อการเจริญและการสร้างผลิตภัณฑ์ของ
แบคทีเรีย ผู้วิจัยจึงมีแนวคิดที่จะหาสภาวะที่เหมาะสม
ของการหมักเพื่อผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย B. 
subtilis MR10 ในถังหมักขนาด 20 ลิตร ซ่ึงก็คาดว่าจะ
ท่าให้อัตราการเจริญและสร้างผลิตภัณฑ์ของเชื้ออยู่ใน
ระดับเป็นที่น่าพอใจได้ นอกจากน้ี ปัจจัยเรื่องระยะเวลา
ที่ใช้ในการหมัก ก็เป็นหน่ึงในต้นทุนของการผลิตเช่นกัน 
โดยกระบวนการห มักแต่ละรูปแบบจะส่ งผลต่ อ
ระยะเวลาที่ใช้ในการผลิตผลิตภัณฑ์ของเชื้อเม่ือเทียบต่อ
หน่วยผลิตภัณฑ์  ดั งน้ันการศึกษาเปรียบเทียบและ
คัดเลือกรูปแบบของกระบวนการหมักที่เหมาะสมในถัง

หมักขนาด 20 ลิตร ขึ้นไป เพื่อให้ได้ค่า Productivity 
ของการผลิต เอนไซม์โปรติ เอสจากเชื้อ B. subtilis 
MR10 สูงเป็นที่น่าพอใจก็จะได้ท่าการศึกษาด้วยเช่นกัน 

ผู้วิจัยคาดว่า ด้วยการศึกษาและพัฒนาดัง
รายละเอียดที่เสนอมาครั้งน้ี จะช่วยให้เกิดความเป็นไป
ได้ที่สูงขึ้นในการน่าเอนไซม์โปรติเอสจากเชื้อ B. 
subtilis MR10 มาใช้งานจริงในภาคอุตสาหกรรม  
 
วัสดุอุปกรณ์และวิธกีารทดลอง 
 
1. แบคทีเรีย 
 Bacillus subtilis ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
Nutrient agar (NA)  
 
2. น  ายางพารา 
 น่้ายางพาราข้น 60% DRC ชนิด high 
ammonia จากบริษัทฉลองอุตสาหกรรมน่้ายางข้น 
จ่ากัด จ.สงขลา  
 
3. การเตรียมหัวเชื อแบคทีเรีย 
 หัวเชื้อแบคทีเรีย  B. subtilis ถูกเตรียมขึ้นใน
อาหารเหลวสูตร Nutrient broth โดยท่าการเพาะเลี้ยง
บนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 30-
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันท่าการ
ปั่นเหว่ียงเก็บเซลล์ที่ความเร็วรอบ 8,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้ว
เตรียมสารแขวนลอยของเซลล์ด้วยการเติมน่้ากลั่นที่
ปราศจากเชื้อลงไปด้วยปริมาตรที่น้อยที่สุด 
 
4. การหาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักเพื่อผลิต
เอนไซม์โปรติเอสในถังหมักขนาด 20 ลิตร 
 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อต้นทุนต่่าปริมาณ 15 
ลิตรลงในถังหมักขนาด 20 ลิตร (Nalgene®) ที่มี
องค์ประกอบเป็น กากถั่วเหลือง (100 กรัม/ลิตร) 
K2HPO4 (0.7 กรัม/ลิตร)  MgSO4.7H2O (0.7 กรัม/
ลิตร) กลูโคส (1.1 กรัม/ลิตร) (NH4)2SO4 (0.275 กรัม/
ลิตร) และ NH4Cl (0.275 กรัม/ลิตร) ปรับ pH เริ่มต้นที่ 
6.0 ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
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จากน้ันถ่ายหัวเชื้อลงไปใน ประกอบถังหมักเข้ากับ
อุปกรณ์จ่ายอากาศ ที่มีชุดแผ่นกรองอากาศขนาดรูพรุน 
0.45 ไมครอน และใบกวน  
 ด่าเนินการหมักเพื่อศึกษาผลของปัจจัยต่างๆ 
ที่มีต่ออัตราการเจริญและอัตราการผลิตเอนไซม์โปรติ
เอสของแบคที เรีย  ได้ แ ก่ อุณ หภู มิ  (30-55 องศา
เซลเซียส) อัตราการให้อากาศ (1.0-3.0 kg/cm2) และ
อัตราการกวน (50-150 rpm) 

เก็บตัวอย่างทุก 6 ชั่วโมงเพื่อท่าการวิเคราะห์
การเจริญของแบคทีเรีย ด้วยเทคนิค spread plate 
โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้นสูตร Nutrient agar และท่า
การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสด้วยวิธีที่
อ้ า ง อิ งจ าก  Wongputtisin et al. (2012) จ าก น้ั น

ค่านวณค่าอัตราการเจริญจ่าเพาะของแบคทีเรีย (µ) 
ผลได้ (Yp/x) และ Productivity ของเอนไซม์โปรติเอส 
และคัดเลือกระดับที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัยในการ
หมักเพื่อผลิตเอนไซม์โปรติเอสต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
                     (a)                                          
 

ภาพที่ 1 แสดงลักษณะถังหมักขนาด 10 ลิตร (ซ้าย) 20 
ลิตร (ขวา) ที่ผลิตจากวัสดุ polypropylene  
 
5. การศึกษารูปแบบการหมักที่เหมาะสม 
 ด่าเนินการหมัก 3 รูปแบบ ได้แก่ การหมัก
แบบกะ (Batch fermentation) การหมักแบบต่อเน่ือง 
(Continuous fermentation) และการหมักแบบ Fed-
batch fermentation ใน ถั งห มั ก ข น าด  20  ลิ ต ร 
(ปริมาตรอาหารเหลวต้นทุนต่่า 15 ลิตร) โดยใช้สภาวะ
การหมัก (อุณหภูมิ อัตราการให้อากาศ และอัตราการ
กวน) จากการศึกษาในหัวข้อก่อนหน้าน้ี ในกรณีการ

หมักแบบ fed-batch ได้เลือกศึกษาเปรียบเทียบอัตรา
การ เติ ม อ าห ารที่ ร ะ ดั บ  500 1,000 แ ล ะ  2,000 
มิลลิ ลิ ต ร /12 ชั่ วโม ง ส่ วนการห มักแบบต่อ เน่ือ ง 
ท่าการศึกษาที่อัตราการจ่ายอาหารเข้า-ออกที่ระดับ 1.5 
มิลลิลิตร/นาที ซ่ึงระหว่างด่าเนินการหมัก ท่าการศึกษา
จลนพลศาสตร์  (Kinetics) ของการห มัก โดย เก็บ
ตัวอย่างที่เวลา 6 หรือ 12 ชั่วโมงขึ้นกับรูปแบบการหมัก 
เพื่อวิเคราะห์การเจริญของแบคทีเรีย  กิจกรรมของ
เอนไซม์โปรติเอส จากน้ันค่านวณค่าอัตราการเจริญ

จ่ า เพ า ะ ข อ งแ บ ค ที เรี ย  (µ) ผ ล ได้  (Yp/x) แ ล ะ 
Productivity ของเอนไซม์ โปรติ เอส เป รียบ เที ยบ
ค่ า เฉ ลี่ ย แ ล้ ว คั ด เลื อกรู ป แบ บ การห มัก ที่ ให้ ค่ า 
Productivity ของการผลิตเอนไซม์โปรติเอสที่ดีที่สุด 
 
6. การทดสอบขยายการผลิตในถังหมักขนาด 50 ลิตร 
 ท่าการทดสอบการหมักในถังหมักสแตนเลส
ช นิ ด  STR (stirred tank reactor) ข น าด  50 ลิ ต ร 
(ป ริ ม าต รอาห ารเหลวต้ นทุ นต่่ า  30 ลิ ต ร ) ยี่ ห้ อ 
Applikon® รุ่น NAT’L BD 828 ต่อกับระบบควบคุม 
BIOCONTROLLER ADI1030 (Applikon®) แ ล ะ
อุปกรณ์ตรวจวัดอุณหภูมิและค่า pH นอกจากน้ียังมี
ระบบฆ่าเชื้อด้วยไอน่้า TREVIL® ภายหลังการฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที ท่าการ
เติมหัวเชื้อเชื้อปริมาณ 1,000 มิลลิลิตร ที่ เตรียมใน
อาหารเหลว Nutrient broth ควบคุมอุณหภูมิ อัตรา
การให้อากาศ และอัตราการกวนที่ระดับจากการศึกษา
ในการทดลองก่อนหน้าน้ี และท่าการหมักในรูปแบบกะ 
ด่าเนินการห มักและท่ าการศึ กษาจลนพลศาสตร์ 
(Kinetics) ของการหมัก โดยเก็บตัวอย่างทุก 3 ชั่วโมง 
เป็น เวลา 24 ชั่ วโมง เพื่ อ วิ เคราะห์ การเจริญ ของ
แบคทีเรีย  กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส จากน้ัน

ค่านวณค่าอัตราการเจริญจ่าเพาะของแบคทีเรีย (µ) 
ผลได้ (Yp/x) และ Productivity ของเอนไซม์โปรติเอส 
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7. การทดสอบผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ด้วยน  า
ยางที่บ่มด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
 ท่าการทดสอบผลิตถุงมือยางทางการแพทย์
ภายใต้สภาวะและสูตรการผลิตของโรงงานผลิตถุงมือ
ยางพาราซ่ึงมีสูตรโดยทั่วไปดังแสดงดังต่อไปน้ี 
 
ตารางที่  1 แสดงสูต รพื้ นฐานของการผลิตถุง มือ
ยางพาราทางการแพทย์ของโรงงาน 
องค์ประกอบ phr 
Latex 100 
Stabilizer 1.2 
Sulphur 1.0 
Accelerator 1.2 
Activator 0.5 
Antioxidant 1.5 
Pigment 0.4 

*หมายเหตุ: ชื่อบริษัทและรายละเอียดสารเคมีในแต่ละ
องค์ประกอบไม่ได้รับอนุญาติให้เปิดเผยและเผยแพร่ 
 
 ขั้นตอนโดยย่อของการผลิตถุงมือยางในครั้งน้ี
คือ บ่ม น่้ายางข้นชนิด high ammonia (กวนทิ้ งไว้
ประมาณ 1 ชั่วโมง) ที่มี DRC ประมาณ 60% ร่วมกับ
เอนไซม์โปรติเอสในอัตราส่วน 200-300 ยูนิต/น่้ายาง 
100 มิลลิลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ 
12 ชั่วโมง ผสมส่วนผสมต่างๆ ลงในน่้ายาง ปรับให้ได้ค่า 
%TSC อยู่ที่ประมาณ 30% บ่มน่้ายางร่วมกับสารเคมี
ตามสูตรเป็นเวลา 24 ชั่วโมง (มีการกวนตลอดเวลา) ใน
ส่วนของแม่พิมพ์ (Former) น้ัน ท่าการล้างให้สะอาด
แล้วอบให้แห้งและให้ได้อุณหภูมิพื้นผิวประมาณ 60 
องศาเซลเซียส แล้วจุ่มสารเร่งการจับตัวในกลุ่ม Ca-
nitrate ที่อุณหภูมิประมาณ 40 องศาเซลเซียส น่าไป
อบที่ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสจนแห้ง ก็จะพร้อม
ส่าหรับการน่าไปจุ่มน่้ายาง โดยจุ่มเป็นเวลา 15 วินาที 
ทิ้งไว้ให้แห้งสักเล็กน้อย แล้วแช่ในอ่างน่้าอุ่นประมาณ 
40 องศาเซลเซียส 3 นาที ตามด้วยการอบที่อุณหภูมิ 
125 องศาเซลเซียส 20 นาที เม่ือครบก่าหนดเวลาแล้ว
จึงน่ามาแช่ในสารละลายคลอรีนและกรด สุดท้ายล้าง
ด้วยน่้าเปล่าให้สะอาดและอบให้แห้ง ก็จะได้ถุงมือยาง
ทางการแพทย์ตามกระบวนการของโรงงาน 

 ทั้งน้ี ได้ท่าการผลิตถุงมือทั้งสิ้น 3 สูตร ได้แก่ 
สูตรที่บ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย สูตรที่บ่ม
ร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสทางการค้า และสูตรที่ไม่บ่มกับ
เอนไซม์ (สูตรทั่วไปของโรงงาน) ถุงมือที่ผลิตได้ครั้งน้ี จะ
ถูกน่ามาวิเคราะห์และเปรียบเทียบสมบัติทางกายภาพ
ต า ม ม า ต ร ฐ า น  ASTM D3578-05 ( standard 
specification for examination gloves) ได้ แ ก่  ค่ า
ความหนา ค่า tensile (ก่อน-หลังบ่มเร่ง) และค่าความ
ยืดเม่ือขาด (ก่อน-หลังบ่มเร่ง) เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วย
โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ STATISTIX© นอกจากน้ียัง
ท่าการวิเคราะห์การหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้ชนิด 
rubber elongation factor ด้วย 
 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 
1. การหาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักเพื่อผลิต
เอนไซม์โปรติเอสในถังหมักขนาด 20 ลิตร 
 

(1) ผลของอุณหภูมิ 
 ในการศึกษาครั้งน้ี ได้ท่าการทดสอบหมักที่
อุณหภูมิ 4 ระดับ ได้แก่ อุณหภูมิห้อง (28-30 องศา
เซลเซียส) 37 45 และ 55 องศาเซลเซียส และท่าการ
เก็บตัวอย่างออกมาวิเคราะห์ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 0 – 24 เพื่อ
วัดการเจริญของเชื้อ กิจกรรมของเอนไซม์ และ
พารามิเตอร์ต่างๆ ที่เก่ียวข้องกับการผลิตเอนไซม์ ผล
การทดลองแสดงดังภาพที่ 2 พบว่าการผลิตเอนไซม์โป
รติเอสค่อนข้างใกล้เคียงกันในการเพาะเลี้ยงที่
อุณหภูมิห้อง 37 และ 45 องศาเซลเซียส  สอดคล้องกับ
ผลการวิจัยของ Gouda (2006) Abusham et al. 
(2009) และ Chantawannakul et al. (2002) ที่พบว่า 
B. subtilis สายพันธ์ุที่คัดเลือกสามารถเจริญและผลิต
เอนไซม์โปรติเอสได้ดีที่อุณหภูมิ 30 37 และ 42 องศา
เซลเซียส ตามล่าดับ แต่เม่ือพิจารณาที่ค่า Productivity 
ซ่ึงหมายถึงการผลิตเอนไซม์ต่อหน่ึงหน่วยเวลา ก็จะเห็น
ว่าเอนไซม์ถูกผลิตมากที่สุดในการเพาะเลี้ยงที่
อุณหภูมิห้องชั่วโมงที่ 18 สอดคล้องกับการเจริญของ
เชื้อที่พบว่าสูงสุดเม่ือเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิห้อง ในขณะที่
การเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสน้ัน จะ
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สังเกตได้ว่าพบการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของเชื้อ
น้อยมาก ซ่ึงถึงแมค้่านวณค่าสัมประสิทธ์ิการผลิต
ผลิตภัณฑ์ต่อจ่านวนเซลล์ที่เจริญ (Product yield 
coefficient, Yp/x) แล้วได้ค่าค่อนข้างสูง แต่อย่างไรก็
ตาม ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าปริมาณเอนไซม์โปรติ
เอสสุทธิที่ผลิตขึ้นค่อนข้างต่่า ดังน้ันการผลิตเอนไซม์ที่
อุณหภูมิน้ีจึงไม่เหมาะสม เม่ือเปรียบเทียบผลผลิตและ
การเจริญของเชื้อที่อุณหภูมิห้องและ 37 องศาเซลเซียส
แล้ว ก็จะพบว่าสูงค่อนข้างใกล้เคียงกัน แต่เน่ืองจากเม่ือ
พิจารณาถึงการผลิตในระดับอุตสาหกรรมแล้ว การให้
ความร้อนเพื่อควบคุมอุณหภูมิไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส 
ถือเป็นอีกหน่ึงต้นทุนของการผลิต ดังน้ันผู้วิจัยจึงเลือกที่
จะใช้อุณหภูมิห้อง (28-30 องศาเซลเซียส) ในการ
เพาะเลี้ยงในงานวิจัยน้ี ทั้งน้ีภายในถังหมักที่มีการเจริญ
ของจุลินทรีย์อยู่น้ัน ความร้อนที่ได้รับนอกจากจะมาจาก
ระบบให้ความร้อนแล้ว ยังสามารถมาได้จากความร้อน
จากกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolic heat) ของ
เซลล์ได้อีกด้วย หากกระบวนการระบายความร้อนท่าได้
ไม่ดีแล้ว จะกระทบต่อการเจริญของจุลินทรีย์ เน่ืองจาก
การละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง 
(Abusham et al., 2009) และที่ส่าคัญที่สุดคือความ
ร้อนที่สูงเกินไปจะท่าให้โครงสร้างเอนไซม์เสียสภาพได้ 
(denaturation) 
 

(2) ผลของอัตราการให้อากาศ 
เม่ือท่าการเพาะเลี้ยง B. subtilis ในอาหาร

เหลวกากถั่วเหลืองที่อุณหภูมิห้อง จากน้ันศึกษาอัตรา
การให้อากาศที่เหมาะสม (1-3 kg/cm2) โดยควบคุม
อัตราการกวนอยู่ที่ 100 rpm แล้วเปรียบเทียบผลผลิต
และการเจริญของเชื้อ ก็จะพบว่าเชื้อผลิตโปรติเอสและ
ให้ค่า Productivity ได้สูงเม่ือให้อากาศที่ระดับ 1 และ 
1.5 kg/cm2 (ภาพที่ 3) แต่ที่ 1 kg/cm2 มีค่าสูงกว่า
เล็กน้อย แต่เม่ือพิจารณาอัตราการเจริญเติบโตแล้ว 
กลับพบว่าการให้อากาศที่ระดับ 2 และ 3 kg/cm2 มีค่า
สูงกว่าการให้อากาศที่ระดับต่่า แต่เน่ืองจากงานวิจัยน้ี
มุ่งเน้นการผลิตเอนไซม์โปรติเอสเป็นหลักไม่ใช่ชีวมวล 
ดังน้ันผู้วิจัยจึงเลือกใช้อัตราการให้อากาศที่ระดับ 1 
kg/cm2 ส่าหรับการทดลองต่อไป 

 

 
 
ภาพที่ 2 การผลิตเอนไซม์โปรติเอสของเชื้อ B. subtilis 
เม่ือเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิต่างๆ 

 
ในระบบการหมักที่ออกแบบครั้งน้ี มีการให้

อากาศผ่านทางปั๊มลมที่จ่ายอากาศเข้าสู่ถังหมักผ่านแผ่น
กรองจุลินทรีย์ขนาด 0.45 ไมครอน จากน้ันอากาศจะ
แตกตัวเป็นฟองละเอียดด้วยหัวทรายภายในถังหมัก 
เพื่อให้ออกซิเจนละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวได้มาก
ขึ้น ทั้งน้ีอัตราการให้อากาศที่เพิ่มขึ้น ควรท่าให้
ออกซิเจนละลายในอาหารเหลวเพิ่มขึ้นและเชื้อสามารถ
เจริญและสร้างผลิตภัณฑ์สูงขึ้นตามไปด้วย แต่ผลการ
ทดลองครั้งน้ีกลับพบว่าที่อัตราการให้อากาศระดับ 2 
kg/cm2 เป็นต้น เชื้อผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ลดลง 
เหตุการณ์น้ีสอดคล้องกับผลการทดลองของ Abusham 
et al. (2009) ที่เพิ่มอัตราการให้อากาศด้วยการเขย่า 
แล้วพบว่าเชื้อ B. subtilis มีการผลิตเอนไซม์โปรติเอ
สลดลง ทั้งน้ีได้มีการอธิบายเหตุผล โดยอ้างอิงจาก 
Roychoudhury et al. (1988) ที่ระบุว่าอัตราการให้
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อากาศที่สูงเกินไปอาจท่าให้โครงสร้างของเอนไซม์
เปลี่ยนแปลงไปได้ ส่งผลให้ประสิทธิภาพการท่างานของ
เอนไซม์ลดลง 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 3 การผลิตเอนไซม์โปรติเอสของเชื้อ B. subtilis 
เม่ือเพาะเลี้ยงที่การให้อากาศระดับต่างๆ 
 
           (3) ผลของอัตราการกวน 
 ในระบบถังหมักที่ออกแบบน้ี นอกจากมีการ
ให้อากาศด้วยปั๊มลมแล้ว ยังมีการเพิ่มประสิทธิภาพการ
ละลายของออกซิเจนในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อโดยการ
กวนด้วยใบกวน (impeller) อีกทั้งการกวนยังช่วย
ป้องกันการนอนก้นของกากถั่วเหลืองที่เป็น
ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้ออีกด้วย ซ่ึงในการ
ทดลองครั้งน้ี ได้ท่าการศึกษาอัตราการกวน 3 ระดับ
ตั้งแต่ 50-150 rpm โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องและให้
อากาศที่ระดับ 1.5 kg/cm2 ผลการทดลองพบว่าอัตรา
การกวนที่สูงขึ้น มีแนวโน้มให้ผลิตเอนไซม์โปรติเอส การ

เจริญของเซลล์ และค่า productivity สูงขึ้น ดังแสดงใน
ภาพที่ 4 โดยที่อัตราการกวน 100 และ 150 rpm 
ให้ผลใกล้เคียงกัน อย่างไรก็ตามผู้วิจัยพบว่าการให้
อากาศและการกวนในระดับที่สูงท่าให้เกิดฟองขึ้นในถัง
หมักที่เลี้ยงเชื้อด้วยอาหารเหลวต้นทุนต่่าซ่ึงมีกากถั่ว
เหลืองเป็นองค์ประกอบหลัก แต่เกิดฟองเล็กน้อยในถัง
หมักที่ใช้อาหารเหลว nutrient broth เป็นอาหารเลี้ยง
เชื้อ ดังน้ันในระหว่างการหมักจ่าเป็นต้องเติมสารลดการ
เกิดฟอง (antifoam) เป็นระยะ ซ่ึงฟองที่เกิดขึ้นน้ีจะก่อ
ผลเสียแก่การหมัก โดยท่าให้อัตราการถ่ายเทแก๊สลดลง 
โอกาสปนเปื้อนโดยเชื้อจุลินทรีย์จากภายนอกเพิ่มสูงขึ้น 
และยังท่าเกิดการชะเอาเชื้อแบคทีเรียในถังหมักออกไป
ด้วย ในการทดลองน้ีผู้วิจัยได้เลือกอัตราการกวนที่ระดับ 
150 rpm แม้จะพบว่าเพิ่มการผลิตเอนไซม์โปรติเอส
และค่า productivity เพียงเล็กน้อย แต่สามารถช่วย
เพิ่มการผสมและลดการนอนก้นของกากถั่วเหลืองในถัง
หมักได้ดีกว่า 

 

 

 
ภาพที่ 4 การผลิตเอนไซม์โปรติเอสของเชื้อ B. subtilis 
เม่ือเพาะเลี้ยงที่อัตราการกวนระดับต่างๆ 
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2. การศึกษารูปแบบการหมักที่เหมาะสม 
 
  ภายหลังท่าการศึกษาหาสภาวะการหมักที่
เหมาะสมเป็นที่เรียบร้อยแล้ว ซ่ึงพบว่าอุณหภูมิ อัตรา
การให้อากาศ และอัตราการกวนที่เหมาะสมได้แก่ 28-
30 อ ง ศ า เ ซ ล เ ซี ย ส  1 kg/cm2 แ ล ะ  150 rpm 
ตามล่าดับ สภาวะดังกล่าวน้ีถูกน่ามาใช้เพื่อทดสอบ
เพาะเลี้ยงเชื้อในรูปแบบก่ึงกะและแบบต่อเน่ือง แต่
เบื้องต้นพบปัญหาและข้อจ่ากัดในการหมักแบบต่อเน่ือง
โดยใช้ระบบถังหมักที่ออกแบบน้ี ที่ต้องมีการน่าอาหาร
เข้า-ออกจากถังหมักตลอดเวลาโดยใช้ปั๊มไม่สามารถท่า
ได้ เ น่ื อ งจ า ก อ นุ ภ าค ข อ งก าก ถั่ ว เห ลื อ งที่ เป็ น
ส่วนประกอบในอาหารเหลวต้นทุนต่่าท่าให้เกิดอุดตันใน
ท่อส่งอาหาร อีกทั้งเม่ือท่าการหมักเป็นเวลานาน กาก
ถั่วเหลืองเกิดการบวมพอง (swelling) ก็ยิ่งท่าให้ปัญหา
การอุดตัน เพิ่ มมากขึ้ น  ดั ง น้ัน จึงยังคงเหลือ เพี ย ง
การศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการหมักแบบกะและแบบ
ก่ึงกะ  
  ในการหมักแบบก่ึงกะซ่ึงจะมีการถ่ายอาหาร
เก่าออกจากถังหมักและเติมอาหารใหม่เข้าไปซ่ึงจะ
เริ่มท่าหลังชั่วโมงที่ 24 และท่าทุก 12 ชั่วโมง ในอัตราที่
แตกต่ างกัน 3 ระดับ  คื อ 500 1,000 และ  2,000 
มิลลิลิตรต่อครั้ง ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 5 จะเห็น
ได้ว่าภายหลังการถ่ายอาหารเก่าและเติมอาหารใหม่ลง
ไปในปริมาณ 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตรแล้วเชื้อ
สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสเพิ่มขึ้นมาได้อีก ในขณะที่
การถ่ายอาหารในอัตรา 500 มิลลิลิตรน้ัน แม้เชื้อจะไม่
ผลิตเอนไซม์โปรติเอสสูงขึ้นอย่างชัดเจน แต่ก็พบว่า
เอนไซม์ยังคงพบได้ ในปริมาณที่ ค่อนข้างคงที่ เป็ น
เวลานานขึ้น แต่อย่างไรก็ตามหลังจากชั่วโมงที่ 48 ก็
พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดต่่าในทุกการทดลอง ค่า 
Productivity ของการผลิตเอนไซม์โปรติเอสในการทดล
องถ่ายอาหาร 500 มิลลิลิตรลดลงอย่างต่อเน่ืองตั้งแต่
ชั่วโมงที่  12 ในขณะที่ อีกสองชุดการทดลองน้ัน มีค่า 
productivity ที่ค่อนข้างใกล้เคียงกัน อีกทั้งมีแนวโน้ม
เพิ่มขึ้นและคงที่จนกระทั่งชั่วโมงที่ 48 หลังจากน้ันจึง
ลดลงอย่างต่อเน่ืองสอดคล้องกับค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่
วัดได้  ทั้ งน้ี  การถ่ายอาหารเก่าออกจากถังหมักน้ัน

นอกจากจะถือเป็นการเก็บผลิตภัณฑ์ ยังสามารถช่วยลด
การสะสมของของเสียจากกระบวนการเมแทบอลิซึมที่
จะยับยั้งการเจริญของเชื้อ  (Moon and Parulekar, 
1990; Tabandeh et al., 2011) ส่วนการเติมอาหาร
ใหม่ลงไป ก็เป็นกระตุ้นให้เชื้อสามารถเจริญมากขึ้นได้
อีกจากสารอาหารใหม่ที่ เติมลงไป ดังน้ันเราจึงเรา
สามารถเก็บเก่ียวผลิตภัณฑ์ได้ยังต่อเน่ือง แต่อย่างไรก็
ตามอัตราการเติมและถ่ายอาหารต้องอยู่ ในระดับที่
เหมาะสม หากสูงเกินไป เชื้อก็จะเจริญเติบโตไม่ทัน ก็
อาจจะถูกชะออกจากถังห มักไปได้  ท่าให้การผลิต
ผลิตภัณฑ์ลดลง อีกหน่ึงประเด็นที่ต้องให้ความส่าคัญใน
การหมักแบบน้ีคือปัญหาการปนเปื้อนโดยจุลินทรีย์จาก
ภายนอกในระหว่างกระบวนการถ่ายอาหารเข้า-ออก 
จากผลการทดลองในครั้งน้ี แม้อัตราการถ่ายอาหารเก่า
ออกจากถังหมักและการเติมอาหารใหม่เข้าไปในอัตรา 
2,000 มิลลลิตรจะให้ประสิทธิภาพการผลิตโปรติเอสสูง
กว่าอัตรา 1,000 มิลลิลิตร แต่ผู้วิจัยเห็นว่าควรเลือก
อัตรา 1,000 มิลลิลิตรในทุกๆ 12 ชั่วโมง เน่ืองจากการ
ผลิตเอนไซม์เพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อยเท่าน้ันเม่ืออาหารถูก
เติมเพิ่มขึ้น 2 เท่า  
  เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตโปรติ
เอสในถังหมักขนาด 20 ลิตรในครั้งน้ี ระหว่างการหมัก
รูปแบบกะและก่ึงกะแล้ว ก็จะพบว่ามีประสิทธิภาพที่
แตกต่างกันดังสรุปในตารางที่  2 การหมักแบบกะให้
ผลผลิตสูงสุดในชั่วโมงที่  18 ส่วนการแบบก่ึงกะให้
ผลผลิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 (เติมอาหารใหม่ 2 ครั้ง) จะ
เห็ น ได้ ว่าค่ ากิ จกรรมของเอนไซม์ โป รติ เอสและ 
product yield coefficient ที่ผลิตได้จากการหมักแบบ
กะต่่ากว่าการหมักแบบก่ึงกะอย่างมีนัยส่าคัญ (p<0.05) 
แต่ค่า productivity ระหว่างการหมักแบบกะและก่ึงกะ
ในชั่วโมงที่ 24 แตกต่างอย่างไม่มีนัยส่าคัญ (p<0.05)  
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ภาพที่ 5 เปรียบเทียบจลนพลศาสตร์การหมักแบบก่ึง
กะ เม่ือใช้อัตราการถ่ายอาหารเข้า-ออกในระดับที่
แตกต่างกัน  
 
3. การผลิตเอนไซม์โปรติเอสในถังหมักขนาด 50 ลิตร 
 
  จากข้อมูลในการทดลองก่อนหน้าน้ีท่าให้ทราบ
สภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการหมักในถังหมักขนาด 
20 ลิตร เพื่อผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชื้อแบคทีเรีย B. 
subtilis ในการน้ีผู้วิจัยได้ทดลองขยายการหมักในถัง
หมักขนาด 50 ลิตร (working volume 30 ลิตร) ซ่ึง
เป็นถั งห มักช นิด  stirred tank bioreactor (STR) มี
ระบบตรวจวัดและควบคุมอุณหภูมิ pH และปริมาณ
ออกซิเจนแบบอัตโนมัติ (ภาพที่ 6) แต่ด้วยข้อจ่ากัดของ
อุปกรณ์ถังหมักท่าให้สามารถทดลองเพาะเลี้ยงได้เพียง
การหมักแบบกะเท่าน้ัน ซ่ึงผลการทดลองเพาะเลี้ยงเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ก็ได้ผลดังแสดงในภาพที่ 7 ปริมาณของ
เอนไซม์ที่ผลิตได้ค่อนข้างสูงเม่ือเทียบกับการหมักในถัง
ขนาด 20 ลิตร โดยสามารถผลิตได้สูงสุดถึงกว่า 175 

unit/ml ในเวลาเพียง 9 ชั่วโมง ท่าให้ค่า productivity 
สูงถึง 13.47 unit/ml-hr การเจริญของเชื้อก็เช่นกันที่
พบว่าค่อนข้างรวดเร็วและสามารถสูงได้ถึงกว่า 9 log 
cfu/ml จากกราฟแสดงการเจริญของ Bacillus  แสดง
ให้เห็นว่าการเจริญในระยะ log phase สิ้นสุดในเวลา
เพียงประมาณ 6 ชั่วโมงหลังเริ่มการหมัก แล้วจึงเข้าสู่
ระยะ stationary phase ซ่ึงเม่ือพิจารณากลับไปยัง
กราฟแสดงการผลิตเอนไซม์โปรติเอส จะเห็นว่าเชื้อผลิต
โปรติเอสได้สูงมากหลังช่ัวโมงที่ 6 แล้วสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 9 
ผลการทดลองครั้ ง น้ี สอดคล้อ งกับ รายงานของ 
Mosavian et al. (2012) ที่ระบุว่า Bacillus จะผลิต 
extracellular protease หลังการเจริญในระยะ log 
phase ประสิทธิภาพการหมักที่ได้จากถังหมักชนิดน้ี ถือ
ว่าสูงกว่าประสิทธิภาพจากถังหมัก 20 ลิตรที่ออกแบบ
ในงานวิจัยครั้งน้ีมาก ดังตารางที่  2 ซ่ึงเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการหมักในถังหมัก 20 ลิตรและ 50 ลิตร 
ปัจจัยที่ท่าให้ประสิทธิภาพการหมักสูงน่าจะมาจาก
ประสิทธิภาพการควบคุมสภาวะคงการหมักให้คงที่ ทั้ง
อุณหภูมิและ pH แต่อย่างไรก็ตาม การควบคุมปริมาณ
ออกซิเจนน้ัน ท่าได้ยากมากเน่ืองจากปัญหาการเกิดฟอง 
โดยปรกติแล้วหากพบว่าออกซิเจนลดลงจนอาจเป็น
อันตรายต่อการเจริญของเซลล์ ระบบจะสั่งการให้เพิ่ ม
การจ่ายอากาศหรือเพิ่มอัตราการกวนให้สูงขึ้น แต่ใน
กรณีอาหารเหลวที่มีกากถั่วเหลืองเป็นองค์ประกอบน้ี 
การเพิ่มอากาศหรือการกวนในอัตราเร็วที่สูงมักท่าให้
เกิดฟองขึ้นและล้นออกจากถังหมัก ในทางปฏิบัติจึง
จ่าเป็นต้องเติมสารก่าจัดฟองเป็นระยะเช่นเดียวกับการ
หมักในถังหมัก 20 ลิตร 
 ค่า pH ของอาหารเลี้ยง ถือเป็นปัจจัยที่ส่าคัญมาก
ในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส โดย pH มีผลต่อการขนส่ง
สารอาหารและโมเลกุลหลายๆ ชนิดผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ 
การเปลี่ยนแปลงค่า pH จะท่าให้สมดุลของกรด-เบส
และฟลักซ์ (fluxes) การถ่ายเทมวลของสารอาหาร 
ตัวกระตุ้น  (inducers) และ growth factors หลาย
ชนิดเปลี่ยนแปลงไป อีกทั้งโครงรูป (conformation) 
ของโมเลกุลเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตออกมาแล้วก็อาจ
เปลี่ ยนแปลงท่ าให้ ไ ม่ สามารถท่ างาน ได้ อย่ าง มี
ประสิทธิภาพ อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวต้นทุนต่่าที่ ใช้ใน
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การศึกษาครั้งน้ีมีแหล่งไนโตรเจนทั้งอินทรีย์ (NH4)2SO4) 
และอนินทรีย์ (โปรตีนถั่วเหลือง) ดังน้ันในช่วงที่มีการน่า
ไนโตรเจนอนินทรีย์เข้าไปใช้ประโยชน์ในเซลล์ อาหาร
เลี้ยงเชื้อจะมีค่า pH ที่ลดลง แต่หากมีการใช้ประโยชน์
ไนโตรเจนอินทรีย์ ค่า pH จะสูงขึ้น (Bhunia et al., 
2012) Moon and Parulekar (1990) ได้เปรียบเทียบ
การหมักแบบกะทั้งควบคุมและไม่ควบคุม pH เพื่อผลิต
เอนไซม์โปรติ เอสชนิด  alkaline protease จาก B. 
firmus ผลการทดลองพบว่าเม่ือการหมักเสร็จสิ้น ถัง
หมักที่ไม่ได้ควบคุม pH จะมีค่า pH ที่ลดต่่าลง และท่า
ให้ค่า productivity ลดลงเช่นกัน โดยการผลิตโปรติเอ
สจะลดลงอย่างมากเม่ือ pH ลดลงต่่ากว่า 7.0 ดังน้ันการ
ที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสในถังหมัก 20 ลิตรได้ไม่สูงเท่าใน
ถัง 50 ลิตรครั้งน้ี น่าจะมีสาเหตุส่วนหน่ึงมาจากค่า pH 
ที่เปลี่ยนแปลงไป  
  Abusham et al. (2009) รายงานโดยอ้างอิง
จาก Frankena et al. (1986) และ  Rahman et al. 
(2005) เก่ียวกับผลของอุณหภูมิการเพาะเลี้ยงที่ มีต่อ
ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์โปรติเอสใน Bacillus 
โดยพบว่ามีความสัมพันธ์ระหว่างการสังเคราะห์เอนไซม์
และพลังงานในกระบวนการเมแทบอลิ ซึมที่ ซ่ึ งถูก
ควบคุมได้ด้วยอุณหภูมิและการน่าออกซิเจนเข้าสู่เซลล์ 
โดย เฉพาะอย่างยิ่ ง เอนไซม์ ในกลุ่ ม  extracellular 
enzyme (เช่นโปรติเอสจากงานวิจัยน้ี) ที่อุณหภูมิส่งผล
ต่อการขับเอนไซม์ออกจากเซลล์ไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อ มี
ความเป็นไปได้ ว่าการเปลี่ยนแปลงอุณหภู มิท่ าให้
คุณสมบัติของเยื่อหุ้มเซลล์ เปลี่ยนแปลงไป ดังน้ัน
อุณหภูมิของการหมักควรเปลี่ยนแปลงให้น้อยที่สุด 
  โดยสรุปแล้ว การห มักโดย มีการควบคุม
สภาวะการเพาะเลี้ยงให้คงที่  น่าจะเป็นแนวทางที่
เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสให้ได้ผลผลิต
สูงสุด อาจจะไม่ส่าคัญว่าจะต้องเป็นถังหมักขนาดใดหรือ
ท่าจากวัสดุชนิดใด ระบบการควบคุมอัตโนมัติก็เป็นอีก
หน่ึงอุปกรณ์ในการเผ้าระวัง ควบคุมการหมักให้เกิด
อย่างมีประสิทธิภาพ  
 
              

 
ภาพที่ 6 แสดงลักษณะของถังหมักชนิด stirred tank 
bioreactor ขนาด 50 ลิตร ที่ใช้การทดลองหมักแบบ
กะ 
 

   

  

   
 
ภาพที่ 7 ค่าจลนพลศาสตร์การหมักแบบกะเม่ือท่าการ
หมักในถังหมัก STR ขนาด 50 ลิตร และมีการควบคุม
สภาวะการหมักด้วยระบบความคุมอัตโนมัติ  
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ตารางที่ 2 แสดงการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์ของ
การหมักในถังหมักขนาด 20 ลิตรและ 50 ลิตร 

พารามิเตอร์ แบบกะ 
(20L) 
18 hr 

แบบกึ่งกะ (20 L) แบบกะ 
STR 
(50L) 
9 hr 

24 hr 48 hr 

โปรติเอส 
(unit/ml) 

22.42 + 
1.30 

29.83 
+ 1.76 

76.0 + 
5.00 

175.2 
+7.41 

Productivity 
(unit/ml/hr) 

1.21 + 
0.45 

1.28 + 
0.03 

1.55 + 
0.13 

13.47 + 
0.82 

Product yield  
coefficient 
(Yp/x) 

2.8 + 
0.13 

4.27 + 
0.55 

10.07 
+ 0.46 

17.28 + 
0.59 

  
4. การผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ด้วยน  ายางที่บ่ม
ด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
 
  การทดลองครั้ ง น้ี ได้ รับความอนุ เคราะห์ 
สารเคมี สูตร อุปกรณ์และเทคนิคการท่าถุงมือยางจาก
บริษัทผู้ผลิตถุงมือยางแห่งหน่ึงในจังหวัดสงขลา ท่าการ
ผลิตทั้งสิ้น 3 สูตร ได้แก่ สูตรมาตรฐานของโรงงาน สูตร
เติมเอนไซม์โปรติเอสทางการค้า (6L) และสูตรเติม
เอนไซม์โปรติเอสจากงานวิจัย (MR10) โดยเอนไซม์จาก
งานวิจัยน้ี ผลิตมาจากการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว
ต้นทุนต่่าที่มีกากถั่วเหลืองเป็นส่วนประกอบและหมักใน
ถังหมักขนาด 20 ลิตร ผลการทดลองพบว่าถุงมือสูตร 
MR10 มีลักษณะปรากฏที่ ใกล้เคียงกับสูตรมาตรฐาน
ของโรงงานทั้ งในด้ านความหนา สี  และผิวสัมผั ส 
ในขณะที่สูตร 6L ที่เติมเอนไซม์ทางการค้าน้ันมีลักษณะ
แตกต่าง โดยมีผิวที่บางกว่าและขาดง่าย อีกทั้งพื้นผิว
ของถุงมือค่อนข้างเหนียว ท่าให้ต้องใช้แป้งในปริมาณ
มากเพื่อลดการเกาะตัวของถุงมือ ความหนาของถุงมือ
แต่ละสูตรแสดงดังตารางที่ 3 นอกจากน้ียังสังเกตได้ว่า
การบ่มน่้ายางร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสทางการค้าท่าให้
น่้ายางบางส่วนเสียสภาพและจับตัวกันเป็นก้อน ซ่ึง
น่าจะเป็นผลมาจากสารรักษาสภาพเอนไซม์ที่ถูกผสมใน
สารละลายเอนไซม์ส่งผลกระทบต่อเสถียรภาพของ
อนุภาคยาง  

  ผลการวิเคราะห์สมบัติเชิงกลของถุงมือทั้งสาม
สูตรทั้ งก่อนและหลังการบ่มเร่ง  พบว่าถุ งมือที่ เติม
เอนไซม์โปรติเอสทั้งสองสูตรมีความแข็งแรงในรูปของค่า 
Tensile และ stress at 500% ที่ต่่ากว่าสูตรมาตรฐาน
ของโรงงาน (ตารางที่ 4-5) โดยเฉพาะอย่างยิ่งสูตร 6L มี
เพี ย งค่ าความยืด เม่ือข าด  (elongation at break) 
เท่ าน้ันที่ มีค่าสูงกว่าสูตรมาตรฐานของโรงงาน ดัง
แสดงผลในตารางที่ 5 และเม่ือเปรียบเทียบสมบัติของถุง
มือยางที่ ผลิ ตครั้ ง น้ี กับ ข้ อ ก่าหนดมาตรฐานของ
ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์  Rubber examination glove (ASTM 
D3578-05) type II แล้ว พบว่าความหนาของถุงมือทุก
สูตรผ่านมาตรฐาน ส่วนค่า Tensile น้ันพบว่าสูตรของ
โรงงานผ่านมาตรฐาน แต่สูตรที่ เติมเอนไซม์ไม่ผ่าน
มาตรฐาน แต่อย่างไรก็ตาม ภายหลังการบ่มเร่งแล้ว
พบว่าสูตร MR10 มีค่าสูงขึ้นและผ่านมาตรฐานได้ 
ในขณะที่ค่า Stress at 500% elongation ก็พบว่ามี
เพียงสูตรของโรงงานเท่าน้ันที่ผ่านมาตรฐาน  
  เป็นที่น่าสังเกตว่าถุงมือยางสูตรที่เติมเอนไซม์
โปรติเอสแล้วน่ามาผลิตถุงมือตามกระบวนการของ
โรงงานน่าจะเกิดการวัลคาไนซ์ (vulcanization) ที่ไม่
สมบูรณ์ สังเกตได้จากภายหลังการบ่มเร่งที่อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียสแล้วพบว่าสมบัติเชิงกลด้านต่างๆ ดีขึ้น 
ทั้งน้ีสัณนิษฐานว่ากรดอะมิโนที่เกิดจากการย่อยโปรตีน
โดยเอนไซม์โปรติเอสอาจท่าให้สภาพความเป็นกรด
ส่วนผสมยางสูงขึ้น ลักษณะเช่นน้ีมีผลต่อเวลาที่ใช้ใน
การเกิดการเชื่อมขวาง (cross-link) ของยางได้ ผลการ
ทดลองน้ีไม่สอดคล้องกับรายงานของ Perrella and 
Gasperi (2002) ที่รายงานว่าการผลิตถุงมือยางจากน่้า
ยางที่มีการบ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสชนิด alkaline 
protease ในปริมาณ 0.025% เป็นเวลา 1-2 วัน ถุงมือ
ที่ได้ยังคงผ่านมาตรฐาน ASTM3578 แต่ในรายงานไม่ได้
ระบุสภาวะในการวัลคาไนซ์น่้ายาง ดังน้ันหากจะมีน่า
เอนไซม์โปรติเอสมาใช้ในกระบวนการผลิตถุงมือแล้ว 
จ่าเป็นต้องมีการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการวัล
คาไนซ์น่้ายางเพื่อให้ได้ถุงมือยางที่มีคุณภาพต่อไป  
   
 
 



140 

ตารางที่ 3 แสดงความหนาโดยเฉลี่ยของถุงมือ  
 
สูตรถุงมือ ความหนาเฉลี่ย (มิลลิเมตร) + SD 

ก่อนบ่ม
เร่ง 

หลังบ่มเร่ง มาตรฐาน 
ASTM 

D3578-05 
สูตรโรงงาน 0.143 + 

0.003 
0.144 + 
0.002 

0.08 

สู ต ร โ ร ง ง า น +
เอนไซม์การค้า 6L 

0.128 + 
0.002 

0.133 + 
0.003 

สู ต ร โ ร ง ง า น +
เ อ น ไ ซ ม์ จ า ก
งานวิจัย MR10 

0.145 + 
0.002 

0.146 + 
0.005 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยจากจ่านวนตัวอย่าง 9 ช้ิน 
 
ตารางที่ 4 แสดงค่า Tensile ของถุงมือสูตรต่างๆ ทั้ง
ก่อนและหลังการบ่มเร่ง 
สูตรถุงมือ ค่า Tensile (MPa) + SD 

ก่อนบ่มเร่ง หลังบ่มเร่ง มาตรฐาน 
ASTM 

D3578-05 
สูตรโรงงาน 15.56 + 

1.95 a 
15.91 + 
2.03 a 

14  
(ก่อน- 

หลังบ่มเร่ง) 
 

สู ต ร โ ร ง ง า น +
เอนไซม์การค้า 6L 

4.55 + 
0.42 c 

7.55 +  
0.61 c * 

สู ต ร โ ร ง ง า น +
เ อ น ไ ซ ม์ จ า ก
งานวิจัย MR10 

8.47 + 
1.08 b 

14.7 +  
1.71 b * 

หมายเหตุ 
 ค่าเฉลี่ยจากจ่านวนตัวอย่าง 9 ชิ้น 
 ตัวอักษร a, b, c ในแนวตั้งแสดงถึงความแตกต่างของ

ค่าเฉลี่ยอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 เปอร์เซ็นต์ 

 * คือค่าเฉลี่ยของก่อนและหลังบ่มมีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอร์เซ็นต์ 

 
 
 
 
 

ตารางที่  5 แสดงค่า stress at 500% ของถุงมือสูตร
ต่างๆ ทั้งก่อนและหลังการบ่มเร่ง 
สูตรถุงมือ Stress at 500% + SD 

ก่อนบ่ม
เร่ง 

หลังบ่ม
เร่ง 

มาตรฐาน 
ASTM 

D3578-05 
สูตรโรงงาน 2.84 + 

0.67 a 
3.67 + 
0.19 a * 

2.8  
(ก่อนบ่มเร่ง) 

 สู ต ร โ ร ง ง า น +
เอนไซม์การค้า 6L 

1.19 + 
0.12 c  

1.53 + 
0.19 c * 

สู ต ร โ ร ง ง า น +
เ อ น ไ ซ ม์ จ า ก
งานวิจัย MR10 

1.51 + 
0.15 b 

2.36 + 
0.33 b * 

หมายเหตุ 
 ค่าเฉลี่ยจากจ่านวนตัวอย่าง 9 ชิ้น 
 ตัวอักษร a, b, c ในแนวตั้งแสดงถึงความแตกต่างของ

ค่าเฉลี่ยอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 เปอร์เซ็นต์ 

 * คือค่าเฉลี่ยของก่อนและหลังบ่มมีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอร์เซ็นต์ 
 

ตารางที่ 6 แสดงค่าความยืด ณ จุดขาดของถุงมือสูตร
ต่างๆ ทั้งก่อนและหลังการบ่มเร่ง 
สูตรถุงมือ ความยืด ณ จดุขาด (เปอร์เซ็นต์) + SD 

ก่อนบ่ม
เร่ง 

หลังบ่ม
เร่ง 

มาตรฐาน 
ASTM 

D3578-05 
สูตรโรงงาน 808.7 + 

44.5 b 
739.3 + 
31.4 b * 

650% (ก่อน
บ่มเร่ง) 

500% (หลัง
บ่มเร่ง) 

สู ต ร โ ร ง ง า น +
เอนไซม์การค้า 6L 

853.4 + 
47.3 b 

862.6 + 
56.9 a 

สู ต ร โ ร ง ง า น +
เ อ น ไ ซ ม์ จ า ก
งานวิจัย MR10 

910.8 + 
76.9 a 

821.8 + 
42.2 a * 

หมายเหตุ 
 ค่าเฉลี่ยจากจ่านวนตัวอย่าง 9 ชิ้น 
 ตัวอักษร a, b ในแนวตั้งแสดงถึงความแตกต่างของ

ค่าเฉลี่ยอย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 เปอร์เซ็นต์ 

 * คือค่าเฉลี่ยของก่อนและหลังบ่มมีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส่าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอร์เซ็นต์ 
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สรุปผลการวิจัย 
 

จากผลการวิจัยที่ได้รับในครั้งน้ีท่าให้สามารถ
สรุปได้ว่า สภาวะที่เหมาะสมในการหมักเพื่อผลิต
เอนไซม์โปรติเอสจากเชื้อ Bacillus subtilis MR10 
ด้วยอาหารเหลวต้นทุนต่่าที่มีกากถั่วเหลืองเป็น
องค์ประกอบหลักในถังหมักขนาด 20 ลิตร คือการหมัก
ที่อุณหภูมิประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส อัตราการให้
อากาศเท่ากับ 1.0 kg/cm2 และมีการกวนด้วยใบพัดที่
อัตราเร็ว 150 rpm ภายใต้สภาวะดังกล่าวและมีการ
หมักในรูปแบบกะ (batch fermentation) จะสามารถ
ท่าให้ได้ค่า productivity เท่ากับ 1.21 unit/ml-hr แต่
ค่า productivity จะสามารถเพิ่มขึ้นประมาณ 20 
เปอร์เซ็นต์ หากท่าการเพาะเลี้ยงในรูปแบบก่ึงกะ (fed-
batch fermentation) ที่มีการเติมอาหารใหม่ 1 ลิตร
ในทุก 12 ชั่วโมงภายหลังการเพาะเลี้ยงแบบกะไปแล้ว 
24 ชั่วโมง และค่า productivity จะเพิ่มขึ้นกว่า 10 เท่า
หากท่าการหมักในถังหมักที่มีการควบคุมสภาวะ
แวดล้อมของการหมักให้คงที่ ดังเช่นการใช้ถังหมัก STR 
ขนาด 50 ลิตร เอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตได้ครั้งน้ี เม่ือ
น่ามาก่าจัดโปรตีนในน่้ายางข้นแล้วน่าไปผลิตเป็นถุงมือ
ยางทางการแพทย์ด้วยสูตรมาตรฐานของโรงงาน พบว่า
ส่งผลต่อการวัลคาไนซ์ของยาง สมบัติเชิงกลของถุงมือ 
ได้แก่ ค่า tensile และค่า stress at 500% จึงไม่ผ่าน
มาตรฐาน ASTM D3578-05 (Rubber examination 
glove) ดังน้ันหากจะมีการใช้เอนไซม์โปรติเอสจาก
งานวิจัยน้ีเพื่อผลิตเป็นถุงมือที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้
แล้ว โรงงานจ่าเป็นต้องปรับสูตรหรือหาสภาวะในการวัล
คาไนซ์น่้ายางอีกครั้ง เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณสมบัติ
ผ่านมาตรฐาน 
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การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 
เพื่อพัฒนากระบวนการใช้ประโยชน์ในการก่าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน่้ายางพารา 

Purification and characterization of protease from Bacillus subtilis MR10 for 
degradation of allergenic protein in rubber latex 

 
ชาติชาย โขนงนุช และ กวีวัฒน์ บุญคาน 

สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ส่านักวิชาอุตสาหกรรมเกษตร คณะอุตสาหกรรมเกษตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 
 

บทคัดย่อ 
 
Bacillus subtilis MR10 เป็นแบคทีเรียที่แยกได้จากถั่วเนาซ่ึงเป็นอาหารหมักพ้ืนบ้านทางภาคเหนือของประเทศไทยและมี

รายงานว่าสามารถผลิตโปรตีโอไลติกเอนไซม์ได้ในปริมาณสูง โปรตีเอสหยาบที่ผลิตโดย B. subtilis MR10 สามารถย่อยสลายโปรตีน
ภูมิแพ้ในน้่ายางพาราได้ ท่าให้เกิดแนวความคิดในการประยุกต์ใช้เอนไซม์จากแบคทีเรียดังกล่าวเพ่ือการก่าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน้่า
ยางพาราดิบก่อนการน่าไปแปรรูป การท่าบริสุทธิ์เอนไซม์โปรตีนเอสสามารถท่าบริสุทธิ์ได้โดยเริ่มจากการตกตะกอนด้วยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต ตามด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (CM-Sephadex C-50) และเจลฟิลเทรชั่น (Sephacryl S-
100) ตามล่าดับ พบว่าเอนไซม์หยาบประกอบด้วยเอนไซม์โปรตีเอสสองชนิด คือ เอนไซม์โปรตีเอส 1 (P1) และ เอนไซม์โปรตีเอส 2 (P2) 
เอนไซม์บริสุทธิ์ P1 และ P2 มีค่าแอคติวิตีจ่าเพาะเท่ากับ 3950 และ 3238 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ความบริสุทธิ์เพ่ิมเป็น 26.6 และ 
21.8 เท่า ตามล่าดับ น้่าหนักโมเลกุลของเอนไซม์มีค่าประมาณ 45 และ 30 กิโลดาลตัน P1 และ P2 ท่างานได้ดีที่ค่าความเป็นกรดด่าง 
9.0 และ 8.0 ขณะที่อุณหภูมิที่เหมาะสมส่าหรับการท่างานคือ 45-55 และ 45-50 องศาเซลเซียส ตามล่าดับ P1 และ P2 เสถียรที่ช่วงค่า
ความเป็นกรดด่าง 5.0-10.0 และ 7.0-10.0 ตามล่าดับ ค่าจลนพลศาสตร์ Km และ Vmax ของ P1 มีค่าเท่ากับ 8.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ 3840 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที ตามล่าดับ ขณะที่ค่าดังกล่าวของ P2 มีค่าเท่ากับ 13.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5302 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที โปรตีเอสทั้งสองชนิดมีความจ่าเพาะกับเคซีนเหมือนกัน นอกจากนี้ยังพบว่าอิออนของโลหะ Ag+ และ 
Hg2+ มีผลยับยั้งการท่างานของ P1 ในขณะที่ Ag+ Cu2+ Hg2+  EDTA และ SDS มีผลยับยั้งการท่างานของ P2 เอนไซม์โปรตีเอสบริสุทธิ์
ทั้งสองชนิดมีความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้เช่นเดียวกับโปรตีเอสหยาบ 
 

ABSTRACT 
 

Bacillus subtilis MR10 isolated from Tua-nao, a traditional Thai fermented soybean food, was previously 
reported to be highly produced proteolytic enzymes.  Crude protease from B.  subtilis MR10 could degrade 
allergenic proteins in rubber latex serum and it was proposed to be used in allergenic proteins removal from 
rubber latex before processing. Proteases from B. subtilis MR10 was purified by ammonium sulphate precipitation, 
ion exchange chromatography (CM-Sephadex C-50) and gel filtration (Sephacryl S-100) techniques, respectively. It 
was found that crude protease was consisted of two proteases, Protease 1 (P1) and Protease 2 (P2). The purified 
P1 and P2 had a specific activity 3950 and 3238 U/ mg protein, with a purification fold of 26. 6 and 21. 8, 
respectively. The molecular weights of P1 and P2 were approximately 45 and 30 kDa. The optimal pH for the P1 
and P2 activity was 9.0 and 8.0 while the optimal temperatures were 45-55 and 45-50°C, respectively. P1 and P2 
were stable at pH range of 5.0-10.0 and 7.0-10.0, respectively. Kinetic parameters Km and Vmax of P1 were 8.0 
mg·ml-1 and 3840 µg·ml-1·min-1 respectively, while those of P2 were 13.8 mg·ml-1 and 5302 µg·ml-1·min-1.  Two 
proteases showed the same in substrate specific against casein. In addition, Ag+ and Hg2+ were found to inhibit the 
enzyme activity of P1, while Ag+, Cu2+, Hg2+, EDTA and SDS were found to inhibit the enzyme activity of P2. Both P1 
and P2 proteases demonstrated the capability to degrade allergenic protein as found in crude enzyme. 
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บทน า 
 

ยางพาราเป็ นพื ช เศรษฐกิจที่ ส่ าคัญ ของ
ประเทศไทย ส่วนใหญ่น่้ายางจะถูกแปรรูปเป็นบล็อก
หรือแผ่นยางส่าหรับส่งออกไปยังประเทศในเอเชีย เช่น 
จีน มาเลเซีย และญี่ปุ่น ส่าหรับเปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์
ต่างๆ เช่นลูกโป่ง ถุงมือ ถุงยางอนามัย จุกนมทารก และ
สายสวนปัสสาวะ ซ่ึงใช้ น่้ายางเป็นสารตั้งต้น ปัจจุบัน
ราคาน่้ายางลดลงเม่ือเทียบกับไม่ก่ีปีที่ผ่านมา เพื่อเพิ่ม
มูลค่าผลิตภัณฑ์ที่ท่าจากยางจึงจ่าเป็นต้องปรับปรุงและ
พัฒนาผลิตภัณฑ์ ให้มีคุณภาพยิ่งขึ้น ซ่ึงในน่้ายางมี
โปรตีนจ่านวนมากที่สามารถท่าให้เกิดโรคภูมิแพ้กับคนที่
ใช้ผลิตภัณฑ์ยางได้โดยเฉพาะถุงมือยาง การแพ้ยาง
ได้รับการจัดอันดับว่าท่าให้เกิดอาการอักเสบของผิวหนัง 
ระคายเคือง และเกิดภูมิแพ้ที่เป็นอันตรายต่อชีวิตมนุษย์ 
(Sussman et al., 2002) ดังน้ันกระบวนการที่ส่าคัญใน
การแปรรูปยาง โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์คือ 
การก่าจัดโปรตีนภูมิแพ้  งานวิจัยรายงานว่าโปรตีน
ภูมิแพ้บางชนิดในซีรั่มยางสามารถก่าจัดโดยแอมโมเนีย 
แต่วิธีน้ีอาจกระทบกับคุณสมบัติทางกายภาพของน่้ายาง 
(Perrella และ Gaspari, 2002) การศึกษาก่อนหน้าน้ีมี
พบว่าโปรติ เอสหยาบจาก Bacillus subtilis MR10 
สามารถย่อยสลายโปรตีนภูมิแพ้ในน่้ายางได้ อย่างไรก็
ตามยังขาดข้อมูลที่ชัดเจนของเอนไซม์และกลไกการ
ท่างานของโปรติ เอสดังกล่าว มีการศึกษาศึกษาการ
เตรียมเอนไซม์โปรติเอสผงจาก B. subtilis MR10 เพื่อ
ใช้ย่อยโปรตีนภูมิแพ้ ในน่้ายางพาราสด ซ่ึงได้รับทุน
สนับสนุนภายใต้โครงการ “การคัดเลือกโปรติเอสที่
เหมาะสมเพื่อการย่อยโปรตีนในน่้ายางดิบ (สัญญาเลขที่ 
RDG5250027)” และ “การเตรียมโปรติเอสในรูปทาง
การค้าส่าหรับย่อยโปรตีนในน่้ายางสด (สัญญาเลขที่ 
RDG5350029)” พบว่าสามารถเตรียมเอนไซม์โปรติเอ
สในรูปแบบผงที่สะดวกต่อการเก็บรักษาและใช้งานได้ 
ทั้งยั งพบว่าโปรติเอสดังกล่าวสามารถก่าจัดโปรตีน
ภูมิแพ้บางชนิดในน่้ายางพาราสดได้ ดังผลการศึกษาจาก
โครงการ “การวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ในน่้ายางโปรตีน
ต่่า (สัญญาเลขที่  RDG5450045)” แต่อย่างไรก็ตาม 

เอนไซม์ โป รติ เอสที่ ผ ลิ ต ได้ จาก จุลิ นท รี ย์ มีค วาม
หลากหลาย ทั้งในแง่ของโครงสร้าง และความสามารถ
ในการเร่งปฏิกิริยาการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ แม้ว่าเอนไซม์
โปรติเอสหยาบที่ผลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 
จะแสดงให้เห็นว่าสามารถใช้ในการก่าจัดโปรตีนภูมิแพ้
ได้ แต่เพื่อให้การน่าเอนไซม์โปรติเอสมาใช้ประโยชน์ได้
อย่างมีประสิทธิภาพจ่าเป็นต้องศึกษาในรายละเอียดว่า
เอนไซม์ที่  B. subtilis MR10 มีคุณสมบัติ ในการเร่ ง
ปฏิกิริยาอย่างไร รวมทั้งต้องทราบสภาวะที่เหมาะสมต่อ
การท่างานของเอนไซม์ เพื่อการยืนยันความสามารถใน
การย่อยสลายโปรตีนภูมิแพ้ในน่้ายางพารา 

ผู้วิจัยคาดว่า การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์
ที่ผ่านการท่าบริสุทธ์ิจะเป็นประโยชน์ต่อการน่าเอนไซม์
หยาบไปใช้ประโยชน์ในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ และ
สามารถใช้ประโยชน์ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากขึ้น  
 
วัตถุประสงค์ 
 

เพื่อศึกษาสมบัติของเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิต
จากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 ซ่ึงมีผลต่อ
ประสิทธิภาพในการก่าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน่้ายางพารา 
 
วิธีการทดลอง  
 
1. การเตรียมกล้าเชื อแบคทีเรีย และการผลิตเอนไซม์ 
 เตรียมกล้าเชื้อโดยการถ่ายเชื้อ Bacillus 
subtilis MR10 จาก stock culture ลงในอาหารเหลว 
nutrient broth (NB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ให้
อากาศโดยท่าการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว
รอบ 150 รอบต่อนาที เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากน้ันถ่ายกล้าเชื้อลงใน
อาหาร NB หรือสูตรกากถั่วเหลือปรับปรุง ปริมาตร 3.5 
ลิตรที่บรรจุในถังหมักขนาด 5 ลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ให้อากาศ 1 vvm อัตราการกวน 200 
รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างน่้าเลี้ยงทุก 3 ชั่วโมง เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง ตรวจวัดค่ากิจกรรมเอนไซม์ตามวิธีของ
ไพโรจน์ (2552) เม่ือเลี้ยงแบคทีเรียครบ 24 ชั่วโมง เก็บ
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เก่ียวผลผลิตเอนไซม์โดยการเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 
8000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที เก็บส่วนของสารละลายใสเพื่อตรวจสอบ
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ และใชเ้ป็นเอนไซม์หยาบในการ
ทดลองขั้นต่อไป  
 
2. ศึกษาการท า Salt fractionation (Deutscher, 
1990) 
 น่าส่วนของสารละลายเอนไซม์ที่ผ่านการแยก
เซลล์ออกแล้วมาศึกษาถึงการตกตะกอนเอนไซม์ด้วย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ช่วงความเข้มข้นอ่ิมตัวของ
เกลือแอมเนียมซัลเฟต 20-40, 40-60, 60-80% แยก
ตะกอนด้วยการเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อ
นาที ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม จากน้ัน
น่าไปท่าไดแอไลซีสเพื่อก่าจัดเกลือออกจากสารละลาย
เอนไซม์ด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตความเข้มข้น 20 
มิลลิโมลาร์ พี เอช 7.5 จนกว่าจะเกิดสมดุลระหว่าง
เอนไซม์และบัฟเฟอร์ ตรวจสอบค่ากิจกรรมของเอนไซม์
ของแต่ละช่วงการตกตะกอน คัดเลือกช่วงของการ
ตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ท่ าให้ได้
ปริมาณค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุด 
 
3. การท าบริสุทธิ์โดยคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
(column chromatography) (Deutscher, 1990) 
 เตรียมคอลัมน์ที่บรรจุ CM-sephadex C-50 
ที่ท่าให้สมดุลด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตความเข้มข้น 
20 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.5 จากน้ันผ่านเอนไซม์เข้าสู่
คอลัมน์ด้วยอัตราเร็ว 1 มิลลิลิตรต่อนาที ชะโปรตีนที่ไม่
จับกับ CM-sephadex C-50 ด้วยบัฟเฟอร์ชนิดเดิม 
แล้วเริ่มชะเพื่อเก็บเอนไซม์โปรติเอสสารละลายเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ในบัฟเฟอร์ที่ใช้ ความเข้มข้น 0.1-0.5 
โมลาร์ ส่าหรับการท่าบริสุทธ์ิขั้นตอนน้ีจะเก็บเอนไซม์ใน
หลอดๆ ละ 20 มิลลิลิตร ซ่ึงนับเป็น  1 แฟร็กชั่น 
(fraction) เพื่อวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม์และวัด
ปริมาณโปรตีด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 280 นาโนเมตร (A280) แล้วสร้างโครมาโทแกรม
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างกิจกรรมของเอนไซม์โปรติ
เอสและค่า A280 กับจ่านวนแฟร็กชั่น ท่าการรวม

แฟร็กชั่นที่มีพบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ให้มีค่า
กิจกรรมจ่าเพาะสูงที่สุดเข้าด้วยกัน และท่าการก่าจัด
เกลือโซเดียมคลอไรด์ด้วยวิธีการผ่านเยื่อกรองขนาด 10 
กิโลดาลตัน และล้างด้วยบัฟเฟอร์ชนิดเดิม โดยเอนไซม์
ที่สนใจจะไม่สามารถผ่านเยื่อกรองได้ ด้วยวิธีน้ีจะท่าให้
เอนไซม์มีความเข้มข้นขึ้นและสามารถลดความเข้มข้น
ของเกลือได้ น่าเอนไซม์ที่เข้มข้นแล้วผ่านคอลัมน์ที่บรรจุ 
Sephacryl S-100 ท่าให้สมดุลด้วยบัฟเฟอร์โซเดียม
ฟอสเฟตความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.5 และ
ค่อยๆ ชะเอาโปรตีนอ่ืนออก รวมถึงเอนไซม์โปรติเอ
สด้วยบัฟเฟอร์ชนิดเดิมด้วยอัตราเร็ว 0.5 มิลลิลิตรต่อ
นาที จนกว่าจะพบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ เทคนิคน้ีจะ
เก็บสารละลายที่ชะออกมาแฟร็กชั่นละ 2 มิลลิลิตร เพื่อ
วิเคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม์และวัดปริมาณโปรตี
ด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโน
เมตร (A280) แล้วสร้างโครมาโทแกรมแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสและ
ค่า A280 กับจ่านวนแฟร็กชั่น พร้อมกับการตรวจสอบ
ความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ในแต่ละแฟร็กชั่นด้วยใช้ SDS-
PAGE 
 
4. ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ โดย Sodium 
Dodecyl Sulfate – Polyacryamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE)  

ใช้วิธีของ Kanpiengjai และคณะ (2015) 
โดยใช้เจลอะคริลาไมด์ความเข้มข้น 12% ในการแยก
ชนิดและตรวจสอบความบริสุทธ์ิของโปรตีน 
 
5. ศึกษาสมบัติของเอนไซม์ 
 

5.1 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการ
ท างานของเอนไซม์และเสถียรภาพของเอนไซม์ 

วัดค่ากิจรรมของเอนไซม์โปรติเอสตามวิธี
มาตรฐานส่าหรับวิเคราะห์ค่ากิจกรรม (พีเอช 7.5 เวลา 
10 นาที) โดยใช้อุณหภูมิ 20-65 องศาเซลเซียส แล้ว
วิเคราะห์ค่าร้อยละกิจกรรมสัมพัทธ์ (%relative 
activity) อุณหภูมิที่ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดคิด
เป็น 100% ส่าหรับผลของอุณหภูมิต่อเสถียรภาพของ
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เอนไซม์ สามารถท่าได้โดยการน่าเอนไซม์บ่มที่อุณหภูมิ 
20-65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากน้ัน
ท่าให้เย็นภายใต้อุณหภูมิน่้าแข็งแล้วจึงวัดค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ น่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ได้เปรียบเทียบ
กับค่ากิจกรรมที่มีอยู่ตอนเริ่มต้น (คิดเป็น 100%) และ
ค่านวณหาค่าร้อยละกิจกรรมสัมพัทธ์ (%relative 
activity)  

5.2 การหาพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างาน
ของเอนไซม์และเสถียรภาพของเอนไซม์ 

วัดค่ากิจรรมของเอนไซม์โปรติเอสตามวิธี
มาตรฐานส่าหรับวิเคราะห์ค่ากิจกรรม (อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที) ภายใต้ระบบบัฟเฟอร์ที่มี
พีเอช 3-10 แล้ววิเคราะห์ค่าร้อยละกิจกรรมสัมพัทธ์ (%
relative activity) พีเอชที่ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์
สูงสุดคิดเป็น 100% ส่าหรับผลของพีเอชต่อเสถียรภาพ
ของเอนไซม์ สามารถท่าได้โดยการน่าเอนไซม์บ่มกับเค
ซีนที่มีพีเอชแตกต่างกันระหว่าง 3-10 ที่ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากน้ันวัดค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ น่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่
ได้เปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมที่มีอยู่ตอนเริ่มต้น (คิดเป็น 
100%) และค่านวณหาค่าร้อยละกิจกรรมสัมพัทธ์ (%
relative activity) 

5.3 การตรวจสอบผลของไออนและสารเคมี
บางชนิดต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 

วัดค่ากิจรรมของเอนไซม์โปรติเอสตามวิธี
มาตรฐานที่มีไอออนและสารเคมีบางชนิดความเข้มข้น 5 
มิลลิโมลาร์ ได้แก่ KCl LiCl NaCl AgNO3 NiCl2 FeCl2 
MgSO4 Pb(NO3)2 CaCl2 MnCl2 CuSO4 HgCl2 CoCl2 
BaCl2 AlCl3 EDTA SDS แ ล ะ  Mercaptoethanol 
ค่านวณค่าร้อยละกิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์โดย
เปรียบเทียบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ไม่เติมไอออนหรือ
สารเคมี 

5.4 การวิเคราะห์ความจ าเพาะของเอนไซม์
กับซับสเตรทและค่าทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ 

วัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสตามวิธี
มาตรฐานโดยใช้ซับสเตรทที่แตกต่างกันได้แก่ เคซีน เจ
ลาติน และอัลบูมิน ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร วิเคราะห์ความจ่าเพาะของเอนไซม์ต่อซับสเตท 

โดยแสดงเป็นค่าร้อยละกิจกรรมสัมพัทธ์เปรียบเทียบกับ
กิจกรรมของเอนไซม์เม่ือท่าปฏิกิริยากับเคซีน ส่าหรับ
การวิเคราะห์ค่าทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ท่าได้
โดยวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสตามวิธีมาตรฐาน
โดยแปรผันความเข้มข้นของเคซีให้อยู่ในช่วง 5-30 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ทีได้
วิเคราะห์หาค่าทางจลนพลศาสตร์ Km และ Vmax ของ
เอนไซม์ด้วยโปรแกรม Sigma plot เวอร์ชั่น 12.0 ซ่ึง
เป็นไปตามสมการของ Lineweaver-Burk ดังน้ี 
                   

 
 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการก าจัด
โปรตีนภูมิแพ้ชนิด rubber elongation factor ด้วย
เทคนิค dot blot  

เตรียมน่้ายางพาราโปรตีนต่่าส่าหรับใช้ใน
งานวิจัย ผสมน่้ายางพาราสดกับน่้ากลั่นในสัดส่วน 1 ต่อ 
1 จากน้ันเติมโปรติเอสในสัดส่วนโปรติเอส 500 ยูนิตต่อ
น่้ายางพารา 100 ml พร้อมทั้งเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิ
ลิน ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
น่าไปบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 12 ชั่วโมง จากน้ันเตรียม
ตัวอย่างส่าหรับวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ น่าน่้ายางพารา
โปรตีนต่่ามาปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 20 นาที จากน้ันดูดเฉพาะส่วนของเหลว
ชั้นกลางออกมาก ใช้ของเหลวดังกล่าวเป็นตัวอย่างของ
ซีรั่มในการวิเคราะห์หาโปรตีนภูมิแพ้ต่อไป  

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
 
1. การเลี ยงแบคทีเรีย B. subtilis MR10 เพื่อผลิต
เอนไซม์ 

พบว่าสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเชื้อ
แบคทีเรียชนิดน้ีจากถังหมักแบบกวนผสมได้ โดย
สามารถผลิตเอนไซม์เท่ากับ 22 ยูนิตต่อมิลลิลิตร หลัง
การเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 18 ชั่วโมง ซ่ึงเพียงพอในการ
น่ามาใช้ศึกษาครั้งน้ี สารละลายเอนไซม์ที่ได้มีลักษณะสี
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อมเหลืองและไม่มีความขุ่น แต่อย่างไรก็ตาม สารละลาย
เอนไซม์ที่ผลิตได้น้ีจ่าเป็นต้องน่าไปผ่านขั้นตอนการท่า
ให้บริสุทธ์ิและเข้มข้นขึ้น เพื่อสามารถศึกษาคุณสมบัติ
ด้านอ่ืนๆ ของเอนไซม์ต่อไป  
 

 
ภาพที่ 1 ความสัมพันธ์ระหว่างกิจกรรมของเอนไซม์โป
รติเอสและเซลล์ของ B. subtilis MR10 เม่ือเลี้ยงใน
อาหาร nutrient broth ที่ 37 องศเซลเซียส 
 
2. การท าบริสุทธิ์เอนไซม์ 

ผลการท่าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจาก
แบคที เรี ย  B. subtilis MR10 โด ยการตกตะกอน
เอนไซม์โดยวิธีตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟ
ตแบบล่าดับส่วน (salt fractionation) พบกิจกรรมของ
เอนไซม์ปริมาณมากกว่า 60% ในช่วงการใช้เกลือความ
เข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตระหว่าง 40-80% 
ทั้งน้ี หากเลือกตกตะกอนที่ความเข้มข้นต่่ากว่า 40% 
จะท่าให้ได้เอนไซม์เพียง 4% เท่าน้ัน และหากใช้ความ
เข้มข้นมากกว่า 80% ก็เป็นการสิ้นเปลืองและยังพบว่ามี
โปรตีนชนิดอ่ืนตกตะกอนลงมาเพิ่มด้วย ส่งผลต่อความ
บริสุทธ์ิของเอนไซม์ที่ผลิต จึงเลือกใช้วิธีดังกล่าวในการ
ท่าบริสุทธ์ิเอนไซม์ในขั้นต้น ตารางที่  1 ตารางสรุปผล
การท่าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 
เริ่มท่าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรติเอสด้วยกิจกรรมของเอนไซม์
อย่างหยาบจ่านวน 44,500 ยูนิต ซ่ึงมีกิจกรรมจ่าเพาะ
เท่ากับ 148.3 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ภายหลังจากการ
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ท่าให้ได้เอนไซม์ที่
บริสุท ธ์ิเพิ่มขึ้นเพี ยง 1.1 เท่า และได้ กิจกรรมของ
เอนไซม์โปรติเอสกลับคืนมาจ่านวน 30,000 ยูนิต น่า
เอน ไซม์ จ่านวน น้ีท่ าบ ริ สุ ท ธ์ิด้ วย เทค นิค  cation 
exchange chromatography โดยใช้ตัวกลางประ จุ

คงที่คือ CM- sephadex C-50 ในสภาวะที่สมดุลด้วย
บัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต พีเอช 7.5 ความเข้มข้น 20 
มิลลิโมลาร์ หลังจากผ่านเอนไซม์เข้าไปยังตัวกลางและ
ท่าการชะด้วยเกลือโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นระหว่าง 
0.1-0.5 โมลาร์ ท่าให้ ได้ผลการทดลองดังภาพที่  2 
พบว่าโครมาโทกราฟีสามารถแยกเอนไซม์โปรติเอสอย่าง
หยาบออกเป็น 2 ชนิดได้แก่ P1 และ P2 และ P1 ให้ค่า
กิจกรรมหลักของเอนไซม์โปรติ เอสสูงสุดประมาณ 
10,000 ยูนิต เอนไซม์น้ีแสดงประจุโมเลกุลเป็นประจุ
บวกภายใช้สภาวะที่ใช้ในการท่าบริสุทธ์ิ ในขณะที่ P2 
เป็นกิจกรรมรองของเอนไซม์โปรติเอสและมีค่ากิจกรรม
เท่ากับ 4,900 ยูนิต และแสดงประจุบนโมเลกุลเป็น
ประจุลบท่าให้ถูกชะออกมาได้อย่างง่ายโดยปราศจาก
การชะด้วยสารละลายโซเดียวคลอไรด์ ด้วยวิธีการท่า
บริสุทธ์ิด้วย CM-sephadex C-50 ทั้ง P1 และ P2 มี
ความบริสุทธ์ิขึ้นถึง 22.8 และ 11.1 เท่า เปรียบเทียบ
กับเอนไซม์อย่างหยาบ จากผลการทดลองแสดงให้เห็น
ว่า B. subtilis MR10 สามารถผลิต เอนไซม์โปรติ เอ
สได้อย่างน้อย 2 ชนิด อย่างไรก็ตามการบ่งชี้ชนิดของ
เอนไซม์ที่สามารถย่อยโปรตีนภู มิแพ้ในน่้ายาพาราจึง
จ่าเป็นต้องท่าบริสุทธ์ิเอนไซม์ทั้งสองชนิดต่อไปด้วย
เทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดเจลฟิลเทรชั่น โดยใช้ตัวกลาง
ค งที่ คื อ  sephacryl S-100 ที่ ส มดุ ล ด้ วยบั ฟ เฟ อร์
โซเดียมฟอสเฟต พีเอช 7.5 ความเข้มข้น 20 มิลลิโม
ลาร์ ผลการทดลองแสดงเป็นโครมาโทแกรมในภาพที่ 3 
และ 4 จากการทดลองได้เอนไซม์ P1 และ P2 ที่บริสุทธ์ิ
ขึ้น ถึง 26.6 และ 21.8 เท่า ตามล่าดับ และเอนไซม์ทั้ง
สองมีความบริสุทธ์ิเม่ือวิเคราะห์ดูความบริสุทธ์ิด้วย
เทคนิค SDS-PAGE ดังภาพที่ 5 และสามารถประมาณ
น่้าหนักโมเลกุลของเอนไซม์มีทั้งสองเป็น 45 และ 30 
กิโลดาลตัน ตามล่าดับ สอดคล้องกับน่้าหนักโมเลกุล
ของเอนไซม์โปรติเอสที่พบใน Bacillus sp. (Farhadian 
และคณะ 2015; Uttatree; Ferrareze et al., 2016) 
โ ด ย เ ฉ พ า ะ เ อ น ไ ซ ม์ โ ป ร ติ เ อ ส จ า ก  B. 
amyloliquefaciens FSE-68 ที่ พ บ ว่ า เป็ น  neutral 
metalloprotease (32 กิ โลดาลตัน ) และ  alkaline 
serine protease (27 กิ โล ด า ล ตั น ) (Cho et al., 
2003)  
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ตารางที่ 1 สรุปผลการท่าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 

Step 
Total activiy Total protein Specific activity Purification Recovery 

(Units) (mg) (U/mg) (fold) (%) 

Crude enzyme 44,500 300 148.3 1.0 100.0 

Precipitation 30,100 188 160.1 1.1 67.6 

CM-Sephadex       P1 10,162 12 846.8 5.7 22.8 

                          P2 4,922 6 820.3 5.5 11.1 

Sephacryl S-100   P1 5,530 1.4 3,950.0 26.6 12.4 

                         P2 2,590 0.8 3,237.5 21.8 5.8 
 
 

 
ภาพที่ 2 โครมาโทแกรมของการท่าบริสุทธ์ิเอนไซม์โป
รติเอสจาก B. subtilis MR10 ด้วย CM-Sephadex C-
50 ภายใช้สภาวะที่สมดุลด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต 
พีเอช 7.5 ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์พีเอช 7.5 
 

 
ภาพที่ 3 โครมาโทแกรมของการท่าบริสุทธ์ิเอนไซม์โป
รติเอส P1 จาก B. subtilis MR10 ด้วย Sephacryl S-
100 ชะด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตความเข้มเข้น 20 
มิลลิโมลาร์ pH 7.5 
 
 
 

 
 

 
ภาพที่ 4 โครมาโทแกรมของการท่าบริสุทธ์ิเอนไซม์โป
รติเอส P2 จาก B. subtilis MR10 ด้วย Sephacryl S-
100 ชะด้วยบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตความเข้มเข้น 20 
มิลลิโมลาร์ pH 7.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5 SDS-PAGE ของเอนไซม์โปรติเอสบริสุทธ์ิ P1 
และ P2  
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3. การศึกษาสมบัติของเอนไซม์บริสุทธิ์ 
3.1 พีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานและ

เสถียรภาพของเอนไซม์โปรติเอส  
ท่าการศึกษาหาพีเอขที่เหมาะสมต่อการ

ท่างานของเอนไซม์โปรติเอสบริสุทธ์ิ P1 และ P2 ภายใต้
สภาวะที่ใช้ในการหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส 10 นาที) พบว่าเอนไซม์ P1 ท่างาน
ได้ดีในช่วงพีเอช 7-10 โดยแสดงค่ากิจกรรมสัมพัทธ์มาก
ว่า 80% และท่างานได้ดีที่สุดที่พีเอชเท่ากับ 9 ส่วน
เอนไซม์ P2 ท่างานได้ดีในช่วงพีเอชที่แคบกว่าคือ พีเอช 
7-9 และท่างานได้ดีที่สุดที่พีเอชเท่ากับ 8 ดังน้ันเอนไซม์ 
P1 และ P2 น่าจะจัดให้เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม alkaline 

protease และ neutral protease ตามล่าดับ 
นอกจากน้ีเอนไซม์ P1 ยังแสดงเสถียรภาพที่ดีในช่วงพี
เอชที่กว้างระหว่างพีเอช 5-10 ส่วนเอนไซม์ P2 ทนพี
เอชได้ดีในช่วง 7-10 ผลการทดลองน้ีสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Cho และคณะ (2003) ที่พบ alkaline 
protease และ neutral protease จาก B. 
amyloliquefaciens ที่แยกได้จากกระบวนการหมักถั่ว
เหลือง ดังน้ันจึงเป็นไปได้ว่าอาจพบแหล่งของจุลินทรีย์
อาจเป็นปัจจัยหน่ึงที่ก่าหนดชนิดและคุณสมบัติของ
เอนไซม์จากจุลินทรีย์ เพราะในกรณีของ B. subtilis 
MR10 ก็เป็นแบคทีเรียที่แยกได้จากถั่วหมัก (ถั่วเน่า) 
เช่นกัน (Wongputtisin et al., 2012) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6 พีเอชที่เหมาะสมต่อการท่างาน (ซ้าย) และเสถียรภาพของเอนไซม์โปรติเอส (ขวา) P1 และ P2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท่างาน (ซ้าย) และเสถียรภาพของเอนไซม์โปรติเอส (ขวา) P1 และ P2 

P1 

P

2 

P2 

P

1 

P1 

P2 P2 

P1 
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3.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานและ
เสถียรภาพของเอนไซม์โปรติเอส  

ท่าการศึกษาหาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการ
ท่างานของเอนไซม์โปรติเอสบริสุทธ์ิ P1 และ P2 ภายใต้
สภาวะที่ใช้ในการหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (พีเอช 7.0 
ระยะเวลาในการท่าปฏิกิริยา 10 นาที) อุณหภูมิที่
เหมาะสมส่าหรับการท่างานของเอนไซม์ P1 และ P2 
คือ 45-55 และ 45-50 องศาเซลเซียส ตามล่าดับ 
สอดคล้องกับรายงานก่อนหน้าน้ี (Sathishkumar และ
คณะ 2015; Uttaree และ Charoenpanich 2016; 
Wang และคณะ 2013; Ghafoor และ Hasnain 
2010) และเอนไซม์ทั้งสองมีเสถียรภาพต่ออุณหภูมิ
ใกล้เคียงกันคือ สามารถทนอุณหภูมิได้ตั้งแต่ 4 ถึง 45 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และเม่ืออุณหภูมิสูง
กว่า 50 องศาเซลเซียส เสถียรภาพของเอนไซม์จะลดลง
มากกว่า 50% และไม่สามารถกลับมาท่างานได้อีกหาก
บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

3.3 ผลของไอออนและสารเคมีบางชนิดต่อ
เอนไซม์โปรติเอส 

เอนไซม์ P1 สามารถท่างานได้ดีในสภาวะที่มี
ไอออนประจุบวก ได้แก่ +1 +2 และ +3 ยกเว้น Ag+ 
และ Hg2+ ซ่ึงสามารถยับยั้งการท่างานของเอนไซม์ P1 
ได้ประมาณ 50% (ภาพที่ 6) เปรียบเทียบกับการท่างาน
ของเอนไซม์ปกติ ทั้ง SDS EDTA และ 
mercaptoethanol ไม่มีผลยับยั้งการท่างานของ
เอนไซม์ เอนไซม์ P2 มีความไวต่อ Ag+ Cu2+ Hg2+ 
EDTA และ SDS เพราะไอออนและสารเคมีเหล่าน้ีมีผล
ยับยั้งการท่างานของ P2 อย่างเห็นได้ชัดเม่ือ
เปรียบเทียบกับเอนไซม์ P1 โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Ag+ 
และ Hg2+ ที่สามารถยับยั้งการท่างานของเอนไซม์
ได้มากถึง 80% เอนไซม์โปรติเอส P2 น่าจะถูกจัดให้
เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม metalloenzyme เน่ืองจากผลจาก
การยับยั้งโดย EDTA (Orhan และคณะ 2005) Ellaiah 
และคณะ (2002) กล่าวว่าผลของไอออนในการยับยั้ง
เอนไซม์จะมีความแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับธรรมชาติของ
เอนไซม์ ความต้องการโคแฟกเตอร์ในการท่าปฏิกิริยา 
และธรรมชาติของบริเวณเร่งของเอนไซม์ 

 

3.4 ความจ าเพาะต่อซับสเตรทและค่าคงที่
ทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ P1 และ P2  

ทดสอบความจ่าเพาะเจาะจงระหว่างเอนไซม์ 
P1 และ P2 กับซับสเตรท 3 ชนิดได้แก่ เคซีน เจลาติน
และอัลบูมิน (BSA) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าทั้ง
เอนไซม์ P1 และ P2 มีความจ่าเพาะเจาะจงกับเคซีน
เหมือนกัน แต่ไม่จ่าเพาะดับอัลบูมินและไม่สามารถ
เกิดปฏิ กิริยากับเจลาติน เลือกเคซีนเป็นซับสเตรท
ส่าหรับทดลองเพื่อวิเคราหะค่าคงที่ทางจลนพลศาสตร์
ของเอนไซม์ทั้งสองโดยใช้แบบจ่าลองของ Michaelis-
Menten (ภาพที่ 7) พบว่า ค่าจลนพลศาสตร์ Km และ 
Vmax ของเอนไซม์ P1 มีค่าเท่ากับ 8.0 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และ 3,840 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที 
ตามล่าดับ ขณะที่ค่ าดังกล่าวของเอนไซม์ P2 มีค่า
เท่ ากับ  13 .8 มิลลิ กรั มต่ อ มิลลิ ลิ ต ร  และ  5 ,302 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที ตามล่าดับ 
 ภายหลังการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์โปรติ
เอสทั้งสองชนิดจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 เป็นที่
เรียบร้อยแล้ว ข้อมูลที่ได้รับเหล่าน้ีเป็นประโยชน์อย่าง
มากในการใช้ประโยชน์จากเอนไซม์โปรติเอสเพื่อผลิตน่้า
ยางพาราที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ โดยเพื่อให้ได้
ประสิทธิภาพการท่างานสูงสุดของเอนไซม์น้ัน 
กระบวนการผลิตจ่าเป็นต้องถูกก่าหนดไว้ภายใต้สภาวะ
ที่เหมาะสมในการท่างานของเอนไซม์และหลีกเลี่ยง
สารเคมีที่ยับยั้งการท่างานของเอนไซม์ เป็นต้น ทั้งน้ีจาก
การวิเคราะห์กระบวนการที่เป็นไปได้ในการผลิตน่้า
ยางพาราที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์โปรติเอส
น้ัน เราสามารถเติมโปรติเอสได้ 2 รูปแบบ ได้แก่ การ
เติมทันทีในน่้ายางสดจากเกษตรกร (เติมสารรักษา
สภาพมาแล้ว) แล้วบ่มตามเวลาที่ก่าหนดและปั่นเหว่ียง
ให้ได้น่้ายางข้น และวิธีที่สองคือน่าน่้ายางผ่านขั้นตอน
ต่างๆ ของโรงงานให้เรียบร้อยจนกระทั่งได้น่้ายางข้น 
แล้วจึงเติมเอนไซม์ลงไปบ่มตามระยะเวลาที่ก่าหนด ทั้ง
สองรูปแบบกระทบต่อการท่างานของเอนไซม์ที่แตกต่าง
กัน อย่างไรก็ตาม ทั้งสองรูปแบบจะมีการเติม
แอมโมเนียในปริมาณ 0.6-0.8% ซ่ึงค่า pH ของน่้ายาง
จะเพิ่มขึ้นจาก 7 ไปเป็น 10-11 ได้ การเปลี่ยนแปลง
ดังกล่าวกระทบต่อประสิทธิภาพการท่างานของเอนไซม์ 
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P2 เป็นอย่างมาก โดยประสิทธิภาพการท่างานเหลือ
เพียง 20% เท่าน้ัน แต่ไม่กระทบต่อการท่างานของ P1 
แต่คาดว่า ประเด็นน้ีไม่ส่งผลกระทบต่อการใช้ประโยชน์
ของเอนไซม์ P2 เน่ืองจากแม้ท่างานได้ต่่าลง แต่
เสถียรภาพของโครงสร้างเอนไซม์ที่ pH 10 ยังคงเท่า
เดิม ดังน้ันเราสามารถเพิ่มระยะเวลาการบ่มน่้ายาง
ร่วมกับเอนไซม์ให้นานขึ้นได้ เพื่อให้ได้ผลการย่อย
โปรตีนโดย P2 เทียบเท่าสภาวะปรกติ 
 อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการท่างานของ
เอนไซม์น้ัน พบว่า P2 ท่างานได้ดีที่ช่วงกว้างกว่า P1 ซ่ึง
หากต้องการให้เอนไซม์ทั้งสองท่างานได้อย่างมี
ประสิทธิภาพสูงสุด อาจจ่าเป็นต้องให้ความร้อนแก่น่้า
ยางพาราและควบคุมไว้ที่ประมาณ 45-50 องศา
เซลเซียส ซ่ึงอาจกระทบต่อต้นทุนด้านพลังในการผลิตได้
บ้าง ความร้อนที่ใช้ส่งผลต่อแอมโมเนียซ่ึงสามารถระเหย
ได้ดีที่อุณหภูมิสูง แต่อาจไม่กระทบต่อสมบัติของน่้ายาง
ข้น เพราะแม้แต่กระบวนการผลิตน่้ายางข้นจากการ
ระเหยด้วยความร้อนก็ไม่กระทบต่อสมบัติของน่้ายาง
ธรรมชาติ แต่อย่างไรก็ตาม การบ่มเอนไซม์ร่วมกับน่้า
ยางที่อุณหภูมิปรกติ (ประมาณ 30 องศาเซลเซียส) ก็
น่าจะเพียงพอส่าหรับให้เอนไซม์ทั้งสองชนิดสามารถ
ท่างานได้  
 กระบวนการในการแยกเอนไซม์ออกจาก
อาหารเลี้ยงเชื้อน้ัน เดิมใช้การตกตะกอนด้วยสารอะซิ
โตนจากน้ันกรองเอาตะกอนเอนไซม์ออกมาแล้วละลาย
กลับด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ แต่ผลจากการศึกษาใน

ครั้งน้ี ซ่ึงพบว่าเอนไซม์โปรติเอสมีขนาดโมเลกุล
ประมาณ 45 และ 30 กิโลดาลตัน ตามล่าดับ ท่าให้
สามารถออกแบบกระบวนการแยกเอนไซม์จากอาหาร
เลี้ยงเชื้อได้อีกโดยใช้เยื่อกรองที่มีขนาดรูพรุนเหมาะสม 
เช่น เล็กกว่า 45 กิโลดาลตัน เป็นต้น แล้วท่าการกรอง
แบบ ultrafiltration กระบวนการน้ีเป็นขั้นตอนที่ง่าย 
สามารถท่าได้ในขั้นตอนเดียว แต่มีข้อเสียคือเครื่องมือ 
ultrafiltration มีราคาค่อนข้างสูง แต่ทั้งน้ีก็ขึ้นอยู่กับ
การตัดสินใจของผู้ประกอบการ 
 
4. การทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ 

ผลการทดสอบความสามารถในการย่อย
โปรตีนภูมิแพ้ของเอนไซม์บริสุทธ์ิโปรติเอส P1 และP2 
พ บ ว่ า เอ น ไซ ม์ โป รตี เอ ส บ ริ สุ ท ธ์ิ ทั้ ง ส อ งช นิ ด มี
ความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ชนิด rubber 
elongation factor (ภาพที่  9) เช่นเดียวกับโปรติเอส
ชนิดหยาบที่ผลิตจาก B. subtilis MR10 (ภาพที่ 10) ซ่ึง
แสดงว่าเอนไซม์ทั้งสองชนิดล้วนมีบทบาทส่าคัญในการ
ก่าจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิดน้ี การประเมินประสิทธิภาพการ
ย่อยโปรตีนภูมิแพ้เชิงปริมาณด้วยเอนไซม์ชนิดใดชนิด
หน่ึงหรือการใช้เอนไซม์ทั้งสองชนิดร่วมกันยังไม่สามารถ
ท่าได้ในการวิจัยครั้งน้ี เน่ืองจากข้อจ่ากัดด้านเทคนิค
และเครื่องมือ ซ่ึงวิเคราะห์ได้เพียงเชิงคุณภาพเท่าน้ัน 
อย่างไรก็ตาม ในทางปฏิบัติ ก็ได้ใช้ เอนไซม์โปรติ เอ
สในรูปแบบเอนไซม์หยาบส่าหรับการย่อยโปรตีนภูมิแพ้
ในน่้ายางพาราอยู่แล้ว 
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ภาพที่ 7 ผลของไอออนและสารเคมีบางชนิดต่อการท่างานของเอนไซม์ P1 (บน) และ P2 (ล่าง) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8 กราฟของ Michaelis-Menten แสดงการหาค่าทางจลนพลศาสตร์ Km and Vmax ของเอนไซม์โปรติเอส P1 
(ซ้าย) และ P2 (ขวา) 
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ภาพที่ 9 ฟิลม์ X-ray ที่ได้จากการตรวจวัดโปรตีนภูมิแพ้โดยการวิเคราะห์ dot blot ภายหลังจากการย่อยโปรตีน
ภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์ P1 และ P2 

                                                            
ภาพที่ 10 ฟิลม์ X-ray ที่ได้จากการตรวจวัดโปรตีนภูมิแพ้โดยการวิเคราะห์ dot blot ภายหลังจากการย่อยโปรตีน
ภูมิแพ้ด้วยเอนไซม์โปรติเอสหยาบ 
 
สรุปผลการวิจัย 
 

ผลการท่าบริสุทธ์ิเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจาก
แบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 ด้วยการตกตะกอน
ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-80% ตามด้วย
เทคนิคโครมาโตกราฟฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (CM-
Sephadex C-50) และเจลฟิลเทรชั่น (Sephacryl S-
100) ตามล่าดับ พบว่าเอนไซม์หยาบประกอบด้วย
เอนไซม์โปรติเอสสองชนิด คือ เอนไซม์โปรตีเอส 1 (P1) 
และ เอนไซม์โปรตีเอส 2 (P2) เอนไซม์บริสุทธ์ิ  P1 และ 
P2 มีค่ากิจกรรมจ่าเพาะเท่ากับ 3,950 และ 3,238 ยูนิ
ตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ความบริสุทธ์ิเพิ่มเป็น 26.6 และ 
21.8 เท่า ตามล่าดับ น่้าหนักโมเลกุลของเอนไซม์มี
ค่าประมาณ 45 และ 30 กิโลดาลตัน  P1 และ P2 
ท่างานได้ดีที่ค่าความเป็นกรดด่าง 9.0 และ 8.0 ขณะที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมส่าหรับการท่างานคือ 45-55 และ 
45-50 องศาเซลเซียส ตามล่าดับ เอนไซม์โปรติเอส P1 
และ P2 มีความเสถียรที่ช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 5.0-

10.0 และ 7.0-10.0 ตามล่าดับ ค่าจลนพลศาสตร์ Km 
และ Vmax ของ P1 มีค่ าเท่ ากับ  8.0  มิลลิ กรัมต่ อ
มิลลิลิตร และ 3,840 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต่อนาที 
ตามล่าดับ ขณะที่ค่าดังกล่าวของ P2 มีค่าเท่ากับ 13.8 
มิลลิ กรัมต่ อมิลลิลิ ตร และ 5 ,302 ไมโครกรัมต่ อ
มิลลิลิตรต่อนาที โปรติเอสทั้งสองชนิดมีความจ่าเพาะ
กับเคซีนเหมือนกัน นอกจากน้ียังพบว่าอิออนของโลหะ 
Ag+ และ Hg2+ มีผลยับยั้งการท่างานของ P1 ในขณะที่ 
Ag+ Cu2+ Hg2+  EDTA และ SDS มีผลยับยั้งการท่างาน
ของ P2 เอนไซม์ โป รตี เอสบริสุท ธ์ิทั้ งสอ งช นิด มี
ความสามารถในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้เช่นเดียวกับโปรตี
เอสหยาบ เอนไซม์บริสุทธ์ิทั้งสองชนิดสามารถย่อยหรือ
ก่าจัดโปรตีนภูมิแพ้ในน่้ายางพาราดิบได้เหมือนกัน 
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