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∫∑§—¥¬àÕ

®“°°“√‡æ“–‡≈’È¬ß®ÿ≈‘π∑√’¬å 30 ™π‘¥„πÕ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥„π ¿“«–‡ªìπ¥à“ß  æ∫«à“  alkalotolerant

Bacillus sp. B12 ́ ÷Ëß‡ªìπ Gram-variable ‡´≈≈å¡’≈—°…≥–‡ªìπ∑àÕπ ¡’°“√ √â“ß ªÕ√å µâÕß°“√ÕÕ° ‘́‡®π„π°“√‡®√‘≠

·≈–º≈‘µ‡Õπ‰´¡å§–µ–‡≈  º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß ÿ¥ ‚ª√µ’‡Õ ∑’Ëº≈‘µ®“°‡™◊ÈÕ B12  “¡“√∂∑πµàÕ “√´—°

≈â“ß™π‘¥ºß P1 ·≈– P2 °—∫™π‘¥‡À≈« L1 L2 ·≈– L3 ‰¥â¥’ ‡¡◊ËÕ·™à‰«â√à«¡°—∫ “√´—°≈â“ß∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 Õß»“

‡´≈‡´’¬  π“π 1 ™—Ë«‚¡ß Bacillus sp. B12 ‡®√‘≠·≈–º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â¥’‡¡◊ËÕæ’‡Õ™‡√‘Ë¡µâπ¢ÕßÕ“À“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ

Õ¬Ÿà√–À«à“ß 7.0 ∂÷ß 10.0  ‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß Bacillus sp. B12 „π°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 0.5 ∑’Ëæ’‡Õ™ 9.0 Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37

Õß»“‡´≈‡ ’́¬  ¥â«¬°“√‡¢¬à“ 250 √Õ∫µàÕπ“∑’ π“π 24 ™—Ë«‚¡ß º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß ÿ¥‡∑à“°—∫ 0.44 Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√

´÷Ëß°“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‡°‘¥¢÷Èπæ√âÕ¡°—∫°“√‡®√‘≠¢Õß‡´≈≈å  æ’‡Õ™∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√∑”ß“π¢Õß crude protease Õ¬Ÿà

„π™à«ß 8.0 ∂÷ß 11.0 ·≈–¡’‡ ∂’¬√¿“æ Ÿß∑’Ëæ’‡Õ™„π™à«ß 6.0 ∂÷ß 11.0 π“π 1 ™—Ë«‚¡ß Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë‡À¡“– ¡„π°“√

∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡åÕ¬Ÿà„π™à«ß 30 ∂÷ß 80 Õß»“‡´≈‡´’¬  ·≈–¡’‡ ∂’¬√¿“æ Ÿß√–À«à“ßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 30 ∂÷ß 60 Õß»“

‡´≈‡ ’́¬  π“π 1 ™—Ë«‚¡ß  ®“°°“√ —́°ºâ“¥â“¬¥‘∫¢“«∑’Ë∂Ÿ°∑”„Àâ‡ªóôÕπ¥â«¬‡≈◊Õ¥«—« æ∫«à“ ‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫ºâ“ °ª√°

∑’Ë´—°¥â«¬ “√´—°≈â“ßÕ¬à“ß‡¥’¬« ºâ“ °ª√°∑’Ë´—°¥â«¬ “√´—°≈â“ß L2 ·≈– L3 √à«¡°—∫ crude protease „Àâ§à“§«“¡

¢“« «à“ß Ÿß°«à“ ‚¥¬‡æ‘Ë¡¢÷Èπ®“° 77.22 ·≈– 71.73 Àπà«¬ ‡ªìπ 80.24 ·≈– 75.83 Àπà«¬ µ“¡≈”¥—∫ πÕ°®“°π’È

æ∫«à“ºâ“ °ª√°∑’Ë́ —°¥â«¬ “√´—°≈â“ß√à«¡°—∫ crude protease „Àâ§à“§«“¡‡ªìπ ’·¥ß≈¥≈ß‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫ºâ“ °ª√°

∑’Ë´—°¥â«¬ “√´—°≈â“ßÕ¬à“ß‡¥’¬« ¥—ßπ—Èπ®÷ß¡’·π«‚πâ¡∑’Ë®–π” crude protease ®“° Bacillus sp. B12 ‰ªª√–¬ÿ°µå

„™â„πÕÿµ “À°√√¡ “√´—°≈â“ß

§” ”§—≠ : Õ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ  / alkalotolerant Bacillus sp. /  “√´—°≈â“ß

√—∫‡¡◊ËÕ 28  ‘ßÀ“§¡ 2546  µÕ∫√—∫‡¡◊ËÕ 10 °ÿ¡¿“æ—π∏å 2547
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Thirty types of microorganisms were cultured in an alkaline soybean meal medium. The alkalotolerant

Bacillus sp. B12 was able to grow and produce the highest protease level. It is a Gram-variable, rod-shaped, spore-

forming and oxygen required bacterium and produced catalase. Protease of the strain B12 was highly stable in

commercial detergents such as P1, P2, L1, L2 and L3 when incubated at 50 ÌC for 1 hr. Bacillus sp. B12 could

grow in the 0.5% soybean meal medium and produced high protease at pH 7.0 to 10.0. The most suitable

condition for alkaline protease production (0.44 Unit/ml) was pH 9.0 at 37 ÌC, and shaking at 250 rpm for 24 hr.

Alkaline protease produced by this strain was found to increase along with the cell growth. The crude protease

had an optimum pH from 8.0 to 11.0 and maintained its stability over a broad range of pH between 6.0 and 11.0

for 1 hr. The optimum temperature for crude protease activity was from 30 to 80 ÌC. The protease was stable

between 30 and 60 ÌC for 1 hr. To evaluate the protease action in improving the washing efficiency of the

detergents, the pieces of white cotton cloth soiled with cow blood stain were washed with L2 and L3 detergents

in the presence of the crude protease from Bacillus sp. B12. It showed the increases in bright values from 77.22

and 71.73 to 80.24 and 75.83, respectively and the decreases in red values when compared to the washing only

with detergents L2 and L3. Therefore, crude alkaline protease from Bacillus sp. 12 was a good candidate to be

applied in detergent industry.
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1. ∫∑π”

       Õ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ‡ªìπ‡Õπ‰´¡å∑’Ë∑”Àπâ“∑’Ë„π°“√‡√àßªØ‘°‘√‘¬“°“√¬àÕ¬‚ª√µ’π„Àâ‡ªìπ‡ªª‰∑¥å “¬ —ÈπÊ À√◊Õ

°√¥Õ–¡‘‚π æ∫‰¥â∑—Èßæ◊™  —µ«å ·≈–®ÿ≈‘π∑√’¬å Õ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ∑’Ëº≈‘µ®“°®ÿ≈‘π∑√’¬å¡’∫∑∫“∑¡“°„πÕÿµ “À°√√¡

À≈“¬ª√–‡¿∑ ‡™àπ Õÿµ “À°√√¡Õ“À“√ Õÿµ “À°√√¡∑Õºâ“ Õÿµ “À°√√¡øÕ°Àπ—ß Õÿµ “À°√√¡‡¬◊ËÕ°√–¥“…

Õÿµ “À°√√¡‡§¡’  Õÿµ “À°√√¡¬“  Õÿµ “À°√√¡∂à“¬√Ÿª  °“√∫”∫—¥¢Õß‡ ’¬ ·≈–‚¥¬‡©æ“–Õÿµ “À°√√¡ “√´—°≈â“ß

¡’ª√‘¡“≥°“√„™â·≈–§‘¥‡ªìπ¡Ÿ≈§à“¡“°∑’Ë ÿ¥‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫Õÿµ “À°√√¡Õ◊ËπÊ [1 ·≈– 2] ‚¥¬‡√‘Ë¡¡’°“√π”Õ—≈§“‰≈πå

‚ª√µ’‡Õ ¡“‡ªìπÕß§åª√–°Õ∫„π “√ —́°≈â“ßµ—Èß·µà§√‘ µ»—°√“™ 1914 ‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π°“√∑”§«“¡ –Õ“¥ ‚¥¬

°”®—¥‚ª√µ’πæ«°πÈ”π¡ ‡≈◊Õ¥ √Õ¬‡ªóôÕπ¢ÕßÕ“À“√ ·≈–§√“∫ °ª√°∫π‡π◊ÈÕºâ“ ´÷ËßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë„™â‡µ‘¡„π

 “√´—°≈â“ß∑’Ë‡ªìπ∑’Ë¬Õ¡√—∫„π∑“ß°“√§â“¡’À≈“¬™π‘¥ ‡™àπ Subtilisin Carlsberg, Subtilisin BPNû, Alcalase, Esperase

·≈– Savinase ‡ªìπµâπ °“√∑”ß“π¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ „π “√´—°≈â“ß¢÷ÈπÕ¬Ÿà°—∫ªí®®—¬À≈“¬Õ¬à“ß ‡™àπ æ’‡Õ™ Õÿ≥À¿Ÿ¡‘

 à«πª√–°Õ∫¢Õß “√´—°≈â“ß ·≈–‡§√◊ËÕß´—°ºâ“ ‡ªìπµâπ ´÷Ëß ‘Ëß ”§—≠„π°“√„™âÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ‡ªìπ à«πª√–°Õ∫

„π “√´—°≈â“ß§◊Õ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡å„π “√´—°≈â“ß ¥—ßπ—Èπ®÷ß‰¥â¡’°“√§âπÀ“Õ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ™π‘¥„À¡à∑’Ë¡’ ¡∫—µ‘

∑’Ë¥’‚¥¬ “¡“√∂∑”ß“π·≈–¡’‡ ∂’¬√¿“æ„π “√´—°≈â“ß ´÷Ëß°“√„™âÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ‡ªìπ à«πª√–°Õ∫„π “√´—°≈â“ß

 “¡“√∂≈¥ª√‘¡“≥°“√„™â “√ —́°≈â“ß ≈¥ “√‡§¡’∑’Ëº ¡Õ¬Ÿà„π “√´—°≈â“ß∑’ËÕ“®∑”„Àâ‡°‘¥¡≈æ‘…„ππÈ” ·≈– ”À√—∫

ª√–‡∑»‰∑¬À“° “¡“√∂º≈‘µ‚ª√µ‘‡Õ ¡“„™â„π “√ —́°≈â“ß‰¥â¿“¬„πª√–‡∑»®–™à«¬≈¥ª√‘¡“≥°“√π”‡¢â“‚ª√µ’‡Õ ‰¥â

‚¥¬„πªí®®ÿ∫—πª√–‡∑»‰∑¬¡’°“√π”‡¢â“‡Õπ‰´¡å¡“°°«à“ 700 ≈â“π∫“∑µàÕªï [3] ®ÿ≈‘π∑√’¬å‡ªìπ·À≈àß∑’Ë‡À¡“– ¡„π°“√

º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ „πª√‘¡“≥¡“° ·≈– °—¥‰¥âßà“¬‡π◊ËÕß®“°º≈‘µ·≈â« àßÕÕ°¿“¬πÕ°‡´≈≈å ‚¥¬‡©æ“– “¬æ—π∏ÿå Bacillus

¡’∫∑∫“∑ ”§—≠„π∑“ßÕÿµ “À°√√¡ ‚¥¬ª√–¡“≥‡°◊Õ∫§√÷ËßÀπ÷Ëß¢Õß°“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë„™â„π∑“ß°“√§â“‰¥â¡“®“°

 “¬æ—π∏ÿåπ’È [4]

®“°°“√»÷°…“∑’Ëºà“π¡“¢ÕßÀâÕßªØ‘∫—µ‘°“√‡Õπ‰´¡å‡∑§‚π‚≈¬’ §≥–∑√—æ¬“°√™’«¿“æ·≈–‡∑§‚π‚≈¬’

¡À“«‘∑¬“≈—¬‡∑§‚π‚≈¬’æ√–®Õ¡‡°≈â“∏π∫ÿ√’  “¡“√∂§—¥·¬°®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ë‡®√‘≠‰¥â¥’„π ¿“«–‡ªìπ¥à“ß®“°·À≈àßµà“ßÊ

¥—ßπ—Èπ„πß“π«‘®—¬π’È®÷ß¡ÿàß‡πâπ‡æ◊ËÕ§—¥‡≈◊Õ°·≈–»÷°…“®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ëº≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë “¡“√∂∑”ß“π·≈–¡’

‡ ∂’¬√¿“æ Ÿß„π “√´—°≈â“ß ´÷Ëß¡’ ¡∫—µ‘∑’Ë¥’·≈–‡À¡“– ¡µàÕ°“√π”‰ª„™âª√–‚¬™πå„πÕÿµ “À°√√¡ “√´—°≈â“ß ß“π

«‘®—¬π’ÈπÕ°®“° ¡’§«“¡ ”§—≠µàÕ§«“¡√Ÿâ§«“¡‡¢â“„®„π°“√»÷°…“«‘∑¬“»“ µ√åæ◊Èπ∞“π·≈â« ¬—ßÕ“®π”‰ªª√–¬ÿ°µå„™â„π

Õÿµ “À°√√¡ “√´—°≈â“ßµàÕ‰ª„πÕπ“§µ

2. Õÿª°√≥å·≈–«‘∏’¥”‡π‘π°“√∑¥≈Õß

2.1 °“√§—¥‡≈◊Õ°®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ëº≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

2.1.1 ‡æ“–‡≈’È¬ß®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ë§—¥·¬°®“°·À≈àßµà“ßÊ ‰¥â·°à √–∫∫∫àÕ∫”∫—¥πÈ”‡ ’¬¢Õß‚√ßß“πº≈‘µ

°√–¥“…∫“ßª–Õ‘π √–∫∫∫àÕ∫”∫—¥πÈ”‡ ’¬¢Õß∫√‘…—∑‡¬◊ËÕ°√–¥“… ¬“¡ °“°∂—Ë«‡πà“ ·≈–®“°∫àÕ‡æ“–‡≈’È¬ß°ÿâß „π Ÿµ√

Õ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∑’Ëºà“π°“√ °—¥πÈ”¡—πÕÕ°·≈â«®“°∫√‘…—∑πÈ”¡—πæ◊™∑‘æ¬å√âÕ¬≈– 2.0 „ππÈ”°≈—Ëπ ‚¥¬‡µ√’¬¡

Õ“À“√‡À≈«ª√‘¡“µ√ 20 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ „π¢«¥√Ÿª™¡æŸà¢π“¥ 250 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ¶à“‡™◊ÈÕ¥â«¬À¡âÕπ÷Ëß§«“¡¥—π∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘
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121 Õß»“‡´≈‡´’¬  §«“¡¥—π 15 ªÕπ¥åµàÕµ“√“ßπ‘È« π“π 15 π“∑’ ∑‘Èß„Àâ‡¬Áπ ·≈â«ª√—∫æ’‡Õ™‡ªìπ 10.5  ¥â«¬

Na2CO3 √âÕ¬≈– 10 ∫à¡„πµŸâ‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37 Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡¢¬à“¥â«¬§«“¡‡√Á« 250 √Õ∫µàÕπ“∑’ ‡°Á∫

µ—«Õ¬à“ß∑’Ë‡«≈“ 0, 24, 36 ·≈– 48 ™—Ë«‚¡ß ªíòπ·¬°‡´≈≈åÕÕ°¥â«¬§«“¡‡√Á« 12,000 √Õ∫µàÕπ“∑’ π“π 10 π“∑’ ·≈â«

π” à«π„ ¡“µ√«®«—¥°‘®°√√¡ ¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

2.1.2  ‡æ“–‡≈’È¬ß®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ëº≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë¡’ ¡∫—µ‘‡À¡“– ¡µàÕ°“√π”‰ªª√–¬ÿ°µå„™â„π “√´—°≈â“ß

„π Ÿµ√ Õ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 2.0 „ππÈ”°≈—Ëπ ª√—∫æ’‡Õ™‡ªìπ 9.0 ·≈– 12.0 ¥â«¬ Na2CO3 √âÕ¬≈– 10

∫à¡„π µŸâ‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37 Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡¢¬à“¥â«¬§«“¡‡√Á« 250 √Õ∫µàÕπ“∑’  ‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß∑’Ë‡«≈“ 24 ·≈– 48

™—Ë«‚¡ß ªíòπ·¬°‡´≈≈åÕÕ°¥â«¬§«“¡‡√Á« 12,000 √Õ∫µàÕπ“∑’ π“π 10 π“∑’ ·≈â«π” à«π„ ¡“µ√«®«—¥°‘®°√√¡¢Õß

Õ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

2.2 °“√µ√«®«—¥°‘®°√√¡Õ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

°“√µ√«®«—¥°‘®°√√¡¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ „™â«‘∏’∑’Ë¥—¥·ª≈ß®“°«’∏’¢Õß Anson [5]  ‚¥¬‡µ‘¡‡Õπ‰´¡å

0.25 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ≈ß„π‡§´’π√âÕ¬≈– 0.5 „π 50 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å§“√å∫Õ‡πµ-‰∫§“√å∫Õ‡πµ∫—ø‡øÕ√åæ’‡Õ™ 10.0 ª√‘¡“µ√

1.25 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ∫à¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 Õß»“‡´≈‡´’¬  π“π 10 π“∑’ ®“°π—ÈπÀ¬ÿ¥ªØ‘°‘√‘¬“¥â«¬ 0.4 ‚¡≈“√å °√¥‰µ√§≈Õ

‚√Õ–´’µ‘° ª√‘¡“µ√ 1.25 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ªíòπ¥â«¬§«“¡‡√Á« 12,000 √Õ∫µàÕπ“∑’ π“π 10 π“∑’ ·≈â«π” à«π„ ¡“«—¥

ª√‘¡“≥‰∑‚√ ’́π∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ

°”Àπ¥„Àâ 1 Àπà«¬¢Õß‡Õπ‰´¡å À¡“¬∂÷ßª√‘¡“≥Õ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë¬àÕ¬ ≈“¬‡§´’π√âÕ¬≈– 0.5 „Àâ

º≈‘µ¿—≥±å‰∑‚√´’π 1 ‰¡‚§√‚¡≈ ∑’Ëæ’‡Õ™ 10.0 Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 Õß»“‡´≈‡´’¬  ¿“¬„π‡«≈“ 1 π“∑’

       2.3 º≈¢Õß “√´—°≈â“ßµàÕ‡ ∂’¬√¿“æ¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

π” crude enzyme ®“°®ÿ≈‘π∑√’¬åµ“¡À—«¢âÕ 1.2 ®”π«π 0.5 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ‡µ‘¡≈ß„π “√´—°≈â“ß§«“¡‡¢â¡

¢âπ √âÕ¬≈– 1.0  ®”π«π 0.25 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ 7 ™π‘¥ ‰¥â·°à ™π‘¥ºß 3 ™π‘¥ §◊Õ P1, P2 ·≈– P3 ·≈–™π‘¥πÈ” 4 ™π‘¥ §◊Õ

L1, L2, L3 ·≈– L4 ‡°Á∫‰«â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 Õß»“‡´≈‡´’¬  π“π 1 ™—Ë«‚¡ß ·≈â«π”¡“µ√«®«—¥°‘®°√√¡¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå

‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë‡À≈◊ÕÕ¬Ÿà

2.4 °“√»÷°…“ ¡∫—µ‘∑“ß°“¬¿“æ·≈–™’«‡§¡’¢Õß‡™◊ÈÕ∫“´‘≈— 

π”‡™◊ÈÕÕ“¬ÿ 24 ·≈– 48 ™—Ë«‚¡ß ¡“¬âÕ¡ ’·°√¡ ·≈–¬âÕ¡ ªÕ√å  ∑”°“√∑¥ Õ∫ catalase ‚¥¬π”‡™◊ÈÕ

Õ“¬ÿ 24 ™—Ë«‚¡ß ¡“À¬¥¥â«¬‰Œ‚¥√‡®π‡ªÕ√åÕÕ°‰´¥å√âÕ¬≈– 3.0 ®”π«π 1 À¬¥ ‚¥¬º≈∫«°®–‡°‘¥øÕß°ä“´¢÷Èπ ·≈–

∑¥ Õ∫§«“¡ “¡“√∂„π°“√„™âÕÕ°´‘‡®π ‚¥¬π”‡™◊ÈÕ·∑ß≈ß‰ª„πÀ≈Õ¥Õ“À“√·¢Áß nutrient agar  ∫à¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37

Õß»“‡´≈‡´’¬  π“π 48 ™—Ë«‚¡ß ·≈â«µ√«® Õ∫º≈°“√∑¥≈Õß
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       2.5 °“√»÷°…“ ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

2.5.1 æ’‡Õ™∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ„πÕ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 0.5 „ππÈ”°≈—Ëπ ‚¥¬ª√—∫§à“æ’‡Õ™‡√‘Ë¡µâπ‡ªìπ 7.0,

8.0, 9.0, 10.0, 11.0 ·≈– 12.0  ∫à¡„πµŸâ‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37 Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡¢¬à“¥â«¬§«“¡‡√Á« 250 √Õ∫µàÕπ“∑’

π“π 24 ™—Ë«‚¡ß  µ√«®π—∫ª√‘¡“≥‡™◊ÈÕ ªíòπ·¬°‡´≈≈åÕÕ°¥â«¬§«“¡‡√Á« 12,000 √Õ∫µàÕπ“∑’ π“π 10 π“∑’ ·≈â«π”

 à«π„ ¡“µ√«®«—¥°‘®°√√¡¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

2.5.2 ª√‘¡“≥°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ„πÕ“À“√‡À≈«∑’Ë¡’°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 ·≈– 5.0

ª√—∫æ’‡Õ™„Àâ‡À¡“– ¡∑’Ë ÿ¥µàÕ°“√º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë‰¥â®“°¢âÕ 5.1 ∫à¡„πµŸâ‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37 Õß»‡´≈‡´’¬ 

‡¢¬à“¥â«¬§«“¡‡√Á« 250 √Õ∫µàÕπ“∑’ π“π 24 ™—Ë«‚¡ß ªíòπ·¬°‡´≈≈åÕÕ°¥â«¬§«“¡‡√Á« 12,000 √Õ∫µàÕπ“∑’ π“π 10

π“∑’ ·≈â«π” à«π„ ¡“µ√«®«—¥°‘®°√√¡¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

2.5.3 °“√º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë√–¬–‡«≈“µà“ßÊ

‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ„πÕ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 0.5 ª√—∫æ’‡Õ™‡ªìπ 9.0 ∫à¡„πµŸâ‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘

37 Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡¢¬à“¥â«¬§«“¡‡√Á« 250 √Õ∫µàÕπ“∑’ ‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß∑’Ë‡«≈“ 0, 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40,

44 ·≈– 48 ™—Ë«‚¡ß  à«πÀπ÷Ëßπ”¡“µ√«®π—∫ª√‘¡“≥‡™◊ÈÕ·≈–«—¥§à“æ’‡Õ™¢ÕßπÈ”‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ  à«π∑’Ë‡À≈◊Õªíòπ·¬°‡´≈≈å

ÕÕ°¥â«¬§«“¡‡√Á« 12,000 √Õ∫µàÕπ“∑’ π“π 10 π“∑’ ·≈â«π” à«π„ ¡“µ√«®«—¥°‘®°√√¡¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

       2.6 °“√»÷°…“ ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√∑”ß“π¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

2.6.1 º≈¢Õßæ’‡Õ™µàÕ°“√∑”ß“π·≈–‡ ∂’¬√¿“æ¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

µ√«® Õ∫º≈¢Õßæ’‡Õ™µàÕ°“√∑”ß“π¢Õß crude enzyme ‚¥¬„™â«‘∏’°“√‡¥’¬«°—∫°“√µ√«®«—¥°‘®°√√¡

¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ  ‚¥¬π”‡Õπ‰´¡å∫à¡°—∫‡§´’π√âÕ¬≈– 0.5 „π 50 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å¢Õß “√≈–≈“¬∫—ø‡øÕ√å™π‘¥µà“ßÊ

∑’Ëæ’‡Õ™ 6.0-7.0 (sodium phosphate) 7.0-9.0 (Tris-HCl) 9.0-10.0 (sodium carbonate-bicarbonate) ·≈–

10.0-12.0 (Na2HPO4/NaOH)  à«π°“√µ√«® Õ∫‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß crude enzyme ∑”°“√∑¥≈Õß‚¥¬·™à‡Õπ‰´¡å

√à«¡°—∫ “√≈–≈“¬∫—ø‡øÕ√åµà“ßÊ §«“¡‡¢â¡¢âπ 10 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å ∑’Ë¡’§à“æ’‡Õ™√–À«à“ß 6.0 ∂÷ß 12.0 ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 Õß»“

‡´≈‡´’¬  π“π 1 ™—Ë«‚¡ß ·≈â«µ√«®«—¥°‘®°√√¡¢Õß‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë‡À≈◊ÕÕ¬Ÿàµ“¡«‘∏’°“√¢â“ßµâπ

2.6.2 º≈¢ÕßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘µàÕ°“√∑”ß“π·≈–‡ ∂’¬√¿“æ¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

µ√«® Õ∫º≈¢ÕßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘µàÕ°“√∑”ß“π¢Õß crude enzyme ‚¥¬„™â«‘∏’°“√‡¥’¬«°—∫°“√µ√«®«—¥°‘®°√√¡

¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ  ‚¥¬π”‡Õπ‰´¡å∫à¡°—∫‡§ ’́π√âÕ¬≈– 0.5 „π 50 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å ¢Õß “√≈–≈“¬‚´‡¥’¬¡§“√å∫Õ‡πµ-

‰∫§“√å∫Õ‡πµ∫—ø‡øÕ√å æ’‡Õ™ 10.0 ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 30, 40, 50, 60, 70 ·≈– 80 Õß»“‡´≈‡´’¬   à«π°“√µ√«® Õ∫

‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß crude enzyme ∑”°“√∑¥≈Õß‚¥¬·™à‡Õπ‰´¡å√à«¡°—∫ “√≈–≈“¬‚´‡¥’¬¡§“√å∫Õ‡πµ-‰∫§“√å∫Õ‡πµ

∫—ø‡øÕ√å æ’‡Õ™ 10.0 Õÿ≥À¿Ÿ¡‘√–À«à“ß 30 ∂÷ß 80 Õß»“‡´≈‡´’¬  π“π 1 ™—Ë«‚¡ß ·≈â«µ√«®«—¥°‘®°√√¡¢Õß‚ª√µ’‡Õ 

∑’Ë‡À≈◊ÕÕ¬Ÿàµ“¡«‘∏’°“√¢â“ßµâπ
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2.7 º≈¢Õß “√¬—∫¬—ÈßµàÕ°“√∑”ß“π¢Õß crude enzyme

·™à crude enzyme √à«¡°—∫ “√≈–≈“¬‚´‡¥’¬¡§“√å∫Õ‡πµ-‰∫§“√å∫Õ‡πµ∫—ø‡øÕ√å æ’‡Õ™ 10.0 ∑’Ë¡’

§«“¡‡¢â¡¢âπ ÿ¥∑â“¬¢Õß phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ‡ªìπ 1 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å ·≈– ethylenedia-

minetetraacetic acid (EDTA) °—∫ iodoacetamide ∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ ÿ¥∑â“¬‡ªìπ 10 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50

Õß»“‡´≈‡´’¬  π“π 30 π“∑’ ·≈â«π”‰ªµ√«®«—¥°‘®°√√¡¢Õß‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë‡À≈◊Õ (PMSF ≈–≈“¬„π ethanol √âÕ¬≈–

1.0 ∑’Ë≈–≈“¬„π 50 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å ‚´‡¥’¬¡§“√å∫Õ‡πµ-‰∫§“√å∫Õ‡πµ∫—ø‡øÕ√å æ’‡Õ™ 10.0)

2.8 °“√∑¥ Õ∫ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π°“√¢®—¥§√“∫ °ª√°¢Õßºâ“¥â«¬ crude protease

µ√«® Õ∫ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π°“√¢®—¥§√“∫ °ª√°¢Õßºâ“¥â«¬ crude protease ®“° Bacillus sp. B12

‚¥¬¥—¥·ª≈ß®“°«‘∏’°“√¢Õß Banerjee ·≈–§≥– [6]  ‚¥¬π”ºâ“¥â“¬¥‘∫¢“« (cotton white cloth) ‰ª¬âÕ¡¥â«¬‡≈◊Õ¥

«—«·≈â«µ“°„Àâ·Àâß À≈—ß®“°π—Èπµ—¥‡ªìπ™‘Èπ¢π“¥°«â“ß 4 ‡´πµ‘‡¡µ√ ·≈–¬“« 4 ‡´πµ‘‡¡µ√ ·≈â«π”‰ª∑¥≈Õß¥—ßπ’È §◊Õ

π”ºâ“™‘Èπ∑’Ë 1 „ à„π¢«¥√Ÿª™¡æŸà∑’Ë‡µ‘¡πÈ”ª√–ª“ 59 ¡‘≈≈‘≈‘µ√  ºâ“™‘Èπ∑’Ë 2 „ à„π¢«¥√Ÿª™¡æŸà∑’Ë‡µ‘¡πÈ”ª√–ª“ 56 ¡‘≈≈‘≈‘µ√

·≈– “√´—°≈â“ß™π‘¥‡À≈«√âÕ¬≈– 1.0  (L2 ·≈– L3 ∑”°“√∑¥≈Õß·¬°°—π) 3 ¡‘≈≈‘≈‘µ√  ·≈–ºâ“™‘Èπ∑’Ë 3 „ à„π¢«¥√Ÿª

™¡æŸà∑’Ë‡µ‘¡πÈ”ª√–ª“ 50 ¡‘≈≈‘≈‘µ√  “√´—°≈â“ß™π‘¥‡À≈«√âÕ¬≈– 1.0  3 ¡‘≈≈‘≈‘µ√  ·≈– crude enzyme (0.42 Àπà«¬

µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√) 6 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ À≈—ß®“°π—Èππ” flask ∑—ÈßÀ¡¥«“ß‰«â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß‡ªìπ‡«≈“π“π 30 π“∑’ ‡¢¬à“¥â«¬¡◊Õ

‡ªìπ§√—Èß§√“« ≈â“ß¥â«¬πÈ”ª√–ª“ ·≈â«µ“°„Àâ·Àâß À≈—ß®“°π—Èππ”‰ª«—¥§à“§«“¡¢“« «à“ß·≈–°“√‡ªìπ ’·¥ß¥â«¬‡§√◊ËÕß

Chroma meter (Minolta, Model CR-300) ́ ÷Ëß°“√∑”ß“π¢Õß‡§√◊ËÕß‡ªìπ·∫∫Õ—µ‚π¡—µ‘ ·≈–¡’°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß¢Õß

§«“¡¬“«§≈◊Ëπ√–À«à“ß 400-1100 π“‚π‡¡µ√

3. º≈°“√∑¥≈Õß·≈–«‘®“√≥å

3.1 °“√§—¥‡≈◊Õ°®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ëº≈‘µ‚ª√µ’‡Õ 

¿“¬À≈—ß°“√‡æ“–‡≈’È¬ß®ÿ≈‘π∑√’¬å 30  “¬æ—π∏ÿå „πÕ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 2 æ’‡Õ™ 10.5

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37 Õß»“‡´≈‡´’¬  ‚¥¬°“√‡¢¬à“¥â«¬§«“¡‡√Á« 250 √Õ∫µàÕπ“∑’ π“π 2 «—π π”πÈ”‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ´÷Ëß·¬°

‡´≈≈åÕÕ°‚¥¬°“√ªíòπ¥â«¬·√ß‡À«’Ë¬ß¡“µ√«®À“°‘®°√√¡¢Õß‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë ¿“«–‡ªìπ¥à“ß (æ’‡Õ™ 10.0)  æ∫«à“¡’

®ÿ≈‘π∑√’¬å‡æ’¬ß 8  “¬æ—π∏ÿå‡∑à“π—Èπ ∑’Ëº≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß°«à“ 0.13 Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ‚¥¬‡™◊ÈÕ√À—  B12 „Àâ°‘®°√√¡

‚ª√µ’‡Õ  Ÿß ÿ¥ (¡“°°«à“ 0.33 Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√) ‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß‰«âπ“π√–À«à“ß 24 ∂÷ß 48 ™—Ë«‚¡ß   à«π‡™◊ÈÕ√À— 

A1, B1, B3, B6, B15, B17 ·≈– D2 „Àâ°‘®°√√¡‚ª√µ’‡Õ  √–À«à“ß 0.10 ∂÷ß 0.32 Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ‡¡◊ËÕ‡æ“–

‡≈’È¬ß‰«âπ“π 48 ™—Ë«‚¡ß ¥—ß· ¥ß„π√Ÿª∑’Ë 1 ¥—ßπ—Èπ®÷ß§—¥‡≈◊Õ°‚ª√µ’‡Õ ∑’Ëº≈‘µ®“°®ÿ≈‘π∑√’¬å 8 ™π‘¥∑’Ëº≈‘µ‚ª√µ’‡Õ  Ÿß

‡æ◊ËÕπ”‰ª∑¥ Õ∫ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π°“√¢®—¥§√“∫ °ª√°¢Õßºâ“



«“√ “√«‘®—¬·≈–æ—≤π“ ¡®∏. ªï∑’Ë 27 ©∫—∫∑’Ë 2 ‡¡…“¬π-¡‘∂ÿπ“¬π 2547 233

‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ë„Àâ°‘®°√√¡¢Õß‚ª√µ’‡Õ  Ÿß∑—Èß 8  “¬æ—π∏ÿå ∑’Ëæ’‡Õ™ 9.0 π“π 24 ·≈– 48 ™—Ë«‚¡ß

æ∫«à“‡™◊ÈÕ√À—  B12 º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß ÿ¥ (0.35 Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√)  à«π‡™◊ÈÕ√À—  A1, B1, B3, B6, B15,

B17 ·≈– D2 „Àâ°‘®°√√¡πâÕ¬°«à“ 0.02 Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ¥—ß· ¥ß„π√Ÿª∑’Ë 2 (a)

√Ÿª∑’Ë 1 °“√º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ¢Õß®ÿ≈‘π∑√’¬å™π‘¥µà“ßÊ ‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß„πÕ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥
∑’Ëª√—∫æ’‡Õ™‡ªìπ 10.5 π“π 24 36 ·≈– 48 ™—Ë«‚¡ß

√Ÿª∑’Ë 2 °“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß®ÿ≈‘π∑√’¬å„π°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥∑’Ëª√—∫æ’‡Õ™‡ªìπ
(a) 9.0 ·≈– (b) 12.0 π“π 24 ·≈– 48 ™—Ë«‚¡ß
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¢≥–∑’Ë‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ„πÕ“À“√‡À≈«∑’Ëæ’‡Õ™ 12.0 π“π 48 ™—Ë«‚¡ß æ∫«à“‡™◊ÈÕ√À—  A1, B1, B3, B6,

B15, B17 ·≈– D2 „Àâ°‘®°√√¡¡“°°«à“ 0.13 Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√  à«π∑’Ë‡«≈“ 24 ™—Ë«‚¡ß „Àâ°‘®°√√¡πâÕ¬°«à“ 0.05

Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√ (√Ÿª∑’Ë 2 (b))  à«π‡™◊ÈÕ√À—  B12 ‰¡à “¡“√∂‡®√‘≠·≈–º≈‘µ‡Õπ‰´¡å„π ¿“«–§«“¡‡ªìπ¥à“ß Ÿß  ́ ÷Ëß®“°

°“√µ√«® Õ∫ª√‘¡“≥‡´≈≈å∑’Ë‡«≈“ 24 ·≈– 48 ™—Ë«‚¡ß æ∫«à“¡’§à“„°≈â‡§’¬ß°—∫‡¡◊ËÕ‡√‘Ë¡‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ (√–À«à“ß 4.5

·≈– 5.0 x 106 CFU/ml)

3.2 º≈¢Õß “√´—°≈â“ßµàÕ°“√∑”ß“π·≈–‡ ∂’¬√¿“æ¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

‡¡◊ËÕπ”‚ª√µ’‡Õ ®“°‡™◊ÈÕ 6 ™π‘¥‡°Á∫√à«¡°—∫ “√´—°≈â“ß 7 ™π‘¥ ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 Õß»“‡´≈‡´’¬  π“π 1

™—Ë«‚¡ß ¡“µ√«® Õ∫°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡å æ∫«à“‚ª√µ’‡Õ ∑’Ëº≈‘µ®“°‡™◊ÈÕ√À—  B12 ¬—ß§ß “¡“√∂∑”ß“π‰¥â„π “√

´—°≈â“ß∑—ÈßÀ¡¥ ‚¥¬‡¡◊ËÕ‡µ‘¡≈ß„π “√´—°≈â“ß™π‘¥ºß‰¥â·°à P1 ·≈– P2  ·≈–™π‘¥πÈ”‰¥â·°à L1, L2 ·≈– L3 ‚ª√µ’‡Õ 

‡À≈◊Õ°‘®°√√¡¡“°°«à“√âÕ¬≈– 50 ´÷Ëß¡“°°«à“‡¡◊ËÕ‡µ‘¡≈ß„π “√´—°≈â“ß™π‘¥ºß P3 ·≈–™π‘¥πÈ” L4 ∑’Ë‡À≈◊Õ°‘®°√√¡

πâÕ¬°«à“√âÕ¬≈– 25 „π¢≥–∑’Ë‚ª√µ’‡Õ ∑’Ëº≈‘µ®“°‡™◊ÈÕ√À—  A1, B1, B3, B15 ·≈– B17 ‡¡◊ËÕ‡µ‘¡≈ß„π “√´—°≈â“ß

™π‘¥ P1, P2, P3, L1 ·≈– L4 ‡À≈◊Õ°‘®°√√¡πâÕ¬°«à“√âÕ¬≈– 10 ´÷Ëß§“¥«à“ “√ anionic surfactant ∑’Ë‡ªìπ à«π

ª√–°Õ∫„π “√´—°≈â“ßπà“®–¬—∫¬—Èß°“√∑”ß“π¢Õß‚ª√µ’‡Õ   ‚¥¬„π “√´—°≈â“ß™π‘¥ P1 ·≈– L4 ¡’ anionic surfactant

‡ªìπ linear alkyl benzene sulfonate   “√´—°≈â“ß™π‘¥ P2 ·≈– P3 ¡’ alkyl benzene sulfonate  ·≈–™π‘¥ L1

¡’ sodium dodecyl benzene sulfonate ‡ªìπ à«πª√–°Õ∫ ·≈–æ∫«à“‚ª√µ’‡Õ ∑’Ëº≈‘µ®“°‡™◊ÈÕ∑—ÈßÀ¡¥‡¡◊ËÕ‡µ‘¡≈ß

„π “√´—°≈â“ß™π‘¥πÈ” L2 ·≈– L3 ¬—ß§ß “¡“√∂∑”ß“π‰¥â¥’‚¥¬‡À≈◊Õ°‘®°√√¡ ¡“°°«à“√âÕ¬≈– 80  ´÷ËßÕ“®‡ªìπ‰ª

‰¥â«à“ à«πª√–°Õ∫„π “√´—°≈â“ß∑—Èß Õß™π‘¥‰¡à§àÕ¬¡’º≈√∫°«πµàÕ°“√∑”ß“π·≈–‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‚ª√µ’‡Õ  À√◊Õ„π

 “√´—°≈â“ß∑—Èß Õß™π‘¥π’È¡’ à«πª√–°Õ∫¢Õß “√∫“ßÕ¬à“ß∑’Ë™à«¬∑”„Àâ‚ª√µ’‡Õ ∑”ß“π‰¥â¥’ º≈°“√∑¥≈Õß· ¥ß¥—ß√Ÿª∑’Ë 3

√Ÿª∑’Ë 3 °‘®°√√¡¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë‡À≈◊Õ®“°‡™◊ÈÕ 6 ™π‘¥ À≈—ß®“°·™à√à«¡°—∫ “√´—°≈â“ß∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘
50 Õß»“‡´≈‡´’¬  π“π 1 ™—Ë«‚¡ß ‚¥¬∑’Ë “√´—°≈â“ß™π‘¥ºß¡’ 3 ™π‘¥ §◊Õ P1 P2 ·≈– P3

·≈–™π‘¥‡À≈« 4 ™π‘¥ §◊Õ L1 L2 L3 ·≈– L4 (control À¡“¬∂÷ß‰¡à‡µ‘¡ “√´—°≈â“ß)
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‡™◊ÈÕ√À—  B12  “¡“√∂‡®√‘≠„πÕ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥ ´÷Ëß‡ªìπ«— ¥ÿ‡À≈◊Õ∑‘Èß∑’Ë‰¥â®“°Õÿµ “À°√√¡

°“√º≈‘µπÈ”¡—πæ◊™ ‡®√‘≠√«¥‡√Á« ·≈–„™â√–¬–‡«≈“„π°“√À¡—° —Èπ ·≈– “¡“√∂º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫

°—∫‡™◊ÈÕ™π‘¥Õ◊Ëπ ‚ª√µ’‡Õ ∑’Ëº≈‘µ®“°‡™◊ÈÕ™π‘¥π’È “¡“√∂∑πµàÕ “√´—°≈â“ßµà“ßÊ‰¥â¥’ ∑”„Àâ¡’§«“¡‡ªìπ‰ª‰¥â∑’Ë®–π”‡™◊ÈÕ

™π‘¥π’È‰ªº≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ‡æ◊ËÕ„™â„πÕÿµ “À°√√¡  “√´—°≈â“ß ¥—ßπ—Èπ‡™◊ÈÕ√À—  B12 ®÷ß‡ªìπ “¬æ—π∏ÿå∑’Ë‡À¡“– ¡

„π°“√π”¡“º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ‡æ◊ËÕ„™â„πß“π«‘®—¬π’È

3.3 °“√®”·π°™π‘¥¢Õß®ÿ≈‘π∑√’¬å

®“°°“√»÷°…“ ¡∫—µ‘∑“ß°“¬¿“æ·≈–™’«‡§¡’¢Õß‡™◊ÈÕ√À—  B12 ´÷Ëß§—¥·¬°‰¥â®“°√–∫∫∫”∫—¥πÈ”‡ ’¬

¢Õß‚√ßß“πº≈‘µ‡¬◊ËÕ·≈–°√–¥“… ¬“¡ ®”°—¥ ®—ßÀ«—¥°“≠®π∫ÿ√’ [7] æ∫«à“‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß‰«â‡ªìπ‡«≈“ 24 ™—Ë«‚¡ß ·≈â«

π”¡“¬âÕ¡ ’·°√¡µ‘¥ ’·¥ß ·µà‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß‰«âπ“π 48 ™—Ë«‚¡ß¬âÕ¡ ’·°√¡ µ‘¥ ’πÈ”‡ß‘π · ¥ß«à“‡™◊ÈÕ™π‘¥π’È‡ªìπ Gram-

variable ·≈–‡¡◊ËÕ¬âÕ¡ ªÕ√åæ∫«à“µ‘¥ ’‡¢’¬« · ¥ß«à“‡™◊ÈÕ “¡“√∂ √â“ß ªÕ√å‰¥â ·≈–æ∫«à“‡ªìπ‡™◊ÈÕ∑’ËµâÕß°“√Õ“°“»

„π°“√‡®√‘≠  ‡¡◊ËÕ∑¥ Õ∫¥â«¬ catalase æ∫«à“ “¡“√∂‡°‘¥øÕß°ä“´‰¥â  ´÷Ëß®“°°“√®”·π°™π‘¥¢Õß®ÿ≈‘π∑√’¬åµ“¡«‘∏’

¢Õß Bergy [8]  æ∫«à“  ‡™◊ÈÕ√À—  B12 ‡ªìπ Bacillus sp. ∑’Ë¡’√Ÿª√à“ß·∫∫·∑àß  Gram-variable  “¡“√∂ √â“ß ªÕ√å‰¥â

‡ªìπ Bacillus sp. ∑’ËµâÕß°“√Õ“°“»„π°“√‡®√‘≠ ·≈– “¡“√∂ √â“ß‡Õπ‰´¡å§–µ–‡≈ ‰¥â ¥—ß· ¥ß„πµ“√“ß∑’Ë 1

µ“√“ß∑’Ë 1  ¡∫—µ‘∑“ß°“¬¿“æ·≈–™’«‡§¡’¢Õß‡™◊ÈÕ√À—  B12

Characteristic Test result

Gram stain

Form

O2- requirement

Endospore-forming

Catalase

Gram-variable

Rod-shape

Aerobic

+

+

3.4 º≈¢Õß ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ 

3.4.1 æ’‡Õ™∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß Bacillus sp. B12 „πÕ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 0.5 ∑’Ëª√—∫æ’‡Õ™‡√‘Ë¡µâπ„Àâ

Õ¬Ÿà„π™à«ß 7.0 ∂÷ß 12.0 ‚¥¬„™â‡™◊ÈÕ‡√‘Ë¡µâπª√–¡“≥ 4.5 X 106 CFU/ml ‡æ“–‡≈’È¬ß‰«â‡ªìπ‡«≈“ 24 ™—Ë«‚¡ß æ∫«à“

‡™◊ÈÕ “¡“√∂‡®√‘≠‰¥â¥’„π™à«ßæ’‡Õ™‡√‘Ë¡µâπµ—Èß·µà 7.0 ∂÷ß 10.0 ·≈–º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß ‚¥¬¡’°‘®°√√¡¡“°°«à“ 0.40

Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√  ‚¥¬∑’Ëæ’‡Õ™ 9.0 ¡’°‘®°√√¡·≈–°‘®°√√¡®”‡æ“– Ÿß ÿ¥ 0.44 Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ·≈– 6.34 x 10-12

Unit/CFU µ“¡≈”¥—∫ ·≈–‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ∑’Ëæ’‡Õ™‡√‘Ë¡µâπ Ÿß°«à“ 11.0 ‡™◊ÈÕ‰¡à “¡“√∂‡®√‘≠·≈–º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ 

„π°“√∑¥≈ÕßµàÕ‰ª®÷ß‡≈◊Õ°ª√—∫§à“æ’‡Õ™‡√‘Ë¡µâπ„πÕ“À“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ‡∑à“°—∫ 9.0 ́ ÷Ëß Johnvesly ·≈– Naik [9] ‰¥â

»÷°…“ ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ¢Õß alkaliphilic Bacillus sp. JB-99 æ∫«à“ “¡“√∂‡®√‘≠·≈–º≈‘µ
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‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß„πÕ“À“√∑’Ë¡’æ’‡Õ™√–À«à“ß 8.0 ∂÷ß 11.0 ·≈–®“°°“√∑’Ë‡™◊ÈÕ Bacillus sp. B12 ‰¡à “¡“√∂

‡®√‘≠·≈–º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë ¿“«–‡ªìπ¥à“ß Ÿß ·µà‡®√‘≠·≈–º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â„π¥à“ßÕàÕπ‡ªìπ°“√¬◊π¬—π„Àâ‡ÀÁπ«à“‡™◊ÈÕ™π‘¥

π’È‡ªìπæ«° alkalotolerant  ¥—ß· ¥ß„πµ“√“ß∑’Ë 2

À¡“¬‡Àµÿ : ‡ªìπ°‘®°√√¡·≈–®”π«π‡´≈≈å∑’Ë‰¥â®“°°“√‡æ“–‡≈’È¬ß∑’Ë 24 ™—Ë«‚¡ß

µ“√“ß∑’Ë 2 º≈¢Õßæ’‡Õ™µàÕ°“√º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ·≈–°“√‡®√‘≠¢Õß Bacillus sp. B12

pH
Protease activity

(Unit/ml)

Cell number

(CFU/ml)

Specific activity

(Unit/CFU)

7.0

8.0

9.0

10.0

11.0

12.0

0.40

0.43

0.44

0.44

0.00

0.00

6.80 X 1010

7.10 X 1010

7.00 X 1010

8.00 X 1010

5.00 X 106

4.50 X 106

5.81 X 10-12

6.09 X 10-12

6.34 X 10-12

5.50 X 10-12

0.00

0.00

3.4.2 ª√‘¡“≥°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ 

®“°√Ÿª∑’Ë 4 ‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß Bacillus sp. B12 „πÕ“À“√‡À≈«æ’‡Õ™ 9.0 ∑’Ë¡’°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 0.1,

0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 ·≈– 5.0  ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37 Õß»“‡´≈‡´’¬  π“π 24 ™—Ë«‚¡ß  æ∫«à“‡¡◊ËÕ‡æ‘Ë¡§«“¡‡¢â¡¢âπ

¢Õß°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß¢÷Èπ®“°√âÕ¬≈– 0.1 ∂÷ß 0.5 ‡™◊ÈÕ “¡“√∂º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß¢÷Èπµ“¡≈”¥—∫ Õ“®‡π◊ËÕß®“° Bacillus

sp. B12 ‡ªìπ‡™◊ÈÕ∑’ËµâÕß°“√Õ“°“»„π°“√‡®√‘≠ ´÷Ëßª√‘¡“≥°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥„π™à«ß§«“¡‡¢â¡¢âππ’È¡’æ◊Èπ∑’Ëº‘« —¡º— °—∫

∫“ ‘́≈—  ·≈–ÕÕ° ‘́‡®π∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ¬àÕ¬ ≈“¬‡æ◊ËÕπ”‰ª„™â„π°“√‡®√‘≠‰¥âßà“¬®÷ß°√–µÿâπ°“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â¥’  ·≈–

∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß√âÕ¬≈– 0.5 ‡™◊ÈÕ “¡“√∂º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß ÿ¥‡∑à“°—∫ 0.44 Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘≈‘µ√  ‡¡◊ËÕ

‡æ“–‡≈’È¬ß„πÕ“À“√∑’Ë¡’°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 0.5 ∂÷ß 2.0 °“√º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ¢Õß‡™◊ÈÕ≈¥≈ß‡≈Á°πâÕ¬  ¢≥–

∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß¡“°°«à“√âÕ¬≈– 3.0 °“√º≈‘µÕ—≈§“‰≈¥å‚ª√µ‘‡Õ πâÕ¬¡“° ´÷ËßÕ“®¡’ “‡Àµÿ®“°°“°

∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥„πª√‘¡“≥¡“°∑”„Àâ°“√≈–≈“¬¢ÕßÕÕ°´‘‡®π„πÕ“À“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ≈¥≈ß ‡™◊ÈÕ‡®√‘≠‰¥âπâÕ¬®÷ßº≈‘µ

‚ª√µ’‡Õ ‰¥âπâÕ¬  ÷́Ëß®“°°“√µ√«® Õ∫ ¡∫—µ‘∑“ß°“¬¿“æ¢Õß‡™◊ÈÕ (µ“√“ß∑’Ë 1) æ∫«à“‡™◊ÈÕ‡®√‘≠‰¥â„π∑’Ë¡’Õ“°“» ·µà

‰¡à “¡“√∂‡®√‘≠„π∑’Ë‰¡à¡’Õ“°“» Õ’°‡Àµÿº≈Àπ÷ËßÕ“®‡ªìπ‡æ√“–«à“∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß Ÿß¡’ª√‘¡“≥°√¥

Õ–¡‘‚πÕ‘ √–ªπÕ¬Ÿà„πÕ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥¡“°‡°‘π‰ª®÷ß‰ª°¥¥—π (repress) ‰¡à„Àâ¡’°“√ √â“ß‚ª√µ’‡Õ ‡°‘¥

¢÷Èπ„πª√“°Ø°“√≥å∑’Ë‡√’¬°«à“ end product inhibition [10 ·≈– 11] ́ ÷Ëß®“°°“√»÷°…“¢Õß°ƒ…≥“ ‚æ∏‘ “√—µπ– [12]

æ∫«à“‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß Bacillus sp. B-2 „πÕ“À“√‡À≈«∑’Ë¡’ à«πª√–°Õ∫¢Õß‚ªµ— ‡´’¬¡‰¥‰Œ‚¥√‡®πøÕ ‡øµ√âÕ¬≈–

0.1 °≈Ÿ‚§ √âÕ¬≈– 3.0 ·≈–°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß√âÕ¬≈– 3.0  ‡™◊ÈÕ “¡“√∂º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß ÿ¥ πÕ°®“°π’È Joo ·≈–§≥–

[13] √“¬ß“π«à“ Bacillus horikoshii ‡®√‘≠·≈–º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß„πÕ“À“√°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß

√âÕ¬≈– 1.5 ∑’Ëº ¡¥â«¬‡§ ’́π√âÕ¬≈– 1.0 ·≈–‚ªµ— ‡ ’́¬¡øÕ ‡øµ√âÕ¬≈– 0.1 ∑’Ëæ’‡Õ™ 9.0 Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 34 Õß»“‡´≈‡ ’́¬ 
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3.4.3 °“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë√–¬–‡«≈“µà“ßÊ

‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß Bacillus sp. B12 „πÕ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 0.5 ∑’Ëæ’‡Õ™ 9.0 ·≈–‡°Á∫

µ—«Õ¬à“ß∑’Ë‡«≈“µà“ßÊ æ∫«à“°“√‡®√‘≠·≈–Õ—µ√“°“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ¢Õß‡™◊ÈÕ‡æ‘Ë¡¢÷ÈπÕ¬à“ß√«¥‡√Á«√–À«à“ß™—Ë«‚¡ß∑’Ë 6 ∂÷ß

16 ¢≥–∑’Ë°“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‡≈Á°πâÕ¬√–À«à“ß™—Ë«‚¡ß∑’Ë 16 ∂÷ß 48 ·≈–°“√∑’Ë‡™◊ÈÕ “¡“√∂‡®√‘≠·≈–º≈‘µ‚ª√µ’

‡Õ §«∫§Ÿà°—π‰ªµ—Èß·µà™à«ß lag phase ®π ‘Èπ ÿ¥™à«ß log phase Õ“® √ÿª‰¥â«à“°“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ¢Õß‡™◊ÈÕ™π‘¥π’Èπà“

®–‡ªìπ·∫∫ growth-associated enzyme ·≈–æ∫«à“‡™◊ÈÕ “¡“√∂‡®√‘≠‰¥â Ÿß ÿ¥„π™—Ë«‚¡ß∑’Ë 20 ·≈–°“√‡®√‘≠≈¥

≈ß®π∂÷ß™—Ë«‚¡ß∑’Ë 36 À≈—ß®“°π—Èπ°“√‡®√‘≠≈¥≈ß‡√Á«¡“°√–À«à“ß™—Ë«‚¡ß∑’Ë 36 ∂÷ß 40 ·≈–≈¥≈ß‡≈Á°πâÕ¬√–À«à“ß™—Ë«‚¡ß∑’Ë

40 ∂÷ß 48 ‡™◊ÈÕ “¡“√∂º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß§àÕπ¢â“ß§ß∑’Ëµ—Èß·µà™—Ë«‚¡ß∑’Ë 16 ®π∂÷ß™—Ë«‚¡ß∑’Ë 48 ´÷Ëß®“° √“¬ß“π¢Õß

Keay ·≈– Wildi [14] æ∫«à“π‘«∑√—≈‚ª√µ’‡Õ ·≈–Õ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ®“° Bacillus spp.  à«π„À≠à ∂Ÿ° √â“ß„π

™à«ß∑â“¬¢Õß°“√‡®√‘≠ ‡¡◊ËÕ‡´≈≈å‡¢â“ Ÿà√–¬–°“√ √â“ß ªÕ√å ·≈–‡¡◊ËÕ»÷°…“§«“¡ —¡æ—π∏å√–À«à“ß§à“æ’‡Õ™ °—∫‡«≈“

æ∫«à“Õ“À“√‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ¡’§à“æ’‡Õ™≈¥≈ß¡“°∑’Ë ÿ¥„π™à«ß 6 ™—Ë«‚¡ß·√° ‚¥¬‡ª≈’Ë¬π®“° 9.0 ‡ªìπ 7.5 ¥—ß· ¥ß„π√Ÿª∑’Ë 5

´÷Ëß°“√∑’Ë§à“æ’‡Õ™≈¥≈ßÕ“®‡°‘¥®“°„π√–À«à“ß°“√‡®√‘≠ ‡™◊ÈÕ„™â “√§“√å‚∫‰Œ‡¥√µ∑’Ë‡ªìπÕß§åª√–°Õ∫„π°“°∂—Ë«

‡À≈◊Õß∂÷ß√âÕ¬≈– 31 [15] „π√–À«à“ß°“√‡®√‘≠·≈–·∫àß‡´≈≈å  “√§“√å‚∫‰Œ‡¥√∑®–∂Ÿ°¬àÕ¬ ≈“¬‰ª‡ªìππÈ”µ“≈ ‡æ◊ËÕ

π”‰ª„™â‡ªìπ·À≈àßæ≈—ßß“π ´÷Ëß‡™◊ÈÕ∫“´‘≈— ®–º≈‘µ “√∫“ßÕ¬à“ß∑’Ë¡’§«“¡‡ªìπ°√¥¢÷Èπ ‡™àπ  citric acid, α-ketoglu-

taric acid, succinic acid, fumaric acid, malic acid ·≈– oxaloacetic acid ‡ªìπµâπ [16] ́ ÷Ëß„π™à«ß‡«≈“‡¥’¬«°—π

π’È·¡â«à“®–¡’°“√º≈‘µ “√∑’Ë¡’ ¡∫—µ‘‡ªìπ¥à“ß®“°°“√ —ß‡§√“–Àå “√Õ◊Ëπ‡°‘¥¢÷Èπ¥â«¬ ·µà°“√ ≈“¬πÈ”µ“≈°≈Ÿ‚§  ‡æ◊ËÕ„Àâ

‡°‘¥‡ªìπ·À≈àßæ≈—ßß“π·≈–‡ªìπ°√¥¡’¡“°°«à“ ®÷ß¡’º≈∑”„Àâ§à“æ’‡Õ™≈¥≈ß ·µàÀ≈—ß®“°™—Ë«‚¡ß∑’Ë 6 ‡ªìπµâπ‰ª §à“æ’

‡Õ™§àÕ¬Ê ‡æ‘Ë¡ Ÿß¢÷Èπ Õ“®‡π◊ËÕß®“°°√–∫«π°“√‡¡µ“∫Õ≈‘´÷¡µà“ßÊ ¡’°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß‡æ◊ËÕ —ß‡§√“–Àå ‘Ëß®”‡ªìπ

 ”À√—∫°“√¥”√ß™’«‘µ¢Õß‡™◊ÈÕ∫“´‘≈— ¡“°¢÷Èπ ‡™àπ °√¥Õ–¡‘‚π °√¥‰¢¡—π °√¥π‘«§≈’Õ‘° ‡ªìπµâπ ∑”„Àâ¡’°“√¢—∫ “√∑’Ë

¡’ ¡∫—µ‘‡ªìπ¥à“ß ‡™àπ ·Õ¡‚¡‡π’¬ ÕÕ°¡“¡“°¢÷Èπ À√◊Õ‡°‘¥®“°°“√º≈‘µ°√¥®“°°“√¬àÕ¬ ≈“¬πÈ”µ“≈°≈Ÿ‚§ ≈¥≈ß

‡π◊ËÕß®“° “√§“√å‚∫‰Œ‡¥√µ·≈–πÈ”µ“≈°≈Ÿ‚§ „π°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∂Ÿ°„™â‡°◊Õ∫À¡¥·≈â« ¥—ßπ—Èπ “√∑’Ë¡’ ¡∫—µ‘‡ªìπ¥à“ß∑’Ëº≈‘µ

¢÷Èπ®÷ß¡’º≈∑”„Àâ§à“æ’‡Õ™ Ÿß¢÷Èπ

√Ÿª∑’Ë 4 º≈¢Õßª√‘¡“≥°“°∂—Ë«‡À≈◊ÕßµàÕ°“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ¢Õß Bacillus sp. B12
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3.5 º≈¢Õß ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√∑”ß“π¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

3.5.1 º≈¢Õßæ’‡Õ™µàÕ°“√∑”ß“π·≈–‡ ∂’¬√¿“æ¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

crude enzyme  “¡“√∂∑”ß“π‰¥â¥’„π™à«ßæ’‡Õ™ 6.0 ∂÷ß 12.0 ‚¥¬„π™à«ßæ’‡Õ™ 8.0 ∂÷ß 11.0 ¡’°‘®°√√¡

‡À≈◊Õ¡“°°«à“√âÕ¬≈– 95 ¢≥–∑’Ë¡’‡ ∂’¬√¿“æµàÕæ’‡Õ™„π™à«ß 6.0 ∂÷ß 11.0 ‚¥¬‡À≈◊Õ°‘®°√√¡¡“°°«à“√âÕ¬≈– 85

 à«π∑’Ëæ’‡Õ™ 12.0 ‚ª√µ’‡Õ ‡À≈◊Õ°‘®°√√¡πâÕ¬¡“° ¥—ß· ¥ß„π√Ÿª∑’Ë 6 (a) ´÷Ëß®“°√“¬ß“π¢Õß Kumar ·≈– Takagi

[2] æ∫«à“Õ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ®“° Bacillus spp.  à«π„À≠à¡’æ’‡Õ™∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√∑”ß“π„π™à«ß 9.0 ∂÷ß 11.0

3.5.2 º≈¢ÕßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘µàÕ°“√∑”ß“π·≈–‡ ∂’¬√¿“æ¢ÕßÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

crude enzyme  “¡“√∂∑”ß“π‰¥â¥’„π™à«ßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 30 ∂÷ß 80 Õß»“‡´≈‡´’¬  ‚¥¬‡À≈◊Õ°‘®°√√¡¡“°

°«à“√âÕ¬≈– 90 ¢≥–∑’Ë‡Õπ‰´¡å¡’‡ ∂’¬√¿“æ Ÿß∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘√–À«à“ß 30 ∂÷ß 60 Õß»“‡´≈‡´’¬  ‚¥¬‡À≈◊Õ°‘®°√√¡¡“°

°«à“√âÕ¬≈– 95 ¢≥–∑’Ë‚ª√µ’‡Õ ∑’Ëº≈‘µ®“°‡™◊ÈÕ™π‘¥π’È‰¡à “¡“√∂∑πµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë Ÿß°«à“ 70 Õß»“‡´≈‡´’¬  ¥—ß

· ¥ß„π√Ÿª∑’Ë 6 (b)  ”À√—∫ “‡Àµÿ∑’Ë‡Õπ‰´¡å “¡“√∂∑”ß“π‰¥â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß°«à“ 70 Õß»“‡´≈‡ ’́¬  ¢≥–∑’Ë‡ ∂’¬√¿“æ

∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 70 Õß»“‡´≈‡´’¬ µË”¡“°πà“®–¡’ “‡Àµÿ®“°„π°“√µ√«® Õ∫°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å ‡Õπ‰´¡åÕ¬Ÿà√à«¡°—∫

 —∫ ‡µ√∑ ´÷Ëß —∫ ‡µ√∑®–™à«¬‡æ‘Ë¡‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡å [17]   à«π„π°√≥’¢Õß°“√»÷°…“‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡å

‡Õπ‰´¡åÕ¬Ÿà√à«¡°—∫∫—ø‡øÕ√å‡∑à“π—Èπ ®÷ß∑”„Àâ∑πµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘‰¥âπâÕ¬°«à“ πÕ°®“°π’È°“√µ√«®«—¥°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å

„™â‡«≈“‡æ’¬ß 10 π“∑’ ‡∑à“π—Èπ  à«π°“√»÷°…“‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡å„™â‡«≈“ 60 π“∑’ ‚¥¬∑—Ë«‰ª‡¡◊ËÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß¢÷Èπ

‡Õπ‰´¡å®–∑”ß“π‰¥â¥’¢÷Èπ ‡π◊ËÕß®“°‡¡◊ËÕæ≈—ßß“π¿“¬„π‚¡‡≈°ÿ≈¢Õß‡Õπ‰´¡å‡æ‘Ë¡ Ÿß¢÷Èπ®–∑”„Àâ‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“‰¥â¥’¢÷Èπ ·µà

„π¢≥–‡¥’¬«°—π∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß¢÷Èπ®–∑”„Àâ‡Õπ‰´¡å‡°‘¥°“√‡ ’¬ ¿“æ ¥—ßπ—Èπ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘Àπ÷ËßÊ °‘®°√√¡∑’Ë«—¥‰¥â®–‡ªìπ§à“

√«¡¢Õß°‘®°√√¡∑’Ë‡æ‘Ë¡¢÷Èπ®“°°“√¡’æ≈—ßß“π‡æ‘Ë¡¢÷Èπ¢Õß‡Õπ‰´¡å °—∫°“√≈¥≈ß¢Õß°‘®°√√¡‡π◊ËÕß®“°°“√‡ ’¬ ¿“æ [18]

√Ÿª∑’Ë 5 Time courses ¢Õß°“√‡®√‘≠ °“√º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ  ·≈–æ’‡Õ™¢Õß Bacillus sp. B12
        ‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß„πÕ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 0.5 æ’‡Õ™ 9.0
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®“°º≈°“√∑¥≈Õß· ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“ crude enzyme ∑’Ëº≈‘µ®“° Bacillus sp. B12  “¡“√∂∑”ß“π‰¥â¥’

∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß ·≈–¡’‡ ∂’¬√¿“æ¥’„π™à«ßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 30 ∂÷ß 60 Õß»“‡´≈‡´’¬   “¡“√∂∑”ß“π·≈–¡’‡ ∂’¬√¿“æ¥’„π

™à«ßæ’‡Õ™°«â“ß Kumar ·≈– Takagi [2] √“¬ß“π«à“ Bacillus spp.  à«π„À≠àº≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ∑’Ë¡’Õÿ≥À¿Ÿ¡‘

∑’Ë‡À¡“– ¡„π°“√∑”ß“π„π™à«ß 50 ∂÷ß 70 Õß»“‡´≈‡´’¬   ·≈–æ’‡Õ™∑’Ë‡À¡“– ¡„π°“√∑”ß“πÕ¬Ÿà„π™à«ß 9.0 ∂÷ß

11.0  °“√∑’ËÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ∑’Ëº≈‘µ®“° Bacillus sp. B12  “¡“√∂∑”ß“π‰¥â¥’„π™à«ßæ’‡Õ™·≈–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß ∑”„Àâ

¡’·π«‚πâ¡ ∑’Ëπà“®–π”‚ª√µ’‡Õ ™π‘¥π’È¡“„™â‡ªìπ à«πº ¡¢Õß “√ —́°≈â“ß ́ ÷Ëß¡—°µâÕß∑”ß“π„π ¿“«–‡ªìπ¥à“ßª√–¡“≥

8.0 ∂÷ß 12.0  ·≈–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘πâÕ¬°«à“ 40 Õß»“‡´≈‡´’¬  ¿“¬„π‡«≈“ª√–¡“≥ 1 ™—Ë«‚¡ß

       3.6 º≈¢Õß “√¬—∫¬—ÈßµàÕ°“√∑”ß“π¢Õß crude enzyme

º≈°“√»÷°…“Õ‘∑∏‘æ≈¢Õß “√¬—∫¬—ÈßµàÕ°“√∑”ß“π¢Õß crude enzyme ®“° Bacillus sp. B12 · ¥ß

„πµ“√“ß∑’Ë 3  æ∫«à“ PMSF §«“¡‡¢â¡¢âπ 1 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å ¬—∫¬—Èß°“√∑”ß“π¢Õß‚ª√µ’‡Õ ‰¥â√âÕ¬≈– 92  à«π EDTA ∑’Ë

¡’ §«“¡‡¢â¡¢âπ 10 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å ¬—∫¬—Èß°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å‰¥â√âÕ¬≈– 6 „π¢≥–∑’Ë “√ iodoacetamide §«“¡

‡¢â¡¢âπ 10 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å ‰¡à¬—∫¬—Èß°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å  ´÷Ëß°“√∑’Ë crude enzyme ∂Ÿ°¬—∫¬—Èß°“√∑”ß“π‰¥â¥â«¬ “√

PMSF ·≈– EDTA · ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“ Bacillus sp. B12 πà“®–º≈‘µ crude enzyme ∑’Ëª√–°Õ∫¥â«¬∑—ÈßÕ—≈§“‰≈πå‡´

√’π‚ª√µ’‡Õ ·≈–π‘«∑√—≈‚ª√µ’‡Õ  ·≈–°“√∑’Ë “√ EDTA ‰¡à§àÕ¬¡’º≈≈¥°“√∑”ß“π¢Õß‚ª√µ’‡Õ ∂◊Õ«à“‡ªìπ¢âÕ¥’¢Õß

‡Õπ‰´¡å ∑’Ë®–π”‰ª„™â‡ªìπ à«πª√–°Õ∫„π “√´—°≈â“ß ‡π◊ËÕß®“° à«π„À≠à„π “√´—°≈â“ß¡—°¡’ª√‘¡“≥¢Õß chelating agent

Õ¬Ÿà Ÿß

√Ÿª∑’Ë 6 º≈¢Õß (a) æ’‡Õ™ ·≈– (b) Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ µàÕ°“√∑”ß“π·≈–‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß crude enzyme ∑’Ëº≈‘µ
®“° Bacillus sp. B12 À≈—ß®“°‡°Á∫‡Õπ‰´πå∑’Ëæ’‡Õ™·≈–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘µà“ßÊ π“π 1 ™—Ë«‚¡ß

(a) (b)
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®“°º≈°“√∑¥≈Õß„πÀ—«¢âÕ∑’Ë 2 æ∫«à“ crude protease ®“° Bacillus sp. B12 ∑π·≈–∑”ß“π‰¥â¥’

„π “√ —́°≈â“ßÀ≈“¬™π‘¥∑—Èß™π‘¥ºß·≈–‡À≈« ‚¥¬∑”ß“π‰¥â¥’∑’Ë ÿ¥„π “√ —́°≈â“ß™π‘¥‡À≈« L2 ·≈– L3 ‡¡◊ËÕπ” crude

protease ®“° Bacillus sp. B12 (0.42 Àπà«¬µàÕ¡‘≈≈‘°√—¡) ‡µ‘¡≈ß„π “√´—°≈â“ß™π‘¥‡À≈« L2 ·≈– L3 ‡æ◊ËÕ¢®—¥

§√“∫ °ª√°¢Õßºâ“¥â“¬¥‘∫¢“«‡ªìπ‡«≈“π“π 30 π“∑’ æ∫«à“‡Õπ‰´¡å∑’Ë‡µ‘¡≈ß„πºâ“∑’Ë¡’ “√´—°≈â“ß™π‘¥ L2 ∑”„Àâºâ“

¡’§«“¡¢“« «à“ß 80.24 Àπà«¬  à«π°“√„™â‡©æ“– “√´—°≈â“ßÕ¬à“ß‡¥’¬«„Àâ§à“§«“¡¢“« «à“ß 77.22 Àπà«¬ ¢≥–∑’Ë

‰¡à‰¥â„™â∑—Èß “√´—°≈â“ß·≈–‡Õπ‰´¡å„Àâ§à“§«“¡¢“« «à“ß 72.79 Àπà«¬ ·≈–‡Õπ‰´¡å∑’Ë‡µ‘¡≈ß„πºâ“∑’Ë¡’ “√´—°≈â“ß™π‘¥

L3  ∑”„Àâºâ“¡’§à“§«“¡¢“« «à“ß‡æ‘Ë¡¢÷Èπ Ÿß ÿ¥‡∑à“°—∫ 75.83 Àπà«¬ ‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫°“√„™â‡©æ“– “√ —́°≈â“ßÕ¬à“ß‡¥’¬«

·≈–‰¡à‰¥â„™â∑—Èß “√´—°≈â“ß·≈–‡Õπ‰´¡å ́ ÷Ëß„Àâ§à“§«“¡¢“« «à“ß‡∑à“°—∫ 71.73 ·≈– 70.14 Àπà«¬µ“¡≈”¥—∫ πÕ°®“°π’Èæ∫

«à“ºâ“ °ª√°∑’Ë´—°¥â«¬ “√´—°≈â“ß L2 ·≈– L3 √à«¡°—∫ crude protease „Àâ§à“§«“¡‡ªìπ ’·¥ß≈¥≈ß®“° 5.37 ·≈–

6.84 Àπà«¬ ‡ªìπ 2.98 ·≈– 4.75 Àπà«¬ µ“¡≈”¥—∫ ‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫ºâ“ °ª√°∑’Ë́ —°¥â«¬ “√´—°≈â“ß‡æ’¬ßÕ¬à“ß‡¥’¬«

· ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“‡Õπ‰´¡å∑’Ë‡µ‘¡≈ß„π “√´—°≈â“ß¡’º≈„Àâ “√´—°≈â“ß∑—Èß Õß™π‘¥°”®—¥§√“∫‡≈◊Õ¥ÕÕ°®“°ºâ“¢“«‰¥â¥’¢÷Èπ

¥—ß· ¥ß„πµ“√“ß∑’Ë 4 ·≈–√Ÿª∑’Ë 7 ·≈– 8

µ“√“ß∑’Ë 3 º≈¢Õß “√¬—∫¬—ÈßµàÕ°“√∑”ß“π¢Õß crude enzyme

Inhibitor Relative protease activity (%)

Control

PMSF (1 mM)

EDTA (10 mM)

Iodoacetamide (10 mM)

100

8

94

108

3.7 °“√∑¥ Õ∫ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π°“√¢®—¥§√“∫ °ª√°¢Õßºâ“¢“«¥â«¬ crude enzyme ®“°
Bacillus sp. B12

µ“√“ß∑’Ë 4 ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π°“√¢®—¥§√“∫ °ª√°¢Õßºâ“¥â«¬ crude enzyme ®“° Bacillus sp. B12

Detergent Condition Brightness Red value

L2

L3

Control

Detergent

Detergent + enzyme

Control

Detergent

Detergent + enzyme

72.79

77.22

80.24

70.14

71.73

75.83

6.30

5.37

2.98

8.15

6.84

4.75

Control  À¡“¬∂÷ßºâ“∑’Ë‰¡à‰¥â‡µ‘¡∑—Èß “√´—°≈â“ß·≈–‡Õπ‰´¡å
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4.  √ÿªº≈°“√«‘®—¬

       alkalotolerant Bacillus sp. B12 ´÷Ëß§—¥·¬°‰¥â®“°√–∫∫∫”∫—¥πÈ”‡ ’¬¢Õß‚√ßß“π‡¬◊ËÕ·≈–°√–¥“…  “¡“√∂

‡®√‘≠·≈–º≈‘µÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß‡¡◊ËÕ‡æ“–‡≈’È¬ß„πÕ“À“√‡À≈«°“°∂—Ë«‡À≈◊Õß∫¥√âÕ¬≈– 0.5 æ’‡Õ™ 9.0 ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘

37 Õß»“‡´≈‡´’¬  π“π 24 ™—Ë«‚¡ß ‚¥¬°“√º≈‘µ‡Õπ‰´¡å —¡æ—π∏å°—∫°“√‡®√‘≠ ́ ÷Ëß®—¥‡ªìπ growth-associated enzyme

‡™◊ÈÕ™π‘¥π’È “¡“√∂º≈‘µ‚ª√µ’‡Õ ‰¥â Ÿß·≈–§àÕπ¢â“ß§ß∑’Ë„π™à«ß stationary phase ‡Õπ‰´¡å®“° “¬æ—π∏ÿå¥—ß°≈à“«

 “¡“√∂∑”ß“π‰¥â¥’„π™à«ßæ’‡Õ™ 8.0 ∂÷ß 11.0 ·≈–∑πµàÕæ’‡Õ™„π™à«ß 6.0 ∂÷ß 11.0  Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë “¡“√∂∑”ß“π·≈–

¡’‡ ∂’¬√¿“æ ŸßÕ¬Ÿà„π™à«ß 30 ∂÷ß 60 Õß»“‡´≈‡´’¬   “√ PMSF 1 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å ¬—∫¬—Èß°“√∑”ß“π¢Õß crude enzyme

®“° Bacillus sp. B12 ‰¥â Ÿß ÿ¥ ·≈– EDTA 10 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å ¬—∫¬—Èß°“√∑”ß“π¢Õß‚ª√µ’‡Õ ‰¥âπâÕ¬¡“° crude

enzyme ®“° Bacillus sp. B12  “¡“√∂∑πµàÕ “√´—°≈â“ß‰¥âÀ≈“¬™π‘¥ ·≈–‡¡◊ËÕ‡µ‘¡ crude enzyme ≈ß„π “√

—́°≈â“ß™π‘¥‡À≈« L2 ·≈– L3   “¡“√∂¢®—¥§√“∫‡≈◊Õ¥®“°ºâ“¥â“¬¥‘∫¢“«‰¥â¥’°«à“‡¡◊ËÕ„™â “√ —́°≈â“ß‡æ’¬ßÕ¬à“ß‡¥’¬«

¥—ßπ—ÈπÕ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ ∑’Ëº≈‘µ®“° “¬æ—π∏ÿå  B12 ®÷ß¡’ ¡∫—µ‘∑’Ë¥’∑’Ë®– “¡“√∂π”‰ªª√–¬ÿ°µå„™â„πÕÿµ “À°√√¡ “√

´—°≈â“ß

√Ÿª∑’Ë 7 °“√¢®—¥§√“∫ °ª√°¢Õßºâ“¥â“¬¥‘∫¢“«¥â«¬ crude enzyme ®“° Bacillus sp. B12
(A) ºâ“‡ªóôÕπ‡≈◊Õ¥
(B) ºâ“‡ªóôÕπ‡≈◊Õ¥≈â“ß¥â«¬ “√´—°≈â“ß™π‘¥ L2
(C) ºâ“‡ªóôÕπ‡≈◊Õ¥≈â“ß¥â«¬ “√´—°≈â“ß™π‘¥ L2 √à«¡°—∫Õ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

√Ÿª∑’Ë 8 °“√¢®—¥§√“∫ °ª√°¢Õßºâ“¥â“¬¥‘∫¢“«¥â«¬ crude enzyme ®“° Bacillus sp. B12
(A) ºâ“‡ªóôÕπ‡≈◊Õ¥
(B) ºâ“‡ªóôÕπ‡≈◊Õ¥≈â“ß¥â«¬ “√´—°≈â“ß™π‘¥ L3
(C) ºâ“‡ªóôÕπ‡≈◊Õ¥≈â“ß¥â«¬ “√´—°≈â“ß™π‘¥ L3 √à«¡°—∫Õ—≈§“‰≈πå‚ª√µ’‡Õ 

(A) (B) (C)

(A) (B) (C)
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5. °‘µµ‘°√√¡ª√–°“»

‚§√ß°“√«‘®—¬π’È‰¥â√—∫∑ÿπ π—∫ πÿπ°“√«‘®—¬®“°‡ß‘πß∫ª√–¡“≥·ºàπ¥‘π À¡«¥‡ß‘πÕÿ¥Àπÿπ°“√«‘®—¬ ¢Õß

¡À“«‘∑¬“≈—¬‡∑§‚π‚≈¬’æ√–®Õ¡‡°≈â“∏π∫ÿ√’ ª√–®”ªïß∫ª√–¡“≥ 2548
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