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บทคัดยŠอ 

ในปŦจจุบันจลุินทรียŤที ่อยูŠในดินมีหลายชนิด และมีบทบาทสำคัญในการนำไปใชšประโยชนŤดšาน   
ตŠาง ๆ ไมŠวŠาจะเปŨนทางดšานการเกษตรกรรม อุตสาหกรรม งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคŤเพื่อคัดแยก และคัด
กรองจุลินทรียŤที่มีความสามารถผลิตเอนไซมŤโปรติเอส และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรียŤ
จำนวน 29 ไอโซเลท ที่แยกไดšจากตัวอยŠางดิน 3 บริเวณ ไดšแกŠ บšานแมŠฮวก บšานเขšาซšอน และอุทยาน
แหŠงชาติน้ำตกแจšซšอน จังหวัดลำปางโดยการเพาะเลี ้ยงบนอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) บŠมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 24 ชั่วโมง จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของทั้ง 29 
ไฮโซเลท พบวŠาเปŨนแบคทีเรียแกรมบวกจำนวน  21 ไอโซเลท แกรมลบ 8 ไอโซเลท รูปรŠางพบไดš 3 
แบบไดšแกŠ รูปแทŠง แทŠงสั้น และกลม จำนวน 22  4  และ 3 ไอโซเลท ตามลำดับ เมื่อนำไปทดสอบ
กิจกรรมการสรšางเอนไซมŤบนอาหาร Skim Milk Agar พบวŠาท้ัง 29 ไอโซเลท เกิดบริเวณใสรอบรอยการ
เจริญของเชื้อ โดยไอโซเลท MH2-4 Pro ใหšบริเวณใสกวšางที่สุดอยŠางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤ 0.05) ท่ี 
90.02 มิลลิเมตร 

 
คำสำคัญ  :  โปรติเอส, จุลินทรียŤ, เอนไซมŤ  
 
 

ABSTRACT

This research investigated the selection and screening of microorganisms that 
produce protease. Twenty-nine isolates of protease-producing microorganisms were 
isolated from three soil samples collected at Ban Mea Huag, Ban Khao Son and Chae 
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Son National Park. The isolated microorganisms were grown on tryptic soy agar (TSA) at 
37oC for 24-48 hours. Morphological tests of the isolates show that twenty-one were 
gram-positive and eight were gram-negative bacteria. Twenty-two of these were rod-
shaped, four were short rod-shaped and three cocci-shaped. Protease production on 
skimmed milk agar showed that all isolates had positive results with a clear zone around 
the cultures. At 90.02 mm, the isolate MH2-4 pro had the widest statistically significant 
clear zone (p ≤ 0.05). 
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บทนำ 

จุลินทรียŤที ่อาศัยอยูŠในดินบางชนิดสามารถผลิตเอนไซมŤโปรติเอส ซึ่งเอนไซมŤโปรติเอสเปŨน
เอนไซมŤยŠอยโปรตีนที ่พบไดšทั ้งในพืชสัตวŤและจุลินทรีย Ť (นิธิยา  รัตนปนนทŤ, 2556) เอนไซมŤโปรติ-         
เอสเปŨนกลุŠมเอนไซมŤที่มีคุณสมบัตใินการยŠอยสลายพันธะเปปไทดŤ (Peptide bond) ของอาหารจำพวก
โปรตีนจึงมักถูกเรียกวŠาเปŨนเอนไซมŤยŠอยโปรตีน หรือเรียกวŠา โปรติเนส เอนไซมŤในกลุŠมของเอนไซมŤโปรติ
เอสนี้มีหลายชนิดตามความสามารถในการจับกับพันธะเปปไทดŤแบบตŠาง ๆ (พิมพŤเพญ็  พรเฉลิมพงศŤ, 
2556) เอนไซมŤโปรติเอสแบŠงยŠอยไดšเปŨน 4 พวกคือ Acid Protease, Serine  Protease, Sulfhydryl 
Protease และ Metal Containing Protease แหลŠงผลิตเอนไซมŤโปรติเอสที ่สำคัญมีหลายแหลŠง เชŠน 
จากสัตวŤ พชื โดยเฉพาะอยŠางยิ่งสิ่งมีชีวิตเล็ก ๆ พวกจุลินทรียŤ เชŠน ราและแบคทีเรีย ซ่ึงจะเปŨนแหลŠง
ของเอนไซมŤไดšดีกวŠาพืชและสัตวŤ  เนื ่องจากจุลินทรียŤมีวงจรชีวิตสั ้นกวŠา ในปŦจจุบนัพบวŠาการนำเอา
เอนไซมŤโปรต ิเอสที ่เสถียรต Šอความรšอน (Thermo stable protease) มาประยุกต Ťใชšงานในทาง
อุตสาหกรรมจะใหšผลดกีวŠาการใชšเอนไซมŤโปรติเอสที่ไมŠเสถียรตŠอความรšอนเพราะการเพิ่มอุณหภูมิใน
กระบวนการใชšงานจะมีผลทำใหšอัตราเรว็ของการเรŠงปฏิกิริยาโดยเอนไซมŤสูงขึ้นและใชšเวลาในการเกิด
ผลิตภัณฑŤลดลง ดังน้ันจึงสามารถที่จะลดตšนทุนการผลิตไดšดšวย  

ดังนั้นผู šวิจัยจงึไดšศึกษาจุลินทรียŤในการสรšางเอนไซมŤโปรติเอสจากดนิ ในพื้นทีห่มูŠบšานแมŠฮวก 
หมู Šบšานเขšาซšอน อำเภอเกาะคา และบริเวณอุทยานแหŠงชาติน้ำตกแจšซšอน อำเภอเมอืงปาน จังหวัด
ลำปาง เพื่อนำตัวอยŠางดินมาทำการคัดแยกและคัดกรองจุลินทรียŤในดินท่ีสามารถผลติเอนไซมŤโปรติเอส 

1. วัตถุประสงคŤการวิจัย 

1.1 เพื่อคัดแยกและคัดกรองจุลินทรียŤที่มีความสามรถผลิตเอนไซมŤโปรติเอส 
1.2 เพื่อศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของจุลินทรียŤท่ีคัดแยกไดš 
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วิธีการดำเนินการวิจัย 

1. การเก็บตัวอยŠางดิน 

เก็บตัวอยŠางจากดินจำนวน 3 แหลŠง ไดšแกŠ บริเวณหมูŠบšานแมŠฮวก บšานเขšาซšอน ตำบลไหลŠหิน 
อำเภอเกาะคา จังหวัดลำปาง และบริเวณอุทยานแหŠงชาติน้ำตกแจšซšอน ตำบลแจšซšอน อำเภอเมืองปาน 
จังหวัดลำปาง โดยไดšเก็บดินไวšในตูšเย็นเพื่อรักษาสภาพของจุลินทรียŤ  ในกรณีที่ยังไมŠไดšแยกเชื้อภายใน
เวลา 6 ชั่วโมง 

2. การแยกเช้ือจุลินทรียŤจากตัวอยŠางดินที่เก็บโดยวิธกีารเจือจางลำดับสŠวน (Serial ten-Fold 
dilution) 

ในขั้นตอนนี้มีวิธีการดังนี ้ชั่งตัวอยŠางดินปริมาณ 10 กรัม โดยเตรียมน้ำเกลือที่จะใชšเจือจางลำดับ
สŠวนโดยมีสารละลาย 0.85% NaCl โดยใชšไมโครปŗเปตดูดสารละลายใสŠหลอดทดลองทั้งหมด 5 หลอด
ในแตŠละหลอดดูดใสŠ 1 มิลลิลิตร ใหšเจือจางที ่เหมาะสมมา 3 ระดับ มากระจาย (Spread plate) บน
จานอาหารเลี้ยงเชื ้อ Skim milk agar และบŠมไวšท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นใชš Loop แตะโคโลนีท่ีแตกตŠางกันโดยดูจากความแตกตŠางของโคโลนีท่ีปรากฏ Streak บนจาน
อาหารเพาะเชื้อ Tryptic soy broth บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทำการ re-streak จนกระทั่งไดš
เช้ือบริสทุธ์ิ และบันทึกลักษณะของโคโลนีท่ีปรากฏและชนิดของจุลินทรียŤลงในตารางบนัทึกผล จากนั้น
เก็บโคโลนีที่บริสุทธิ์ ลงในหลอด Eppendorf ท่ีบรรจุอาหาร Glycerol medium ปริมาณ 0.5 มิลลลิิตร 
เกบ็เชื้อละ 2 หลอด ใหš Label ขšางหลอดโดยระบุ รหัสเชื้อ และวัน/เดือน/ปŘที่เก็บแชŠหลอดไวšในตูš 
Deep freeze เพื่อใชšเปŨน Stock culture 

3. การทดสอบการสรšางเอนไซมŤโปรติเอสโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อแบบ Point inoculation 

นำจุลนิทรียŤที่แยกไดšบริสุทธิข์ั้นตšนมาทดสอบการสรšางเอนไซมŤโดยเพาะเลี้ยงเชื้อโดยวิธี Point 
inoculation technique ดšวยเข็มเขี่ยเชื ้อปลายแหลม ลงบนอาหารแข็ง Skim milk agar ทดสอบแตŠ
ละชนิด บŠมที่อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ซ้ำ จากนั้นนำมาวัดเสšนผŠาศูนยŤกลาง
ของวงใส บันทึกผล  

4. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristics) 

ทำการศึกษาจากเชื้อบริสุทธ์ิ โดยดูจากขนาด รูปรŠาง โครงสรšางของเชื้อจุลินทรียŤ ใชš Loop แตะ
เชื ้อแลšวนำไปวางบนสไลดŤทำการยšอมแกรมตามขั้นตอน แลšวนำไปสŠองผŠานกลšองจุลทรรศนŤเพื่อดู
ลักษณะสัณฐานของแบคทีเรีย 
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5. การวิเคราะหŤขšอมูลทางสถิติ 

ใชš SPSS เวอรŤชัน 14 (SPSS Inc.) โดยการทดลองท้ังหมดจะทำ 3 ซ้ำ การวิเคราะหŤทางสถิตจะ
ทำการประเมิน Completely Randomized Design (CRD) การวิเคราะหŤความแปรผัน (ANOVA) 
และเปรียบเทียบคŠาเฉลี่ยโดยใชš Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ท่ีคŠา p<0.05 

ผลการวิจัย 

1. ผลการแยกเชื้อบริสุทธิ์ของแบคทีเรยีที่สามารถสรšางเอนไซมŤโปรติเอส 

จากการคัดแยกและคัดกรองจุลินทรียŤที่สามารถผลิตเอนไซมŤโปรติเอสจากดนิ บริเวณบšานแมŠ
ฮวก บšานเขšาซšอน และอุทยานแหŠงชาติน้ำตกแจšซšอน จังหวัดลำปาง นำมาเพาะเล้ียงบนอาหาร Tryptic 
soy agar พบวŠา สามารถแยกแบคทีเรียที่สรšางเอนไซมŤโปรติเอสไดšทั้งหมด 29 ไอโซเลท ซ่ึงสอดคลšอง
กับงานวิจัยของณัฐวรรณ พิทักษŤศิรพิรรณ (2548)  นำตัวอยŠางดินบริเวณที่มีขยะมูลฝอย ปุ๋ยอินทรียŤ
และผลิตภัณฑŤจุลินทรียŤ จากทšองที่ตŠาง ๆ ในจังหวัดเชียงใหมŠ มาแยกและคัดเลือกเชื้อ โดยการทดสอบ
ความสามารถในการผลิตเอนไซมŤอะไมเลส โปรติเอส ไลเปส และเซลลูเลส บนอาหารวุšน Starch, Skim 
milk, Tributyrin และ Carboxy methyl cellulose ตามลำด ับ ที่อุณหภูมิ 37, 45 และ 55 องศา
เซลเซียส พีเอชเทŠากับ 3  4  5  6  และ 7 พบเชื้อที่สามารถยŠอยสลายแปŜง โปรตีน ไขมัน และเซลลูโลส 
จำนวน 82  50  125 และ 13 ไอโซเลท ตามลำดับ เชŠนเดียวกับงานวิจัยของสุดธิดา แสงยนตŤ (2548) 
ไดšแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยŠอยสลายโปรตีนจากตัวอยŠางดิน 30 ตัวอยŠาง  แตŠใชšอาหาร 
Basal medium agar ที่เติม skim milk 1 เปอรŤเซ็นตŤ (BMSM) ไดšจำนวน 160 ไอโซเลท จากงานวิจัย
ของ Josephine et al. (2012)  ไดšเก็บตัวอยŠางดินใน มหาวิทยาลัยมหารานีวิทยาลัย คณะวิทยาศาสตรŤ   
บังกาลอรŤ พบวŠามีความสามารถในการผลิตเอนไซมŤโปรติเอส ในสภาวะที ่เหมาะสมคือที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส  ระยะเวลาที่ใชš 24 ชั่วโมง เชื้อท่ีไดšคือ Bacillus sp. และจากงานวิจัยของ Chonlachat 
(2011)  ไดšคัดแยกเชื้อจุลินทรียŤที่ผลิตเอนไซมŤโปรติเอสจากดินตัวอยŠางใน 4 พ้ืนที่ของประเทศไทยโดย
ทำการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีสŠวนประกอบของ  ผงเปลือกปู 2 เปอรŤเซ็นตŤ K2HPO4 0.1 เปอรŤเซ็นตŤ 
MgSO4.7H2O 0.05 เปอรŤเซ็นตŤ และ วุšน 2 เปอรŤเซ็นตŤ จากการคัดเลือกครั้งแรกพบวŠามีจุลินทรียŤ 45 
สายพันธุŤท่ีสามารถเจริญไดš และมีจุลินทรียŤ 29 สายพันธุŤท่ีสามารถสรšางวงใสไดšในอาหารน้ี  

2. ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมŤโปรติเอส 

จากการทดสอบการสรšางเอนไซมŤโปรติเอสโดยวิธีการเพาะเลี ้ยงเชื ้อแบบ Point inoculation 
บนอาหาร Skim milk agar บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง เกิดบริเวณวงใสรอบรอย
การเจริญเติบโตของเชื้อ ดังแสดงในภาพที่ 1 และ 2 โดยมีความกวšางของวงใสอยู ŠในชŠวง 5.45-90.02 
มิลลิเมตร ไอโซเลทที่มีความกวšางของวงใสสงูสุดเปŨนอันดับแรก คือ MH2-4Pro ที่ 90.02 มิลลเิมตร 
รองลงมาเปŨน JS5P4 ที่ 85.04 มิลลเิมตร และ JS3P Pro5.2 ที่ 80.07 มิลลิเมตร ตามลำดับอยŠางมี
นัยสำคัญทางสถิติ ( p≤ 0.05 ) ดังภาพที่ 3 กราฟแสดงคŠาความกวšางวงใสของจุลินทรยีŤทั้ง 29 ไอโซเลท 
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เปรียบกับงานวิจัยของจตุรงคŤ จงจีน และ สุพรรณี แกŠนสาร อะโอกิ  (2553) เมือ่ทดสอบการผลิต
เอนไซมŤโปรติเอส  บนอาหารจำเพาะสตูร Skim milk agar ตรวจสอบการทำงานของเอนไซมŤจากวงใส
ที่ปรากฏ วัดเสšนผŠานศนูยŤกลางของวงใสไดš 11.0-18.0 มิลลิเมตร ซึ่งเมื่อนำไปเลี้ยงบนอาหาร Skim 
milk agar ก็เกิดวงใสเชŠนเดียวกับงานวิจัยของกรรณิการŤ เสนทอง (2551) ซึ่งพบวŠาสามารถแยกเชื้อ
แบคทีเร ีย Baccillus ไดšจำนวน 10 ไอโซเลท ซึ ่งเชือ้ดังกลŠาวสรšางวงใสรอบโคโลนีขนาดเสšนผŠาน
ศูนยŤกลางมากกวŠา 10 มิลลิลิตร โดยไอโซเลท BA26 และ BA27 สามารถผลิตเอนไซมŤโปรติเอสสูงสุด
เทŠากบั 12.278 และ 12.058 ยูนิตตŠอมิลลิกรัมโปรตีน และจากงานวิจัยของณัฐวรรณ พิทักษŤศิริพรรณ 
(2548) พบเชื้อที่สามารถยŠอยสลายแปŜง โปรตีน ไขมัน และเซลลูเลส จำนวน 82 50 125 และ 13 ไอ-
โซเลท จากการนำเชื ้อที่ใหšวงใสไดšดีภายใตšเงื่อนไขดังกลŠาว ไปทดสอบดูกิจกรรมของเอนไซมŤอะไมเลส    
โปรติเอส ไลเปส และเซลลูเลส และจัดจำแนกชนดิ พบวŠาไอโซเลทที่ใหšกิจกรรมเอนไซมŤดังกลŠาวไดšดีคือ 
Bacillus subtilis nst 12, nsk 12,  ntri 9 และ ncmc 1 โดยใหšค Šาแอคติวิตี เทŠากับ 0.9095 (x10-
3U/ml), 0.5998 U/ml, 254.0540 U/ml และ 0.0847 U/ml ตามลำดับ  

 

ภาพประกอบ 1 ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมŤโปรติเอส โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
แบบ Point inoculation 

 

ภาพประกอบ 2 แสดงวงใสท่ีเกิดจากท่ีเกิดจากการยŠอย Skim milk agar ของไอโซเลทMH 2-4 Pro 
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ภาพประกอบ 3 กราฟแสดงคŠาความกวšางของวงใสของจุลินทรียŤท้ัง 29 ไอโซเลท 

3. ผลการจัดจำแนกแบคทีเรีย  

การศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยา (Morphological characteristics) โดยนำไอโซเลท ทั้ง 29 
ไอโซเลท เพาะเลี้ยงบนอาหาร Tryptic soy agar บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 24 ชั่วโมง 
แลšวทำการยšอมแกรม ตรวจสอบภายใตšกลšองจุลทรรศนŤ ใชšกำลังขยาย 100 เทŠา ดูรูปรŠางเซลลŤพบวŠามี
เซลลŤรูปรŠางแทŠง (Rod) จำนวน 22 ไอโซเลท รูปรŠางกลม (Cocci) จำนวน 3 ไอโซเลท รูปรŠางทŠอนส้ัน 
(Short rod) จำนวน 4 ไอโซเลท จากงานวิจัยของวีระสิทธ์ิ กัลปşยากฤต และปรียานุช บวรเรืองโรจŤ  
(2546) ไดšศึกษาลักษณะสัณฐานวทิยาของแบคทีเรีย ตรวจสอบภายใตšกลšองจุลทรรศนŤ พบวŠาโคโลนีมี
ลักษณะกลมสีแดง เซลลŤเปŨนรูปแทŠง ติดสีแกรมลบ  

อภิปรายผลการวิจัย 

จากการศึกษาและทำการทดลองการแยกและคัดกรองจุลินทรียŤที่สามารถผลติเอนไซมŤโปรติ -   
เอสจากดินบริเวณบšานแมŠฮวก บšานเขšาซšอน และอุทยานแหŠงชาติน้ำตก แจšซšอน จังหวัดลำปาง การแยก
เชื้อบริสุทธ์ิของแบคทีเรียที่สามารถสรšางเอนไซมŤโปรติเอส จากการทดลองพบวŠา การคัดแยกจุลินทรียŤ
จากดินนำมาแยกและคัดกรองเช้ือจุลินทรียŤ โดยนำมาเลี้ยงบนอาหาร Tryptic soy agar ไดšเชื้อทั้งหมด 
29 ไอโซเลท   

 การทดสอบการสรšางเอนไซมŤโปรติเอสโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อแบบ Point inoculation ใชš
เข็มเขี ่ยเชื ้อปลายแหลมลงบนอาหาร Skim milk agar บŠมท่ีอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 
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ชั่วโมง โดยเชื้อมีความกวšางของวงใสอยูŠในชŠวง 5.45-90.02 มิลลิเมตร โดยไอโซเลทที่มีความกวšางของ
วงใสสูงสุดอยŠางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤ 0.05) คือ MH2-4Pro ที่ 90.02 มิลลิเมตร รองลงมาเปŨน 
JS5P4 ท่ี 85.04 มิลลิเมตร และ JS3P Pro 5.2 ท่ี 80.07 มิลลิเมตร ตามลำดับ  

 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวŠา จากจำนวน 29 ไอโซเลท เปŨนแบคทีเรียแกรมบวก
จำนวน 21 ไอโซเลท แบคทีเรียแกรมลบ จำนวน 8 ไอโซเลท ลักษณะรูปรŠางของเซลลŤแบคทีเรียรูปแทŠง 
(Rod) จำนวน 22 ไอโซเลท รูปทŠอนสั้น (Short rot) จำนวน 4 ไอโซเลท และ รูปกลม (Cocci) จำนวน 
3 ไอโซเลท   การศึกษาจุลินทรียŤที่สามารถผลิตเอนไซมŤโปรติเอสเปŨนสิ่งท่ีนŠาสนใจท่ีจะศึกษาถึงการแยก
และคัดกรองจุลินทรียŤท่ีผลติเอนไซมŤโปรติเอสจากดินและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อเพ่ือนำไปใชš
ประโยชนŤในอุตสาหกรรมตŠอไป 
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