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บทคัดย่อ  
 ศึกษาแบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นปานกลาง Virgibacillus halodenitrificans PB302 และ
แบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นสงู Halobacterium salinarum PB407 ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์  
โปรติเอสได้สงูซึ่งเป็นแบคทีเรียที่แยกจากน า้ปลาของโรงงานน า้ปลาในภาคตะวันออกของประเทศไทย เมื่อน า
แบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นปานกลาง Virgibacillus halodenitrificans PB302  มาศึกษาคุณลกัษณะของ
เอนไซม์บริสทุธ์ิ พบว่า เอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิสามารถท างานได้ดีที่สดุที่พีเอช 10.0 อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส 
(C) มีความเสถียรในช่วงพีเอชระหว่าง 4.0-12.0 และมีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 30-60 C มีสมบติั
เป็นเอนไซม์โปรติเอสชอบเกลอื สามารถท างานได้ดีในสภาวะที่มีเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ (0-18.0 
เปอร์เซ็นต์) กิจกรรมของเอนไซม์ถูกกระตุ้นให้เพิ่มขึน้โดย EDTA และ 1,10 phenanthroline ความเข้มข้น 1   
มิลลโิมลาร์ นอกจากนีพ้บว่าเอนไซม์ถกูยบัยัง้โดย  FeCl2 , MgCl2 และ EDTA และ 1,10 phenanthroline ทีค่วาม
เข้มข้น 10 มิลลโิมลาร์ สว่น CaCl2 ไม่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ ในขณะที่เอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิที่ผลิตจาก
แบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นสงู Halobacterium salinarum PB407 สามารถท างานได้ดีที่สดุที่พีเอช 8.0 
อุณหภูมิ 60 C มีความเสถียรในช่วงพีเอช ระหว่าง 5.0-8.0 และมีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 30-60 
C มีสมบติัเป็นเอนไซม์โปรติเอสชอบเกลือ สามารถท างานได้ดีในสภาวะที่มีเกลือ NaCl ความเข้มข้น 2.0-4.0 
โมลาร์ (12.0-24.0 เปอร์เซ็นต์) กิจกรรมของเอนไซม์ถูกกระตุ้นให้เพิ่มขึน้โดย CaCl2 ความเข้มข้น 1 และ 10   
มิลลโิมลาร์ และ MgCl2

 ความเข้มข้น 10 มิลลโิมลาร์ นอกจากนีพ้บว่าเอนไซม์ถกูยบัยัง้โดย FeCl2 และ EDTA 
 

ABSTRACT 
 High protease activity producing moderately halophilic bacteria Virgibacillus halodenitrificans 
PB302 and extremely halophilic bacteria Halobacterium salinarum PB407 isolated from fish sauce 
factories in the eastern part of Thailand were studied. The purified enzyme produced by moderately 
halophilic bacteria Virgibacillus halodenitrificans PB302 exhibited optimal activity at pH 10.0 and 60 
oC. Stability was highest in the range of pH 4.0 to 12.0 and temperature 30 to 60 oC. This protease 
had marked halophilic properties, showing maximum activities in the presence of 0 to 3.0 M NaCl (0-
18.0%, w/v). The activity was promoted by 1 mM EDTA and 1,10 phenanthroline and it was inhibited 
by FeCl2, MgCl2 and 10 mM EDTA and 1,10 phenanthroline. The purified protease produced by 
extremely halophilic bacteria Halobacterium salinarum PB407 exhibited optimal activity at pH 8.0 and 
60 oC. Stability of enzyme was observed during pH 5.0-8.0 and 30-60 oC. It had marked halophilic 
enzyme properties, showing maximum activities in the presence of 2.0 to 4.0 M NaCl (12.0-24.0 %, 
w/v). The activity was stimulated more by 1 to 10 mM CaCl2

 and 10 mM MgCl2, and it was inhibited by 
FeCl2, EDTA and 1,10 phenanthroline 
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ค าน า 
 ปัจจุบนัมีความสนใจเกี่ยวกับเอนไซม์ที่ใช้ในกระบวนการหมักน า้ปลา เพื่อช่วยลดระยะเวลาในการ
กระบวนหมักให้สัน้ลง ส่วนใหญ่เป็นเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรียชอบเกลือ ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์     
โปรติเอสชอบเกลอืได้ จากการศกึษาการคดัเลอืกแบคทีเรียที่มีความสามารถผลติเอนไซม์โปรติเอสชอบเกลือจาก
น า้ปลาไทย Bovornreungroj (2005) พบว่า แบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นสงู Halobacterium salinarum 
PB407 และแบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นปานกลาง Virgibacillus halodenitrificans PB302 (กานต์ธิดา, 
2555) มีความสามารถในการผลติเอนไซม์โปรติเอสชอบเกลอื จงึมีการศกึษาคณุลกัษณะและการแยกเอนไซม์ให้
บริสทุธ์ิ โดยการศึกษาเพิ่มเติมในการวิจัยครัง้นี ้เพื่อให้ทราบคุณลกัษณะของเอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิจากเชือ้
แบคทีเรียชอบเกลอืความเข้มข้นปานกลางและแบคทีเรียชอบเกลอืความเข้มข้นสงูที่แยกจากน า้ปลา เพื่อน าไปใช้
ในการพฒันากระบวนการหมกัน า้ปลาให้ได้น า้ปลาที่มีกลิน่และรสชาติดีขึน้ต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การเตรียมเอนไซม์โปรติเอสและท าให้บริสทุธ์ิ 
 ท าการเตรียมเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้แบคทีเรีย 2 ชนิด คือ Virgibacillus halodenitrificans PB302 
และ Halobacterium salinarum PB407 ซึ่งแยกได้จากน า้ปลาไทยโดยห้องปฏิบัติการเอนไซม์ ภาควิชา
เทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  (Kanlayakrit and Bovornreungroj, 
2002) โดยเลีย้งในอาหารเหลว M73 (Norberg and Hofsten, 1969) ท าการเก็บเกี่ยวเอนไซม์และท าให้เข้มข้น
โดยวิธีอัลตร้าฟิลเตรชั่นและท าเอนไซม์ให้บริสุทธ์ิโดยเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้แบคทีเรีย Virgibacillus 
halodenitrificans PB302 ใช้เจลฟิลเตรชั่น (Sephacryl S-200) และแอนไอออนโครมาโทรกราฟี (DEAE 
Toyopearl 650M) ส่วนเอนไซม์โปรติเอสของ Halobacterium salinarum PB407 ใช้โครมาโทรกราฟีแบบ
จ าเพาะ (bacitracin-sepharose 4B)    
2. การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส ดดัแปลงจากวิธีของ Sarath et al. (1990)  
 สารละลายเอนไซม์ 75 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยากับสารละลาย azocasein ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์  

(น า้หนักโดยปริมาตร) ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 60 C นาน 30 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วย
สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติกเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ตัง้ไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 15 
นาที เพื่อให้เกิดการตกตะกอนอย่างสมบรูณ์ น าไปเหวี่ยงแยกตะกอนออกที่ 8,000xg เป็นเวลา 20 นาที น าส่วน
ใส 600 ไมโครลิตร ไปเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 700 ไมโครลิตร จากนัน้
น าไปวดัค่าการดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 440 นาโนเมตร  
 1 หน่วยของกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส (unit/ml) เท่ากับ ปริมาณเอนไซม์ที่ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่ 440 นาโนเมตร เพิ่มขึน้ 0.1 ภายใต้สภาวะที่ใช้วิเคราะห์ 
3. การศกึษาสมบติับางประการของเอนไซม์โปรติเอส 
 3.1 การศกึษาพีเอชที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ โดยเจือจางเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม
ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ช่วงพีเอชระหว่าง 4.0-12.0 จากนัน้วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์  



 3.2 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ โดยเจือจางเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่
เหมาะสมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมจากผลการวิจัยในข้อ 3.1 จากนัน้น ามาวิเคราะห์กิจกรรมของ

เอนไซม์ ทดลองในช่วงอณุหภมูิ 30-80 C โดยเปลีย่นอณุหภมูิเป็น 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 C ตามล าดบั  
3.3 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ที่พีเอชต่างๆ โดยเจือจางเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสม

ด้วยบฟัเฟอร์ช่วงพีเอชระหว่าง 4.0-12.0 น าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วน าสารละลาย
เอนไซม์มาปรับพีเอชให้ได้ 7.0 จากนัน้วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ที่เหลอือยู่ (residual activity) 

3.4 การศกึษาความเสถียรของเอนไซม์ที่อุณหภูมิต่างๆ คือ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 C ตามล าดับ 

โดยเจือจางเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่ เหมาะสมด้วยบฟัเฟอร์ที่เหมาะสม น าไปบ่มในช่วงอุณหภูมิ 30-80 C 

เป็นเวลา 30 นาที แล้วท าให้เย็นลงที่อณุหภมูิ 4 C ทนัที จากนัน้วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ที่เหลอือยู่ 
3.5 การศึกษาผลของความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ต่อกิจกรรมของเอนไซม์ โดยเจือ

จางเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ที่พีเอชเหมาะสม จากนัน้น ามาวิเคราะห์
กิจกรรมของเอนไซม์ โดยการแปรผนัความเข้มข้นเกลือ NaCl ในสบัสเตรตให้มีความเข้มข้นช่วง 0-4.0 โมลาร์ ที่
อณุหภมูิที่เหมาะสม 

การศกึษาผลของเกลอื NaCl ต่อการท างานของกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส โดยการก าจัดเกลือออกจาก
สารละลายเอนไซม์ด้วยการท าไดแอลิซิสในสารละลายบัฟเฟอร์พีเอชที่ เหมาะสมโดยใช้ถุงเซลโลเฟน 
(cellophane) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสที่เหลือ จากนัน้น าสารละลาย
เอนไซม์ที่ผ่านการท าไดแอลิซิสมาบ่มกับสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีเกลือ NaCl เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วน ามา
วิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส  

3.6 การศึกษาผลของอิออนโลหะต่อการท างานของเอนไซม์โปรติเอส โดยเจือจางเอนไซม์ให้มีความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสมด้วยสารละลายบฟัเฟอร์พีเอชที่เหมาะสม และน าเอนไซม์บ่มกับสารละลายบฟัเฟอร์ที่มีอิออน
โลหะ ได้แก่ แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) เฟอรัสคลอไรด์ (FeCl2) และแมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) ที่ความเข้มข้น 
1 มิลลิโมลาร์ และ 10 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้น าเอนไซม์มาวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์      
โปรติเอสที่เหลอื 

3.7 การศกึษาผลของสารคีเลต (chelate) ต่อการท างานของเอนไซม์โปรติเอส โดยเจือจางเอนไซม์ให้มี
ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมด้วยสารละลายบฟัเฟอร์พีเอชที่เหมาะสม น าเอนไซม์บ่มกับสารละลายบฟัเฟอร์ที่มีสาร   
คีเลต ได้แก่ ethylene-diaminetetraacetic acid (EDTA) และ 1,10-phenathroline ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 
และ 10 มิลลโิมลาร์  เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น าเอนไซม์มาวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสที่เหลอื 

 
ผลการทดลองและวจิารณ์ 

จากการศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์โปรติเอสบริสุทธ์ิที่ผลิตจากแบคที เรีย Virgibacillus 
halodenitrificans PB302 พบว่า เอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิสามารถท างานได้ในช่วงพีเอช 8.0-12.0 และสามารถ

ท างานได้ดีที่สดุที่พีเอช 10.0 เอนไซม์สามารถท างานได้ในช่วงอุณหภูมิ 60-70 C และดีที่สดุที่อุณหภูมิ 60 C 

มีความเสถียรในช่วงพีเอชระหว่าง 4.0-12.0 และในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 30-60 C ขณะที่เอนไซม์โปรติเอส 
บริสทุธ์ิที่ผลิตจากแบคทีเรีย Halobacterium salinarum PB407 สามารถท างานได้ในช่วงพีเอช 7.0-10.0 และ



สามารถท างานได้ดีที่สดุที่พีเอช 8.0 เอนไซม์สามารถท างานได้ในช่วงอุณหภูมิ 50-70 C และสามารถท างานได้

ดีที่สดุที่อุณหภูมิ 60 C มีความเสถียรในช่วงพีเอชระหว่าง 5.0-8.0 และในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 30-60 C 
(Figure 1A, 1B และFigure 2A และ 2B) 
 

   
 
Figure 1 Effect of pH (A) and temperature (B) on activity of purified protease from Virgibacillus 

halodenitrificans PB302 and Halobacterium salinarum PB407.  
 

 เอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิของ Virgibacillus halodenitrificans PB302 สามารถท างานได้ดีในสภาวะที่
มีความเข้มข้นเกลอื 0-3.0 โมลาร์ แต่กิจกรรมของเอนไซม์จะลดลงเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีเกลือสงู (Kushner, 1978) 
ส่วนเอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิของ Halobacterium salinarum PB407 สามารถท างานได้ดีในสภาวะที่มีความ
เข้มข้นเกลอื 2.0-4.0 โมลาร์ (Figure 3) 

เมื่อน าเอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิของ Virgibacillus halodenitrificans PB302 ที่ผ่านการท าไดแอลิซิสใน
สารละลายบฟัเฟอร์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า กิจกรรมของเอนไซม์สมัพัทธ์เหลือเท่ากับ 61.5 เปอร์เซ็นต์ เมื่อ
เปรียบเทียบกบัเอนไซม์โปรติเอสเร่ิมต้น และเมื่อน าเอนไซม์ที่ผ่านการท าไดแอลซิิสมาบม่ในสารละลายบฟัเฟอร์ที่
มีเกลอืเป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้น ามาวดักิจกรรมของเอนไซม์ พบว่า กิจกรรมของเอนไซม์ลดลงโดยมีกิจกรรม
เอนไซม์สมัพทัธ์เท่ากบั 38.0 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่เมื่อน าเอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิของ Halobacterium salinarum 
PB407 ทีผ่่านการท าไดแอลซิิสในสารละลายบฟัเฟอร์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่า ไม่พบกิจกรรมของเอนไซม์ และ
เมื่อน าเอนไซม์ที่ผ่านการท าไดแอลิซิสมาบ่มในสารละลายบฟัเฟอร์ที่มีเกลือเป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนัน้น าไปวัด
กิจกรรมของเอนไซม์พบว่า ไม่พบกิจกรรมของเอนไซม์เช่นกนั แสดงให้เห็นว่า เอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิทัง้สองเป็น
เอนไซม์ที่ต้องการเกลือ เพื่อให้การท างานมีประสิทธิภาพสูงขึน้หรือมีสมบัติเป็นเอนไซม์ชอบเกลือ  และเมื่อ
เอนไซม์อยู่ในสภาวะที่ไม่มีเกลือ ท าให้โครงสร้างของเอนไซม์เสียสภาพไปอย่างถาวรและไม่สามารถกลบัมามี
กิจกรรมได้อีก  

เอนไซม์ชอบเกลือทุกชนิดที่ได้จากแบคทีเรียชอบเกลือเมื่ออยู่ในสภาวะที่ไม่มีเกลือ NaCl หรือ KCl ที่
ความเข้มข้นสงู จะสญูเสยีกิจกรรมของเอนไซม์อย่างรวดเร็ว และสามารถกลบัมามีกิจกรรมของเอนไซม์ใหม่ได้
เมื่ออยู่ในสภาวะที่มีเกลอื ยกเว้นกลุม่เอนไซม์ย่อยโปรตีนที่ไม่สามารถกลบัมามีกิจกรรมของเอนไซม์ได้อีกครัง้เมื่อ

ท าไดแอลซิิสในสารละลายที่มีความเข้มข้นของเกลอื NaCl ต ่ากว่า 4 โมลาร์ (Bovornreungroj, 2005)  

(B) (A) 



  
 
Figure 2 pH (A) and temperature (B) stability of purified protease from Virgibacillus halodenitrificans 

PB302 and Halobacterium salinarum PB407. 
 

 
 
Figure 3 Effect of NaCl concentration on activity of purified protease from Virgibacillus 

halodenitrificans PB302 and Halobacterium salinarum PB407. 
 

 
   
Figure 4 Effect of inorganic ions and chelating agent on activity of purified protease from Virgibacillus 

halodenitrificans PB302 (A) and Halobacterium salinarum PB407 (B). 
Remark:      = 1 mM concentration,      = 10 mM concentration. 
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จากการศึกษาผลของอิออนโลหะต่อการท างานของเอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิจากแบคทีเรียชอบเกลือ
ความเข้มข้นปานกลาง Virgibacillus halodenitrificans PB302 (Figure 4A) พบว่า CaCl2 ไม่มีผลต่อกิจกรรม
ของเอนไซม์ โปรติเอสเมื่อเปรียบเทียบกับหลอดควบคุมที่ไม่ได้ใส่อิออนโลหะลงไป ส่วน FeCl2 ที่ความเข้มข้น 1 
มิลลิโมลาร์และ MgCl2 ที่ความเข้มข้น 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ จะยับยัง้กิจกรรมเอนไซม์โดยมีกิจกรรมเอนไซม์
สมัพทัธ์ที่เหลอือยู่เท่ากบั 97.4 และ 94.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ขณะที่ FeCl2 ความเข้มข้น 10 มิลลโิมลาร์ จะยับ้
ยัง้กิจกรรมของเอนไซม์อย่างสมบรูณ์ ผลของสารคีเลตต่อการท างานของเอนไซม์ พบว่า เอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิ
ถกูยบัยัง้ด้วย EDTA และ 1,10 phenanthroline ความเข้มข้น 10 มิลลโิมลาร์ โดยกิจกรรมเอนไซม์สมัพทัธ์เท่ากับ 
89.5 และ 97.4 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ขณะที่ EDTA และ 1,10 phenanthroline ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 
สามารถกระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์ให้เพิ่มขึน้เท่ากบั 118.4 และ 107.9 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

ผลของอิออนโลหะต่อการท างานของเอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิจากแบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นสงู 
Halobacterium salinarum PB407 (Figure 4B) พบว่า CaCl2 ที่ความเข้มข้น 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ และ MgCl2 
ที่ความเข้มข้น 10 มิลลโิมลาร์ สามารถสง่เสริมกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสท าให้มีกิจกรรมสมัพัทธ์สงูกว่า 100 
เปอร์เซ็นต์ โดยมีกิจกรรมสมัพัทธ์เท่ากับ 111.1, 142.0 และ 116.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ
หลอดควบคุม ส่วน FeCl2 ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ จะยับยัง้กิจกรรมเอนไซม์เพียงเล็กน้อย โดยมีกิจกรรม
สมัพัทธ์เท่ากับ 98.8 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นเป็น 10 มิลลิโมลาร์ จะยับยัง้การท างานของเอนไซม์
อย่างสมบรูณ์  ขณะที่ MgCl2 ที่ความเข้มข้น 1 มิลลโิมลาร์ ไม่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ สว่นผลของสารยับยัง้
ต่อการท างานของเอนไซม์โปรติเอสของ Halobacterium salinarum PB407 พบว่า EDTA ที่ความเข้มข้น 1   
มิลลิโมลาร์ สามารถยับยัง้กิจกรรมของเอนไซม์เพียงเล็กน้อยโดยมีกิจกรรมเอนไซม์สมัพัทธ์เท่ากับ 91.9 และ 
EDTA ที่ความเข้มข้น 10  มิลลโิมลาร์ สามารถยบัยัง้เอนไซม์โปรติเอส อย่างสมบูรณ์ ส่วน 1,10 phenanthroline 
ไม่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส จากคุณลกัษณะบางประการข้างต้น อาจกล่าวได้ว่าเอนไซม์โปรติเอส 
บริสทุธ์ิจากแบคทีเรียชอบเกลือ Virgibacillus halodenitrificans PB302 และ Halobacterium salinarum 
PB407 ควรจะจดัอยู่ในกลุม่ของเอนไซม์ metallo protease  

จากรายงานของ Yossan et al. (2006) พบว่า MnCl2, CaCl2 และ MgCl2 จะส่งผลท าให้เอนไซม์       
อัลคาไลน์โปรติเอสท่ีบริสทุธ์ิจาก Bacillus megaterium ที่แยกได้จากกระบวนการผลิตน า้ปลามีกิจกรรมสงูขึน้
เมื่อเทียบกับเอนไซม์ที่ไม่ได้เติมอิออนโลหะ โดยมีกิจกรรมสัมพัทธ์เท่ากับ 151, 130 และ 121 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ จะเห็นว่าอิออนโลหะช่วยป้องกันเอนไซม์ไม่ให้เอนไซม์เสียสภาพ จากการศึกษาของ Gupta et al. 
(2005) พบว่า CaCl2

 ที่ความเข้มข้น 1 มิลลโิมลาร์ ท าให้เอนไซม์อัลคาไลน์โปรติเอสชอบเกลือจาก Bacillus sp. 
มีกิจกรรมสมัพทัธ์เท่ากบั 140 เปอร์เซ็นต์ และจากการศกึษาของ Karbalaei-Heidari et al. (2007) พบว่า CaCl2

 

ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ท าให้เอนไซม์อัลคาไลน์โปรติเอสชอบเกลือจาก Salinivibrio sp. AF-2004 มี
กิจกรรมสมัพัทธ์เท่ากับ 112 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี ้ Mahnaz and Karbalaei-Heidari (2012) พบว่า MgCl2 
CaCl2 และ FeCl2 ที่ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ สามารถส่งเสริมกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสบริสุทธ์ิจาก
แบคทีเรียชอบเกลือปานกลาง Salinivibrio sp. MS-7 โดยมีกิจกรรมสัมพัทธ์เท่ากับ 117, 131 และ 121 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และ 1,10 phenathroline ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ท าให้เอนไซม์มีกิจกรรมสมัพัทธ์



เท่ากับ 118 เปอร์เซ็นต์ ส่วน EDTA ความเข้มข้น 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ จะยับยัง้กิจกรรมของเอนไซม์ โดยมี
กิจกรรมสมัพทัธ์เท่ากบั 26 และ 4.9 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

Hiraga et al. (2005) พบว่า EDTA ที่ความเข้มข้น 1 มิลลโิมลาร์ จะยบัยัง้อย่างสมบูรณ์ต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์เซรีนโปรติเอสจากแบคทีเรียชอบเกลอื Filobacillus sp. RF2-5 นอกจากนีจ้ากการศึกษาของ Namwong 
et al. (2006) พบว่า เอนไซม์เซรีนโปรติเอสชอบเกลอืที่ผลิตจาก Halobacillus sp. SR5-3 ที่แยกจากน า้ปลาไทย
จะถูกยับยัง้กิจกรรมของเอนไซม์อย่างสมบูรณ์โดย EDTA ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ จากการศึกษาของ 
Vidyasagar et al. (2009) พบว่า EDTA ที่ความเข้มข้น 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ และ 1,10 phenathroline ที่ความ
เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ จะยับยัง้กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสชอบเกลือความเข้มข้นสงูจากแบคทีเรียชอบเกลือ 
Chromohalobacter sp. TVSP101โดยมีกิจกรรมเอนไซม์สมัพทัธ์เท่ากบั 64, 62 และ 84 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั  

 
สรุป 

 เอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิจากแบคทีเรียชอบเกลือปานกลาง Virgibacillus halodenitrificans PB302 

สามารถท างานได้ดีที่สดุทีพ่ีเอช 10.0 อณุหภมูิ 60 C มีความเสถียรในช่วงพีเอชระหว่าง 4.0-12.0 ที่อุณหภูมิ 4 

C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และมีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิ 30-60 C นาน 30 นาที สามารถท างานได้ดีใน
สภาวะที่มีเกลือ NaCl ที่ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ (0-18.0 เปอร์เซ็นต์ NaCl) อิออนโลหะพวก FeCl2 และ 
MgCl2 และสารคีเลตพวก EDTA และ 1,10 phenanthroline ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ มีผลยับยัง้ท าให้
กิจกรรมของเอนไซม์ลดลง ส่วน EDTA และ 1,10 phenanthroline ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ส่งเสริมให้
กิจกรรมของเอนไซม์เพิ่มขึน้ 

เอนไซม์โปรติเอสบริสทุธ์ิจากแบคทีเรียชอบเกลอืสงู Halobacterium salinarum PB407 สามารถท างาน

ได้ดีที่สดุทีพ่ีเอช 8.0 อณุหภมูิ 60 C มีความเสถียรในช่วงพีเอชระหว่าง 5.0-8.0 ที่อุณหภูมิ 4 C เป็นเวลา 24 

ชัว่โมงและมีความเสถียรในช่วงอณุหภมูิ 30-60 C เป็นเวลา 30 นาที สามารถท างานได้ดีสดุในสภาวะที่มีเกลือ 
NaCl ที่ความเข้มข้น 2.0 โมลาร์ (12.0 เปอร์เซ็นต์ NaCl) กิจกรรมของเอนไซม์ถูกกระตุ้นด้วย CaCl2 และ MgCl2 

และสญูเสยีกิจกรรมเมื่ออยู่ในสภาวะที่มี EDTA  
จากการเปรียบเทียบคณุลกัษณะบางประการข้างต้นพบว่า เอนไซม์โปรติเอสท่ีบริสทุธ์ิที่ได้จากแบคทีเรีย 

2 ชนิด มีคุณสมบัติบางประการที่แตกต่างกัน เช่น สามารถท างานได้ดีในช่วงพีเอชและอุณหภูมิที่กว้าง 
นอกจากนีย้งัสามารถท างานท่ีพีเอชและอณุหภมูิสงูได้ จากคณุสมบติัดงักลา่วจงึมีความเป็นไปได้ที่จะน าเอนไซม์
เหล่านีไ้ปใช้ร่วมกับการหมักน า้ปลาซึ่งมีสภาวะการหมักที่มีเกลือ NaCl ประมาณ 10.0-30.0 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 
5.0-7.0 และอณุหภมูิประมาณ 30-40 องศาเซลเซียส 
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