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บทคดัย่อ 
ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจส าคญัของประเทศไทย แต่พบว่าน า้ยางพาราธรรมชาติมีโปรตีนภมูิแพ้หลายชนิดเป็น

องค์ประกอบและมกัตกค้างอยู่ในวสัดทุางการแพทย์ที่ผลิตจากน า้ยางพารา ก่อให้เกิดอนัตรายต่อทัง้ผู้ ป่วยและบคุลากร
ทางการแพทย์ได้ ในการนีผู้้ วิจัยได้พบว่าเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus sp. สามารถก าจัดโปรตีน
ภูมิแพ้ในน า้ยางพาราได้ แต่การประยุกต์ใช้ในระดบัอุตสาหกรรมจ าเป็นต้องใช้เอนไซม์ในปริมาณมาก จึงเป็นที่มาของ
งานวิจัยครัง้นีท้ี่มีวตัถุประสงค์เพื่อหาสภาวะการหมกัที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus 
subtilis MR10 ในถงัหมกัขนาด 20 ลิตร และทดสอบความเป็นไปได้ในการผลิตถงุมือยางทางการแพทย์จากน า้ยางพารา      
ที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ ผลการศึกษาพบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการหมกัเพื่อผลิตเอนไซม์โปรติเอสคือการ เพาะเลีย้ง
แบคทีเรียที่อณุหภมูิประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศเทา่กบั 1.0 kg/cm2 และมีการกวนผสมด้วยใบพดั
ที่อตัราเร็ว 150 rpm ท าให้ได้ค่า productivity ของการผลิตโปรติเอสเท่ากบั 1.21 unit/ml-hr เอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตได้นี ้
สามารถก าจดัโปรตีนภมูิแพ้ชนิด Hev b1 และ Hev b2 ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค dot blot  ถงุมือยางที่ผลิตได้จาก
น า้ยางชนิดปราศจากโปรตีนภมูิแพ้นี ้พบวา่มีความหนา ส ีและพืน้ผิวไมแ่ตกตา่งจากที่ผลติจากน า้ยางทัว่ไป แตเ่อนไซม์โป
รติเอสท าให้ค่าความเค้นดึงสงูสดุต่อหน่วยพืน้ที่ (tensile strength) ลดต ่าลง  ดงันัน้ในการผลิตถงุมือยางชนิดปราศจาก
โปรตีนภูมิแพ้จึงจ าเป็นต้องมีการปรับสตูรอีกครัง้รวมถึงหาสภาวะที่เหมาะสมของการคงรูปยางเพื่อให้ได้ผลิตภณัฑ์ที่มี
คณุสมบตัิตรงตามมาตรฐาน 
 

ค าส าคัญ : เอนไซม์โปรติเอส ; แบคทีเรียบาซิลลสั ; การขยายก าลงัการผลติ ; โปรตีนภมูิแพ้ ; ถงุมือยางทางการแพทย์  
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Abstract 

Para rubber (Hevea brasiliensis) is an important economic crop of Thailand. However, natural Para 
rubber latex (NPRL) contains several allergic proteins and remained in medical devices which made from NPRL. 
Patients and medical staff are harmed by these allergens. Our research group has found that protease from 
Bacillus sp. bacterium is able to eliminate these allergic proteins in NPRL. However, large quantity of protease 
is required for using in the industrial scale. This research was subsequently aimed to study the optimal 
conditions for protease production by Bacillus subtilis MR10 in the 20 L fermenter and the possibility of medical 
glove production by allergic protein-free NPRL. It was found that the optimal condition for protease production 
was cultivation at 28-30 oC, aeration rate at 1.0 kg/cm2 and agitation rate at 150 rpm, leading to 1.21 unit/ml-hr 
of protease productivity. The obtained protease could eliminate allergic proteins, i.e. Hev b1 and Hev b2, when 
dot bot technique was carried out. The medical gloves produced from allergic protein free-NPRL exhibited 
similar thickness, color and surface to those from NPRL, however protease decreased tensile strength of gloves. 
Therefore, the formula development and optimization for vulcanization process need to be investigated prior 
application in allergic protein-free glove manufacturing.   
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บทน า 
น า้ยางพาราธรรมชาติ (natural Para rubber latex, NPRL) มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบประมาณ 1-2% โดย

สามารถพบได้ในสว่นของชัน้ซีร่ัม (serum) และบนอนภุาคเนือ้ยาง (rubber particles) ประมาณ 75 และ 25% ตามล าดบั 
ท าให้แม้การน าน า้ยางมาป่ันเหวี่ยง (centrifugation) เพื่อก าจัดซีร่ัมออกและผลิตเป็นน า้ยางข้น (concentrated latex)              
ก็ไม่สามารถก าจดัโปรตีนสว่นที่เกาะกบัอนภุาคยางได้ อีกทัง้ท าให้โปรตีนเหลา่นีม้ีความเข้มข้นสงูขึน้ภายหลงัขัน้ตอนการ
ป่ันเหวี่ยง นอกจากนีย้งัพบว่าโปรตีนในน า้ยางพาราบางชนิดจัดเป็นสารก่อภูมิแพ้ (allergen) เช่น โปรตีนชนิด rubber 
elongation factor (REF, Hev b1) และ small rubber particle protein (SRPP, Hev b3) ซึ่งเป็นโปรตีนภมูิแพ้ชนิดรุนแรง
และพบได้บนพืน้ผิวอนภุาคยาง (Yeang et al., 2002; Yeang, 2004; Xiang et al., 2012) ทัง้นีม้ีชนิดของโปรตีนประมาณ 
25% ที่สามารถจบักบัแอนติบอดีช้นิด IgE ของซีรัมของมนษุย์และอีกประมาณ 75% สามารถจบัได้กบั IgG (Sussaman 
et al., 2002) เมื่อน า้ยางข้นถกูแปรรูปด้วยกระบวนการทางเคมี การท าแห้ง และการท าให้ยางคงตวัด้วยความร้อน (heat 
vulcanization) ได้เป็นผลิตภัณฑ์ถุงมือยางการแพทย์หรือแม้กระทั่งวัสดุทางการแพทย์ที่สัมผัสกับผิวหนังมนุษย์                
ชนิดอื่นๆ แล้ว พบว่าโปรตีนมีการกระจายตวับนพืน้ผิวของผลิตภณัฑ์ (Na Ranong & Kajornchaiyakul, 1996; Perraella 
& Gaspari, 2002) สร้างปัญหาด้านสขุภาพต่อผู้ ป่วยและบคุลากรทางการแพทย์ได้ โดยอาการมีตัง้แต่อาการคนั ระคาย
เคือง จนกระทัง่รุนแรงด้วยอาการ anaphylaxis  ในกรณีของถงุมือยางนัน้ ผู้ผลิตบางรายได้มีการแก้ปัญหาโดยการล้าง
ด้วยน า้เปลา่หรือเคลือบผิวด้วยผงแป้งเพื่อลดการสมัผสัระหว่างผิวหนงักบัถงุมือ แต่ก็เป็นเพียงการแก้ปัญหาที่ปลายเหต ุ
ในขณะที่ได้มีรายงานว่าการปรับสภาวะน า้ยางให้เป็นด่างแก่ด้วยสารแอมโมเนียสามารถช่วยก าจดัโปรตีนบางชนิดได้              
แตก่ารเปลีย่นแปลงองค์ประกอบโปรตีนในน า้ยางอาจจะกระทบตอ่สมบตัิกายภาพของยางได้ (Perrella & Gaspari, 2002)  

จากผลงานวิจัยที่ผ่านมาของห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพทางอุตสาหกรรมเกษตร คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัแม่โจ้ ได้พบว่าเอนไซม์โปรติเอส (protease) จากแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus sp. สามารถก าจัดโปรตีนในน า้
ยางพาราได้อยา่งมีประสิทธิภาพ (Nanti et al., 2014) ซึ่งอาจเรียกน า้ยางพาราที่ผ่านกระบวนก าจดัโปรตีนด้วยเอนไซม์โป
รติเอสนีว้่าน า้ยางพาราที่ปราศจากโปรตีนภมูิแพ้ (allergic protein – free NPRL) ซึ่งจะเป็นวถัตดุิบส าคญัในการผลิตเป็น
วสัดุทางการแพทย์ที่สมัผสักับผิวหนงัมนุษย์ได้ เช่น ถุงมือยาง แผ่นปิดแผล ท่ออาหาร เป็น ต้น ดงันัน้จึงมีแนวคิดขยาย
ก าลงัการผลติเอนไซม์โปรติเอสให้เพียงพอตอ่การใช้งานระดบักึง่อตุสาหกรรมขึน้ไป โดยค านงึถึงปัจจยัที่สง่ผลตอ่การเจริญ
ของแบคทีเรีย ได้แก่ ประสทิธิภาพการถ่ายเทออกซิเจน การถ่ายเทสารอาหาร และการถ่ายเทความร้อนท่ีลดลง และแรงดนั
ภายในถงัหมกัที่เพิ่มขึน้ ปัจจยัเหลา่นีล้้วนเป็นอปุสรรคตอ่การเจริญและการสร้างผลิตภณัฑ์ของแบคทีเรีย จึงเป็นที่มาของ
งานวิจยัครัง้นี ้ที่มุง่ศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการหมกัเพื่อผลติเอนไซม์โปรติเอสโดยแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 
ในถงัหมกัขนาด 20 ลิตร (ปริมาตรอาหาร 15 ลิตร) และเพื่อทดสอบความเป็นไปได้ในการขึน้รูปถงุมือยางทางการแพทย์
จากน า้ยางพาราที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ที่ผลิตได้ ผลจากงานวิจัยนีค้าดว่าจะช่วยเพิ่มมลูค่าให้กบัน า้ยางพาราซึ่งเป็น
ผลผลติการเกษตรที่ส าคญัของประเทศไทยและสง่ผลตอ่เนื่องมายงัรายได้ของเกษตรกรผู้ปลกูยางพาราทัว่ประเทศได้ 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
1. แบคทีเรียและการเตรียมหวัเชือ้ 
 ใช้แบคทเีรีย B. subtilis MR10 ซึง่แยกได้จากถัว่เนา่ (Wongputtisin et al., 2012) โดยหวัเชือ้ถกูเพาะเลีย้งใน
อาหารเหลวสตูร nutrient broth (NB) เขยา่ให้อากาศที่ความเร็วรอบ 150 rpm อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง 
2. การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของการหมกัเพือ่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสและการทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ 

 เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ที่ประกอบด้วยกากถั่วเหลือง (100 g/L) K2HPO4 (0.7 g/L) MgSO4.7H2O (0.7 g/L) 
กลโูคส (1.1 g/L) (NH4)2SO4 (0.275 g/L) และ NH4Cl (0.275 g/L) ปริมาณ 15 ลติรลงในถงัหมกัขนาด 20 ลติร (Nalgene®) 
ปรับ pH เร่ิมต้นท่ี 6.0 และน าไปฆา่เชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที จากนัน้ถา่ยหวัเชือ้ลงไปประมาณ 109 CFU 
ประกอบถงัหมกัเข้ากบัอปุกรณ์จา่ยอากาศที่มีชดุแผน่กรองอากาศขนาดรูพรุน 0.2 µm (Midisart®) และใบกวน ด าเนินการ
หมกัเพื่อศกึษาผลของปัจจยัตา่งๆ ที่มีตอ่อตัราการเจริญและอตัราการผลติเอนไซม์โปรติเอสของแบคทีเรีย ได้แก่ อณุหภมู ิ
(30 37 45 และ 50 องศาเซลเซยีส) อตัราการให้อากาศ (1.0 1.5 2.0 และ 3.0 kg/cm2) และอตัราการกวนผสมด้วยใบพดั 
(50 100 และ 150 rpm) เก็บตวัอยา่งทกุ 6 ชัว่โมงเพื่อท าการวิเคราะห์การเจริญของแบคทเีรีย ด้วยเทคนิค spread plate 
บนอาหารวุ้นสตูร nutrient agar (NA) และวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส (protease activity) ด้วยวิธีที่อ้างอิงจาก 
Wongputtisin et al. (2012) โดยเอนไซม์โปรติเอส 1 ยนูิต (unit) หมายถงึปริมาณเอนไซม์ที่ปลดปลอ่ยกรดอะมิโนไทโรซีน 
(tyrosine) 1 µg ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด จากนัน้ค านวณคา่อตัราการเจริญจ าเพาะของแบคทเีรีย (specific 
growth rate, µ) คา่สมัประสทิธ์ิการผลติผลติภณัฑ์ตอ่จ านวนเซลล์ท่ีเจริญ (product yield coefficient, Yp/x) และ 
productivity ของเอนไซม์โปรติเอส และคดัเลอืกระดบัท่ีเหมาะสมของแตล่ะปัจจยัเพื่อใช้ผลติเอนไซม์โปรติเอสตอ่ไป  

ท าการเตรียมเอนไซม์โปรติเอสแบบบริสทุธ์ิบางส่วน (partial purified protease) ด้วยวิธีที่ดดัแปลงจาก Nanti                
et al. (2014) โดยการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต (80% saturation) ตัง้ทิง้ไว้ 8 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ป่ันเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนโปรตีนภายใต้อุณหภมูิต ่ากว่า 10 องศาเซลเซียส เติมละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความ
เข้มข้น 50 mM pH 7.0 เพื่อละลายตะกอนโปรตีนด้วยปริมาตรที่น้อยที่สดุ และก าจดัแอมโมเนียมซลัเฟตด้วยถงุไดอะไลซีส 
(dialysis bag) ชนิด 12 kDa (MW cut off) น าเอนไซม์ที่เตรียมได้มาท าการทดสอบประสทิธิภาพในการก าจดัโปรตีนภมูแิพ้
จากน า้ยางพารา โดยผสมน า้ยางข้นปริมาณ 100 กรัม และเอนไซม์โปรติเอส 100 ยนูิต จากนัน้บม่ทิง้ไว้ที่อณุหภมูิห้องเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง และน าตัวอย่างน า้ยางข้นมาทดสอบการหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Hev b1 และ Hev b3 ด้วย
เทคนิค dot blot โดยอาศยัความสามารถในการจับแบบจ าเพาะของ monoclonal antibody สองชนิดได้แก่ anti-rubber 
elongation factor protein antibody (Pierce®) และ anti-small rubber particle protein antibody (Pierce®) ตามล าดบั 
(Nanti et al., 2014) 
3. การทดสอบผลิตถงุมือยางทางการแพทย์ดว้ยน ้ายางทีป่ราศจากโปรตีนภูมิแพ ้
 ใช้น า้ยางพาราข้น 60% DRC (dry rubber content) ชนิด HA (high ammonia) จากบริษัทฉลองอุตสาหกรรม        
น า้ยางข้น จ ากดั จ.สงขลา ท าการผลิตถงุมือยางทางการแพทย์ 2 ชนิดจากน า้ยางข้น 2 ประเภท คือน า้ยางข้นทัว่ไปและ           
น า้ยางข้นที่ปราศจากโปรตีนภมูิแพ้ โดยใช้สตูรและกระบวนการผลิตของโรงงานผลิตถงุมือยางพารา  (ตารางที่ 1) ถงุมือ              
ที่ผลิตได้นี  ้จะถูกน ามาทดสอบและเปรียบเทียบสมบัติทางกายภาพตามมาตรฐาน ASTM D3578-05 (standard 
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specification for examination gloves) ได้แก่ ค่าความหนาและค่าความเค้นดึงสงูสดุต่อหน่วยพืน้ที่  (tensile strength) 
ทัง้ก่อนและหลงับม่เร่งที่อณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียส   
 
ตารางที่ 1  แสดงสตูรพืน้ฐานของการผลติถงุมือยางพาราทางการแพทย์ของโรงงาน 
องค์ประกอบ part per hundred of rubber (phr) 
Latex 100 
Stabilizer 1.2 
Sulphur 1.0 
Accelerator 1.2 
Activator 0.5 
Antioxidant 1.5 
Pigment 0.4 
*หมายเหต ุ: ไมม่ีการเปิดเผยรายละเอียดสารเคมีในแตล่ะองค์ประกอบเนื่องจากเป็นสตูรของโรงงานถงุมือยาง 
 
4. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ทุกการทดลองท า 3 ซ า้เป็นอย่างน้อย ค่าที่ตรวจวัดได้มีการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติโดยโปรแกรม
ส าเร็จรูป STATISTIX ©  
 
ผลการวิจัย 
1. การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของการเพาะเลีย้งเพือ่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสและการทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ 
 จากการหาสภาวะที่เหมาะสมของการเพาะเลีย้งแบคทีเรีย B. subtilis MR10 เพื่อผลติเอนไซม์โปรติเอสในอาหาร
เหลวปริมาณ 15 ลติร ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 1 โดยพบวา่มีการผลติเอนไซม์โปรติเอสทีใ่กล้เคียงกนั (13-15 unit/ml) 
เมื่อเพาะเลีย้งที่อุณหภูมิ 30 37 และ 45 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 1A) ดังนัน้จึงได้เลือกอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่
เทียบเทา่กบัอณุหภมูิห้องในการเพาะเลีย้งแบคทีเรียซึง่ใช้พลงังานต ่ากวา่ในการเพาะเลีย้ง ในขณะท่ีผลการศกึษาอตัราการ
ให้อากาศที่เหมาะสมพบวา่แบคทีเรียผลิตโปรติเอสและให้คา่ productivity ได้สงูเมื่อให้อากาศที่ระดบั 1 และ 1.5 kg/cm2 
(ภาพที่ 1B) อย่างไรก็ตาม ที่ 1 kg/cm2 มีค่าสูงกว่าเล็กน้อยประมาณ 0.1 unit/ml-hr และเมื่อพิจารณาอัตราการ
เจริญเติบโตแล้ว กลบัพบว่าการให้อากาศที่ระดับ 2 และ 3 kg/cm2 มีค่าสูงกว่าการให้อากาศที่ระดบัต ่า แต่เนื่องจาก
งานวิจัยนีมุ้่งเน้นการผลิตเอนไซม์โปรติเอสเป็นหลกัไม่ใช่ชีวมวล ดงันัน้จึงเลือกใช้อตัราการให้อากาศที่ระดบั 1 kg/cm2 

ส าหรับการเพาะเลีย้งแบคทีเรีย B. subtilis MR10 และปัจจยัสดุท้ายที่ท าการศึกษาอตัราการกวนผสม ซึ่งได้ศึกษาอตัรา
การกวน 3 ระดบัตัง้แต ่50-150 rpm โดยเพาะเลีย้งที่อณุหภมูิห้องและให้อากาศที่ระดบั 1.0 kg/cm2 ผลการทดลองพบวา่
อตัราการกวนท่ีสงูขึน้ มีแนวโน้มให้แบคทีเรียเจริญ ผลติเอนไซม์โปรติเอส และให้คา่ productivity สงูขึน้ ดงัแสดงในภาพที่ 
1C โดยที่อตัราการกวน 100 และ 150 rpm ให้ผลใกล้เคียงกนั แต่ได้เลือกใช้การกวนที่ระดบั 150 rpm แม้จะใช้พลงังาน
เพิ่มขึน้และเพิ่มการผลติเอนไซม์โปรติเอสและคา่ productivity เพียงเลก็น้อย แตส่ามารถช่วยเพิ่มการผสมและลดการนอน
ก้นของกากถัว่เหลืองในถงัหมกัได้ดีกวา่ และเมื่อย้อนพิจารณาข้อมลูการเพาะเลีย้งที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และการ
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กวนที่ระดับ 150 rpm แล้ว พบว่าการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 18 ชั่วโมงมีค่า productivity สูงที่สุด ในขณะที่ข้อมูลการ
เพาะเลีย้งเมื่อให้อากาศระดบั 1 kg/cm2 นัน้ ค่า productivity จากการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง สงูกว่าที่ 18 ชัว่โมง
เพียงเลก็น้อย ท าให้เลอืกเพาะเลีย้ง B. subtilis MR10 เป็นเวลา 18 ชัว่โมง เพื่อผลติเอนไซม์โปรติเอส 
 ดงันัน้จึงได้ท าการเพาะเลีย้งแบคทีเรีย B. subtilis MR10 ภายใต้สภาวะดงักลา่วและได้น าเอนไซม์โปรติเอสมา
ทดสอบยืนยนัประสิทธิภาพการก าจดัโปรตีนภมูิแพ้ในน า้ยางพารา ผลการทดสอบแสดงดงัภาพที่ 2 ซึ่งพบว่าตรวจไม่พบ
โปรตีนภมูิแพ้ชนิด Hev b1 และ Hev b3 หลงเหลอืในน า้ยางที่บม่ร่วมกบัเอนไซม์ แตย่งัคงพบโปรตีนทัง้สองในน า้ยางพารา
ทัว่ไป โดยปรากฏเป็นแถบด าบนแผน่ฟิล์ม 
2. การผลิตถงุมือยางทางการแพทย์ดว้ยน ้ายางทีป่ราศจากโปรตีนภูมิแพแ้ละการทดสอบสมบติั 
 การทดลองครัง้นีไ้ด้รับความอนเุคราะห์ สารเคมี สตูร อปุกรณ์และเทคนิคการท าถงุมือยางจากบริษัทผู้ผลติถงุมือ
ยางแหง่หนึง่ในจงัหวดัสงขลา ท าการผลติถงุมือยางทัง้สิน้ 2 ชนิด คือจากน า้ยางข้นทัว่ไปและน า้ยางข้นทีป่ราศจากโปรตีน
ภูมิแพ้ ผลการทดลองพบว่าถุงมือชนิดปราศจากโปรตีนภูมิแพ้มีลกัษณะปรากฏที่ใกล้เคียงกับชนิดน า้ยางทั่วไปตาม
มาตรฐานของโรงงานทัง้ในด้านความหนา ส ีและผิวสมัผสั (ภาพท่ี 3) ทัง้นีค้า่ความหนาของถงุมือและคา่ tensile strength 
แสดงดงัตารางที่ 2 โดยพบว่าถงุมือชนิดปราศจากโปรตีนภมูิแพ้มีความแข็งแรงในรูปของค่า Tensile ต ่ากว่าชนิดน า้ยาง
ทัว่ไป และยงัต ่ากวา่ข้อก าหนดมาตรฐานของผลติภณัฑ์ Rubber examination glove (ASTM D3578-05) type II ด้วย แต่
เมื่อท าการบ่มเร่งที่อณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียสแล้ว ค่า tensile strength ของถงุมือชนิดปราศจากโปรตีนภมูิแพ้เพิ่มสงูขึน้
กวา่ 40% และเป็นไปตามมาตรฐานซึง่ก าหนดไว้ที่ไมน้่อยกวา่ 14 MPa 

 
ภาพที่ 1  ประสทิธิภาพการผลติเอนไซม์โปรติเอสของแบคทีเรีย Bacillus sp. เมื่อเพาะเลีย้งที่สภาวะตา่งๆ ได้แก่ อณุหภมู ิ
               (A) อตัราการให้อากาศ (B) และ อตัราการกวนผสม (C)  
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                  ภาพที่  2 ผลการวิเคราะห์การหลงเหลอืของโปรตีนภมูิแพ้ Hev b1 และ Hev b3 ด้วยเทคนิค dot blot 
 

                                                     
         ภาพที่ 3  ลกัษณะของถงุมือยางทางการแพทย์ที่ผลติจากน า้ยางข้นทัว่ไปและน า้ยางข้นชนดิปราศจากโปรตีนภมูิแพ้ 
 
ตารางที่ 2  แสดงคา่ความหนาและคา่ tensile strength ของถงุมือยางทางการแพทย์ที่ผลติได้จากงานวิจยั 
ถุงมือ ความหนาเฉลี่ย (มิลลิเมตร) + SD ค่า Tensile (MPa) + SD 

ก่อนบ่มเร่ง หลังบ่มเร่ง ก่อนบ่มเร่ง หลังบ่มเร่ง 
น า้ยางทัว่ไป 0.143 + 0.003 0.144 + 0.002 15.56 + 1.95 a 15.91 + 2.03 a 
น า้ยางปราศจากโปรตีนภมูิแพ้ 0.145 + 0.002 0.146 + 0.005 8.47 + 1.08 b 14.7 + 1.71 b * 
หมายเหต ุ

- มาตรฐานความหนาเฉลี่ยและค่า Tensile strength ของถุงมือยางตามมาตรฐาน ASTM D3578-05 คือ 0.08 
มิลลเิมตร และ 14 MPa (ทัง้ก่อนและหลงับม่เร่ง) ตามล าดบั 

- คา่เฉลีย่จากจ านวนตวัอยา่ง 9 ชิน้ 
- ตวัอกัษร a, b, c ในแนวตัง้แสดงถึงความแตกต่างของค่าเฉลี่ยอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 

95% 
- * คือคา่เฉลีย่ของก่อนและหลงับม่มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

 
วิจารณ์ผลการวิจัย 

การหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับเพาะเลีย้งจุลินทรีย์โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อท าการขยายขนาดก าลงัการผลตินัน้ 
มีความจ าเป็น เพื่อให้จลุนิทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์สามารถเจริญเติบโตและผลติผลติภณัฑ์ได้มีประสิทธิภาพสงูสดุตามต้องการ 
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ผลการศึกษาครัง้นีพ้บว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของ B. subtilis MR10 สอดคล้องกับผลการวิจยัของ Gouda 
(2006) Abusham et al. (2009) และ Chantawannakul et al. (2002) ที่พบว่า Bacillus สามารถเจริญและผลิตเอนไซม์      
โปรติเอสได้ดีที่อณุหภมูิ 30 37 และ 42 องศาเซลเซียส ตามล าดบั แต่เมื่อพิจารณาที่คา่ productivity ซึ่งหมายถึงการผลติ
เอนไซม์ต่อหนึ่งหน่วยเวลา ก็จะเห็นว่าเอนไซม์ถกูผลิตมากที่สดุในการเพาะเลีย้งที่อณุหภมูิห้องชัว่โมงที่ 18 สอดคล้องกบั
การเจริญของเชือ้ที่พบว่าสูงสุดเมื่อเพาะเลีย้งที่อุณหภูมิห้อง ในขณะที่การเพาะเลีย้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสนัน้ 
สงัเกตได้ว่าพบการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของเชือ้น้อยมาก ซึ่งถึงแม้ค านวณค่า  Yp/x แล้วได้ค่าค่อนข้างสงู แต่ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่าปริมาณเอนไซม์โปรติเอสสุทธิที่ผลิตขึน้ค่อนข้างต ่า ดังนัน้การผลิตเอนไซม์ที่อุณหภูมินี ้                        
จึงไม่เหมาะสม เมื่อเปรียบเทียบผลผลิตและการเจริญของเชือ้ที่อุณหภูมิห้องและ 37 องศาเซลเซียสแล้ว ก็พบว่าสูง
คอ่นข้างใกล้เคียงกนั แตเ่นื่องจากเมื่อพิจารณาถึงการผลติในระดบัอตุสาหกรรมแล้ว การให้ความร้อนเพื่อควบคมุอณุหภมูิ
ไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส ถือเป็นอีกหนึ่งต้นทนุของการผลิต ดงันัน้ผู้ วิจยัจึงเลือกที่ใช้อุณหภูมิห้อง (28-30 องศาเซลเซียส)              
ในการเพาะเลีย้งในงานวิจัยนี ้ทัง้นีภ้ายในถังหมกัที่มีการเจริญของจุลินทรีย์อยู่นัน้ ความร้อนที่ได้รับนอกจากจะมาจาก
ระบบให้ความร้อนแล้ว ยังสามารถมาได้จากความร้อนจากกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolic heat) ของเซลล์                
ได้อีกด้วย หากกระบวนการระบายความร้อนท าได้ไมด่ีแล้ว จะกระทบต่อการเจริญของจลุินทรีย์ เนื่องจากการละลายของ
ออกซิเจนในอาหารเลีย้งเชือ้ลดลง (Abusham et al., 2009) และที่ส าคญัที่สดุคือความร้อนที่สงูเกินไปจะท าให้โครงสร้าง
เอนไซม์เสยีสภาพได้ (denaturation) 

ในระบบการหมักที่ออกแบบครัง้นี ้มีการให้อากาศผ่านทางป๊ัมลมที่จ่ายอากาศเข้าสู่ถังหมักผ่านแผ่นกรอง
จุลินทรีย์ขนาด 0.2 µm จากนัน้อากาศจะแตกตวัเป็นฟองละเอียดด้วยหวัทรายภายในถงัหมกั เพื่อให้ออกซิเจนละลายใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลวได้มากขึน้ ทัง้นีอ้ตัราการให้อากาศที่เพิ่มขึน้ ควรท าให้ออกซิเจนละลายในอาหารเหลวเพิ่มขึน้และเชือ้
สามารถเจริญและสร้างผลิตภัณฑ์สูงขึน้ตามไปด้วย แต่ผลการทดลองครัง้นีก้ลบัพบว่าที่อัตราการให้อากาศระดับ 2 
kg/cm2 ท าให้เชือ้ผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ลดลง เหตกุารณ์นีส้อดคล้องกบัผลการทดลองของ Abusham et al. (2009) ที่
เพิ่มอตัราการให้อากาศด้วยการเขย่า แล้วพบว่าเชือ้ B. subtilis มีการผลิตเอนไซม์โปรติเอสลดลง ทัง้นีไ้ด้มีการอธิบาย
เหตุผล โดยอ้างอิงจาก Roychoudhury et al. (1988) ที่ระบุว่าอัตราการให้อากาศที่สูงเกินไปอาจท าให้โครงสร้างของ
เอนไซม์เปลี่ยนแปลงไปได้ สง่ผลให้ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ลดลง ในงานวิจยันี ้นอกจากมีการให้อากาศด้วย
ป๊ัมลมแล้ว ยงัมีการเพิ่มประสิทธิภาพการละลายของออกซิเจนในอาหารเหลวโดยการกวนด้วยใบกวนด้วย อีกทัง้การกวน
ยงัช่วยป้องกนัการนอนก้นของกากถัว่เหลืองที่เป็นสว่นประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ ผู้วิจยัยงัพบวา่การให้อากาศและการ
กวนในระดบัท่ีสงูท าให้เกิดฟองขึน้ในถงัหมกัที่เลีย้งแบคทีเรียด้วยอาหารเหลวต้นทนุต ่าซึง่มีกากถัว่เหลอืงเป็นองค์ประกอบ
หลกั แต่เกิดฟองเล็กน้อยเมื่อเพาะเลีย้งด้วยอาหารเหลว NB ดงันัน้ในระหว่างการหมกัจ าเป็นต้องเติมสารลดการเกิดฟอง 
(antifoam) เป็นระยะ ซึ่งฟองที่เกิดขึน้นีจ้ะก่อผลเสียแก่การหมกั โดยท าให้อตัราการถ่ายเทแก๊สลดลง โอกาสปนเปือ้นโดย
เชือ้จลุนิทรีย์จากภายนอกเพิ่มสงูขึน้ และยงัท าเกิดการชะเอาเชือ้แบคทีเรียในถงัหมกัออกไปด้วย  
  เป็นที่น่าสงัเกตว่าถุงมือยางสูตรที่เติมเอนไซม์โปรติเอส แล้วน ามาผลิตถุงมือตามกระบวนการของโรงงาน              
น่าจะเกิดการวลัคาไนซ์ที่ไม่สมบรูณ์ สงัเกตได้จากภายหลงัการบ่มเร่งที่อณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียสแล้วพบว่าค่า tensile 
strength สงูขึน้ ทัง้นีส้นันิษฐานวา่กรดอะมิโนท่ีเกิดจากการยอ่ยโปรตีนโดยเอนไซม์โปรติเอสอาจท าให้สภาพความเป็นกรด
สว่นผสมยางสงูขึน้ ลกัษณะเช่นนีม้ีผลตอ่เวลาที่ใช้ในการเกิดการเช่ือมขวาง (cross-link) ของอนภุาคยางได้ ผลการทดลอง
นีไ้ม่สอดคล้องกับรายงานของ Perrella & Gasperi (2002) ที่รายงานว่าการผลิตถงุมือยางจากน า้ยางที่มีการบ่มร่วมกบั
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เอนไซม์โปรติเอสชนิด alkaline protease ในปริมาณ 0.025% เป็นเวลา 1-2 วนั ถงุมือที่ได้ยงัคงผา่นมาตรฐาน ASTM3578 
แต่ในรายงานไมไ่ด้ระบสุภาวะในการวลัคาไนซ์น า้ยาง ดงันัน้หากจะมีน าเอนไซม์โปรติเอสมาใช้ในกระบวนการผลิตถงุมือ
ยางแล้ว จ าเป็นต้องมีการศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการวลัคาไนซ์น า้ยางเพื่อให้ได้ถงุมือยางที่มีคณุภาพตอ่ไป  
 
สรุปผลการวิจัย 
 ผลการงานวิจัยครัง้นีส้ามารถสรุปได้ว่าสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลีย้งแบคทีเรีย B. subtilis MR10 ด้วย
อาหารเหลวในถงัหมกัขนาด 20 ลติรคือ การเพาะเลีย้งที่อณุหภมูิห้อง (30 องศาเซลเซียส) การให้อากาศที่ระดบั 1 kg/cm2 
มีอตัราการกวนผสม 150 rpm และเพาะเลีย้งเป็นเวลา 18 ชัว่โมง โดยเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตขึน้มีประสิทธิสามารถก าจดั
โปรตีนภมูิแพ้ท าให้ได้น า้ยางชนิดปราศจากโปรตีนภมูิแพ้ส าหรับการทดสอบผลิตถงุมือยางทางการแพทย์ ซึ่งถงุมือที่ผลติ
ขึน้นีม้ีคณุลกัษณะปรากฏไมแ่ตกต่างกบัที่ผลิตด้วยน า้ยางทัว่ไป แต่มีค่า tensile strength ก่อนการบ่มเร่งลดต ่าลง ดงันัน้
จึงมีความเป็นไปได้ในการผลติถงุมือยางทางการแพทย์จากน า้ยางพาราที่ปราศจากโปรตีนภมูิแพ้  
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