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บทคัดยอ 
 เสนไหมดิบประกอบดวยโปรตีน 2 ชนิดคือ เซริซิน หรือกาวไหม และ ไฟโบรอิน หรือเสนไหม โดย เซริซิน 

เปนกาวที่เคลือบอยูบนเสนไหมและจะตองลอกออกโดยใชเอนไซมโปรติเอสหรือสารเคมี แตการใชเอนไซมเปนวิธี

ที่เหมาะสมกวา  การศึกษานี้จึงมุงเนนที่จะหาวิธีแยกแบคทีเรียทีสามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสซึ่งยอยเซริซินโดย

ไมยอยไฟโบรอิน เพื่อปองกันเอนไซมทําลายเสนไหม วิธีการแยกแบงเปน 2 ขั้นตอน คือการแยกแบคทีเรียที่ผลิต

โปรติเอสบนอาหารแข็ง BMSM และ DMRS ไดเชื้อทั้งหมด 205 ไอโซเลต จากนั้นคัดเลือกเฉพาะไอโซเลตที่ยอย

เซริซิน เทานั้น และพบวามีทั้งหมด 21 สายพันธุ ในจํานวนนี้ C4 ซึ่งคัดแยกไดจากน้ําทิ้งของโรงงานผลิตเสนไหม

เปนสายพันธุที่เจริญไดเร็ว และผลิตโปรติเอสที่ลอกกาวไหมไดมากที่สุด เมื่อตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องตน คือทาง

สัณฐานวิทยาและชีวเคมี พบวา แบคทีเรีย C4 มีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Bacillus subtilis และ crude enzyme 

โปรติเอสจากแบคทีเรียสายพันธุ C4 สามารถลอกกาวหรือเซริซิน ซึ่งคิดเปนน้ําหนักไหมดิบที่หายไป 20.21% 

(72.12% ของ เซริซิน ที่มีในเสนไหมดิบทั้งหมด ) หลังจากบมที่ pH 7.5 อุณหภูมิ 37˚C ภายในเวลา 2 ชั่วโมง ซึ่ง

ใกลเคียงกับวิธีดั้งเดิม และไดเสนไหมที่มีความสะอาดและเรียบ ซึ่งยืนยันโดยตรวจสอบดวย Scanning electron 

microscope 

 
คําสําคัญ : โปรติเอส  Bacillus sp.  เสนไหม  เซริซิน  การลอกกาว 

 

ABSTRACT 
 The raw silk consists of two major proteins i.e. sericin (gum) and fibroin (silk fabric). Sericin is 

coated on the silk fabric and must be removed during degumming process by either protease or 

chemical agents. However, enzymatic process is more suitable. Screening method for protease 

producing bacteria in this study was focused on the characteristic of the enzyme. It must hydrolyze 

sericin rather than fibroin to prevent the silk damage. Screening method consisted of two steps, i.e. 

isolation of protease producing bacteria on BMSM and DMRS agar medium and 205 isolates were 

obtained. They were subsequently selected for strains possessed protease which hydrolyzed only 
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sericin and 21 isolates were observed. Among these strains C4, isolated from wastewater of a silk 

factory, was selected. It grew very fast and showed the highest activity of silk degumming protease.  

Based on morphological and biochemical characteristics assigned the isolate C4 closed to Bacillus 

subtilis. The crude enzyme from C4 could remove sericin 20.21% ( 72.12% of total sericin in raw silk )  

after incubation at pH 7.5 and 37OC for 2 h. The amount of sericin removal was similar to those of 

conventional methods and obtained clean and smooth silk fibrin which could be confirmed by 

Scanning electron microscope. 

 
Keywords : Protease, Bacillus sp., silk, sericin, degumming 
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คํานํา 
ผาไหมไทยเปนสินคาหัตถกรรมอยางหนึ่งที่มีชื่อเสียงของประเทศไทย การเลี้ยงหนอนไหมบาน (The 

silkworm, Bombyx  mori) ในประเทศไทยในปจจุบันมี 3 แบบคือ  1) การเลี้ยงไหมพันธุตางประเทศ 2) การเลี้ยง

ไหมพันธุลูกผสมระหวางพันธุตางประเทศและพันธุพื้นเมือง และ 3) การเลี้ยงไหมพันธุพื้นเมือง  ซึ่งการเลี้ยงไหม

ประเภทหลังนี้ในป 2544 มีเกษตรกรเลี้ยงไหมเพื่อเปนรายไดเสริมประมาณ 161,868 ครัวเรือนมีปริมาณผลผลิต

รังไหม 2,800 ตัน  ซึ่งสามารถสงออกไหมและผลิตภัณฑไหมคิดเปนมูลคามากกวา 1,000 ลานบาท  

การเลี้ยงไหมในปจจุบันของเกษตรกรไมสามารถแขงขันกับราคาเสนไหม ที่นําเขาจากตางประเทศได การ

หาสารที่มีมูลคาสูงจากสวนเหลือทิ้งจากหมอนและไหมเปนทางออกอีกอยางหนึ่งที่จะเพิ่มมูลคาของอาชีพนี้ การ

หาสารที่มีมูลคาสูงจากสวนที่เหลือทิ้งของหมอนและไหมไดแกการผลิตกาวเซริซิน หลังจากการลอกกาวไหม การ

ผลิต ไฟโบรอิน จากรังเสียหรือรังที่ถูกตัดดวยวิธีชีวภาพ การสกัดฟอสฟอลิพิดจากตัวดักแดและผีเส้ือ การหาสาร

ออกฤทธิ์จากมูลไหม ตลอดจนการใชเปลือกของตนหมอนทํากระดาษหรือเปนวัสดุในการปลูกเห็ด เปนตน 

นอกจากจะทําใหเกษตรกรที่มีอาชีพปลูกหมอนเลี้ยงหมอนไหมมีรายไดสูงขึ้นแลวยังชวยลดมลภาวะที่เกิดขึ้นจาก

การปลูกหมอนเลี้ยงไหม และทอผาไหม ทั้งนี้เนื่องจากอุตสาหกรรมการผลิตเสนไหม เปนอุตสาหกรรมหนึ่งที่ทํา

ใหเกิดน้ําเสียเปนปริมาณมาก โดยน้ําเสียเกิดจากกระบวนการลอกกาว ซึ่งจะใชการตมเดือดในดางอุณหภูมิ

ประมาณ 95oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง ทําใหเซริซินที่เคลือบอยูบนผิวของเสนไหมหลุดออก  แตเสนไหมที่ไดจะถูก

ทําลายไปบาง เนื่องจากองคประกอบสวนใหญของไหมดิบเปนโปรตีน 2 ชนิด คือ ไฟโบรอิน ( เสนไหม) และ  เซริ

ซิน ( กาวที่เคลือบเสนไหม)ดังนั้นการลอกกาวก็คือการยอยโปรตีน เซริซิน ออกไป ปจจุบันไดมีการศึกษาการลอก

กาวเสนไหมโดยใชเอนไซม   โปรติเอส พบวาสามารถลอกกาวเสนไหมได อยางสมบูรณ ทําใหมีผิวสัมผัสที่เรียบ 

และดูเงางามมากขึ้น (Gulrajani et al., 2000; Freddi et al., 2003) โดยไมใชสภาวะที่รุนแรง 

ในการศึกษาครั้งนี้เปนการพัฒนาวิธีแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตโปรติเอสที่ลอกกาวเสนไหมไดดี ใน

สภาวะที่ไมรุนแรง เพื่อไมใหทําลายสิ่งแวดลอม และตรวจสอบความสามารถในการลอกกาวของแบคทีเรียที่แยก

ได 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

1. การคัดแยกแบคทีเรียทีผ่ลิตเอนไซมโปรติเอส 
 นําตัวอยางดิน น้ําเสีย ตัวออนหนอนไหม และใบหมอน ที่เก็บจากบริเวณโรงงานผลิตเสนไหม และแหลง

ผลิตเสนไหมทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือของไทย มาเจอืจางและ spread ลงในอาหารแข็ง Davis minimal 

medium (Davis and Mingioli, 1980) ที่เติมผงไหมดิบลงไป 0.05% ของอาหาร (DMRS) หรือ ไฟโบรอิน (DMF)  

หรือ เซริซิน (DMS)  และ อาหาร แข็ง Basal medium skim milk (BMSM) (จุฑาพร, 2543) ที่ปรับ pH เปน 7.5  

แลวนําไปบมที่อุณหภูม ิ37OC เปนเวลา 15 ถึง 20 วัน ยกเวน BMSM agar ซึ่งบมเพียง 1 วัน  เลือกแบคทีเรียที่

เจริญบนอาหารแข็ง DMRS, DMS และสรางโซนใสบน BMSM แตไมเจริญบนอาหารแขง็  DMF 

 นําแบคทีเรียที่คัดเลือกไดมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BMSM ปริมาตร 100 มิลลิลิตรปรับ pH  7.5  ใน 

ฟลาสก ขนาด 500 มิลลิลิตร  และเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ทีอ่ณุหภูมิ 37OC เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปน

เหวี่ยง จากนั้นเก็บสวนใส (crude enzyme) เพื่อนําไปทดสอบการลอกกาวเสนไหมดิบ โดยบมเอนไซมกับเสน

ไหม ที ่pH 7.5 และอณุหภูม ิ37OC เปนเวลา 2 ชัว่โมง ในอตัราสวนระหวางเสนไหมดิบแหง (g) : crude enzyme 

(มิลลิลิตร) = 1:30 และตรวจสอบน้ําหนักที่หายไปของเสนไหมดิบ 
 

2. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
 ในการทดลองครั้งนี้ ตองการวัดกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสที่ลอกกาวไหม ดังนั้นสับสเตรตที่ใชจึงควร

เปนเซริซิน แตไมสามารถวิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดหลังจากยอยดวยเอนไซมโปรติเอส ซึ่งแตกตางจากการใชเคซีน 

เปนสับสเตรตซึ่งผลิตภัณฑที่ไดวัดในรูปของไทโรซีน ผูวิจัยจึงจําเปนตองวเิคราะหกิจกรรมของเอนไซมชนิดนี้โดย

ใชเคซีนไปกอนแลวตรวจสอบความสัมพันธระหวางเคซีน และเซริซินอีกตอหนึ่ง สําหรับวิธีวิเคราะหเอนไซมโปรติ

เอสจากไอโซเลต C4 มีดังตอไปนี้ 

ตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซมโปรติเอสโดยดูจากความสามารถในการยอยสลายเคซีน ซึ่งเปนสารตั้งตน

ภายใตสภาวะควบคุมที่ pH 8 และ อุณหภูมิที่ 60oC เปนเวลา 10 นาที โดยให 1 หนวย (unit) ของกิจกรรม

เอนไซมโปรติเอสเทากับความสามารถในการปลดปลอยไทโรซีนจากเคซนี ใน 1 นาท ี

 

3. การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเอนไซมโปรติเอสในการยอยเคซีน เซริซิน และไฟโบรอินบน 
 อาหารแข็ง  

 เตรียม casein agar plate, fibroin agar plate และ sericin agar plate  หยดเอนไซมที่ระดับความเจอื

จางแตกตางกัน ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในโลหะอลูมิเนียมรูปทรงกระบอกกลวง (ring) บนจาน agar ทั้ง 3 

ชนิด  และบมที ่37°C  โดยใชเวลา 12 – 24 ชัว่โมง ยอมดวย coomassie blue แลววัดขนาดของโซนใส (clear 

zone) ที่เกิดขึ้น 

 

4. การตรวจสอบสายพันธุของจุลินทรีย 
ตรวจสอบสายพันธุของจุลินทรียในขั้นตน ทางดานสัณฐานวิทยา และ ชวีเคมี ตามหนงัสือ Bergey’s 

Manual of Systematic Bacteriology (1986)  
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ผลการทดลองและวิจารณ 
 

1. เปรียบเทียบอาหารเลี้ยงเชื้อทีใ่ชคดัแยกจุลินทรียที่สรางเอนไซมโปรติเอสที่ลอกกาวไหม 
 ในการแยกเชื้อครั้งนี้ใชตัวอยางที่เก็บจากพื้นที่ที่เล้ียงหนอนไหม หรือมีการลอกกาวไหมในจังหวัด

นครราชสีมา  จังหวัดสุรินทร   จังหวัดบุรีรัมย และดินในพื้นที่ปลูกตนหมอน ซึ่งไดนําเสนไหมไปฝงไวเปนเวลา 2  

เดือน และนอกจากตัวอยางดินแลวยังมีตัวอยางที่เปนของเหลวไดแก ตัวอยางน้ําลอกกาวที่เติม EM  และ

ตัวอยางน้ําเสียจากโรงงานลอกกาวไหม  โดยการแยกและคัดเลือกเชื้อทําเปน 2ขั้นตอน ดังนี้ 

 ข้ันที่ 1  แยกโคโลนีที่สามารถเจริญบน DMRS agar หรือ BMSM agar 

 เนื่องจากเซริซินเปนสับสเตรต ที่ละลายน้ําไดบางสวน และมีขนาดโมเลกุลไมสม่ําเสมอมีทั้งขนาดเล็ก

และใหญ การแยกเชื้อดวยอาหาร  DMRS ที่ใชผงไหมดิบเปนแหลงคารบอน และไนโตรเจน แลวดูโซนใส รอบ

โคโลนีจึงเปนไปไดยาก ผูทดลองจึงเปลี่ยนวิธีโดยดูการเจริญบนอาหารนี้แทน แตเนื่องจาก DMRS เปน minimal 

medium ทําใหเชื้อเจริญไดชาใชเวลาประมาณ 15-20 วัน จากผลการทดลองอาหารนี้เหมาะสําหรับเชื้อท่ีตองการ

อาหารนอยในการเจริญจึงพบ actinomycyte เปนสวนใหญ สําหรับแบคทีเรียสายพันธุที่เจริญบน DMRS มีเพียง 

20.41% ของจํานวนจุลินทรยทั้งหมดที่แยกไดดวยอาหารนี้ (ตารางที่1) 

 สําหรับอาหาร BMSM ใช skim milk เปนแหลงไนโตเจนของแบคทีเรียแทนเซริซินในการคัดแยก แมจะ

เปนวิธีแบบหยาบๆ โดยเลือกโคโลนีที่มีโซนใสอยูโดยรอบ แตมีขอดีตรงที่สามารถแยก แบคทีเรีย ที่สรางโปรติเอส

ไดหลายไอโซเลต ( คิดเปน 98.80% ของจุลินทรียที่แยกไดทั้งหมดที่มีแนวโนมในการสรางโปรติเอส) นอกจากนี้  

จุลินทรียยังเจริญไดดีบน BMSM agar และสามารถเห็นโคโลนีและโซนใสไดชัดเจน เมื่อบมเพียง 24 ชั่วโมง  การ

รวบรวมแบคทีเรียที่สรางเอนไซมโปรติเอสในขั้นตอนนี้อาจจะมีบางสายพันธุที่สามารถยอยเซริซิน หรือ ไฟโบรอิน

ไดดวย   

 

ตารางที ่1  จํานวนจุลินทรียที่แยกไดจากแหลงตางๆที่มีแนวโนมในการผลติโปรติเอส 

BMSM DMRS 
Sources 

No. Of 
samples Bacteria Other  

Isolated 
bacteria % Bacteria Other  

Isolated 
bacteria % 

ดินจากจังหวัดนครราชสีมา 7 47 - 100.00 6 39 13.33 

ดินจากจังหวัดสุรินทร 9 12 - 100.00 7 43 14.00 

ดินจากจังหวัดบุรีรัมย 12 17 - 100.00 10 55 15.38 

ตัวอยางน้ําลอกกาว + EM  1 4 2 66.67 5 1 83.33 

น้ําเสีย 3 6 - 100.00 4 - 100.00 

รังไหมฝงดิน 4 79 - 100.00 8 18 30.77 

รวม 36 165 2 98.80 40 156 20.41 
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ข้ันที่ 2  คัดเลือกเฉพาะไอโซเลต ที่ผลิตโปรติเอสซึ่งยอยเซริซินแตไมยอยไฟโบรอิน 

 วัตถุประสงคของการแยกแบคทีเรียครั้งนี้คือตองการแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสที่ลอกกาวไหม  โดยไม

ยอยเสนไหม เพื่อใหไดเสนไหมที่สมบูรณ โดยนําเชื้อท่ีแยกจากขั้นที่1 มาเพาะเลี้ยงในอาหาร DMRS, DMF และ 

DMS แลวเลือกเฉพาะเชื้อที่เจริญบน DMRS และ DMS แตไมเจริญบนอาหาร  DMF  ภายในเวลา 7 วัน เพื่อ

แสดงถึงความจําเพาะตอสับสเตรตของเชื้อ  ผลการทดลอง พบวาเชือ้แบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสที่มีคุณสมบัติ

ดังกลาวมีทั้งหมด 21 ไอโซเลต (ตารางที่ 2 ) โดยแบงเปนแบคทีเรียที่แยกไดจากอาหาร DMRS 14 ไอโซเลต คิด

เปน 35% ของแบคทีเรียทั้งหมดที่แยกไดจากอาหาร DMRS agar (156 ไอโซเลต) ในขั้นตอนที่1 และจากอาหาร 

BMSM 7 สายพันธุ คิดเปน 4.24% ของแบคทีเรียทั้งหมดที่แยกไดจากอาหาร BMSM agar (165 ไอโซเลต).ใน

ขั้นตอนที่1 (ตารางที่ 1)  และพบวาเชือ้สายพันธุ  C4 สามารถเจรญิใน minimal medium ไดดีที่สุด โดย

สามารถเจริญบนอาหาร  DMRS และอาหาร DMS ไดเร็วที่สุดคือเจริญเมื่อบมเพียง 1 วัน สวนเชือ้อกี 20 ไอโซ

เลตพบการเจริญเมื่อบมนาน 4-7 วัน  
 

2. การผลิตเอนไซมโปรตเิอสในอาหารเหลว และการตรวจประสิทธิภาพในการลอกกาวไหม 
 เมื่อนําจุลินทรียทั้ง 21 ไอโซเลต มาเพาะเลีย้งในอาหารเหลว BMSM medium เพื่อตรวจสอบการเจริญ 

และการผลิตเอนไซม  โดยปรบั pH  7.5 เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที  ที่อุณหภมูิ 37OC เปนเวลา 24 

ชั่วโมง ปนเหวี่ยง จากนั้นเก็บสวนใส (crude enzyme) มาลอกกาวไหมพบวา crude enzyme จากแบคทีเรียสาย

พันธุ C4 สามารถลอกกาวไหมไดดีที่สุด โดยคิดเปนน้ําหนักเสนไหมที่หายไป 20.21% (ตารางที่ 3) หรือสามารถ

ลอกกาว เซริซนิ ได 72.12% ของปริมาณเซริซินทั้งหมดที่มีในเสนไหม จึงสรุปไดวา C4 สามารถลอกกาวเสนไหม

ไดจริง 
 

3. การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเอนไซมโปรติเอสในการยอยเคซีน  เซริซิน  และไฟโบรอินบน  
 อาหารแข็ง  

 เพื่อยืนยันคุณสมบัติของเอนไซมวาสามารถยอยเคซีน เซริซิน และไฟโบรอินไดหรือไม โดยใชเอนไซมโป

รติเอสจาก แบคทีเรีย C4 มาทดสอบความสามารถในการยอยบนอาหารแข็ง และวัดขนาดของวงใสที่เกิดขึ้นผลที่

ไดพบวาเอนไซมยอยไดทั้งเคซีน และเซริซิน (ภาพที่1) แตไมยอยไฟโบรอิน ซึ่งเปนคุณสมบตัิที่ดีถานําไปใชในการ

ลอกกาวจากเสนไหม เพราะเอนไซมจะไมทาํลายเสนไหมซึ่งเปนไฟโบรอิน ตางจากเอนไซมทางการคา เชน 

alcalase ที่ยอยทั้ง ไฟโบรอิน และ เซริซิน      
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ตารางที่ 2  สายพันธุแบคทีเรียที่แยกไดจากขั้นตอนที่ 2 ของวิธีการการแยกเชื้อในอาหารแข็ง 

Isolated 
medium 

isolate growth (day) 
Isolated 
medium 

isolate growth (day) 

S1 6 C4 1 

S2 4 C5 4 

S3 6 C6 4 

S5 6 M1-1 6 

S9 5 M1-4 5 

S10 6 M 72 7 

S13 5 

 

 

 

BMSM agar 

M4-1 6 

S14 5 

S15 7 

S16 5 

S17 5 

S18 5 

S19 4 

 

 

 

 

 

 

DMRS agar 

S21 5 

หมายเหต ุ: growth = ระยะเวลาเปนวันที่พบการเจริญของแบคทีเรียแตละไอโซเลตในอาหารแข็ง DMRS และ  

BMSM 
 

4. ลักษณะของเสนไหมที่ผานการลอกกาวโดยเอนไซมโปรติเอสจากแบคทีเรีย C4 
 ในการศึกษาความสามารถในการลอกกาวเสนไหมของเอนไซมโปรติเอสจากแบคทีเรีย C4 โดยนําเสน

ไหมท่ีผานการลอกกาวจากขอ 1 โดยใชเอนไซมโปรติเอสจากแบคทีเรีย C4 ที่คงตัวและ active มาเปรียบเทียบ

กับเสนไหมที่ผานการลอกกาวโดยใชเอนไซมจาก C4 ที่เสียสภาพ (denature) ดวยความรอน (ใชเปน control) 

แลวนําเสนไหมที่ไดไปตรวจผลภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด พบวาเสนไหมที่ผานการลอก

กาวโดยเอนไซมจากแบคทีเรีย C4 ที่ยังไมเสียสภาพ (ภาพที่ 2B) มีลักษณะที่เรียบ และสะอาดกวาเสนไหมที่ผาน

การลอกดวย 
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ตารางที ่3 ความสามารถในการลอกกาวเซริซิน โดยคิดเปนน้ําหนักที่หายไปของเสนไหมดิบ หลังจากผานการ 

 ลอกกาวดวยเอนไซมโปรติเอสจากแบคทีเรียสายพันธุตางๆ ที่แยกได 

 DMRS agar Isolated from BMSM agar 

Isolate Weight loss (%) 
Sericin 

removal(%) 
Isolate Weight loss (%) 

Sericin 
removal(%) 

S1 7.35 26.25 C4 20.21 72.12 
S2 6.18 22.07 C5   7.04 25.14 
S3 2.76 27.63 C6   1.59 5.68 
S5 2.89 10.32  M1-1   1.62 5.78 
S9 7.01 25.04  M1-4   2.85 10.18 

  S10 2.99 10.68 M72   6.53 23.32 
  S13 3.83 13.68  M4-1   0.94 3.36 
  S14 1.12 4.00    
  S15 8.69 31.04    
  S16 7.65 27.32    
  S17 3.36 12.00    
  S18 8.26 31.68    
  S19 8.87 31.68    
  S21 3.73 13.32    

 

 เอนไซมที่เสียสภาพแลว (ภาพที่ 2A)  แสดงใหเห็นวาเอนไซมโปรติเอสจาก C4 สามารถลอกกาวไดดี 

และเสนไหม หรือโปรตีนไฟโบรอินยังคงสภาพดีไมถูกทําลาย อยางไรก็ตามยังมีกาวหลงเหลืออยูบาง ซึ่ง

จําเปนตองศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการลอกกาวอยางละเอียดตอไป สําหรับภาพ A เสนไหมยังเกาะตัวกัน

แนน ทั้งนี้เพราะเอนไซมที่เสียสภาพไมสามารถลอกกาวได การหลุดลอกของกาวเกิดไดเล็กนอยเพราะเซริซิน

สามารถละลายน้ําไดบาง  ซึ่งสอดคลองกับรายงานจาก Chang et al. (2007) กลาววาการกําจัดเซริซนิ ออกจาก

เสนไหมดิบจะทําใหเสนไหมมีพี้นผิวที่เรียบไมมีรอยแตก ซึง่การใชเอนไซมจากแบคทีเรีย C4 สําหรับลอกกาวเซริ

ซิน สามารถลอกกาวไดในสภาวะที่ไมรุนแรง และทําใหเสนไหมมีคุณภาพทีด่ีขึ้น 

    
 

ภาพที่ 1 โซนใสบน agar plate ที่มี  1%เคซีน (A), 1%เซริซฺน (B) และ 1%ไฟโบรอิน (C) หลังผานการยอยดวย 

 crude enzyme โปรติเอสจากแบคทีเรีย C4 ที่ระดับความเจือจาง 1/10, 1/5, 2/5, 3/5, 4/5, 5/5  

A B C 
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ภาพที่ 2 ภาพจากกลองจุลทรรศอิเล็คตรอนแบบสองกราด  แสดงพื้นผิวของเสนไหมหลังผานการลอกดวย 

 เอนไซมโปรติเอสจากแบคทีเรีย C4 โดย  ภาพ A เปนเสนไหมที่ผานการลอกดวยเอนไซมที่เสียสภาพ 

 ดวยความรอน (denatured enzyme)   ภาพ B เปนเสนไหมที่ผานการลอกดวยเอนไซมที่ยังไมเสีย 

 สภาพ 
 

5. การตรวจสอบสายพันธุแบคทีเรียที่ผลติเอนไซมโปรติเอสที่สามารถลอกกาวไหม 
 เมื่อทําการจัดจาํแนกในระดับสกุล (genera) ของแบคทีเรียสายพันธุ C4 โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา คุณสมบัติทางชีวเคม ี ขอมูลเบื้องตนพบวาเชือ้แบคทีเรียสายพันธุ C4 มีความใกลเคียงกับ Bacillus 

subtilis มากทีสุ่ด  ตามหนังสือ Bergey’s manual of systematic bacteriology volume 2 และจะศึกษาการจัด

เรียงลําดับของเบสใน 16s rRNA gene ตอไป 
 

สรุปผลการทดลอง 
1. BMSM agar  เปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการแยกเชื้อแบคทีเรียทีผลิตโปรติเอสทั่วไป เพราะ

แบคทีเรียเจริญไดดี ทําใหไดโคโลนีที่ผลิตโปรติเอสจํานวนมาก จึงมโีอกาสจะไดสายพันธุที่ดีมากขึ้น และในการ

ทดลองนี้ สายพันธุ C4 ก็แยกจาก BMSM agar สวน DMRS  agar เปนอาหารที่มีไหมดิบเปนองคประกอบ 

แบคทีเรียที่แยกจากอาหารชนิดนี้จึงเปนกลุมที่ยอยไหมไดเปนสวนใหญ แตอาหารมีสารอาหารอื่นนอย จึงทําให

แบคทีเรียเจริญไดชา และ พบวา actinomycete เปนกลุมที่เจริญไดดีที่สุด และผลการทดลองครั้งนี้พบวาจุลินท

รียที่แยกไดจาก DMRS agar เจริญไดชากวา แมจะเปลี่ยนไปเพาะเลี้ยงใน อาหารอื่น 

2. การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตโปรติเอสที่ยอยเฉพาะเซริซินแตไมยอยไฟโบรอนิเปนขั้นตอนที่จําเปน เพื่อ

ปองกันเสนไหมถูกทําลายขณะยอย ซึ่งในการพัฒนาวิธีการคัดเลือกสายพันธุนี้สามารถแยกแบคทีเรีย C4 ที่ผลิต

โปรติเอสที่มีคุณสมบัติดังกลาวโดยใชอาหาร DMS และ DMF ในการคักเลือก  อยางไรกต็ามจะตองมีการศึกษา

โดยละเอียดตอไป 

3. เราสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ C4 ที่มีความสามารถในการลอกกาวไหมในขั้นตนนี้ไดประมาณ 

20.21% ของน้าํหนักที่หายไป หรือคิดเปน 72.12% ของปริมาณเซริซิน ทั้งหมด และกาวไหมถูกกําจัดออกอยาง

ชัดเจนเมื่อตรวจพิสูจนโดย scanning electron microscope และเสนไหมก็เรียบสวย งายตอการมัดยอม 

4. เมื่อนําเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ C4 ไปตรวจสอบทางสัณฐานวทิยา และทางชวีเคมี พบวาเชือ้สายพันธุ

ดังกลาวเปนเชื้อ Bacillus subtilis  

A B 
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5. ส่ิงที่จะตองศึกษาตอไปคือ คณุสมบัติของ crude enzyme  จากสายพันธุ C4  เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม

ในการลอกกาวไหม เชน optimum pH and temperature และ pH and temperature stabilityของเอนไซม  

ตลอดจนระยะเวลาที่เหมาะสมในหาลอกกาวไหม และการเก็บรักษาเอนไซม ซึ่งจะนํามาใชประโยชนในเชิงปฏิบัติ

ไดจริง 
 

กิตติกรรมประกาศ 
การทดลองนี้ไดรับการสนับสนุนทุนในการวิจัยจากสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย(สกว) และ 

สถาบันวิจัยแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  

 

เอกสารอางอิง 
จุฑาพร แสวงแกว.  2543.  การคัดเลือกและปรับปรุงสายพนัธุของแบคทีเรียที่สรางเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส.  

วิทยานิพนธปริญญาโท.  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, กรุงเทพฯ. 

Bergey’s manual of systematic bacteriology.  1986.  Bergey’s manual of systematic bacteriology.  8th 

ed.  Vol. 2.  Williams and Wilkins, Baltimore, USA. 

Chang, S.K., J. W. Kim, H.J. Oh, K.H. Lee and Y.H. Park.  The effect of residual silk sericin on the 

structure and mechanical property of regenerated silk filament.  Int. J. Biol. Macromol. 2007. 

41: 346-353. 

Davis, B.D. and E.S. Mingioli.  Mutants of Escherichia coli requiring methionine of vitamin B12.   

J. Bacteriol. 1980. 60: 17-28. 

Freddi, G., R. Mossotti and R. Innocenti.  Degumming of silk fabric with several proteases.    

J. Biotechnol. 2003.  106: 101-112. 

Gulrajani, M.L., R. Agarwal and S. Chand.  Degumming of silk with fungal protease.  Indian J. Fibre 

Textile Res. 2000. 25: 138-142. 

Lowry, O.H., N.J. Rosebrough, A.L. Farr and R.J. Randall.  Protein measurement with the folin phenol 

reagent.  J. Biol. Chem. 1951. 193: 265-275. 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


