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บทคัดย่อ 

 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาการผลิตสารเพิ่มรสชาติในอาหารกัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟตด้วย
เอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรสที่ผลิตจากแบคทีเรียซึ่งแยกมาจากน้้าปลาดิบ โดยท้าการแยกและ
คัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส ท้าการจัดจ้าแนกชนิดของแบคทีเรียพร้อม
ทั้งศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตและการท้างานของเอนไซม์  และประยุกต์ใช้เอนไซม์ส้าหรับ
ผลิตสารประกอบกัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต 

การคัดเลือกแบคทีเรีย 14 ไอโซเลทที่แยกมาจากน้้าปลาดิบ เพื่อศึกษาความสามารถในการ
ผลิตเอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรสบนอาหารแข็ง DNase test agar-methyl green และในอาหาร
เหลว Sehgal and Gibbons Complex (SGC) ที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ 
พบว่า แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ได้สูงที่สุดคือ แบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 การจัดจ้าแนกแบคทีเรีย
ที่คัดเลือกได้โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  ชีวเคมี และเปรียบเทียบล้าดับเบสของยีน             
16S rDNA กับแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น พบว่า แบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 คือ Bacillus altitudinis 
และเป็นแบคทีเรียทนเกลือ สามารถผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดที่พีเอช 7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส     
ในอาหารเหลว SGC ที่ไม่มีเกลือโซเดียมคลอไรด์ การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของ
แบคทีเรียในอาหารเหลว SGC ในถังหมักขนาด 5.0 ลิตร พบว่า แบคทีเรียดังกล่าวมีการผลิตเอนไซม์
ควบคู่ไปกับการเจริญและผลิตเอนไซม์ได้สูงสุดเท่ากับ 1.18 หน่วย/มล. เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา         
40 ชั่วโมง สภาวะที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรสคือ ที่พีเอช 6.0 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เอนไซม์มีความเสถียรในช่วงพีเอชระหว่าง 4.0-9.0 และในช่วงอุณหภูมิ
ระหว่าง 40-50 องศาเซลเซียส เอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรสนี้มีสมบัติเป็นเอนไซม์ที่ชอบเกลือ   
โดยสามารถท้างานได้ดีที่สุดในสภาพที่มีความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ 1.0 โมลาร์ การผลิต
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สารประกอบกัวโนซนี 5-โมโนฟอสเฟตจากกรดไรโบนิวคลีอิกโดยใช้เอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส 
พบว่า ความเข้มข้นของเอนไซม์ที่เหมาะสมส้าหรับผลิตสารประกอบกัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต
เท่ากับ 0.3 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก ท้าการย่อยเป็นเวลา 3 ชั่วโมง จะสามารถผลิตสารประกอบกัวโนซีน 
5-โมโนฟอสเฟตได้ผลผลิตเท่ากับ 0.82 กรัมต่อกรัมกรดไรโบนิวคลีอิก 

การผลิตสารเพิ่มรสชาติในอาหารกัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟตสามารถใช้กระบวนการทาง
เอนไซม์ในการย่อยสลายกรดไรโบนิวคลีอิก สารเพิ่มรสชาติที่ผลิตได้จะเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส้าหรับ
ผู้บริโภคในการเลือกใช้เป็นสารปรุงแต่งรสชาติในอาหาร นอกจากนั้นข้อมูลที่ได้จากการวิจัยจะเป็น
ประโยชน์ต่อการพัฒนากระบวนการผลิตสารประกอบ กัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟตในระดับ
อุตสาหกรรมต่อไป  
  
ค าส าคัญ :  กัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต  5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส  แบคทีเรยีทนเกลือ   

Bacillus altitudinis เอนไซมช์อบเกลือ  
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ABSTRACT 
 

This research was aimed to study the production of flavour enhancing guanosine           
5-monophosphate (5-GMP) in food by 5-phosphodiesterase (5-PDE) which was produced by 
bacteria isolated from raw fish sauce. Isolation and screening of 5-PDE producing bacteria, 
identification of selected bacteria, optimization of the conditions for maximum enzyme production 
and enzyme activity, and application of enzyme in 5-GMP production were examined. 

Fourteen pure bacterial cultures isolated from raw fish sauce were screened for 5-PDE 
producing ability on DNase test agar-methyl green medium and Sehgal and Gibbons Complex 
(SGC) liquid medium containing 0–3.0 M NaCl. The results showed that isolate RMUT 001     
could produce the highest 5-PDE activity. The selected isolate was further identified on the 
morphological and biochemical basis, and compared its 16S rDNA gene to other bacterias. It was 
found that isolate RMUT 001 belonged to Bacillus altitudinis and was classified as halotolerant 
bacteria. The halotolerant Bacillus altitudinis RMUT 001 could produce the highest 5- PDE 
activity at pH 7.0 and 37 oC in SGC liquid medium without NaCl. Growth and production of         
5-PDE from Bacillus altitudinis RMUT 001 in 5.0 L fermenter using SGC liquid medium was also 
investigated. A typical pattern of 5-PDE production showed that enzyme production was coupled 
to cell multiplication and the maximum 5-PDE production of 1.18 unit/ml during the 40-hour 
culture. The optimum pH and temperature for the activity of 5-PDE were 6.0 and 40 oC, 
respectively. The enzyme was stable in the pH range between 4.0-9.0 and at temperature between 
40-50 oC. This 5-PDE had marked halophilic enzyme property, showing maximal activity in the 
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presence of 1.0 M NaCl. Application of 5-PDE in 5-GMP production from ribonucleic acid 
(RNA) showed that the optimum 5-PDE concentration for hydrolysis of RNA was 0.3% by weight. 
The 3-hour hydrolysis reaction gave the highest 5-GMP yield of 0.82 g/g RNA. 

In the production of food flavour enhancing 5-GMP, enzymatic process for hydrolysis of 
RNA could be used. Flavour enhancing 5-GMP is an alternative product for customer as a 
flavoring agent in foods. In addition, information from this research will be useful for industrial 
development of 5-GMP production. 
 

Keywords : guanosine 5- monophosphate, 5- phosphodiesterase, halotolerant bacteria,   
Bacillus altitudinis, halophilic enzyme 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
สารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ (5-ribonucleotides) เป็นวัตถุปรุงแต่งรสอาหาร 

(flavour enhancer) ที่จะท าให้ผลิตภัณฑ์อาหารรสชาติดีขึ้นเรียกรสชาตินี้ว่า “อูมามิ” (umami taste) 
สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวคือ กัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต (guanosine 5-monophosphate,        
5-GMP) และ อิโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต (inosine 5-monophosphate, 5-IMP) [1] สารประกอบ   
5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ใช้ปรุงแต่งกลิ่นรสของอาหารและผลิตภัณฑ์อาหารต่างๆ เช่น ซุปส าเร็จรูป 
บะหมี่กึ่งส าเร็จรูป น้ าปลา ผลิตภัณฑ์เนื้อ  และอาหารเหลวต่างๆ เป็นต้น การใช้สารประกอบ           
5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ในการปรุงแต่งรสอาหารไม่ท าให้เกิดผลข้างเคียงกับผู้บริโภคเหมือนการใช้    
ผงชูรส (monosodium glutamate; MSG) ซึ่งการบริโภคผงชูรสในปริมาณที่มากเกินไป อาจท าให้
ผู้บริโภคบางรายเกิดความผิดปกติ เช่น  มีอาการชาและร้อนวูบวาบที่ปาก ลิ้น ต้นคอ ใบหน้า โหนก
แก้ม หน้าอก มีผื่นแดงตามตัว แน่นหน้าอก หายใจไม่สะดวก และอาจส่งผลต่อสมองในสว่นที่ควบคมุ
การเจริญเติบโตและระบบประสาทตา [2] ดังนั้นในปัจจุบันจึงได้มีการใช้สารปรุงแต่งรสชาติใน
อาหารประเภท 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ เช่น 5-GMP และ 5-IMP ที่ท าให้เกิดรสชาติอูมามิในอาหาร
เช่นเดียวกับผงชูรส แต่ไม่ส่งผลกระทบต่อสุขภาพของผู้บริโภค [3] 

ในปัจจุบันการผลิต 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์สามารถจะท าได้หลายวิธีได้แก่ การสกัดจาก
เนื้อสัตว์โดยตรง การหมักเพื่อผลิตนิวคลีโอไซด์จากนั้นใช้ กระบวนการฟอสโฟรี เรชั่น เพื่อ
เปลี่ยนนิวคลีโอไซด์ให้เป็น 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ การสังเคราะห์ด้วยกระบวนการทางเคมี และการ
ย่อยสลายกรดไรโบนิวคลีอิกให้กลายเป็นสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ด้วยเอนไซม์ [3] 
กระบวนการผลิตสารประกอบนิวคลีโอไทด์ด้วยกระบวนการทางเอนไซม์สามารถใช้เอนไซม์       
ชนิดต่างๆ ที่มีแหล่งจากจุลินทรีย์และพืช เช่น ดีออกซิไรโบนิวคลีเอส (deoxyribonuclease, DNase) 
และไรโบนิวคลี เอส (ribonuclease, RNase) ซึ่งจะย่อยสลายกรดนิวคลีอิกและกรดไรโบนิวคลีอิก   
ได้เป็นสารประกอบนิวคลีโอไทด์และไรโบนิวคลีโอไทด์ทั้งชนิด 2-, 3- และ 5- ส่วนเอนไซม์ที่
สามารถย่อยสลายกรดไรโบนิวคลีอิกให้ได้ เฉพาะสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ชนิด                   
5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ คือ เอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส (5-phosphodiesterase, 5-PDE) 
เนื่องจากสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์เท่านั้นที่จะท าให้เกิดรสชาติอูมามิในผลิตภัณฑ์อาหาร 
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ดังนั้นเอนไซม์ 5-PDE จึงมีความน่าสนใจในการน าไปใช้ผลิตสารเพิ่มรสชาติในอาหาร [3, 4, 5] 
ปัจจุบันข้อมูลเกี่ยวกับการใช้เอนไซม์ 5-PDE จากจุลินทรีย์ยังมีน้อย ดังนั้นการคัดเลือกแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE จากแหล่งต่างๆ จึงมีความน่าสนใจ โดยเฉพาะการคัดเลือก
แบคทีเรียจากน้ าปลาดิบ เนื่องจากแบคทีเรียที่มีบทบาทในน้ าปลาจะผลิตเอนไซม์ เพื่อใช้ในการย่อย
สลายกรดนิวคลีอิกและกรดไรโบนิวคลีอิกที่มีอยู่ในตัวปลาให้ได้เป็นสารประกอบ นิวคลีโอไทด์และ
ไรโบนิวคลีโอไทด์ โดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จะสามารถน าไปผลิตเอนไซม์ 5-PDE ส าหรับใช้ผลิต
สารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ต่อไป ซึ่งเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส าหรับผู้บริโภคในการเลือกใช้
เป็นสารปรุงแต่งรสชาติในอาหารนอกเหนือจากการใช้ผงชูรส และข้อมูลที่ได้จากการวิจัยน่าจะเป็น
ประโยชน์ต่อการพัฒนากระบวนการผลิต 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ในระดับอุตสาหกรรมของประเทศ
ต่อไป  
 

1.2  วัตถุประสงค์ 
 1.2.1  เพื่อคัดเลือกและจ าแนกสายพันธุแ์บคทีเรียท่ีแยกได้จากน้ าปลาดิบซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์ 

5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส 
 1.2.2  เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรสของแบคทีเรีย

และศึกษาสมบัติของเอนไซม์ดังกล่าว 
 1.2.3  เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการใช้เอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรสส าหรับการ

ผลิตสารเพิ่มรสชาติในอาหารกัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต 
 



บทที่ 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1  วัตถุปรุงแตง่รสชาติในอาหาร 
วัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหารคือ สารที่ถูกเติมลงในอาหารโดยมีวัตถุประสงค์เพื่อช่วยปรุง

แต่งรสชาติในอาหาร ทําให้อาหารมีรสชาติดีขึ้น โดยสารเพิ่มรสชาติในอาหารจะใช้เพียงปริมาณ
เล็กน้อยก็สามารถปรุงแต่งและสร้างรสชาติในอาหารให้มากขึ้นในขณะรับประทานและเป็นที่ยอมรับ
ของผู้บริโภค วัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหารที่มีการใช้ทั่วไปได้แก่ โมโนโซเดียมกลูตาเมต (monosodium 
glutamate, MSG) หรือผงชูรส สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ ประเภทกัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต 
(guanosine 5-monophosphate, 5-GMP) และอิโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต (inosine 5- monophosphate, 
5-IMP) [6]  
 

2.2  โมโนโซเดียมกลูตาเมตหรอืผงชูรส 
โมโนโซเดียมกลูตาเมตหรอืผงชูรสเป็นวัตถเุจือปนในอาหาร (food additive) ที่มีการใช้เพือ่

เพิ่มรสชาติในอาหารกันอย่างแพร่หลาย โมโนโซเดียมกลูตาเมตเป็นวัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหารที่
ทําให้เกิดรสชาตเิฉพาะตวัในอาหาร โดยเฉพาะอาหารที่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบซึ่งเรียกรสชาตินี้ว่า
รสอูมามิ (umami) ซึ่งเป็นรสที่คล้ายรสของเนื้อและได้ถูกจัดให้เป็นรสชาติที่ 5 ที่มีเอกลักษณ์แตกต่าง
จากรสชาติพื้นฐาน 4 รส คือ รสหวาน รสเค็ม รสเปรี้ยว และรสขม โมโนโซเดียมกลูตาเมตเป็น
สารประกอบประเภทกลูตาเมต (glutamate) ซึ่งเป็นเกลือของกรดกลูตามิก (glutamic acid) กลูตาเมต
หรือกรดกลูตามิกถูกจัดเป็นกรดอะมิโนไม่จําเป็น (non-essential amino acid) กลูตาเมตในธรรมชาติ
พบได้ 2 ลักษณะคือ กลูตาเมตที่รวมอยู่กับกรดอะมิโนอื่นๆ ในรูปของโปรตีน (bound glutamate) 
และกลูตาเมตอิสระ (free glutamate) ซึ่งไม่ได้เกาะอยู่กับสารใดๆ กลูตาเมตที่อยู่ในรูปของโปรตีน   
จะไม่มีกลิ่นรสและไม่มีคุณสมบัติทําให้เกิดรสชาติในอาหาร แต่เมื่อโมโนโซเดียมกลูตาเมตละลายน้ํา
จะแตกตัวได้กลูตาเมตอิสระและโซเดียมกลูตาเมตอิสระนี้เท่านั้นที่มีผลต่อการเพิ่มรสชาติในอาหาร  
[7]   
 
 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%81&action=edit&redlink=1
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โมโนโซเดียมกลูตาเมตเป็นสารประกอบที่มีโซเดียม 1 อะตอมรวมกับกรดอะมิโน 1 โมเลกุล 
คือ กลูตาเมต หรือกรดกลูตามิก มีน้ําหนกัโมเลกลุเท่ากับ 188 เป็นกรดอะมิโนชนิดหนึ่งที่มีหมู่อะมิโน 
(NH2) 1 ตําแหน่ง และหมู่คาร์บอกซีลิก (COOH) 2 ตําแหน่ง [8] โครงสร้างทางเคมีของกรดกลูตามิก
แสดงดังรูปที่ 1 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่  1  โครงสรา้งทางเคมีของกรดกลตูามิก 

 ที่มา : Vickery and Schmidt (1931) 
 

การผลิตกรดกลูตามิกสามารถใช้กระบวนการทางชีวภาพโดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ใน
กระบวนการผลิต เชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตกรดกลูตามิกได้นั้นมีอยู่ทั่วไปในธรรมชาติ ส่วนใหญ่
เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างสปอร ์ไม่เคลือ่นที่ และต้องใช้ไบโอติน (biotin) เพื่อการเจริญเติบโต 
สําหรับการผลิตกรดกลูตามิกในระดับอุตสาหกรรมส่วนใหญ่ใช้แบคทีเรียที่แยกได้จากดินจีนัส 
Brevibacterium sp. และ Corynebacterium sp. [9] การใช้เชื้อจุลินทรีย์ในการผลิตกรดกลูตามิกนั้น มี
หลักการทั่วไปเช่นเดียวกับการใช้เชื้อจุลินทรีย์ในการผลิตสารชีวภาพอื่นๆ คือนําจุลินทรีย์มาเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบด้วยสารอาหารที่จําเป็นสําหรับการเจริญเติบโตและการผลิตสารชีวภาพ 
ได้แก่ แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน เกลือแร่และวิตามินต่างๆ แหล่งคาร์บอนที่ ถูกใช้เป็น
องค์ประกอบในสูตรอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์เพื่อผลิตกรดกลูตามิกในระดับอุตสาหกรรม 
ได้แก่ แป้ง กากน้ําตาล น้ําตาลกลูโคส และน้ําตาลทราย แหล่งไนโตรเจน ได้แก่ เกลือแอมโมเนียม     
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ยูเรีย เกลือไนเตรต น้ําแช่ข้าวโพด (corn steep liquor) กากถั่วเหลือง (soybean meal) แร่ธาตุ ได้แก่ 
แมกนีเซียมและโพแทสเซียม และวิตามิน ได้แก่ ไบโอติน [10] 

การใช้จุลินทรีย์ในการผลิตกรดกลูตามิกในระดับอุตสาหกรรมจําเป็นต้องควบคุมสูตร
อาหารและปัจจัยต่างๆ ให้เหมาะสม เพื่อให้จุลินทรีย์สามารถผลิต กรดกลูตามิกได้ปริมาณมาก 
ขณะเดียวกันก็ต้องควบคุมปัจจัยสําคัญที่ทําให้จุลินทรีย์สามารถขับกรดกลูตามิกออกนอกเซลล์ด้วย 
เพื่อป้องกันไมใ่หเ้กิดปรากฎการณก์ารย้อนกลับไปยับยั้ง (feedback inhibition) [10] การผลิตกรดกลูตามิก  
ขอ ง เ ชื้อจุลิน ท รีย์ ไบโอตินเป็นวิตามินที่สําคัญในการสร้างกรดโอเลอิก (oleic acid) ซึ่งเป็น
องค์ประกอบของเยือ่หุม้เซลลข์องจุลนิทรยี ์การที่เชื้อจุลนิทรยีม์ีเยื่อหุม้เซลล์ที่แข็งแรงจะส่งผลใหก้รด 
กลูตามิกที่สร้างขึ้นมาถูกขับออกนอกเซลล์ได้ยากและเกิดการสะสมอยู่ภายในเซลล์ นอกจากนั้นจะ
เกิดการย้อนกลับไปยับยั้งการสร้างกรดกลูตามิกเพื่อไม่ให้กรดกลูตามิกภายในเซลล์มีปริมาณสูง
เกินไป เชื้อแบคทีเรียจีนัส Brevibacterium sp. และ Corynebacterium sp. เป็นแบคทีเรียที่ต้องการ    
ไบโอตินในการเจริญเติบโต ซึ่งในสภาวะที่มีไบโอตินมากเพียงพอ แบคที เรียเหล่านี้จะไม่ขับกรด  
กลูตามิกออกนอกเซลล์ [11] ดังนั้นจึงต้องใช้ปริมาณไบโอตินที่เหมาะสมในการผลิตกรดกลูตามิก  
ซึ่งพบว่าปริมาณไบโอตินที่เหมาะสมคือ 0.5 ไมโครกรัม/กรัมของน้ําหนักเซลล์แห้ง การลดปริมาณ     
ไบโอตินในอาหารเลี้ยงเชื้อจะทําให้จุลินทรีย์สร้างกรดโอเลอิกซึ่งเป็นองค์ประกอบของฟอสโฟลิปิด 
(phospholipid) ในเยื่อหุ้มเซลล์ได้น้อยลง เยื่อหุ้มเซลล์จึงหลวมและมีช่องว่างสําหรับให้กรดกลูตามิก  
ถูกขับออกมานอกเซลล์ได้มากขึ้น [10] 

ในการผลิตกรดกลูตามิกระดับอุตสาหกรรมนั้น แหล่งคาร์บอนที่ใช้ในอาหารเลี้ยงเชื้อมัก
เป็นสารละลายที่ได้จากการย่อยแป้งด้วยเอนไซม์หรือกรด และกากน้ําตาลซึ่งเป็นวัตถุดิบที่มีราคา
ค่อนข้างถูก ส่วนแหล่งไนโตรเจนที่นิยมใช้ในอาหารเลี้ยงเชื้อได้แก่ เกลือแอมโมเนียม ยูเรีย และก๊าซ
แอมโมเนีย เป็นต้น ปัจจุบันกระบวนการผลิตโมโนโซเดียมกลูตาเมตมีการพัฒนาไปอย่างมาก            
มีการหาแหล่งวัตถุดิบธรรมชาติ เช่น แป้งมันสําปะหลังมาเป็นวัตถุดิบในการผลิต โดยนําไปผ่านการ
ย่อยด้วยเอนไซม์เพื่อผลิตเป็นน้ําตาลสําหรับใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญเติบโตของ                  
เชื้อแบคทีเรีย กระบวนการผลิตโมโนโซเดียมกลูตาเมตโดยใช้แป้งมันสําปะหลังเป็นวัตถุดิบ      
แสดงดังรูปที่ 2 แป้งมันสําปะหลังจะถูกย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะมัยเลส (α-amylase) และ            
อะมัยโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase) ให้เป็นน้ําตาลกลูโคสเพื่อใช้เป็นแหล่งอาหารประเภท
คาร์บอนร่วมกับแหล่งไนโตรเจน เช่น แอมโมเนียม และสารอาหารประเภทอื่นๆ ให้กับแบคทีเรียใช้
ในการผลิตกรดกลูตามิก รวมทั้งมีการจํากัดปริมาณออกซิเจนที่ใช้ในกระบวนการหมักให้เหมาะสม
ต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และการผลิตกรดกลูตามิก เมื่อได้กรดกลูตามิกแล้วจะทําให้                                            
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เป็นกลางด้วยโ ซเดียมไฮดร อกไซด์ทําให้ได้โมโนโซเดียมกลูตาเมต ทําการฟอกสีสารละลาย                                             
โมโนโซเดียมกลูตาเมตด้วยถ่านกัมมันต์ (activated carbon) และทําให้สารละลายเข้มข้นขึ้นจน
สามารถตกผลึกเป็นโมโนโซเดียมกลูตาเมตบริสุทธิ์ได้ จากนั้นอบผลึกโมโนโซเดียมกลูตาเมตให้แห้ง
ด้วยลมร้อนและบรรจุเป็นขนาดต่างๆ ตามความต้องการของลูกค้าเพื่อจําหน่ายต่อไป [10] 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  2  กระบวนการผลติโมโนโซเดียมกลูตาเมตจากแป้งมันสาํปะหลงั 
ที่มา : สุวิมล (2550)   

 

 

การฟอกสี (Decolorization) 

การตกผลึก (Crystallization) 

การทําแห้ง (Drying) 

-Amylase 

Amyloglucosidase 

Breibacterium lactofermentum 

สารอาหารอื่นๆ และออกซิเจน  

Urea or liquid NH3 

กลูโคส  
(C6H12O6) 

 

Hydrochloric acid  

Ammonium chloride 

Mother liquor 

น้ําหมัก  

(Fermented Broth) 

Sodium hydroxide  

โมโนโซเดยีมกลูตาเมต  

(C5H8O4N.Na.H2O)n 

 
ถ่านกัมมันต์ (Activated Carbon) 

ลมร้อน 

ผลึกโมโนโซเดียมกลูตาเมต 

 (MSG) 

Liquefaction and Saccharification 

กระบวนการหมัก (Fermentation) 

การทําให้เป็นกลาง (Neutralization) 

กรดกลตูามิก  
(C5H9O4N) 

 

แป้งมันสําปะหลัง  

(C6H10O5)n 
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2.3  กรดนิวคลอีกิและสารประกอบนิวคลีโอไทด์   
กรดนิวคลีอิกมี 2 ประเภทใหญ่ ๆ คือ กรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก (deoxyribonucleic acid, 

DNA) และกรดไรโบนิวคลีอิก (ribonucleic acid, RNA) ซึ่งกรดนิวคลีอิกทั้งสองชนิดนี้จะมี
ส่วนประกอบ 3 ส่วนด้วยกันคือ ส่วนที่เป็นไนโตรเจนเบส (nitrogenous base) ได้แก่ เฮเทอโรไซคลิค
เอมีน (heterocyclic amine) พวกเพียวรีน (purine) และไพริมิดีน (pyrimidine)  ดังรูปที่ 3 ส่วนที่เป็น
น้ําตาลที่มีคาร์บอน 5 ตัว ได้แก่ น้ําตาลไรโบส (ribose) และ 2-ดีออกซีไรโบส (2-deoxyribose) และ
ส่วนที่เป็นกรดฟอสฟอริก ถ้าย่อยสลายกรดนิวคลีอิก อย่างสมบูรณ์แล้วจะได้ส่วนประกอบทั้งสาม
สว่นแยกออกจากกันเป็นอิสระทั้งหมด [12] 

สารประกอบนิวคลีโอไซด์ (nucleoside) ประกอบด้วยเบสเพียวรีนหรือไพริมิดีนรวมตัวกับ
โมเลกุลของน้ําตาลที่มีคาร์บอน 5 ตัว โดยอาจเป็นน้ําตาลไรโบส หรือ 2-ดีออกซีไรโบส ไม่มีหมู่
ฟอสเฟต ส่วนสารประกอบนิวคลีโอไทด์ (nucleotide) จะประกอบด้วย 3 ส่วนคือ น้ําตาลไรโบส หรือ 
2-ดีออกซีไรโบส ไนโตรเจนเบส และกรดฟอสฟอริกดังรูปที่ 4 [12] 

กรดนิวคลีอิคคือโพลิเมอร์ของสารประกอบนิวคลีโอไทด์ การสังเคราะห์กรดนิวคลีอิกเกิด
โดยการที่สารประกอบนิวคลีโอไซด์ไตรฟอสเฟตมาต่อกันเป็นโพลิเมอร์ โดยมีการปล่อยหมู่                 
ไพโรฟอสเฟตออกไป กระบวนการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิกนี้ต้องอาศัยการทํางานของเอนไซม์ด้วย
ในขณะที่สารประกอบนิวคลีโอไซด์ไตรฟอสเฟตมาต่อกันเพื่อให้เกิดเป็นกรดนิวคลีอิกขึ้นนั้นจะมี
การสร้างพันธะระหว่าง 3-ไฮดรอกซิลกับ 5-ฟอสเฟตของอีกโมเลกุลหนึ่งที่อยู่ถัดไป การต่อกัน
เช่นนี้ทําให้โครงนอกของโมเลกุลกรดนิวคลีอิกเป็นน้ําตาล-ฟอสเฟต โดยที่ทั้งสองส่วนนี้เชื่อมกันอยู่
โดยใช้พันธะ 3, 5-ฟอสโฟไดเอสเทอร์ (3, 5-phosphodiester bond) [12] โครงสร้างของสายโพลี
ไรโบนิวคลีโอไทด์ท่ีพบในกรดนวิคลีอกิพวก RNA และสายของโพลีดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ท่ีพบ
ในกรดนิวคลีอิกพวก DNA แสดงได้ดังรูปที ่5 [13] 

DNA เป็นกรดนิวคลีอิกที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่ ส่วนมากพบในนิวเคลียสของเซลล์ สําหรับ
ส่วนน้อยจะพบในคลอโรพลาสต์และไมโตคอนเดรีย DNA จะพบในสิ่งมีชีวิตเกือบทุกชนิด DNA 
เป็นกรดนิวคลีอิกที่มีสายโพลีนิวคลีโอไทด์สองสายพันกันอยู่โดยที่สายทั้งสองจะยึดเหนี่ยวกันอยู่ได้
โดยใช้พันธะไฮโดรเจนซึ่งเกิดระหว่างคู่เบสที่จําเพาะเจาะจงคือ อะดีนีน (adenine) จะทําพันธะกับ  
ไทมีน (thymine) โดยใช้พันธะไฮโดรเจน 2  พันธะ และกัวนีน (guanine) จะทําพันธะกับไซโตซีน 
(cytosine) โดยใช้พันธะไฮโดรเจน 3 พันธะ 
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รูปที่  3  โครงสร้างของไนโตรเจนเบส  

 ที่มา : White et al. (1968) 
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(A) 

 

 

(B) 

 

รูปที่  4  โครงสร้างของนิวคลีโอไซด์ (A) และนิวคลีโอไทด์ (B)   
 ที่มา : White et al. (1968) 
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                                     (A)                                         (B) 

รูปที่  5  โครงสร้างของกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก (A) และกรดไรโบนิวคลีอิก (B) 
 ที่มา : Lehninger (1970) 
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RNA เป็นกรดนิวคลีอิกสายเดี่ยว (single strand) ประกอบด้วยสายยาวของไรโบ                 
นิวคลีโอไทด์ที่ไม่มีการแตกกิ่งก้าน มีความยาวสั้นกว่าโมเลกุลของ DNA มาก แต่มีปริมาณในเซลล์
มากกว่า  RNA ทําหน้าที่ถ่ายทอดข้อความทางพันธุกรรมจาก DNA นํามาสร้างโปรตีนและเอนไซม์
ต่างๆ ดังนั้นจึงพบ RNA ส่วนใหญ่ในไซโตพลาสซึมโดยเฉพาะที่ไรโบโซมซึ่งเป็นที่สร้างโปรตีน 
นอกจากนี้ยังพบ RNA ในนิวคลีโอลัสในนิวเคลียสซึ่งเป็นที่สร้าง RNA เกือบทั้งหมด RNA ที่พบใน
ธรรมชาติมี  3  ชนิดใหญ่ ๆ คือ 

1)  messenger RNA (mRNA) เป็นตัวทําหน้าที่ถ่ายทอดข้อมูลทางพันธุกรรมจากยีนหรือ  
DNA ออกมายังไซโตพลาสซึมเพื่อแปลข้อมูลเหล่านี้เป็นโปรตีน 

2)  transfer  RNA (tRNA) เป็นตัวขนส่งกรดอะมิโนตามรหัสบน tRNA นั้นซึ่งสัมพันธ์กับ
รหัสบน mRNA เพื่อนําไปใช้ในการสร้างโปรตีนต่อไป 

3)  ribosomal RNA (rRNA) เป็นส่วนประกอบที่สําคัญของไรโบโซมซึ่งมีหน้าที่ในการ
สร้างโปรตนีโดยการทํางานรว่มกับ mRNA และ tRNA รหัสบางส่วนบน rRNA จะมีความสัมพันธ์กับ 
mRNA และ tRNA 

2.3.1  คุณสมบัติทั่วไปของ DNA [14] 
2.3.1.1  เซลล์แต่ละเซลล์ในสิ่งมีชีวิตหนึ่งจะมีจํานวน DNA คงที ่
2.3.1.2  ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดจะมีจํานวนคงที่ของ DNA ในเซลล์แตกต่างกัน 
2.3.1.3  DNA มีโครงสร้างเป็นเกลียวคู่ (double helix structure) คือสายโพลนีวิคลีโอไทด์ 

2 สายจะจับคู่และพันเป็นเกลียว 
2.3.1.4  ไนโตรเจนเบสที่ประกอบอยู่ในกรดนิวคลีอิกจะทําให้ DNA มีคุณสมบัติใน

การดูดแสงอัลตราไวโอเลตที่ 260 นาโนเมตรได้ดี 
2.3.1.5  DNA ถูกสลายได้โดยเอนไซม์ฟอสโฟไดเอสเทอเรส (phosphodiesterase) 

หรือนิวคลีเอส (nuclease) ชนิด DNase โดยทําลายพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ (phosphodiester bond) 
ทําให้สาย DNA สั้นลงหรือสลายจนเหลือเป็นนิวคลีโอไทด์ 

2.3.1.6  DNA ถูกสลายได้ด้วยกรด โดยทําลายพันธะไกลโคซิดิค (glycosidic bond) 
ที่เชื่อมระหว่างน้ําตาลไรโบสและไนโตรเจนเบส  และถ้าใช้อุณหภูมิสูงร่วมด้วยจะทําลายพันธะ     
ฟอสโฟไดเอสเทอร์ด้วย แต่ DNA จะไม่ถูกสลายด้วยด่างเนื่องจากคาร์บอนตําแหน่งที่ 2 ของน้ําตาล 
ไรโบสไม่มีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) 
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2.3.1.7  DNA ถูกทําให้เสียสภาพธรรมชาติ (denature) คือการทําให้ไม่เป็นเกลียวคู่
ไดโ้ดยความร้อน สภาวะกรดด่างอย่างแรง สารที่ทําลายพันธะไฮโดรเจน เช่น ยูเรีย กัวนิดีนไฮโดรคลอไรด์ 
(guanidine-hydrochloride) เป็นต้น 

2.3.2  คุณสมบัติทั่วไปของ RNA [14] 
2.3.2.1  ในแต่ละเซลล์ของสิ่งมีชีวิตจะมีปริมาณ RNA ไม่คงที่ 
2.3.2.2  RNA สามารถดูดแสงอัลตราไวโอเลตที่ 260 นาโนเมตรได้ดี 
2.3.2.3  RNA จะถูกสลายได้โดยเอนไซม์ฟอสโฟไดเอสเทอเรส (phosphodiesterase) 

หรือนิวคลีเอส (nuclease) ชนิด RNase 
2.3.2.4  RNA ถูกสลายได้ด้วยด่าง 

2.3.3  การตรวจสอบกรดนิวคลอีิกจะทําโดยอาศัยคุณสมบัตขิององคป์ระกอบแตล่ะสว่นของ
กรดนิวคลีอิกในการตรวจสอบ [14] ได้แก่ 

 2.3.3.1  Orcinol test ใช้ตรวจสอบ RNA โดยน้ําตาลไรโบสเมื่อต้มกับกรดเข้มข้นจะ
ถูกเปลี่ยนเป็น furfural ซึ่งทําปฏิกิริยากับ orcinol ให้สีเขียว 

2.3.3.2  Diphenylamine test ใช้ตรวจสอบ DNA โดยน้ําตาลดีออกซีไรโบสทําปฏิกิริยา
กับ diphenylamine จะให้สีน้ําเงิน 

2.3.3.3  Molybdate test การทดสอบหมู่ฟอสเฟตซึ่งจะให้ผลบวกทั้ง DNA และ RNA 
2.3.3.4  การดูดแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ของไนโตรเจน

เบสบนกรดนิวคลีอิก 
สารประกอบนิวคลีโอไทด์มีลักษณะเป็นผลึกหรือผงสีขาวหรือไม่ขาว ไม่มีกลิ่น มีรสชาติ

เฉพาะตัว ละลายได้ในน้ํา  สารประกอบนิวคลีโอไทด์แบ่งออกได้เป็น 2 ชนิดตามน้ําตาลที่              
เป็นองค์ประกอบคือ ไรโบนิวคลีโอไทด์  ( ribonucleotide)  และดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ 
(deoxyribonucleotide) [15] นิวคลีโอไทด์เป็นเอสเทอรช์นดิฟอสเฟต (phosphate ester) ของนิวคลีโอไซด์ 
กล่าวคือ เป็นสารประกอบที่เกิดจากการที่น้ําตาลจับกับเบสด้วยพันธะไกลโคไซด์ และจับอยู่กับหมู่
ฟอสเฟตด้วยพันธะเอสเทอร์ (ester bond) ตําแหน่งในโมเลกุลของน้ําตาลไรโบสและดีออกซีไรโบส 
สามารถเกิดพันธะเอสเทอร์กับกรดฟอสฟอริกได้หลายตําแหน่ง โดยถ้าเป็นน้ําตาลไรโบสจะเกิดได้ที่
ตําแหน่ง 2, 3 และ 5 แต่ถ้าเป็นน้ําตาลดีออกซีไรโบสจะเกิดได้เฉพาะที่ตําแหน่ง 3 และ 5 เท่านั้น 
นิวคลีโอไทด์ที่พบในธรรมชาตสิ่วนใหญ่เป็นชนิดท่ีมหีมู่ฟอสเฟตจับอยู่ที่ตําแหน่ง 5 [16] นิวคลีโอไทด์ชนิด 
5-นิวคลีโอไทด์ ได้แก่ กัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต (guanosine 5-monophosphate, 5-GMP) และอิโนซีน 
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5-โมโนฟอสเฟต (inosine 5-monophosphate, 5-IMP) เป็นสารประกอบที่จัดเป็นวัตถุปรุงแต่งรสชาติ
ในอาหารที่ช่วยเพิ่มรสชาติในอาหารซึ่งมีบทบาทในอุตสาหกรรมอาหารอย่างมากในปัจจุบัน [17] 

2.3.4  สารประกอบนิวคลีโอไทด์มีคุณสมบัติดังนี้ [18] 
2.3.4.1  สารประกอบนิวคลีโอไทด์เป็นสารเคมีที่คงตัวไม่สลายตัวง่ายในระหว่างการเก็บ

รักษาตามปกติและขณะปรุงอาหาร 
2.3.4.2  เมื่อนําสารประกอบนิวคลีโอไทด์ละลายน้ําแล้วให้ความร้อนถึง 100 องศาเซลเซียส

จะไม่เกิดการสลายตัว 
2.3.4.3  ถ้าใช้ความร้อนเกิน 100 องศาเซลเซียส ในเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ สารประกอบนิวคลีโอไทด ์

จะสลายตัวบ้างเล็กน้อย โดยเฉพาะถ้าพีเอชต่ํากว่า 3 จะสลายตัวมากขึ้น 
2.3.4.4  ถ้าสารประกอบนิวคลีโอไทด์ละลายน้ําแล้วให้ความร้อนถึง 120 องศาเซลเซียส 

นาน 1 ชั่วโมง จะสลายตัวประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ 
2.3.4.5  สารประกอบนิวคลีโอไทด์ถูกทําลายหรือสลายตัวด้วยเอนไซม์ฟอสโฟโมโนเอสเทอเรส 

(phosphomonoesterase) ซึ่งอาจมีในอาหาร ดังนั้นควรให้ความร้อนประมาณ 75-85 องศาเซลเซียส แก่
อาหารเพื่อทําลายเอนไซม์ก่อนเติมสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 

2.3.4.6  สารประกอบนิวคลีโอไทด์ไม่มีกลิ่น มีสีขาว ละลายในน้ําและกรดอะซิติกได้
เพียงเล็กน้อยหรือเกือบจะไม่ละลายในตัวทําละลายอินทรีย์ (organic solvents) 

ไรโบนิวคลีโอไทด์ เป็นวัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหาร ที่มีคุณสมบัติเป็นสารให้รสชาติ      
อูมามิในผลิตภัณฑ์อาหาร ได้แก่ 5-GMP และ 5-IMP [19] สารประกอบ 5-GMP เป็นไรโบนิวคลีโอไทด์
ที่โครงสร้างประกอบด้วยหมู่ฟอสเฟต เบสกัวนีน และน้ําตาลไรโบส โดยหมู่ฟอสเฟตจะสร้างพันธะ
กับคาร์บอนของน้ํา ตาลไรโบสที่ตําแห น่งที่ 5 มีน้ําหนักโมเลกุลเท่ากับ 407.20 สารประกอบ             
ไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-IMP มีโครงสร้างที่คล้ายกับสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP แต่แตกต่าง
ตรงชนิดของเบสที่ เป็นองค์ประกอบโดย 5-IMP จะเป็นเบสอะดีนีนที่ถูกกําจัดหมู่อะมิโน 
(deamination) และน้ําหนักโมเลกุลเท่ากบั 392.19 [20, 21] โครงสร้างของสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 
5-GMP และ 5-IMP แสดงดังรูปที่ 6 และ 7 ตามลําดับ [22] 
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รูปที่  6  โครงสร้างของสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP  
 ที่มา : Ahluwalia et al. (1990) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่ 7  โครงสร้างของสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-IMP  
 ที่มา : Ahluwalia et al. (1990) 
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สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP และ 5-IMP ได้รับการยอมรับจาก Japanese 
Food Additives Petitions ให้เป็นวัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหาร และได้กําหนดมาตรฐานของ
สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ ทั้งสองชนิดนี้ตาม Japanese Official Standardization [23] ดังตาราง
ที่ 1 และ 2  

 
ตารางที่  1  มาตรฐานของสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP 
 

Guanosine 5-monophosphate 

Colorless or white crystals that have a specific taste 

Nitrogen (dried) a* 

Phosphorus (dries) a* 

Max. U.V. absorption (in 0.01 N HCl) 

Specific U.V. absorption (in 0.01 N HCl) 

Ribose (orcinol reaction) 

Organic phosphate 

Paper chromatography b* 

Sodium 

Solution (0.1 g10ml) 

pH (1 g20 ml) 

Ammonium 

Arsenic 

Heavy metal 

Amino acid 

Loss on drying a* 

16.2-17.2% 

7.3-7.9% 

256±2 m 

270-280 m 

positive 

positive 

U.V. absorbing one spot 

positive 

Colorless, little or on turbidity 

7.0-8.5 

negative 

Max. 2 ppm 

Max.20 ppm 

negative 

Max. 8% 

a* 120 oC for 4 hr 

b* A mixture of saturated ammonium sulfate, tert-butanol, and 0.025 N ammonia solution (160:3:40) is employed 

as the solvent. 

ที่มา : Kuninaka et al. (1964) 
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ตารางที่  2  มาตรฐานของสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-IMP 
 

Inosine 5-monophosphate 

Colorless or white crystals that have a specific taste 

Nitrogen (dried) a* 

Phosphorus (dries) a* 

Max. U.V. absorption (in 0.01 N HCl) 

Ribose (orcinol reaction) 

Organic phosphate 

Paper chromatography b* 

Sodium 

Solution (0.5 g10ml) 

pH (1 g20 ml) 

Ammonium 

Arsenic 

Heavy metal 

Amino acid 

Loss on drying a*  

14.0-14.6% 

7.6-8.2% 

250±2 m 

positive 

positive 

U.V. absorbing one spot 

positive 

Colorless, little or on turbidity 

7.0-8.5 

negative 

Max. 2 ppm 

Max.20 ppm 

negative 

Max. 26.5% 

a* 120 oC for 4 hr 

b* A mixture of saturated ammonium sulfate, tert-butanol, and 0.025 N ammonia solution (160:3:40) is employed 

as the solvent. 

ที่มา : Kuninaka et al. (1964) 
 

มีรายงานเกี่ยวกับความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาเสริมรสชาติร่วมกัน (specific synergistic 
action) ของสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP หรือ 5-IMP กับโมโนโซเดียมกลูตาเมต 
(monosodium glutamate, MSG) ปฏิกิริยาเสริมรสชาติร่วมกันของสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 
5-GMP หรือ 5-IMP กับ MSG จะทําให้ระดับรสชาติอูมามิในผลิตภัณฑ์อาหารสูงขึ้นหรือเด่นชัดขึ้น
มากกว่ารสชาตขิอง 5-GMP หรือ 5-IMP หรือ MSG อย่างเดียว [23, 24, 25] นอกจากนั้นอัตราส่วนที่
เหมาะสมของ 5-GMP หรือ 5-IMP กับ MSG จะทําให้ระดับรสชาติอูมามิในผลิตภัณฑ์อาหารสูง
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ที่สุดด้วย (ตารางที่ 3) [3] นอกจากนั้นเมื่อนําสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ผสมระหว่าง 5-GMP 
กับ 5-IMP ในสัดส่วนที่เท่ากันเติมลงในสารประกอบ MSG ที่ความเข้มข้นต่างๆ พบว่าเมื่อความ
เข้มข้นของสารประกอบไรโบนวิคลีโอไทด์ผสมเพิ่มขึน้จะส่งผลใหร้สชาตขิอง MSG เพิ่มขึ้นด้วย (รูป
ที่ 8) [26] 
 
ตารางที่  3  การเกิดปฏิกิริยาเสริมรสชาติร่วมกัน (specific synergistic action) ท่ีอัตราส่วนต่างๆ 

ระหว่าง MSG และ 5-GMP หรือ 5-IMP 
 

Ratio of mixture 

               MSG   :   5-GMP (5-IMP) 

Relative strength of taste of mixture 

                   1 

                     1 

                     1 

                     2 

                   10 

                   20 

                  50 

                100 

: 

: 

: 

: 

: 

: 

: 

: 

0 

2 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

- 

13.3 

30.0 

22.0 

19.0 

12.4 

                                 6.4 

                            5.5 

(1) 

(6.5) 

(7.5) 

(5.5) 

(5.0) 

(3.4) 

(2.5) 

(2.0)  

หมายเหตุ    MSG = Monosodium glutamate 

     5-GMP = Guanosine  5-monophosphate 

    5-IMP = Inosine 5-monophosphate 

   ตัวเลขในวงเล็บ = ค่า relative strength of taste of mixture ระหว่าง MSG กับ 5-IMP 

ที่มา : Kuninaka et al. (1961) 
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รูปที่  8  การเสริมรสชาติร่วมกันของสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ผสมระหว่าง 5-GMP กับ                    

5-IMP ต่อรสชาติของ MSG 

หมายเหตุ  MSG = Monosodium glutamate 

5-GMP = Guanosine 5-monophosphate 

5-IMP = Inosine 5-monophosphate 

ที่มา : Noguchi et al. (1976) 
 

การที่สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP 5-IMP หรือสารผสมของสารประกอบ          
ไรโบนิวคลีโอไทด์ทั้งสองนี้และ MSG มีผลในการเสริมรสชาติต่อกันนั้นจึงเป็นสิ่งที่มีประโยชน์ต่อ
การประยุกต์ใช้ผสมเป็นสารปรุงแต่งรสชาติในอาหารชนิดใหม่ ซึ่งสารผสมของ MSG กับสารประกอบ 
5-ไรโบนิวคลโีอไทด์ถกูใชเ้ป็นวัตถปุรุงแต่งรสชาตใินอาหารที่มีประสิทธิภาพสําหรับอาหารทุกชนิด 
โดยในประเทศญี่ปุ่นมีการใช้สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP 5-IMP และสารผสมของ
สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ทั้งสองนี้สําหรับปรุงแต่งรสชาติของผลิตภัณฑ์อาหารที่ผลิตจาก
โรงงานอุตสาหกรรม ในขณะที่การปรุงแต่งรสชาติในอาหารตามบ้านเรือนทั่วไปจะใช้ MSG ร่วมกับ
สารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์เป็นส่วนใหญ่ [20, 27] 

การนําสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์มาใช้ในการปรุงแต่งรสชาติในอาหาร นิยมใช้
สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP และ 5-IMP โดยเฉพาะ 5-IMP เป็นสารชนิดหนึ่งที่อยู่ใน
กลุ่มของสารที่ให้กลิ่นรสของเนื้อสัตว์  การทดสอบกลุ่มผู้บริโภคเพื่อหาค่าความเข้มข้นของ
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สารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ที่ปรุงแต่งรสชาติในอาหารให้เป็นที่ยอมรับ ปรากฏว่าการใช้                    
5-IMP และ 5-GMP จะได้กลิ่นรสที่จัดมาก แม้จะเติมลงในอาหารเพียงปริมาณเล็กน้อย  ปริมาณที่
น้อยที่สุดของ 5-IMP และ 5-GMP ซึ่งละลายน้ําแล้วให้กลิ่นรสเป็นที่ยอมรับของผู้บริโภคมีค่าประมาณ 
0.012 และ 0.0035 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ (คิดจากปริมาณที่ไม่มีน้ําผลึก) แต่ถ้าละลายรวมอยู่กับ 1.0 
เปอร์เซ็นต์ โมโนโซเดียมกลูตาเมตปริมาณต่ําสุดที่ยอมรับจะลดลงประมาณ 1/120 และ 5-GMP 
สามารถปรุงแต่งรสอาหารได้มากกว่า 5-IMP ถึง 2.1-5.5 เท่า ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารปรุงแต่ง
รสชาติแต่ละตัวและส่วนประกอบอื่นๆ ในอาหาร [18] 

การใช้สารประกอบไรโบนวิคลีโอไทด์ปรุงแต่งรสชาติในอาหารยังได้มีการทําเป็นสารผสม
ระหว่าง 5-IMP และ 5-GMP ร่วมกับโมโนโซเดียมกลูตาเมต ในอัตราส่วนโมโนโซเดียมกลูตาเมต
และสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 95:5 หรือ 96:4 ใช้เติมลงในผลิตภัณฑ์ซีอิ๊วหรือ
น้ําปลา และปรุงแต่งรสชาติในอาหารที่ปรุงประจําวันเช่นเดียวกับผงชูรส การผสมกันระหว่าง
สารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ร่วมกับโมโนโซเดียมกลูตาเมตจะทําให้รสชาติของอาหารดีกว่า
การใช้โมโนโซเดียมกลูตาเมตแต่เพียงอย่างเดียว โดยเฉพาะเมื่อใช้กับอาหารประเภทเนื้อสัตว์และซุป 
ซึ่งจะเป็นการช่วยควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ในด้านกลิ่นรสของอาหารใหม้ีประสิทธภิาพ กล่าวคือ
ให้รสชาติดีและสม่ําเสมอกันทุกครั้งที่ผลิต [28] 

ในประเทศญี่ปุ่นมีการใช้สารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์เป็นวัตถุปรุงแต่งรสชาติใน
อาหารระดับอุตสาหกรรมเป็นจํานวนเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ โดยเฉพาะในรูปของสารประกอบไดโซเดียม                   
5-ไรโบนิวคลีโอไทด์สามารถใช้ปรุงแต่งรสอาหารได้หลายชนิด เช่น ซุป อาหารกระป๋อง ไส้ กรอก 
สตู อาหารพวกผัก ก๋วยเตี๋ยว ข้าว ผลิตภัณฑ์ที่ใช้สําหรับปรุงแต่งรสอาหารต่างๆ เช่น น้ําส้มสายชู ซีอิ๊ว 
และผลิตภัณฑ์เนื้อ เป็นต้น สารประกอบไดโซเดียม 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ซึ่งบริษัททาเคดาให้ชื่อ
ทางการค้าว่า ไรโบไทด์ โดยเป็นส่วนผสมของสารประกอบไดโซเดียม 5-IMP และ 5-GMP อย่างละ
เท่าๆ กันนั้น ใช้เติมในอาหารโดยปกติใช้ประมาณ 0.001-0.1 เปอร์เซ็นต์ ขึ้นกับชนิดของอาหาร                  
โดยในอาหารกระป๋องประเภทผักใช้ปริมาณต่างๆ กันดังนี้ หน่อไม้ 0.005 เปอร์เซ็นต์ ถั่ว  0.04 เปอร์เซ็นต์ 
ข้าวโพด 0.01 เปอร์เซ็นต์ เห็ด 0.001 เปอร์เซ็นต์ แครอท 0.025 เปอร์เซ็นต์ และมันฝรั่ง 0.005 เปอร์เซ็นต์ 
[29] 

 
 
 
 



34 
 

2.4  กระบวนการผลิตสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 
กระบวนการผลติสารประกอบไรโบนิวคลโีอไทด์ โดยเฉพาะ 5-GMP และ 5-IMP เพื่อใช้

เป็นวัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหารมีหลายวิธี กระบวนการผลิตที่ใช้โดยทั่วไปได้แก่ 
2.4.1  การสกัดจากเนื้อสัตว์  

ในเนื้อสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ปลา และสัตว์ทะเล มีสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-IMP 
ซึ่งอาจเปลี่ยนแปลงมาจาก ATP (adenosine triphosphate) ตามขบวนการทางชีวเคมีดังนี้ 

 
ATP  5’-AMP      adenosine            adenine 

 
5’-IMP       inosine       hypoxanthine 
 

ในประเทศญี่ปุ่นได้ปรับปรุงวิธีการเตรียมสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-IMP 
จากเนื้อสัตว์ทะเล โดยเฉพาะจากเนื้อปลา โดยการแยกสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-IMP จาก
เนื้อปลาโดยวิธี electrolytic dialysis ปกติสัตว์ทะเลสดจะมีสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-IMP                   
อยู่จํานวนมากกว่า 5-AMP (adenosine 5-monophosphate) และการกําจัดหมู่อะมิโน (amino group) 
ของ 5-AMP ที่มีอยู่ในเนื้อปลา โดยใช้เอนไซม์ adenyl- deaminase ก็สามารถทําให้ได้สารประกอบ                  
ไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-IMP [3] 

การสกัดสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-IMP จากสัตว์ทะเลยังไม่ได้ผลเป็นที่น่า
พอใจ เพราะการใช้ปลาเป็นวัตถุดิบนั้น ราคาค่อนข้างแพง และการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีทําให้
คุณภาพของปลาไม่สม่ํ าเสมอ นอกจากนี้ยัง เป็นวิธีการสกัดที่ได้ เฉพาะ สารประกอบไรโบ                   
นิวคลีโอไทด์ 5-IMP หรือ 5-AMP เท่านั้น เพราะในปลาทั่วไปมีสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์  
5-GMP น้อย การจะสกัด 5-GMP จากเนื้อปลาจึงไม่คุ้มค่า [20] 

2.4.2  การย่อยสลายกรดไรโบนิวคลีอิค (ribonucleic acid, RNA) ด้วยเอนไซม์ 
เอนไซม์ทีม่ีความสามารถในการย่อยสลาย RNA ไปเป็นสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ 

ได้แก่ เอนไซม์ไรโบนิวคลีเอส (ribonuclease, RNase) เช่น 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส (5-phosphodiesterase,     
5-PDE) โดยเอนไซม์ 5-PDE จะย่อยสลาย RNA ได้สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ชนิด  5- ซึ่งสารประกอบ 
5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ชนิด  5-GMP และ 5-IMP จัดเป็นวัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหารที่มีคุณสมบัติ
ของรสชาติอูมามิ [26] 



35 
 

การใช้เอนไซม์ 5-PDE จากจุลินทรีย์และพืชย่อยสลาย RNA จะทําให้ไดส้ารประกอบ                    
5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ชนิด 5-AMP, 5-GMP, 5-CMP (cytidine 5--monophosphate) และ 5-UMP 
(uridine 5- monophosphate) และสามารถเตรียม 5-IMP จาก 5-AMP ได้ [3] ในประเทศญี่ปุ่นการ
ผลิตสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP และ 5-IMP ในขั้นตอนแรกจะย่อยสลาย RNA ที่สกัด
จากเซลล์ยีสต์ด้วยเอนไซม์ 5-PDE ที่ผลิตจากเชื้อรา Penicillium sp. หรือจุลินทรีย์ชนิดอื่นทําให้ได้
สารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ชนิด 5-AMP, 5-GMP, 5-CMP และ 5-UMP จากนั้นจะใช้
เอนไซม์ 5-AMP deaminase ที่ผลิตจากเชื้อรา Aspergillus sp. หรือจุลินทรีย์ชนิดอื่น สําหรับเปลี่ยน         
5-AMP ให้เป็น 5-IMP ผลผลิต 5-GMP และ 5-IMP ที่ได้จะถูกแยกด้วยกระบวนการแลกเปลี่ยน
ประจุ (ion-exchange) และจะใช้เป็นวัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหารซึ่งมีกลิ่นคล้ายเนื้อ [26]  กระบวนการ
ผลิตสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์จาก RNA ด้วยกระบวนการทางเอนไซม์แสดงดังรูปที่ 9   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  9  กระบวนการผลิตสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์จาก RNA ด้วยกระบวนการทางเอนไซม์ 
ที่มา : Noguchi et al. (1976) 

 
 

 
 

RNA 

5-Phosphodiesterase 

            (Penicillium sp., etc.) 

 

5-IMP 

5-Ribonucleotides 

     (5-AMP, 5-GMP, 5-CMP, 5-UMP) 

 5-Adenylate Deaminase 

             (Aspergillus sp., etc.) 

 

Meat Flavor Enhancer 

 

5-IMP 

 5-GMP 



36 
 

2.4.3  การย่อยสลาย RNA ระหว่างการย่อยสลายตัวเอง (autolysis) ของยีสต์ 
การย่อยสลาย RNA ในระหว่างการย่อยสลายตัวเองของยีสต์ที่สภาวะที่เหมาะสม 

เอนไซม์ที่อยู่ในตัวเซลล์ยีสต์จะย่อยสลายกรดนิวคลีอิกในตัวเซลล์ได้เป็นสารประกอบไรโบ             
นิวคลีโอไทด์ 5-GMP และ 5-IMP ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhao and Fleet [30] โดยนํา
สารละลายเซลล์ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae มาบ่มที่อุณหภูมิและพีเอชต่างๆ เพื่อหาสภาวะที่
เหมาะสมในการย่อยสลายตัวเองเพื่อผลิตสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ พบว่า สารประกอบ         
ไรโบนิวคลีโอไทด์ที่เกิดขึ้นจะมีทั้งชนิด  2-, 3- และ 5- ไรโบนิวคลีโอไทด์ โดยการย่อยสลาย   
RNA จะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วที่อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 การย่อยสลายตัวเองของเซลล์ยีสต์        
ทีอุ่ณหภูมิต่ํากว่าคือ 30 และ 40 องศาเซลเซยีส พีเอช 5.0 และ 6.0 จะทําให้ได้สารประกอบ 3-ไรโบนิวคลีโอไทด์ 
ในขณะที่การย่อยสลายตัวเองของเซลล์ยีสต์ที่อุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 จะทําให้ได้
สารประกอบ 2-และ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ สําหรับสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสลายตัวเองของ
ยีสต์ที่ทําให้เกิดสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-AMP และ 5-GMP คืออุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส    
พีเอช 7.0 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 4.0 ตามลําดับ 

2.4.4  การใช้กระบวนการหมักเพื่อผลิตสารประกอบนิวคลีโอไซด ์(nucleosides) โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ 
จากนั้นใช้กระบวนการฟอสโฟรีเลชั่น (phosphorylation) สําหรับเปลี่ยนสารประกอบนวิคลีโอไซด์ไป
เป็นสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด ์[1] 

2.4.5  การใช้กระบวนการหมักเพื่อผลิตสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทดโ์ดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ [1] 
2.4.6  การใช้กระบวนการทางเคมีในการสังเคราะห์สารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด ์

(synthesized chemically) โดยในประเทศญี่ปุ่นได้เตรียมสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี
ทางเคมีจนได้ผลดีและนําไปใช้ประโยชน์ได้เช่น สามารถเตรียมสารประกอบไรโบนิ วคลีโอไทด์                     
5-AMP ได้จากกระบวนการ phosphorylated inosine [1] 

2.4.7  การใช้วิธีการต่างๆ ประกอบกัน เป็นการผลิตโดยอาศัยวิธีการต่างๆ  ประกอบเข้าด้วยกัน
อย่างมีประสิทธิภาพและนําไปใช้ได้ผลดี [17] ซึ่งได้มีการปรับปรุงและพัฒนาการวิธีการในประเทศ
ญี่ปุ่นโดยแบ่งเป็น 2 วิธี ตามวิธีการทีแ่สดงไว้ดังนี้ 
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วิธีที่ 1 

     Malanonitrill thiourea            adenine          adenosine            5-AMP          5-IMP 

 

        chemically          by bacteria          by yeast       chemically or enzymatically 

วิธีที่ 2      

         Carbon source, nitrogen source, phosphate                            inosine                        5-IMP 

 

2.5  เอนไซม์ที่มีบทบาทในการท าให้เกิดสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 
เอนไซม์เป็นโปรตีนที่มีคุณสมบัติเป็นตัวเร่งทางชีวภาพ (biological catalyst) ท่ีเร่งปฏิกิริยา

ทีเ่กิดขึ้นได้ให้เกิดเร็วขึ้น เอนไซม์ทําปฏิกิริยาโดยจับกับสับสเตรตเป็นสารเชิงซ้อนของเอนไซม์และ
สับสเตรต (enzyme-substrate complex) และเปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์ (product) การทํางานของเอนไซม์มี
ความจําเพาะต่อสบัสเตรตค่อนข้างสงู เอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิริยาภายใต้สภาวะที่ไม่รุนแรง กล่าวคือ 
เร่งปฏิกิริยาภายใต้ความดันปกติและอุณหภูมิปานกลาง คุณสมบัติต่างๆ ของเอนไซม์เหล่านี้เป็นข้อ
ได้เปรียบในการนําเอนไซม์ไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรม [31] 

เอนไซม์นิวคลีเอส (nuclease) เป็นเอนไซม์ที่มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการย่อย
สลายกรดนิวคลีอิกให้เป็นสารประกอบนิวคลีโอไทด์ (2-, 3-, 5-nucleotides) เอนไซม์นี้จะทําลาย
พันธะระหว่างน้ําตาลกับฟอสเฟต โดยถ้าเป็นการตัดพันธะที่เชื่อมระหว่าง 3 ของน้ําตาลกับฟอสเฟต
จะเรียกว่าการตัดชนิด p-type และถ้าเป็นการตัดระหว่างพันธะที่เชื่อมระหว่าง 5 ของน้ําตาลกับ
ฟอสเฟตจะเรียกว่าการตัดชนิด d-type เอนไซม์นิวคลีเอสเมื่อแบ่งตามลักษณะการทํางานจะแบ่งได้                     
2 ประเภทคือ เอ็กโซนิวคลเีอส (exonuclease) จะทําลายพันธะจากปลายของกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก 
(deoxyribonucleic acid; DNA) หรือกรดไรโบนิวคลีอิก (ribonucleic acid; RNA) เข้ามาทีละพันธะ 
และเอ็นโดนิวคลีเอส (endonuclease) ซึ่งจะทําลายพันธะที่อยู่ภายในสาย DNA หรือ RNA  [32] 

เอนไซม์นิวคลีเอสมี 2 ชนิดที่สําคัญคือ ดีออกซีไรโบนิวคลีเอส (deoxyrobonuclease, 
DNase) และไรโบนิวคลีเอส (ribonuclease, RNase) โดยเอนไซม์ DNase จะทําหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการ
ย่อยสลาย DNA ให้เป็นสารประกอบ 2-, 3-, 5- นิวคลีโอไทด์หลายชนิดเช่น กัวโนซีนโมโน
ฟอสเฟต (guanosinemonophosphate, GMP)  อะดีโนซีนโมโนฟอสเฟต (adenosine monophosphate, 
AMP) ไซทิดีนโมโนฟอสเฟต (cytidinemonophosphate, CMP) และไทมีนโมโนฟอสเฟต 
(thyminemonophosphate, TMP) ส่วนเอนไซม์ RNase จะเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลาย RNA ให้เป็น

by bacteria chemically 
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สารประกอบ 2-, 3-, 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ GMP, AMP, CMP และยูริดีนโมโนฟอสเฟต 
(uridinemonophosphate, UMP) เอนไซม์ RNase ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย RNA               
แบ่งออกเป็นสามกลุ่ม ได้แก่ เอนไซม์ 3-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส (3-phosphodiesterase, 3-PDE)           
ซึ่งจะย่อยสลาย RNA โดยตัดบริเวณพันธะ 3-ฟอสโฟไดเอสเทอร์ (3-phosphodiester linkage,    
C3-O-P(O2H)-O-C5) ได้เป็นสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 3-โมโนฟอสเฟต (ribonucleotide                         
3-monophosphate) ได้แก่ เอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส (5-phosphodiesterase, 5-PDE)         
ซึ่งจะย่อยสลาย RNA โดยตัดบริเวณพันธะ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอร์ (5-phosphodiester linkage,    
C3-O-P(O2H)-K-C5) ได้เป็นสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-โมโนฟอสเฟต (ribonucleotide 
5-monophosphate) และเอนไซม์โพลีนิวคลีโอไทด์ ฟอสโฟรีเลส (polynucleotide phospholyase)     
[3, 33, 34] เอนไซม์ 5-PDE เป็นเอนไซมท์ี่ได้รับความสนใจและถูกนําไปใช้ในอุตสาหกรรมการผลิต
วัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหารชนิดสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ เนื่องจากเอนไซม์ดังกล่าว
สามารถย่อยสลาย RNA ได้สารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ (5-GMP, 5-AMP, 5-CMP,         
5-UMP) ซึ่งสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP จัดเป็นวัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหาร             
ที่ให้รสชาติอูมามิและมีการใช้อย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมอาหาร ส่วนสารประกอบไรโบ           
นิวคลีโอไทด์อื่นๆ ได้แก่ 5-AMP, 5-CMP และ 5-UMP จะถูกนําไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรม
ด้านเภสัชภัณฑ์ [4, 35] ปฏิกิริยาการย่อยสลาย RNA โดยเอนไซม์ไรโบนิวคลีเอสจะตัดพันธะที่เชื่อม
ระหว่าง 3 ของน้ําตาลกับฟอสเฟตได้สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP, 5-AMP, 5-CMP 
และ 5-UMP [36] แสดงดังรูปที่ 10 ซึ่งเป็นที่ยอมรับกันโดยทั่วไปว่าสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์
โดยเฉพาะ 5-GMP และอิโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต (inosine 5-monophosphate, 5-IMP) ที่ได้จาก
การเปลี่ยน 5-AMP ด้วยปฏิกิริยาการกาํจัดหมู่อะมิโน (deamination) จะมีรสชาติเฉพาะตัวและจัดเป็น
สารเสริมรสชาติ (flavor enhancers, flavor potentiators) ในผลิตภัณฑ์อาหารต่างๆ โดยจะช่วยทําให้
ผลิตภัณฑ์อาหารมีรสชาติดีข้ึนเรียกรสชาตินี้ว่าอูมามิ (umami taste) [1, 37] 
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รูปที่  10  ปฏิกิริยาการย่อยสลายกรดไรโบนิวคลีอิกด้วยเอนไซม์ไรโบนิวคลีเอส 
หมายเหตุ  Base = Adenine, Guanine, Uracil, Cytosine 
ที่มา : Black (1993) 

 

เอนไซม์ 5-PDE เป็นเอนไซม์ที่อยู่ในกลุ่มเอนไซม์ RNase มีความสามารถในการย่อย
สลาย RNA โดยจะตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ระหว่าง 3-OH แล ะหมู่ฟอสเฟต ผลที่ได้คือ
สารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์ (5-GMP, 5-AMP, 5-CMP, 5-UMP) ที่สามารถนําไปใช้
ประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหารและเภสัชภัณฑ์ [38] การตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ด้วยเอนไซม์      
5-PDE แสดงดังรูปที่ 11 เอนไซม์ 5-PDE สามารถผลิตได้จากแหล่งต่างๆ ได้แก่ จุลินทรีย์ พืช และ
สัตว์ โดยแหล่งของเอนไซม์จากจุลินทรีย์ เช่น Pennicillium citrinum, Streptomyces aureus, 
Micrococcus varians subsp. halophilus, Halobacterium sp. และ Aspergillus niger เป็นต้น แหล่งจาก
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Phosphodiesterase จากพิษง ู

Phosphodiesterase จากมา้มวัว 

พืช เช่น Catharanthus roseus ถั่วเขียว (mung bean) เมล็ดและรากของข้าวบาเลย์ เป็นต้น แหล่งจาก
สัตว์ เช่น พิษของงู เนื้อเยื่อจากไต ม้าม และลําไส้ของวัว เป็นต้น [4, 33, 35, 39] 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่ 11  การตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ด้วยเอนไซม์ฟอสโฟไดเอสเทอเรส 
ที่มา : Wu and Kwan (2009) 

 

2.6  บทบาทของจลุินทรีย์ในการผลิตนิวคลีโอไทด ์
จุลินทรีย์สายพันธุ์ปกติจะมีระบบควบคุมการสร้างสารประกอบนิวคลีโอไทด์โดยวิธี 

feedback regulation คือ เมื่อมีสารประกอบนิวคลีโอไทด์เพียงพอกับความต้องการแล้ว สารประกอบ 
นิวคลีโอไทด์นั้นจะย้อนกลับไปยับยั้งการสร้าง และ/หรือ การทํางานเอนไซม์ในวิถีการสร้าง
สารประกอบนิวคลีโอไทด์นั้นๆ เอง [40] ซึ่งหากเป็นสายพันธุ์ผู้ผลิตสารประกอบนิวคลีโอไทด์ใน
อุตสาหกรรมแลว้ ระบบการควบคุมนีจ้ะตอ้งถูกกาํจัดออกไปเพื่อใหเ้ชื้อสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการ
ผลิตให้สูงขึ้นได้ 

วิถี การ สร้ าง สารปร ะกอ บนิวคลี โอ ไทด์ ใ นจุลิน ทรี ย์ เ ริ่ มต้นจากสารตั้ งต้น คือ                                      
5-phoshoribosyl-pyrophosphate (PRPP) ซึ่ง pyrophosphate จะถูกแทนที่ด้วย NH2 group ที่ได้รับมา 
จากกลูตาเมต ขั้นตอนนี้เกิดขึ้นโดยเอนไซม์ PRPP amidotransferase เอนไซม์นี้จะถูกยับยั้งได้จาก 
AMP และ GMP ซึ่งเป็นผลผลิตสุดท้ายของวิถีนี้โดยที่ AMP และ GMP จะมีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งเอนไซม์นี้ได้ต่างกัน พบว่าเอนไซม์นี้จะถูกยับยั้งจาก AMP ได้ง่ายกว่า GMP โดยที่ AMP ใน
ปริมาณ 0.2 mM ก็จะสามารถยับยั้งการทํางานของ PRPP amidotransferase ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ แต่ถ้า
หากต้องการยับยั้งการทํางานโดย GMP ในการทํางานลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ จะต้องใช้ GMP ถึง 2 mM 

3                           3                            3                            

5                           5                            5                           5 

Base                      Base                       Base                      Base 
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การควบคุมลักษณะเช่นนี้เรียกว่า Asymmetric control วิถีการสร้างจะดําเนินไปเรื่อยจนกระทั่งได้                   
สารประกอบนิวคลีโอไทด์ตัวแรกคือ IMP ในกรณีที่มี AMP มากเกินต้องการ AMP จะสามารถ
เปลี่ยนเป็น IMP ได้อีก โดยเอนไซม์ AMP deaminase และเช่นเดียวกัน (รูปที่ 12) หากมี GMP เกิน
จําเป็น GMP จะถูกเปลี่ยนกลับเป็น IMP ได้โดยเอนไซม์ GMP reductase [40] 

สายพันธุ์ที่ใช้เป็นสายพันธุ์ผู้ผลิตนั้น มักเป็นสายพันธุ์ที่ผ่านการปรับปรุงด้านพันธุกรรม
แล้ว สายพันธุ์ประเภทหนึ่งที่ใช้กันทั่วไปคือ สายพันธุ์ที่เป็น auxotrophic mutant ซึ่งไม่สามารถสร้าง
ผลผลิตสุดท้าย (end product) ที่จะย้อนกลับมามีผลยับยั้ง แล้วจึงค่อยเติมสารอาหารจําเป็นซึ่งสร้าง
ไม่ได้นั้นให้แก่เชื้อในปริมาณที่มีพอให้เชื้อใช้เจริญเติบโตเท่านั้น ไม่ให้มีเหลือค้างในอาหารจนทําให้
เกิดการยับยั้งนั้นๆ ได้ ตัวอย่างเช่น หากต้องการผลิต AMP สายพันธุ์ที่ใช้จะมีคุณสมบัติผิดปกติที่
เอนไซม์ IMP dehydrogenase ซึ่งอาจจะผิดปกตทิี่การสร้างหรือการทํางานของเอนไซม์นี้ ทําให้วิถีการ
สร้างจะมุ่งมาที่การสร้าง AMP ทางเดียว ขณะเดียวกันสายพันธุ์นี้ก็ควรจะผิดปกติที่เอนไซม์ AMP 
deaminase ด้วย เพื่อไม่ให้ AMP ถูกเปลี่ยนกลับไปเป็น IMP อีก [40] และเช่นเดียวกัน หากต้องการ
ผลิต GMP ก็จะใช้สายพันธุ์ที่ผิดปกติที่เอนไซม์ adenylsuccinate synthase และ GMP reductase ก็จะ
เกิดการสะสมของ GMP ตามที่ต้องการ 

คุณสมบัติการผ่าเหล่าที่มีประโยชน์อีกข้อหนึ่งคือ purine analogues resistant ซึ่งเป็นสาย
พันธุ์ที่มีความสามารถในการสร้าง purine ได้สูงมากจนกระทั่ง analogues ที่มีในอาหารไม่สามารถทํา
อันตรายแก่เชื้อได้ การที่สายพันธุ์ดังกล่าวนี้สามารถสร้าง purine ได้สูงก็เนื่องมาจากการเกิดผิดปกติที่
ระบบควบคุมการสร้างเอนไซม์ในวิถีการสร้างสารประกอบนิวคลีโอไทด์ทําให้เชื้อสร้างเอนไซม์
ออกมาตลอดเวลา เป็นแบบ constitutitve enzymes ทําให้เชื้อสร้างสารประกอบนิวคลีโอไทด์ได้มาก 
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Phosphoribosylpyrophosphate 

                        amidotransferase 

Phosphoribosylamine 

 

Phosphoribosylglycinamide 

 

Phosphoribosyl formlglycinamide 

 

Phosphoribosyl aminoimidazole 

 

Phosphoribosyl aminoimidazole carboxylate 

 

Phosphoribosyl succinocarboxamide aminoimidazole 

 

Amino phosphoribosyle imidazole carboxamide 

 

Formamido phosphoribosyl imidazole carboxamide 

 

        IMP 

                                      Adenylsuccinate synthase          IMP dehydrogenase 

 

          Succino-AMP  XMP 

   Adenylsuccinate lyase        GMP synthase 

            AMP              GMP 

 
รูปที่  12  วิถีการสร้าง AMP และ GMP 

ที่มา : เสาวนีย์ (2547) 
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2.7  การจัดจ าแนกชนิดของจลุินทรีย์ตามความตอ้งการของเกลอื 
เชื้อแบคทีเรียชอบเกลือ (halophilic, salt loving bacteria) เป็นเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการเกลือ

สําหรับการเจริญเติบโต ถูกจัดอยู่ในอาณาจักร Archaeobacteria ซึ่งเป็นอาณาจักรหนึ่งของระบบการ
จัดอาณาจักรสิ่งมีชีวิตออกเป็น 3 อาณาจักร ได้แก่ Archaeobacteria Eucaryotes และ Eubacteria [41] 
ส่วนเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ (halotolerant bacteria) เป็นเชื้อแบคทีเรียที่ไม่ต้องการเกลือสําหรับการ
เจริญเติบโต แต่สามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะที่มีเกลือ ถูกจัดอยู่ในอาณาจักร Eubacteria [41] การ
จัดจําแนกชนิดของจุลินทรีย์ตามความต้องการเกลือสามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่ ๆ ได้แก่ 

2.7.1  จุลินทรีย์พวกไม่ชอบเกลือ (non-halophilic, halophobic, salt-sensitive, inhalotolerant 
microorganism)  

จุลินทรีย์กลุ่มนี้สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุดในสภาพที่มีความเข้มข้นของเกลือต่ํา
กว่า 0.2 โมลาร์ (1.0 เปอร์เซ็นต์) จุลินทรีย์กลุ่มนี้ส่วนใหญ่เป็นพวก eubacteria และจุลินทรีย์ที่มักพบ
ตามแหล่งน้ําจืดทั่วไป [42] 

2.7.2  จุลินทรีย์พวกทนเกลือ (halotolerant, haloduric microorganism)  
จุลินทรีย์กลุ่มนี้ไม่ต้องการเกลือสําหรับการเจริญเติบโต แต่สามารถทนต่อเกลื อได้

และอาจเจริญเติบโตได้ในสภาพที่มีความเข้มข้นเกลือตั้งแต่ 2.5 โมลาร์ (15.0 เปอร์เซ็นต์) ได้แก่ เชื้อ
แบคทีเรียที่สร้างสปอร์พวก Micrococcus sp., Staphylococcus sp., Staphylococcus aureus และเชื้อ
แบคทีเรียพวกที่ไม่ต้องการอากาศบางชนิดโดยเฉพาะ Clostridium botulinum รวมถึงยีสต์และราบาง
ชนิดด้วย [42] 

2.7.3  จุลินทรีย์พวกชอบเกลือ (halophilic, salt-loving microorganism)           
จุลินทรีย์กลุ่มนี้จะไม่สามารถเจริญเติบโตได้ในที่ไม่มีเกลืออาจแบ่งออกได้เป็นกลุ่ม

ย่อยดังนี้ 
2.7.3.1  จุลินทรีย์พวกชอบเกลือความเข้มข้นต่ํา (slight halophilic microorganism) 

จุลินทรีย์พวกนี้สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุดในสภาพที่มีความเข้มข้นของเกลือตั้งแต่ 0.2-0.5โมลาร์ 
(1.0-3.0 เปอร์เซ็นต์) จุลินทรีย์ในกลุ่มนี้มักพบในน้ําทะเล เช่น Vibrio alginolyticus  [42] 

2.7.3.2  จุลินทรีย์พวกชอบเกลอืความเข้มขน้ปานกลาง (moderate halophilic microorganism) 
จุลินทรีย์พวกนี้สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุดในสภาพที่มีความเข้มข้นของเกลือตั้งแต่ 0.5-2.5 โมลาร์ 
(3.0-15.0  เปอร์เซ็นต์) จุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ได้แก่สาหร่ายและเชื้อแบคทีเรียบางชนิดในกลุ่ม Vibrio sp., 
Micrococcus sp., Pseudomonas sp. และ Bacillus sp. [42] 
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2.7.3.3  จุลินทรีย์ชอบเกลือความเข้มข้นสูง (extream halophilic microorganism)  
จุลินทรีย์พวกนี้สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุดในสภาพที่มีความเข้มข้นเกลือตั้งแต่ 2.5-5.2 โมลาร์                   
( 15.0-30.0 เปอร์เซ็นต)์ ได้แก่ เชื้อแบคทีเรียพวก Halobacteria และ Halococci จุลินทรีย์พวกนี้มักจะมี
ลักษณะเป็นสีแดง (red halophile) [42] 

Valera [43] ได้รายงานว่าเชื้อจุลินทรีย์ทนเกลือจะเจริญเติบโตได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มี
เกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) แต่ก็ยังสามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นเกลือ 
NaCl สูงกว่าในน้ําทะเล นอกจากนั้นในสภาพแวดล้อมที่มีความเค็มสูง (hypersaline environmental) 
เชื้อจุลินทรีย์ทนเกลือยังคงมีกิจกรรมต่าง ๆ ภายในเซลล์  สําหรับเชื้อแบคทีเรียทนเกลือที่สามารถ
เจริญเติบโตได้ในสภาพที่มีความเข้มข้นเกลือ NaCl สูงกว่า 2.5 โมลาร์ จัดเป็นเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ
ความเข้มข้นสูง (extreamly halotolerant bacteria) 

Kushner [42] ได้รายงานว่าสาเหตุที่ทําให้ประสิทธิภาพการทํางานภายในเซลล์สิ่งมีชีวิต
ลดลง  เนื่องจากปริมาณน้ําอิสระที่เซลล์สามารถนําไปใช้ได้หรือที่เรียกว่าค่า water activity (aw) ที่อยู่
ในระบบมีปริมาณต่ํา  โดยถ้าปริมาณน้ําอิสระที่เซลล์สามารถนําไปใช้ได้ภายนอกเซลล์ต่ํากว่าภายใน
เซลล์  น้ําภายในเซลล์จะไหลออกนอกเซลล์ทําให้สารต่าง ๆ ที่อยู่ภายในเซลล์มีความเข้มข้นสูงมาก
ขึ้นซึ่งจะส่งผลต่อระบบการทํางานภายในเซลล์สิ่งมีชีวิต  ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของตัว
ถูกละลาย (solute) ชนิดต่าง ๆ กับค่า water activity (aw) ในสารละลายแต่ละชนิดแสดงดังรูปที ่13 

ค่า water activity (aw) ต่ําที่สุดที่เชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิดสามารถเจริญเติบโตได้แสดงดัง
ตารางที่ 4 เชื้อจุลินทรีย์ชอบเกลือและทนเกลือซึ่งสามารถเจริญเติบโตได้ในสภาพที่มีความเข้มข้น
เกลือสูงจะเจริญเติบโตได้ในท่ีมีค่า aw ค่อนข้างต่ําคือระหว่าง 0.75-0.86 เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย์ดังกล่าว
จะมีไซโตพลาสซึมที่เหมาะสมกบัสภาพความเค็มสงู  สําหรับพวก eubacteria จะเจริญเติบโตได้ในทีม่ี
ค่า aw ประมาณ 0.90 โดยจะรักษาแรงดันออสโมติกภายในเซลล์ให้สูงกว่าภายนอกเซลล์ เนื่องจากถ้า
แรงดันออสโมติกภายในเซลล์ต่ํากว่าภายนอกเซลล์ น้ําจะไหลออกนอกเซลล์และขนาดของ                    
ไซโตพลาสซึมจะลดลงโดยในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกไซโตพลาสซึมจะมีลักษณะเหี่ยวย่น  
(plasmolysed) ส่วนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบผนังเซลล์จะดึงส่วนของเซลล์เมมเบรนเข้ามาทําให้เซลล์
เมมเบรนถูกทําลาย [42] ความสามารถของเชื้อจุลินทรีย์ที่เจริญเติบโตในสภาพที่มีค่าของแรงดัน
ออสโมติกที่แตกต่างกัน (osmotic tolerant) เกิดจากการที่เชื้อจุลินทรีย์สามารถปรับแรงดันออสโมติก
ภายในเซลล์ให้สูงกว่าภายนอกเซลล์อยู่เสมอ การสะสม K+ ภายในเซลล์มีบทบาทสําคัญในการรักษา
ระดับแรงดันออสโมติก นอกจากนั้นเซลล์จุลินทรีย์ยังมีการสะสมสารชนิดอื่น ๆ ที่ เรียกว่า 
“osmoregulator” หรือ “compatible solute” ซึ่งทําหน้าที่ปรับสภาพแรงดันออสโมติกภายในเซลล์   
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สารดังกล่าวได้แก่ กรดอะมิโนบางชนิด เช่น glutamate, glutamine, alanine หรือน้ําตาลบางชนิด เช่น 
sucrose, trehalose และ glucosylglycerol เป็นต้น [31] เชื้อแบคทีเรียชอบเกลือและทนเกลือส่วนใหญ่
จะสะสม compatible solute ที่เป็นสารประกอบอินทรีย์ไว้ภายในเซลล์  เนื่องจากสารดังกล่าวจะช่วย
รักษาระดับของแรงดันออสโมติก  เกี่ยวข้องในกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์  และมีผลต่อความ
คงทนและการทํางานของเอนไซม์ภายในเซลล์ สาร compatible solute ที่สําคัญในเชื้อแบคทีเรียชอบ
เกลือได้แก่ betaine และ ectoin [44] 

Kushner and Kamekura [45] ได้รายงานว่าการเพิม่ความเข้มข้นของเกลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ
หรือในสภาพแวดล้อมจะทําให้ปริมาณฟอสโฟลิปิด (phospholipid) ในไซโตพลาสซึมของเชื้อ
แบคทีเรียชอบเกลือเพิ่มขึ้นตามไปด้วย ส่วนเชื้อแบคทีเรียทนเกลือและชอบเกลือความเข้มข้นต่ําจะ
รักษาความเข้มข้นของ Na+ ภายในเซลล์อยู่ในระดับต่ํา ได้มีการศึกษาสภาวะของ Na+ และอิออน    
อื่นๆ ที่อยู่ภายในเซลล์โดยใช้ nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) พบว่า ความเข้มข้น
ของ K+ ภายในเซลล์จะสูงกว่าภายนอกเซลล์ ส่วนความเข้มข้นของ Na+ ภายในเซลล์จะต่ํากว่า
ภายนอกเซลล์  ซึ่งทั้งเชื้อจุลินทรีย์ที่ชอบเกลือและทนเกลือจะมีลักษณะดังกล่าวเหมือนกัน ใน
สิ่งมีชีวิตทั่วๆ ไป Na+ มีบทบาทสําคัญต่อการทํางานของเซลล์ สําหรับเชื้อจุลินทรีย์ทนเกลือหรือชอบ
เกลือความเข้มข้นต่ําต้องการ Na+ เพื่อช่วยกลไกการขนส่งสารเข้าสู่เซลล์  ส่วนเชื้อจุลินทรีย์ชอบเกลือ
ความเข้มข้นสูงต้องการ Na+ เพื่อเป็นสารรักษาสภาพและการทํางานของเอนไซม์ เอนไซม์จาก
เชื้อจุลินทรีย์กลุ่มนี้ต้องการ Na+ เพื่อให้สามารถทํางานได้ดี  นอกจากนี้ Na+ ยังช่วยทําให้ผนังเซลล์
ของเชื้อกลุ่มนี้ซึ่งไม่ใช่ peptidoglycan แต่เป็นโมเลกุลโปรตีนมีความแข็งแรงโดยเพิ่มแรงยึดเกาะ
ระหว่างหน่วยย่อย (subunit) ของโมเลกุลโปรตีน [31] 

รูปที่ 14 แสดงกลไกการถ่ายโอนพลังงาน (energy transduction) เปรียบเทียบระหว่างเชื้อ
แบคทีเรียชอบเกลือกับเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ การขนส่งโปรตอน (H+) เข้าสู่เซลล์ขณะที่ Na+ ผ่าน 
ออกนอกเซลล์ (Na+/H+ antiporters) จะมีบทบาทสําคัญในกลไกการควบคุมและทําให้เกิดความ
สมดุลย์ของอิออน (ion homeostasis) ของเซลล์  การขนส่ง Na+ ผ่านเข้าออกเซลล์โดยอาศัยการผ่าน
เข้าของโปรตอน (Na+ coupled secondary transport) จะพบได้บ่อยในระหว่างการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรียที่ชอบสภาวะที่รุนแรง (extremophilic bacteria) และพวก archaea ในสภาวะที่อุณหภูมิสูง  
ช่วงพีเอชที่เป็นด่าง หรือมีสภาพความเค็มสูง ส่วนการขนส่งโปรตอนที่เกิดจากแรงขับเคลื่อน
โปรตอน (H+ coupled transport) จะพบได้บ่อยในเชื้อแบคทีเรียที่ไม่ชอบสภาวะที่รุนแรง (non-
extremophilic bacteria) และเชื้อแบคทีเรียที่ชอบความเป็นกรด (acidophile)  เชื้อแบคทีเรียชอบเกลือ
จะได้รับ ATP (adenosine triphosphate) ซึ่งเป็นสารที่ใหพ้ลงังานสงูจากระบบการขนส่งโปรตอนแบบ
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ไม่ควบคู่ (H+ noncoupled transport system) ส่วนเชื้อแบคทีเรียทนเกลือจะได้รับ ATP จากระบบการ
ขนส่ง Na+ และโปรตอนแบบควบคู่ (Na+/H+ coupled transport system) [46] 

 

 
รูปที่  13  ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของตัวถูกละลาย (solute) ชนิดต่างๆ กับค่า water    

activity ( aw) ในสารละลายแต่ละชนิด 
ที่มา : Kushner (1978) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

ตารางที่  4  ค่า water activity (aw) ต่ําที่สุดที่เชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิดสามารถเจริญเติบโตได้ 
 

Organisms  Lower limit 

Fungi Rhizopus nigricans                       0.93                                       

 Aspergillus flavus                         0.90 

 A. niger                                         0.84 

Yeast Saccharomyces cerevisiae            0.94 (in NaCl)                      

  0.92 (in glucose) 

 S. rouxii                                                                                                                                                               0.86 (in NaCl)                      

  0.857 (in sucrose)                                                                                

                                                 0.845 (in glucose) 

Bacteria Bacillus subtilus                                                    0.949 

 Escherichia coli                                            0.932 

 Lactobacillus                       0.90 

Halotolerant                      Staphylococcus aureus        0.86-0.88 

Moderate halophiles           Vibrio costicola                                                                      0.86-0.98 (in NaCl) 

 Paracoccus halodenitrificans    0.86-0.98 (in NaCl) 

Extreme halophiles            Halobacteria and Halococci                     0.75-0.88 (in NaCl)                                                          

ที่มา : Kushner (1978) 
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รูปที่  14  แสดงกลไกการถ่ายโอนพลังงาน (energy transduction) เปรียบเทียบระหว่าง           
เชื้อแบคทีเรียชอบเกลือ (A) กับเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ (B) 
ที่มา: Speelmans et al. (1995) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) (B) 
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2.8  งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
Kuninaka et al. [3] พบว่าเชื้อรา Penicillium citrinum Thom 1131 สามารถผลิตเอนไซม์ 

5-PDE เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลีย้งเชื้อ glucose-peptone ทีค่วบคุมพีเอชให้ต่ํากว่า 7.0 เอนไซม์ 5-PDE 
สามารถย่อย RNA ของยีสต์ได้สารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-โมโนฟอสเฟต (nucleotide 5-monophosphate)  
ในปริมาณมาก เอนไซม์นี้ทํางานได้ดีที่สุดที่พีเอชประมาณ 5.0 เอนไซม์ 5-PDE ที่ผลิตจากเชื้อรา 
Penicillium citrinum ถูกเรียกว่า “nuclease P1” เอนไซม์นี้จะทําลายพันธะ  3, 5-phosphodiester ของ
โพลีนิวคลีโอไทด์สายเดี่ยว และพันธะ 3-phosphomonoester ของโมโนนิวคลีโอไทด์และโอลิโกนิวคลีโอไทด์ 
เอนไซม์ nuclease P1 ย่อยกรดนิวคลีอิกสายเดี่ยวได้ แต่ไม่สามารถย่อยกรดนิวคลีอิกเกลียวคู่ได้ 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในสภาพที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด์สูงกว่า 400 มิลลิโมลาร์ ความสามารถในการ
ทํางานของเอนไซม์นี้ขึ้นอยู่กับชนิดของสับสเตรทที่ใช้ เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีในช่วงพีเอช 
ระหว่าง 4.0-8.5 ที่อุณหภูมิประมาณ 70 องศาเซลเซียส [1] 

Kamekura and Onishi [47] พบว่าเชื้อแบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นปานกลาง Micrococcus 
varians ที่แยกจากกากซีอิ๊ว สามารถผลิตเอนไซม์นิวคลีเอสแล้วขับออกมานอกเซลล์เมื่อทําการ
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) หรือเกลือโพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 
ความเข้มข้น 1.0-4.0 โมลาร์ เอนไซม์นิวคลีเอสเมื่อถูกทําให้บริสุทธิ์จะมีกิจกรรมของทั้งเอนไซม์     
ไรโบนิวคลีเอส (RNase) และดีออกซีไรโบนิวคลีเอส (DNase) เอนไซม์จะทํางานได้ดีที่สุดในสภาพที่
มีความเข้มข้นเกลือ NaCl 2.9 โมลาร์ หรือเกลือ KCl  2.1 โมลาร์ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จึง
จัดเป็นเอนไซม์นิวคลีเอสที่ชอบเกลือ (halophilic nuclease) กิจกรรมของเอนไซม์จะสูญเสียไปเมื่อ
นําไปผ่านการไดอะไลซีสในสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีความเข้มข้นเกลือต่ํา  และเมื่อนําเอนไซม์ไปเมื่อ
นําไปผ่านการไดอะไลซีสในสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีความเข้มข้นเกลือ NaCl  3.4 โมลาร์ กิจกรรมของ
เอนไซม์จะกลับคืนมา 77.0 เปอร์เซ็น ของกิจกรรมเอนไซม์เริ่มต้น 
 Noguchi et al. [26] ได้ทําการตรึงรูปเอนไซม์ 5-PDE จากเชื้อรา Penicillium CM 932 และ 
5-AMP deaminase เชื้อรา Aspergillus sp. บน porous ceramics ด้วยพันธะโควาเลนต์และนําไปใช้
ผลิตสารประกอบ 5-ไรโบนิวคลีโอไทด์โมโนฟอสเฟตจาก RNA เมื่อทําการผลิตสารประกอบ       
5-ไรโบนิวคลีโอไทด์โดยใช้คอลัมน์แบบต่อเนื่อง (continuous-column) พบว่า เอนไซม์สามารถ   
ย่อยสลาย RNA ได้ถึง 85 เปอร์เซ็นต์ และการเปลี่ยน 5-AMP ไปเป็น 5-IMP จะสมบูรณ์เมื่อรักษา
สภาวะในการเปลี่ยนสารประกอบเป็นเวลานานกว่า 23 วัน เมื่อใช้สารละลาย RNA ความเข้มข้น                
4.0 เปอร์เซ็นต์เป็นสับสเตรต 
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 Kamekura and Onishi [48] ได้เสนอชื่อเอนไซม์นิวคลีเอสที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย 
Micrococcus varians var. halophilus ว่า “nuclease H” ซึ่งหมายถึงเอนไซม์นิวคลีเอสที่ชอบเกลือ 
(halophilic nuclease) โดยเอนไซม์จะต้องการเกลือเพื่อทําให้การทํางานมีประสิทธิภาพสูงขึ้น 
 Kamekura et al. [49] ได้ทดลองใช้เอนไซม์นิวคลีเอสที่ชอบเกลือ (halophilic nuclease H) 
จากเชื้อแบคทีเรีย Micrococcus varians subsp. halophilus ผลิตสารประกอบนิวคลีโอไทด์จาก RNA 
ที่สกัดจากยีสต์แห้ง (commercial dry yeast) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า
เอนไซม์นิวคลีเอสสามารถผลิตสารประกอบนิวคลีโอไทด์  5-GMP ได้ผลผลิตเท่ากับ 805 มิลลิกรัม
ต่อ RNA 5 กรัม 
 Onishi et al. [50] พบว่าเชื้อแบคทีเรียชอบเกลอืความเข้มข้นปานกลาง Bacillus sp. N23-2 ที่
แยกจากซากไม้ [51] สามารถผลิตเอนไซม์นิวคลีเอสแล้วขับออกมานอกเซลล์เมื่อทําการเพาะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเกลือ NaCl ความเข้มข้น 1.0-2.0 โมลาร์ เอนไซม์นิวคลีเอสเมื่อถูกทําให้บริสุทธิ์จะ
มีกิจกรรมของทั้งเอนไซม์ RNase และ DNase เอนไซม์นี้มีคุณสมบัติเป็นเอนไซม์นิวคลีเอสที่ชอบเกลือ 
(halophilic nuclease) โดยจะทํางานได้ดีที่สุดในสภาพที่มีความเข้มข้นเกลือ NaCl 1.4-3.2 โมลาร์หรือ
เกลือ KCl  2.3-3.2 โมลาร์ เอนไซม์สามารถผลิตสารประกอบนิวคลีโอไทด์ (5-mononucleotide) จาก DNA 
และ RNA โดยจะทํางานได้ดีที่สุดที่พีเอช 8.5 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสกับ DNA และที่อุณหภูมิ  
60 องศาเซลเซียสกับ RNA 
 Yokoi et al. [52] ได้รายงานเกีย่วกบัการใช้เครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลวที่มีสมรรถนะสงู 
(high performance liquid chromatography, HPLC) สําหรับวิเคราะห์สารประกอบนิวคลีโอไทด์และ                  
นิวคลีโอไซด์ในสภาพที่มีความเข้มข้นเกลือสูง พบว่าหลังจากเจือจางให้ความเข้มข้นเกลือ NaCl ต่ํากว่า 
20 มิลลิโมลาร์ และใช้เวลา  20  นาท ีจะสามารถแยกและเก็บเกี่ยวสารประกอบนวิคลีโอไทด์และนิวคลีโอไซด์
ในสารผสมได้ดี 
 Onishi et al. [5] ได้ออกแบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพซึ่งใช้คอลัมน์ที่บรรจุเซลล์ที่จับกันเป็นก้อน 
(flocculated cell) ของเชื้อแบคทีเรียที่ชอบเกลือความเข้มข้นปานกลาง  Micrococcus varians var. 
halophilus และให้เซลล์ที่จับกันเป็นก้อนดูดซับเอนไซม์นิวคลีเอสที่ชอบเกลือ  (halophilic nuclease 
H) สําหรับผลิตสารประกอบ 5- นิวคลีโอไทด์ (5- nucleotide) จาก RNA พบว่าเซลล์ที่จับกันเป็น
ก้อนจะดูดซับเอนไซม์นิวคลีเอสได้ดีและไม่ดูดซับเอนไซม์นิวคลีโอทิเดส (5-nucleotidase) นอกจากนี้
เมื่อทําการกําจัดเกลือออกจากเซลล์ที่จับกันเป็นก้อนโดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์ที่มี  MgSO4.7H2O 2.0  
เปอร์เซ็นต์ จะทําให้กิจกรรมของเอนไซม์นิวคลีโอทิเดสถูกยับยั้งโดยไม่สูญเสียกิจกรรมของเอนไซม์
นิวคลีเอสและถังปฏิกรณ์ชีวภาพนี้จะสามารถผลิตสารประกอบนิวคลีโอไทด ์5-GMP ได ้
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 Olmedo et al. [21] ได้ศึกษาการผลิตสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-IMP และ 5-GMP 
โดยใช้เอนไซม์ย่อยสลาย RNA ด้วยกระบวนการแบบต่อเนื่องในถังปฏิกรณ์แบบตรึง (packed-bed 
reactor)  2 ถัง ถังปฏิกรณ์แต่ละถังจะบรรจุเอนไซม์ 5-PDE และ 5-AD (5-adenylate deaminase) ที่
ถูกตรึงอยู่ใน acrylic resin พบว่าเอนไซม์ทั้งสองชนิดจะมีความเสถียรหลังจากผ่านกระบวนการ
แบบต่อเนื่องในถงัปฏิกรณแ์บบตรงึเป็นเวลา 8 ชั่วโมง เอนไซม์ 5-AD และ 5-PDE อิสระจะมีครึง่ชีวติ 
(half lives) เท่ากับ 193 นาที ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ 240 นาที ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ 
 Hayashi et al. [53] รายงานการผลิตสารประกอบ 5-ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์               
(5-deoxyribonucleotides) จากของเหลวที่ได้สกัดจากอวัยวะเพศของปลาแซลมอน (salmon milt) 
โดยใช้การย่อยสลายด้วยเอนไซม์แบบสองขั้น ตอนเอนไซม์ที่ใช้คือ เอนไซม์แอคติเนส AS (Actinase 
AS) จากเชื้อรา Streptomyces griseus (ของบริษัท Kaken Phamaceutical ประเทศญี่ปุ่น) และเอนไซม์        
นิวคลีเอสจากเชื้อรา Penicillium citrinum (ของบริษัท Amano Phamaceutical ประเทศญี่ปุ่น) พบว่า
สามารถผลิตสารประกอบ 5-ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ได้เท่ากับ 47 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณ DNA 
เริ่มต้นและผลิตสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-กรดดีออกซีอะดีไนลิค (5-deoxyadenylic acid,         
5-dAMP) และ 5-กรดดีออกซีกัวไนลิค (5-deoxyguanylic acid, 5-dGMP) ได้เท่ากับ 17 และ 10  
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ 

Sombutyanuchit et al. [54] ได้ทําการเตรียม 5-GMP-rich yeast extract โดยใช้ยีสต์ที่ได้
จากการผลิตเบียร์ (spent brewer’s yeast) ที่ผ่านการย่อยสลายตัวเอง (autolysis) และใช้เอนไซม์       
5-PDE จากรากของข้าวมอลต์ จากการศึกษาพบว่าระยะเวลาที่เหมาะสมในการย่อยสลายตัวเองของ
ยีสต์คือ 8 ชั่วโมงและเอนไซม์จะทํางานได้ดีในช่วง 8-14 ชั่วโมง การใช้ระยะเวลาในการย่อยสลายตัว
เองและการทํางานของเอนไซม์นานเกินไปจะทําให้ปริมาณ 5-GMP ลดลงจาก 0.7-0.9 เปอร์เซ็นต์ 
เหลือ 0.2-0.4 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 5-GMP ใน yeast extract จะสูงที่สุดเท่ากับ 0.93 เปอร์เซ็นต์ เมื่อใช้
เอนไซม์ 5-PDE เท่ากับ 1.6 หน่วย/มิลลิลิตร 
 Beluhan et al. [55] ศึกษาการทําเอนไซม์ alkaline 5-PDE จาก barley malt sprouts ให้
บริสุทธิ์บางส่วนด้วยการผ่านการให้ความร้อนและตกตะกอนด้วยอะ ซิโตนเพื่อกําจัดเอนไซม์ 
phosphomonoesterase (PME) เอนไซม์ 5-PDE จะมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 40 เท่า มีกิจกรรมจําเพาะ
เท่ากับ 30 หน่วย/มิลลิกรัมโปรตีน และได้ผลได้ประมาณ 32 เปอร์เซ็นต์ เอนไซม์ทํางานได้ดีที่สุด     
ที่พีเอช 8.9 อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส การทํางานของเอนไซม์จะถูกกระตุ้นด้วย Mg2+ ความเข้มข้น 
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10 mM เอนไซม์มีความเสถียรมากกว่า 8 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
จะมีความเสถียรถึง 120 นาที และจะไม่สูญเสียกิจกรรมในการทํางานเป็นเวลานานกว่า 90 วัน 
 Deoda and Singhal [4] ได้ทําการสกัด 5-PDE จากเมล็ดข้าวบาเลย์งอกทีอุ่ณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา  5 วัน และทําให้เอนไซม์ดังกล่าวบริสุทธิ์บางส่วนโดยผ่านกระบวนการอัลตร้าฟิลเตรชั่น 
ตกตะกอนเอนไซม์ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต และผ่านการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที พบว่าเอนไซม์จะมีความเข้มข้นเพิ่มขึ้น 17.83 เท่า เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีที่พีเอช 
5.0 และมีความเสถียรที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เอนไซม์ที่ผ่านการทําให้บริสุทธิ์บางส่วนสามารถ
ย่อยสลาย RNA ได้เป็นสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP และ 5-AMP ซึ่งเป็นสารตั้งต้น 
(precursor) สําหรับผลิต 5-IMP 
 Qing et al. [35] ทําการผลิตเอนไซม์ nuclease p1 (5-PDE) ด้วยกระบวนการหมักจาก   
เชื้อรา Penicillium citrinum เป็นเวลา 49 ชั่วโมง เอนไซม์ที่ผลิตได้จะถูกทําให้บริสุทธิ์ด้วยการ         
ให้ความร้อน (thermal deactivation) อัลตร้าฟิลเตรชั่น ตกตะกอนเอนไซม์ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต
โครมาโตกราฟีด้วย phenyl sepharose โครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ และแบบเจลฟิลเตรชั่น 
พบว่าเอนไซม์มีความบรสิุทธิเ์พิ่มขึ้น 93 เท่า น้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม์ประมาณ 43-45 กิโลดาลตัน 
เอนไซม์ต้องการ Zn2+ สําหรับการทํางาน สภาวะที่เหมาะสมต่อการทํางานเอนไซม์คือที่พีเอช 5.4 
อุณหภูมิ 69 องศาเซลเซียส มีความเสถียรในช่วงพีเอชระหว่าง 5.0-6.5 และที่อุณหภูมิสูงถึง 70     
องศาเซลเซียส ค่า Km และ Vmax ของเอนไซม์บริสุทธิ์เท่ากับ 24.28 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ 0.36 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร/นาที ตามลําดับ 
  



บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

อุปกรณ์ 
1. ขวดเตรยีมสารละลาย ขนาด 250 และ 500 มิลลลิิตร  
2. ขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 และ 500 มิลลิลติร 

3. จานเพาะเลี้ยงเชื้อ 
4. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
5. ที่วางหลอดทดลอง 
6. แท่งแก้วสามเหลี่ยม 
7. บีกเกอร์ ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร 
8. ไมโครปิเปต ขนาด 100 ไมโครลิตร 1 มิลลิลิตร 
9. สไลด์ และกระจกปิดสไลด์  
10. หลอดทดลอง 
11. อุปกรณ์เขี่ยเชื้อ 

  

เครื่องมือ 
1. กล้องจุลทรรศน์  (microscope) 
2. เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (shaking incubator) 
3. เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

(high performance liquid chromatography, HPLC) 
4. เครื่องจ าแนกชนิดจุลินทรีย์อัตโนมัติ VITEX 2 Compact 
5. เครื่องชั่งไฟฟ้า (balance)  
6. เครื่องท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze dryer) 
7. เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้วยแรงดันไอน้ า  (autoclave) 
8. เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge)  
9. เครื่องผสมสารละลาย (vortex mixture) 
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10. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสง (spectrophotometer) 
11. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)  
12. เครื่องให้ความร้อน (hot plate) 
13. ตู้แช่เยือกแข็ง (ultra low temperature freezers)  
14. ตู้บ่มเชื้อ (incubator) 
15. ตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow clean bench) 
16. ถังหมักขนาด 5 ลิตร (fermentor) 
17. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 

 

วัตถุดิบ 
1. น้ าปลาดิบ 
 

สารเคมี 
1. Acetic acid (CH3COOH) 
2. Ammonium oxalate crystal violet 
3. Bovine serum albumin (BSA) 
4. Copper sulfate (CuSO45H2O) 
5. Ethanol 95% 
6. Folin-Ciocalteau 
7. Glycine (C2H5NO2) 
8. Guanosine 5-monophosphate (5-GMP) 
9. Gram’s iodine 
10. Hydrochloric acid (HCl) 
11. Magnesium sulfate (MgSO47H2O) 
12. Ribonucleic acid 
13. Safanin water solution 
14. Sodium acetate (NaC2H3O2) 
15. Sodium carbonate (Na2CO3) 
16. Sodium chloride  (NaCl) 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CCoQFjAA&url=http%3A%2F%2Fcommunity.thaiware.com%2Findex.php%2Ftopic%2F326453-sodium-acetate-aaaeeaoaneoeoc%2F&ei=MehoUvqXCsTyrQemiIHIAg&usg=AFQjCNG1_PiaiLWdsOh7fDpOs4Z2QI1KBw
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17. Sodium citrate (C6H5O7Na3) 
18. Sodium hydroxide (NaOH) 
19. Tris-(hydroxymethly)aminomethane (C4H11NO3) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ DNase test agar-methyl green  
2. อาหารเลี้ยงเชื้อ Sehgal and Gibbons Complex (SGC) 

 

วิธีด าเนินการวิจยั 
3.1  การแยกเชื้อแบคทีเรยีจากน้ าปลาดบิ 
 น าน้ าปลาดิบอายุการหมัก 6 เดือน มาท าการแยกแบคทีเรียด้วยวิธีการท าให้เชื้อกระจาย 
(spread plate) โดยท าการเจือจาง (dilution) น้ าปลาดิบ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในน้ ากลั่นที่ท าการฆ่าเชื้อแล้ว 
ปริมาตร 9 มิลลิลิตร แล้วท าการดูดสารละลายที่เจือจาง 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็ง SGC (Sehgal 
and Gibbons Complex) [56] ทีเ่ติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ให้มีความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ โดย
ใช้แท่งแก้วท่ีท าการฆ่าเชื้อแล้วเกลี่ยเชื้อให้ทั่วจาน บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จะ
ปรากฏโคโลนีเดี่ยวๆ บนผิวหน้าอาหาร น าแบคทีเรียที่แยกได้มาท าการทดลองในขั้นต่อไป  
 

3.2  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส (5-phosphodiesterase, 

5-PDE) บนอาหารแข็ง 
 น าแบคทีเรียที่แยกได้จากน้ าปลาดิบมาจุดลงบนอาหารแข็ง DNase test agar-methyl green 
และเติมเกลือ NaCl ให้มีความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน 
สังเกตการณ์เกิดพื้นที่ส่วนใส (clear zone) ถ้าเกิดพื้นที่ส่วนใสรอบๆ โคโลนีของแบคทีเรียแสดงว่า
แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม์และขับออกมาย่อยสลายกรดดีออกซไีรโบนวิคลีอกิ (deoxyribonucleic 
acid, DNA) ซึ่งเป็นสับเตรตและเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกับเมทิลกรีน (methyl green) ท าให้สี
เขียวหายไป [57] วัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของบริเวณการเกิดพื้นที่ส่วนใสและของโคโลนี คัดเลือก
ไอโซเลทที่อัตราส่วนระหว่างขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของบริเวณการเกิดพื้นที่ส่วนใสและของโคโลนี
สูงไปใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 
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3.3  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม ์5-PDE ในอาหารเหลว 
 ถ่ายแบคทีเรียบริสุทธิ์จากข้อ 3.1 ลงในอาหารเหลว SGC ที่มีเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-3.0 
โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อแขวนลอยปริมาตร 15 
มิลลิลิตร ลงในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเหลว SGC ที่มีเกลือ NaCl ความเข้มข้น    
0-3.0 โมลาร์ ปริมาตร 150 มิลลิลิตร บ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว
รอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 วัน น้ าหมักที่ได้น ามาเหวี่ยงแยกเซลล์ออกและน ามาวิเคราะห์
กิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE [58] 
 

3.4  การจ าแนกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE 
 น าแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.2 และ 3.3 มาจ าแนกหาชนิดของแบคทีเรีย โดยศึกษา
คุณสมบัติต่างๆ ได้แก่ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะทางชีวเคมี และการตรวจสอบทาง                    
พันธุศาสตร์โมเลกุล โดยการหาล าดับเบสของยีน 16S rDNA และเปรียบเทียบกับแบคทีเรียอื่น [59, 
60] 
 3.4.1  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา น าแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหาร SGC ที่มีเกลือ NaCl 
ความเข้มข้นที่เหมาะสมในจานเพาะเลี้ยง น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
น ามาศึกษาการติดสีแบบแกรม รูปร่าง และสีของโคโลนี 
 3.4.2  ศึกษาความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียที่อุณหภูมิต่างๆ โดยเขี่ยเชื้อแบคทีเรีย
อายุ 24 ชั่วโมง ลงในอาหารเหลว SGC ที่เติมเกลือ NaCl ความเข้มข้นที่เหมาะสม น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
30, 37, 40, 45 และ 50  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ตรวจดูการเจริญของแบคทีเรียโดยสังเกตจาก
ความขุ่นของอาหารเทียบกับอาหารเหลว SGC ที่ไม่ได้ใส่เชื้อ 
 3.4.3  ศึกษาความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียที่มีพีเอชต่างๆ โดยท าการเขี่ยเชื้อแบคทีเรีย
อายุ 24 ชั่วโมง ลงในอาหารเหลว SGC ที่เติมเกลือ NaCl ความเข้มข้นที่เหมาะสม และปรับพีเอชให้
เท่ากับ 4.0-8.0 น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ตรวจดูการเจริญของแบคทีเรีย
โดยสังเกตจากความขุ่นของอาหารเทียบกับอาหารเหลว SGC ที่ไม่ได้ใส่เชื้อ 
 3.4.4  ศึกษาความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียที่ความเข้มข้นของเกลือ NaCl ระดับ
ต่างๆ โดยเขี่ยเชื้อแบคทีเรียอายุ 24 ชั่วโมง ลงในอาหารเหลว SGC ที่เติมเกลือ NaCl ระดับความ
เข้มข้นที่ 0-3.0 โมลาร์ น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ตรวจดูการเจริญของ
แบคทีเรียโดยสังเกตจากความขุ่นของอาหารเทียบกับอาหารเหลว SGC ที่ไม่ได้ใส่เชื้อ 
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 3.4.5  ศึกษาลักษณะทางชีวเคมี โดยใช้เครื่องจ าแนกชนิดจุลินทรีย์อัตโนมัติ VITEX 2 Compact 
จะท าการเตรียมเชื้อที่ต้องการทดสอบที่อยู่ในรูปสารแขวนลอย (suspension) และใส่ลงในแผ่นการ์ด 
VITEK หลังจากนั้นจึงน าแผ่นการ์ด VITEK ไปบ่มในตู้บ่ม และเครื่องอ่าน (reader / incubator) ของ
เครื่อง VITEK เครื่องจะอ่านค่าการดูดกลืนแสง (OD) ทุกๆ ชั่วโมง (kinetic reading)ในช่องบรรจุ   
สับเตรทซึ่งเกิดการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาหรือการเจริญเติบโตของเชื้อในแต่ละช่องจากนั้นจะ
รายงานผลภายในเวลา 4-12 ชั่วโมง [61] 
 3.4.6  การตรวจสอบทางพันธุศาสตร์โมเลกุลโดยการหาล าดับเบสของยีน 16S rDNA การตรวจสอบ
ทางพันธุศาสตร์โมเลกุลของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ จะท าการสกัดดีเอ็นเอเพิ่มปริมาณยีน 16S rDNA 
ด้วยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) การหาล าดับเบสของยีน 16S rDNA จะใช้เครื่องหา
ล าดับเบสอัตโนมัติ (automatic DNA sequencer) น าข้อมูลล าดับเบสของยีน 16S rDNA ที่ได้จาก
แบคทีเรียที่คัดเลือกไว้มาหาเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึง (% similarity) จากนั้นท าการเปรียบเทียบความ
เหมือนระหว่างล าดับเบสของแบคทีเรียที่คัดเลือกไว้กับล าดับเบสของแบคทีเรียที่มีอยู่ในฐานข้อมูล 
GeneBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้โปรแกรม BLAST 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 
 

3.5  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 5-PDE  
 3.5.1  การศึกษาความเข้มข้นของเกลือ NaCl ที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์
5-PDE 

ถ่ายเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้อายุประมาณ 1-2 วัน ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ซึ่งบรรจุอาหารเหลว  SGC ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่  37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อแขวนลอยปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงใน 
ฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเหลว SGC ที่มีเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ 
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร น าไปบ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 วัน ท าการเก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์การเจริญโดยวัดค่าการ
ดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ออกจากน้ าหมัก 
เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE 

 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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 3.5.2  ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 5-PDE 
ถ่ายเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้อายุประมาณ 1-2 วัน ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 

ซึ่งบรรจุอาหารเหลว  SGC ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่  37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อแขวนลอยปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงใน 
ฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเหลว SGC ที่มีเกลือ NaCl ที่เหมาะสม ปริมาตร 150 
มิลลิลิตร โดยปรับพีเอชเป็น 4, 5, 6, 7, 8 น าไปบ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่  37 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 วัน ซึ่งท าการเก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์การ
เจริญโดยวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงแยก
เซลล์ออกจากน้ าหมัก เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE 
 3.5.3  ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 5-PDE 

ถ่ายเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้อายุประมาณ 1-2 วัน ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ซึ่งบรรจุอาหารเหลว  SGC ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อแขวนลอยปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงใน 
ฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเหลว SGC ที่มีเกลือ NaCl และปรับพีเอชที่เหมาะสม 
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร น าไปบ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 30, 37, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 วัน ซึ่งท าการเก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์การ
เจริญโดยวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงแยก
เซลล์ออกจากน้ าหมัก เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE 

 

3.6  การศึกษาการเจริญและผลิตเอนไซม์ 5-PDE ในถังหมัก 
 ถ่ายเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้อายุประมาณ 1-2 วัน ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่ง
บรรจุอาหารเหลว SGC ที่เติมเกลือความเข้มข้นที่เหมาะสม ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มในเครื่องเขย่า
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อ
แขวนลอยปริมาตร 30 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก์ขนาด 1,000 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเหลวชนิด
เดียวกันปริมาตร 300 มิลลิลิตร บ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อต่อลงในถังหมักขนาด 5.0 ลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเหลว 
SGC ปริมาตร 3,000 มิลลิลิตร ที่มกีารใช้สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ตามข้อ 3.5  อัตราการ
กวน 600 รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศ 1.0 vvm (ปริมาตรอากาศ/ปริมาตรน้ าหนัก/นาที) ท าการ
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ท าการเก็บตัวอย่างทุก 4 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์การเจริญโดยวัดค่าการ
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ดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ออกจากน้ าหมัก 
เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE 
 

3.7  การศึกษาสมบัติของเอนไซม์ 5-PDE 
 3.7.1  การทดสอบพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ 5-PDE 

ท าการเจือจางเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่ เหมาะสมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ช่วง      
พีเอชระหว่าง 4.0-12.0  จากนั้นวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE บัฟเฟอร์ที่ใช้ช่วงพีเอชระหว่าง 
4.0-5.0 ใช้สารละลาย acetate buffer 0.04 โมลาร์ ช่วงพีเอชระหว่าง 6.0-7.0 ใช้สารละลาย Tris-HCl 
buffer 0.04 โมลาร์ ช่วงพีเอชระหว่าง 10.0-12.0 ใช้สารละลาย glycine-NaOH buffer 0.04 โมลาร์ 
 3.7.2  การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ 5-PDE 

ท าการเจือจางเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์พีเอชที่
เหมาะสม จากนั้นน ามาวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE อุณหภูมิที่ใช้ในการทดสอบอยู่ในช่วง
ระหว่าง 30-80 องศาเซลเซียส บ่มเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ทดลองเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเป็น 30, 40, 50, 60, 
70 และ 80 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
 3.7.3   การทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ 5-PDE ที่พีเอชต่างๆ 

ท าการเจือจางเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่ เหมาะสมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์พีเอช 
ระหว่าง 4.0-12.0 จากนั้นน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วน า
สารละลายเอนไซม์มาปรับพีเอชให้ได้พีเอชเริ่มต้น (พีเอชที่เหมาะสม) โดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์ที่
เหมาะสม ความเข้มข้น 1.0 โมลาร์ จากนั้นวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE ที่เหลือ (residual 
activity) บัฟเฟอร์และพีเอชที่ต้องการศึกษาเช่นเดียวกับท่ีระบุในหัวข้อ 3.7.1 
 3.7.4  การทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ 5-PDE ที่อุณหภูมิต่างๆ 

 ท าการเจือจางเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์พีเอชที่
เหมาะสม น าไปบ่มในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 30-80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แล้วท าให้เย็นลงทันที
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE ที่เหลือ (residual 
activity) 
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 3.7.5   การทดสอบความเข้มข้นของเกลอื NaCl ทีเ่หมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ 5-PDE 
ท าการเจือจางเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์พีเอชที่

เหมาะสม จากนั้นน ามาวิเคราะหห์ากิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE โดยท าการแปรผันความเข้มข้นของ
เกลือ NaCl ในสับสเตรตให้มีปริมาณที่ความเข้มข้นสุดท้ายของเกลือในสารละลายให้เป็น 0, 1.0, 2.0, 
3.0 และ 4.0 โมลาร์ โดยใช้อุณหภูมิที่เหมาะตามข้อ 3.7.2 

 

3.8  การศึกษาการผลติสารประกอบกัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต (guanosine 5-monophosphate, 

5-GMP) 
3.8.1  การเตรียมเอนไซม์ 5-PDE 

น าน้ าหมักที่ได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียตามข้อ 3.6 มาท าการปั่นเหวี่ยงแยก   
เซลล์ออกที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ตกตะตอนส่วนใส (supernatant) ด้วย           
เอทานอล 99.8 เปอร์เซ็นต์ ให้ความเข้มข้นสุดท้ายของเอทานอลในน้ าหมักเท่ากับ 50.0 เปอร์เซ็นต์ 
[57] ทิ้งไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จึงแยกตะกอนเอนไซม์ออกจากน้ าหมักโดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที น าตะตอนที่ได้ไปละลายด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม  
(พีเอชที่ เหมาะสม) ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ น าสารละลายเอนไซม์มาท าแห้งแบบเยือกแข็ง 
(lyophilization) ด้วยเครื่อง lyophilizerโดยน าสารละลายเอนไซม์ปริมาตร 50-100 มิลลิลิตร บรรจุลง
ในขวดแก้วก้นกลมขนาด 250 มิลลิลิตร ท าเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
น าไประเหิดภายใต้สภาวะสุญญากาศ นาน 12-24 ชั่วโมง จะได้เอนไซม์ที่อยู่ในรูปผงแห้งส าหรับใช้
ในการผลิต 5-GMP 
 3.8.2  การผลิต 5-GMP จาก RNA ด้วยกระบวนการทางเอนไซม์ 

การศึกษาการผลิต 5-GMP โดยการย่อยสลาย RNA ด้วยเอนไซม์ 5-PDE จะเตรียม
สารละลาย RNA ความเข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ าหนัก ในบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.04 โมลาร์ ซึ่งมี 
พีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ ในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเอนไซม์               
5-PDE ผงโดยแปรผันความเข้มข้นของเอนไซม์เป็น 0.1 (255 หน่วย) 0.2 (510 หน่วย) 0.3 (765 
หน่วย) 0.4 (1,020 หน่วย) และ 0.5 (1,275 หน่วย) เปอร์เซ็นต์ โดยน้ าหนัก ในแต่ละการทดลอง 
(treatment) จะท าการทดลอง 3 ซ้ า น าไปบ่มบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างาน
ของเอนไซม์ ที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างไฮโดรไลเซท 
(hydrolysate) ที่ได้จากการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ 5-PDE ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร ทุกๆ 1 ชั่วโมง     
ปั่นเหวี่ยงตัวอย่างไฮโดรไลเซท หลังจากนั้นกรองตัวอย่างด้วยกระดาษกรอง  (filter membrane)   
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ขนาดของรูเท่ากับ 0.45 ไมครอน ก่อนท าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์       
5-GMP ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวที่มีสมรรถนะสูง   (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) 

3.8.3  การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP 
ท าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ในตัวอย่างด้วย

เครื่อง HPLC โดยใช้ดีเทคเตอร์ชนิด LDC 4100 และคอลัมน์ Lichrospher 100 NH2 ขนาด 250.4  
เซนติเมตร  บรรจุอนุภาคขนาด 5.0 ไมครอน วัฎภาคเคลื่อนที่ที่ใช้คือ สารละลายผสมของฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ (Na2HPO4-NaH2PO4) ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์  พีเอช 5.0 และเมธานอลในอัตราส่วน 90 ต่อ  
10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรต่อปริมาตร ควบคุมอัตราการไหลเท่ากับ 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ควบคุม
อุณหภูมิคอลัมน์ที่ 30 องศาเซลเซียส  

3.8.4  การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
วิเคราะห์อิทธิพลของการเติมเอนไซม์  5-PDE ที่ความเข้มข้นต่างๆ ต่อการเกิด

สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely 
Randomized Design, CRD) วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิตโิดยใช้วิธกีารวิเคราะหค์วามแปรปรวน (Analysis 
of Variance, ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของปริมาณสารประกอบ       
ไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ที่เกิดขึ้นในแต่ละการทดลอง (treatment) ด้วยวิธี Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT) 
 

3.9  วิธีวิเคราะห์ 
 3.9.1  วิธีวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ 5-PDE 

วิธีที่ใช้ในการหากิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE ดัดแปลงจากวิธีการของ Kamekura 
and Onishi [47] 
 3.9.2  วิธีวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

วิธีที่ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ตามวิธีการของ Lowry et al. [62] 
 3.9.3  วิธีวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP 

ปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP วิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟี
ของเหลวที่มีสมรรถนะสูง  
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3.10  สถานท่ีและระยะเวลาในการท าวิจัย 
 3.10.1  สถานที่ท าการทดลอง 

ห้องปฏิบัติการสาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 
 3.10.2  ระยะเวลาในการท าวิจัย 

เริ่มตั้งแต่เดือน กรกฎาคม 2555 ถึง เดือน พฤศจิกายน 2556 
 
 
 



บทที่ 4 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 

4.1  การแยกเชื้อแบคทีเรยีจากน้้าปลาดบิ 
 การแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างน้้าปลาดิบที่หมักเป็นระยะเวลา 6 เดือน โดยใช้อาหารแข็ง 
Sehgal and Gibbons Complex (SGC) ที่มีความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0-3.0               
โมลาร์ ผลการแยกแบคทีเรียจากน้้าปลาดิบแสดงดังตารางที่ 5 จากผลการทดลอง พบว่า แบคทีเรียที่
สามารถแยกได้จากน้้าปลาดิบมีจ้านวน 14 ไอโซเลท แบคทีเรียที่แยกได้สามารถเจริญได้บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นของเกลือ NaCl แตกต่างกัน โดยแบคทีเรียที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่มีเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0, 1.0, 2.0 และ 3.0 โมลาร์ มีจ้านวนเท่ากับ 2, 4, 5 และ 3 ไอโซเลท 
ตามล้าดับ ผลการคัดแยกแบคทีเรียจากน้้าปลาดิบแสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียที่มีบทบาทใน
กระบวนการหมักน้้าปลาจะมีแบคทีเรียหลายกลุ่มทั้งพวกที่ต้องการและไม่ต้องการเกลือในการเจริญ
ได้แก่ แบคทีเรียชอบเกลือ (halophilic bacteria) และแบคทีเรียทนเกลือ (halotolerant bacteria) ซึ่ง
แบคทีเรียเหล่านี้จะมีความสามารถเจริญได้ในสภาพที่มีความเข้มข้นของเกลือ  NaCl แตกต่างกันไป 
[42]  
 จากผลการทดลองซึ่งสามารถแยกแบคทีเรียจากน้้าปลาดิบที่สามารถเจริญได้ในสภาวะที่มี
เกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ จะสอดคล้องกับการศึกษาของ Ok et al. [63] ซึ่งได้แยก
แบคทีเรียจากน้้าปลาพบว่าเป็นแบคทีเรียชอบเกลือที่สร้างเอนไซม์โปรติเอสมีความสามารถในการ
เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-4.0 โมลาร์ Ikeda [57] ได้คัดแยกแบคทีเรียที่
สามารถสร้างเอนไซม์นิวคลีเอสจากน้้าปลาไทย พบว่าแบคทีเรียที่แยกได้มีทั้งแบคทีเรียชอบเกลือและ
แบคทีเรียทนเกลือที่สามารถเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ และ 
Bovornreungroj [64] ซึ่งสามารถแยกแบคทีเรียชอบเกลือและแบคทีเรียทนเกลือสร้างเอนไซม์            
โปรติเอสและไลเปสที่เจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเกลือ NaCl ความเข้มข้น 2.0-4.0 โมลาร์ จาก
ตัวอย่างน้้าปลาดิบของโรงงานต่างๆ ในประเทศไทย  
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ตารางที่  5  จ้านวนแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างน้้าปลาดิบที่มีอายุการหมัก 6 เดือน 
 

 จ้านวนแบคทีเรียที่แยกได้บนอาหาร SGC  

ที่ความเข้มข้นเกลอื NaCl ระดับตา่งๆ (ไอโซเลท) 

 

รวม (ไอโซเลท) 

0 M  NaCl 1 M  NaCl 2 M  NaCl 3 M  NaCl 

2 4 5 3 14 

 

4.2  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม ์5-PDE บนอาหารแขง็ 
จากการน้าแบคทีเรียบริสุทธิ์ทั้ง 14 ไอโซเลท ที่ได้จากการคัดแยกในเบื้องต้นมาท้าการ

ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE บนอาหาร DNase test agar-methyl green ที่เติม
เกลือ NaCl ให้มีความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 6 จากผลการทดลองพบว่า 
หลังจากบ่มเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน มีแบคทีเรียจ้านวน 10 ไอโซเลท ที่
สามารถผลิตเอนไซม์ 5-PDE ได้ โดยสังเกตได้จากพื้นที่ส่วนใส (clear zone) ที่เกิดขึ้นบนอาหาร 
DNase test agar-methyl green โดยแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 จะให้อัตราส่วนระหว่างเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของบริเวณการเกิดพื้นที่ส่วนใสและของโคโลนีสูงที่สุดบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่เติมเกลือ  
NaCl แสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001  สามารถผลิตเอนไซม์5-PDE ได้สูงที่สุด โดย
แบคทีเรียดังกล่าวจะผลิตเอนไซม์ 5-PDE และขับออกมานอกเซลล์ (extracellular enzyme) เพื่อย่อย
สลายกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก (deoxyribonucleic acid, DNA) ซึ่งเป็นสับเตรตและเกิดเป็น
สารประกอบเชิงซ้อนกับเมทิลกรีน (methyl green) ท้าให้สีเขียวหายไป แล้วเกิดเป็นบริเวณใสขึ้นมา 
[57] (รูปที่ 15) ดังนั้นจึงคัดเลือกแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 ส้าหรับใช้ในการทดลองขั้นต่อไป  
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ตารางที่  6  การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE บนอาหาร                  
                   DNase test agar-methyl green ที่เติมเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์  

 

แบคทีเรีย           

ไอโซเลท 

 

อัตราส่วนระหวา่งเสน้ผ่าศูนย์กลางของบริเวณใส (มม.) และ                        

เส้นผา่ศนูย์กลางโคโลนี (มม.) 

0 M NaCl 1 M NaCl 2 M NaCl 3 M NaCl 

RMUT 001 

RMUT 002 

RMUT 101 

RMUT 102 

RMUT 103 

RMUT 105 

RMUT 201 

RMUT 202 

RMUT 203 

RMUT 204 

RMUT 205 

RMUT 301 

RMUT 303 

RMUT 304 

2.00 

1.50 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

1.20 

1.40 

1.30 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

1.27 

- 

1.29 

1.25 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

1.33 

- 

1.25 
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รูปที่  15  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE ของแบคทเีรียไอโซเลท RMUT 001 
บนอาหาร DNase test agar-methyl green  

 

4.3  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE ในอาหารเหลว 

เมื่อน้าแบคทีเรียที่ได้จากการคัดเลือกในเบื้องต้นมาทั้ง 14 ไอโซเลท มาท้าการเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลวบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา   
3 วัน เพื่อทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE ในอาหารเหลว SGC ที่มีเกลือ NaCl    
ให้มีความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 16 จากผลการทดลองพบว่า แบคทีเรีย
จ้านวน 14 ไอโซเลท สามารถผลิตเอนไซม์ 5-PDE ได้จ้านวน 10 ไอโซเลท เมื่อท้าการเพาะเลี้ยงนาน 
3 วัน โดยแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 สามารถผลิตเอนไซม์ 5-PDE ได้สูงที่สุด (0.83 หน่วยต่อ
มิลลิลิตร) เมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียไอโซเลทอื่น ผลการทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับการทดสอบ
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE บนอาหารแข็งซึ่งแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 จะให้ค่า
อัตราส่วนระหว่างเส้นผ่าศูนย์กลางของบริเวณใสและของโคโลนีสูงที่สุดในสภาวะที่ไม่มีเกลือ NaCl 
เมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียไอโซเลทอื่น ดังนั้นแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 จึงถูกคัดเลือกไว้
ส้าหรับใช้ในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE ต่อไป 
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รูปที่  16  การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDEในอาหารเหลว SGC                
ทีเ่ติมเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์  

 

4.4  การจ้าแนกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE 
 จากการน้าแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซม์ 5-PDE ได้สูง มาจ้าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ                        
ทางชีวเคมี พบว่า แบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก โคโลนีมีสีครีม เซลล์มี
ลักษณะรูปร่างท่อน และมีการจัดเรียงตัวคล้ายโซ่  สามารถเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิ  30-50                        
องศาเซลเซียส พีเอชระหว่าง 4-8 ในสภาวะที่มีเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ (ตารางที่ 7) 
การศึกษาลักษณะทางชีวเคมีโดยใช้เครื่องจ้าแนกชนิดจุลินทรีย์อัตโนมัติ VITEX 2 Compact แสดงผล
ในตารางที่ 8 จากลักษณะต่างๆทางสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 
พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 จะมีลักษณะที่คล้ายกับแบคทีเรีย Bacillus altitudinis [65] ซึ่ง
ผลการจ้าแนกแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 จะสอดคล้องกับการศึกษาของ Suntinanalert [66] และ 
มัทนา และสมศักดิ์ [67] ซึ่งได้แยกแบคทีเรียจากตัวอย่างน้้าปลาไทยพบแบคทีเรียในกลุ่มชอบเกลือ
และทนเกลือจีนัส Bacillus sp. ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์และมีบทบาทในกระบวนการหมักน้้าปลา 
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 การตรวจสอบทางพันธุศาสตร์โมเลกุลของแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 โดยการหา
ล้าดับเบสของยีน 16S rDNA ท้าการสกัดดีเอ็นเอ เพิ่มปริมาณยีน 16S rDNA ด้วยเทคนิค PCR 
(polymerase chain reaction) และหาล้าดับเบสของยีน 16S rDNA ด้วยเครื่องหาล้าดับเบสอัตโนมัติ 
(automatic DNA sequencer) ได้ล้าดับเบสของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 
แสดงดังรูปที่ 17 เมื่อน้าล้าดับเบสของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 มาหา
เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึง (% similarity) โดยใช้โปรแกรม BLASTn ท้าการเปรียบเทียบความเหมือน
ระหว่างล้าดับเบสของแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 กับล้าดับเบสของแบคทีเรียที่มีอยู่ในฐานข้อมูล
ของ GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ได้ผลแสดงในตารางที่ 9 และรูปที่ 18 จากการ
เปรียบเทียบล้าดับเบสของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001กับล้าดับเบสของ
แบคทีเรียที่มีอยู่ในฐานข้อมูลของ GeneBank โดยใช้โปรแกรม BLASTn พบว่า แบคทีเรียไอโซเลท 
RMUT 001 มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรีย Bacillus aerophilus, B. altitudinis และ B. stratosphericus  
ที่ระดับ 99.99 เปอร์เซ็นต์  เมื่อน้าลักษณะทางสณัฐานวิทยาและลักษณะทางชวีเคมี มาพิจารณาร่วมกับ
ผลการเปรียบเทียบล้าดับเบสของยีน16S rDNA พบว่า แบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 มีลักษณะ
ต่างๆ คล้ายกับแบคทีเรีย B. altitudinis มากกว่าแบคทีเรียชนิดอื่น ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าแบคทีเรียไอโซ
เลท RMUT 001 คือแบคทีเรีย B. altitudinis 
 
ตารางที่  7  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเจริญของแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 

 
Characteristics RMUT 001 

Gram stain 

Pigment 

Shape 

Cultural characteristics : 

Growth at : 30, 37, 40, 45, 50๐C 

Growth at pH : 4, 5, 6, 7, 8  

Growth in : 0, 1, 2, 3 M  NaCl 

positive 

cream 

rod 

 

+ 

+ 

+ 

หมายเหตุ :    +  = Positive  reaction    

                      -      = Negative reaction  
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ตารางที่  8  ลักษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 
 

Characteristics Reaction 

Gram reaction 

-xylosidase 

L-lysine arylamidase 

L-aspartate arylamidase 

Leucine arylamidase 

Phenylalanine arylamidase 

L-proline arylamidase 

-galactosidase 

L-pyrrolidonyl arylamidase 

-galactosidase 

Alanine arylamidase 

Tyrosine arylamidase 

-N-acetyl-glucosaminidase 

Ala-Phe-Pro arylamidase 

Cyclodextrine 

D-galactose 

Glycogene 

Myo-inositol 

Methyl--D-glucopyranoside acidification 

Ellman 

+ve 

+ 

- 

(-) 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 
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ตารางที่  8  ลักษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 (ต่อ) 
 

Characteristics Reaction 

Methyl-D-xyloside 

-mannosidase 

Maltotriose 

Glycine arylamidase 

D-mannitol 

D-manonse 

D-melezitose 

N-acetyl-D-glucosamine 

Palatinose 

L-rhamnose 

-glucosidase 

-mannosidase 

Phosphoryl choline 

Pyruvate 

-glucosidase 

D-tagatose 

D-trehalose 

lnulin 

D-glucose 

D-ribose      

- 

+ 

- 

(-) 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 
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ตารางที่  8  ลักษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 (ต่อ) 
 

Characteristics Reaction 

Putrescine assimilation 
Growth in 6.5% NaCl 
Kanamycin resistance 
Oleandomycin resistance 
Esculin hydrolyse 
Tetrazolium red 
Polymixin_B resistance 

- 
+ 
- 
- 
+ 
(-) 
- 

หมายเหต:ุ  +ve = Gram positive bacteria   

     + = Positive  reaction   

   -        = Negative reaction    

   (+) = Weak-positive reaction   

   (-) = Weak-negative reaction  
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AGTCGAGCGG  ACAGAAGGGA  GCTTGCTCCC  GGATGTTAGC  GGCGGACGGG  
TGAGTAACAC  GTGGGTAACC  TGCCTGTAAG  ACTGGGATAA  CTCCGGGAAA  
CCGGAGCTAA  TACCGGATAG  TTCCTTGAAC  CGCATGGTTC  AAGGATGAAA  
GACGGTTTCG  GCTGTCACTT  ACAGATGGAC  CCGCGGCGCA  TTAGCTAGTT  
GGTGAGGTAA  CGGCTCACCA  AGGCGACGAT  GCGTAGCCGA  CCTGAGAGGG  
TGATCGGCCA  CACTGGGACT  GAGACACGGC  CCAGACTCCT  ACGGGAGGCA  
GCAGTAGGGA  ATCTTCCGCA  ATGGACGAAA  GTCTGACGGA  GCAACGCCGC  
GTGAGTGATG  AAGGTTTTCG  GATCGTAAAG  CTCTGTTGTT  AGGGAAGAAC  
AAGTGCAAGA  GTAACTGCTT  GCACCTTGAC  GGTACCTAAC  CAGAAAGCCA  
CGGCTAACTA  CGTGCCAGCA  GCCGCGGTAA  TACGTAGGTG  GCAAGCGTTG  
TCCGGAATTA  TTGGGCGTAA  AGGGCTCGCA  GGCGGTTTCT  TAAGTCTGAT  
GTGAAAGCCC  CCGGCTCAAC  CGGGGAGGGT  CATTGGAAAC  TGGGAAACTT  
GAGTGCAGAA  GAGGAGAGTG  GAATTCCACG  TGTAGCGGTG  AAATGCGTAG  
AGATGTGGAG  GAACACCAGT  GGCGAAGGCG  ACTCTCTGGT  CTGTAACTGA  
CGCTGAGGAG  CGAAAGCGTG  GGGAGCGAAC  AGGATTAGAT  ACCCTGGTAG  
TCCACGCCGT  AAACGATGAG  TGCTAAGTGT  TAGGGGGTTT  CCGCCCCTTA  
GTGCTGCAGC  TAACGCATTA  AGCACTCCGC  CTGGGGAGTA  CGGTCGCAAG  
ACTGAAACTC  AAAGGAATTG  ACGGGGGCCC  GCACAAGCGG  TGGAGCATGT  
GGTTTAATTC  GAAGCAACGC  GAAGAACCTT  ACCAGGTCTT  GACATCCTCT  
GACAACCCTA  GAGATAGGGC  TTTCCCTTCG  GGGACAGAGT  GACAGGTGGT  
GCATGGTTGT  CGTCAGCTCG  TGTCGTGAGA  TGTTGGGTTA  AGTCCCGCAA  
CGAGCGCAAC  CCTTGATCTT  AGTTGCCAGC  ATTCAGTTGG  GCACTCTAAG  
GTGACTGCCG  GTGACAAACC  GGAGGAAGGT  GGGGATGACG  TCAAATCATC  
ATGCCCCTTA  TGACCTGGGC  TACACACGTG  CTACAATGGA  CAGAACAAAG  
GGCTGCGAGA  CCGCAAGGTT  TAGCCAATCC  CACAAATCTG  TTCTCAGTTC  
GGATCCCAGT  CTGCAACTCG  ACTGCGTGAA  GCTGGAATCG  CTAGTAATCG  
CGGATCAGCA  TGCCGCGGTG  AATACGTTCC  CGGGCCTTGT  ACACACCGCC   

   
รูปที่  17  ล้าดับเบส 16S rDNA ของแบคทเีรยีไอโซเลท RMUT 001 
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ตารางที่  9  เปอร์เซน็ต์ความคล้ายคลึง (% similarity) ของล้าดับเบส 16S rDNA ระหว่างแบคทีเรีย                
                  ไอโซเลท RMUT 001กับแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus sp.  
 

Strains %Similarity 

RMUT 001 
1.  Bacillus aerophilus 
2. Bacillus altitudinis 
3. Bacillus stratosphericus 
4. Bacillus pumilus 

99.99 

99.99 

99.99 
93.00 

 
 
 

 
 

รูปที่  18  Phylogenetic tree ของแบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 ที่ได้จากการเปรียบเทียบล้าดับเบส 
ของยีน 16S rDNA        
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4.5  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 5-PDE 
 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย 
Bacillus altitudinis  RMUT 001 ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์5-PDE ได้ดี 
โดยท้าการทดสอบความเข้มข้นของเกลือ NaCl ที่ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ พีเอช 4-8 และอุณหภูมิ 
30-50 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว SCG บ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิด้วยความเร็ว 
250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 วัน เก็บตัวอย่างทุกๆ 24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์การเจริญโดยวัดค่าการ
ดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร และวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE 

จากผลการทดลองพบว่า แบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 สามารถเจริญได้ทั้งใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีเกลือและที่มีเกลือความเข้มข้น 1.0-3.0 โมลาร์ โดยแบคทีเรียจะเจริญได้ดีที่สุด
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีเกลือ NaCl และการเจริญจะลดลงเมื่อความเข้มข้นของเกลือ NaCl สูงขึ้น    
ดังผลการทดลองในรูปที่ 19 A จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย  Bacillus altitudinis  
RMUT 001 เป็นแบคทีเรียที่อยู่ในกลุ่มของแบคทีเรียทนเกลือ (halotolerant bacteria) ซึ่งเป็นแบคทีเรีย
ที่ไม่ต้องการเกลือ NaCl ส้าหรับการเจริญ แต่สามารถทนต่อเกลือ  NaCl และเจริญได้ในสภาวะที่มี
เกลือ NaCl ความเข้มข้นตั้งแต่ 2.5 โมลาร์ [42, 68] จากผลการทดลองจะสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Ikeda [57] ซึ่งได้คัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไรโบนิวคลีเอสจากน้้าปลา
ไทย พบว่าแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ดังกล่าวได้สูงจะสามารถเจริญได้ในสภาวะที่มีเกลือ NaCl ความ
เข้มข้น 0-4.0 โมลาร์ และเป็นแบคทีเรียที่อยู่ในกลุ่มของแบคทีเรียทนเกลือ 

การศึกษาความเข้มข้นของเกลือ NaCl ต่อการผลิตเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus 
altitudinis  RMUT 001 พบว่าแบคทีเรียสามารถที่จะผลติเอนไซม์ 5-PDE ได้ทั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ม ี
NaCl และไม่มีเกลือ NaCl โดยแบคทีเรียจะผลิตเอนไซม์ 5-PDE ได้สูงที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มี
เกลือ NaCl ส่วนในอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มีเกลือ NaCl แบคทีเรียจะผลิตเอนไซม์ได้ต่้า ดังผลการ
ทดลองในรูปที่ 19 B จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของเกลือ NaCl มีผลต่อการเจริญ
และการผลิตเอนไซม์ 5-PDE โดยแบคทีเรียจะเจริญและผลิตเอนไซม์ 5-PDE ได้ดีที่สุดในสภาวะที่
ไม่มีเกลือ NaCl ดังนั้นในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 
จะต้องเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีเกลือ NaCl จึงจะสามารถผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุด 
 การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย 
Bacillus altitudinis  RMUT 001 พบว่า แบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 สามารถเจริญได้
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีเกลือ NaCl ที่มีพีเอชระหว่าง 4.0-8.0 โดยจะมีการเจริญดีที่สุดที่พีเอช 7.0    
ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 20 A ส้าหรับผลของพีเอชต่อการผลิตเอนไซม์ 5-PDE จะสอดคล้องกับ
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ผลของพีเอชต่อการเจริญ ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 20 B กล่าวคือแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  
RMUT 001 สามารถผลิตเอนไซม์ได้ในช่วงพีเอชระหว่าง 4.0-8.0 โดยจะมีการผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุด
ที่พีเอช 7.0 และที่ระดับพีเอชสูงหรือต่้ากว่า 7.0 จะผลิตเอนไซม์ได้น้อย เนื่องจากเป็นระดับพีเอชที่ไม่
เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 แบคทีเรียจึงผลิตเอนไซม์ได้
น้อยกว่าที่ระดับพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญ 

การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย 
Bacillus altitudinis  RMUT 001 พบว่า พบว่า แบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 สามารถ
เจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีเกลือ NaCl พีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิในช่วง 37-50 องศาเซลเซียส โดยจะ
มีการเจริญดีที่สุดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และการเจริญจะลดลงที่อุณหภูมิสูงหรือต่้ากว่า 37 
องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 21 A ส้าหรับผลของอุณหภูมิต่อการผลิตเอนไซม์ 5-PDE 
พบว่า อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สดุต่อการผลิตเอนไซม์คือ 37 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 
21 B จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ท่ีอุณหภูมิต่้าหรือสูงกว่า 37 องศาเซลเซียส การผลิตเอนไซม์
จะได้น้อย เนื่องจากแบคทีเรียจะมีการเจริญต่า้กว่าที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นอกจากนั้นที่อุณหภูมิ
สูงเกินไป (40-50 องศาเซลเซียส) เอนไซม์ที่ผลิตเอนไซม์ได้อาจเกิดการเสียสภาพ ส่งผลให้เอนไซม์ที่
ผลิตได้มีปริมาณต่้า 
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(A) 

 (B) 
 

รูปที่  19  ผลของความเข้มขน้ของเกลือ NaCl ต่อการเจรญิ (A) และการผลติเอนไซม ์5-PDE (B) ของ  
แบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001  
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(A) 

(B) 
 

รูปที่  20  ผลของพีเอชต่อการเจรญิ (A) และการผลติเอนไซม์ 5-PDE (B) ของแบคทีเรีย  
Bacillus altitudinis  RMUT 001  
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(A) 

(B) 
 

รูปที่  21  ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญ (A) และการผลติเอนไซม์ 5-PDE (B) ของแบคทีเรีย  
Bacillus altitudinis  RMUT 001  



79 
 

4.6  การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 5-PDE  ในถังหมกั 
 การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  
RMUT 001 โดยท้าการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว SCG ในสภาวะที่ไม่มีเกลือ NaCl บ่มในถังหมัก
ขนาด 5.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 อัตราการกวน 600 รอบต่อนาที อัตรา
การให้อากาศ 1.0 vvm (ปริมาตรอากาศ/ปริมาตรน้้าหนัก/นาที) ท้าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
ท้าการเก็บตัวอย่างทุก 4 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์การเจริญและกิจกรรมของเอนไซม์  5-PDE 

จากการทดลองพบว่า แบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 มีการเจริญเพิ่มขึ้นอย่าง
รวดเร็วเมื่อท้าการเพาะเลี้ยงนาน 18 ชั่วโมง จากนั้นการเจริญจะค่อยๆ เพิ่มขึ้นและสูงสุดเมื่อการ
เพาะเลี้ยงเข้าสู่ชั่วโมงที่ 40 ชั่วโมง จากนั้นจะค่อยๆลดต่้าลงจนสิ้นสุดการเพาะเลี้ยง กิจกรรมของ
เอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001  มีจะเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วเมื่อท้าการ
เพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง จากนั้นจะค่อยๆ เพิ่มสูงขึ้นและสูงสุดเมื่อการเพาะเลี้ยงเข้าสู่ชั่วโมงที่ 40 
ชั่วโมง จากนั้นกิจกรรมของเอนไซม์จะค่อยๆลดต่้าลงจนสิ้นสุดการเพาะเลี้ยง กิจกรรมของเอนไซม์         
5-PDE เมื่อท้าการเพาะเลี้ยงนาน 40 ชั่วโมง เท่ากับ 1.18 หน่วยต่อมิลลิลิตร ผลการทดลองแสดงดัง
รูปที่ 22   
 จากการทดลองพบว่า แบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 มีรูปแบบการเจริญควบคู่
ไปกับการผลิตในลกัษณะที่เป็น growth link associate  product formation โดยในขณะที่มีการเจริญจะ
มีการผลิตเอนไซม์ออกมาด้วย และจะมีการผลิตเอนไซม์ได้สูงสุดเมื่อการเจริญอยู่ในระยะคงที่หรืออยู่
ในระยะ stationary phase [69] การเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 ในระดับถัง
หมักมีการเจริญอย่างรวดเร็วและสามารถผลิตเอนไซม์ 5-PDE ได้สูงที่สุดและใช้ระยะเวลาในการ
ผลิตเอนไซม์ที่สั้น เมื่อน้ามาเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงในระดับฟลาสก์ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า การ
เพาะเลี้ยงในระดับถังหมักสามารถที่จะควบคุมปัจจัยต่างๆ ให้เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต
เอนไซม์ได้ดีและคงที่ตลอดการเพาะเลี้ยงสิ้นสุดลงดีกว่าในระดับฟลาสก์ 
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รูปที่  22  การเจริญและการผลิตเอนไซม์ 5-PDE ของแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001  
ในถังหมักขนาด 5.0 ลิตร 

 

4.7  การศึกษาสมบัติของเอนไซม์ 5-PDE 
 ศึกษาสมบัติของเอนไซม์ 5-PDE ที่ผลิตมาจากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 
ในถังหมักขนาด 5.0 ลิตร โดยน้าเอนไซม์ทีผ่ลิตได้มาทดสอบสมบัติของเอนไซม์ ดังนี้ 
 4.7.1  การทดสอบพีเอชที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ 5-PDE 

การทดสอบพีเอชที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ 5-PDE โดยท้าการทดสอบ
ช่วงพีเอชระหว่าง 4.0-12.0 ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 23 A จากการทดลองพบว่า เอนไซม์ 5-PDE 
สามารถท้างานได้ดีที่สุดที่พีเอช 6.0 เอนไซม์จะสามารถท้างานได้ดีในช่วงที่ค่อนข้างกว้าง โดยท้างาน
ได้มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ของกิจกรรมสูงสุดในในช่วงพีเอชระหว่าง 5.0-9.0 และจะพบว่าการท้างาน
ของเอนไซม์จะลดลงในช่วงที่พีเอชมีความเป็นกรดและด่างสูง ๆ  
 4.7.2  การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ 5-PDE 

การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ 5-PDE โดยท้าการ
ทดสอบในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 30-80 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 6.0 ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 23 B 
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จากการทดลองพบว่า เอนไซม์ 5-PDE สามารถท้างานได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เอนไซม์
จะสามารถท้างานได้ดีในชว่งที่ค่อนข้างกว้าง โดยท้างานได้มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ของกิจกรรมสูงสดุ
ในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 40-60 องศาเซลเซียส และจะพบว่าการท้างานของเอนไซม์จะลดลงในช่วงที่
อุณหภูมิสูงกว่า 70 องศาเซลเซียส  

4.7.3  การทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ 5-PDE ที่พีเอชต่างๆ 
การทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ 5-PDE โดยท้าการทดสอบช่วงพีเอชระหว่าง 

4.0-12.0 ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 24 A จากการทดลองพบว่า เอนไซม ์   
5-PDE มีความเสถียรได้สูงที่สุดที่พีเอช 4.0 โดยเอนไซม์ 5-PDE จะมีความเสถียรได้มากกว่า            
80 เปอร์เซ็นต์ของกจิกรรมสงูสุดในช่วงพีเอชระหว่าง 4.0-9.0 และจะพบว่าการท้างานของเอนไซม์จะ
มีความเสถียรลดต่้าลงในช่วงที่พีเอชมีความเป็นด่างสูง ๆ  

4.7.4  การทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ 5-PDE ทีอุ่ณหภูมิต่างๆ 
การทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ 5-PDE โดยท้าการทดสอบในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 

30-80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 24 B จากการทดลองพบว่า เอนไซม ์        
5-PDE มีความเสถียรสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม์ 5-PDE จะมีความเสถียรได้
มากกว่า 70 เปอร์เซ็นตข์องกิจกรรมสงูสุด ในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 40-50 องศาเซลเซียส และจะพบว่า
การท้างานของเอนไซม์จะมีความเสถียรลดลงในช่วงที่อุณหภูมิสูงขึ้น  
 4.7.5  การทดสอบความเข้มข้นของเกลือ NaCl ทีเ่หมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ 5-PDE 

การทดสอบความเข้มข้นของเกลือ NaCl ที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์    
5-PDE โดยท้าการทดสอบในสภาพเกลือ NaCl ระดับความเข้มข้น 0-4.0 โมลาร์ ผลการทดลองแสดง
ดังรูปที่ 25 จากการทดลองพบว่า เอนไซม์ 5-PDE สามารถท้างานได้ดีที่สุดที่ความเข้มข้นของเกลือ 
NaCl 1.0 โมลาร์ โดยเอนไซม์ 5-PDE จะสามารถท้างานได้มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ของกิจกรรมสูงสุด                
ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของเกลือ NaCl ระหว่าง 0-1.0 โมลาร์ จากการทดลองนี้แสดงในเห็นว่าการ
ท้างานของเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรียทนเกลือ Bacillus altitudinis  RMUT 001 จะต้องการเกลือ
เพื่อให้การท้างานมีประสทิธิภาพสูงขึ้นหรือมีคุณสมบัติเป็นเอนไซม์ที่ชอบเกลือ (halopholic enzyme) 
[70] 
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เอนไซม์ 5-PDE จากเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Bacillus altitudinis  RMUT 001 สามารถ
ท้างานได้ดีที่พีเอช 6.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีความเสถียรในช่วงพีเอชระหว่าง 4.0-9.0 และมี
ความเสถียรในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 40-50 องศาเซลเซียส เอนไซม์ 5-PDE มีสมบัติเป็นเอนไซม์ที่
ชอบเกลือ (halophilic enzyme) โดยสามารถท้างานได้ดีในสภาพที่มีความเข้มข้นของเกลือ NaCl 
เท่ากับ 1.0 โมลาร์ สมบัติดังกล่าวของเอนไซม์คล้ายกับเอนไซม์นิวคลีเอส H (nuclease H) จากเชื้อ
แบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นปานกลาง Micrococcus varians var. halophilus ซึ่งเป็นเอนไซม์       
นิวคลีเอสที่ชอบเกลือ (halophilic nuclease) ที่สามารถท้างานได้ดีในสภาพที่มีความเข้มข้นของเกลือ 
NaCl หรือ KCl ความเข้มข้น 1.0-4.0 โมลาร์  และสามารถเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลาย RNA และ DNA 
ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP [47, 48] และเอนไซม์นิวคลีเอสที่ชอบ
เกลือจากเชื้อแบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นปานกลาง Bacillus sp. N 23-2 ที่สามารถท้างานได้ดีใน
สภาพที่มีความเข้มข้นของเกลือ NaCl  1.4-3.2 โมลาร์ หรือเกลือ KCl  2.3-3.2 โมลาร์  และสามารถ
ผลิตสารประกอบ 5-โมโนนิวคลีโอไทด์จาก RNA และ DNA ได ้[5, 71] 
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(A) 

(B) 
 

รูปที่  23  ผลของพเีอช (A) และอุณหภูมิ (B) ที่เหมาะสมตอ่การท้างานของเอนไซม์ 5-PDE จาก 
  แบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 
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(A) 

(B) 
 
รูปที่  24  ความเสถยีรเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 ที่พีเอช (A)  

และอณุหภูมิ (B) ต่างๆ 
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รูปที่  25  ผลของความเข้มข้นของเกลือ NaCl ที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ 5-PDE  

จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 
 

4.8  การศึกษาการผลติสารประกอบกัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต (guanosine 5-monophosphate, 

5-GMP) 
การศึกษาการผลิตสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP โดยการย่อยสลาย RNA ด้วย

เอนไซม์ 5-PDE ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ท้าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 
5-GMP ที่เกิดขึ้นด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวที่มีสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) ผลการทดลองแสดงดังรูปที่  26 จากการทดลองพบว่า ความเข้มข้นของ
เอนไซม์ 5-PDE มีผลต่อปริมาณ 5-GMP ที่เกิดขึ้นจากการย่อยสลาย RNA โดยจากการใช้เอนไซม์
ความเข้มข้นสูง (0.3, 0.4 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์) จะท้าให้เกิดปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 
5-GMP สูงกว่าจากการใช้เอนไซม์ความเข้มข้นต่้า (0.1 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์) ปริมาณสารประกอบ            
ไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ที่เกิดขึ้นจะเพิ่มสูงขึ้น เมื่อระยะเวลาในการย่อยสลายนานขึ้น ในช่วง
ระยะเวลาการย่อยสลาย 0-3 ชั่วโมง ปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP จะเกิดขึ้นอย่าง
รวดเร็ว การใช้เอนไซม์ความเข้มข้นสูง (0.3, 0.4 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์) ปริมาณสารประกอบไรโบ             
นิวคลีโอไทด์ 5-GMP จะเกิดขึ้นสูงที่สุดเมื่อท้าการย่อยสลาย RNA ด้วยเอนไซม์ 5-PDE เป็นเวลา    



86 
 

3 ชั่วโมง ส่วนการใช้เอนไซม์ความเข้มข้นต่า้ (0.1 และ 0.2 เปอร์เซ็นต)์ จะต้องใช้ระยะเวลาในการยอ่ย
สลายนานกว่าเพื่อให้เกิดปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP สูงที่สุด โดยจะใช้เวลาใน
การย่อยสลายถึง 8 ชั่วโมง การใช้เอนไซม์ 5-PDE ความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
จะได้ผลผลิตสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP เท่ากับ 0.53, 0.54, 0.82, 0.83 และ 0.81             
กรัม/กรัม RNA ตามล้าดับ  

การวเิคราะห์อิทธิพลของการใช้เอนไซม์ 5-PDE ในการย่อยสลาย RNA ต่อการเกิดสารประกอบ
ไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP โดยใช้แผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomize Design, CRD) 
แบ่งการทดลองเป็น 5 การทดลอง (treatment) การทดลองละ 3 ซ้้า คือ  การทดลองที่ 1  เติมเอนไซม์ 0.1 
เปอร์เซ็นต์  การทดลองที่ 2  เติมเอนไซม์ 0.2 เปอร์เซ็นต์  การทดลองที่ 3 เติมเอนไซม์ 0.3 เปอร์เซ็นต์ 
การทดลองที่ 4 เติมเอนไซม์ 0.4 เปอร์เซ็นต์ และการทดลองที่ 5 เติมเอนไซม์ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ผลการ
ทดลองแสดงดังตารางที่ 10 จากผลการทดลองพบว่าปริมาณสารประกอบไรโบนวิคลีโอไทด์ 5-GMP 
ที่เกิดข้ึนจากการย่อยสลาย RNA ของการทดลองที่เตมิเอนไซม์ 0.1 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ไม่แตกต่างกนั
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P0.05) แต่จะแตกต่างจากการทดลองที่เติมเอนไซม์ 0.3, 0.4 และ 0.5 
เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P0.05) โดยที่ปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์         
5-GMP ที่เกิดขึ้นจากการทดลองที่เติมเอนไซม์ 0.3, 0.4 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P0.05) การเติมเอนไซม์ 5-PDE ที่ระดับความเข้มข้นสูงขึ้นจะท้าให้เกิดปริมาณ
สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP สูงขึ้นตามไปด้วย โดยปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 
5-GMP ในการทดลองที่เติมเอนไซม์ 0.4 เปอร์เซ็นต์   จะมีค่าสูงที่สุด แต่การเติมเอนไซม์ที่ความ
เข้มข้น 0.3, 0.4 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ จะท้าให้เกิดปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP  
ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P0.01) ดังนั้นความเข้มข้นที่เหมาะสมของเอนไซม์         
5-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 ส้าหรับย่อยสลาย RNA เพื่อผลิตสารประกอบ
ไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP คือการใช้เอนไซม์ความเข้มข้น  0.3 เปอร์เซ็นต์ 

จากการทดลองผลิตสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ด้วยการใช้เอนไซม์ 5-PDE 
จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 ย่อยสลาย RNA พบว่า การใช้เอนไซม์ความเข้มข้น 
0.3, 0.4 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ย่อยสลาย RNA เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จะท้าให้เกิดปริมาณสารประกอบ            
ไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ไม่แตกต่างกัน ดังนั้น สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารประกอบ            
ไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP จาก RNA คือ การใช้เอนไซม์ 5-PDE ความเข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ และ
ใช้ระยะเวลาในการย่อยสลาย 3 ชั่วโมง 
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รูปที่  26  ปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ที่เกิดข้ึนระหว่างการย่อยสลาย RNA ด้วย  
               เอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  RMUT 001 

 
ตารางที่  10  ปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ที่เกิดข้ึนระหว่างการย่อยสลาย RNA  

ด้วยเอนไซม์ 5-PDE ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  
 

ความเข้มข้นของเอนไซม์  
(%) 

ผลผลิต 5-GMP1/  
(g/g) 

0.1% 
0.2% 
0.3% 
0.4% 
0.5% 

0.53b 
0.54b 
0.82a 
0.83a 
0.81a 

หมายเหตุ  1/ = ตัวอักษรที่แตกต่างกนัเหนอืตัวเลขในแนวตั้ง แสดงว่ามีความแตกตา่งกนัอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติทีร่ะดับความเชื่อมัน่ร้อยละ 95 (P0.05) 



บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 

5.1  สรุปผลการวิจัย 
การแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างน้้าปลาดิบที่หมักเป็นระยะเวลา 6 เดือน โดยใช้อาหารแข็ง 

Sehgal and Gibbons Complex (SGC) ที่มีความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0-3.0               
โมลาร์ สามารถแยกแบคทีเรียได้จ้านวน 14 ไอโซเลท จากการคัดเลือกแบคทีเรีย 14 ไอโซเลทเพื่อ
ศึกษาความสามารถในการผลติเอนไซม์ 5-PDE บนอาหารแข็ง DNase test agar-methyl green และใน
อาหารเหลว SGC ที่เติมเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์ พบว่า แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ 5-PDE 
ได้สูงที่สุดคือ แบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 เมื่อน้าแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ไปจัดจ้าแนกโดยศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และตรวจสอบลกัษณะทางพันธุกรรมโดยเปรยีบเทียบล้าดับเบสของ
ยีน 16S rDNA กับแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น พบว่า แบคทีเรียไอโซเลท RMUT 001 คือ Bacillus 
altitudinis แบคทีเรียดังกล่าวสามารถเจริญเติบโตได้ทั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีและไม่มีเกลือ NaCl โดย
แบคทีเรียจะเจริญเติบโตได้ดีที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีเกลือ ดังนั้นแบคทีเรีย Bacillus altitudinis 
จึงจัดอยู่ในกลุ่มของแบคทีเรียทนเกลือ (halotolerant bacteria)  

แบคทีเรียทนเกลือ Bacillus altitudinis RMUT 001 สามารถเจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์
ได้ดีที่สุดที่พีเอช 7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลว SGC ที่ไม่มีเกลือ NaCl เมื่อท้าการ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว SGC ในถังหมักขนาด 5.0 ลิตร พบว่า แบคทีเรียดังกล่าวมีการผลิต
เอนไซม์ควบคู่ไปกับการเจริญ มีการผลิตเอนไซม์สูงสุดเมื่อการเจริญเติบโตอยู่ในระยะคงที่หรืออยู่ใน
ระยะ stationary phase และผลิตเอนไซม์ได้สูงสุดเท่ากับ 1.18 หน่วย/มิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 
40 ชั่วโมง  

เอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรียทนเกลือ Bacillus altitudinis RMUT 001 สามารถท้างานได้
ดีที่พีเอช 6.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีความเสถียรในช่วงพีเอชระหว่าง 4.0-9.0 ที่อุณหภูมิ             
4 องศาเซลเซียส นาน  24  ชั่วโมง และมีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 40-50 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที เอนไซม์ 5-PDE มีสมบัติเป็นเอนไซม์ที่ชอบเกลือ (halophilic enzyme)โดยสามารถท้างานได้
ดีท่ีสุดในสภาพที่มีความเข้มข้นเกลือ NaCl 1.0 โมลาร์ 
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การผลิตสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ กัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต (guanosine                     
5-monophosphate, 5-GMP) จากกรดไรโบนิวคลีอิก (ribonucleic acid, RNA) โดยใช้เอนไซม์               
5-PDE พบว่า ความเข้มข้นของเอนไซม์ที่เหมาะสมส้าหรับผลิตสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์             
5-GMP เท่ากับ 0.3 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนัก ท้าการย่อยเป็นเวลา 3 ชั่วโมง จะสามารถผลิต
สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ไดผ้ลผลิตเท่ากับ 0.82 กรัม/กรัม RNA 
 

5.2  ข้อเสนอแนะ 
5.2.1  ควรมีการศึกษาเกี่ยวกับการใช้สารละลายเอนไซม์ (crude enzyme solution) ที่เป็นสาร  

ละลายส่วนใส (cell-free supernatant) ซึ่งได้จากการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Bacillus altitudinis  
RMUT 001 ส้าหรับผลิตสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP    

5.2.2  ควรมีการศึกษาการผลิตสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ด้วยกระบวนการ
หมักจากเชื้อแบคทีเรียทนเกลอื Bacillus altitudinis  RMUT 001 โดยตรง โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มี RNA เป็นส่วนประกอบ 

5.2.3 ควรมีการศึกษาเกี่ยวกับกระบวนการแยก การท้าให้บริสุทธิ์ และการท้าแห้งสารประกอบ   
ไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ที่ได้จากการย่อยสลาย RNA ด้วยเอนไซม์ 5-PDE  
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1.  Sehgal and Gibbons Complex (SGC) medium 
  Casamino acids   7.5  กรัม 
  Yeast extract   10.0  กรัม 
  KCl    2.0  กรัม 
  Sodium citrate   3.0  กรัม 
  MgSO4.7H2O   20.0  กรัม 
  FeCl2.7H2O   0.01  กรัม 
  Agar    18.0  กรัม 
  น ้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช 7.0 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์หรือ
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที 
2.  Bacto DNase test medium 
  Bacto tryptose   20.0  กรัม 
  Deoxyribonucleic acid  2.0  กรัม 
  Sodium chloride   5.0  กรัม 
  Bacto agar   15.0  กรัม 
  Methyl green   0.05  กรัม 
  น ้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 

นึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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สารเคมีและวิธีการที่ใช้ในการทดสอบเชื้อ 
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1.  สีที่ใช้ย้อมแกรม 
1.1  Ammonium oxalate crystal violet 

Crystal violet   2.0  กรัม 
Ethanol 95%   20.0  กรัม 
ละลายส่วนผสมทั้งสองให้เข้ากัน แล้วเติม ammonium oxalate aqueous solution 

เข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ ลงไป 80 มิลลิลิตร 
1.2  Gram’s iodine 

Crystal’s iodine   1.0  กรัม 
Potassium iodine   2.0  กรัม 
น้้ากลั่น    300  กรัม 
ละลายส่วนผสมให้เข้ากัน แล้วเก็บไว้ในขวดสีน้้าตาล เพื่อป้องกันแสง ถ้าเก็บไว้นาน

จนสารละลายเป็นสีเหลืองไม่ควรน้าไปทดสอบ 
1.3  Ethanol 95% 

เมื่อต้องการน้าไปใช้ให้เจือจางลงด้วยน้้ากลั่น 
 1.4  Safranin water solution 

สารละลาย safranin   10 มิลลิลิตร 
(2.5% ของ safranin ละลายใน ethanol 95%) 
น้้ากลั่น    100  มิลลิลิตร 
ผสมสารละลาย safranin กับน้้ากลั่นให้เข้ากัน จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรองก่อน

น้ามาใช้ 
2.  วิธีย้อมแกรม 

ท้าการ smear เชื้อแบคทีเรียที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง ลงบนสไลด์ที่สะอาด ทิ้งไว้ให้แห้งที่
อุณหภูมิห้อง จากนั้นน้าสไลด์มาลนไฟให้เปลวไฟผ่านใต้สไลด์ตรงรอย smear อย่างรวดเร็ว 2-3 ครั้ง 
หยดสี crystal violet ให้ท่วมบริเวณ smear เป็นเวลา 1 นาที เทสีล้างด้วยน้้าเล็กน้อย หยด gram’s 
iodine ให้ท่วม smear ทิ้งไว้นาน 1 นาที เทไอโอดีนทิ้ง ล้างด้วยน้้าแล้วจึงหยดด้วย 95% ethanol 
ประมาณ 15-20 วินาที แล้วล้างด้วยน้้าทันที ซับด้วยกระดาษซับ แล้วจึงหยดสี safranin water solution 
ลงบริเวณ smear นาน 1 นาที เทสีทิ้ง ซับด้วยกระดาษซับให้แห้ง แล้วจึงน้าไปส่องตรวจดูลักษณะ
รูปร่าง การติดสี แกรม และการเรียงตัวของเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
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1.  สารละลาย Acetate buffer   
Solution A : 0.04 M acetic acid (CH3COOH เข้มข้น ปริมาตร 2.30 มิลลิลิตร ในน ้ากลั่น 

แล้วปรับปริมาตรเป็น 1.0 ลิตร) 
Solution B : 0.04 M sodium acetate (CH3COONa.3H2O 5.44 กรัม ในน ้ากลั่น แล้วปรับ 

ปริมาตรเป็น 1.0 ลิตร) 
เตรียมโดยผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ตามค่าพีเอชที่ต้องการ 

2.  สารละลาย Tris-acetate buffer 
Solution A : 0.04 M acetic acid (CH3COOH เข้มข้น ปริมาตร 2.30 มิลลิลิตร ในน ้ากลั่น 

แล้วปรับปริมาตรเป็น 1.0 ลิตร) 
Solution B : 0.04 M Tris-(hydroxymethyl)aminomethane (C4H11NO3 4.84 กรัม ในน ้ากลั่น 

แล้วปรับปริมาตรเป็น 1.0 ลิตร) 
เตรียมโดยผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ตามค่าพีเอชที่ต้องการ 

3.  สารละลาย Tris-HCl buffer 
Solution A : 0.04 M hydrochloric acid (HCl ปริมาตร 3.45 มิลลิลิตร ในน ้ากลั่น แล้วปรับ

ปริมาตรเป็น 1.0 ลิตร) 
Solution B : 0.04 M Tris-(hydroxymethyl)aminomethane (C4H11NO3 4.84 กรัม ในน ้ากลั่น 

แล้วปรับปริมาตรเป็น 1.0 ลิตร) 
เตรียมโดยผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ตามค่าพีเอชที่ต้องการ 

4. สารละลาย Glycine-NaOH buffer 
Solution A : 0.04 M glycine (NH2CH2COOH 3.00 กรัม ในน ้ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น 

1.0 ลิตร) 
Solution B : 0.04 M sodium hydroxide (NaOH 1.60 กรัม ในน ้ากลั่น แล้วปรับปริมาตร

เป็น 1.0 ลิตร) 
เตรียมโดยผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ตามค่าพีเอชที่ต้องการ 
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1.  การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส  
1.1  สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

1.1.1  สารละลายกรดไรโบนวิคลอีิก (RNA solution) ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เตรียมโดย
ละลายกรดไรโบนิวคลีอิก (ribonucleic acid) 0.1 กรัม เกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 11 กรัม และ
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO47H2O) 0.25 กรัม ในสารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 0.04 โม
ลาร์ ที่ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7 

1.1.2  เอทานอล ความเข้มข้น 99.8 เปอร์เซ็นต์ 
1.2  วิธีวิเคราะห์ 

1.2.1  ดูดสารละลายกรดไรโบนวิคลีอกิ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง น าไป
บ่มท่ีอ่างควบคุมอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

1.2.2  ดูดสารละลายเอนไซม์ความเข้มข้นที่เหมาะสม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เขย่าให้เข้า
กัน น าไปบ่มที่อ่างควบคุมอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง 

1.2.3  หยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วยเอทานอลความเข้มข้น 99.8 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 6 มิลลิลิตร 
เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อ่างน้ าแข็ง (ice-bath) นาน 20 นาที 

1.2.4  น าไปปั่นเหวี่ยงแยกตะตอนออกที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 20 นาที 

1.2.5  น าส่วนใสที่ได้ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปผสมกับน้ ากลั่น 4 มิลลิลิตร แล้วน าไปวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

1.2.6  ชุดควบคุม (control) จะบ่มเฉพาะสารละลายกรดไรโบนิวคลีอิก ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ที่อ่างควบคุมอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง จากนั้นจึงดูดสารละลาย
เอนไซม์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วตามด้วยเอทานอลความเข้มข้น 99.8 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 6 
มิลลิลิตร ลงไป เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ทันที ตั้งทิ้งไว้ที่อ่างน้ าแข็ง นาน 20 นาที จากนั้นจึงด าเนิน
วิธีการตามข้อ 1.2.4-1.2.5 
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1.3  วิธีการค านวณ 
ก าหนดให้ 1 หน่วยของกิจกรรมเอนไซม์เท่ากับปริมาณของเอนไซม์ที่ท าให้ค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร เพิ่มขึ้น 1 เท่า ภายใต้สภาวะที่ใช้วิเคราะห์ 
 
กิจกรรมของเอนไซม์ 5-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส  =   A  -  B  ×  อัตราการเจือจาง 

                            (หน่วยต่อมิลลิลิตร)                B 
 

หมายเหตุ  ค่า A คือ ค่าดูดกลืนแสงของตัวอย่าง 
    ค่า B คือ ค่าการดูดกลนืแสงของชุดควบคุม (control)  

2.  การวิเคราะห์โปรตีน  
2.1  สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

2.1.1  สารละลาย A : ละลายคอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO45H2O) 0.5 กรัม และโซเดียมซิเตรท 
(C6H5O7Na3) 1 กรัม ในน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากันแล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

2.1.2  สารละลาย B : ละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 20 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(NaOH) 4 กรัม ในน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากันแล้วปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

2.1.3  สารละลาย C : ผสมสารละลาย B ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กับสารละลาย A ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร (เตรียมแล้วใช้ทันที) 

2.1.4  สารละลาย D : ผสมสารละลาย Folin-Ciocalteau  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับน้ ากลัน่
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (เตรียมแล้วใช้ทันที) 

2.1.5  สารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) ความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

2.2  การเตรียม standard protein curve 
2.2.1  น าสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin แต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร ท าปฏิกิริยากับสารละลาย C  ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นตั้งทิ้งไว้ประมาณ 
5-10 นาที 

2.2.2  เติมสารละลาย D ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นตั้งทิ้งไว้ประมาณ 
20-30 นาที 

2.2.3  น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร ชุดควบคุมให้ใช้น ากลั่น 



107 
 

2.2.4  เขียนกราฟ standard protein curve ระหว่างค่าดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร กับ
ค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin 

2.3  เตรียมสารละลายตัวอย่างให้มีความเข้มข้นโปรตีนไม่เกิน 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
2.3.1  ด าเนินการทดลองเช่นเดียวกับการเตรียม standard protein curve 
2.3.2  น าค่าการดูดกลืนแสงที่  750  นาโนเมตร ไปเทียบหาปริมาณโปรตีนจากกราฟ 

standard protein curve  
2.4  การค านวณ 
 

ความเข้มข้นโปรตีน (มิลลิกรัม/ลิตร)  
                            = (ค่าการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร)  (อัตราการเจือจาง) 
                                                             (ความชันของกราฟมาตรฐาน) 
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ตารางที่  11  การเตรียมสารละลายมาตรฐานโปรตีนที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 
ความเข้มข้นโปรตีน                                  น ้ากลั่น                               สารละลายมาตรฐานโปรตีน 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)            (ไมโครลิตร)                                     (ไมโครลิตร) 

0                                    500                                       0 
25                                   437.5                                 62.5     
50                                    375                                     125 
75                                    312.5                                  187.5 
100                                    250                                    250 
150                                    125                                     375 
200                                    0                                      500  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  27  กราฟมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) 
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3.  การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี HPLC 
3.1  อุปกรณ์ 

3.1.1  เครื่องควบคุมระบบ (system controller) Shimadzu LC-3A 
3.1.2  คอลัมน์ Lichrospher 100 NH2 (E. Merck) ขนาด 25×0.4 เซนติเมตร 
3.1.3  LDC 4100 spectrophotometer monitor 
3.1.4  Shimadzu LC-3A High Performance Liquid Chromatography 
3.1.5  Shimadzu GR 1A integrator 

3.2  สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
3.2.1  สารละลายมาตรฐานกัวโนซีน 5-โมโนฟอสเฟต (guanosine 5-monophosphate; 

5-GMP) เตรียมให้มีความเข้มข้น 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้ ากลั่น กรองด้วย
กระดาษกรอง (membrane filter) ขนาดรู 0.45 ไมครอน 

3.2.2  วัฏภาคเคลือ่นที่ เตรียมโดยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Na2HPO4-NaH2PO4) ความเข้มข้น 
0.2 โมลาร์ พีเอช 5 และเมธานอล (methanol) อัตราส่วน 90 ต่อ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) 
กรองด้วยกระดาษกรองขนาดรู 0.45 ไมครอน ท าการไล่อากาศออกด้วยเครื่องอัลตราโซนิกเป็นเวลา 
15 นาที 

3.3  วิธีวิเคราะห์ 
3.3.1 ตั้งค่าตัวแปรตา่งๆ  ของเครือ่งควบคุมระบบ (system controller) Shimadzu LC 3A อัตราการไหล 

(flow rate) 1 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ oven 30 องศาเซลเซียส 
3.3.2  ตั้งค่าความยาวคลื่นของ LDC 4100 spectrophotometer monitor ให้เท่ากับ 254 

นาโนเมตร 
3.3.3  ฉีดสารละลายมาตรฐานปรมิาตร 10 ไมโครลิตร ตัวอย่างจะเคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์

ด้วยแรงดันสูงจากปั๊ม เมื่อสารตัวอย่างเคลื่อนที่ออกจากคอลัมน์จะเกิดการดูดกลืนคลื่นแสงของสารที่
เคลื่อนที่ออกจากคอลัมน์และส่งสัญญาณไปที่เครื่องรวบรวมสัญญาณ ( integretor) แสดงผลออกมา
เป็นโครมาโทแกรม ซึ่งแสดงเวลาที่ตัวอย่างสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ถูกหน่วงอยู่ใน
คอลัมน์ (retention time) และพื้นที่ใต้กราฟโครมาโทแกรมของสารประกอบนวิคลีโอไทด์ 5-GMP โดย
เวลาที่ถูกหน่วงในคอลัมน์ของสารชนิดเดียวกันจะเท่ากัน ดังนั้นจึงใช้เวลาที่ถูกหน่วงในคอลัมน์เป็น
ตัวบ่งบอกสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ในตัวอย่างเปรียบเทียบกับเวลาของสารประกอบ        
นิวคลีโอไทด์มาตรฐาน น าพื้นที่ใต้โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานที่ท าการฉีดที่ความเข้มข้น
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ต่างๆ มาเขียนกราฟมาตรฐานเพื่อใช้หาความเข้มข้นของสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ใน
ตัวอย่าง 

3.3.4  ฉีดสารตัวอย่างที่ได้เจือจางให้เหมาะสมที่ให้พื้นที่ใต้กราฟอยู่ในช่วงของกราฟ
มาตรฐาน เปรียบเทียบระยะเวลาที่ถูกหน่วง (retention time) เพื่อหาชนิดสารประกอบนิวคลีโอไทด์
กับเวลาที่ถูกหน่วงของสารประกอบนิวคลีโอไทด์มาตรฐาน และน าพื้นที่ใต้โครมาโทแกรมที่ได้มาท า
การค านวณความเข้มข้นของสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ในตัวอย่าง 

3.4  วิธีการค านวณ 
ความเข้มข้น 5-GMP (มก./มล.) =   (พื้นที่ใต้โครมาโทแกรม)  ×  (การเจือจาง) 

        (ความชันของกราฟมาตรฐาน) 
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(A)                                                                  (B) 

 

รูปที่  28  โครมาโทแกรมของสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP มาตรฐาน (A) และสารประกอบ 
  ไรโบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ที่ได้จากการย่อยสลาย RNA ด้วยเอนไซม์ 5-PDE (B)  
  (โดย Retention time 4.46 (A) และ 4.50 (B) คือ 5-GMP) 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

รูปที่  29  กราฟมาตรฐานสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP 

4.
5

 

3.
67

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก จ 

ผลการทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



113 
 

ตารางที่  12  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรียที่แยกจากน้้าปลา 
บนอาหารแข็งท่ีเติมเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์  
 

NaCl 

(M) 

Isolate no. Clear zone (A) 

(mm) 

Colony size (B) 

(mm) 

A/B ratio 

(mm/mm) 

0 

 

1 

 

 

 

2 

 

 

 

 

3 

RMUT 001 

RMUT 002 

RMUT 101 

RMUT 102 

RMUT 103 

RMUT 105 

RMUT 201 

RMUT 202 

RMUT 203 

RMUT 204 

RMUT 205 

RMUT 301 

RMUT 303 

RMUT 304 

10.00 

15.00 

18.00 

14.00 

13.00 

- 

19.00 

- 

18.00 

10.00 

- 

12.00 

- 

10.00 

5.00 

10.00 

15.00 

10.00 

10.00 

- 

15.00 

- 

14.00 

8.00 

- 

9.00 

- 

8.00 

2.00 

1.50 

1.20 

1.40 

1.30 

- 

1.27 

- 

1.29 

1.25 

- 

1.33 

- 

1.25 
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ตารางที่  13  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 5-PDE ของแบคทีเรียในอาหารเหลว  

SGC ที่เติมเกลือ NaCl ความเข้มข้น 0-3.0 โมลาร์  

 

Bacterial isolates กิจกรรมเอนไซม์ 5-PDE  

(หน่วย/มิลลิลิตร) 

RMUT 001 

RMUT 002 

RMUT 101 

RMUT 102 

RMUT 103 

RMUT 201 

RMUT 203 

RMUT 204 

RMUT 301 

RMUT 304 

0.83 

0.67 

0.33 

0.54 

0.40 

0.21 

0.29 

0.32 

0.14 

0.08 
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ตารางที่  14  ผลของความเข้มข้นเกลือ NaCl ต่อการเจริญของแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  

RMUT 001 

 

เวลา (วนั) การเจริญของเซลล์ (OD660 nm) 

0 M NaCl 1 M NaCl 2 M NaCl 3 M NaCl 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

0.00 

3.20 

4.22 

5.36 

7.44 

7.17 

7.02 

6.01 

5.13 

4.50 

4.31 

0.00 

1.64 

1.68 

2.27 

3.42 

3.48 

4.77 

3.33 

3.17 

2.98 

2.82 

0.00 

2.54 

3.10 

4.05 

3.07 

2.33 

1.76 

1.28 

1.32 

1.44 

1.32 

0.00 

0.39 

0.38 

0.40 

0.42 

0.27 

0.25 

0.97 

0.87 

0.44 

0.70 
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ตารางที่  15  ผลของความเข้มข้นเกลือ  NaCl  ต่อการผลิตเอนไซม์ 5-PDE ของแบคทีเรีย  

Bacillus altitudinis RMUT 001 

 

เวลา (วนั) กิจกรรมของเอนไซม ์5-PDE (หน่วย/มิลลิลิตร) 

0 M NaCl 1 M NaCl 2 M NaCl 3 M NaCl 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

0.00 

0.28 

0.57 

0.82 

0.67 

0.37 

0.30 

0.22 

0.19 

0.15 

0.12 

0.00 

0.12 

0.40 

0.68 

0.54 

0.33 

0.24 

0.19 

0.11 

0.08 

0.08 

0.00 

0.09 

0.35 

0.32 

0.29 

0.21 

0.09 

0.06 

0.06 

0.04 

0.04 

0.00 

0.03 

0.08 

0.14 

0.07 

0.06 

0.04 

0.04 

0.04 

0.03 

0.02 
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ตารางที่  16  ผลของพีเอชต่อการเจริญของแบคทีเรีย Bacillus altitudinis RMUT 001 

 

เวลา  

(วัน) 

การเจริญของเซลล์ (OD660 nm) 

pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

0.00 

0.95 

0.99 

1.28 

1.17 

1.24 

1.10 

1.19 

0.76 

0.83 

0.78 

0.00 

1.91 

3.10 

2.94 

2.56 

2.13 

1.94 

1.72 

1.42 

1.31 

1.31 

0.00 

2.49 

3.86 

3.58 

3.10 

2.75 

2.64 

2.23 

1.89 

1.43 

1.47 

0.00 

3.49 

5.34 

8.45 

7.31 

6.84 

6.48 

5.88 

5.41 

5.41 

4.85 

0.00 

1.11 

3.50 

4.97 

4.58 

3.90 

3.78 

3.55 

2.90 

2.61 

1.81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



118 
 

ตารางที่  17  ผลของพีเอชต่อการผลิตเอนไซม์ 5-PDE ของแบคทีเรีย Bacillus altitudinis RMUT 001 
 

เวลา  

(วัน) 

กิจกรรมของเอนไซม ์5-PDE (หน่วย/มิลลิลิตร) 

pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

0.00 

0.13 

0.13 

0.19 

0.18 

0.20 

0.16 

0.14 

0.10 

0.08 

0.06 

0.00 

0.41 

0.49 

0.43 

0.41 

0.39 

0.30 

0.28 

0.13 

0.09 

0.10 

0.00 

0.49 

0.44 

0.40 

0.35 

0.32 

0.27 

0.25 

0.17 

0.13 

0.14 

0.00 

0.45 

0.58 

0.79 

0.69 

0.53 

0.50 

0.41 

0.36 

0.34 

0.28 

0.00 

0.20 

0.32 

0.55 

0.47 

0.45 

0.38 

0.34 

0.33 

0.30 

0.26 
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ตารางที่  18  ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญของแบคทีเรีย Bacillus altitudinis RMUT 001 

 

เวลา  

(วัน) 

การเจริญของเซลล์ (OD660 nm) 

30 oC 37 oC 40 oC 45 oC 50 oC 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

0.00 

0.53 

0.70 

0.86 

1.48 

1.92 

2.37 

2.60 

2.12 

1.92 

1.62 

0.00 

3.34 

4.70 

8.31 

7.84 

6.88 

6.48 

5.60 

5.41 

5.37 

4.85 

0.00 

1.49 

3.51 

4.55 

4.90 

4.87 

4.24 

3.93 

3.36 

3.11 

3.02 

0.00 

0.36 

0.51 

0.65 

0.89 

1.30 

1.84 

1.64 

1.43 

1.28 

1.20 

0.00 

0.34 

0.49 

0.54 

0.66 

0.89 

1.03 

1.09 

1.05 

1.08 

1.02 
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ตารางที่  19  ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตเอนไซม์ 5-PDE ของแบคทีเรีย Bacillus altitudinis  
RMUT 001 
 

เวลา  

(วัน) 

กิจกรรมของเอนไซม ์5-PDE (หน่วย/มิลลิลิตร) 

30 oC 37 oC 40 oC 45 oC 50 oC 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

0.00 

0.07 

0.14 

0.15 

0.16 

0.20 

0.17 

0.15 

0.13 

0.12 

0.12 

0.00 

0.36 

0.54 

0.83 

0.74 

0.70 

0.59 

0.63 

0.58 

0.54 

0.51 

0.00 

0.33 

0.39 

0.50 

0.38 

0.38 

0.28 

0.20 

0.18 

0.15 

0.15 

0.00 

0.11 

0.19 

0.22 

0.28 

0.25 

0.20 

0.12 

0.09 

0.05 

0.05 

0.00 

0.03 

0.06 

0.10 

0.15 

0.12 

0.10 

0.06 

0.05 

0.08 

0.04 
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ตารางที่  20  การเจริญและการผลิตเอนไซม์ 5-PDE ของแบคทีเรีย Bacillus altitudinis RMUT 001  
ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 

เวลา (ชัว่โมง) การเจริญของเซลล ์

(OD660 nm) 

กิจกรรมของเอนไซม ์5-PDE 

(หน่วย/มิลลิลิตร) 

0 

4 

8 

12 

16 

20 

24 

28 

32 

36 

40 

44 

48 

52 

56 

60 

64 

68 

72 

1.79 

3.19 

3.55 

3.73 

4.02 

4.47 

5.34 

5.66 

6.21 

6.31 

6.68 

6.58 

6.56 

6.50 

6.48 

6.43 

6.16 

6.03 

5.91 

0.22 

0.24 

0.24 

0.30 

0.27 

0.30 

0.77 

0.84 

0.89 

0.96 

1.18 

1.13 

1.08 

0.97 

0.94 

0.89 

0.90 

0.87 

0.83 
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ตารางที่  21  ผลของพีเอชต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis RMUT 001 
 

พีเอช กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซน็ต์) 

4.0 

5.0 

6.0 

7.0 

8.0 

9.0 

10.0 

11.0 

12.0 

35.34 

77.59 

100.00 

71.55 

73.28 

70.69 

67.24 

53.44 

37.93 

 

ตารางที่  22  ผลของอุณหภูมิต่อกจิกรรมของเอนไซม ์5-PDE จากแบคทีเรยี Bacillus altitudinis RMUT 001 
 

อุณหภูมิ (oC) กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซน็ต์) 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

77.11 

100.00 

81.93 

80.72 

69.88 

30.12 
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ตารางที่  23  ความเสถียรของเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis RMUT 001  
ที่พีเอชต่างๆ 

 

พีเอช กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซน็ต์) 

4.0 

5.0 

6.0 

7.0 

8.0 

9.0 

10.0 

11.0 

12.0 

100.00 

96.59 

94.09 

97.73 

94.32 

82.95 

78.41 

72.95 

65.82 

 

ตารางที่  24  ความเสถียรของเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis RMUT 001  
ทีอุ่ณหภูมิต่างๆ 

 

อุณหภูมิ (oC) กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซน็ต์) 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

60.91 

79.09 

100.00 

51.82 

43.64 

43.64 
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ตารางที่  25  ผลของความเข้มข้นเกลือ NaCl ต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 5-PDE จากแบคทีเรีย  

Bacillus altitudinis RMUT 001 

 

ความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ (โมลาร์) กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซน็ต์) 

0 

1 

2 

3 

4 

89.57 

100.00 

65.00 

24.00 

20.71 
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ตารางที่  26  ปริมาณสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ที่ได้จากการย่อยสลาย RNA ด้วยเอนไซม์ 
5-PDE ความเข้มข้นต่างๆ 
 

เวลา 

(ชั่วโมง) 

ปริมาณของ 5-GMP (mg/L) 

ความเข้มข้นของเอนไซม ์

0.1% 0.2% 0.3% 0.4% 0.5% 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

0.11 

0.20 

0.26 

0.32 

0.41 

0.47 

0.50 

0.53 

0.49 

0.46 

0.21 

0.28 

0.34 

0.39 

0.46 

0.49 

0.49 

0.54 

0.50 

0.50 

0.37 

0.47 

0.82 

0.80 

0.78 

0.75 

0.71 

0.74 

0.73 

0.73 

0.43 

0.51 

0.84 

0.77 

0.74 

0.71 

0.68 

0.71 

0.71 

0.70 

0.49 

0.56 

0.81 

0.70 

0.67 

0.73 

0.65 

0.68 

0.69 

0.68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ฉ 
การวิเคราะห์ทางสถิติ 
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ตารางที่  27  การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างปริมาณสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-GMP ที่ได้จาก 

  การย่อยสลาย RNA ด้วยเอนไซม์ 5-PDE โดยใช้วิธี Analysis of Variance (ANOVA) 
  และใช้ F-test ทดสอบความมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

Source df Sum of Square Mean Square F 

Treatment 

Error 

4 

10 

0.299 

0.021 

0.075 

0.002 

36.173* 

Total 14 0.320   

หมายเหตุ  * = แตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมัน่ร้อยละ 95 (P0.05) 
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