
46 สมาคมสถาบันอุดมศึกษาเอกชนแห่งประเทศไทย
ในพระราชูปถัมภ์ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี  

Production of Food Flavour Enhancing Guanosine 5'-Monophosphate 

by Enzymatic Process

การผลิตวัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหารกัวโนซีน 5'-โมโนฟอสเฟตด้วยกระบวนการ

ทางเอนไซม์

อนันต์ บุญปาน1                      

อภินันท์  วัลภา2

คณะการจัดการธุรกิจอาหาร สถาบันการจัดการปัญญาภิวัฒน์1                                                 

คณะวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี2     

E-mail: ananboo@pim.ac.th1                                                                                                    

E-mail: w_apinun@hotmail.com2

บทคัดย่อ

 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาการผลิตวัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหารกัวโนซีน 5'-โมโนฟอสเฟตด้วยเอนไซม์    

5'-ฟอสโฟไดเอสเทอเรสจากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis AN150 ซึ่งแยกมาจากน�้าปลาดิบ โดยท�าการ

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท�างานของเอนไซม์และประยุกต์ใช้เอนไซม์ส�าหรับผลิตสารประกอบกัวโนซีน                

5'-โมโนฟอสเฟต จากการศึกษาพบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการท�างานของเอนไซม์คือ พีเอช 7.00 อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส เอนไซม์มีความเสถียรในช่วงพีเอชระหว่าง 6.00-9.00 และช่วงอุณหภูมิระหว่าง 40-50 องศา

เซลเซียสเอนไซม์มีสมบัติเป็นเอนไซม์ท่ีชอบเกลือ โดยสามารถท�างานได้ดีที่สุดในสภาพที่มีความเข้มข้นเกลือ

โซเดยีมคลอไรด์ 2.00 โมลาร์ การผลติสารประกอบกวัโนซนี 5'-โมโนฟอสเฟตจากกรดไรโบนวิคลอีกิโดยใช้เอนไซม์ 

5'-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส พบว่า ความเข้มข้นของเอนไซม์ทีเ่หมาะสมเท่ากบัร้อยละ 0.30 โดยน�า้หนกั ท�าการย่อย

เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จะสามารถผลิตสารประกอบกัวโนซีน 5'-โมโนฟอสเฟตได้ผลผลิตเท่ากับ 0.90 กรัมต่อกรัม

กรดไรโบนิวคลีอิก 

ค�าส�าคัญ: วตัถุปรงุแต่งรสชาตใินอาหาร สารประกอบกัวโนซนี 5'-โมโนฟอสเฟต เอนไซม์ 5'-ฟอสโฟไดเอส

เทอเรส

ABSTRACT

 This research was aimed to study the production of food flavour enhancing guanosine 

5'- monophosphate (5'-GMP) in food by 5'-phosphodiesterase (5'-PDE) which was produced 

by Bacillus altitudinis AN150 isolated from raw fish sauce. Optimization of the conditions for 

maximum 5'-PDE activity and application of enzyme in 5'-GMP production were examined. 

The results found that optimum pH and temperature for the activity of 5'-PDE were 7.00 and 40 oC, 

respectively. The enzyme was stable in the pH range between 6.00-9.00, and at temperature 

บทความวิจัย
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between 40-50 oC. This 5'-PDE had marked halophilic enzyme property, showing maximal  

activity in the presence of 2.00 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 

0.30% by weight. The 4-hour hydrolysis reaction gave the highest 5'-GMP yield of 0.90 g/g RNA

KEYWORDS: Food Flavour Enhancer, Guanosine 5'-Monophosphate, 5'-Phosphodiesterase

บทน�า

 สารประกอบ 5'-นวิคลโีอไทด์ (5'-Nucleotides) 

เป็นวตัถุปรงุแต่งรสชาตใินอาหาร (Flavor Enhancer) 

ทีจ่ะท�าให้ผลติภณัฑ์อาหารรสชาตดิขีึน้เรยีกว่ารสชาติ 

“อมูาม”ิ (Umami Taste) ซึง่ถูกจดัให้เป็นรสชาติท่ี 5 

ที่แตกต่างจากรสชาติพื้นฐาน 4 รสชาติ คือ รสหวาน 

รสเค็ม รสเปรี้ยว และรสขม (Bachmanov, 2010) 

สารประกอบนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวคือกัวโนซีน 5'- 
โมโนฟอสเฟต (Guanosine 5'-Monophosphate: 

5'-GMP) และ อิโนซีน 5'-โมโนฟอสเฟต (Inosine 

5'-Monophosphate: 5'-IMP) (Wifall, Faes, 

Taylor-Burds, Mitzelfelt, & Delay, 2007) การใช้

สารประกอบ 5'-นิวคลีโอไทด์ในการปรุงแต่งรสชาติ

ในอาหารไม่ท�าให้เกิดผลข้างเคียงกับผู้บริโภคเหมือน

การใช้ผงชรูส (Monosodium Glutamate: MSG) ซ่ึง

การบริโภคผงชูรสในปริมาณท่ีมากเกินไป อาจท�าให ้

ผู้บริโภคบางรายเกิดความผิดปกติ เช่น มีอาการชา

และร้อนวูบวาบที่ปาก ลิ้น ต้นคอ ใบหน้า หน้าอก 

มผีืน่แดงตามตัว แน่นหน้าอก หายใจไม่สะดวก และ

อาจส่งผลต่อสมองในส่วนท่ีควบคุมการเจริญเติบโต

และระบบประสาทตา (แก้ว กังสดาลอ�าไพ, 2531; 

Husarova & Ostatnikova, 2013) การผลิต 5'-  
นิวคลีโอไทด์สามารถท�าได้โดยการย่อยสลายกรด 

นิวคลีอิกให้กลายเป็นสารประกอบ 5'-นิวคลีโอไทด์

ด้วยเอนไซม์ โดยสามารถใช้เอนไซม์ชนิดต่างๆ ที่มี

แหล่งจากจลุนิทรย์ีและพชื เช่น ดอีอกซไิรโบนวิคลีเอส 

(Deoxyribonuclease: DNase) และไรโบนวิคลเีอส  

(Ribonuclease: RNase) ซึ่งจะย่อยสลายกรด 

นวิคลอีกิได้เป็นสารประกอบ นวิคลโีอไทด์ชนดิกัวโนซีน

โมโนฟอสเฟต (Guanosine Monophosphate: 

GMP) อะดีโนซีนโมโนฟอสเฟต (Adenosine  

Monophosphate: AMP) ไซทิดีนโมโนฟอสเฟต 

(Cytidine Monophosphate: CMP) ยูริดีนโมโน

ฟอสเฟต (Uridine Monophosphate: UMP) และ

ไทมีนโมโนฟอสเฟต (Thymine Monophosphate: 

TMP) ทั้งชนิด 2' 3' และ 5' (Gundampati &  

Debnath, 2009; Guo-Qing, Shi, Yu, Zhen-Xing, 

& Jian-Shu, 2006) ส่วนเอนไซม์ทีส่ามารถย่อยสลาย

กรดนิวคลีอิกให้ได้เฉพาะ สารประกอบนิวคลีโอไทด์

ชนิด 5'-นิวคลีโอไทด์ คือเอนไซม์ 5'-ฟอสโฟไดเอส

เทอเรส (5'-Phosphodiesterase: 5'-PDE) ซ่ึงจะ

ย่อยสลายกรดไรโบนิวคลีอิก (Ribonucleic Acid: 

RNA) ได้สารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์ 5'-โมโน

ฟอสเฟต (Ribonucleotide 5'-Monophosphate) 

เนื่องจากสารประกอบนิวคลีโอไทด์ชนิด 5'- คือ 

5'-GMP และ 5'-IMP เท่านั้นท่ีจะท�าให้เกิดรสชาติ 

อมูามใินผลิตภัณฑ์อาหาร ดังนัน้เอนไซม์ 5'-PDE จงึมี

ความน่าสนใจในการน�าไปใช้ผลติวตัถปุรงุแต่งรสชาติ

ในอาหาร (Deoda & Singhal, 2003; Hechang, 

Guangqi, Wen, Hailong, Yi, Yongdoo, & Fanguo, 

2008; Shi, Ying, Zhang, Tang, Chen, Xiong, & 

Liu, 2007) งานวจิยัก่อนหน้านีไ้ด้ท�าการผลติเอนไซม์ 

5'-PDE จากเชื้อแบคทีเรียชอบเกลือ Bacillus 

altitudinis AN150 ซ่ึงแยกจากน�้าปลาดิบ พบว่า

แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดที่พีเอช 6.00 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีการผลิตเอนไซม์

ควบคูไ่ปกบัการเจริญและผลติเอนไซม์ได้สงูสดุเท่ากบั 

382.50 หน่วย/มล. เมือ่เพาะเล้ียงเป็นเวลา 36 ชัว่โมง 
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(อนันต์ บุญปาน, อรวรรณ พึ่งค�า, และ วีระสิทธิ์  

สรรพมงคลไชย, 2560) งานวิจัยนี้จะท�าการศึกษา

สภาวะทีเ่หมาะสมต่อการท�างานของเอนไซม์ 5'-PDE 

จากแบคทเีรยีชอบเกลือ Bacillus altitudinis AN150 

และประยุกต์ใช้เอนไซม์ส�าหรับผลิตสารประกอบ 5'-
GMP ซึ่งเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส�าหรับผู้บริโภคในการ

เลือกใช้เป็นวัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหารนอกเหนือ

จากการใช้ผงชูรส และข้อมูลที่ได้จากการวิจัยจะเป็น

ประโยชน์ต่อการพฒันากระบวนการผลติ 5'-นวิคลโีอไทด์

ในระดับอุตสาหกรรมต่อไป

วัตถุประสงค์

 เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท�างาน

ของเอนไซม์ 5'-PDE จากแบคทีเรียชอบเกลือ  

Bacillus altitudinis AN150 และการใช้เอนไซม์

ส�าหรับการผลิตวัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหาร 5'-
GMP

ประโยชน์ที่ได้รับ

 ได้ข้อมูลท่ีเป็นประโยชน์ส�าหรับการพัฒนา

กระบวนการผลิตสารประกอบ 5'-GMP ในระดับ

อตุสาหกรรม เพือ่เป็นทางเลอืกใหม่ให้กบัผูบ้รโิภคใน

การเลือกใช้วัตถุปรุงแต่งรสชาติในอาหาร

วิธีด�าเนินการวิจัย

 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิตเอนไซม์ 5'-PDE   

 แบคทีเรียชอบเกลือ Bacillus altitudinis 

AN150 ซึ่งแยกจากน�้าปลาดิบ                                

 การผลิตเอนไซม์ 5'-PDE ในถังหมัก

 ถ่ายเชือ้แบคทีเรยีอายปุระมาณ 24 ชัว่โมง ลง

ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเหลว 

Sehgal and Gibbons Complex (SGC) (Sehgal & 

Gibbons, 1960) ปรมิาตร 150 มลิลลิติร บ่มในเครือ่ง

เขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 

250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ถ่ายเชื้อต่อ 

ลงในถังหมักขนาด 5.00 ลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเหลว 

SGC ปริมาตร 3,000 มิลลิลิตร พีเอช 6.00 ควบคุม

อณุหภมูทิี ่37 องศาเซลเซยีส อตัราการกวน 600 รอบ

ต่อนาที อัตราการให้อากาศ 1.00 vvm (ปริมาตร

อากาศ/ปรมิาตรน�า้หนัก/นาท)ี ท�าการเพาะเลีย้งเป็น

เวลา 36 ชัว่โมง (อนนัต์ บญุปาน, อรวรรณ พ่ึงค�า และ 

วีระสิทธิ์ สรรพมงคลไชย, 2560) จากนั้นท�าการปั่น

เหวีย่งแยกเซลล์ออกจากน�า้หมักจะได้เอนไซม์ส�าหรบั

ใช้ในการทดลองขั้นต่อไป                  

 การศึกษาสมบัติของเอนไซม์ 5'-PDE              

 - การทดสอบพีเอชที่ เหมาะสมต่อการ

ท�างานของเอนไซม์ 5'-PDE ท�าการเจือจางเอนไซม์

ให้มคีวามเข้มข้นทีเ่หมาะสมด้วยสารละลายบฟัเฟอร์

ช่วงพีเอชระหว่าง 4.00-12.00 จากนั้นวิเคราะห์

กิจกรรมของเอนไซม์ 5'-PDE ท่ีอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส บัฟเฟอร์ที่ใช้ช่วงพีเอชระหว่าง 4.00-5.00 

ใช้สารละลาย Acetate Buffer 0.04 โมลาร์ ช่วง 

พีเอชระหว่าง 6.00-7.00 ใช้สารละลาย Tris-HCl 

Buffer 0.04 โมลาร์ ช่วงพีเอชระหว่าง 10.00-12.00 

ใช้สารละลาย Glycine-NaOH Buffer 0.04 โมลาร์ 

 - การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการ

ท�างานของเอนไซม์ 5'-PDE ท�าการเจือจางเอนไซม์

ให้มคีวามเข้มข้นทีเ่หมาะสมด้วยสารละลายบฟัเฟอร์

พเีอชทีเ่หมาะสม จากนัน้น�ามาวเิคราะห์กิจกรรมของ

เอนไซม์ 5'-PDE อณุหภมูทีิใ่ช้ในการทดสอบอยูใ่นช่วง

ระหว่าง 30-80 องศาเซลเซียส บ่มเป็นเวลา 2 ชั่วโมง

 - การทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ 5'-
PDE ที่พีเอชต่างๆ ท�าการเจือจางเอนไซม์ให้มีความ

เข้มข้นที่เหมาะสมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์พีเอช 

ระหว่าง 4.00-12.00 จากนั้นน�าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วน�า

สารละลายเอนไซม์มาปรับพีเอชให้ได้พีเอชเร่ิมต้น 

โดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมความเข้มข้น 

1.00 โมลาร์ จากนั้นวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ที่

เหลือ (Residual Activity)                

 - การทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ 5'-

PDE ทีอ่ณุหภมูต่ิางๆ ท�าการเจือจางเอนไซม์ให้มีความ
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เข้มข้นที่เหมาะสมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์พีเอชที่

เหมาะสม น�าไปบ่มในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 30-80 

องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 30 นาที แล้วท�าให้เย็น

ลงทันทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นน�าไป

วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ที่เหลือ         

 - การทดสอบความเข้มข้นของเกลือ NaCl    

ที่เหมาะสมต่อการท�างานของเอนไซม์ 5'-PDE            

ท�าการเจือจางเอนไซม์ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะ

สมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์พีเอชที่เหมาะสม จาก

น้ันน�ามาวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ 5'-PDE  

โดยท�าการแปรผันความเข้มข้นของเกลือ NaCl ใน

สบัสเตรตให้มปีรมิาณทีค่วามเข้มข้นสดุท้ายของเกลือ

ในสารละลายให้เป็น 0 1.00 2.00 3.00 และ 4.00  

โมลาร์

 การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ 5'-PDE

 การวิเคราะห์กิจกรรมของ 5'-PDE (ดดัแปลง

จาก Fujimoto, Kuninaka, & Yoshino, 1974) โดยใช้

สารละลายเอนไซม์ 1.00 มลิลลิติร ส�าหรบัท�าปฏกิิรยิา

กับสารละลายกรดไรโบนิวคลีอิก 1.00 มิลลิลิตร  

(กรดไรโบนิวคลีอิกร้อยละ 0.10 MgSO
4
.7H

2
O 0.16 

โมลาร์ ในสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 

0.04 โมลาร์ พีเอช 7.00) บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง หยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วย

การเติมสารละลายส�าหรับตกตะกอนกรดนิวคลีอิก 

(ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดทร้อยละ 0.25 ในกรด

เปอร์คลอรกิความเข้มข้นร้อยละ 0.25) ปรมิาตร 2.00 

มลิลลิติร ตัง้ท้ิงไว้ทีอ่่างน�า้แขง็นาน 20 นาท ีป่ันเหวีย่ง

แยกตะกอนออก น�าส่วนใสท่ีได้ไปเจอืจางด้วยน�า้กลัน่ 

50 เท่า น�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

260 นาโนเมตร หนึ่งหน่วยของกิจกรรมเอนไซม์ 

เท่ากับปริมาณของเอนไซม์ทีท่�าให้ค่าการดดูกลนืแสง

ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร เพิ่มขึ้น 1.00 หน่วย

ภายใต้สภาวะที่ใช้วิเคราะห์

 การศึกษาการผลิตสารประกอบ 5'-GMP 

 - การเตรียมเอนไซม์ 5'-PDE ส�าหรับการ 

ใช้งาน จะน�าน�า้หมกัทีไ่ด้จากการเพาะเลีย้งแบคทเีรยี

มาท�าการปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ออกท่ีความเร็ว 8,000 

รอบ ต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ตกตะกอนส่วนใส 

(Supernatant) ด้วยเอทานอลร้อยละ 99.80 ให้

ความเข้มข้นสุดท้ายของเอทานอลในน�้าหมักเท่ากับ

ร้อยละ 50 ทิ้งไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จึงแยกตะกอน

เอนไซม์ออกจากน�า้หมกัโดยการป่ันเหวีย่งทีค่วามเร็ว 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที น�าตะกอนที่

ได้ไปละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ทีเ่หมาะสมความ

เข้มข้น 0.01 โมลาร์ น�าสารละลายเอนไซม์มาท�าแห้ง

แบบเยือกแข็ง (Lyophilization) ด้วยเครื่องท�าแห้ง

แบบเยอืกแข็ง (Lyophilizer) จะได้เอนไซม์ท่ีอยูใ่นรปู

ผงแห้งส�าหรับใช้ในการผลิตสารประกอบ 5'-GMP  

 - การศึกษาการผลิตสารประกอบ 5'-GMP 

โดยการย่อยสลาย RNA ด้วยเอนไซม์ 5'-PDE จะ

เตรียมสารละลาย RNA ความเข้มข้น ร้อยละ 1.00 

โดยน�้าหนัก ในบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.04 โมลาร์ 

ซ่ึงมีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท�างานของเอนไซม์ใน

ฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเอนไซม์ 

5'-PDE ผง โดยแปรผันความเข้มข้นของเอนไซม์เป็น

ร้อยละ 0.10 (2,200 หน่วย) 0.20 (4,400 หน่วย) 

0.30 (6,600 หน่วย) 0.40 (8,800 หน่วย) และ 0.50 

(11,000 หน่วย) โดยน�้าหนัก ในแต่ละการทดลอง 

(Treatment) จะท�าการทดลอง 3 ซ�้า น�าไปบ่มบน

เครือ่งเขย่าควบคมุอณุหภมูทิีเ่หมาะสมต่อการท�างาน

ของเอนไซม์ที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 10 ชั่วโมง เก็บไฮโดรไลเซท (Hydrolysate) ที่

ได้จากการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ปริมาตร 5 มลิลิลติร 

ทุกๆ 1 ชั่วโมง ปั่นเหวี่ยงตัวอย่างไฮโดรไลเซท หลัง

จากนั้นกรองตัวอย่างด้วยกระดาษกรอง (Filter 

Membrane) ขนาดของรูเท่ากับ 0.45 ไมครอน ก่อน

ท�าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ 5'-GMP ด้วย

เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวท่ีมสีมรรถนะสูง (High 

Performance Liquid Chromatography: HPLC)     

 - การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบ 5'-GMP 

ในตัวอย่างด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวที่มี

สมรรถนะสูง โดยใช้ดีเทคเตอร์ชนิด LDC 4100 และ
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คอลัมน์ Lichrospher 100 NH
2
 ขนาด 25X0.40 

เซนติเมตร บรรจุอนุภาคขนาด 5.00 ไมครอน  

วฎัภาคเคลือ่นทีท่ีใ่ช้คอื สารละลายผสมของฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ (Na
2
HPO

4
-NaH

2
PO

4
) ความเข้มข้น 0.20 

โมลาร์ พีเอช 5.00 และเมทานอล ในอัตราส่วน 

ร้อยละ 90 ต่อร้อยละ 10 ปรมิาตรต่อปรมิาตร ควบคมุ

อัตราการไหลเท่ากับ 1.00 มิลลิลิตรต่อนาที ควบคุม

อุณหภูมิคอลัมน์ที่ 30 องศาเซลเซียส

การวิเคราะห์ข้อมูล

 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ โดยวิเคราะห์

อิทธิพลของการเติมเอนไซม์ 5'-PDE ที่ความเข้มข้น

ต่างๆ ต่อการเกิดสารประกอบ 5'-GMP โดยวางแผน

การทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized 

Design: CRD) วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้วิธีการ

วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance: 

ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่าง 

ค่าเฉลี่ยของปริมาณสารประกอบ 5'-GMP ที่เกิด

ขึ้นในแต่ละการทดลองด้วยวิธี Duncan’s New  

Multiple Range Test (DMRT)

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล

 การศึกษาสมบัติของเอนไซม์ 5'-PDE โดย

น�าเอนไซม์ที่ผลิตได้มาทดสอบสมบัติของเอนไซม์ 

ดังนี้ การทดสอบพีเอชที่เหมาะสมต่อการท�างานของ

เอนไซม์ 5'-PDE ผลการทดลองแสดงดงัภาพที ่1 จาก

การทดลองพบว่า เอนไซม์ 5'-PDE สามารถท�างาน

ได้ดีที่สุดที่พีเอช 7.00 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

เอนไซม์จะสามารถท�างานได้ดีในช่วงที่ค่อนข้างกว้าง 

โดยท�างานได้มากกว่าร้อยละ 70 ของกิจกรรมสูงสุด

ในในช่วงพีเอชระหว่าง 5.00-9.00 และจะพบว่าการ

ท�างานของเอนไซม์จะลดลงในช่วงที่พีเอชมีความ

เป็นกรดและด่างสูงๆ

ภาพท่ี 1 ผลของพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท�างานของเอนไซม์ 5'-PDE
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 การทดสอบอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ

ท�างานของเอนไซม์ 5'-PDE โดยท�าการทดสอบในช่วง

อุณหภูมิระหว่าง 30-80 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 7.00 

ผลการทดลองแสดงดงัภาพที ่2 จากการทดลองพบว่า 

เอนไซม์ 5'-PDE สามารถท�างานได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส เอนไซม์จะสามารถท�างานได้ดีใน

ช่วงที่ค่อนข้างกว้าง โดยท�างานได้มากกว่าร้อยละ 

80 ของกิจกรรมสูงสุดในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 40-60 

องศาเซลเซียส และจะพบว่าการท�างานของเอนไซม์

จะลดลงในช่วงที่อุณหภูมิสูงกว่า 70 องศาเซลเซียส
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 การทดสอบความเสถยีรของเอนไซม์ 5'-PDE 

โดยท�าการทดสอบช่วงพีเอชระหว่าง 4.00-12.00 

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดง 

ดังภาพที่ 3 จากการทดลองพบว่า เอนไซม์ 5'-PDE  

มีความเสถียรได้สูงที่สุดที่พีเอช 6.00 โดยเอนไซม์ 

5'-PDE จะมีความเสถียรได้มากกว่าร้อยละ 80 ของ

กิจกรรมสูงสุดในช่วงพีเอชระหว่าง 6.00-9.00 และ

จะพบว่าการท�างานของเอนไซม์จะมีความเสถียร 

ลดต�่าลงในช่วงที่พีเอชมีความเป็นด่างสูงๆ 

 การทดสอบความเสถยีรของเอนไซม์ 5'-PDE 

อณุหภมูริะหว่าง 30-80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  

ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4 จากการทดลอง 

พบว่า เอนไซม์ 5'-PDE มีความเสถียรสูงที่สุดที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม์ 5'-PDE จะ

มีความเสถียรได้มากกว่าร้อยละ 70 ของกิจกรรม

สูงสุด ในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 40-50 องศาเซลเซียส 

และจะพบว่าการท�างานของเอนไซม์จะมคีวามเสถยีร 

ลดลงในช่วงที่อุณหภูมิสูงขึ้น
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ภาพท่ี 2 ผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท�างานของเอนไซม์ 5'-PDE
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ภาพท่ี 3 ความเสถียรของเอนไซม์ 5'-PDE ท่ีพีเอชต่างๆ
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ภาพท่ี 4 ความเสถียรของเอนไซม์ 5'-PDE ท่ีอุณหภูมิต่างๆ
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 การทดสอบความเข้มข้นของเกลือ NaCl 

ที่เหมาะสมต่อการท�างานของเอนไซม์ 5'-PDE  

ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 5 จากการทดลอง 

พบว่า เอนไซม์ 5'-PDE สามารถท�างานได้ดีที่สุด

ที่ความเข้มข้นของเกลือ NaCl 2.00 โมลาร์ โดย

เอนไซม์ 5'-PDE จะสามารถท�างานได้มากกว่า 

ร้อยละ 80 ของกิจกรรมสูงสุด ในสภาวะท่ีมีความ

เข้มข้นของเกลือ NaCl ระหว่าง 0-2.00 โมลาร์  

จากการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าการท�างานของ

เอนไซม์ 5'-PDE จากแบคทีเรียชอบเกลือ Bacillus  

altitudinis AN150 จะต้องการเกลือเพ่ือให้การ

ท�างานมีประสิทธิภาพสูงข้ึนหรือมีคุณสมบัติเป็น

เอนไซม์ทีช่อบเกลือ (Halophilic Enzyme) (Madern, 

Ebel, & Zaccai, 2000)

 เอนไซม์ 5'-PDE จากแบคทีเรียชอบเกลือ 

Bacillus altitudinis AN150 สามารถท�างานได้ดีที ่

พเีอช 7.00 อณุหภูม ิ40 องศาเซลเซียส มคีวามเสถยีร

ในช่วงพเีอชระหว่าง 6.00-9.00 ช่วงอณุหภมูริะหว่าง 

40-50 องศาเซลเซียส เอนไซม์ 5'-PDE มีคุณสมบัติ

เป็นเอนไซม์ทีช่อบเกลอื (Halophilic Enzyme) โดยที่

สามารถท�างานได้ดใีนสภาพท่ีมคีวามเข้มข้นของเกลอื 

NaCl เท่ากบั 2.00 โมลาร์ สมบตัดัิงกล่าวของเอนไซม์

คล้ายกับเอนไซม์นิวคลีเอส H (Nuclease H) จาก 

เชื้อแบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นปานกลาง  

Micrococcus varians var. halophilus ซ่ึงเป็น 

เอนไซม์นวิคลีเอสทีช่อบเกลือ (Halophilic Nuclease) 

ที่สามารถท�างานได้ดีในสภาพที่มีเกลือ NaCl หรือ 

KCl ความเข้มข้น 1.00-4.00 โมลาร์ และสามารถ

เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลาย RNA และ DNA ได้

ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5'-
GMP (Kamekura & Onishi 1974; Kamekura & 

Onishi ,1978) และเอนไซม์นวิคลเีอสทีช่อบเกลอืจาก

แบคทีเรียชอบเกลือความเข้มข้นปานกลาง Bacillus 

sp. N 23-2 ที่สามารถท�างานได้ดีในสภาพที่มีความ

เข้มข้นของเกลือ NaCl 1.40-3.20 โมลาร์ หรือเกลือ 

KCl 2.30-3.20 โมลาร์ และสามารถผลิตสารประกอบ 

5'-โมโนนวิคลโีอไทด์จาก RNA และ DNA ได้ (Onishi, 

Mori, Takeushi, Tani, Kobayashi, & Kamekura, 

1983)
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 การศึกษาการผลิตสารประกอบ 5'-GMP 

 การศึกษาการผลิตสารประกอบ 5'-GMP 

โดยการย่อยสลาย RNA ด้วยเอนไซม์ 5'-PDE ทีค่วาม 

เข้มข้นต่างๆ ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 6 จากการ

ทดลองพบว่า ความเข้มข้นของเอนไซม์ 5'-PDE มีผล

ต่อปริมาณ 5'-GMP ที่เกิดขึ้น โดยการใช้เอนไซม์ 5'-
PDE ความเข้มข้นสูง (ร้อยละ 0.30 0.40 และ 0.50) 

จะท�าให้เกิดปริมาณสารประกอบ 5'-GMP สูงกว่า

จากการใช้เอนไซม์ความเข้มข้นต�า่ (ร้อยละ 0.10 และ 

0.20) ปรมิาณสารประกอบ 5'-GMP ทีเ่กดิขึน้จะเพ่ิม

สูงขึ้น เมื่อระยะเวลาในการย่อยสลายนานข้ึน โดย

ช่วงระยะเวลาการย่อยสลาย 0-4 ชัว่โมง ปรมิาณของ 

ภาพท่ี 5 ผลของความเข้มข้นเกลือ NaCl ท่ีเหมาะสมต่อการท�างานของเอนไซม์ 5'-PDE
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สารประกอบ 5'-GMP จะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว การใช้

เอนไซม์ความเข้มข้นสูง (ร้อยละ 0.30 0.40 และ 0.50) 

ปริมาณสารประกอบ 5'-GMP จะเกิดขึ้นสูงที่สุดเมื่อ

ท�าการย่อยสลาย RNA เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ส่วนการใช้

เอนไซม์ความเข้มข้นต�่า (ร้อยละ 0.10 และ 0.20) จะ

ต้องใช้ระยะเวลาในการย่อยสลายนานกว่าเพือ่ให้เกิด

ปริมาณสารประกอบ 5'-GMP สูงทีสุ่ด โดยจะใช้เวลา

ในการย่อยสลายถึง 8 ชั่วโมง การใช้เอนไซม์ 5'-PDE 

ความเข้มข้นร้อยละ 0.10 0.20 0.30 0.40 และ 0.50 

จะได้ผลผลติสารประกอบ 5'-GMP เท่ากบั 0.63 0.64 

0.90 0.91 และ 0.91 กรัม/กรัม RNA ตามล�าดับ
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 การวิเคราะห์อิทธิพลของการใช้เอนไซม์ใน

การย่อยสลาย RNA ต่อการเกดิสารประกอบ 5'-GMP 

โดยใช้แผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely 

Randomize Design: CRD) แบ่งการทดลองเป็น 5 

การทดลอง การทดลองละ 3 ซ�้า คือ การเติมเอนไซม์

ร้อยละ 0.10 0.20 0.30 0.40 และ 0.50 ผลการ

ทดลองแสดงดังตารางที่ 1 จากผลการทดลองพบว่า 

ปริมาณสารประกอบ 5'-GMP ที่เกิดขึ้นจากการเติม

เอนไซม์ร้อยละ 0.10 และ 0.20 มีความแตกต่างกัน

อย่างไม่มีนยัส�าคญัทางสถติ ิ(p>0.05) แต่จะแตกต่าง

จากการทดลองที่เติมเอนไซม์ร้อยละ 0.30 0.40 และ 

0.50 อย่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p<0.05) การ

เติมเอนไซม์ 5'-PDE ท่ีระดับความเข้มข้นสูงขึ้นจะ

ท�าให้เกิดปริมาณสารประกอบ 5'-GMP สูงขึ้นตาม 

ไปด้วย โดยปริมาณสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์  

5'-GMP ที่เกิดขึ้นจากการเติมเอนไซม์ร้อยละ 0.50 

จะมีค ่าสูงที่สุด การเติมเอนไซม์ที่ความเข้มข้น 

ภาพท่ี 6 ปริมาณสารประกอบ 5'-GMP ท่ีเกิดข้ึนระหว่างการย่อยสลาย RNA ด้วยเอนไซม์ 5'-PDE

           จากแบคทีเรีย Bacillus altitudinis AN150

ร้อยละ 0.30 0.40 และ 0.50 จะท�าให้เกิดปริมาณ

สารประกอบ 5'-GMP ท่ีมีความแตกต่างกันอย่าง

ไม่มีนัยส�าคัญทางสถิติ (p>0.05) ดังนั้นความ 

เข้มข้นท่ีเหมาะสมของเอนไซม์ 5'-PDE ส�าหรับ

ผลิตสารประกอบ 5'-GMP คือการใช้เอนไซม์ความ 

เข้มข้นร้อยละ 0.30

 จากการทดลองผลิตสารประกอบ 5'-GMP 

ด้วยการใช้เอนไซม์ 5'-PDE จากแบคทีเรียชอเกลือ 

Bacillus altitudinis AN150 ย่อยสลาย RNA  

พบว่า การใช้เอนไซม์ความเข้มข้นร้อยละ 0.30 

0.40 และ 0.50 ย่อยสลาย RNA เป็นเวลา 4 ชั่วโมง  

จะท�าให้เกิดปริมาณสารประกอบ 5'-GMP ที่มีความ

แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส�าคัญทางสถิติ (p>0.05) 

ดังนั้น สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารประกอบ 

5'-GMP จาก RNA คือ การใช้เอนไซม์ 5'-PDE  

ความเข้มข้นร้อยละ 0.30 และใช้ระยะเวลาในการ

ย่อยสลาย 4 ชั่วโมง
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ตารางที่ 1 ปริมาณสารประกอบ 5'-GMP ที่เกิดขึ้นจากการย่อยสลาย RNA ด้วยเอนไซม์ 5'-PDE เป็นเวลา           

              4 ชั่วโมง ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ

ความเข้มข้นของเอนไซม์

(ร้อยละ)

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

ผลผลิต 5'-GMP1/ 

(กรัม/กรัม)

0.63±0.50b

0.64±0.69b

0.90±0.46a

0.87±0.70a

0.91±0.67a

หมายเหตุ  ข้อมูลที่แสดงคือค่าเฉลี่ยจากการทดลองจ�านวน 3 ซ�้า  

               1/ = ตัวอักษรที่แตกต่างกันเหนือตัวเลขแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทาง 

                    สถิติที่ระดับ 0.05
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