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บทคัดย่อ  

กำรปรับปรุงกล่ินและรสชำติของน ้ ำปลำโดยกำรเติมเอนไซม์ท่ีชอบเกลือ 5´-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส
และเอนไซม์ไลเปสจำกแบคทีเรีย Bacillus pumilus  AB 005  และ Halobacterium salinarium PB 3233 
ตำมล ำดับ ร่วมกับกำรหมัก พบว่ำ กำรเติมเอนไซม์ท่ีชอบเกลือร่วมกับกำรหมักน ้ ำปลำจะท ำให้ปริมำณ
สำรประกอบกัวโนซีน 5´-โมโนฟอสเฟตและปริมำณกรดไขมันท่ีระเหยได้ของน ้ ำปลำเพ่ิมสูงขึ้ น ซ่ึง
สำรประกอบทั้งสองชนิดจะช่วยให้กล่ินและรสชำติของน ้ ำปลำดีขึ้น ควำมเขม้ขน้ท่ีเหมำะสมของเอนไซม์ท่ี
ชอบเกลือ 5´-ฟอสโฟไดเอสเทอเรสและเอนไซม์ไลเปสส ำหรับใชร่้วมกบักำรหมกัน ้ ำปลำคือ 1.5 เปอร์เซ็นต ์
(น ้ ำหนกัต่อน ้ ำหนกั) และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ (น ้ ำหนกัต่อน ้ ำหนกั) ตำมล ำดบั นอกจำกนั้น กำรทดลองหมกัน ้ำปลำ
โดยใชเ้อนไซมท่ี์ชอบเกลือ 2 ชนิด คือ เอนไซม ์5´-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส (1.5 เปอร์เซ็นต์) และเอนไซม์ไลเปส 
(1.0 เปอร์เซ็นต์) ร่วมกบักำรหมัก พบว่ำ ปริมำณสำรประกอบกวัโนซีน 5´-โมโนฟอสเฟตและกรดไขมันท่ี
ระเหยไดข้องน ้ ำปลำท่ีเติมเอนไซมจ์ะสูงกว่ำน ้ำปลำท่ีหมกัตำมวิธีธรรมชำติ แสดงให้เห็นว่ำกำรใชเ้อนไซม์จำก
แบคทีเรียร่วมกบักำรหมกัน ้ำปลำจะสำมำรถปรับปรุงคุณภำพดำ้นกล่ินและรสชำติของน ้ำปลำได ้  

ค าส าคัญ: น ้ำปลำ เอนไซมท่ี์ชอบเกลือ เอนไซม ์5´-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส เอนไซมไ์ลเปส  
สำรประกอบกวัโนซีน  5´-โมโนฟอสเฟต กรดไขมนัท่ีระเหยได ้ 
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Abstract  

Improvement of aroma and flavor in fish sauce by application of halophilic 5´- phosphodiesterase (5´- 
PDE) from Bacillus pumilus  AB 005  and lipase from Halobacterium salinarium PB 3233  into fish sauce 
fermentation showed that increasing of halophilic enzymes caused increase of guanosine 5´- monophosphate 
(5´- GMP) and volatile fatty acids (VFAs).   5´- GMP and VFAs produced from halophilic enzymes will give 
a better aroma and flavor in fish sauce. The optimum halophilic 5 ´ - PDE and lipase concentrations that 
applied to fish sauce fermentation were 1.5% (w/w) and 1.0% (w/w), respectively. In addition, the 
fermentation of fish sauce by application of halophilic 5 ´ - PDE (1.5%) and halophilic lipase (1.0%) were 
studied. The results showed that halophilic enzymes added fish sauce contained significantly higher 5´- GMP 
and VFAs contents compared to fish sauce without enzymes added. This indicates that application of 
halophilic enzymes to fish sauce fermentation could be improve aroma and flavor qualities in fish sauce.   

Keywords: fish sauce, halophilic enzyme, 5´- phosphodiesterase, lipase, guanosine 5´- monophosphate, 
volatile fatty acid   

1. บทน า  
 น ้ำปลำเป็นผลิตภณัฑสั์ตวน์ ้ำพ้ืนเมืองของ

ประเทศไทยท่ีจ ำเป็นในกำรประกอบอำหำร
ประจ ำวนั ประชำชนคนไทยจะนิยมใช้น ้ ำปลำช่วย
ปรุงแต่งรสอำหำรกันทุกครัวเรือน น ้ ำปลำได้จำก
กำรหมักปลำกับเกลือนำนประมำณ 8-12 เดือน            
โดยใช้ปลำขนำดเล็กซ่ึงอำจเป็นปลำน ้ ำจืดหรือ
น ้ ำเค็มก็ได้ในกระบวนกำรหมักจะเกิดกำรย่อย
สลำยตัวเอง (autolysis) โดยเอนไซม์จำกอวยัวะ
ภำยในของปลำก่อนแลว้เอนไซม์จำกเช้ือแบคทีเรีย
ปนเป้ือนจะย่อยสลำยเน้ือปลำในขั้ นต่อไปจน
กลำยเป็นน ้ ำปลำ ไม่เพียงแต่ในประเทศไทยเท่ำนั้น
ที่ใชน้ ้ ำปลำเป็นเคร่ืองปรุงรสอำหำรยงัมีประเทศ
อื ่น  ๆ  ใน เอ เชี ย ท่ี ผ ลิ ต แล ะบ ริ โภ คน ้ ำป ล ำ
เช่นเดียวกนั เช่น เวียดนำม พม่ำ มำเลเซีย ฟิลิปปินส์ 
อินโดนีเซียและญ่ีปุ่ น เป็นตน้ โดยแต่ละประเทศก็
จะมีช่ือเรียกแตกต่ำงกนัออกไป 

 

น ้ ำปลำเป็นผลิตภณัฑ์อำหำรท่ีนิยมใช้กนั
แพร่หลำย มีควำมส ำคญัทั้งทำงดำ้นโภชนำกำรและ
ทำงด้ำนเศรษฐกิจปัจจัยส ำคญัท่ีจะท ำให้ผูบ้ริโภค
ยอมรับน ้ ำปลำ คือ กล่ินและรสชำติ โดยกล่ินของ
น ้ำปลำจะเกิดจำกสำรประกอบหลำยชนิดในน ้ ำปลำ 
โดยเฉพำะกรดไขมันโมเลกุลต ่ ำ ๆ ท่ีระเหยได ้
(volatile fatty acids) ในน ้ ำปลำ เช่น acetic acid, 
propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, 
isovaleric acid และ isovaleric acids [1, 2] ส ำหรับ
รสชำติของน ้ ำปลำจะเกิดจำกกรดอะมิโนและ
สำรประกอบไรโบนิวคลีโอไทด์โดยเฉพำะกวัโนซีน 
5´-โมโนฟอสเฟต (guanosine 5´- monophosphate, 
5´- GMP) [3, 4] 

ปัจจุบันกำรผลิตน ้ ำปลำในอุตสำหกรรม
ส่วนใหญ่ย ังใช้กำรหมักโดยวิธีธรรมชำติแบบ
ดั้ งเดิมซ่ึงต้องใช้ระยะเวลำในกำรหมักนำนและ
คุณภำพน ้ำปลำท่ีไดไ้ม่สม ่ำเสมอ ไดมี้กำรศึกษำวิจยั
เพ่ือพฒันำกระบวนกำรหมักน ้ ำปลำโดยใช้วิธีกำร
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ต่ำง ๆ เช่น กำรใช้กรด-ด่ำง [5] กำรใชเ้ช้ือจุลินทรีย ์
[6] กำรใชเ้อนไซม์ย่อยโปรตีนท่ีไดจ้ำกแหล่งต่ำง ๆ 
เช่น พืช สัตว ์และจุลินทรีย ์[7, 8] เพื่อเร่งกระบวน 
กำรย่อยสลำยโปรตีนในเน้ือปลำให้กลำยเป็น
น ้ ำปลำเร็วขึ้น ซ่ึงกำรศึกษำวิจยัเพ่ือพฒันำกระบวน 
กำรหมกัน ้ ำปลำส่วนใหญ่จะเป็นกำรพฒันำเพ่ือย่น
ระยะเวลำในกำรหมกัน ้ำปลำแต่น ้ ำปลำท่ีไดม้กัจะมี
กล่ินและรสชำติด้อยกว่ำน ้ ำปลำท่ีหมักโดยวิธี
ธรรมชำติ กำรวิจัยเพื่อพัฒนำปรับปรุงกล่ินและ
รสชำติของน ้ำปลำให้ดีขึ้นน่ำท่ีจะท ำไดโ้ดยกำรเติม
เอนไซมไ์ลเปสและ5´-ฟอสโฟ ไดเอสเทอเรสท่ีชอบ
เกลือ (halophilic 5´- phosphodiesterase, 5´- PDE  and 
lipase) ร่วมไปกบักำรหมกัน ้ ำปลำ เอนไซม์ไลเปส
และ 5´- PDE ท่ีชอบเกลือจะมีควำมสำมำรถในกำร
เร่งปฏิกิริยำกำรย่อยสลำยไขมันและกรดไรโบนิว
คลีอิค (ribonucleic acid, RNA) ในตัวปลำให้เป็น
กรดไขมันชนิด ต่ำง ๆ และสำรประกอบนิวคลีโอ
ไทด์กัวโนซีน 5´- โมโนฟอสเฟต (guanosine 5´- 
monophosphate, 5´- GMP) ซ่ึงจะช่วยท ำให้กล่ิน
และรสชำติของน ้ ำปลำดีขึ้ น  ดังนั้ น ถ้ำได้มีกำร
ศึกษำวิจยัเก่ียวกบักำรใช้เอนไซม์ท่ีชอบเกลือชนิด
ต่ำง ๆ ไดแ้ก่ เอนไซม์ไลเปสและ 5´- PDE ร่วมกบั
กำรหมักน ้ ำปลำจึงน่ำท่ีจะเป็นประโยชน์ต่อกำร
พฒันำให้เกิดกล่ินและรสชำติท่ีดีขึ้นในน ้ำปลำ 

2. วัสดุอุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย  
2.1 การเตรียมเอนไซม์จากจุลินทรีย์ 

กำรเตรียมเอนไซม์ 5´- PDE จำก Bacillus 
p u m ilu s  A B  005  และ เอน ไซม์ ไล เป ส จำก  
Halobacterium salinarium PB 3233 จะเพำะเล้ียง
แบคที เรียใน อำห ำรเหลว  Sehgal and Gibbons 
Complex (SGC) และ SGC ท่ี มีน ้ ำมันมะกอก 1.0 
เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดบั [9, 10] โดยถ่ำยแบคทีเรียอำยุ
ประมำณ 1 วนั ลงในฟลำสก์ขนำด 250 มิลลิลิตร 

ซ่ึงบรรจุอำหำรเหลว ปริมำตร 50 มิลลิลิตร บ่มใน
เคร่ืองเขย่ำควบคุมอุณหภูมิท่ี  37 องศำเซลเซียส 
ควำมเร็ว 250 รอบต่อนำที  เป็นเวลำ 18 ชั่วโมง 
จำกนั้นถ่ำยเช้ือแขวนลอยปริมำตร 15 มิลลิลิตร ลง
ในฟลำสกข์นำด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอำหำรเหลว
ชนิดเดียวกันปริมำตร 150 มิลลิลิตร บ่มในเคร่ือง
เขย่ำควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 
250 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 18 ชั่วโมง จำกนั้นถ่ำย
เช้ือต่อลงในถงัหมกัขนำด 2.5 ลิตร ซ่ึงบรรจุอำหำร
เหลวปริมำตร 1,500 มิลลิลิตร ท ำกำรเพำะเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส อตัรำกำรกวน 600 รอบ
ต่ อน ำที  อัต รำก ำรให้ อ ำก ำศ  1 VVM ท ำก ำร
เพำะเล้ียงนำน 48 ชั่วโมง จำกนั้นท ำกำรเหว่ียงแยก
เซลลอ์อกจำกน ้ ำหมกัท่ีควำมเร็ว 8,000 รอบต่อนำที 
อุณห ภู มิ  4 องศำเซล เซี ยส  เป็ น เวลำ 20 นำที 
ตกตะกอนน ้ ำใส (supernatant) ท่ีได้ด้วยเอทำนอล 
แยกตะกอนเอนไซม์ออกจำกน ้ ำหมัก น ำตะกอนท่ี
ได้ละลำยด้วยสำรละลำยบัฟเฟอร์ น ำสำรละลำย
เอนไซม์มำแยกโปรตีนปนเป้ือนออกด้วยวิธี
ไดอะไลซีส  (dialysis) (11) จำกนั้ นน ำมำท ำแห้ง
แบบเยือกแข็ง (lyophilization) จะไดเ้อนไซม์อยู่ใน
รูปผงส ำหรับใชใ้นกำรศึกษำขั้นต่อไป 

2.2 การศึกษาความเข้มข้นของเกลือโซเดียม
คลอไรด์  (NaCl) ที่ เหมาะสมต่อการท างานของ
เอนไซม์ 

กำรศึกษำควำมเข้มข้นของเกลือ NaCl ท่ี
เหมำะสมต่อกำรท ำงำนของเอนไซม์ 5´- PDE และ
เอนไซม์ไลเปส  โดยเจือจำงเอนไซม์ให้ มีควำม
เขม้ขน้ท่ีเหมำะสมดว้ยสำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์
พี เอช 7.0 จำกนั้ นน ำมำวิเครำะห์ กิจกรรมของ
เอนไซม ์โดยท ำกำรแปรผนัควำมเขม้ขน้เกลือ NaCl 
ในสับสเตรทให้มีปริมำณควำมเขม้ขน้สุดทำ้ยของ
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เกลือ NaCl ในสำรละลำยเป็น 0 – 50 เปอร์เซ็นต์ 
(น ้ำหนกั/ปริมำตร) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส  

2.3 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 
กำร วิ เค รำะห์ กิ จกรรมของ 5 ´- PDE 

ดัดแปลงจำกวิธีกำรของ [12] โดยใช้สำรละลำย
เอนไซม์  1.0  มิลลิลิตร ส ำห รับท ำปฏิกิริยำกับ
สำรละลำยกรดไรโบนิวคลีอิก 1.0 มิลลิลิตร (กรดไร
โบนิวคลีอิก 0.1 เปอร์เซ็นต ์ MgSO47H2O 0.16 โม
ลำร์ ในสำรละลำยบัฟเฟอร์ Tris-HCl ควำมเขม้ข้น 
0.04 โมลำร์ พี เอช 7.0) บ่มท่ีอุณหภูมิ  40 องศำ
เซลเซียส นำน 2 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยำเอนไซม์ดว้ย
กำรเติมเอทำนอล 99.8 เปอร์เซ็นต์ ปริมำตร 6.0  
มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใ้นอ่ำงน ้ ำแข็งนำน 20 นำที ป่ัน
เหว่ียงแยกตะตอนออก น ำส่วนใสท่ีได้ไปเจือจำง
ด้วยน ้ ำกลัน่ 50 เท่ำ น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี
ควำมยำวคล่ืน 260 นำโนเมตร หน่ึงหน่วยของ
กิจกรรมเอนไซม์ เท่ำกบัปริมำณของเอนไซม์ท่ีท ำ
ให้ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 260 นำโน
เมตร เพ่ิมขึ้น 1.0 หน่วย ภำยใตส้ภำวะท่ีใชวิ้เครำะห์   

กำรวิเครำะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปส
จะท ำโดยกำรวดัปริมำณกรดไขมนัท่ีเพ่ิมขึ้น ตำมวิธี
ท่ีดัดแปลงมำจำกวิธีของ [13] โดยใช้สำรละลำย
เอนไซม์ไลเปส 2 มิลลิลิตร ส ำหรับท ำปฏิกิริยำกับ
สับสเตรท (น ้ ำมันมะกอกบริสุทธ์ิท่ีอุณหภูมิ 37 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง หยุดปฏิกิริยำดว้ย
ส ำ ร ล ะ ล ำ ย ผ ส ม ร ะ ห ว่ ำ ง อ ะ ซิ โ ต น แ ล ะ
เอทิลแอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์ในอตัรำส่วน 1 ต่อ 
1 แลว้ท ำกำรไทเทรตดว้ยสำรละลำยมำตรฐำนไฮดร
อกไซด์ควำมเข้มข้น 0.05 นอร์มัล ก ำหนดให้  1 
หน่วยของกิจกรรมเอนไซม ์เท่ำกบั ปริมำณเอนไซม์
ท่ีสำมำรถเร่งปฏิกิริยำกำรย่อยสลำยน ้ ำมันมะกอก
ให้ไดก้รดไขมันท่ีอยู่ในรูปของกรดโอเลอิก 1 ไม
โครโมล ในเวลำ 1 ชัว่โมง  

2.4 การศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์ที่
เหมาะสมส าหรับการหมักน ้าปลา 

2.4.1 การศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์ 
5´- PDE ที่เหมาะสม  

ใชป้ลำไส้ตนัและเกลือป่นในอตัรำส่วน 2 
ต่อ 1 โดยน ้ ำหนัก โดยใช้ปลำ 250 กรัม เกลือป่น 
125 กรัม น ำมำคลุกเคลำ้ให้เขำ้กนั และบรรจุใส่ขวด
แกว้ขนำด 500 มิลลิลิตร ปิดดว้ยฝำพลำสติก น ำไป
บ่มท่ีอุณหภูมิประมำณ 35-37  องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 4 สัปดำห์ จำกนั้นเติมเอนไซม ์5´- PDE ท่ีชอบ
เกลือโดยแปรผนัควำมเขม้ขน้ของเอนไซม์เป็น 0.5, 
1.0 , 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอร์เซ็นต์ (น ้ ำหนัก /
น ้ ำหนัก) น ำไปบ่มต่ออีกเป็นเวลำ 24  สัปดำห์ 
ส ำหรับตวัอยำ่งควบคุม (control) จะเตรียมกำรหมกั
เช่นเดียวกนัแต่ไม่เติมเอนไซม์ เก็บตวัอย่ำงน ้ ำปลำ
ทุก ๆ 7 วนั ท ำกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรประกอบ 5/-
GMP ด้วยเค ร่ืองโครมำโทกรำฟีของเหลวท่ี มี
ส ม ร ร ถ น ะ สู ง  (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) ซ่ึงดดัแปลงมำจำกวิธีกำร
ของ Ikeda [14]  

2.4.2 การศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์
ไลเปสที่เหมาะสม  

ใชป้ลำไส้ตนัและเกลือป่นในอตัรำส่วน 2 
ต่อ 1 โดยน ้ ำหนัก โดยใช้ปลำ 250 กรัม เกลือป่น 
125 กรัม น ำมำคลุกเคลำ้ให้เขำ้กนั และบรรจุใส่ขวด
แกว้ขนำด 500 มิลลิลิตร ปิดดว้ยฝำพลำสติก น ำไป
บ่มท่ีอุณหภูมิประมำณ 35-37 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 4 สัปดำห์ จำกนั้นเติมเอนไซม์ไลเปสท่ีชอบ
เกลือโดยแปรผนัควำมเขม้ขน้ของเอนไซมเ์ป็น 0.1, 
0.5, 1.0 , 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ (น ้ำหนกั/น ้ำหนกั) 
น ำไปบ่มต่ออีก เป็น เวลำ 24  สัปดำห์  ส ำห รับ
ตัวอย่ ำงควบคุ ม  (control) จะ เต รียมกำรหมัก
เช่นเดียวกนัแต่ไม่เติมเอนไซม์ เก็บตวัอย่ำงน ้ ำปลำ
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ทุก ๆ 7 วนั ท ำกำรวิเครำะห์ปริมำณกรดไขมันท่ี
ร ะ เห ย ไ ด้  ไ ด้ แ ก่  acetic acid, propionic acid, 
isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid แ ล ะ 
valeric acid ด้วยเคร่ืองแก๊สโครมำโทกรำฟี (Gas 
Chromatography, GC) ซ่ึงดัดแปลงมำจำกวิธีกำร
ของ Sanceda [2]  

2.5 การหมักน ้าปลาโดยใช้เอนไซม์  5´- PDE 
ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส 

กำรหมักน ้ ำปลำจะใช้ปลำไส้ตันและเกลือ
ป่นในอัตรำส่วน 2 ต่อ 1 โดยน ้ ำหนัก โดยใช้ปลำ 
250 กรัม เกลือป่น 125 กรัม บรรจุใส่ขวดแกว้ขนำด 
500 มิลลิลิตร ปิดด้วยฝำพลำสติก น ำไปบ่ม ท่ี
อุณหภูมิประมำณ 35-37 องศำเซลเซียส หลังจำก
กำรหมักเป็นเวลำ 4 สัปดำห์ ท ำกำรเติมเอนไซม ์                    
5 ´- PDE และ เอน ไซม์ ไล เปสควำม เข้มข้น ท่ี
เหมำะสมจำกข้อ 2.4 น ำไปบ่มต่ออีกเป็นเวลำ 24 
สัปดำห์  ส ำห รับตัวอย่ำงควบคุม  (control) จะ
เตรียมกำรหมกัเช่นเดียวกนัแต่ไม่เติมเอนไซม์ เก็บ
ตัวอย่ำงทุ ก  ๆ 7 วัน  ท ำกำรวิ เครำะห์ ป ริมำณ
สำรประกอบ 5/-GMP และกรดไขมันท่ีระเหยได้
ชนิดต่ำง ๆ  ในกำรทดลองจะวิเครำะห์ปริมำณ
สำรประกอบ 5/-GMP และกรดไขมันท่ีระเหยได้
ชนิดต่ำง ๆ ในน ้ ำปลำท่ีวำงขำยในท้องตลำดเพ่ือ
เปรียบเทียบ 

2.6. การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
วิเครำะห์อิทธิพลของกำรเติมเอนไซม์ทั้ง 2 

ชนิด คือ เอนไซม์ 5´-PDE และเอนไซม์ไลเปสต่อ
ปริมำณสำรประกอบ 5/-GMP และกรดไขมันท่ี
ระเหยไดช้นิดต่ำง ๆจะใช้แผนกำรทดลองแบบสุ่ม
ต ล อ ด  (Completely Randomized Design, CRD) 
วิเครำะห์ข้อมูลทำงสถิติโดยใช้วิธีวิเครำะห์ควำม
แปรปรวน  (Analysis of Variance, ANOVA) และ

เปรียบเทียบควำมแตกต่ำงระหว่ำงค่ำเฉล่ีย ด้วยวิธี 
Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT)  

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ผลการวิจัย 

3.1 การศึกษาความเข้มข้นของเกลือ NaCl ที่
เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ 

จำกกำรศึกษำควำมเขม้ขน้ของเกลือ NaCl 
ท่ีเหมำะสมต่อกำรท ำงำนของเอนไซม์ 5´-PDE และ
เอนไซม์ ไลเปส พบ ว่ำ เอนไซม์  5 ´-PDE และ
เอนไซม์ไลเปสสำมำรถท ำงำนได้ดีท่ีสุดท่ีระดับ
ควำมเขม้ขน้ของเกลือ NaCl 30 เปอร์เซ็นต์ และ 40 
เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดบั และเอนไซม์ทั้งสองชนิดจะ
สำมำรถท ำงำนได้มำกกว่ำ  80 เปอร์เซ็นต์ของ
กิจกรรมสูงสุดในสภำพท่ีมีควำมเข้มข้นของเกลือ 
NaCl ระหว่ำง 20-50 เปอร์เซ็นต์ ส่วนในสภำวะท่ี
ไม่มีเกลือเอนไซม์ก็ยงัสำมำรถท ำงำนไดเ้ช่นกนัแต่
กำรท ำงำนจะต ่ำกว่ำในสภำวะท่ีมีเกลือ (รูปที่ 1 และ 
2) จำกผลกำรทดลองน้ีแสดงว่ำในกำรท ำงำนของ
เอนไซม์ 5´-PDE และเอนไซม์ไลเปสจะต้องกำร
เกลือ NaCl เพ่ือให้กำรท ำงำนมีประสิทธิภำพสูงขึ้น
หรือมีสมบัติเป็นเอนไซม์ท่ีชอบเกลือ (halophilic 
enzyme) สมบัติกำรเป็นเอนไซม์ท่ีชอบเกลือของ
เอนไซม์ทั้งสองชนิดจะคลำ้ยกบัเอนไซม์นิวคลีเอส 
H (nuclease H) จำกแบคทีเรีย Micrococcus varians 
var. halophilus [15]  และเอนไซม์ไรโบนิวคลีเอสท่ี
ชอบเกลือจำกแบคทีเรีย Pseudomonas sp. No. 3241 
[16] จำกคุณสมบติัดงักล่ำวเอนไซม์ทั้งสองชนิด จึง
มีควำมเป็นไปได้ส ำหรับกำรน ำไปใช้ร่วมกับกำร
หมักน ้ ำปลำซ่ึงมีสภำพควำมเข้มข้นของเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ประมำณ 10-50  เปอร์เซ็นต์ โดย
ปล่อยให้เอนไซม์ท่ีชอบเกลือเร่งปฏิกิริยำกำรย่อย
สลำยกรดไรโบนิวคลีอิคและไขมนัในตวัปลำในตวั
ปลำให้เป็นสำรประกอบ5/-GMP และกรดไขมนัท่ี
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ระเหยไดช้นิดต่ำง ๆ ซ่ึงจะช่วยท ำให้น ้ ำปลำมีกล่ิน
และรสชำติท่ีดีขึ้นได ้[2, 9, 14, 17, 18] 

 
รูปท่ี 1 ผลของควำมขม้ข้นเกลือ NaCl ต่อกิจกรรม  

ของ เอนไซม ์5´-PDE 

 
รูปท่ี 2 ผลของควำมขม้ขน้เกลือ NaCl ต่อกิจกรรม

ของเอนไซมไ์ลเปส 

3.2 การศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์  5´- 
PDE ที่เหมาะสม 

กำรเติม เอนไซม์  5´-PDE ท่ีชอบเกลือ
ร่ วม กั บ ก ำรห มั ก น ้ ำป ล ำจ ะท ำ ให้ ป ริ ม ำณ
สำรประกอบ 5/-GMP ในน ้ำปลำเพ่ิมสูงขึ้น ปริมำณ
สำรประกอบ 5/-GMP ในน ้ ำปลำท่ีเติมเอนไซม์ 0.1, 
0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอ ร์ เซ็นต์  แตกต่ ำงจำก
น ้ ำปลำท่ีไม่มีกำรเติมเอนไซม์อย่ำงมีนัยส ำคญัทำง

สถิติ (P0.05) น ้ ำปลำท่ีเติมเอนไซม์ 0.1 0.5 และ 
1.0 เปอ ร์ เซ็นต์  ป ริมำณสำรประกอบ  5/-GMP 

แตกต่ำงจำกน ้ ำปลำท่ี เติมเอนไซม์ 1.5 และ 2.0 
เปอร์เซ็นต์อย่ำงมีนยัส ำคญัทำงสถิติ (P0.05) ส่วน
น ้ำปลำท่ีเติมเอนไซม์ 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต ์จะท ำ
ให้เกิดสำรประกอบ 5/-GMP ไม่แตกต่ำงกนัอย่ำงมี
นัยส ำคัญทำงสถิติ (P0.05) (ตำรำงท่ี  1) จำกผล
กำรทดลองแสดงว่ำกำรเติมเอนไซม ์5´-PDE ท่ีชอบ
เกลือท่ีระดับควำมเขม้ขน้ต่ำง ๆ ลงไปร่วมกบักำร
หมกัน ้ ำปลำจะท ำให้ปริมำณสำรประกอบ 5/-GMP 
ในน ้ ำปลำสูงกว่ำกำรไม่ เติมเอนไซม์  กำรเติม
เอนไซม์ท่ีควำมเข้มข้น  1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต ์
ร่วมกับกำรหมักน ้ ำปลำจะท ำให้เกิดสำรประกอบ 
5/-GMP ในน ้ ำปลำไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคญั
ทำงสถิติ (P0.05) ดงันั้นควำมเขม้ขน้ท่ีเหมำะสม
ของเอนไซม์ 5´-PDE ท่ีชอบเกลือส ำหรับเติมลงไป
ร่ ว ม กั บ ก ำรห มั ก น ้ ำป ล ำ เ พ่ื อ เ พ่ิ ม ป ริ ม ำณ
สำรประกอบ 5/-GMP ในน ้ ำปลำคือกำรใชเ้อนไซม ์
1.5 เปอร์เซ็นต ์

ตารางท่ี 1 ปริมำณสำรประกอบ 5/-GMP ในน ้ำปลำ
ท่ีเติมเอนไซม ์5´-PDE ท่ีชอบเกลือร่วมกบักำรหมกั 
 

5´-PDE concentration 
(%) 

5/-GMP1/ (mg/L) 

0 29.20 c 
0.1 32.80 b 
0.5 33.02 b 
1.0 34.45 b 
1.5 43.91 a 
2.0 44.70a 

หมายเหตุ   1/  =  ตวัอกัษรท่ีแตกต่ำงกนัเหนือตวัเลข
ในแนวตั้ ง แสดงว่ำมีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมี
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นัยส ำคญัทำงสถิติท่ีระดบัควำมเช่ือมั่นร้อยละ  95  
(P0.05) 

3.3 การศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์ไลเปส
ที่เหมาะสม 

กำรเติม เอนไซม์ไล เปส ท่ีชอบ เก ลือ
ร่วมกบักำรหมกัน ้ ำปลำจะท ำให้ปริมำณกรดไขมนั
ท่ีระเหยไดช้นิดต่ำง ๆ ในน ้ำปลำเพ่ิมสูงขึ้น ปริมำณ
กรดไขมนัท่ีระเหยไดท้ั้ง 6 ชนิดท่ีเกิดขึ้นในน ้ ำปลำ
ท่ีเติมเอนไซม์ 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต ์
แตกต่ำงจำกน ้ ำปลำท่ีไม่มีกำรเติมเอนไซม์อย่ำงมี
นัยส ำคญัทำงสถิติ (P0.05) น ้ ำปลำท่ีเติมเอนไซม ์
0.1 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมำณกรดไขมนัท่ีระเหย
ไดท้ั้ง 6 ชนิดท่ีเกิดขึ้นในน ้ำปลำแตกต่ำงจำกน ้ ำปลำ
ท่ีเติมเอนไซม์ 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์อย่ำงมี
นัยส ำคัญทำงสถิติ  (P0.05)  ส่วนน ้ ำปลำท่ี เติม
เอนไซม์ 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ จะท ำให้เกิด
ไขมันท่ีระเหยได้ทั้ง 6 ชนิด ไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมี
นัยส ำคัญทำงสถิติ (P0.05) (ตำรำงท่ี 2) จำกผล
กำรทดลองแสดงว่ำกำรเติมเอนไซม์ไลเปสท่ีชอบ
เกลือท่ีระดับควำมเขม้ขน้ต่ำง ๆ ลงไปร่วมกบักำร
หมกัน ้ำปลำจะท ำให้ปริมำณกรดไขมนัท่ีระเหยได ้6 
ชนิด ได้แก่  acetic acid, propionic acid, isobutyric 
acid, butyric acid, isovaleric acid และ  valeric acid 
ในน ้ ำปลำสูงกว่ำกำรไม่ เติมเอนไซม์  กำรเติม
เอนไซม์ท่ีควำมเขม้ขน้ 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต ์
ร่วมกับกำรหมักน ้ ำปลำจะท ำให้เกิดกรดไขมันท่ี
ระเหยไดท้ั้ง 6 ชนิด ในน ้ำปลำไม่แตกต่ำงกนัอยำ่งมี
นัยส ำคญัทำงสถิติ (P0.05) ดังนั้นควำมเขม้ข้นท่ี
เหมำะสมของเอนไซม์ไลเปสท่ีชอบเกลือ ส ำหรับ
เติมลงไปร่วมกับกำรหมักน ้ ำปลำเพ่ือเพ่ิมปริมำณ
กรดไขมนัท่ีระเหยได้ในน ้ ำปลำคือกำรใช้เอนไซม ์
1.0 เปอร์เซ็นต ์

3.4 การหมักน ้าปลาโดยใช้เอนไซม์  5´- PDE 
ร่วมกับเอนไซม์ไลเปส 

กำรศึกษำปริมำณสำรประกอบ  5/-GMP 
และปริมำณกรดไขมนัท่ีระเหยได้ของน ้ ำปลำชนิด
ต่ำง ๆ ได้แก่ น ้ ำปลำท่ีหมักตำมวิธีธรรมชำติเป็น
เวลำ 24 สัปดำห์ (FS) น ้ ำปลำท่ีหมักโดยมีกำรเติม
เอนไซม์ 5´-PDE ร่วมกับเอนไซม์ไลเปสท่ีชอบ
เกลือ 1.5 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดบั (HPHLFS) 
และน ้ ำปลำท่ีวำงขำยในทอ้งตลำด (commercial fish 
sauce, C) ผลกำรทดลองแสดงดงัตำรำงท่ี 3  

กำรเปรียบเทียบปริมำณสำรประกอบ  5/-
GMP ซ่ึงเป็นสำรเสริมรสชำติ (flavor enhancer) ใน
ผลิตภณัฑ์อำหำรต่ำง ๆ และมีส่วนช่วยท ำให้น ้ ำปลำ
มีรสชำติดีขึ้ น[19] พบว่ำ น ้ ำปลำ C และน ้ ำปลำ 
HPHLFS มีปริมำณสำรประกอบนิวคลีโอไทด์ 5/-
GMP ไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ 
(P0.05) แต่จะมีปริมำณสูงกว่ำในน ้ ำปลำ FS นั่น
แสดงว่ำกำรเติม เอนไซม์  5´-PDE ท่ีชอบเกลือ
ร่วมกบักำรหมกัน ้ ำปลำจะสำมำรถเร่งปฏิกิริยำกำร
ย่อยสลำย RNA ในตวัปลำไปเป็นสำรประกอบ 5/-
GMP ได ้[9] 

กำรเป รียบเทียบปริมำณกรดไขมัน ท่ี
ร ะ เห ย ไ ด้  ไ ด้ แ ก่  acetic acid, propionic acid, 
isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid แ ล ะ 
valeric acid ซ่ึงเป็นกรดไขมันท่ีมีบทบำทต่อกล่ิน
ของน ้ ำปลำ [2, 17, 18] พบว่ำ ปริมำณกรดไขมันท่ี
ระเหยได้ทั้ ง 6 ชนิดของน ้ ำปลำ  HPHLFS จะมี
ปริมำณสูงกว่ำน ้ ำปลำ FS อย่ำงมีนัยส ำคญัทำงสถิติ 
(P0.05) แสดงว่ำเอนไซม์ไลเปสท่ีชอบเกลือน่ำท่ี
จะมีบทบำทส ำคญัในกำรเร่งปฏิกิริยำกำรย่อยสลำย
ไขมนัในตวัปลำไปเป็นกรดไขมนัท่ีระเหยไดช้นิด
ต่ำง ๆ อย่ำงไรก็ตำมเม่ือพิจำรณำถึงปริมำณกรด
ไขมันท่ีระเหยได้ทั้ ง 6 ชนิดของน ้ ำปลำ HPHLFS 
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กับน ้ ำปลำ C พบว่ำน ้ ำปลำ C จะมีปริมำณกรด
ไขมนัท่ีระเหยไดท้ั้งสูงกว่ำน ้ำปลำท่ีเติมเอนไซม ์ซ่ึง
อำจเน่ืองมำจำกน ้ ำปลำ C ใชร้ะยะเวลำในกำรหมกั
นำนกว่ำ โดยน ้ำปลำท่ีวำงขำยในทอ้งตลำดมกัจะใช้
ระยะเวลำในกำรหมกันำน 12-18 เดือน ท ำให้มีกำร
สะสมของกรดอินทรียท่ี์ระเหยมำกกว่ำในน ้ ำปลำ 
HPHLFS ซ่ึงใชเ้วลำในกำรหมกัเพียงแค่ 24 สัปดำห์ 
(6 เดือน)          

4. สรุปผลการวิจัย 

กำรทดลองหมกัน ้ำปลำโดยเติมเอนไซม์ท่ี
ชอบเกลือ 2 ชนิด ได้แก่  เอนไซม์  5´-PDE (1.5 

เปอร์เซ็นต์) และเอนไซม์ ไลเปส (1.0 เปอร์เซ็นต์) 
ลงไปร่วมกบักำรหมกั พบว่ำ ปริมำณสำรประกอบ 
5/-GMP และกรดไขมนัท่ีระเหยไดข้องน ้ ำปลำท่ีเติม
เอนไซม์จะมีปริมำณสูงกว่ำน ้ ำปลำท่ีหมักตำมวิธี
ธรรมชำติ แสดงว่ำเอนไซม์ท่ีชอบเกลือทั้ง 2 ชนิด มี
บทบำทในกระบวนกำรย่อยสลำยสำรประกอบต่ำง ๆ 
ในระหว่ำงกระบวนกำรหมักน ้ ำปลำ ดังนั้น จึงมี
ควำมเป็นไปได้ท่ีจะใช้กระบวนกำรทำงเอนไซม์
จำกจุลินทรียใ์นกำรปรับปรุงคุณภำพดำ้นกล่ินและ
รสชำติของน ้ำปลำ 

ตารางที่ 2 ปริมำณกรดไขมนัท่ีระเหยได ้ (มิลลิกรัม / 100 มิลลิลิตร) ในน ้ำปลำท่ีเติมเอนไซมไ์ลเปสร่วมกบักำรหมกั 
Lipase 

concentration 
(%) 

Acetic1/ 
acid 

Propionic1/ 
acid 

Isobutyric1/ 
acid 

Butyric1/  
acid 

Isovaleric1/ 
acid 

Valeric1/ 
acid 

0 75.50 d 16.10 d 4.26 d 31.45 d 19.33 d 2.61 d 
0.1 71.70 c 23.42 c 7.41 c 37.10 c 23.11 c 5.72 c 
0.5 74.02 b 25.51 b 9.62 b 39.02 b 25.25 b 7.10 b 
1.0 81.35 a 29.71 a 12.65 a 42.85 a 29.01 a 10.46 a 
1.5 81.51 a 30.01 a 12.72 a 43.03 a 30.01 a 10.72 a 
2.0 81.60a 30.05 a 12.75 a 43.10 a 30.13 a 10.84 a 

หมายเหตุ   1/  =  ตวัอกัษรท่ีแตกต่ำงกนัเหนือตวัเลขในแนวตั้ง แสดงว่ำมีควำมแตกต่ำงกนัอย่ำงมีนยัส ำคญัทำง
สถิติท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ร้อยละ  95  (P0.05) 

ตารางท่ี 3 ปริมำณสำรประกอบ 5/-GMP และกรดไขมนัท่ีระเหยไดข้องน ้ำปลำท่ีไดจ้ำกกำรเติมเอนไซมร่์วมกบั
กำรหมกั  

Fish 
sauce 

5/-GMP1/   Volatile fatty acid (mg/100ml) 

 (mg/L) Acetic1/    Propionic1/    Isobutyric1/    Butyric1/    Isovaleric1/    Valeric1/    
FS 39.19b 74.50 c 25.20 c 4.24 c 74.50 c 19.33 c 2.61 c 

HPHLFS  42.50 a 90.50 b 39.13 b 12.80 b 90.50 b 30.05 b 10.66 b 
C 43.04 a 95.36 a 49.06 a 16.16 a 95.36 a 41.47 a 13.15 a 

หมายเหตุ   1/  =  ตวัอกัษรท่ีแตกต่ำงกนัเหนือตวัเลขในแนวตั้ง แสดงว่ำมีควำมแตกต่ำงกนัอย่ำงมีนยัส ำคญัทำง
สถิติท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ร้อยละ  95  (P0.05) 
                   FS คือ น ้ำปลำท่ีหมกัตำมวิธีธรรมชำติ 
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                  HPHLFS คือ น ้ำปลำท่ีหมกัโดยมีกำรเติมเอนไซม ์5´-PDE (1.5 เปอร์เซ็นต)์ และเอนไซมไ์ลเปส (1.0 
เปอร์เซ็นต)์ 
                  C คือ น ้ำปลำท่ีวำงขำยในทอ้งตลำด (commercial fish sauce)
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