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บทคัดยอ 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและผลิตเอนไซม 5´-ฟอสโฟไดเอสเทอเรสจาก

แบคทีเรียทนเกลือ Bacillus sp. RMUT 001 ที่แยกมาจากน้ําปลาดิบในอาหารเหลว Sehgal and Gibbons 

Complex (SGC) พบวาแบคทีเรียทนเกลือ Bacillus sp. RMUT 001 สามารถผลิตเอนไซมไดดีที่สุดที่                         

พีเอช  7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลว SGC ที่ไมมีเกลือโซเดียมคลอไรด การเพาะเล้ียงแบคทีเรีย

ในอาหารเหลว SGC ในระดับฟลาสกในสภาวะที่เหมาะสม พบวาแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม                             

5´-ฟอสโฟไดเอสเทอเรสควบคูไปกับการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมเกิดขึ้นสูงสุดเม่ือการเจริญอยูใน

ระยะคงที่ แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมไดสูงสุดเทากับ 0.98 หนวย/มล. เม่ือเพาะเล้ียงเปนเวลา 5 วัน การทํา

ใหเอนไซมบริสุทธ์ิบางสวนโดยการตกตะกอนเอนไซมดวยเอทานอลความเขมขน 50 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร 

พบวาเอนไซมมีความบริสุทธ์ิเพ่ิมขึ้น 17.79 เทา และไดผลผลิตเอนไซมเทากับ 73.67 เปอรเซ็นต 

คําสําคัญ: 5´-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส แบคทีเรียทนเกลือ  Bacillus sp. น้ําปลาดิบ 
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Abstract 

The optimum conditions for growth and 5´ phosphodiesterase (5’- PDE) production from a 

halotolerant Bacillus sp. RMUT 001 isolated from raw fish sauce in Sehgal and Gibbons Complex (SGC) 

liquid medium were studied. The results showed that a halotolerant Bacillus sp. RMUT 001 could produce the 

highest 5´- PDE activity at pH of 7.0 and temperature of  37 oC in SGC liquid medium without NaCl. 

Cultivation of Bacillus sp. RMUT 001 in shaking flasks at optimum conditions found that enzyme secretion 

was coupled to cell multiplication and maximum activity was obtained at stationary phase. The maximum     

5´- PDE production was 0.98 U/ml after 5 days cultivation. Enzyme was partially purified by 50% ethanol 

precipitation (by volume). The purity of 5´- PDE was increased 17.79 folds and yield of 73.67% was 

obtained. 

Keywords: 5´- phosphodiesterase, Halotolerant bacteria, Bacillus sp.,Raw fish sauc 

1. บทนํา 

เอนไซมไรโบนิวคลีเอส (ribonuclease, RNase) เปนเอนไซมที่ เรงปฏิกิริยาการยอยสลายกรด                    

ไรโบนิวคลีอิค (ribonucleic acid, RNA) ใหเปนสารประกอบ 2′-, 3′-, 5′-ไรโบนิวคลีโอไทด กัวโนซีนโมโน

ฟอสเฟต (guanosinemonophosphate, GMP) อะดโีนซีนโมโนฟอสเฟต (adenosine monophosphate, AMP)ไซทิดนี

โมโนฟอสเฟต (cy t id inemonophosphate, CMP) และยูริดีนโมโนฟอสเฟต (uridinemonophosphate, UMP) 

เอนไซม RNase แบงออกเปนสามกลุม ไดแก เอนไซม 3′-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส (3′-phosphodiesterase,        

3′-PDE) ซ่ึงจะยอยสลาย RNA โดยตัดบริเวณพันธะ 3′-ฟอสโฟไดเอสเทอร (3′-phosphodiester linkage, C3′-O-

P(O2H)-O- C5′) ไดเปนสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด 3′-โมโนฟอสเฟต (ribonucleotide 3′-monophosphate) 

ไดแก เอนไซม 5′-ฟอสโฟไดเอสเทอเรส (5′-phosphodiesterase, 5′-PDE) ซ่ึงจะยอยสลาย RNA โดยตัดบริเวณ

พันธะ 5′-ฟอสโฟไดเอสเทอร (5′-phosphodiester linkage, C3′-O-P(O 2H)-K-C 5 ′) ไดเปนสารประกอบ         

ไรโบ นิวคลีโอไทด 5′-โมโนฟอสเฟต (ribonucleotide 5′-monophosphate) และเอนไซมโพลินิวคลีโอไทด  

ฟอสโฟรีเลส (polynucleotide phospholyase) [1, 2, 3] เอนไซม 5′-PDE เปนเอนไซมที่ไดรับความสนใจและถูก

นําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตวัตถุปรุงแตงรสชาติในอาหารชนิดสารประกอบ 5′-ไรโบนิวคลีโอไทด 

เนื่องจากเอนไซมดังกลาวสามารถยอยสลาย RNA ไดสารประกอบ 5′-ไรโบนิวคลีโอไทด (5′-GMP, 5′-AMP, 

5′-CMP, 5′-UMP) ซ่ึงสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทด 5′-GMP จัดเปนวัตถุปรุงแตงรสชาติในอาหารที่ให

รสชาติอูมามิและมีการใชอยางกวางขวางในอุตสาหกรรมอาหาร สวนสารประกอบไรโบนิวคลีโอไทดอ่ืนๆ 

ไดแก 5′-AMP, 5′-CMP และ 5′-UMP จะถูกนําไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมดานเภสัชภัณฑ [4, 5] ดังนั้น

เอนไซม 5′-PDE จึงมีความนาสนใจในการนําไปใชผลิตสารเพ่ิมรสชาติในอาหาร ปจจุบันขอมูลเก่ียวกับการ

ผลิตเอนไซม 5′-PDE จากจุลินทรียยังมีนอย ดังนั้นการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม 5′-PDE 



Sci. & Tech. RMUTT J. Vol.3 No.2 (2013)  29  

 
จากแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมจึงมีความนาสนใจ ซ่ึงจะสามารถใชเปนขอมูลสําหรับผลิต

เอนไซม 5′-PDE เพ่ือใชผลิตสารประกอบ 5′-ไรโบนิวคลีโอไทดสําหรับใชในอุตสาหกรรมอาหารตอไป 

2. วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

2.1 จุลินทรียท่ีใชในการศึกษา 

เช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิ Bacillus sp. RMUT 001 ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ําปลาดิบเช้ือดังกลาว

ไดรับการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีโดยสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง

ประเทศไทย (วว.) และจะถูกเก็บอยูในอาหารวุน Sehgal and Gibbons Complex (SGC) [6] 

2.2 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE 

2.2.1 การศึกษาความเขมขนของเกลือ NaCl ที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซม5′-PDE 

ถายเช้ือแบคทีเรียอายุประมาณ 1-2 วัน ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว SGC 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 

24 ช่ัวโมง จากนั้นถายเช้ือแขวนลอยปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหาร

เหลว SGC ที่มีเกลือ NaCl ความเขมขน 0-3.0 โมลาร ปริมาตร 150 มิลลิลิตร นําไปบมในเครื่องเขยาควบคุม

อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วัน ทําการเก็บตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง 

วิเคราะหการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร จากนั้นทําการปนเหว่ียงแยก

เซลลออกจากน้ําหมัก เพ่ือวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 5′-PDE 

2.2.2 ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE 

ถายเช้ือแบคทีเรียอายุประมาณ 1-2 วัน ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว SGC 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 

24 ช่ัวโมง จากนั้นถายเช้ือแขวนลอยปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหาร

เหลว SGC ที่มีเกลือ NaCl ที่เหมาะสม ปริมาตร 150 มิลลิลิตร โดยปรับพีเอชเปน  4, 5, 6, 7, 8 นําไปบมใน

เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วัน ซ่ึงทําการเก็บ

ตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง วิเคราะหการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 660  นาโนเมตร 

จากนั้นทําการปนเหว่ียงแยกเซลลออกจากน้ําหมัก เพ่ือวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 5′-PDE 

2.2.3 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE 

ถายเช้ือแบคทีเรียอายุประมาณ 1-2 วัน ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว SGC 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 

24 ช่ัวโมง จากนั้นถายเช้ือแขวนลอยปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหาร

เหลว SGC ที่มีเกลือ NaCl  และปรับพีเอชที่เหมาะสม ปริมาตร 150 มิลลิลิตร นําไปบมในเครื่องเขยาควบคุม

อุณหภูมิที่ 30, 37, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วัน ซ่ึงทําการเก็บ
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ตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง วิเคราะหการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงทีค่วามยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร จากนั้น

ทําการปนเหว่ียงแยกเซลลออกจากน้ําหมัก เพ่ือวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 5′-PDE 

2.3 การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE ในระดับฟลาสก 

 ถายเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิอายุประมาณ  1-2  วัน ลงในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุอาหาร

เหลว SGC ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่  37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอ

นาที เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นถายเช้ือแขวนลอยปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึง

บรรจุอาหารเหลว SGC ปริมาตร 150 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาที่มีการใชสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต

เอนไซม ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วัน เก็บตัวอยางทุก 24  ช่ัวโมง วิเคราะหการเจริญโดยวัดคาการ

ดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร จากนั้นทําการปนเหว่ียงแยกเซลลออกจากน้ําหมักเพ่ือ

วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 5′-PDE 

2.4 การทําเอนไซม 5′-PDE ใหบริสุทธิ์บางสวน 

ทุกขั้นตอนของกระบวนการทําที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําน้ําหมักที่ไดจากการเพาะเล้ียงเช้ือ

แบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 001 มาเหว่ียงแยกเซลลออกที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที 

ตกตะกอนน้ําใส (supernatant) ที่ไดดวยเอทานอล 99.8 เปอรเซ็นต โดยใหมีปริมาณความเขมขนสุดทายของ    

เอทานอลในน้ําหมักเปน 50.0 เปอรเซ็นต ทิ้งไวนาน 24 ช่ัวโมง แยกตะกอนเอนไซมออกจากน้ําหมักโดยเหว่ียง

แยกตะกอนออกที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที นําตะกอนที่ไดละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 

Tris-HCl ความเขมขน 0.01 โมลาร พีเอช 6.0 จากนั้นนํามาทําแหงแบบเยือกแข็ง (lyophilization) โดยใชเครื่อง 

lyophilizer จะไดเอนไซมอยูในรูปผงแหง 

2.5 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 5′-PDE 

การวิเคราะหกิจกรรมของ 5′-PDE [7] โดยใชสารละลายเอนไซม 1.0  มิลลิลิตร สําหรับทําปฏิกิริยากับ

สารละลายกรดไรโบนิวคลีอิก 1.0 มิลลิลิตร (กรดไรโบนิวคลีอิก 0.1 เปอรเซ็นต  MgSO4.7H2O 0.16 โมลาร                  

ในสารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 0.04 โมลาร พีเอช 7.0 บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 2 

ช่ัวโมง หยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวยการเติมเอทานอล 99.8 เปอรเซ็นต ปริมาตร 6.0  มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใน อาง

น้ําแข็งนาน 20 นาที ปนเหว่ียงแยกตะตอนออก นําสวนใสที่ไดไปเจือจางดวยน้ํากล่ัน 50 เทา นําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร หนึ่งหนวยของกิจกรรมเอนไซม เทากับปริมาณของเอนไซมที่ทํา

ใหคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร เพ่ิมขึ้น 1.0 หนวย ภายใตสภาวะที่ใชวิเคราะห 
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3. ผลการวิจัยและวิจารณผลการวิจัย 

3.1 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE 

 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus sp. 

RMUT 001 ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม 5′-PDE ไดดี โดยทําการทดสอบความ

เขมขนของเกลือ NaCl ที่ความเขมขน 0-3.0 โมลาร พีเอช 4-8 และอุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเซียส เพาะเล้ียงใน

อาหารเหลว SCG บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที  

  จากผลการทดลองพบวา แบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 001 สามารถเจริญไดทั้งในอาหารเล้ียงเช้ือที่

ไมมีเกลือและที่มีเกลือความเขมขน 1.0-3.0 โมลาร โดยแบคทีเรียจะเจริญไดดีที่สุดในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไมมี

เกลือ NaCl และการเจริญจะลดลงเม่ือความเขมขนของเกลือ NaCl สูงขึ้น ดังผลการทดลองในรูปที่ 1 A จากผล

การทดลองแสดงใหเห็นวาแบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 001 เปนแบคทีเรียที่อยูในกลุมของแบคทีเรียทนเกลือ 

(halotolerant bacteria) ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่ไมตองการเกลือ NaCl สําหรับการเจริญ แตสามารถทนตอเกลือ NaCl 

และเจริญไดในสภาวะที่มีเกลือ NaCl ความเขมขนตั้งแต 2.5 โมลาร [8,9] จากผลการทดลองจะสอดคลองกับ

การศึกษาของ Ikeda (2000) ซ่ึงไดคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไรโบนิวคลีเอสจาก

น้ําปลาไทย พบวาแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมดังกลาวไดสูงจะสามารถเจริญไดในสภาวะที่มีเกลือ NaCl ความ

เขมขน 0-4.0 โมลาร และเปนแบคทีเรียที่อยูในกลุมของแบคทีเรียทนเกลือ 

  การศึกษาความเขมขนของเกลือ NaCl ตอการผลิตเอนไซม 5′-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 

001 พบวาแบคทีเรียสามารถที่จะผลิตเอนไซม 5′-PDE ไดทั้งในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี NaCl และไมมีเกลือ NaCl 

โดยแบคทีเรียจะผลิตเอนไซม 5′-PDE ไดสูงที่สุดในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไมมีเกลือ NaCl สวนในอาหารเล้ียงเช้ือใน

สภาวะที่มีเกลือ NaCl แบคทีเรียจะผลิตเอนไซมไดต่ํา ดังผลการทดลองในรูปที่ 1 B จากการทดลองแสดงให

เห็นวาความเขมขนของเกลือ NaCl มีผลตอการเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE ดังนั้นในการผลิตเอนไซม  

5′-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 001 จะตองเพาะเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไมมีเกลือ NaCl 

จึงจะสามารถผลิตเอนไซมไดดีที่สุด 

 การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus sp. 

RMUT 001 พบวา แบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 001 สามารถเจริญไดในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไมมีเกลือ NaCl ที่มี

พีเอช ระหวาง 4.0-8.0 โดยจะมีการเจริญดีที่สุดที่พีเอช 7.0 ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 2 A สําหรับผลของพี

เอชตอการผลิตเอนไซม 5′-PDE จะสอดคลองกับผลของพีเอชตอการเจริญ ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 2 B 

กลาวคือแบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 001 สามารถผลิตเอนไซมไดในชวงพีเอชระหวาง 4.0-8.0 โดยจะมีการ

ผลิตเอนไซมไดดีที่สุดที่พีเอช 7.0 และที่ระดับพีเอชสูงหรือต่ํากวา 7.0 จะผลิตเอนไซมไดนอย เนื่องจากเปน

ระดับ พีเอชที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 001 แบคทีเรียจึงผลิตเอนไซมไดนอย

กวาที่ระดับพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญ 

  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus sp.  

RMUT 001 พบวา แบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 001 สามารถเจริญไดในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไมมีเกลือ NaCl                    
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พีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิในชวง 37-50 องศาเซลเซียส โดยจะมีการเจริญดีที่สุดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ     

การเจริญจะลดลงที่อุณหภูมิสูงหรือต่ํากวา 37 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 3 A สําหรับผลของ

อุณหภูมิตอการผลิตเอนไซม 5′-PDE พบวา อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตเอนไซมคือ 37 องศาเซลเซียส 

ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 3 B จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา ที่อุณหภูมิต่ําหรือสูงกวา 37 องศาเซลเซียส 

การผลิตเอนไซมจะไดนอย เนื่องจากแบคทีเรียจะมีการเจริญต่ํากวาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นอกจากนั้นที่

อุณหภูมิสูงเกินไป (40-50 องศาเซลเซียส) เอนไซมที่ผลิตไดอาจเกิดการเสียสภาพ สงผลใหเอนไซมที่ผลิตไดมี

ปริมาณต่ํา 

 
(A) 

 
(B) 

รูปท่ี  1  ผลของความเขมขนของเกลือ NaCl ตอการเจริญ (A) และการผลิตเอนไซม 5′-PDE (B) ของแบคทีเรีย     

             Bacillus sp. RMUT 001  
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(A) 

 
(B) 

รูปท่ี  2  ผลของพีเอชตอการเจริญ (A) และการผลิตเอนไซม 5′-PDE (B) ของแบคทเีรีย Bacillus sp. RMUT 001  
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(A) 

 
(B) 

รูปท่ี  3  ผลของอุณหภูมิตอการเจริญ (A) และการผลิตเอนไซม 5′-PDE (B) ของแบคทีเรีย Bacillus sp.  

             RMUT 001 

3.2 การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE ในระดับฟลาสก 

การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE จากแบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 001 โดยทําการ

เพาะเล้ียงในอาหารเหลว SCG พีเอช 7.0 ในสภาวะที่ไมมีเกลือ NaCl บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที จากการทดลองพบวา แบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 001 มีการเจริญ

เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วเม่ือทําการเพาะเล้ียงนาน 2 วัน จากนั้นการเจริญจะคอยๆ เพ่ิมขึ้นและสูงสุดเม่ือการ

เพาะเล้ียงเขาสูวันที่ 5 จากนั้นจะคงที่จนส้ินสุดการเพาะเล้ียง กิจกรรมของเอนไซม 5′-PDE จากแบคทีเรีย 
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Bacillus sp. RMUT 001 จะเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วเม่ือทําการเพาะเล้ียงนาน 3 วัน จากนั้นจะคอยๆ เพ่ิมสูงขึ้นและ

สูงสุดเม่ือการเพาะเล้ียงเขาสูช่ัวโมงวันที่ 5 โดยมีคากิจกรรมของเอนไซม 5′-PDE สูงสุดเทากับ 0.98 หนวยตอ

มิลลิลิตรจากนั้นกิจกรรมของเอนไซมจะคอยๆลดต่ําลงจนส้ินสุดการเพาะเล้ียง ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4  

จากการทดลองพบวา แบคทีเรีย Bacillus sp. RMUT 001 มีรูปแบบการเจริญควบคูไปกับการผลิตในลักษณะที่

เปน growth link associate  product formation โดยในขณะที่มีการเจริญจะมีการผลิตเอนไซมออกมาดวย และจะ

มีการผลิตเอนไซมไดสูงสุดเม่ือการเจริญอยูในระยะคงที่หรืออยูในระยะ stationary phase [11]  

 
รูปท่ี  4  การเจริญและการผลิตเอนไซม 5′-PDE ของแบคทเีรีย Bacillus sp.  RMUT 001 ในการเพาะเล้ียง 

              ระดับฟลาสก 

3.3 การทําเอนไซม 5′-PDE  ใหบริสุทธิ์บางสวน 

 นําสารละลายเอนไซม 5′-PDE ที่ผลิตไดจากแบคทีเรียทนเกลือ Bacillus sp.  RMUT 001 มาผาน

ขั้นตอนการทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยการตกตะกอนดวยเอทานอลความเขมขน 50 เปอรเซ็นต ผลการทดลอง

แสดงดังตารางที่ 1 จากผลการทดลองพบวา เอนไซม 5′-PDE มีความบริสุทธ์ิเพ่ิมขึ้น  17.79  เทาของเอนไซม

เริ่มตน  และมีกิจกรรมของเอนไซมทั้งหมดคงเหลือ  73.67  เปอรเซ็นต จากผลการทดลองจะพบวา เอนไซมที่

ไดมีความบริสุทธ์ิเพ่ิมขึ้นนอย และมีการสูญเสีย 26.33 เปอรเซ็นต ของเอนไซมเริ่มตน แสดงวาขั้นตอนการ

ตกตะกอนเอนไซมดวยเอทานอลยังไมเหมาะสม ดังนั้นจึงอาจมีการเปล่ียนตัวตกตะกอนใหเหมาะสมและเพ่ิม

ขั้นตอนในการทําใหเอนไซมใหบริสุทธ์ิ ซ่ึงอาจทําใหเอนไซมมีความบริสุทธ์ิมากขึ้น และลดการสูญเสีย

เอนไซม ทําใหไดผลผลิตเอนไซมในปริมาณที่สูงขึ้น 

 

 



Sci. & Tech. RMUTT J. Vol.3 No.2 (2013)  36  

 
ตารางท่ี 1 การทําเอนไซม 5′-PDE จากแบคทีเรียทนเกลือ Bacillus sp.  RMUT 001 ใหบริสุทธ์ิบางสวน 

Purification 

step 

Volume 

(ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Activity 

(units/ml) 

Specific activity 

(units/mg protein) 

Purification 

(folds) 

Yield  

(%) 

Culture filtrate             

50% Ethanol 

precipitate 

1,000 

200 

0.58 

0.12 

0.98 

3.61 

1.69 

30.08 

1 

17.79 

100 

73.67 

4. สรุปผลการวิจัย 

แบคทีเรียทนเกลือ Bacillus sp. RMUT 001 สามารถผลิตเอนไซม 5′-PDE ไดดีที่สุดที่พีเอช 7.0 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลว SGC ที่ไมมีเกลือ NaCl แบคทีเรียสามารถผลิต5′-PDE ควบคูไปกับ

การเจริญเติบโต แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมไดสูงสุดเทากับ 0.98 หนวย/มิลลิลิตร เม่ือเพาะเล้ียงเปนเวลา                    

5 วัน การทําใหเอนไซมบริสุทธ์ิบางสวนโดยการตกตะกอนเอนไซมดวยเอทานอลความเขมขน 50 เปอรเซ็นต                     

โดยปริมาตร พบวาเอนไซมมีความบริสุทธ์ิเพ่ิมขึ้น 17.79 เทา และไดผลผลิตเอนไซมเทากับ 73.67 เปอรเซ็นต 
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