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บทที ่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 เหตุผลและทีม่ำของงำนวจัิย 
 
  จากการศึกษาการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสไดจ้ากแหล่งต่างๆ จากการศึกษาพบวา่
จุลินทรียใืหป้ริมาณการผลิตเอนไซมน์อ้ยกวา่สาหร่ายทะเล และสาหร่ายสีแดงเป็นแหล่งให้โบรโม
เปอร์ออกซิเดสในปริมาณสูงและเน่ืองจากในอ่าวไทยมีสาหร่ายสีแดงหลายชนิดปริมาณมาก อีกทั้ง
สามารถเพาะเล้ียงสาหร่ายสีแดงได ้โบรโมเปอร์ออกซิเดส เป็นเอนไซม์ท่ีมีศกัยภาพต่อการน าไป
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ  ทางการแพทย ์ การวิจยัทางวิทยาศาสตร์  การรักษาสภาวะ
แวดล้อม และในงานวิจยัขั้นพื้นฐาน ดังนั้นจึงควรพฒันาการสกัดโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายสีแดงโดยเฉพาะสาหร่ายสีแดงท่ีอ่าวไทยเพื่อเป็นการอนุรักษ์ทรัพยากรธรรมชาติและการ
น าไปประยุกต์ใชใ้ห้เกิดประโยชน์สูงสุด ในการวิจยัน้ีจึงเลือกใช ้Polycavernosa sp. ซ่ึงพบไดใ้น
อ่าวไทยตามบริเวณชายฝ่ังของจงัหวดัตราด ตรัง พงังา และสงขลา มาเป็นแหล่งของโบรโมเปอร์
ออกซิเดสเพื่อพฒันากรรมวิธีในการสกดัเอนไซมใ์ห้ไดป้ริมาณสูงเพื่อน าไปประยุกตใ์ช้ในโอกาส
ต่อไป 
 
1.2  วตัถุประสงค์ของงำนวจัิย  
 
     1. เพื่อศึกษาวิธีท่ีเกมาะสมต่อการสกัดโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาร่ายสีแดงสายพนัธ์ุ 

Polycavernosa sp. 
     2. เพื่อศึกษาคุณสมบติัต่างๆของ โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัได ้
     3. เพื่อศึกษาระยะเวลาท่ีเหาสมต่อการเก็บรักษาโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
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1.3 ขอบเขตของงำนวจัิย  
 
     1. เพื่อพฒันาการผลิตโบรโมเปอร์ออกซิเดสให้มีความสะดวกรวดเร็วข้ึน ไดเ้อนไซม์ปริมาณ
มากและมีกิจกรรมของเอนไซม์เพียงพอต่อการ าไปประยุกต์ใช้กบังานด้านต่างๆ การกดัโบรโม
เปอร์ออกซิเดสประกอบดว้ยหลายขั้นตอน แต่ละขั้นตอนสามารถด าเนินการไดห้ลายวิธีแตกต่างกนั 
ซ่ึงย่อยมีผลต่อปริมาณโปรตีน และกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีได้ การทดลองจึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อ
รวบรวมผลกระทบจากการสกดัในแต่ละขั้นตอน มาใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานในการพฒันาการสกดัโบร
โมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลสีแดง ในอนาคต 
    2.  ศึกษาคุณสมบติัต่างๆของโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัไดเ้ช่น ขนาด ผลของอุณภ๔มิต่อการ
ท างานและความคน ผลของคามเป็นกรดแลด่างต่อการท างานและความคงทน และผลของไอออน
โลหะต่อการท างานของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
    3. ศึกษาผลของระยะเวลาในการเกบรักษาต่อการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซม ์เม่ือเก็บรักษาใน
ระดบัอุณหภูมิต่างๆ 
 
1.4 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
    1. เพื่อพฒันาระบบการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลสีแดง ซ่ึงขอู้บท่ีจะเป็น
ประโยชน์ต่อการผลิตโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเล 
     2. เตรียมโบรโมเปอร์ออกซิเดสเพื่อใชป้ระโยชน์ทางเทคโนโลยชีีวภาพและการใชง้านดา้นอ่ืน๐ 
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haloperoxidase 

บทที ่ 2 
ทฤษฎ ี

2.1  โบรโมเปอร์ออกซิเดส (Bromoperoxidase) 
 

โบรโมเปอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซม์ในกลุ่มฮาโลเปอร์ออกซิเดสชนิดหน่ึง ซ่ึงฮาโลเปอร์
ออกซิเดสนั้นจดัเป็นเอนไซม์ในกลุ่มเปอร์ออกซิเดสชนิดหน่ึงท่ีสามารถเร่งปฎิกิริยา peroxidative 
halogenation ของสารประกอบอินทรีย ์เม่ือมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เฮไลด์ไอออน (Cl-, Br- และ 
I- ) และ halogen receptor ฮาโลเปอร์ออกซิเดสจึงจดัเป็น H2O2-oxidoreductase group และไดผ้ล
ผลิตเป็น halogenated product (Itoh และคณะ, 1988) ดงัแสดงในปฎิกิริยาต่อไปน้ี 
 

                     AH + X- + H2O2 + 2H+                                    AX + 2H2O 
 

       AH  =  สารประกอบอินทรีย ์
        X-   =   Cl-, Br- และ I- 
      AX   =   halogenated product   
 

ฮาโลเปอร์ออกซิเดสแบ่งออกไดเ้ป็น 3 กลุ่ม ตามความสามารถในการเติมเฮไลด์ไอออนเขา้
สู่สารอินทรีย ์ดงัแสดงในตารางท่ี 2.4  
 
ตารางท่ี 2.1  ชนิดของฮาโลเปอร์ออกซิเดส (Itoh และคณะ, 1988)   
 

ชนิดของฮาโลเปอร์ออกซิเดส เฮไลดไ์อออน 
คลอโรเปอร์ออกซิเดส Cl-, Br-, I- 
โบรโมเปอร์ออกซิเดส Br-, I- 
ไอโอโดเปอร์ออกซิเดส I- 

 
คลอโรเปอร์ออกซิเดสเร่งปฏิกิริยาการเติมหมู่  คลอไรด์ไอออน  โบรไมด์ไอออน  และไอโอไดด์
ไอออนเข้าสู่สารประกอบอินทรีย์  คลอโรเปอร์ออกซิเดสสามารถสกัดได้จากจุลินทรีย์เช่น 
Caldariomyces  fumago  และ  myeloperoxidase  ซ่ึงเป็นคลอโรเปอร์ออกซิเดสชนิดหน่ึงสกดัได้
จาก   human leukocytes  (Morris  และ  Hager, 1986)  ส่วนโบรโมเปอร์ออกซิเดสเร่งปฏิกิริยาการ
เติมหมู่โบรไมด์ไอออน  และไอโอไดด์ไอออน ซ่ึงสกดัไดจ้ากไข่ของ sea urchin (Deits และคณะ, 
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1984)   น ้ านมในรูปของแลคโตเปอร์ออกซิเดส (Nichol  และคณะ, 1987) สาหร่ายทะเล (Baden  
และ Manthey  และ  Hager, 1981;  Itoh  และคณะ, 1985) และจากจุลินทรีย ์เช่น Streptomysis 
areofacience, Pseudomonas aureofaciens, Caldariomyces fumago (Vanpee และ Lingen, 1985; 
Vanpee และ Lingen, 1987) และ Eosinophil peroxidase จากเซลล์เม็ดเลือดขาว (Carlson และคณะ, 
1985)  และไอโอโดเปอร์ออกซิเดสซ่ึงเร่งปฎิกิริยาการเติมหมู่ไอโอไดด์ไอออนเขา้สู่สารประกอบ
อินทรีย ์ สกดัไดจ้ากต่อมไธรอยด ์(Alexander, 1959) และรากของพืชในตระกูลมะรุม (horseradish)  
(Shannon  และคณะ, 1966) 

 
2.2  ชนิดของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
 

โบรโมเปอร์ออกซิเดสสามารถแบ่งตามลกัษณะของ prosthetic group ออกเป็น 2 ชนิด 
ไดแ้ก่ 

 
Heme-bromoperoxidase   
 

Heme-bromoperoxidase มีโครงสร้างท่ีประกอบดว้ย prosthetic group และไกลโคโปรตีน 
heme-bromoperoxidase มีคุณสมบติัการดูดกลืนคล่ืนแสงในช่วง 400-420 นาโนเมตร ปัจจุบนัมี
การศึกษาโครงสร้างของ heme ซ่ึงเป็น prosthetic group อย่างแพร่หลาย โดยส่วนใหญ่แลว้ heme-
bromoperoxidase มี prosthetic group เป็น ferriprotoporphyrin IX (รูปท่ี 2.6) ยกเวน้โบรโมเปอร์
ออก-ซิเดสท่ีสกดัจากน ้ านม เช่น lactoperoxidase มี prosthetic group เป็น iron complex ของ 18-
mercaptomethyl-2, 7, 12, trimethyl-3, 8-divinylporphyrin-13, 17-diporpionic acid โครงสร้างของ 
heme และไกลโคโปรตีน มีบทบาทต่อคุณสมบติัการเร่งปฎิกิริยา (catalytic properties) โดย heme  
prosthetic group จะแสดงบทบาท  2  อย่างในการท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยา (catalytic function) คือ Fe 
(III) จะกระตุน้การเกิดการแตกตวั (heterolytic cleavage) ของ H2O2 ท  าให้เกิด one oxidizing 
equivalent และส่วนของ porphyrin จะช่วยควบคุมศกัยไ์ฟฟ้าในการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ (oxidation-
reduction potential) (Manthey และ Hager, 1989)   
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รูปท่ี 2.1  Heme component ของ ferriprotoporphyrin IX 

 
Non-heme bromoperoxidase ทีพ่บในยูคำรีโอท   
 

โดยปกติ non-heme bromoperoxidase ไม่แสดง absorption band ในช่วง 400-420 นาโน
เมตร non-heme bromoperoxidase ท่ีพบคร้ังแรกคือ lactoperoxidase ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีสกัดจาก
น ้านม (Domontet และ Rousset, 1983)  ซ่ึงมีความสามารถในการเร่งปฎิกิริยาออกซิเดชนัของไอโอ
ไดด์ในระดับต ่ า  ต่อมา  Vilter (1984) พบว่า non-heme bromoperoxidase ใน Ascophyllum  
nodosum เป็นโบรโมเปอร์-ออกซิเดสท่ีไม่ถูกยบัย ั้งโดยไซยาไนด์แต่ถูก  inactivate เม่ืออยู่ใน
สารละลายวานาเดียม (V+5) แต่เม่ือ  incubate ในสารละลายของไอออนโลหะอ่ืน ๆ พบว่าไม่
สามารถ activate โบรโมเปอร์ออกซิเดสได ้ Deboer และคณะ  (1986, 1988) รายงานผลการทดลอง
ท่ีสอดคลอ้งกนั โดยตรวจสอบหาวานาเดียมในโบรโมเปอร์ออกซิเดส โดยวิธี atomic absorption 
spectrometry และ electron paramagnetic  resonance 
 

โครงสร้างของ complex ระหวา่งกรดอะมิโนกบัวานาเดียมยงัไม่มีการพิสูจน์แน่ชดั อยา่งไร
ก็ตาม  Deboer และคณะ (1988) เสนอว่าโบรโมเปอร์ออกซิเดสอาจประกอบด้วยวานาเดียมท่ีมี 
oxidation  state เท่ากบั +5 และมี ligand ท่ีมี electronegative group เช่น ออกซิเจนหรือไนโตรเจน
อยูล่อ้มรอบ  (co-ordinate) วานาเดียมไอออน นอกจากน้ีขอ้มูลจาก X-ray absorption spectroscopy 
พบว่ามีพนัธะระหว่างวานาเดียมกบัออกซิเจน 1 อะตอม โดยมีระยะระหว่างพนัธะประมาณ 1.61 
องัสทรอม และอีก  2 พนัธะระหว่างวานาเดียมกบัออกซิเจน หรือวานาเดียมกบัไนโตรเจน ท าให้
เกิดรูปร่างเป็น distorted  octahedral ภายในโมเลกุลของโบรโมเปอร์ออกซิเดส แสดงดงัรูป 2.7 
ออกซิเจนท่ีมาสร้างพนัธะอาจเป็นออกซิเจนท่ีอยูใ่นกรดอะมิโน เช่น กรดแอสปาติค หรือไธโรซีน
และไนโตรเจนอาจมาจากฮีสติดีน (Albert และคณะ, 1989) 
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รูปท่ี 2.2  พนัธะระหวา่งวานาเดียมกบัออกซิเจน และวานาเดียมกบัไนโตรเจน (หรือออกซิเจน) 

 
Non-heme bromoperoxidase ทีพ่บในแบคทเีรีย   
 

Non-heme bromoperoxidase ท่ีไดจ้ากแบคทีเรีย เช่น Streptomyces  griseus (Zeiner และ
คณะ, 1988)  และ  Streptomyces  aureofaciens  (Krenn และคณะ, 1988) เป็นโบรโมเปอร์ออกซิ
เดสท่ีไม่มี heme  group  หรือ  วานาเดียมเป็นองคป์ระกอบใน active site ของโมเลกุลของเอนไซม ์
อยา่งไรก็ตามปัจจุบนัตรวจพบสังกะสีและเหล็กเป็นส่วนประกอบแต่ไม่มีหลกัฐานยืนยนัวา่โลหะ
ดงักล่าวมีผลต่อ  catalytic activity หรือไม่ เน่ืองจากสังกะสีและเหล็กเป็นโลหะ transition ท่ีพบ
ทัว่ไปในเซลล์ Krenn และคณะ (1988) เสนอว่าโลหะ 2 ชนิดดังกล่าวอาจท าหน้าท่ี stabilize 
โมเลกุลของโบรโมเปอร์ออกซิ-เดส 
 
2.3   กลไกกำรเร่งปฏิกริิยำของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
 

Everett และคณะ (1990) เสนอว่ากลไกการเร่งปฎิกิริยาของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจะ
เก่ียวขอ้งกบั  native enzyme และ intermediate from 2 ชนิด คือ เอนไซม์-ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
และ เอนไซม-์เฮไลด ์โดยในขั้นตอนแรกจะเกิดการจบัระหวา่งไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กบัเอนไซม ์
ในโบรโมเปอร์-ออกซิเดสท่ีมี  heme  Fe(III)  ภายในโมเลกุลของ heme จะถูกออกซิไดส์เป็น ferryl 
state (IV) ท าให้ความสามารถในการเป็น oxidizing agent เพิ่มข้ึน และอยูบ่น heme group หรืออยู่
บน amino acid  residue ในระหวา่งน้ีจะมีการท าลายพนัธะระหว่างออกซิเจนกบัออกซิเจนใน
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  ในกรณีของ vanadium-bromoperoxidase ท่ีมี V+5 อาจจบักบัไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ โดยใชไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็น ligand ในล าดบัต่อมาเฮไลด์ไอออนจะจบัและ
ถูกออกซิไดส์โดยตวั  intermediate (เอนไซม์-ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์) (Lambeir และ Dunford, 
1983)   
 

Deboer และ Wever (1988) เสนอวา่สารอินทรียต์ั้งตน้ (AH) จะถูกเติมฮาโลเจนโดยอาศยั 
enzyme-HOX ท่ีเป็น intermediate และพบวา่ HOX ในสารละลายจะอยูใ่นลกัษณะ equilibrium กบั 
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molecular halogen (X2) และ trihalide ions (X3
-) ในกรณีท่ีไม่มีสารอินทรียต์ั้งตน้ complex  ของ 

EOX สามารถท่ีจะเกิดปฎิกิริยากับน ้ าเป็นออกซิเจน และพบว่า complex ระหว่าง enzyme 
halogenating intermediate  (EX) ไม่มีผลต่อปฎิกิริยาโบรมิเนชนัท่ีเกิดข้ึน ดงัแสดงในรูปท่ี 2.8 
 

E + H2O2 + X-                                     intermediate  (E-HOX,  HOX,  X2,  X3
-,  E-OX,  E-X) 

 
                           AH                              H2O 

 
                                                                                             AX                           O2 + X- + H2O 
 

AH     =       สารประกอบอินทรีย ์
AX     =       halogenated  product 
X     =       Br-  และ  I- 
E     =       โบรโมเปอร์ออกซิเดส 

 
รูปท่ี 2.3  กลไกการเกิดปฎิกิริยาของโบรโมเปอร์ออกซิเดส (Ligtenbarg และคณะ, 2003) 

 
2.4  หน้ำที่ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในส่ิงมีชีวติ 
 

เน่ืองจากน ้าทะเลมีคลอไรดป์ระมาณ 0.5 โมลาร์ และโบรไมด์ประมาณ 10-5 โมลาร์ ซ่ึงเป็น
ปริมาณท่ีเพียงพอต่อการเกิดปฏิกิริยา halometabolite และ halogenation ได้ จึงคน้พบปฏิกิริยา 
enzyme-catalyzed  halogenation  ท่ีเกิดข้ึนในส่ิงมีชีวิตใตท้อ้งทะเล  ภายหลงัจากการคน้พบโบรโม
เปอร์ออก-ซิเดสชนิดต่าง ๆ จากส่ิงมีชีวิตในทอ้งทะเล ไดมี้ความพยายามในการศึกษาวิจยัเพื่อให้
ทราบถึงหน้าท่ีของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  ซ่ึงปัจจุบนัพบหน้าท่ีของโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน
ส่ิงมีชีวติหลายประการ ไดแ้ก่ 
 
 1. เร่งการสร้างผลิตภณัฑ์ให้แก่เซลล์ (Neidleman และ Geigert, 1986) สาหร่ายทะเล  
Odonthalia dentate ผลิต brominated product ซ่ึงสามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์Serratia  
marinolubra, Sarcina pelagia โบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก sea urchin สามารถเร่งปฏิกิริยา  
polymerization  และเร่งการสร้าง  bilyrosine  ซ่ึงเป็นสารท่ีช่วยป้องกนัการเกิดปฎิสนธิซ ้ าซ้อนใน
สัตวท์ะเล Burkholder และคณะ (1966) พบวา่แบคทีเรียในทะเล Pseudomonas bromoutilis ใชโ้บร
โม-เปอร์ออกซิเดสในการผลิต brominated antibiotic  หนอนทะเล Balanoglossus  biminiensis  
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ผลิต 2,6-dibromophenol ปริมาณสูงซ่ึงเป็นสารท่ีเป็นอนัตรายต่อผูล่้า (predators) Fenical (1974) 
รายงานวา่สาหร่ายทะเลสีแดง Asparagoris taxifermis ผลิต haloketones (1,1,3,3-tetrabromoacetone 
และ  tribromo-3-butene-2-one) ซ่ึงเป็นสารท่ีมีคุณสมบติัในการต่อตา้นจุลินทรีย ์ Fenical (1975) 
พบวา่สาหร่ายสีแดงหลายชนิดมี halometabolites เช่น brominated phenols, terpene ซ่ึงจะเก่ียวขอ้ง
กบักระบวนการท าลายปรสิต Sheikh และ Djerassi (1975) พบว่า bromophenol มีบทบาทในการ
ป้องกนั  marine tube worm ชนิด Phoronopsis  viridis จากส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ McConnel และ 
Ferical (1980)  พบวา่สาหร่ายสีแดง Bonnemaisonia sp. ผลิต brominated  product (1,3-dibromo-2-
heptanone) เพื่อยบัย ั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus และ Candida albicams Hager (1982) 
พบว่า  Asparagopsis  taxiformis ผลิตอนุพนัธ์ของ halogenated methane (CHBr3 เป็น major 
component) ซ่ึงเป็นกลุ่มสารประกอบท่ียบัย ั้งการเจริญของส่ิงมีชีวิตท่ีอยูใ่กลเ้คียง (potent  biocides) 
Fenical (1982) พบว่าสาหร่ายสีเขียว Avrainvillea longicaulis ผลิต brominated diphenylamine 
avrainvilleol ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็นตวั  antifeedant 
 
 2. เร่งการสร้าง intermediate ให้แก่กระบวนการ metabolism และการสังเคราะห์สารชีว
โมเลกุลของสารประกอบพวก non-halogenated product หรือ halogenated product ท่ีซับซ้อน
ภายในเซลล์ เช่น ในกระบวนการ cyclization ของ isoprenoids เกิดเป็น terpenes และปฎิกิริยา re-
arrangement ของ linear ketones (Fenical,  1982)  
 
 3. เร่งปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดชนั (Oxidative agents) ในกรณีท่ีระบบมีโบรโมเปอร์ออกซิ
เดส  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และเฮไลด์ไอออน หรือ thiocyanate ion กระบวนการ halogenation,  
thiocyanation  หรือ  oxidation  สามารถเกิดข้ึนไดโ้ดยโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัจากสัตวเ์ล้ียงลูก
ดว้ยนม  เช่น  lactoperoxidase ซ่ึงมีบทบาทในการเกิดปฏิกิริยา oxidation ท่ีสามารถท าลายจุลินทรีย์
ท่ีเป็นอนัตรายได ้(Hara และ Sakurai, 1998) เน่ืองจากโบรโมเปอร์ออกซิเดสสามารถเร่งปฏิกิริยา
การเกิด hypobromous acid (HOBr) และ hypothiocyanous acid (HOSCN) ซ่ึงสารทั้ง 2 ชนิดมี
คุณสมบติัในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย (Neidleman และ Geigert, 1986) Marshall และ 
Reiter (1980)  พบวา่ปฏิกิริยา glycolytic pathway และปฏิกิริยาจาก glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase ในจุลินทรียส์ายพนัธ์ุ  Streptococci  spp. เช่น Streptococcus  lactis  และ 
Escherichia  coli จะถูกรบกวนโดย lactoperoxidase inhibition effect จาก lactoperoxidase  
เช่นเดียวกบั Mickelson (1979) พบว่า  Pseudomonas fluorescens, Streptococcus agalactiae, 
Bacillus cereus และ Streptococcus sanquis ถูกยบัย ั้งการเจริญโดย lactoperoxidase inhibition 
effect จาก  lactoperoxidase ไดเ้ช่นเดียวกนั 
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2.5  แหล่งของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสถูกคน้พบในปี ค.ศ. 1978 ในสาหร่ายสีแดงชนิด Bonnemaisonia hamifera  
(Theiler  และคณะ,  1978) หลงัจากนั้นจึงมีการคน้พบแหล่งของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
ส่ิงมีชีวติต่าง ๆ ดงัต่อไปน้ี 
 
 1. จุลินทรีย ์ สามารถสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากจุลินทรียห์ลายชนิด เช่น Streptomyces 
phaeochromogenes (Van Pée และ Lingen, 1985), Pseudomonas aureofaciens และ Pseudomonas 
pyrrocinia (Vanpee และ Lingen, 1987) ในกรณีของจุลินทรียจ์ะผลิต halogenated product เพื่อเป็น
ส่วนประกอบในการผลิต antibiotic substance อยา่งไรก็ตามการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
แบคทีเรียมกัไดป้ริมาณนอ้ย 
 
 2. สัตวท์ะเล  เน่ืองจากสามารถตรวจพบ halogenated product ในส่ิงมีชีวิตจากทอ้งทะเล
เสมอ  จึงสามารถแยกโบรโมเปอร์ออกซิเดสไดจ้ากสัตวท์ะเลหลายชนิด เช่น หอยทะเล (marine  
snail) (Jannum และ Coe, 1987),  Murex  trunculus และ marine worm (Deits  และคณะ, 1984) 
 
 3. ไลเคนบางชนิด เช่น Xanthoria parietina (Plat  และคณะ, 1987) 
 
 4. สาหร่ายทะเล  จากสาหร่ายสีเขียว (marine green algae) เช่น Penicillus capitatus, 
Penicillus lamourouxii  และ Rhipocephalus phoenix (Baden และ Corbett, 1980) จากสาหร่ายสี
แดง (marine  red  algae)  เช่น Rhodomela larix (Ahern  และคณะ, 1980) และ Corallina pilulifera 
(Itoh และคณะ, 1986) จากสาหร่ายสีน ้ าตาล (marine  brown  algae) เช่น Ascophyllum nodosum 
(Vilter,  1984) และ  Laminaria saccharina (Deboer และคณะ, 1986)   
 

ดงันั้นจึงสามารถพบโบรโมเปอร์ออกซิเดสได้ในเซลล์ของส่ิงมีชีวิตทุกกลุ่มทั้งในสัตว์
ทะเล จุลินทรีย ์ ไลเคน และสาหร่าย แสดงดงัในตารางท่ี 2.5 อยา่งไรก็ตามโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี
สกดัไดจ้ากสาหร่ายทะเลมีปริมาณมากกว่าแหล่งอ่ืน ในปี ค.ศ. 1980 Hewson ได้ส ารวจสาหร่าย
ทะเล 72 ชนิด ในทะเลแคริเบียนและชายฝ่ังอเมริกากลาง พบโบรโมเปอร์ออกซิเดสในสาหร่าย
ทะเลถึง 55 ชนิด 
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ตารางท่ี 2.2 แหล่งของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส  (Dembitsky, 2003) 
 
แหล่งของเอนไซม ์ สายพนัธ์ุ เอกสารอา้งอิง 
สาหร่ายสีเขียว  Bryopsis pennata Hewson (1980) 
(Chlorophyta) Caldophoropsis membranacae  Hewson (1980) 
 Chaetomorpha linum Hewson (1980) 
 Cictyosphaeria cavernosa Hewson (1980) 
 Codium repens Hewson (1980) 
 Halimeda sp. Soedjak (1994) 
 Penicillus capitatus 

 
Baden และ Corbett (1979) 
Manthey และคณะ (1984) 
Beissner และคณะ (1981) 

 Penicillus lamourouxii Baden และ Corbett (1980) 
 Rhipocephalus phoenix Baden และ Corbett (1980) 
 Ulvella lens Ohshiro และคณะ (1999) 
   
สาหร่ายสีแดง  Aphiora hancockii Hewson (1980) 
(Rhodophyta) Asparagopsis toxiformis Hewson (1980) 
 Bonnemaisonia hamifera Hewson (1980) 
 Ceramium rubrum Krenn และคณะ (1987) 
 Chondria atropurpurea  Hewson (1980) 
 Corallina pilulifera Itoh  และคณะ (1986) 

Shimonishi และคณะ (1998) 
Krenn และคณะ (1989) 
Yu และ Whittaker (1989) 
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ตารางท่ี 2.2  (ต่อ) 
 
แหล่งของเอนไซม ์ สายพนัธ์ุ เอกสารอา้งอิง 
 Corallina officinalis Sheffield และคณะ (1992) 

Isupov และคณะ (2000) 
Littlechild และ Garcia-
Rodriguez (2003) 
Carter และคณะ (2002) 

 Corallina vancouveriensis Everett และคณะ (1990) 
 Cystoclonium purpureum Pederson (1973) 
 Dasya species Hewson (1980) 
 Galaxaura comanas Hewson (1980) 
 Gracillaria species Hewson (1980) 
 Haloplegma duperreyi Hewson (1980) 
 Laurencia chondroides Hewson (1980) 
 Laurencia lata Hewson (1980) 
 Liagora species Hewson (1980) 
 Ochtodes secundiramea Rorrer และคณะ (2001) 
 Rhodomela larix Ahern และคณะ (1980) 
   
สาหร่ายสีน ้าตาล  Alaria esculenta Wever และ Tromp (1991) 
(Phaeophyta) Ascophyllum nodosum Weyand และคณะ (1999) 
 Chorda filum De Boer และคณะ (1986) 
 Dictyota divaricata Hewson (1980) 
 Ecklonia stolonifera Hara และ Sakurai (1998) 
 Fucus distichus Soedjak และ Butler (1991) 
 Labophora saccharina Hewson (1980) 
 Laminaria digitata Jordan และ Vilter (1991) 
 Laminaria hyperborean Almeida และคณะ (2001) 
 Laminaria ochroleuca Almeida และคณะ (2001) 
 Laminaria saccharina Jordan และ Vilter (1991) 

Almeida และคณะ (2001) 
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ตารางท่ี 2.2 (ต่อ) 
 
แหล่งของเอนไซม ์ สายพนัธ์ุ เอกสารอา้งอิง 
 Macrocystis pyrifera Soedjak และ Butler (1991) 
  Pelvetia canaliculata Hewson (1980) 
   
สัตวท์ะเล   Notomatus lobatus Chen และคณะ (1991) 
 Thelepus setosus Ahern และคณะ (1980) 
 Ptychodera flava laysanica Ahern และคณะ (1980) 
   
ไลเคน Xanthoria parietina Plat และคณะ (1987) 
   
จุลินทรีย ์  Streptomyces aureofaciens Van Pee และคณะ (1987) 
 Streptomyces griseus Zeiner และคณะ (1988) 
 Streptomyces phaeochromogenes Van Pée และ Lingen (1985) 
 Shigella flexneri Tanaka และคณะ (2002) 
 Salmonella enterica ser. typhimurium Tanaka และคณะ (2002) 
 Pseudomonas aureofaciens Van Pée และ Lingen (1985) 
 Pseudomonas putida IF-3 Kawanami และคณะ (2002) 
 Pseudomonas pyrrocinia   Van Pee และ Lingen (1987) 

 
ในประเทศไทยมีการส ารวจโบรโมเปอร์ออกซิเดสในสาหร่ายทะเลในชายฝ่ังทะเลของ

จงัหวดัตราด  ตรัง สงขลา และพงังา พบวา่สามารถสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสไดจ้ากสาหร่ายสีแดง 
(Rhodophyta)  เช่น  สาหร่ายเขากวางและสาหร่ายผมนาง (Veokeki, 1988) 
 
2.6  คุณลกัษณะของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 

Itoh และคณะ (1985) ไดแ้บ่งโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลออกเป็น 2 กลุ่ม 
ไดแ้ก่ พวกท่ีมี  heme เป็น prosthetic group (heme type) และพวกท่ีไม่มี heme เป็น prosthetic 
group (non-heme  type) โดยโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัจากสาหร่ายทะเล มกัเป็นเอนไซมท่ี์มี 
heme เป็น prosthetic  group (Manthey และ Hager, 1981;  Itoh  และคณะ, 1985)  และพบโบรโม
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เปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัจากสาหร่ายทะเลหลายชนิดเป็นพวกท่ีไม่มี heme เป็น prosthetic group เช่น 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัจาก Corallina pilulifera มี Fe3+ เป็น prosthetic group มีมวลโมเลกุล
ประมาณ 790,000 ดาลตนั  ประกอบด้วยหน่วยย่อยขนาด 64,000 ดาลตนั กิจกรรมของเอนไซม์
สูงสุดท่ี pH  6.0 และมีความคงทนต่ออุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสในเวลา 30 นาที (Itoh และคณะ, 
1985), Ascophyllum  nodosum มี  vanadium (V+5) เป็น prosthetic group มวลโมเลกุลประมาณ 
90,000 ดาลตนั ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยขนาด 40,000 ดาลตนั กิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดท่ี pH 5.5 
และมีความคงทนต่ออุณหภูมิ 50 องศา-เซลเซียสในเวลา 1 ชั่วโมง (Deboer และคณะ, 1986), 
Laminaria  digitata  มี vanadium (V+5) เป็น  prosthetic group มีมวลโมเลกุลประมาณ 260,000 ดาล
ตนั ประกอบดว้ยหน่วยย่อยขนาด 60,000 ดาล-ตนั กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดท่ี pH 6.5 และมี
ความคงทนต่ออุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสในเวลา 30  นาที (Jordan และ Vilter, 1991) และ 
Ceramium rubrum มี vanadium (V+5) เป็น prosthetic group มีมวลโมเลกุลประมาณ 240,000 ดาล
ตนั ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยขนาด 50,000 ดาลตนั กิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดท่ี pH 7.5 และมีความ
คงทนต่ออุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสในเวลา 1 ชัว่โมง (Klenn  และคณะ, 1987)  
 
2.7  ปฏิกริิยำของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
 

สารอินทรีย์หลายชนิดเ ป็นสารตั้ งต้นของปฏิกิ ริยา  peroxidative bromonation เ ช่น  
monochlorodimedone, 3-ketooctanoic acid (Manthey และ Hager, 1989), -diketone, 
phenol  และ o-hydroxybenzyl alcohol (Yamada และคณะ, 1985; Klenn และคณะ, 1988), nitrogen  
containing heterocytes, barbituric derivatives (Itoh และคณะ, 1987),  phenol red (Deboer และ
คณะ, 1987)  และ anisole (Deboer และคณะ, 1987; Itoh และคณะ, 1988)  เป็นตน้ 
 
2.8  ประโยชน์ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
 
จากคุณสมบติัในการเร่งปฏิกิริยา halogenetion และ peroxidation ท าให้สามารถน าโบรโมเปอร์
ออก-ซิเดสมาใชป้ระโยชน์ไดห้ลายประการดงัต่อไปน้ี 
 

1.   ใช้เป็นตัวเร่งในกำรสังเครำะห์ผลติภัณฑ์เคมี   
 
ใช้เป็นตวัเร่งในการสังเคราะห์ halogenated chemical ซ่ึงเป็นสารตวักลาง (intermediate) ในการ
ผลิต  เช่น การผลิต propylene oxide จาก propylene โดยใช้โบรโมเปอร์ออกซิเดสช่วยเร่งการ
เปล่ียน  propylene เป็น intermediate propylene halohydrin แลว้ใช ้halohydrin epoxidase ช่วยเร่ง
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การเปล่ียน  intermediate เป็น propylene oxide หรือใชเ้ป็นตวัเร่งในการสังเคราะห์ halogenated 
chemical ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีต้องการโดยตรง เช่นการผลิตยาฆ่าแมลง dibromochloropropane 
(Neidleman, 1980) 
 

2.  ใช้ประโยชน์ทำง  immuno assay 
 

Fonong และ Rechitz (1984) ใชโ้บรโมเปอร์ออกซิเดสเป็นตวัเร่งการเติม bromine (Br77) 
เข้าสู่โมเลกุลของ potentiometric enzyme แล้วน าไปประยุกต์ใช้กับการตรวจวิเคราะห์โดยวิธี 
enzyme immuno  assay เพื่อตรวจหา human IgG 
 

Manthey  และคณะ (1984)  ใช้โบรโมเปอร์ออกซิเดสเป็นตวัเร่งการเติมอะตอมสาร
กมัมนัตรังสีของไอโอไดน์  (I125) และโบรไมด์  (Br77) เขา้สู่โมเลกุลโปรตีน โดยปฏิกิริยาดงักล่าว
เกิดข้ึนในสภาวะท่ีไม่รุนแรง (mild condition) จึงไม่ท าลายโมเลกุลของโปรตีน ผลิตภณัฑ์ท่ีไดมี้
ความเสถียรและให ้ specific radioactivity ท่ีสูง สามารถน าไปประยกุตใ์ชก้บัการตรวจวิเคราะห์โดย
วธีิ Enzyme immuno  assay และสามารถประยกุตใ์ชใ้นการติดตามปฏิกิริยาทางชีวเคมีได ้
 

3.   ใช้ในกำรควบคุมมลพษิ 
 

โบรโมเปอร์ออกซิเดสช่วยในการก าจดัสารประกอบฟีนอลจากน ้ าเสียท่ีเกิดจากโรงงานท่ี
ประกอบการเผาไหมถ่้านหิน (Klifbanov และคณะ, 1983) และสามารถใชโ้บรโมเปอร์ออกซิเดสเร่ง
ปฏิกิริยาระหวา่ง halide ion และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เกิดเป็น hypohalous acid ท่ีช่วยในการ
ก าจดัเมือกในท่อน ้ าทิ้งขอบโรงงานอุตสาหกรรม และช่วยในการก าจดั carcinogenic aromatic 
amine จากท่อน ้ าทิ้ง  (Klifbanov และ Morris, 1981) และสามารถใชโ้บรโมเปอร์ออกซิเดสช่วยใน
การก าจดั low molecular weight color bodies ในระบบน ้ าเสียท่ีเกิดจากโรงงานอุตสาหกรรมการ
ฟอกสี (Paice และ Jurasek, 1984) 
 

4.   ใช้ประโยชน์ทำงเภสัชกรรม   
 
สามารถใชโ้บรโมเปอร์ออกซิเดสร่วมกบัไอโอไดน์ไอออน เพื่อช่วยในการป้องกนัการเส่ือมสภาพ
ของยาอนัเน่ืองมาจากจุลินทรีย ์ นอกจากน้ียงัสามารถใชโ้บรโมเปอร์ออกซิเดส (ท าหนา้ท่ีของเปอร์-
ออกซิเดส) โดยการผสมลงในยาสีฟัน  น ้ ายาบว้นปาก  และหมากฝร่ัง  เพื่อช่วยก าจดัแบคทีเรียใน
ช่องปาก (Neidleman และ Geigert, 1986) 
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5.   ใช้ประโยชน์ทำงกำรแพทย์ 
 
บุญเกียติ แซ่ตั้ง (2535) ทดลองผลิตชุดตรวจสอบส าเร็จรูปเพื่อใชต้รวจหากลูโคส โดยการตรึงโบร
โม-เปอร์ออกซิเดส  กลูโคออกซิเดส  และสับสเตรทลงในวุน้ (agarose  agar) พบว่าสามารถ
น าไปใชใ้นการตรวจหาปริมาณกลูโคสในน ้ าหล่อเล้ียงไขสันหลงั (cerebrospinal fluid) ไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ 
 

6.   ใช้ประโยชน์ทำงเคมีวเิครำะห์ 
 
Mottola และคณะ (1970) ใชคุ้ณสมบติัในการเป็นเปอร์ออกซิเดสของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในการ
ตรวจหาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ปริมาณโบรไมด์ไอออน และไอโอไดน์ไอออน โดย
ตรวจวดัการเกิดออกซิเดชนัของไอออนทั้งสองเม่ือมีโบรโมเปอร์ออกซิเดสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
 
2.9  สำหร่ำยทะเล (Seaweeds) 
 
สาหร่ายทะเลแบ่งออกเป็นกลุ่มใหญ่ ๆ  ตามโครงสร้างและสีของสารสังเคราะห์แสง ไดเ้ป็น 4 กลุ่ม 
คือ 

1.  สาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงิน (blue-green algae) 
2.  สาหร่ายสีเขียว (green algae) 
3.  สาหร่ายสีน ้าตาล (brown algae)   
4.  สาหร่ายสีแดง (red algae)  

1  สำหร่ำยทะเลทีพ่บในประเทศไทย 

ในประเทศไทยมีสายพนัธ์ุของสาหร่ายทะเลอยูห่ลากหลายชนิด เน่ืองจากมีพื้นท่ีท่ีติดกบั
ทะเลซ่ึงตวัอยา่งของสายพนัธ์ุสาหร่ายทะเลท่ีสามารถพบไดใ้นประเทศไทยแสดงดงัในตารางท่ี  2.6 
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ตารางท่ี 2.3  ตวัอยา่งสายพนัธ์ุและคุณลกัษณะของสาหร่ายทะเลท่ีพบในประเทศไทย 

สายพนัธ์ุของสาหร่าย คุณลกัษณะ 
สาหร่ายหนาม (Acanthophora) 
 
 
 
 
 

วงศ ์: RHODOMELACEAE 
ลกัษณะ : อวบน ้า เปราะหกัง่ายมีแขนงสั้น ๆ เกิดอยู่
ทัว่ไป ปลายแขนงเป็นแฉกรูปดาว 
บริเวณท่ีพบ : ข้ึนบนกอ้นหินหรือซากปะการัง ท่ีพื้น
ทรายปนโคลนในระดบัน ้าข้ึนน ้าลง จนถึงน ้าลงต ่าสุด 
 
 

สาหร่ายวุน้ (Gracilaria) 
 
 
 
 
 
 

วงศ ์: GRACILARIACEAE 
ลกัษณะ : เป็นพุม่อ่อนนุ่มเหมือนเส้นผม หรือเป็นพุม่
แขง็ลกัษณะเป็นขอ้เรียงต่อกนั 
บริเวณท่ีพบ : ข้ึนไดท้ัว่ไป ทั้งบนกอ้นกรวด เปลือก
หอย และกระชงัเล้ียงปลา 
 
 

2  สำหร่ำยทะเลสีแดง  Gracilaria  spp. 

สาหร่ายสกุล Gracilaria เป็นสาหร่ายทะเลสีแดง มีลกัษณะเป็นเส้นกลม อวบน ้ าแตกแขนงไดม้าก
จนเป็นพุ่ม  มีช่ือเรียกแตกต่างกนัตามทอ้งถ่ินและลกัษณะของสาหร่าย เช่น บางชนิดเป็นขอ้สั้น ๆ 
เรียกวา่  สาหร่ายขอ้  ท่ีแตกแขนงคลา้ยเขากวาง เรียก สาหร่ายเขากวาง (กาญจนภาชน์ ล่ิวมโนมนต,์ 
2527;  วิวรรธน์ สิงห์ทวีศกัด์ิ, 2537)  นอกจากน้ียงัมีช่ือเรียกอีกหลายช่ือ ไดแ้ก่  สาหร่ายฝอย  สาย  
สายจ้ิม  สายหางมา้ สายผมนาง  และสายไหม  ช่ือสาหร่ายวุน้เป็นช่ือสามญัท่ีใชเ้รียกสาหร่ายชนิดน้ี
เน่ืองจากน ามาสกัดวุน้ (Agar) ซ่ึงเป็นสารไฟโคคอลลอยด์ สามารถน ามาใช้ประโยชน์ใน
อุตสาหกรรมต่าง ๆ  หลายประเภทอาทิเช่น  อุตสาหกรรมอาหารเคร่ืองด่ืม  เคร่ืองส าอาง  ส่ิงทอ  ยา
รักษาโรค  สี  ภาพถ่าย  และการท าไมอ้ดั รวมทั้งในวงการแพทยแ์ละการเกษตรท่ีใช้ในการ
เพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรียแ์ละเน้ือเยื่อ  เป็นตน้  ในประเทศไทยมีสาหร่ายสกุลน้ีดว้ยกนั 15 ชนิด ใน
บริเวณชายฝ่ังอ่าวไทยตะวนัออก รวมทั้งฝ่ังทะเลอนัดามนั (วิวรรธน์ สิงห์ทวีศกัด์ิ และทรงสิทธ์ิ ล้ิม
สกุล, 2543) วงจรชีวิตของสาหร่ายผมนางสกุล Gracilaria มี 3 ระยะ คือ ระยะแกมีโตไฟทมี์เพศ
แยกอยูต่่างกนั มีการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ โดยสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุเพศผูแ้ละเพศเมียมาผสมกนับน
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ตน้แกมีโตไฟทเ์พศเมีย ไดไ้ซโกตและพฒันาอยูใ่ตเ้พอริคาร์ป (pericarb) มีลกัษณะเป็นปุ่มอยูบ่นตน้
แกมีโตไฟทเ์พศเมีย ปุ่มท่ีนูนข้ึนมาเรียกวา่ ซีสโต-คาร์ป (cystocarb) ระยะน้ีเรียกวา่ ระยะคาร์โปส
ปอโรไฟท์ ระยะน้ีจะสร้างคาร์โปสปอร์ภายในซีสโต-คาร์ป  ซ่ึงคาร์โปสปอร์น้ีจะงอกเป็นตน้
สาหร่ายท่ีแตกเตตราสปอร์ (tetraspore)  ระยะน้ีจึงเรียก ระยะเตตราสปอโรไฟท ์และเตตราสปอร์น้ี
จะงอกเป็นตน้สาหร่ายระยะแกมีโตไฟท ์เป็นการเจริญครบวงจรชีวติ (ววิรรธน์ สิงห์ทวศีกัด์ิ,  2539)   

ล าดบัทางอนุกรมวธิานของ  Gracilaria  spp.  ไดแ้ก่ 

  Division Rhodophyta                                                                                               
   Class  Rhodophyceae                                                                           
    Subclass Florideophycidae                                                           
     Order  Gigartinales                                                      
      Family  Gracilariaceae                                
       Genus  Gracilaria                                                                                                     

สาหร่ายสกุล Gracilaria ชนิดต่าง ๆ ท่ีพบในประเทศไทยมีดังน้ี (สถาบนัวิจยัและพฒันาแห่ง
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์, 2547) 

1.   Gracilaria bangmeiana  พบท่ีจงัหวดัระยองและตรัง  
2.   Gracilaria changii  พบมากท่ีจงัหวดัตราดและบางพื้นท่ีของจงัหวดัระยองและจนัทบุรี  

ส่วนท่ีจงัหวดัสงขลา  สตูล  ตรัง  กระบ่ี  และพงังา  พบข้ึนบนกระชงัเล้ียงปลาและเน่ืองจากสาหร่าย
วุน้ชนิดน้ีมีลกัษณะ  คลา้ยเขากวาง  จึงเรียกอีกช่ือหน่ึงวา่  สาหร่ายเขากวาง  

3.   Gracilaria edulis  พบท่ีจงัหวดัตราด  ประจวบคีรีขนัธ์  สุราษฎร์ธานี  สตูล  ตรัง  ภูเก็ต  
และ  ระนอง  

4.   Gracilaria eucheumoides  พบท่ีจงัหวดัภูเก็ต  
5.   Gracilaria firma  พบท่ีจงัหวดัตราด  
6.   Gracilaria fisheri  พบมากท่ีทะเลสาบสงขลาบริเวณเกาะยอ  ฝ่ังเก๋ง  และหวัเขาแดง  

อ าเภอเมือง  จงัหวดัสงขลา  มกัพบข้ึนบนเปลือกหอยข้ีนกหรือบนกระชงัเล้ียงปลา  
7.   Gracilaria irregularis  พบเฉพาะท่ีจงัหวดัตราด  ข้ึนบนกอ้นกรวดหรือเปลือกหอย  

บริเวณชายทะเล  เขตน ้าข้ึนน ้าลง  
8.   Gracilaria lemaneiformis  พบข้ึนบนกระชงัเล้ียงปลาท่ีจงัหวดัตรัง  
9.   Gracilaria minuta  พบข้ึนบนกอ้นกรวดบริเวณหาดน ้าต้ืน ๆ ท่ีจงัหวดัตราด  
10.  Gracilaria percurrens  พบท่ีจงัหวดัสงขลา  ระยอง  และตราด  
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11.  Gracilaria salicomia  พบเกือบทุกจงัหวดับริเวณชายทะเลและมีช่ือเรียกอีกช่ือหน่ึงวา่  
สาหร่ายขอ้  

12.  Gracilaria tenuistipitata  พบมากท่ีอ่าวปัตตานีและท่ีทะเลสาบสงขลา จงัหวดัสงขลา  
ชุมพร  และกระบ่ี  สาหร่ายวุน้ชนิดน้ีมีช่ือพื้นเมืองวา่  สาหร่ายผมนางและแชแฆ 

13.  Gracilaria texotii  พบท่ีจงัหวดัตรัง 
 

2.10  กำรท ำให้เอนไซม์บริสุทธ์ิ 
 โดยทัว่ไปการท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิมีขั้นตอนดงัน้ี  (เป่ียมสุข พงษส์วสัด์ิ, 2530) 

2.11.1 การสกดัเอนไซม์  เน่ืองจากแหล่งของโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีใช้ศึกษา
ได้แก่สาหร่ายทะเลประเภท  macro algae  และเอนไซม์ท่ีต้องการอยู่ภายในเซลล์  ดงันั้นจึง
จ าเป็นตอ้งท าใหเ้ซลลแ์ตก  (cell breaking)  โดยอาจใชว้ธีิการทางกายภาพ  เช่น  การบด  (grinding)  
การใช้คล่ืนเสียงความถ่ีสูง  (ultra sonication)  freeze and thaw  หรือใชว้ิธีทางเคมีท่ีท าให้เซลล์
ปล่อยเอนไซม์ออกมาในสภาวะท่ีไม่รุนแรงเท่ากบัเทคนิคทางกายภาพ  เช่น  การใช้ดีเทอร์เจน
ท าลายเยือ่เซลลแ์ละเมมเบรน  การใช ้ lytic enzyme  หรือด่างท าลายผนงัเซลล ์

2.11.2 การแยกเอนไซม์  หลงัจากท าให้เซลล์แตก  เศษเซลล์  สารชีวโมเลกุล
ขนาดใหญ่และขนาดเล็ก  สารอาหาร  จะปนอยู่กบัสารท่ีใชใ้นการสกดั  การแยกเอนไซมอ์อกจาก
ของผสมเหล่าน้ี  จะเร่ิมจากการแยกของผสมท่ีเป็นของแข็งออกมาก่อนซ่ึงอาจท าไดห้ลายวิธี  เช่น  
การป่ันดว้ยแรงเหวีย่ง  (centrifuge)  การกรอง  (filtration)  หรือการเติมสารเคมีพวก  flocculant  ลง
ไป  เพื่อให ้ particle  ยดึติดกนั  และจบัตวัตกตะกอนลงมา 

2.11.3 การท าใหเ้อนไซมเ์ขม้ขน้  ท าไดห้ลายวธีิไดแ้ก่ 
ก. การตกตะกอน  สารท่ีใช้ในการตกตะกอนมีหลายชนิด  เ ช่น  

แอมโมเนียมซลัเฟต  เอธานอล  อะซีโตน  และโพลีเอทีลีนไกลคอล  เป็นตน้ 
ข. วธีิ  ultrafiltration  มีหลกัการคือ  สารท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กกวา่รูพรุน

ของเมมเบรนจะถูกแรงดนัใหเ้คล่ือนผา่นเมมเบรน  ส่วนสารท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่จะถูกกดัไวแ้ละ
เขม้ขน้ข้ึนเมมเบรนมีหลายชนิด  แต่ละชนิดจะมีขนาดรูต่าง ๆ จึงสามารถเลือกใช้ได้ตามขนาด
โมเลกุลท่ีตอ้งการ 

ค. วิธีท าให้แห้งดว้ยความเย็น  (freeze drying)  เป็นการระเหิดของ
น ้ าแข็งท่ีอุณหภูมิ  และความดนัต ่า  นิยมใช้ในการเตรียมเอนไซม์ในระดบัห้องปฏิบติัการ  แต่ไม่
นิยมใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมเพราะตอ้งลงทุนสูง 

2.11.4 การท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิ  ท าได้หลายวิธี  แต่ท่ีนิยมท่ีสุดในระดับ
หอ้งปฏิบติัการ  ไดแ้ก่  วธีิ  column chromatography  ซ่ึงมีอยูห่ลายประการ  ไดแ้ก่ 
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ก. Ion-exchange chromatography  มีหลกัการคือ  แยกเอนไซมอ์อกจาก
สารชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ โดยอาศยัความแตกต่างของประจุ  โดยเลือกชนิดของ  ion-exchanger  ท่ีมี
ประจุเหมาะสมกบัเอนไซมท่ี์ตอ้งการ  ซ่ึงจะดูดซบัเอนไซมน์ั้นไวด้ว้ยพนัธะไอออนิก  และสามารถ
ชะออกไดโ้ดยการเปล่ียนแปลง  pH  ของสารละลาย  หรือเพิ่มความเขม้ขน้ของตวัชะ 

ข. Gel filtration chromatography  มีหลกัการคือ  แยกเอนไซมอ์อกจาก
สารชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ โดยอาศยัความแตกต่างของขนาดโมเลกุล  เน่ืองจากความสามารถในการ
เคล่ือนผา่นเจลของชีวโมเลกุลขนาดต่าง ๆ มีอตัราเร็วท่ีแตกต่างกนั  ท าให้สามารถแยกเอนไซมอ์อก
จากชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ ได ้

ค. Hydrophobic chromatography  มีหลกัการคือ  แยกเอนไซมอ์อกจาก
สารชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ โดยอาศยัความแตกต่างทาง  hydrophobicity  ของชีวโมเลกุลแต่ละชนิดท่ีมีค่า
ไม่เท่ากนัท าใหส้ามารถแยกเอนไซมอ์อกจากชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ ได ้
 เทคนิคท่ีใชใ้นขั้นตอนสุดทา้ย  ของการท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิไดแ้ก่  การตรวจเช็ค
ความบริสุทธ์ิของเอนไซมโ์ดยอาศยัสนามไฟฟ้า  ซ่ึงเป็นขั้นตอนท่ีนิยมใชใ้นงานวิเคราะห์  และการ
เตรียมเอนไซมใ์นระดบัมิลลิกรัมหรือกรัมเช่นวิธี  isoelectric focusing  ซ่ึงแยกเอนไซมโ์ดยอาศยั
ความแตกต่างของค่า  pI  ของโมเลกุลแต่ละชนิด  วิธี  electrophoresis  แยกเอนไซมโ์ดยอาศยัความ
แตกต่างของการเคล่ือนท่ีของสารท่ีมีขนาดต่างกนัในสนามไฟฟ้า 
 เทคนิคในการแยกและเตรียมเอนไซม์ดังกล่าวข้างต้นมักถูกเลือกใช้ตาม
วตัถุประสงคท่ี์ตอ้งการ  เช่น  ตอ้งการไดเ้อนไซมใ์นปริมาณมากหรือตอ้งการเอนไซมท่ี์บริสุทธ์ิมาก  
อีกทั้งข้ึนอยูก่บัเคร่ืองมือ,  ความช านาญ  และเวลาท่ีใชข้องแต่ละเทคนิค 
 การเตรียมเอนไซม์ในระดบัอุตสาหกรรมมกัต้องการเอนไซม์ปริมาณมาก  แต่
ความบริสุทธ์ิของเอนไซมไ์ม่ส าคญันกั  ขณะท่ีงานวิเคราะห์วิจยัตอ้งการความบริสุทธ์ิของเอนไซม์
เป็นพิเศษ  ในการติดตามความส าเร็จของการท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิมีหลายวิธี  เช่น  การใช ้ 
eletrophoresis  หรือการค านวณค่า  specific activity  เพื่อตรวจสอบวา่การเตรียมเอนไซมส์ามารถ
ก าจดัโปรตีนอ่ืน ๆ ออกไปไดม้ากนอ้ยเพียงใด  ในการแสดงผลการสกดัเอนไซม ์ นิยมเปรียบเทียบ
ค่า  specific activity  ในแต่ละขั้นตอนในรูปของค่า  purification fold  ซ่ึงจะบ่งช้ีวา่เอนไซมท่ี์เตรียม
ไดมี้ความบริสุทธ์ิกวา่  crude enzyme  ก่ีเท่า  และนิยมบอกถึงปริมาณเอนไซมท่ี์เหลืออยูใ่นแต่ละ
ขั้นตอนในรูปของ  total activity  ซ่ึงจะแสดงผลเป็น  %  yield 
 
Triton X-100  และ  sodium deoxycholate (Cartor, 1982)  
 Triton X-100  เป็นดีเทอร์เจนท่ีมีคุณสมบติัของโมเลกุลส่วนหัวเป็น  non-ionic  
และส่วนหางเป็น  p-tertiary-Octylphenyl  ในกรณีของ  sodium deoxycholate  เป็นดีเทอร์เจนทท่ี์มี
คุณสมบติัของโมเลกุลส่วนหวัเป็น  an-ionic  และส่วนหางเป็น  steroid skeleton  Triton X-100  
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และ  sodium deoxycholate  นิยมใช้ในการสกดั  membrane-bound enzymes  ออกจากเซลล์เมม
เบรน  หลกัการท างานของดีเทอร์เจนทคื์อ  การละลายเมมเบรน  (dissolving membrance)  และดึง
เอนไซมอ์อกจากเมมเบรน  เน่ืองจากการจบัตวัระหวา่งเอนไซมก์บัดีเทอร์เจนท์โดย  hydrophobic 
interaction  ระหวา่ง  tail group  ของดีเทอร์เจนทก์บับริเวณ  hydrophobic surface  ของเอนไซม ์ จึง
ช่วยสกดัเอนไซมอ์อกจากเมมเบรนไดป้ริมาณมากข้ึน 
 
2.11 ผลของไอออนโลหะต่อโครงสร้ำงและกำรท ำงำนของเอนไซม์  (Palmer, 1995) 
 ปัจจุบนัมีการคน้พบเอนไซม์เป็นจ านวนมากท่ีมีไอออนโลหะเป็นส่วนประกอบ
ในโมเลกุลโดยมีคุณสมบติัเนคาตาลิสตข์องเอนไซม ์ อะตอมของโลหะท่ีอยูใ่นโมเลกุลของเอนไซม์
มกัอยูใ่นสภาวะท่ีเป็นไอออนบวก  (cation)  ท่ีสามารถปรับระดบัความสามารถในการเป็นตวัออกซิ

ไดส์  (oxidation state)  ไดม้ากกวา่  1  ระดบั  เช่น  ไอออนเหล็กในรูปของเฟอรัส  ( 2Fe )  และเฟ

อริก  ( 3Fe )  โดยปกติโมเลกุลของเอนไซม์จะเกิดแรง  electrostatic interaction  ระหวา่งหมู่ประจุ
บวกของโลหะและ  negative charge group  ในโมเลกุลของเอนไซม ์ ซ่ึงมกัมีผลต่อ  catalytic site  
และกลไกการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์  ไอออนโลหะมีผลต่อคุณสมบติัการเป็นคาตาลิสต์ของ
เอนไซม ์ เช่น  การเป็น  electrophile  ของไอออนโลหะ  เพื่อช่วยยบัย ั้งปฏิกิริยา  (side reaction)  ท่ี
ไม่ตอ้งการไอออนโลหะอาจมีส่วนร่วมในการเกิด  enzyme-substrate complex  และอาจมีส่วนช่วย
เพิ่มความคงตวัของการเกิด  catalytical active conformation  ภายในโมเลกุลเอนไซม ์
 เอนไซม์ท่ีมีไอออนโลหะเป็นส่วนประกอบอาจแบ่งเป็น  2  ชนิดตามความ
แข็งแรงของพนัธะระหว่างไอออนโลหะ  และ  negative charge group  ในโมเลกุลของเอนไซม ์ 
ได้แก่  metalloenzyme  ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีมีไอออนโลหะจบัตวักบัอะตอมอ่ืน ๆ ภายในโมเลกุล
เอนไซม์อยา่งแน่นหนา  ในการท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคต่าง ๆ ไม่ส่งผลให้ไอออนโลหะ
หลุดออกจากโมเลกุลของเอนไซม ์ และ  metal-activated enzyme  เป็นเอนไซมท่ี์ไอออนโลหะจบั
ตวักบัอะตอมอ่ืน ๆ ภายในโมเลกุลเอนไซม์ด้วยพนัธะท่ีมีความแข็งแรงน้อยกว่า  ในการท าให้
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิอาจท าใหไ้อออนโลหะหลุดออกจากโมเลกุลของเอนไซมไ์ด ้โดยทัว่ไปจึงสามารถ  
re-activation  เอนไซมท่ี์สกดัได ้ โดยการเติมไอออนโลหะกลบัคืนสู่โมเลกุลของเอนไซม ์
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2.12 งำนวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 
 จากขอ้มูลขา้งตน้แหล่งของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  ไดแ้ก่  สัตวท์ะเล,  จุลินทรีย,์  
สาหร่ายทะเล  และไลเคน  ปัจจุบันมีผู ้ทดลองสกัดโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากแหล่งต่าง ๆ 
ดงัต่อไปน้ี 
 Weng  และคณะ  (1991)  สกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากแบคทีเรีย  Streptomyces 
aireofaciens  เร่ิมจากการท าให้เซลล์แตกโดยการใช้  sonicator  ท าให้เอนไซม์เข้มข้นโดย
ตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟต  จากนั้นใช ้ DEAE-Sephacel  ท าให้แยกโบรโมเปอร์ออกซิเดส
ได ้ 2  ชนิดคือ  BPO1  และ  BPO2  เม่ือน า  active fraction  ของ  BPO1  มาผา่น  heat treatment  
เพื่อตกกตะกอนโปรตีนอ่ืน ๆ ออก  แลว้ใช้  Sephacryl S-300, Phenyl superpose  และ  chelating 
sepharose chromatography BPO1  ท่ีไดมี้  specific activity 4.52  ยนิูต/มิลลิกรัมโปรตีน  และได้  
yield 56.70% BPO2  เม่ือน ามาผา่น  heat treatment  เพื่อตกตะกอนโปรตีนอ่ืน ๆ ออก  จากนั้นใช ้ 
phenyl superpose  และ  immuno affinity chromatography  พบวา่ BPO2  ท่ีไดมี้  specific activity 
1.54  ยนิูต/มิลลิกรัมโปรตีน  และได ้ yield 16.95% 
 Vanpee1  และคณะ  (1987)  สกัดโบรโม เปอร์ออก ซิ เดสจากแบคที เ รี ย  
Streptomyces aireofacience  เร่ิมจากการท าให้เซลล์แตกโดยใช้  sonicator  และท าให้เอนไซม์
เขม้ขน้ข้ึนโดยการตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟต  30-80%  saturation  จากนั้นใช ้ DE-52 (ion-
exchange chromatography)  และ Sephadex G-200  ไดโ้บรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีมีค่า  specific 
activity 2.07  ยนิูต/มิลลิกรัมโปรตีน  และได ้ yield 37% 
 Baden  และ  Corbett (1979)  สกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายสีเขียว  
Pennicillus lamourouxii, Pennicillus capitatus  และ  Ripocephalus phoenix  ท  าให้เขม้ขน้ข้ึนโดย
ตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซัลเฟต  ท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิโดย  TEAE-cellulose  พบว่าโบรโม
เปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัไดมี้ค่า  specific activity 5.20, 3.11  และ  2.91  ยนิูต/มิลลิกรัมโปรตีน  และ
ได ้ yield  เท่ากบั  43.00,  15.50,  24.00%  ตามล าดบั  (ใช ้ monochlorodimedone  เป็นสารตั้งตน้ใน
การทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส) 
 Sheffield  และคณะ  (1992) สกัดโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายสีแดง  
Coralliza officinallis  ท าให้เขม้ขน้โดยตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขม้ขน้  30-60% 
saturation  ท าให้เอนไวม์บริสุทธ์ิโดย  DEAE-Sephadex A-25  ท่ีชะดว้ย  20  มิลลิโมลาร์  Tri-
H2SO4  ท่ี  pH 8.3  และ  Biogel A-5 M  ท่ีชะดว้ย  50  มิลลิโมลาร์  Tris-H2SO4 pH 8.3  และใช้
เทคนิค  fast protein liquid chromatography (FPLC)  โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีไดส้ามารถเร่งการ  
brominates  โมเลกุลของ  monochlorodimedone  ได ้ 4.70  ยนิูต/มิลลิกรัมโปรตีน  และได้  yield 
22.00% 
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 Shang  และคณะ (1994)  สกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายสีแดง  Corallina 
vancouveriensis  โดยการ  homogenate  สาหร่ายพร้อมกบัน ้ าแข็งแห้งและอะซีโตน  จากนั้นกรอง
เอาสารละลายออก  (homogenate 6  รอบ)  น าสารละลายมาระเหยอะซีโตนเพื่อแปรสภาพให้เป็น  
Corallina vancouveriensis acetone powder  เม่ือเก็บท่ี  -4  องศาเซลเซียส  พบว่า  Carallina 
vancouveriensis acetone powder  ยงัคงมี  activity  อยูไ่ดภ้ายในเวลา  1  ปี 
 Yu  และ  Whittaker (1989)  สกัดโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายสีแดง  
Corallina officinallis  แลว้ตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตความเขม้ขน้  80% saturation  ท าให้
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิโดยผา่น  DEAE-cellulose  แลว้น ามาผา่น  phenyl sepharose column  เม่ือผา่น
ขั้นตอนการสกดัทั้งหมดจะไดโ้บรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีมี  specific activity  เท่ากบั  3.52  ยูนิต/
มิลลิกรัม  โดยใช ้ monochlorodimedone  เป็นสารตั้งตน้ในการทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์
ออกซิเดส 
 Almeida  และคณะ  (1998)  สกัดโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายสีน ้ าตาล  
Saccorhiza polyschides  จากชายฝ่ังทะเลของโปรตุเกส  หลงัจากท าให้เซลล์แตก  ท าการ  extract  
โดยวิธี  two-phase aqueous  ท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิโดยผ่าน  hydrophobic interaction 
chromatography  และตรวจเช็คความบริสุทธ์ิดว้ย  chromatofocusing  พบวา่โบรโมเปอร์ออกซิเดส
ท่ีสกดัไดมี้ค่า  specific activity  2.55  ยนิูต/มิลลิกรัม  เม่ือศึกษาคุณสมบติัของโบรโมเปอร์ออกซิ
เดส  พบวา่มีมวลโมเลกุล  125,000  ดาลตนั  โมเลกุลประกอบดว้ย  2  หน่วยยอ่ยท่ีมีขนาด  64,000  
ดาลตนั  เม่ือศึกษาผลของไอออนโลหะชนิดต่าง ๆ ต่อกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  พบว่า  
วานาเดียมไอออน  (V+5)  สามารถเพิ่มกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีถูก  dialyze  ด้วย
สารละลาย  EDTA  และโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัไดมี้ความคงทนต่อระดบัอุณหภูมิ  50  องศา
เซลเซียส 
 Barnett  และคณะ  (1998)  สกัดคลอโรเปอร์ออกซิเดสจากราในกลุ่ม  
hyphomycete fungus  สายพนัธ์ุ  Embellisia didymospora  แหล่งของเอนไซมไ์ดจ้ากการเพาะเล้ียง  
E. didymospora  ใน  liquid culture medium  ท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน  10  วนั  ท าให้
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิโดยผา่น  DEAE-Sephadex  และ  phenyl sepharose column  และ  Mono-Q HR 
5/5 column  เม่ือศึกษาคุณสมบติัของคลอโรเปอร์ออกซิเดส  พบวา่มีมวลโมเลกุล  67,000  ดาลตนั  
โดยคลอโรเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัไดมี้ความคงทนต่อระดบัอุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  มีกิจกรรม
สูงสุดท่ี  pH 5  และถูกยบัย ั้งการท างานโดยไอโอไดน์ไอออน 
 ปัจจุบนัมีการศึกษาคุณสมบติัต่าง ๆ ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  เช่น  Sheffield  
และคณะ  (1992)  ท าการตรึงโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายสีแดง  Corallina officinallis  โดย
ใช ้  agarose  และ  sepharose  พบวา่การตรึงเอนไซมส์ามารถเพิ่ม  thermal stability  ของโบรโม
เปอร์ออกซิเดสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  Deboer  และ  Wever (1988)  ศึกษากลไกการเติมโบรไมด์
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เขา้ไปในโมเลกุลของสารอินทรียใ์นกลุ่มฟีนอล  ศึกษาอตัราเร็วของปฏิกิริยา  กลไกการท างานของ
เอนไซม ์ และปัจจยัต่าง ๆ ท่ีเป็นตวัก าหนดอตัราเร็วของปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนโดยโบรโมเปอร์ออกซิเด
สจากสาหร่ายทะเลสีแดง  Vanpee (1988)  ท าการโคลนยีนและศึกษาการแสดงออกของโบรโม
เปอร์ออกซิเดสจาก  Streptomyces aireofacience  เขา้สู่  Streptomyces lividans  Shimonishi  และ
คณะ  (1998)  ท าการโคลนยีนของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลสีแดง  Corallina 
pilulifera  เขา้สู่เซลล์ของ  Escherrichia coli  เป็นผลส าเร็จ  มีการศึกษาถึงโครงสร้างของเอนไซม์
ในกลุ่มฮาโลเปอร์ออกซิเดส  เช่น  Messerschmidt  และ  Wever (1996)  ศึกษา  X-ray structure  
และ  metal center  ของคลอโรเปอร์ออกซิเดสท่ีมีวานาเดียมเป็น  prosthetic group  ท่ีสกดัไดจ้ากรา
สายพนัธ์ุ  Curvularia inaequalis  เป็นตน้ 
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บทที ่ 3 
วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 
3.1 อุปกรณ์  เคร่ืองมือ  และสำรเคมีทีใ่ช้ 

3.1.1 อุปกรณ์  และเคร่ืองมือทีใ่ช้ 
1. เคร่ืองวดัการดูดกลืนคล่ืนแสง  (Shimadzu Model UV-160,  ประเทศ

ญ่ีปุ่น) 
2. Freeze dryer  (FD4.0, Heto lab equipment Ltd.,  ประเทศญ่ีปุ่น) 
3. Vortex mixer  (Vortex-genie 2, Scientific Industries Inc.,  ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 
4. Sonicator (Sonifier cell disruptor B-30, Smithkline Ltd.,  ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 
5. Magnetic stirrer (PCM stirrer series 502, Barnstead Thermoline 

Corporation,  ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
6. เคร่ืองป่ันแยกดว้ยแรงเหวี่ยง  (RC-5C plus, Sorvall Dupont Ltd.,  

ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
7. Peristalitic pump, system controller  และ  fraction collecter 

(Automated Econo System EP-1, Bio-Rad,  ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
8. ตูเ้ยน็ส าหรับควบคุมอุณหภูมิของชุดท างาน  column chromatography  

ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส) 
9. Grinding mill bruiser (Poskert-150, Porkert as. Ltd.,  ประเทศเชโก

สโลวะเกีย) 
10. อ่างน ้าร้อนพร้อมอุปกรณ์ควบคุมอุณหภูมิ 
11. ตูเ้ยน็ส าหรับเก็บเอนไซมท่ี์อุณหภูมิ  -20  และ  4  องศาเซลเซียส 
12. อุปกรณ์  และเคร่ืองมือพื้นฐานต่าง ๆ ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติงานทาง

เทคโนโลยีชีวภาพและเทคโนโลยีชีวเคมี  เช่น  ขวดน ้ ากลัน่  บีกเกอร์  ปิเปต  ลูกยาง  dropper  
หลอดทดลอง  tube rack  เคร่ืองชัง่สาร  ชอ้นตกับาตร  กระบอกตวง  ไมโครปิเปต  ผา้ขาวบา้ง  
flash  กรวย  pH meter  และนาฬิกาจบัเวลา 
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3.1.2 สำรเคมีทีจ่ ำเป็นในกำรทดลอง 
1. แอมโมเนียมซลัเฟต  (Carlo Erba,  ประเทศอิตาลี) 
2. เอธานอล  (Merch,  ประเทศเยอรมนั) 
3. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ (Merck,  ประเทศเยอรมนั) 
4. โซเดียมคาร์บอเนต  (Fluka,  ประเทศสวติเซอร์แลนด)์ 
5. ฟีนอลเรด  (Sigma,  ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
6. โซเดียมไฮดรอกไซด ์ (Carlo Erba,  ประเทศอิตาลี) 
7. คอปเปอร์ซลัเฟต  (Carlo Erba,  ประเทศอิตาลี) 
8. โปตสัเซียมโบรไมด ์ (Carlo Erba,  ประเทศอิตาลี) 
9. เมธานอล  (Merck,  ประเทศเยอรมนั) 
10. อะซีโตน  (Merck,  ประเทศเยอรมนั) 
11. กรดไฮโดรครอริก  (Carlo Erba,  ประเทศอิตาลี) 
12. ไธโรซีน  (Merck,  ประเทศเยอรมนั) 
13. เคซีน  (Fluka,  ประเทศสวติเซอร์แลนด)์ 
14. Sodium deoxycholate  (Fluka,  ประเทศสวติเซอร์แลนด)์ 
15. Sephadex G-75  (Pharmacia,  ประเทศสวเีดน) 
16. Biogel A-0.5 M  (Bio-Rad laboratory,  ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
17. Bovine serum albumin  (Sigma,  ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
18. DEAE-Sephadex  (Pharmacia,  ประเทศสวเีดน) 
19. DEAE-Toyopearl  (Tosoh,  ประเทศญ่ีปุ่น) 
20. Ethylene diamine tetraacetric acid  (Fluka,  ประเทศสวติเซอร์แลนด)์ 
21. Potassium sodium tartrate  (Carlo Erba,  ประเทศอิตาลี) 
22. Triton X-100  (Sigma,  ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
23. Tris  (hydroxymethyl)-aminomethane  (Merck,  ประเทศเยอรมนั) 
24. richloroacetic acid  (Carlo Erba,  ประเทศอิตาลี) 
25. Sodium chloride  (Carlo Erba,  ประเทศอิตาลี) 
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3.2 ระเบียบวธีิวจัิย 
3.2.1 กำรสกัดเอนไซม์จำกเซลล์โดยกำรบดด้วยเคร่ืองบดร่วมกับกำรใช้ดีเทอร์

เจนท์ 
3.2.1.1 Triton X-100 

   แช่สาหร่ายใน  Tris-CHl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH  7.0  นาน  
1  คืน  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  บดสาหร่ายดว้ยเคร่ืองบด  (grinding mill bruiser)  น ากาก
เซลล์ท่ีปนอยูก่บั  crude enzyme  มาเติม  Triton X-100  ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ กวนนาน  5  นาที  ท่ี
อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  กรอง  crude enzyme  ออกมาทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออก
ซิเดส  (ดงัแสดงในหวัขอ้  3.3)  และตรวจวดัปริมาณโปรตีนโดยวธีิ  Lowry  (แสดงในภาคผนวก) 

3.2.1.2 Sodium deoxycholate 
   วิธีการทดลองเช่นเดียวกับหัวข้อ  3.2.1.1  แต่ใช้  sodium 
deoxycholate  เป็นดีเทอร์เจนท ์
 

3.2.2 กำรสกดัเอนไซม์จำกเซลล์โดยวธีิ  freeze and thaw 
  แช่สาหร่ายใน  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.0  นาน  1  คืน  ท่ี
อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  แช่แข็งสาหร่ายท่ีอุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส  เม่ือสาหร่ายแข็งตวั  
น ามาละลายท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  (ท า  freeze and thaw 12  รอบ)  จากนั้นเก็บตวัอยา่ง  
crude enzyme  ออกมาเพื่อทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  และตรวจวดัปริมาณ
โปรตีน 
 

3.2.3 กำรสกดัเอนไซม์จำกเซลล์โดยกำรบดร่วมกบัวธีิ  freeze and thaw 
3.2.3.1 ใชอุ้ณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียสในการแช่แขง็ 

  แช่สาหร่ายใน  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH  7.0  นาน  
1  คืน  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  บดสาหร่ายดว้ยเคร่ืองบด  น ากากเซลล์ท่ีปนอยู่กบั  crud 
enzyme  มาแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส  ภายหลงัจากท่ีสารตวัอย่างแข็งตวั  น าออกมา
ละลายท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  (ท า  freeze and thaw  8  รอบ)  เก็บตวัอยา่ง  crude enzyme  
เพื่อทดสอบกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  และตรวจวดัปริมาณโปรตีน 

3.2.3.2 ใชน้ ้าแขง็แหง้ในการแช่แขง็ 
  วธีิการทดลองเช่นเดียวกบัขอ้  3.2.3.1  แต่ใชน้ ้ าแข็งแห้งในการแช่
แขง็ 
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3.2.4 กำรสกดัเอนไซม์จำกเซลล์โดยกำรบดร่วมกบัวธีิ  sonication 
  แช่สาหร่ายใน  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH  7.0  นาน  1  คืน  
ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  บดสาหร่ายดว้ยเคร่ืองบด  น ากากเซลล์ท่ีปนอยูก่บั  crude enzyme  มา
ท าการ  sonicate  โดยใชน้ ้ าแข็งช่วยในการรักษาอุณหภูมิ  เก็บตวัอยา่ง  crude enzyme  ทุก ๆ 10  
นาที  เพื่อทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  และตรวจวดัปริมาณโปรตีน 
 

3.2.5 ศึกษำผลของกำรกวนต่อกำรแพร่ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกเซลล์เมม
เบรนหลงักำรบดเซลล์ 
  ศึกษาการแพร่ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลลเ์มมเบรน  ท่ีอุณหภูมิ  
4  องศาเซลเซียส  เปรียบเทียบกบักรณีท่ีใชก้ารกวนช่วยเร่งการแพร่  โดยแช่สาหร่ายใน  Tris-HCI  
บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.0  นาน  1  คืน  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  บดสาหร่ายดว้ยเคร่ือง
บด  แลว้แบ่งตวัอยา่งออกเป็น  2 ส่วน 

3.2.5.1 ส่วนท่ี  1  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เพื่อให้เกิดการแพร่
ของเอนไซม ์ โดยเก็บตวัอยา่งทุก ๆ  2  ชัว่โมง  เพื่อทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส
และตรวจวดัปริมาณโปรตีน 

3.2.5.2 ส่วนท่ี  2  มาท าการกวนท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เก็บตวัอยา่ง
ทุก ๆ  2  ชัว่โมง  เพื่อทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  และตรวจวดัปริมาณโปรตีน 
 

3.2.6 กำรท ำให้เอนไซม์เข้มข้นโดยกำรตกตะกอน 
3.2.6.1 แอมโมเนียมซลัเฟต 

  น า  crude enzyme  จากการท าให้เซลล์แตกมาท าให้เขม้ขน้ข้ึนโดย
การตกตะกอนดว้ย  แอมโมเนียมซลัเฟต  30%  saturation  น าไปป่ันแยกตะกอนออกท่ีแรงเหวี่ยง  
12,000  xg  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  นาน  30  นาที  น า  supernatant  มาตกตะกอนอีกคร้ังดว้ย
แอมโมเนียมซลัเฟต  70%  saturation  น าไปป่ันแยกตะกอนท่ีแรงเหวี่ยง  12,000xg  ท่ีอุณหภูมิ 4  
องศาเซลเซียส  นาน  30  นาที  ละลายตะกอนของโปรตีนดว้ย  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  
pH  7.5  โดยใชต้วัท าละลายปริมาตรนอ้ยท่ีสุด  dialyse  กบั  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  
pH 7.5  ปริมาตร  2,000  มิลลิลิตร  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  นาน  1  คืน  (เปล่ียนบพัเฟอร์  3  
คร้ัง)  น าสารละลายเอนไซม์ไปตรวจวดัปริมาณโปรตีน  และทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์
ออกซิเดส 
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3.2.6.2 เมธานอล  และเอธานอล 
  น า  crude enzyme  ท่ีไดจ้ากการท าให้เซลล์แตกมาตกตะกอนดว้ย
ตวัท าละลายอินทรีย ์ (เมธานอล  และเอธานอล)  60%  น าไปป่ันแยกตะกอนท่ีแรงเหวี่ยง  12,000xg  
ท่ี  4  องศาเซลเซียส  นาน  30  นาที  ละลายตะกอนของโปรตีนดว้ย  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิ
โมลาร์  pH  7.5  โดยใชต้วัท าละลายปริมาตรนอ้ยท่ีสุด  แลว้  dialyse  กบั  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  
มิลลิโมลาร์  pH  7.5  ปริมาตร  2,000  มิลลิลิตร  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  นาน  1  คืน  (เปล่ียน
บพัเฟอร์  3  คร้ัง)  น าสารละลายเอนไซมท่ี์ไดไ้ปตรวจวดัปริมาณโปรตีน  และทดสอบหากิจกรรม
ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 

3.2.6.3 อะซีโตน 
  น า  crude enzyme  ท่ีไดจ้ากการท าให้เซลล์แตกมาตกตะกอน
ดว้ยอะซีโตน  30%  น าไปป่ันแยกตะกอนท่ีแรงเหวี่ยง  12,000xg  ท่ี  4  องศาเซลเซียส  นาน  30  
นาที  น า  supernatant  มาตกตะกอนโปรตีนอีกคร้ังดว้ยอะซีโตน  70%  แลว้ป่ันแยกตะกอนท่ีแรง
เหวี่ยง  12,000xg  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  นาน  30  นาที  ละลายตะกอนของโปรตีนดว้ย  
Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.5  โดยใช้ตวัท าละลายปริมาตรน้อยท่ีสุด  dialyse  กบั  
Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.5  ปริมาตร  2,000  มิลลิลิตร  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศา
เซลเซียส  นาน  1  คืน  (เปล่ียนบพัเฟอร์  3  คร้ัง)  น าสารละลายเอนไซม์ท่ีไดไ้ปตรวจวดัปริมาณ
โปรตีน  และทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 

3.2.7 กำรท ำให้เอนไซม์บริสุทธ์ิโดย  ion-exchange chromatography 
3.2.7.1 DEAE-Sephadex 

  บรรจุ  DEAE-Sephadex  ลงในคอลัมน์ท่ีมีขนาด  2.5  4  
เซนติเมตร  แลว้  equilibrate  โดยการชะดว้ย  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.5  flow 
rate  40  มิลลิลิตร/ชั่วโมง  น าสารละลายเอนไซม์จากการตกตะกอนในขั้นตอนท่ี  3.2.6.3  มา  
apply  ลงคอลมัน์  ชะคอลมัน์ดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้  0-1.0  โมลาร์ใน  Tris-HCl  
บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.5  เก็บ  fraction  ละ  4  มิลลิลิตร  น า  fraction  ต่าง ๆ มาทดสอบ
หากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  และตรวจวดัปริมาณโปรตีน  รวบรวม  fraction  ท่ีมีโบรโม
เปอร์ออกซิเดสในปริมาณสูงเขา้ดว้ยกนั  (รวบรวมเฉพาะ  fraction  ท่ีมีปริมาณของเอนไซมม์ากกวา่  
20%  ของ  fraction  ท่ีมีปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสสูงสุด)  น า  pool fraction  มา  dialyse  กบั  
Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์ pH 7.5  ปริมาตร  2,000  มิลลิลิตร  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศา
เซลเซียส  นาน  1  คืน  (เปล่ียนบพัเฟอร์  3  คร้ัง)  แลว้  dry  สารละลาย  pool fraction  โดย  freeze 
dryer  เพื่อน าไปผา่นขั้นตอนการท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิในขั้นต่อไป 
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3.2.7.2 DEAE-Toyopearl 
  วธีิการทดลองเช่นเดียวกบัหวัขอ้  3.2.7.1  แต่ใช ้ DEAE-Toyopearl  
เป็น  anion exchanger 
 

3.2.8 กำรท ำให้เอนไซม์บริสุทธ์ิโดย  gel filtration chromatography 
3.2.8.1 Sephadex G-75 (fractionation range 3,000 – 70,000  ดาลตนั) 

  บรรจุ  Sephadex G-75  ลงในคอลมัน์ขนาด  1.1  40  เซนติเมตร  
แลว้  equilibrate  คอลมัน์ดว้ย  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.0  flow rate 40  มิลลิลิตร/
ชัว่โมง  นาน  12  ชั่วโมง  apply  สารละลายเอนไซม์บางส่วนจากการทดลอง  3.2.7.2  ลงใน
คอลมัน์  ชะดว้ย  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.0  flow rate  40  มิลลิลิตร/ชัว่โมง  เก็บ
สารละลายเอนไซม์  fraction  ละ  2  มิลลิลิตร  น ามาตรวจวดัปริมาณโปรตีน  และทดสอบหา
กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 

3.2.8.2 Biogel A-0.5 M  (fractionation range 10,000 – 500,000  ดาลตนั) 
  วธีิการทดลองเช่นเดียวกบัขอ้  3.2.81  แต่ใช ้ Biogel A-0.5 M 
 

3.2.9 กำรตรวจวดัโปรตีเอสใน  crude  และ  partial purified enzymes 
  น า  crude enzyme  และ  partial purified enzyme  มาตรวจวดัปริมาณโปรตี
เอส  (แสดงในภาคผนวก  ข.)  ท่ีความยาวคล่ืน  660  นาโนเมตร  แลว้น าไปเปรียบเทียบกบักราฟ
มาตรฐานเพื่อค านวณหากิจกรรมของโปรตีเอส 
  

3.2.10  กำรประมำณขนำดโมเลกุลโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยวิธี  gel filtration 
chromatography 

  บรรจุ  Sephadex G-75  ลงในคอลมัน์ขนาด  1.1  40  เซนติเมตร  แลว้  
equilibrate  คอลมัน์ดว้ย  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.0 flow rate  40  มิลลิลิตร/
ชัว่โมง  นาน  12  ชัว่โมง  apply  สารละลายโปรตีนมาตรฐานซ่ึงประกอบดว้ย  thyroglobulin  
(670,000),  gamma globulin  (158,000), ovulbumin  (44,000),  myoglobin (17,000)  และ  vitamin 
B-12  (1,350)  ลงในคอลมัน์  ชะดว้ย Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.0  flow rate  40  
มิลลิลิตร/ชัว่โมง  เก็บสารละลายตวัอยา่ง  fraction  ละ  2  มิลลิลิตร  วดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี  
280  นาโนเมตร  เขียนกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่ง  Log (MW)  และ  distribution coefficient  ของ
โปรตีนมาตรฐาน  (แสดงในภาคผนวก  ข.)  เพื่อน ามาเปรียบเทียบหาขนาดโมเลกุลของโบรโมเปอร์
ออกซิเดสท่ีสกดัได ้ โดยใชค้อลมัน์เดียวกบัท่ีท าโปรตีนมาตรฐาน 
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3.2.11 ศึกษำผลของไอออนโลหะต่อกจิกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
  น า  partial purified enzyme  มา  dialyze  ดว้ยสารละลาย  EDTA  1  มิลลิ

โมลาร์  ท่ี  4  องศาเซลเซียส  เติม  metal ion solution  ของ  K ,  2Mg ,  5V , 2Mn , 3Fe , 
2Co , 2Ni , 2Cu   และ  2Zn   ท่ีปรับความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น  1  มิลลิโมลาร์  ทดสอบหา

กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
3.2.12 ศึกษำผลของปริมำณวำนำเดียมไอออนต่อกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิ

เดสทีส่กดัได้ 
  น า  partial purified enzyme  มาเติมสารละลายวานาเดียมไอออนท่ีความ
เขม้ขน้สุดทา้ย  0.2,  0.4,  0.6,  0.8  และ  1.0  มิลลิโมลาร์  แลว้ทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์
ออกซิเดส 
 

3.2.13 ศึกษำผลของอุณหภูมิต่อควำมคงทนของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
  แบ่ง  crude  และ  partial purified enzyme  ท่ีสกดัไดเ้ป็น  6  ส่วน  ปรับ
อุณหภูมิของสารละลายเอนไซม์แต่ละส่วนเป็น  30,  40,  50,  55,  60  และ  70  องศาเซลเซียส  
ตามล าดบัท่ี  pH  6.0  นาน  30  นาที  ทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
 
 

3.2.14 ศึกษำผลของควำมเป็นกรดและด่ำงต่อควำมคงทนของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
  แบ่ง  crude  และ  partial purified enzymes  ท่ีสกดัไดเ้ป็น  6  ส่วน  ปรับ
ระดบัความเป็นกรดและด่างของสารละลายเอนไซมแ์ต่ละส่วนเป็น  pH  4,  5,  6,  7,  8  และ  9  
ตามล าดบั  (บพัเฟอร์ท่ีใช ้ คือ  อะซีเตทบพัเฟอร์,  ฟอสเฟตบพัเฟอร์  และ  Tris-HCl  บพัเฟอร์)  ทิ้ง
ไว ้ 30  นาที  ท่ีอุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
 

3.2.15 ศึกษำอุณหภูมิทีเ่หมำะสมต่อกำรท ำงำนของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
  แบ่ง  crude  และ  partial purified enzyme  ท่ีสกดัไดเ้ป็น  6  ส่วน  ทดสอบ
หากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีระดับอุณหภูมิ  30,  40,  50,  55,  60  และ  70  องศา
เซลเซียส  ตามล าดบัท่ี  pH 6.0 
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3.2.16 ศึกษำระดับควำมเป็นกรดและด่ำงที่เหมำะสมต่อกำรท ำงำนของโบรโม
เปอร์ออกซิเดส 
  แบ่ง  crude  และ  partial purified enzymes  ท่ีสกดัไดเ้ป็น  6  ส่วน  
ทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี  pH  4,  5,  6,  7,  8  และ  9  ตามล าดบั  ท่ีอุณหภูมิ  
30  องศาเซลเซียส  (บพัเฟอร์ท่ีใช้ใน  reaction mixture  ได้แก่  อะซีเตทบพัเฟอร์,  ฟอสเฟต
บพัเฟอร์  และ  Tris-HCl  บพัเฟอร์) 
  

3.2.17 กำรศึกษำควำมคงทนในกำรเกบ็รักษำ 
  แบ่ง  crude  และ  partial purified enzymes  ท่ีสกดัไดอ้อกเป็น  2  กลุ่ม  
เก็บเอนไซมท่ี์  4  องศาเซลเซียส  และ  -20  องศาเซลเซียส  ตามล าดบั  ทดสอบหากิจกรรมของโบร
โมเปอร์ออกซิเดสทุก  4  วนั 
 
3.3 กำรทดสอบหำกจิกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส   
 ตรวจสอบกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  โดยอาศยัความสามารถในการเร่ง
ปฏิกิริยา  peroxidative halogenation  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  ท่ีเร่งการเติมหมู่โบรไมด์เขา้สู่ฟี
นอลเรด  โดยมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เขา้ร่วมในปฏิกิริยา  เกิดผลิตภณัฑ์  halogenated product  
(bromophenol blue)  ซ่ึงดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี  590  นาโนเมตร 

3.3.1 สำรเคมี 
3.3.1.1 โปตสัเซียมฟอสเฟตบพัเฟอร์  0.1  โมลาร์  pH 6.0 
3.3.1.2 โปตสัเซียมโบรไมด ์
3.3.1.3 ฟีนอลเรด 
3.3.1.4 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

3.3.2 ขั้นตอนกำรทดสอบ 
3.3.2.1 สารละลายเอนไซมื  50  ไมโครลิตร 
3.3.2.2 เติมสารละลายฟีนอลเรด  20  มิลลิโมลาร์  โปตสัเซียมโบรไมด์  30  

มิลลิโมลาร์  ในโปตสัเซียมฟอสเฟตบพัเฟอร์  0.1  โมลาร์  pH 6.0  ปริมาตร  2.9  มิลลิลิตร 
3.3.2.3 เร่ิมตน้ปฏิกิริยาโดยการเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  12  มิลลิโม

ลาร์  50  ไมโครลิตร  ลงใน  assay mixture  เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
3.3.2.4 บ่มท่ีอุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส 
3.3.2.5 แช่  assay mixture  ในอ่างน ้าแขง็เพื่อชะลอการเกิดปฏิกิริยา 
3.3.2.6 รีบน า  assay mixture  ไปตรวจวดัการดูดกลืนคล่ืนแสงของ  

bromophenol blue  ท่ีเกิดข้ึน  ท่ีความยาวคล่ืน  590  นาโนเมตร 
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3.3.2.7 เปรียบเทียบปริมาณผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนโดยใช ้  bromophenol blue  
เป็นกราฟมาตรฐาน 

1 ยูนิต  (U)  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  หมายถึง  ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิ
เดสท่ีผลิต  bromophenol blue  1  ไมโครโมลต่อนาที  ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ 
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บทที ่ 4 
ผลกำรทดลอง 

1. การสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลลโ์ดยการบดร่วมกบัการใชดี้เทอร์เจนท ์
 

1.1 Triton X-100 
  ภายหลงัจากการบดเซลล์สาหร่ายดว้ยเคร่ืองบดแลว้  เม่ือใช้  Triton X-100  
เขา้ช่วยสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดส  พบวา่  Triton X-100  เขม้ขน้  0.1%  สามารถเพิ่มประสิทธิภาพ
การสกดัโปรตีนออกจากเซลล์ไดสู้งสุด  โดยปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  
เพิ่มข้ึน  25.20%  เม่ือเปรียบเทียบกบักรณีท่ีไม่ใชดี้เทอร์เจนท ์ เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ  Triton X-
100  ข้ึนเป็น  0.15  และ  0.20%  สามารถเพิ่มปริมาณโปรตีนท่ีสกดัออกจากเซลล์ได ้ แต่เม่ือ
ตรวจสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  ไม่พบว่ากิจกรรมเอนไซม์
เพิ่มข้ึน  และพบวา่  specific activity  มีค่าลดง  19.93%  และ  23.94%  ตามล าดบั  ผลการทดลอง
แสดงในรูปท่ี  4.1  และตารางท่ี  ก.1 
 

 
 
รูปท่ี  4.1  ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยการบดเซลลร่์วมกบั  Triton X-100 
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1.2 deoxycholate 
  ภายหลงัจากการบดเซลลส์าหร่าย  เม่ือใช ้ sodium deoxycholate  เขา้ช่วยสกดั
โบรโมเปอร์ออกซิเดส  พบวา่  sodium deoxycholate  เขม้ขน้  0.1%  สามารถเพิ่มปริมาณโบรโม
เปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัออกจากเซลล์ไดสู้งสุด  โดย  specific activity  ใน  crude enzyme  เพิ่มข้ึน  
54.87%  เม่ือเทียบกบักรณีท่ีไม่ใช ้  sodium deoxycholate  เขา้ช่วยในการสกดัเอนไซม์  เม่ือเพิ่ม
ความเขม้ขน้ของ  sodium deoxycholate  ข้ึนเป็น  0.15%  และ  0.20%  สามารถเพิ่มปริมาณโปรตีน
ท่ีสกดัออกจากเซลล์ไดอี้ก  2.07%  และ  5.57%  ตามล าดบั  แต่เม่ือทดสอบหากิจกรรมของโบรโม
เปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  พบวา่กิจกรรมของเอนไซมล์ดลง  และ  specific activity  ลดลง  
22.34%  และ  28.27%  ตามล าดบั  ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี  4.2  และตารางท่ี  ก.2 
 

 
 
รูปท่ี  4.2  ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยการบดเซลลร่์วมกบั  sodium deoxycholate 
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2. การสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลลโ์ดยวธีิ  freeze and thaw 
 จากการท าให้เซลล์แตกโดยวิธี  freeze and thaw  พบวา่การท างาน  freeze and 
thaw  สามารถท าให้เซลล์แตก  แต่ช่วยสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลล์เมมเบรนไดใ้นปริมาณ
ต ่า  โดยเม่ือท า  freeze and thaw 4, 8  และ  12  รอบ  ไดป้ริมาณโปรตีน  0.06,  0.07  และ  0.09  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตรทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสได ้ 0.96,  1.08  และ  1.20  มิลลิยู
นิต/มิลลิลิตร  ตามล าดบั  ผลการทดสอบแสดงในรูปท่ี  4.3  และตารางท่ี  ก.3 
 

 
 
รูปท่ี  4.3  ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลลโ์ดยวธีิ  freeze and thaw  
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3. การสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลลโ์ดยวธีิการบดเซลลร่์วมกบัวธีิ  freeze and thaw 
3.1 freeze and thaw  โดยใชอุ้ณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียสในการแช่แขง็ 

  เม่ือบดเซลล์ร่วมกบัการท า  freeze and thaw  โดยใช้อุณหภูมิ  -20  องศา
เซลเซียสในการแช่แข็ง  พบวา่การท า  freeze and thaw  4  รอบ  สามารถเพิ่มปริมาณโบรโมเปอร์
ออกซิเดสท่ีสกดัจากเซลล์ไดสู้งสุด  โดย  specific activity  ใน  crude enzyme  เพิ่มข้ึน  18.09%  
เม่ือเปรียบเทียบกบักรณีท่ีไม่ใช ้ freeze and thaw  เขา้ช่วยในการสกดัเอนไซม ์ เม่ือเพิ่มจ านวนการ
ท า  freeze and thaw  สามารถเพิ่มปริมาณโปรตีนท่ีสกดัจากเซลล์ได ้ โดยการท า  freeze and thaw  
8  รอบ  สามารถเพิ่มปริมาณโปรตีนได ้ 12.01%  แต่เม่ือทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิ
เดสใน  crude enzyme  พบวา่  specific activity  มีค่าลดลง  4.16%  ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี  4.4  
และตารางท่ี  ก.4 
 

 
 
รูปท่ี  4.4  ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยการบดเซลล์ร่วมกบัวิธี  freeze and thaw  เม่ือ
ใชอุ้ณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียสในการแช่แขง็ 
 
 
 
 
 
 



 37 

3.2 Freeze and thaw  โดยใชน้ ้าแขง็แหงในการแช่แขง็ 
  เม่ือบดเซลลร่์วมกบัการท า  freeze and thaw  โดยใชน้ ้ าแข็งแห้งในการแช่แข็ง
เซลล์สาหร่าย  พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณโปรตีนจากเซลล์ท่ีถูกบดแลว้ได ้ โดยในการท า  freeze 
and thaw 8  คร้ัง  สามารถเพิ่มปริมาณโปรตีนได ้ 11.10%  เม่ือตรวจสอบหากิจกรรมของโบรโม
เปอร์ออกซิเดสพบวา่หลงัการท า  freeze and thaw  4  คร้ังมีค่าคงท่ี  แต่  specific activity  ใน  crude 
enzyme  มีแนวโนม้ลดลง  โดยลดลง  17.50%,  39.16%  และ  41.58%  ในการท า  freeze and thaw 
2,  4  และ  6  คร้ัง  ตามล าดบั  ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี  4.5  และตารางท่ี  ก.5 
 

 
 
รูปท่ี  4.5  ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยการบดเซลล์ร่วมกบัวิธี  freeze and thaw  เม่ือ
ใชน้ ้าแขง็แหง้ในการแช่แขง็ 
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4. การสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลลโ์ดยวธีิการบดเซลลร่์วมกบัวธีิ  sonication 
 เม่ือบดสาหร่ายด้วยเคร่ืองบด  น ากากเซลล์และ  crude enzyme  มาท าการ  
sonicate  พบว่าการ  sonicate  นาน  30  นาที  สามารถเพิ่มปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจาก
เซลล์ไดสู้งสุด  โดย  specific activity  ใน  crude enzyme  เพิ่มข้ึน  45.48%  เม่ือเปรียบเทียบกบั
กรณีท่ีไม่ใช้  sonication  เขา้ช่วยในการสกดัเอนไซม์  หลงัจาก  30  นาที  เม่ือเพิ่มเวลาในการ  
sonicate  พบว่าปริมาณโปรตีนจากเซลล์เพิ่มข้ึนในปริมาณนอ้ย  โดยในนาทีท่ี  50  โปรตีนเพิ่มข้ึน
เพียง  1.99%  และ  specific activity  เพิ่มข้ึนเพียง  0.03%  ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี  4.6  และ
ตารางท่ี  ก.6 
 

 
รูปท่ี  4.6  ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยการบดเซลลร่์วมกบัวธีิ  sonication 
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5. ผลของการกวนต่อการแพร่ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลลเ์มมเบรนหลงัจากบดเซลล ์
5.1 การแพร่ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลลเ์มมเบรนหลงัการบดเซลล์ 

  เม่ือบดเซลล์สาหร่ายและปล่อยให้เกิดการแพร่ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี
อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  พบวา่ในชัว่โมงท่ี  10  specific activity  ใน  crude enzyme  มีค่าสูงสุด
โดยเพิ่มข้ึน  65.64%  และกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  เพิ่มข้ึน  12.85%  
ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี  4.7  และตารางท่ี  ก.7 
 

 
 
รูปท่ี  4.7  ผลของการแพร่ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลลเ์มมเบรนหลงัจากการบดเซลล ์
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5.2 การสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลลโ์ดยวธีิการบดเซลลร่์วมกบัการกวน 
  เม่ือบดเซลล์สาหร่าย  และกวนเศษเซลล์ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  พบว่า
เม่ือใชเ้วลาในการกวน  6  ชัว่โมง  specific activity  ของ  crude enzyme  เพิ่มข้ึน  57.54%  เม่ือ
เปรียบเทียบกบักรณีท่ีไม่ใชก้ารกวนเขา้ช่วยในการสกดัเอนไซมื  เม่ือเพิ่มเวลาในการกวน  สามารถ
เพิ่มปริมาณโปรตีนท่ีสกดัออกจากเซลล์ได ้ โดยในชัว่โมงท่ี  10  ปริมาณโปรตีนเพิ่มข้ึน  54.05%  
เม่ือตรวจสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  พบวา่  specific activity  
ลดลง  2.12%  เม่ือเปรียบเทียบกบั  specific activity  ในชัว่โมงท่ี  6  ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี  
4.8  และตารางท่ี  ก.8 
 

 
 
รูปท่ี  4.8  ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลลโ์ดยวธีิการบดเซลลร่์วมกบัการกวน 
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6. การท าใหเ้อนไซมเ์ขม้ขน้โดยการตกตะกอน 
 หลงัจากการตกตะกอนโปรตีนโดยใชแ้อมโมเนียมซัลเฟต,  เมธานอล,  เอธานอล  
และอะซีโตน  เม่ือตรวจวดัปริมาณโปรตีน  และตรวจสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส
ใน  crude  และ  partial purified enzymes  จากการตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วงการ
ตกตะกอน  30-70%, partial purified enzyme  จากการตกตะกอนดว้ยเมธานอล  และเอธานอล  ช่วง
การตกตะกอน  0-60%  และ  partial purified enzyme  จากการตกตะกอนดว้ยอะซีโตน  ช่วงการ
ตกตะกอน  30-70%  พบวา่การตกตะกอนดว้ยอะซีโตนให้ค่า  degree of purification  สูงสุดเท่ากบั  
4.21  การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต,  เมธานอล  และเอธานอลให้ค่า  degree of 
purification  เท่ากบั  1.95,  0.95  และ  0.87  ตามล าดบั  ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี  4.1  และ
ตารางท่ี  ก.9  ถึง  ก.12 
 
ตารางท่ี  4.1 ผลของการตกตะกอน  crude enzyme  ดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟต,  อะซีโตน,  เมธา

นอล  และเอธานอล 
 

Precipitant 
Specific activity  (มิลลิยนิูต/มิลลิกรัม) 

Degree of 
purification Crude enzyme 

Partial purified enzyme 
จากการตกตะกอน 

แอมโมเนียมซลัเฟต (30-70%) 22.52 43.91 1.95 
อะซีโตน  (30-70%) 22.52 97.80 4.21 
เมธานอล  (0-60%) 20.32 19.30 0.95 
เอธานอล  (0-60%) 20.32 17.67 0.87 
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7. การท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิโดย  ion-exchange chromatography 
7.1 DEAE-Sephadex 

  น า  partial purified enzyme  ท่ีผ่านการตกตะกอนดว้ยอะซิโตน  มาท าให้
บริสุทธ์ิข้ึน  โดยใช ้ DEAE-Sephadex  ซ่ึงเป็น  anion-exchanger  เม่ือตรวจวดัปริมาณโปรตีน  และ
ทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  พบว่าโบรโมเปอร์ออกซิเดสเร่ิม
ถูกชะออกจากคอลมัน์ใน  fraction  ท่ี  32  และพบปริมาณของโบรโมเปอร์ออกซิเดสสูงสุดใน  
fraction  ท่ี  36  (5.94  มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร)  elution profiles  ของการทดลองแสดงดงัรูปท่ี  4.9  และ
ตารางท่ี  ก.13 
 

 
 
รูปท่ี  4.9  Elution profiles  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากการท าให้เอนไซมบ์ริสุทธ์ิโดย DEAE-
Sephadex 
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7.2 DEAE-Topypeart 
  น า  partial purified enzyme  ท่ีผ่านการตกตะกอนดว้ยอะซีโตน  มาท าให้
บริสุทธ์ิข้ึนโดยใช ้ DEAE-Toyopearl  ซ่ึงเป็น  anion exchanger  เม่ือตรวจวดัปริมาณโปรตีน  และ
ทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  พบว่าโบรโมเปอร์ออกซิเดสเร่ิม
ถูกชะออกจากคอลมัน์ใน  fraction  ท่ี  30  และพบปริมาณของโบรโมเปอร์ออกซิเดสสูงสุดใน  
fraction  ท่ี  34  (12.24  มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร)  elution profiles  ของการทดลองแสดงดงัรูปท่ี  4.10  
และตารางท่ี  ก.14 
 

 
 
รูปท่ี  4.10  Elution profiles  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากการท าให้เอนไซมบ์ริสุทธ์ิโดย DEAE-
Toyopearl 
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8. การท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิโดย  gel filtration chromatography 
8.1 Sephadex G-75 

  เม่ือน า  partial purified enzyme  ท่ีไดจ้าก  DEAE-Toyopearl  มาท าให้
บริสุทธ์ิโดย Sephadex G-75  เม่ือตรวจวดัปริมาณโปรตีน  และทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์
ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  พบวา่โบรโมเปอร์ออกซิเดสเร่ิมถูกชะออกจากคอลมัน์ใน  fraction  ท่ี  
13  และปริมาณของโบรโมเปอร์ออกซิเดสสูงสุดใน  fraction  ท่ี  14  (4.26  มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร)  
elution profiles  ของการทดลองแสดงดงัรูปท่ี  4.11  และตารางท่ี  ก.15 
 

 
 
รูปท่ี  4.11  Elution profiles  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากการท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิโดย  
Sephadex G-75 
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8.2 Biogel A-0.5 M 
  เม่ือน า  partial purified enzyme  ท่ีไดจ้าก  DEAE-Toyopearl  มาท าให้
บริสุทธ์ิโดย  Biogel A-0.5 M  เม่ือตรวจวดัปริมาณโปรตีน  และทดสอบหากิจกรรมของโบรโม
เปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  พบว่าโบรโมเปอร์ออกซิเดสเร่ิมถูกชะออกจากคอลัมน์ใน  
fraction  ท่ี  13  และปริมาณของโบรโมเปอร์ออกซิเดสสูงสุดใน  fraction  ท่ี  14  (2.81  มิลลิยนิูต/
มิลลิลิตร)  elution profiles  ของการทดลองแสดงดงัรูปท่ี  4.12  และตารางท่ี  ก.16 
 

 
 
รูปท่ี  4.12  Elution profiles  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากการท าให้เอนไซมบ์ริสุทธ์ิโดย Biogel 
A-0.5 M 
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9. สรุปการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายสีแดง  Polycarvernosa sp. 
 จากการสักดโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายหนกั  500  กรัม  (น ้ าหนกัเปียก)  
โดยเลือกใชว้ิธีการสกดัท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดไดแ้ก่  การบดเซลล์ร่วมกบัการกวนนาน  6  ชัว่โมง  
และเลือกวิธีการตกตะกอนดว้ย  precipitant  ท่ีให้ประสิทธิภาพสูงสุดไดแ้ก่  การตกตะกอนดว้ยอะ
ซีโตนโดยใช้ช่วงการตกตะกอน  30-70%  และท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิโดย  ion-exchange 
chromatography (DEAE-Toyopearl)  และ  gel filtration chromatography (Sephadex G-75)  
สามารถสรุปผลการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดส  ดงัตารางท่ี  4.2 
 
ตารางท่ี  4.2 การสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายสีแดง  Polycarvernosa sp. 
 

ขั้นตอน 
ในการสกดั 

Total protein 
(มิลลิกรัม) 

Total activity 
(มิลลิยนิูต) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิกรัม) 

Purification 
fold 

Yield 
(%) 

      
การบดเซลล ์
และกวนนาน 
6  ชัว่โมง 

667.95 14746.59 22.14 1.00 100.00 

      
การตกตะกอน
ดว้ยอะซีโตน 
(30-70%) 

98.23 9156.83 93.21 4.21 62.09 

      
Ion-exchange 

chromatography 
(DEAE-Toyopearl) 

43.57 6986.35 160.38 7.24 47.37 

      
Gel filtration 

chromatography 
(Sephadex G-75) 

17.71 5589.12 315.30 14.42 37.90 
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10. การตรวจวดัโปรตีเอสใน  crude  และ  partial purified enzymes 
 เม่ือน า  crude  และ  partial purified enzymes  มาตรวจหาปริมาณโปรตีเอส  แลว้
น าค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี  660  นาโนเมตร  มาเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน  (แสดงใน
ภาคผนวก  ข.)  สามารถหาปริมาณโปรตีเอสไดด้งัผลการทดลองในตารางท่ี  4.3  และตารางท่ี  ก.17 
 
ตารางท่ี  4.3  ปริมาณโปรตีเอสใน  crude  และ  partial purified enzymes 
 

ตวัอยา่งเอนไซม ์
โปรตีเอส 

(ไมโครยนิูต/มิลลิตร) 

Crude enzyme 267 

Partial purified enzyme 0.002 
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11. การประมาณขนาดโมเลกุลโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดย  gel filtration chromatography 
 หลงัจากผ่านโปรตีนมาตรฐาน  ซ่ึงประกอบดว้ย  thyroglobulin  (670,000), 
gamma globulin  (158,000),  ovulbumin  (44,000),  myoglobin  (17,000)  และ  vitamin B-12  
(1,350)  ลงใน  Sephadex G-75  คอลมัน์  วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนในแต่ละ  
fraction  ท่ีความยาวคล่ืน  280  นาโนเมตร  เขียนกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่ง  Log (MW)  และ  
distribution coefficient  ของโปรตีนมาตรฐาน  จากนั้น  apply  ตวัอย่างเอนไซม์ลงในคอลมัน์
เดียวกบัโปรตีนมาตรฐาน  แลว้น าค่า  distribution coefficient  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสมา
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน  ซ่ึงสามารถหาขนาดโมเลกุลของโบรโมเปอร์ออกซิเดสไดป้ระมาณ  
615,000  ดาลตนั  ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี  4.13  และตารางท่ี  ก.18 
 

 
รูปท่ี  4.13  การประมาณขนาดโมเลกุลของโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดย  Sephadex G-75 
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12. ผลของไอออนโลหะต่อกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
 เม่ือน า  partial purified enzyme  มา  dialyze  ดว้ย  EDTA  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศา

เซลเซียส  แล้วเติมไอออนโลหะของ   2223252 Cu,Ni,Co,FE,Mn,V,Mg,K  
2Zn  และ  ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น  1  มิลลิโมลาร์  น ามาตรวจสอบหากิจกรรมของโบรโม

เปอร์ออกซิเดส  ไดผ้ลการทดลองดงัรูปท่ี  4.14  และตารางท่ี  ก.19 
 

 
รูปท่ี  4.14  ผลของไอออนโลหะต่อกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
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13. ผลของปริมาณวานาเดียมไอออนต่อกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
 เม่ือน า  partial purified enzyme  มาเติมสารละลายวานาเดียมท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ย  
0.2,  0.4,  0.6,  0.8  และ  1.0  มิลลิโมลาร์  แลว้ตรวจสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
พบว่าสารละลายวานาเดียมไอออนท่ีความเข้มข้นของสุดท้ายเท่ากับ  0.6  มิลลิโมลาร์  ท าให้
กิจกรรมของ  partial purified enzyme  เพิ่มข้ึน  50.98%  และความเขม้ขน้ของวานาเดียมสูงกว่า  
0.6  มิลลิโมลาร์ไม่ท าให้กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสเพิ่มข้ึน  ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี  
4.15  และตารางท่ี  ก.20 

 
รูปท่ี  4.15  ผลของปริมาณของวานาเดียมไอออนต่อกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 51 

14. การศึกษาคุณสมบติัของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
14.1 ผลของอุณหภูมิต่อความคงทนของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 

  เม่ือแบ่ง  crude  และ  partial purified enzymes  เป็น  6  ส่วน  ปรับอุณหภูมิ
ของเอนไซมแ์ต่ละส่วนเป็น  30,  40,  50,  55,  60  และ  70  องศาเซลเซียส  ท่ี  pH  6  ตามล าดบั  
นาน  30  นาทีตรวจสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  พบว่าเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนความ
คงทนของ  crude enzyme  มีแนวโนม้ลดลง  โดยท่ีอุณหภูมิ  40,  50  และ  55  องศาเซลเซียส  ไม่
พบกิจกรรมของ  crude enzyme  และพบวา่เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนความคงทนของ  partial purified 
enzyme  มีแนวโนม้ลดลง  โดยท่ีอุณหภูมิ  40,  50,  55  และ  60  องศาเซลเซียส  relative enzyme 
activity  ลดลง  22.29%,  22.85%,  68.27%  และ  80.80%  ตามล าดบั  และท่ี  70  องศาเซลเซียส  
ไม่พบกิจกรรมของ  partial purified enzyme  ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี  4.16,  ตารางท่ี  ก.21  
และตารางท่ี  ก.22 
 

 
 

รูปท่ี  4.16  ผลของอุณหภูมิต่อความคงทนของ  crude  และ  partial purified enzymes 
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14.2 ศึกษาผลของความเป็นกรดและด่างต่อความคงทนของโบรโมเปอร์ออกซิ
เดส 
  เม่ือแบ่ง  crude  และ  partial purified enzymes  ท่ีสกดัไดเ้ป้น  6  ส่วน  ปรับ
ระดบัความเป็นกรดและด่างของสารละลายเอนไซมแ์ต่ละส่วนให้มีค่า  pH  4,  5,  6,  7,  8  และ  9  
ตามล าดบั  จากนั้นทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  นาน  30  นาที  แลว้ทดสอบหากิจกรรมของ
โบรโมเปอร์ออกซิเดส  พบวา่  crude enzyme  มีความคงทนท่ี  pH  7  ไดดี้ท่ีสุด  ท่ี pH  4  และ  pH  
9  กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสลดลง  34.53%  และ  16.48%  ตามล าดบั  และพบวา่  partial 
purified enzyme  มีความคงทนท่ี  pH  6  ไดดี้ท่ีสุด  ท่ี pH  4  และ  pH  9  กิจกรรมของโบรโมเปอร์
ออกซิเดสลดลง  10.99%  และ  12.34%  ตามล าดบั  ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี  4.17,  ตารางท่ี  ก.
23  และตารางท่ี  ก.24 

 
 
รูปท่ี  4.17  ผลของความเป็นกรดและด่างต่อความคงทนของ  crude  และ  partial purified enzymes 
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14.3 ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
เม่ือแบ่ง  crude  และ partial purified enzymes  เป็น  6  ส่วน  แลว้ทดสอบหากิจกรรมของโบรโม
เปอร์ออกซิเดส  ท่ีระดบัอุณหภูมิ  30,  40,  50,  55,  60  และ  70  องศาเซลเซียส  ตามล าดบั  ท่ี  pH  
6  พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการท างานของ  crude  และ  partial purified enzymes  คือท่ี  
55  องศาเซลเซียส  ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี  4.18,  ตารางท่ี  ก.25  และตารางท่ี  ก.26 

 

 
 
รูปท่ี  4.18  ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของ  crude  และ partial purified enzymes 
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14.4 ผลของความเป็นกรดและด่างต่อการท างานของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
  เม่ือแบ่ง  crude  และ  partial purified enzymes  เป็น  6  ส่วน  แลว้ทดสอบ
หากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี  pH  4.5,  5.0,  5.5,  6.0,  6.5  และ  7  ตามล าดบั  ท่ี
อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  พบวา่  pH  ท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการท างานของ  crude  และ  partial 
purified enzymes  คือ  pH  6  ผลการทดลองดงัรูปท่ี  4.19,  ตารางท่ี  ก.27  และตารางท่ี  ก.28 
 

 
 
รูปท่ี  4.19  ผลของความเป็นกรดและด่างต่อการท างานของ  crude  และ  partial purified enzymes 
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15. ศึกาความคงทนต่อการเก็บ 
15.1 เก็บท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 

  หลงัจากเก็บ  crude  และ  partial purified enzymes  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศา
เซลเซียส  แลว้ทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสทุก  4  วนั  พบว่าเม่ือเวลานานข้ึน
ความคงทนของ  crude  และ  partial purified enzymes  มีแนวโนม้ลดลง  โดยในเวลา  40  วนั  
กิจกรรมของ  crude enzyme  ลดลง  47.50%  และกิจกรรมของ  partial purified enzyme  ลดลง  
26.07%  ไดผ้ลการทดลองดงัรูปท่ี  4.20  และตารางท่ี  ก.29 
 

 
 
รูปท่ี  4.20  ความคงทนของ  crude  และ  partial purified enzymes  เม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ  4  องศา
เซลเซียส 
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15.2 เก็บท่ีอุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส 
  หลงัจากเก็บ  crude  และ  partial purified enzymes  ท่ีอุณหภูมิ  -20  องศา
เซลเซียส  ทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสทุก  4  วนั  พบว่าเม่ือเวลานานข้ึนความ
คงทนของ  crude  และ  partial purified enzymes  มีแนวโน้มลดลง  โดยในเวลา  40  วนักิจกรรม
ของ  crude enzyme  ลดลง  34.48%  และกิจกรรมของ  partial purified enzyme  ลดลง  30.63%  
ไดผ้ลการทดลองดงัรูปท่ี  4.21  และตารางท่ี  ก.30 
 

 
 
รูปท่ี  4.21  ความคงทนของ  crude  และ  partial purified enzymes  เม่ือเก็บท่ี  -20  องศาเซลเซียส 
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บทที ่ 5 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

1. สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 หลงัจากการบดเซลล์สาหร่ายดว้ยเคร่ืองบด  เม่ือใช ้  Triton X-100  เขา้ช่วยสกดั
โบรโมเปอร์ออกซิเดส  พบวา่  Triton X-100  เขม้ขน้  0.1%  ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการสกดัโปรตีน  
และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลล์เมมเบรนของสาหร่าย  โดยปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  
crude enzyme  เพิ่มข้ึน  25.20%  เม่ือเปรียบเทียบกบักรณีท่ีไม่ใช้  Triton X-100  เม่ือเพิ่มความ
เขม้ขน้ของ  Triton X-100  เป็น  0.15  และ  0.20%  สามารถช่วยเพิ่มปริมาณโปรตีนออกจากเซลล์
เมมเบรนได ้ แต่เม่ือทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  พบว่า
ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสมีค่าคงท่ี  ดงันั้นการใช ้ Triton X-100  มากกวา่  0.10%  จึงไม่ช่วยให ้ 
specific activity  ใน  crude enzyme  มีค่าเพิ่มข้ึน  ซ่ึงผลจากการทดลองสอดคลอ้งกบัผลการวิจยั
ของ  Baden  และ  Corbett  (1980)  ท่ีสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลสีเขียว  
Pennicillus lamouroxii, Pennicillus capitatus  และ  Ripocephalus phoenix  โดยในขั้นตอนการท า
ใหเ้ซลลแ์ตก  (cell breaking)  ไดใ้ช ้ Triton X-100  ความเขม้ขน้  0.1%  เพื่อเร่งการแยกตวัของโบร
โมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลลเ์มมเบรน 
 หลงัจากการบดเซลล์สาหร่าย  เม่ือใช ้ sodium deoxycholate  เขา้ช่วยสกดัโบรโม
เปอร์ออกซิเดส  พบวา่  sodium deoxycholate  เขม้ขน้  0.10%  สามารถเพิ่มปริมาณเอนไซมท่ี์สกดั
ออกจากเซลล์ได้สูงสุด  โดย  specific activity  ใน  crude enzyme  เพิ่มข้ึน  54.87%  เม่ือ
เปรียบเทียบกบักรณีท่ีไม่ใช้  sodium deoxycholate  เขา้ช่วยในการสกดัเอนไซม์  เม่ือเพิ่มความ
เขม้ขน้ของ  sodium deoxycholate  ข้ึนเป็น  0.15  และ  0.2%  สามารถเช่วยเพิ่มปริมาณโปรตีนท่ี
สกดัออกจากเซลลไ์ด ้ 2.07%  และ  5.57%  ตามล าดบั  แต่เม่ือทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์
ออกซิเดสใน  crude enzyme  พบวา่  specific activity  มีค่าลดลง 

 จากการใชดี้เทอร์เจนทท์ั้ง  Triton X-100  และ  sodium deoxycholate  เขา้ช่วยใน
การสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลลข์องสาหร่าย  พบวา่การใชดี้เทอร์เจนทท์ั้งสองชนิดใน
ปริมาณต ่า  (0.1%)  มีผลต่อการดึงโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเมมเบรน  โดยไม่รบกวน
ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม ์ เม่ือใชดี้เทอร์เจนทใ์นปริมาณมากข้ึนพบวา่กิจกรรมของโบร
โมเปอร์ออกซิเดสลดลง  อาจเป็นดีเทอร์เจนท์ท าหน้าท่ีละลายเมมเบรน  (dissolving membrane)  
และการดึงเอนไซม์ออกจากเมมเบรน  ในการจับตัวระหว่างเอนไซม์กับดีเทอร์เจนท์จะเกิด  
hydrophobic interaction  ระหวา่ง  tail group  ของดีเทอร์เจนท ์ และบริเวณ  hydrophobic surface  
ของเอนไซม ์ การเกิด  hydrophobic interaction  ในปริมาณมากอาจรบกวนลกัษณะโครงสร้าง  3  
มิติของเอนไซม์  จึงท าให้กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสลดลง  (Harris และคณะ 1990)  
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Cantor (1982)  เสนอวา่การใชดี้เทอร์เจนท์ในปริมาณมากจะรบกวนการท าให้เอนไซมืบริสุทธ์ิใน
ขั้นตอนต่อ ๆ ไป  เช่น  การตกตะกอนโดยแอมโมเนียมซลัเฟต  โดย  Triton X-100  มกัจะแยกตวั
ออกมาก่อนและดึงเอนไซมท่ี์ตอ้งการออกมาพร้อมกนั  จึงยากต่อการแบ่งช่วงการตกตะกอน  และ
เสนอวา่เม่ือเอนไซมย์ดึเกาะอยูก่บั  nonionic detergen  แลว้  การท าให้เอนไซมบ์ริสุทธ์ิขั้นต่อ ๆ ไป  
เช่น  gel filtration chromatography  ไม่สามารถแยกดีเทอเจนทอ์อกจากเอนไซมท่ี์ตอ้งการได ้
 จากการท าให้เซลลแตกโดยวิธี  freeze and thaw  พบวา่วิธีการ  freeze and thaw  
สามารถท าให้เซลล์แตก  แต่ช่วยสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลล์เมมเบรนได้ในปริมาณต ่า  
โดยการท า  freeze and thaw 4,  8  และ  12  คร้ัง  ทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  
crude enzyme  ได ้ 0.96,  1.08  และ  1.20  มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร  ตามล าดบั  ในขณะท่ีการบดเซลล ์ 
แลว้ตรวจสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสได ้ 5.75  มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร 
 การท าให้เซลล์แตกโดยวิธี  freeze and thaw  สามารถสกดัเอนไซมไ์ด ้ เน่ืองจาก
เม่ือเซลล์อยู่ในสภาวะท่ีถูกแช่แข็งแล้วละลายกลบัไปมาหลาย ๆ คร้ัง  intracellular ice  จะเป็น
สาเหตุให้เกิด  membrane leakage (Cantor, 1982)    แต่ในการท าให้เซลล์แตกโดย  freee and thaw  
เพียงวิธีเดียว  พบวา่ไดป้ริมาณเอนไซมน์้อยกวา่การท าให้เซลล์แตกโดยวิธีการบด  อาจเป็นเพราะ
ในการบดเซลล์นอกจากจะมีผลในการท าให้เซลล์แตกแลว้  ยงัเป็นการเพิ่มพื้นท่ีผิวสัมผสัระหวา่ง
สารละลายบฟัเฟอร์  และพื้นท่ีผิวของ  membrane leakage  ซ่ึงมีผลต่ออตัราการแพร่ของเอนไซม์
ออกจากเมมเบรน 
 เม่ือบดเซลล์ร่วมกบัการ  freeze and thaw  โดยใชอุ้ณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียสใน
การแช่แข็งพบวา่การท า  freeze and thaw  4  รอบ  สามารถช่วยเพิ่มปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
ท่ีสกดัจากเซลล์ไดสู้งสุด  โดย  specific activity  ใน  crude enzyme  เพิ่มข้ึน  18.09%  เม่ือ
เปรียบเทียบกบักรณีท่ีไม่ใช ้  freeze and thaw  เขา้ช่วยในการสกดัเอนไซม ์ เม่ือเพิ่มจ านวนการท า  
freeze and thaw  สามารถเพิ่มปริมาณโปรตีนท่ีสกดัออกจากเซลล์ได ้ โดยเม่ือท า  freeze and thaw 
12  รอบสามารถเพิ่มปริมาณโปรตีนได ้ 16.09%  แต่เม่ือทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิ
เดสใน  crude enzyme  พบว่า  specific activity  มีค่าลดลง  34.30%  ดงันั้นท าให้เซลล ์ 
Polycarvernosa sp.  แตกโดยการบดเซลล์ร่วมกบัวิธี  freeze and thaw  โดยใชอุ้ณหภูมิ  -20  องศา
เซลเซียสในการแช่แขง็  จึงไม่มีความจ าเป็นตอ้งท า  freeze and thaw  มากกวา่  4  คร้ัง 

 Harris  และคณะ (1990)  เสนอว่าการท า  freeze and thaw  ซ ้ า ๆ จะช่วยเพิ่ม
จ านวนของรอยแตกในเมมเบรนซ่ึงย่อมมีผลต่อการหลุดออกของโปรีน  ในการทดลองน้ีพบว่า
ปริมาณโปรตีนเพิ่มข้ึนตามจ านวนคร้ังของการท า  freeze and thaw  ดงันั้นปริมาณโบรโมเปอร์ออก
ซิเดสจึงควรมีปริมาณเพิ่มข้ึนดว้ย  แต่เม่ือทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude 
enzyme  พบวา่การท า  freeze and thaw  มากกวา่  4  รอบ  ส่งผลให้กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิ
เดสใน  crude enzyme  ลดลง 
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 เม่ือบดเซลล์ร่วมกบัการท า  freeze and thaw  โดยใชน้ ้ าแข็งแห้งในการแช่แข็ง
สาหร่ายพบว่าปริมาณโปรตีนใน  crude enzyme  เพิ่มข้ึนตามจ านวนคร้ังของการท า  freeze and 
thaw  โดยในการท า  freeze and thaw  8  คร้ัง  สามารถเพิ่มปริมาณโปรตีนได ้ 11.01%  แต่เม่ือ
ทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  พบว่า  specific activity  ใน  crude enzyme  มี
แนวโนม้ลดลง  โดยลดลง  17.50%,  39.16%  และ  41.58%  ในการท า  freeze and thaw  2,  4  และ  
6  คร้ัง  ตามล าดบั  Harris  และคณะ (1990)  เสนอวา่ อุณหภูมิเป็นปัจจยัท่ีส าคญัในการท า  freeze 
and thaw  และการท่ีเอนไซมอ์ยูใ่นสภาวะท่ีระดบัอุณหภูมิต ่ามาก ๆ อาจท าให้เกิดการเสียสภาพได ้ 
ดงันั้นการใช้น ้ าแข็งแห้งในการแช่แข็งสาหร่ายอนัเป็นการปรับลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็ว  และ
อุณหภูมิของเซลล์สาหร่ายขณะถูกแช่แข็งอยู่ในระดบัต ่ามาก  จึงอาจส่งผลต่อโครงสร้างและการ
ท างานของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 

 เม่ือบดสาหร่ายดว้ยเคร่ืองบด  แลว้น าส่วนท่ีเป็นกากเซลล์มาท าการ  sonicate  
พบว่าการใช้คล่ืนเสียงนาน  30  นาที  สามารถเพิ่มปริมาณเอนไซม์ท่ีสกดัออกจากเซลล์ไดสู้งสุด  
โดย  specific activity  ใน  crude enzyme  เพิ่มข้ึน  45.48%  เม่ือเปรียบเทียบกบักรณีท่ีไม่ใช ้ 
sonication  เขา้ช่วยในการสกดัเอนไซม ์ เม่ือพิ่มเวลาในการ  sonicate  สามารถเพิ่มปริมาณโปรตีนท่ี
สกดัออกจากเซลลไ์ดอี้กเพียงเล็กนอ้ย  โดยในนาที  50  ปริมาณโปรตีนเพิ่มข้ึนเพียง  2.01%  แต่เม่ือ
ทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  พบวา่  specific activity  มีค่า
ลดลง  7.06%  จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่การท า  sonicaion  มีผลต่อการหลุดของโปรตีน
ออกจากเซลล์เมมเบรน  แต่การ  sonicate  นานกวา่  30  นาที  ท าให้เกิดการสูญเสียกิจกรรมของ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสนั้น  อาจเป็นเพราะโมเลกุลของโบรโมเปอร์ออกซิเดสถูกท าให้  denature  
โดยโมเลกุลของ  free radical  และไอออนท่ีสะสมในระหวา่งการ  sonicate  เพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ ตาม
ระยะเวลาในการ  sonicate (Harris และคณะ 1990) 
 เม่ือบดเซลล์สาหร่ายและปล่อยให้เกิดการแพร่ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี
อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  พบว่าน  2  ชัว่โมงแรกปริมาณโปรตีนใน  crude enzyme  ลดลงจาก  
0.35  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  เป็น  0.23  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  และในชัว่โมงท่ี  6  ปริมาณโปรตีนใน  
crude enzyme  เท่ากบั  0.24  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  เม่ือทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
พบวา่ในเวลา  2  ชัว่โมงแรก  ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  ลดลงจาก  6.07  
มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร  เป็น  4.91  มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร  และในชัง่โมงท่ี  6  ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิ
เดสใน  crude enzyme  เท่ากบั  5.94  มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร  ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่  ภายใน
เวลา  6  ชัว่โมงการแพร่เพียงอยา่งเดียวไม่ท าให้ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  
เพิ่มข้ึน 
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 จากการศึกษาผลของการแพร่ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเมมเบรน  และ
ผลของการกวนหลงัการบดเซลล์  พบวา่การกวนนาน  6  ชัว่โมง  สามารถเพิ่มปริมาณโบรโมเปอร์
ออกซิเดสออกจากเมมเบรนไดสู้งสุด  โดยค่า  specific activity  ของ  crude enzyme  เพิ่มข้ึน  
57.54%  เม่ือเปรียบเทียบกบัปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  จากการบดเซลล ์
 จากผลการทดลองการท าให้เซลล์แตกแล้วปล่อยให้เกิดการแพร่โดยไม่กวน  
พบวา่ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  ลดลง  19.19%  ในเวลา  2  ชัว่โมง  อาจ
เป็นเพราะโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  กลบัเขา้มาแรกอยูใ่นเซลล์เมมเบรนตามเดิม  
เน่ืองจากโครงสร้างโบรโมเปอร์ออกซิเดสและเซลลเ์มมเบรนมีความจ าเพาะต่อกนั  ดงัขอ้เสนอของ  
Jarvis และ Pierpoint (1989)  ท่ีกล่าวถึงการสกดัโปรตีนจาก  fiber  ของพืช  และสาหร่าย  ว่า
หลงัจากการท าให้เซลล์แตกเม่ือไดข้องผสมระหวา่งช้ินส่วน  fiber  และ  crude enzyme  ควรแยก  
fiber  ออกโดยเร็ว  เพื่อหลีกเล่ียงการแทรกตวัของโปรตีนกลบัคืนสู่เมมเบรน  

 การท าใหเ้ซลลแ์ตกโดยการบดร่วมกบัการกวน  พบวา่เป็นวธีิเพิ่มประสิทธิภาพ
ของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลลส์าหร่ายทะเลอยา่งมีประสิทธิภาพ  มีความสะดวก  
และไม่ส้ินเปลืองเวลา  ซ่ึงผลการทดลองสอดคลอ้งกบัขอ้เสนอของ  Harris  และคณะ  (1990) ท่ีวา่  
การกวนเป็นวธีิการท่ีมีประสิทธิภาพ  สามารถช่วยเพิ่มอตัราการสกดัเอนไซมอ์อกจากเน้ือเยื่อท่ีมีค่า  
relative shear resistance  ต ่า  อนัไดแ้ก่  เน้ือเยือ่พืช  และเน้ือเยือ่ของส่ิงมีชีวติจ าพวกเห็ด  รา  ท่ี
ประกอบดว้ย  mycelial  และ  microfibril skeleton  แต่การกวนจะไม่ไดผ้ลในกรณีของกลุ่มเซลล์
พวก  gram-positive cocci  และ  spore 
 หลงัจากการตกตะกอนโปรตีน  โดยใช้แอมโมเนียมซัลเฟตท่ีช่วงการตกตะกอน  
30-70%  และตวัท าละลายอินทรีย ์ไดแ้ก่  เมธานอล,  เอธานอล  และอะซีโตน  ท่ีช่วงการตกตะกอน  
0-60%,  0-60%  และ  30-70%  ตามล าดบั  เม่ือตรวจวดัปริมาณโปรตีน  และทดสอบหากิจกรรม
ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสใน  crude enzyme  และสารละลายโปรตีนท่ีไดจ้าก  pellet  พบวา่ค่า  
degree of purification  จากการตกตะกอนโดยใชอ้ะซีโตนมีค่าสูงท่ีสุด  โดยมีค่าเท่ากบั  4.21  การ
ตกตะกอนโดยใชแ้อมโมเนียมซลัเฟต  มีค่า  degree of purification  เท่ากบั  1.95  การตะกอนโดย
ใช้เมธานอล  และเอธานอลจะได้  degree of purification  ท่ีใกลเ้คียงกนั  คือ  0.95  และ  0.87  
ตามล าดบั 
 เม่ือเปรียบเทียบการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต,  เมธานอล,  เอธานอล  
และอะซีโตนพบว่าการตกตะกอนดว้ยอะซีโตนเป็นวิธีท่ีให้อตัราส่วน  degree of purification  
สูงสุด  อาจเป็นเพราะโมเลกุลของอะซีโตนเป็นโมเลกุลท่ีมีความยืดหยุน่  (flexibility)  ในระดบัต ่า  
จึงไม่แทรกตวัเขา้สู่โครงสร้างภายในของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  และไม่ท าลายโครงสร้างของ
เอนไซม ์  (Cartor, 1982)  และอาจเป็นไปไดว้า่ในกลุ่มตวัท าละลายอินทรียท่ี์ใชใ้นการทดลอง  
ไดแ้ก่  เมธานอล,  เอธานอล  และอะซีโตน  โมเลกุลของอะซีโตนมีค่าดอิเลคทริกต ่าท่ีสุด  จึงเป็น
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โมเลกุลท่ีมีสภาพขั้วทางไฟฟ้าต ่าท่ีสุด  (อาภสัรา ชมิดท์ม, 2537)  โบรโมเปอร์ออกซิเดสเป็น
เอนไซม์ท่ีแทรกตัวอยู่ในเมเบรน  จึงควรมีองค์ประกอบส่วนใหญ่แสดงคุณสมบัติ เ ป็น  
hydrophobic area  ดงันั้นอะซีโตนซ่ึงมีสภาพขั้ทางไฟฟ้าต ่าท่ีสุด  จึงน่าจะมีผลกระทบต่อโครงสร้าง
ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสน้อยกว่าเมธานอล  และเอธานอล  รวมถึงแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีเม่ือ
ละลายน ้ าจะเกิด  cation  แล  multi-charged anion  ในปริมาณมาก  และในกรณีท่ีใชแ้อมโมเนียม
ซัลเฟตเป็นตัวท าให้เกิดการตกตะกอน  Haris  และคณะ (1990)  เสนอว่าการเติมเกลือ
แอมโมเนียมวลัเฟต  และการกวนจะท าให้แก๊สท่ีละลายอยูใ่น  crude enzyme  รวมตวักนัเป็นกลุ่ม
ฟองขนาดเล็ก  โดยกลุ่มฟองและการกวนอาจะเป็นสาเหตุใหเ้กิด  denature  ของเอนไซมข้ึ์นได ้
 หลงัจากการท าใหส้ารละลายเอนไซมจ์ากการตกตะกอนโดยอะซีโตนบริสุทธ์ิโดย  
ion-exchange chromatography (DEAE-Sephadex)  เม่ือตรวจวดัปริมาณโปรตีน  และทดสอบหา
กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  พบว่าโบรโมเปอร์ออกซิเดสเร่ิมถูกชะออก
จากคอลมัน์ใน  fraction  ท่ี  32  และพบปริมาณของโบรโมเปอร์ออกซิเดสสูงสุดใน  fraction  ท่ี  36  
โดยมีกิจกรรมของเอนไซม ์ 5.94  มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร 
 หลงัจากท าใหส้ารละลายเอนไซมท่ี์ไดจ้ากการตกตะกอนโดยอะซีโตนบริสุทธ์ิโดย  
ion-exchange chromatography (DEAE-Toyopearl)  เม่ือตรวจวดัปริมาณโปรตีน  และทดสอบหา
กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  พบวา่โบรโมเปอร์ออกซิเดสเร่ิมถูกชะออก
จากคอลมัน์ใน  fraction  ท่ี  30  และพบปริมาณของโบรโมเปอร์ออกซิเดสสูงสุดใน  fraction  ท่ี  34  
โดยมีกิจกรรมของเอนไซม ์ 12.24  มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร 

 จากการท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิโดย  ion-exchange chromatography  โดยใช ้ 
DEAE-Sephadex  และ  DEAE-Toyopearl  พบวา่โบรโมเปอร์ออกซิเดสเร่ิมถูกสารละลลายโซเดียม
คลอไรด์ชะออกมาท่ีความเขม้ขน้  0.44  โมลาร์  และ  0.41  โมลาร์  ตามล าดบั  เม่ือพิจารณาถึงค่า  
purification fold  พบวา่การท าให้เอนไซมบ์ริสุทธ์ิโดยใช ้DEAE-Toyopearl  เป็น  anion-exchanger  
ท่ีให้ประสิทธิภาพท่ีดีกวา่  อาจเป็นเพราะขนาดโครงร่างตาข่ายของ  dextran  มีความผนัแปรตาม  
ionic strength  และความดนัภายในคอลมัน์ (Harris และคณะ 1990)  ในการทดลองน้ีไดศึ้กษาผล
ของความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ีชะผา่นคอลมัน์  จึงมีผลต่อ  ionic strength  ภายใน
คอลมัน์  รวมถึงการส่งแรงดนัอยา่งต่อเน่ืองจาก  peristaltic pump  ย่อมมีผลต่อปริมาตรรวมของ
โครงร่างตาข่ายของ  dextran  และจากการทดลองพบวา่หลงัจากการชะดว้ยสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด์  DEAE-Sephadex  ในคอลมัน์มีปริมาตรลดลง  ดงันั้นการท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิโดยใช ้
DEAE-Sephadex  มีประสิทธิภาพต ่ากว่าการใช้  DEAE-Toyopearl  อาจเป็นเพราะขณะท่ีอยู่ใน
คอลมัน์โบรโมเปอร์ออกซิเดสถูกตรึง  และถูกบีบอดัในเวลาเดียวกนั  อนัเป็นสภาวะการณ์ท่ีไม่พบ
ตามธรรมชาติของเอนไซม์  ซ่ึงอาจท าให้เกิดการเสียสภาพของโครงสร้างบางส่วนภายในโมเลกุล
โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
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 เม่ือน า  partial purified enzyme  ท่ีไดจ้ากการท าใหบ้ริสุทธิโดย  DEAE-Toyopearl  
มาท าใหบ้ริสุทธ์ิโดย  gel filtration chromatography  (Sephadex G-75)  เม่ือตรวจวดัปริมาณโปรตีน  
และตรวจสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  พบว่าโบรโมเปอร์ออกซิ
เดสเร่ิมถูกชะออกจากคอลมัน์ใน  fraction  ท่ี  13  และพบปริมาณของโบรโมเปอร์ออกซิเดสสูงสุด
ใน  fraction  ท่ี  14  โดยมีกิจกรรมของเอนไซม ์ 4.26  มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร 
 หลงัจากการผา่น  partial purified enzyme  ท่ีไดจ้ากการท าให้บริสุทธ์ิโดย  DEAE-
Toyopearl  มาท าให้บริสุทธ์ิโดย  gel filtration chromatography (Biogel A-0.5 M)  เม่ือตรวจวดั
ปริมาณโปรตีนและตรวจสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  พบวา่โบร
โมเปอร์ออกซิเดสเร่ิมถูกชะออกจากคอลมัน์ใน  fraction  ท่ี  13  และพบปริมาณของโบรโมเปอร์
ออกซิเดสสูงสุดใน  fraction  ท่ี  14  โดยมีกิจกรรมของเอนไซม ์ 2.81  มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร 
 การใช้เจลทั้งสองชนิด  ให้ค่า  purification fold  ท่ีใกล้เคียงกนั โดยเม่ือใช ้ 
Sephadex G-75  เป็นตวักลางในคอลมัน์  ให้ค่า  purification fold  เท่ากบั  14.24  ส่วนจาก  Biogel 
A-0.5 M  ใหค้่า  purification fold  เท่ากบั  12.14 

 เม่ือตรวจหาปริมาณโปรตีเอส  พบวา่ใน  crude enzyme  มีโปรตีเอส  267  ไมโคร
ยนิูต/มิลลิลิตร  และใน  partial purified enzyme  ท่ีไดจ้าก  Sephadex G-75  มีโปรตีเอส  0.002  ไม
โครยนิูต/มิลลิลิตร  เหตุท่ีตรวจพบโปรตีเอสใน  crude enzyme  อาจเป็นเพราะการท าให้เซลล์แตก
โดยการบดเพื่อสกดั  membrane bound enzyme  ส่งผลให้แวคิวโอลซ่ึงเป็นออแกเนลท่ีเก็บสะสม
โปรตีนเอสเกิดการฉีกขาด  จึงพบโปรตีเอสปะปนออกมาใน  crude enzyme [Harris และคณะ 
1990]  แต่ปริมาณโปรตีเอสท่ีพบใน  partial purified enzyme  อยู่ในระดบัท่ีต ่ามาก  ดงันั้นอาจ
เป็นไปไดว้า่ในการผลิตโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผา่นขั้นตอนการเพิ่มความบริสุทธ์ิของเอนไซมโ์ดย  
การตกตะกอนด้วยอะซีโตน  การท า  ion-exchange chromatography  และ  gel filtration 
chromatography  จึงเป็นการท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิข้ึนซ่ึงสามารถลดปริมาณโปรตีเอสได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ  partial purified enzyme  ท่ีผลิตได้จึงไม่ถูกรบกวนโดยโปรตีเอส  หรืออาจถูก
รบกวนเพียงเล็กน้อย  ซ่ึงมีผลต่อการเก็บเอนไซม์  การเพิ่มความคงทนต่อระดับอุณหภูมิของ
เอนไซม์ แ ละสามารถประยุกต์ใช้งานต่าง ๆ ไดโ้ดยไม่ถูกโปรตีเอสรบกวนโมเลกุลของเอนไซม ์ 
[Harris และคณะ 1990] 
 ในการประมาณขนาดโมเลกุลโดย  gel filtration chromatography  พบวา่โบรโม
เปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัไดมี้มวลโมเลกุลประมาณ  615,000  ดาลตนั  จากการศึกษาโบรโมเปอร์ออก
ซิเดสจากสาหร่ายทะเล  Corrallina pilulifera, Ceramium rubrun  และ  Laminaria saccharina  
พบว่ามีขนาดโมเลกุล  790,000  ดาลตนั,  240,000  ดาลตนั  และ  180,000  ดาลตนั  ตามล าดบั  
(Itohและคณะ, 1988;  Albert และคณะ, 1989;  Klenn และคณะ, 1987)  โบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเลท่ีกล่าวมาขา้งตน้ลว้นเป็นโมเลกุลท่ีมีขนาดใหญ่  อยา่งไรก็ตามโบรโมเปอร์ออกซิเด
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สจากสาหร่ายทะเลอ่ืน ๆ มีขนาดเล็กลง  เช่น  โบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก  Penicillus capitatus  มี
ขนาดโมเลกุล  97,600  ดาลตนั (Manthey และ Hager, 1981) และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก  
Ascophylum nodosum  มีขนาดโมเลกุล  90,000  ดาลตนั (Deboer และคณะ, 1986) 
 เม่ือศึกษาผลของโลหะไอออนชนิดต่าง ๆ ต่อกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  

พบวา่วานาเดียมไอออน  )V( 5  สามารถเพิ่มกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผา่นการลา้งดว้ย
สารละลาย  EDTA  และ  dialysis  แลว้  โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัไดจึ้งอาจเป็นเอนไซมท่ี์มีวา
นาเดียมเป็น  prosthetic group  จากการศึกษาคุณสมบติัของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  
พบวา่สาหร่ายทะเลหลายชนิดผลิตโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีมีวานาเดียมเป็น  prosthetic group  เช่น  
Ceramium rubrum (Klenn และคณะ, 1987),  Laminaria saccharina [Deboer และคณะ, 1986],  
Ascophylum nodosum (Albert และคณะ, 1989)  และ  Corallina officinalis  (Yu และWhittaker, 
1989)  เป็นตน้ 
 เม่ือศึกษาผลของปริมาณวานาเดียมต่อกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดั
ได ้ พบวา่  สารละลายวานาเดียามไอออนท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ย  0.6  มิลลิโมลาร์  มีความเหมาะสม
ต่อ  partial purified enzyme  โดยสามารถท าใหกิ้จกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสเพิ่มข้ึน  50.98%  
อย่างไรก็ตามเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของวานาเดียม  พบว่ากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสมี
แนวโนม้คงท่ีการท่ี  partial purified enzyme  ท่ีผลิตไดมี้กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสเพิ่มข้ึน
หลังการเดิมวานาเดียมไอออน  อาจเป็นเพราะในขั้นตอนการท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิหลาย ๆ 
ขั้นตอนท าใหโ้บรโมเปอร์ออกซิเดสบางส่วนสูญเสียวานาเดียม  จึงมีโครงสร้างของโมเลกุลต่างไป 
และสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมล์งไปได ้ การเติมวานาเดียมไอออนกลบัคืนสู่โมเลกุลของเอนไซมื  
จึงเป็นการ  re-activate  โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสูญเสียวานาเดียม  ให้กลบัมีโครงสร้างและ
คุณสมบติัตามเดิม  (Palmer, 1995) 
 เม่ือศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความคงทนของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  พบว่าเม่ือ
เอนไซมอ์ยูท่ี่ระดบัอุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  นาน  30  นาที  ท าให้  relative enzyme activity  
ของ  crude  และ  partial purified enzymes  ลดลง  37.92%  และ  22.85%  ตามล าดบั  การท่ี  partial 
purified enzyme  มีความคงทนต่อระดบัอุณหภูมิมากกวา่  crude enzyme  อาจเป็นเพราะใน  crude 
enzyme  มีโปรตีเอสปะปนอยูม่าก  แต่ใน  partial purified enzyme  ไดผ้า่นการท าให้บริสุทธ์ิมา
หลายขั้นตอน  โปรตีเอสจึงถูกคดัแยกออกในปริมาณมาก 
 เม่ือศึกษาผลของความเป็นกรดและด่างต่อความคงทนของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
พบวา่  crude enzyme  มีความคงทนต่อสภาพความเป็นกรดและด่างท่ี  pH 7  ไดสู้งสุด  และเม่ืออยู่
ในสภาวะท่ี  pH 4  และ  9  ในเวลา  30  นาที  พบวา่ประสิทธิภาพของ  crude enzyme  ลดลง  
34.53%  และ  16.48%  ตามล าดบั  ส่วนใน  partial purified enzyme  มีความคงทนต่อความเป็นกรด
และด่างดีท่ีสุดท่ี  pH 6  เม่ือ  partial purified enzyme  อยูใ่นสภาวะท่ี  pH 4  และ  9  ในเวลา  30  
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นาที  พบวา่ประสิทธิภาพของ  patial purified enzyme  ลดลง  10.90%  และ  12.34%  ตามล าดบั  
จากผลการทดลองพบว่า  partial purified enzyme  มีแนวโน้มในการทนต่อสภาวะความเป็นกรด  
และมีความคงทนต่อระดบัอุณหภูมิท่ีดีกวา่  crude enzyme  ดงันั้นการท าให้โบรโมเปอร์ออกซิเดสมี
ความบริสุทธ์ิข้ึนจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึง  ส าหรับการน าเอนไซม์ไปใช้ประโยชน์ตามสภาวะของ
การใชง้านต่าง ๆ 
 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของ  crude  และ  partial purified enzymes  คือ  
55  องศาเซลเซียส  ระดบัความเป็นกรดและด่างท่ีเหมาะสมต่อการท างานของ  crude  และ  partial 
purified enzyme  คือท่ี  pH 6  เม่ือพิจารณาถึง  relative enzyme activity  ในการท างานของ  crude  
และ  partial purified enzymes  ท่ี  pH  และอุณหภูมิระดบัต่าง ๆ พบวา่มีค่าแตกต่างกนัเล็กนอ้ย  
อาจเป็นเพราะใน  crude enzymes  ประกอบดว้ยโปรตีนหลายชนิดท่ีเซลล์ของสาหร่ายผลิตข้ึน  เช่น  
โปรตีเอส  และสารชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ ท่ีอาจมีผลต่อการท างานของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  (Jarvis, 
และ, 1989)  แต่  partital purified enzyme  ไดผ้า่นการท าให้บริสุทธ์ิมาหลายขั้นตอน  จึงเหลือสาร
ชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ เหล่านั้นในปริมาณนอ้ย 
 เม่ือศึกษาความคงทนในการเก็บเอนไซม์  พบว่าเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ  4  องศา
เซลเซียส  crude  และ  partial purified enzymes  มีกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสลดลง  
47.50%  และ  26.07%  ตามล าดบั  ภายในเวลา  40  วนั  จากผลการทดลองสรุปไดว้า่  ไม่สมควร
เก็บ  crude enzyme  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เน่ืองจากปริทธิภาพของโบรโมเปอร์ออกซิเด
สลดลงอยา่งมาก  อาจเป็นเพราะโปรตีเอสท่ีมีใน  crude enzyme  สามารถยอ่ยสลายโบรโมเปอร์
ออกซิเดสได ้ แมว้่าปฏิกิริยาการยอ่ยสลายจะด าเนินไปอยา่งชา้ ๆ ก็ตาม  จากการทดลองเม่ือเก็บท่ี
อุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส  พบวา่  crude  และ  partial purified enzymes  มีกิจกรรมของโบรโม
เปอร์ออกซิเดสลดลง  34.48%  และ  30.63%  ตามล าดบั  ภายในเวลา  40  วนั 
  
2. ขอ้เสนอแนะ 

2.1 ในการท าให้เซลล์แตกโดยการบด  อาจศึกษาเพิ่มเติมโดยการใชเ้ม็ดทรายเขา้
ร่วมในการบด  เพื่อเพิ่มอตัราการแตกของผนงัเซลล์และเมมเบรน  เช่น  ในการทดลองของ  Rush  
และคณะ  (Rush และคณะ, 1995)  ท่ีท าให้เซลของสาหร่ายสีแดง  Corallina officinalis  แตก  โดย
วิธีการบด  และใช้  abrasive material  เช่น  เม็ดทรายเขา้ช่วยในการฉีกผนงัเซลล์และเมมเบรนใน
ขั้นตอนการบดเซลล์  และในขั้นตอนการใช้  stirrer  เขา้ช่วยกวนหลงัการท าให้เซลล์แตก  อาจ
พฒันาให้มีประสิทธิภาพดีข้ึน  โดยการใช ้  bead  เขา้ร่วมในการกวน  เพราะโดยทัว่ไปแลว้  bead  
จะช่วยเร่งการแตกของผนงัเซลล์  และเร่งการแพร่ของเอนไซมอ์อกจากเมมเบรน  (Cartor, 1982)  
ดงันั้นในการศึกษาเพิ่มเติมทั้ง  2  กรณี  อาจใชข้อ้มูลอนัเป็นประโยชน์ต่อการเพิ่มประสิทธิภาพใน
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การสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลล์ของสาหร่ายเพื่อให้ไดป้ระโยชน์สูงสุด  อนัมีผลต่อ
การลดค่าใชจ่้ายในการขนส่ง  ลดพื้นท่ี  และพลงังานท่ีใชใ้นการเก็บสาหร่าย 

2.2 ในการตกตะกอน  crude enzyme  โดยอะซีโตน  เป็นขั้นตอนท่ีตอ้งใช้อะซี
โตนในปริมาณมาก  อาจทดลองใช้อะซีโตนท่ีมีคุณภาพในระดับ  commercial grade  ในการ
ตกตะกอนเพื่อประหยดัค่าใชจ่้ายในการผลิต 

2.3 ในการน าโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัไดไ้ปประยุกต์ใช้  อาจเพิ่มกิจกรรม
ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยการ  treat  ดว้ยสารละลายวานาเดียมไอออนความเขม้ขน้สุดทา้ย  0.6  
มิลลิโมลาร์  หากวา่วานาเดียมไม่เป็นอุปสรรคต่อการใชง้านประเภทนั้น ๆ 
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ภาคผนวก  ก. 
 

ตารางผนวก 
 
ตารางท่ี  ก.1 ผลของการสกัดโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลล์โดยการบดร่วมกับการใช ้ 

Triton X-100 
 

Triton X-100 
(%, v/v) 

โปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0.00 0.35 5.89 16.62 
0.05 0.38 6.53 17.26 
0.10 0.43 7.38 17.34 
0.15 0.53 7.36 13.88 
0.20 0.56 7.33 13.18 

 
ตารางท่ี  ก.2 ผลของการสกัดโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลล์โดยการบดร่วมกับการใช ้ 

sodium deoxycholate 
 
sodium deoxycholate 

(%, w/v) 
โปรตีน 

(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0.00 0.37 5.75 15.68 
0.05 0.41 7.89 19.23 
0.10 0.42 10.11 24.29 
0.15 0.42 8.01 18.86 
0.20 0.44 7.65 17.42 
0.25 0.47 6.80 14.53 
0.30 0.47 6.56 14.02 
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ตารางท่ี  ก.3 ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลลโ์ดยวธีิ  freeze and thaw 
 

freeze and thaw  
(คร้ัง) 

โปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 0.05 0.92 18.48 
2 0.05 0.96 18.23 
4 0.06 0.96 16.43 
6 0.06 1.08 17.63 
8 0.07 1.08 16.11 

10 0.07 1.20 16.49 
12 0.09 1.20 13.77 

 
ตารางท่ี  ก.4 ผลของการบดเซลล์ร่วมกบัวิธี  freeze and thaw  โดยใช้อุณหภูมิ  -20  องศา

เซลเซียสในการแช่แขง็ 
 

Freeze and thaw  
(คร้ัง) 

โปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 0.25 5.53 21.74 
2 0.26 6.61 25.64 
4 0.27 6.94 25.68 
6 0.28 6.17 22.05 
8 0.28 5.30 18.71 

 
ตารางท่ี  ก.5 ผลของการบดเซลลร่์วมกบัวธีิ  freeze and thaw  โดยใชน้ ้าแขง็แหง้ในการแช่แขง็ 
 

Freeze and thaw  
(คร้ัง) 

โปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 0.27 6.04 22.71 
2 0.27 5.10 18.75 
4 0.28 3.92 13.82 
6 0.29 3.92 13.28 
8 0.30 4.09 13.62 
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ตารางท่ี  ก.6 ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลล์โดยการบดเซลล์ร่วมกับวิธี  
sonication 

 
Sonication 

(นาที) 
โปรตีน 

(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 0.32 6.42 19.83 
10 0.47 11.38 24.47 
20 0.48 12.29 25.78 
30 0.49 14.17 28.85 
40 0.50 14.43 29.04 
50 0.50 14.50 28.86 

 
ตารางท่ี  ก.7 ผลของการแพร่โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลลเ์มมเบรนหลงัการบดเซลล์ 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

โปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 0.35 6.07 17.23 
2 0.23 4.91 21.21 
4 0.23 5.69 24.26 
6 0.24 5.94 25.06 
8 0.24 6.33 26.38 
10 0.24 6.85 28.54 
12 0.25 6.92 27.18 
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ตารางท่ี  ก.8 ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลลโ์ดยวธีิการบดเซลลร่์วมกบัการกวน 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

โปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 0.37 6.34 17.26 
2 0.49 9.90 20.16 
4 0.50 12.82 25.79 
6 0.54 14.70 27.21 
8 0.56 14.76 26.21 
10 0.57 15.02 26.53 
12 0.57 15.21 26.60 

 
ตารางท่ี  ก.9 ผลของการตกตะกอน  crude enzyme  ดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟต 
 

Percent saturation 
range 

โปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 – 30 1.14 2.69 2.36 
30 – 70 0.99 43.68 43.91 

supernatant 0.21 0.00 0.00 
 
ตารางท่ี  ก.10 ผลของการตกตะกอน  crude enzyme  ดว้ยอะซีโตน 
 

Percent saturation 
range 

โปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 – 30 0.02 0.04 2.19 
30 – 70 0.99 94.30 94.80 

supernatant 0.68 0.00 0.00 
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ตารางท่ี  ก.11 ผลของการตกตะกอน  crude enzyme  ดว้ยเมธานอล 
 

Percent saturation 
range 

โปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 – 60 2.12 41.01 19.30 
supernatant 2.50 1.05 0.42 

 
ตารางท่ี  ก.12 ผลของการตกตะกอน  crude enzyme  ดว้ยเอธานอล 
 

Percent saturation 
range 

โปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Specific activity 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 – 60 2.59 45.85 17.67 
supernatant 2.15 2.41 1.12 
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ตารางท่ี  ก.13 ค่า  OD280  และกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  ท่ีผา่นการแยก
ดว้ย  DEAE-Sephadex  

 
Fraction 
number 

(4 มิลลิลิตร) 
OD280 

โบรโมเปอร์- 
ออกซิเดส 

(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

 Fraction 
number 

(4 มิลลิลิตร) 
OD280 

โบรโมเปอร์- 
ออกซิเดส 

(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 
1 0.008 0  25 0.008 0 
2 0.011 0  26 0.009 0 
3 0.017 0  27 0.013 0 
4 0.010 0  28 0.014 0 
5 0.002 0  29 0.002 0 
6 0.005 0  30 0.024 0 
7 0.012 0  31 0.054 0 
8 0.016 0  32 0.104 1.40 
9 0.014 0  33 0.111 3.98 

10 0.015 0  34 0.095 4.22 
11 0.011 0  35 0.102 4.76 
12 0.011 0  36 0.094 5.94 
13 0.024 0  37 0.068 3.59 
14 0.021 0  38 0.054 1.48 
15 0.018 0  39 0.006 0.93 
16 0.017 0  40 0.005 0.11 
17 0.016 0  41 0.009 0 
18 0.020 0  42 0.009 0 
19 0.008 0  43 0.005 0 
20 0.013 0  44 0.014 0 
21 0.023 0  45 0.029 0 
22 0.020 0  46 0.036 0 
23 0.020 0  47 0.038 0 
24 0.025 0  48 0.034 0 
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ตารางท่ี  ก.13 (ต่อ)  ค่า  OD280  และกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  ท่ีผ่าน
การแยกดว้ย  DEAE-Sephadex  

 
Fraction 
number 

(4 มิลลิลิตร) 
OD280 

โบรโมเปอร์- 
ออกซิเดส 

(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 
49 0.029 0 
50 0.007 0 
51 0.006 0 
52 0.005 0 
53 0.011 0 
54 0.020 0 
55 0.017 0 
56 0.017 0 
57 0.016 0 
58 0.014 0 
59 0.014 0 
60 0.007 0 
61 0.009 0 
62 0.014 0 
63 0.021 0 
64 0.014 0 
65 0.010 0 
66 0.012 0 
67 0.008 0 
68 0.017 0 
69 0.012 0 
70 0.004 0 
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ตารางท่ี  ก.14 ค่า  OD280  และกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  ท่ีผา่นการแยก
ดว้ย  DEAE-Toyopearl  

 
Fraction 
number 

(4 มิลลิลิตร) 
OD280 

โบรโมเปอร์- 
ออกซิเดส 

(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

 Fraction 
number 

(4 มิลลิลิตร) 
OD280 

โบรโมเปอร์- 
ออกซิเดส 

(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 
1 0.001 0  25 0.004 0 
2 0.008 0  26 0.005 0 
3 0.015 0  27 0.016 0 
4 0.013 0  28 0.018 0 
5 0.007 0  29 0.002 0 
6 0.012 0  30 0.071 0.27 
7 0.014 0  31 0.113 3.47 
8 0.020 0  32 0.113 8.25 
9 0.023 0  33 0.115 11.45 

10 0.030 0  34 0.110 12.24 
11 0.027 0  35 0.110 11.34 
12 0.038 0  36 0.100 10.01 
13 0.023 0  37 0.071 4.37 
14 0.020 0  38 0.043 0.73 
15 0.013 0  39 0.002 0.66 
16 0.005 0  40 0.011 0 
17 0.010 0  41 0.014 0 
18 0.005 0  42 0.014 0 
19 0.008 0  43 0.009 0 
20 0.011 0  44 0.014 0 
21 0.013 0  45 0.026 0 
22 0.015 0  46 0.043 0 
23 0.009 0  47 0.040 0 
24 0.006 0  48 0.040 0 
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ตารางท่ี  ก.14 (ต่อ)  ค่า  OD280  และกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  ท่ีผ่าน
การแยกดว้ย  DEAE-Toyopearl  

 
Fraction 
number 

(4 มิลลิลิตร) 
OD280 

โบรโมเปอร์- 
ออกซิเดส 

(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 
49 0.027 0 
50 0.009 0 
51 0.008 0 
52 0.010 0 
53 0.015 0 
54 0.026 0 
55 0.024 0 
56 0.026 0 
57 0.018 0 
58 0.014 0 
59 0.017 0 
60 0.011 0 
61 0.014 0 
62 0.023 0 
63 0.029 0 
64 0.012 0 
65 0.009 0 
66 0.009 0 
67 0.014 0 
68 0.022 0 
69 0.005 0 
70 0.003 0 
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ตารางท่ี  ก.15 ค่า  OD280  และกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  ท่ีผา่นการแยก
ดว้ย  Sephadex G-75 

 
Fraction 
number 

(2 มิลลิลิตร) 
OD280 

โบรโมเปอร์- 
ออกซิเดส 

(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

 Fraction 
number 

(4 มิลลิลิตร) 
OD280 

โบรโมเปอร์- 
ออกซิเดส 

(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 
1 0.003 0  21 0.010 0 
2 0.002 0  22 0.016 0 
3 0.002 0  23 0.013 0 
4 0.002 0  24 0.014 0 
5 0.004 0  25 0.012 0 
6 0.005 0  26 0.013 0 
7 0.006 0  27 0.013 0 
8 0.008 0  28 0.012 0 
9 0.008 0  29 0.011 0 

10 0.004 0  30 0.011 0 
11 0.004 0  31 0.006 0 
12 0.010 0  32 0.006 0 
13 0.016 0  33 0.008 0 
14 0.017 0  34 0.006 0 
15 0.012 0  35 0.005 0 
16 0.010 0  36 0.004 0 
17 0.003 0  37 0.002 0 
18 0.006 0  38 0.004 0 
19 0.007 0  39 0.003 0 
20 0.011 0  40 0.003 0 
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ตารางท่ี  ก.16 ค่า  OD280  และกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  ท่ีผา่นการแยก
ดว้ย  Biogel A-0.5 M  

 
Fraction 
number 

(2 มิลลิลิตร) 
OD280 

โบรโมเปอร์- 
ออกซิเดส 

(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

 Fraction 
number 

(4 มิลลิลิตร) 
OD280 

โบรโมเปอร์- 
ออกซิเดส 

(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 
1 0.046 0  26 0.095 0 
2 0.032 0  27 0.129 0 
3 0.023 0  28 0.175 0 
4 0.017 0  29 0.154 0 
5 0.012 0  30 0.143 0 
6 0.008 0  31 0.140 0 
7 0.015 0  32 0.086 0 
8 0.015 0  33 0.045 0 
9 0.005 0  34 0.048 0 

10 0.018 0  35 0.025 0 
11 0.008 0  36 0.036 0 
12 0.040 0  37 0.049 0 
13 0.061 226  38 0.034 0 
14 0.040 2.81  39 0.030 0 
15 0.082 267  40 0.021 0 
16 0.120 2.14  41 0.015 0 
17 0.091 1.51  42 0.084 0 
18 0.083 1.03  43 0.120 0 
19 0.082 0.67  44 0.087 0 
20 0.071 0  45 0.024 0 
21 0.040 0  46 0.022 0 
22 0.054 0  47 0.000 0 
23 0.041 0  48 0.000 0 
24 0.043 0  49 0.006 0 
25 0.055 0  50 0.000 0 
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ตารางท่ี  ก.17 การตรวจวดัปริมาณโปรตีเอสใน  crude  และ  purified enzymes 
 

ตวัอยา่งเอนไซม ์ การดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี  660  นาโนเมตร 
Crude enzyme 0.22 

  
Partial purified enzyme 0.01 
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ตารางท่ี  ก.18 Distribution coefficient  ของ  fraction  ล าดบัต่าง ๆ เม่ือใช ้ Sephadex G-75  ในการ
หาขนาดโมเลกุล 

Fraction Distribution coefficient  Fraction Distribution coefficient 
8 0.08  45 2.92 
9 0.15  46 3.00 
10 0.23  47 3.08 
11 0.31  48 3.15 
12 0.38  49 3.23 
13 0.46  50 3.31 
14 0.54  51 3.38 
15 0.62  52 3.46 
16 0.69  53 3.54 
17 0.77  54 3.62 
18 0.85  55 3.69 
19 0.92  56 3.77 
20 1.00  57 3.85 
21 1.08  58 3.92 
22 1.15  59 4.00 
23 1.23  60 4.08 
24 1.31  61 4.15 
25 1.38  62 4.23 
26 1.46  63 4.31 
27 1.54  64 4.38 
28 1.62  65 4.46 
29 1.69  66 4.54 
30 1.77  67 4.62 
31 1.85  68 4.69 
32 1.92  69 4.77 
33 2.00  70 4.85 
34 2.08  71 4.92 
35 2.15  72 5.00 
36 2.23  73 5.08 
37 2.31  74 5.15 
38 2.38  75 5.23 
39 2.46  76 5.31 
40 2.54  77 5.38 
41 2.62  78 5.46 
42 2.69  79 5.54 
43 2.77  80 5.62 
44 2.85    
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ตารางท่ี  ก.19 ผลของไอออนโลหะต่อกิจกรรมของ  partial purified enzyme 
 

ไอออนโลหะ 
(1 มิลลิโมลาร์) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

ไม่ไดเ้ติม 2.62 
Dialyzed enzyme 1.15 

K+ 1.07 
Mg2+ 0.95 
V5+ 3.09 

Mn2+ 1.12 
Fe3+ 0.99 
Co2+ 1.12 
Ni2+ 0.82 
Cu2+ 0.99 
Zn2+ 0.97 

 
 
ตารางท่ี  ก.20 ผลของความเขม้ขน้วานาเดียมไอออนต่อกิจกรรมของ  partial purified enzyme 
 

วานาเดียม 
(มิลลิโมลาร์) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0.0 2.64 
0.2 3.16 
0.4 3.74 
0.6 3.97 
0.8 3.99 
1.0 3.99 
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ตารางท่ี  ก.21 ผลของอุณหภูมิต่อความคงทนของ  crude enzyme 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Relative enzyme activity 
(%) 

30 5.43 100.00 
40 4.52 83.19 
50 3.37 62.08 
55 1.27 23.37 
60 0.00 0.00 
70 0.00 0.00 

 
ตารางท่ี  ก.22 ผลของอุณหภูมิต่อความคงทนของ  partial purified enzyme 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Relative enzyme activity 
(%) 

30 2.51 100.00 
40 1.96 77.71 
50 1.94 77.15 
55 0.80 31.73 
60 0.48 19.20 
70 0.00 0.00 
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ตารางท่ี  ก.23 ผลของความเป็นกรดและด่างต่อความคงทนของ  crude enzyme 
 

ชนิดของบพัเฟอร์ 
(0.1  โมลาร์) 

กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  (มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 
pH 

4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 
อะซีเตท  บพัเฟอร์ 3.58 4.15 4.62 - - - 
ฟอสเฟต  บพัเฟอร์ - - 5.01 5.94 5.30 - 
Tris-HCl  บพัเฟอร์ - - - - 5.11 4.79 

Relative enzyme activity (%) 65.47 75.87 84.38 100.00 89.19 83.52 
 

–              =           ไม่ไดว้เิคราะห์ขอ้มูล 
 
ตารางท่ี  ก.24 ผลของความเป็นกรดและด่างต่อความคงทนของ  partial purified enzyme 
 

ชนิดของบพัเฟอร์ 
(0.1  โมลาร์) 

กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  (มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 
pH 

4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 
อะซีเตท  บพัเฟอร์ 2.16 2.35 2.42 - - - 
ฟอสเฟต  บพัเฟอร์ - - 2.62 2.60 2.41 - 
Tris-HCl  บพัเฟอร์ - - - - 2.33 2.22 

Relative enzyme activity (%) 89.10 97.08 100.00 99.21 92.06 87.66 
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ตารางท่ี  ก.25 ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของ  crude enzyme 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Relative enzyme activity 
(%) 

30 5.93 60.35 
40 7.11 72.33 
50 9.22 93.88 
55 9.83 100.00 
60 7.99 81.36 
70 1.37 13.91 

 
ตารางท่ี  ก.26 ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของ  partial purified enzyme 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Relative enzyme activity 
(%) 

30 2.63 51.96 
40 3.27 64.68 
50 4.85 95.76 
55 5.06 100.00 
60 4.28 84.46 
70 0.77 15.22 
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ตารางท่ี  ก.27 ผลของความเป็นกรดและด่างต่อการท างานของ  crude enzyme 
 

ชนิดของบพัเฟอร์ 
(0.1  โมลาร์) 

กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  (มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 
pH 

4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 
อะซีเตท  บพัเฟอร์ 1.93 4.25 5.50 5.89 - - 
ฟอสเฟต  บพัเฟอร์ - - - 5.89 5.28 3.98 

Relative enzyme activity (%) 32.85 72.23 93.44 100.00 88.36 66.52 
 

–              =           ไม่ไดว้เิคราะห์ขอ้มูล 
 
ตารางท่ี  ก.28 ผลของความเป็นกรดและด่างต่อการท างานของ  partial purified enzyme 
 

ชนิดของบพัเฟอร์ 
(0.1  โมลาร์) 

กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  (มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 
pH 

4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 
อะซีเตท  บพัเฟอร์ 1.11 2.08 2.45 2.65 - - 
ฟอสเฟต  บพัเฟอร์ - - - 2.71 2.27 1.85 

Relative enzyme activity (%) 41.96 78.32 92.44 100.00 83.92 68.25 
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ตารางท่ี  ก.29 ความคงทนของโบรโมเปอร์ออกซิเดสเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
 

เวลาในการเก็บ 
(วนั) 

Crude enzyme 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Partial purified enzyme 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 5.71 2.64 
4 4.90 2.45 
8 4.66 2.36 
12 4.37 2.32 
16 3.98 2.16 
20 3.87 2.10 
24 3.58 2.05 
28 3.45 2.03 
32 3.16 1.97 
36 3.07 1.96 
40 2.99 1.95 

 
ตารางท่ี  ก.30 ความคงทนของโบรโมเปอร์ออกซิเดสเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส 
 

เวลาในการเก็บ 
(วนั) 

Crude enzyme 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

Partial purified enzyme 
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

0 5.71 2.64 
4 5.05 2.51 
8 4.74 2.42 
12 4.59 2.29 
16 4.44 2.20 
20 4.30 2.06 
24 4.15 1.96 
28 4.00 1.93 
32 3.93 1.91 
36 3.82 1.89 
40 3.73 1.83 
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ภำคผนวก  ข. 
 
 
1. กำรประมำณขนำดโมเลกุลของโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดย  gelfiltration chromatography  

1.1 สำรเคมี 
  Sephadex G-75 
  สารละลายโปรตีนมาตรฐานซ่ึงประกอบดว้ย 
   Thyroglobulin มวลโมเลกุล 670,000  ดาลตนั 
   Gamma globulin มวลโมเลกุล 158,000  ดาลตนั 
   Ovulbumin มวลโมเลกุล 44,000  ดาลตนั 
   Myoglobin มวลโมเลกุล 17,000  ดาลตนั 
   Vitamin B-12 มวลโมเลกุล 1,350  ดาลตนั 
 

1.2 ขั้นตอนกำรทดสอบ 

1.2.1 ใส่  Sephadex G-75  ลงในคอลมัน์ขนาด  1.1  40  เซนติเมตร  
equilibrate  คอลมัน์ดว้ย  Tris-HCl  บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.0  โดยใช้  flow rate  40  
มิลลิลิตร/ชัว่โมง  นาน  12  ชัว่โมง 

1.2.2 เติมสารละลายโปรตีนมาตรฐานลงในคอลมัน์  ชะดว้ย  Trix-HCl  
บพัเฟอร์  20  มิลลิโมลาร์  pH 7.0 โดยใช ้ flow rate  40  มิลลิลิตร/ชัว่โมง 

1.2.3 เก็บสารละลายโปรตีน  fraction  ละ  2  มิลลิลิตร  วดัค่าการดูดกลืน
คล่ืนแสงท่ี  280  นาโนเมตร  ค านวณค่า  distribution coefficient  ของโปรตีนมาตรฐานท่ีผ่าน  
gelfiltration chromatography  โดยมีการค านวณดงัต่อไปน้ี 
 Kav = (Ve – Vo) / (Vt – Vo) 
 Kav = distribution coefficient 
 (Ve  = elution volume 
 Vo = void volume  (14  มิลลิลิตร) 
 Vt  = total volume  (40  มิลลิลิตร)  

1.2.4 เม่ือทราบค่า  distribution coefficient  จึงเขียนกราฟความสัมพนัธ์
ระหวา่ง  Log (MW)  และ  distribution coefficient  ของโปรตีนมาตรฐาน 
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1.2.5 ค านวณค่า  distribution coefficient  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  เพื่อ
เปรียบเทียบกบักราฟความสัมพนัธ์ระหวา่ง  Log (MW)  และ  distribution coefficient  ของโปรตีน
มาตรฐาน 

1.2.6 น าค่า  Log (MW)  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  มาค านวณขนาด
โมเลกุล 
 
2. กำรวเิครำะห์กจิกรรมของโปรตีเอส   

2.1 สำรเคมี 
  เคซีน 0.6 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
  โซเดียมคาร์บอเนต 0.55 โมลาร์ 
  Folin-Ciocalteau reagent 0.5 มิลลิลิตร 
  ไธโรซีน 1.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
  Trichloroacetic acid 40.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 

2.2 ขั้นตอนกำรทดสอบ 
2.2.1 ท ากราฟมาตรฐานระหว่างการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี  660  นาโนเมตร  

และสารละลายไธโรซีนท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ โดยน าสารละลายไธโรซีนมาท าปฏิกิริยากับ
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต  0.55   โมลาร์  และ  Folin-Ciocalteau reagent  0.5  มิลลิลิตร  แลว้
วดัการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี  660  นาโนเมตร 

2.2.2 เขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างการดูดกลืนแสงท่ี  
660  นาโนเมตร  และความเขม้ขน้ของสารละลายไธโรซีนดงัรูป 

2.2.3 บ่มเอนไซม์  (สารตัวอย่างท่ีต้องการตรวจวัดโปรตีเอส)  0.25  
มิลลิลิตร  ในสารละลายเคซีน  0.6%  (สับสเตรทของโปรตีเอส)  ท่ีละลายในฟอสเฟตบพัเฟอร์  50  
มิลลิโมลาร์  pH  7.0  ปริมาตร  1.25  มิลลิลิตร  ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  นาน  60  นาที 

2.2.4 หยุดปฏิกิริยาดว้ย  trichloroacetic acid  20%  ป่ันแยกตะกอนออกดว้ย
เคร่ืองป่ันแยกดว้ยแรงเหวีย่งท่ีความเร็ว  5,000  รอบ/นาที  นาน  10  นาที 

2.2.5 น า  supernatant  1  มิลลิลิตร  มาผสมกบัสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนต  0.55  โมลาร์  2.5  มิลลิลิตร  และ  Folin-Ciocalteau reagent  0.5  มิลลิลิตร  นาน  30  
นาที  วดัการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี  660  นาโนเมตร  (เพื่อหาปริมาณไธโรซีนท่ีเกิดข้ึนโดยใช้กราฟ
มาตรฐาน) 
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2.2.6 ค านวณปริมาณไธโรซีนท่ีเกิดข้ึนจากการท างานของโปรตีเอส 
 1  ยนิูต  (U)  โปรตีเอส  หมายถึงปริมาณโปรตีเอสท่ีผลิตไธโรซีน  1  ไมโครโมล
ต่อนาทีภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ 
 
3. กำรวเิครำะห์ปริมำณโปรตีน  (Lowry method)  

3.1 สำรเคมี 
  สารละลาย  A : 1% (w/w)  คอปเปอร์  ซลัเฟต  (CuSO4 : 5H2O) 
  สารละลาย  B : 2% (w/w)  โซเดียมโปแตสเซียมทาร์เทรต  (sodium 
potassium tartrate) 
  สารละลาย C : 0.2  โมลาร์  โซเดียมไฮดรอกไซด์  (Sodium hydroxide) 
  สารละลาย D : 4% (w/v)  โซเดียมคาร์บอเนต  (sodium carbonate)  
  สารละลาย E : เตรียมสารละลาย  E  โดยผสมสารละลาย  C  49  มิลลิลิตร
กบัสารละลาย  D 49  มิลลิลิตร  เติมสารละลาย  A  1  มิลลิลิตร  จากนั้นใส่สารละลาย  B  1  
มิลลิลิตร  (สารละลาย  E  ตอ้งเตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนท าการทดลอง) 
  สารละลาย F : เตรียมสารละลาย  F  โดยเจือจาง  Folin-Ciocalteau reagent  
ในอตัราส่วน  1 : 1  ดว้ยน ้ากลัน่ 
   

3.2 ขั้นตอนกำรทดสอบ 
3.2.1 ใช้สารตวัอย่างท่ีตอ้งการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน  0.5  มิลลิลิตร  

เติมสารละลาย  E 2.5  มิลลิลิตร 
3.2.2 เขยา่ใหเ้ขา้กนั  ตั้งทิ้งไวน้าน  10  นาที 
3.2.3 เติมสารละลาย  F  0.25  มิลลิลิตร 
3.2.4 เขยา่ใหเ้ขา้กนั  ตั้งทิ้งไวน้าน  30  นาที   
3.2.5 วดัการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี  750  นาโนเมตร 
3.2.6 เตรียมกราฟมาตรบานโดยใชส้ารละลาย  BSA 

 
 
 
 
 
 
 


