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บทคดัย่อ 
 
 ศึกษาการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายสีแดง  Polycarvernosa sp.  โดย
การบดดว้ยเคร่ืองบดร่วมกบัการใชดี้เทอร์เจนท ์ (ไดแ้ก่ Triton X-100  และ  sodium deoxycholate),  
การบดร่วมกบัวิธี  freeze and thaw,  การบดร่วมกบัการใชค้ล่ืนเสียง  และศึกษาผลของการกวนต่อ
การแพร่ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเมมเบรนหลังการบดเซลล์  พบว่าการกวนนาน  6  
ชัว่โมง  สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการสกดัไดสู้งสุด  โดยเพิ่ม  specific activity  ของโบรโมเปอร์
ออกซิเดสใน  crude enzyme  57.54%  เม่ือเปรียบเทียบกบั  crude enzyme  ท่ีไดจ้ากการบดเซลล ์ 
เม่ือท าให้เอนไซม์เขม้ขน้ข้ึนโดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต  เมธานอล  เอธานอล  
และอะซีโตน  พบวา่การตกตะกอนดว้ยอะซีโตนให้โบรโมเปอร์ออกซิเดสปริมาณสูงท่ีสุด  โดยมี
ค่า  degree of purification  เท่ากบั  4.21  ในการท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิโดย  ion-exchange 
chromatography (DEAE-Sephadex  และ  DEAE-Toyopearl)  พบว่า  DEAE-Toyopearl  มี
ประสิทธิภาพดีกวา่  โดย  partial purified enzyme  มีค่า  degree of purification  เท่ากบั  7.24  ใน
การท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิโดย  gel filtration chromatography  (Biogel A-0.5 M  และ  Sephadex G-
75)  พบวา่  Sephadex G-75  มีประสิทธิภาพดีกวา่  โดยมี  degree of purification  เท่ากบั  14.42  
เม่ือตรวจวดัปริมาณโปรตีเอส  พบว่าใน  crude enzyme  มีโปรตีเอส  267  ไมโครยูนิต/มิลลิลิตร  
ขณะท่ี  partial purified enzyme  จาก  Sephadex G-75  มีปริมาณโปรตีเอส  0.002  ไมโครยนิูต/
มิลลิลิตร  การหาขนาดโมเลกุลโดย  Sephadex G-75  พบวา่โบรโมเปอร์ออกซิเดสมีมวลโมเลกุล
ประมาณ  615,000  ดาลตนั  เม่ือศึกษาผลของไอออนโลหะชนิดต่าง ๆ ต่อกิจกรรมของโบรโมเปอร์

ออกซิเดส  พบวา่วานาเดียมไอออน  ( 5V )  สามารถเพิ่มกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผา่น
การลา้งดว้ยสารละลาย  EDTA  และ  dialysis  แลว้  โดยวานาเดียมไอออนท่ีความเขม้ขน้  0.6  มิลลิ
โมลาร์มีความเหมาะสมท่ีสุดต่อโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัได ้ โดยเพิ่มกิจกรรมของโบรโมเปอร์
ออกซิเดส  50.98%  เม่ือศึกษาคุณสมบติัของโบรโมเปอร์ออกซิเดส  พบวา่  partial purified enzyme  
มีความคงทนต่ออุณหภูมิสูงกวา่  crude enzyme  เม่ือศึกษาความคงทนต่อสภาวะความเป็นกรดและ
ด่าง  พบวา่  crude enzyme  คงทนต่อ  pH7  ไดดี้ท่ีสุด  และยงัคงกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
ไดดี้ท่ี  pH 4  และ  9  partial purified enzyme  มีความคงทนท่ี  pH 6  ดีท่ีสุด  และยงัคงกิจกรรมของ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสไดดี้ท่ี  pH 4  และ  9  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของ  crude  และ  
partial purified enzymes  คือ  55  องศาเซลเซียส  และระดบัความเป็นกรดและด่างท่ีเหมาะสมต่อ
การท างานของ  crude  และ  partial purified enzymes  คือท่ี  pH 6  เม่ือศึกษาถึงสภาพความคงทน
ในการเก็บรักษา  พบวา่เม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  crude  และ  partial purified enzymes  
มีกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสลดลง  47.50 %  และ  26.07 %  ตามล าดบั  ขณะท่ีเม่ือเก็บท่ี



ข 
 

อุณหภูมิ  –20  องศาเซลเซียส  crude  และ  partial purified enzymes  มีกิจกรรมของโบรโมเปอร์
ออกซิเดสลดลง  34.48%  และ  30.63%  ตามล าดบั  ภายในเวลา  40  วนั 
 
ค  าส าคญั  (Keywords) :  โบรโมเปอร์ออกซิเดส / Polycarvernosa sp. / สาหร่ายสีแดง 
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ผา่นการแยกดว้ย  DEAE-Toyopearl 81 
ก.15 ค่า  280OD   และกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  ท่ี

ผา่นการแยกดว้ย  Sephadex G-75 83 
ก.16 ค่า  280OD   และกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสในแต่ละ  fraction  ท่ี

ผา่นการแยกดว้ย  Biogel A-0.5 M 84 
ก.17 การตรวจวดัปริมาณโปรตีเอสใน  crude  และ  partial purified enzymes 85 
ก.18 Distribution coefficient  ของ fraction  ล าดบัต่าง ๆ เม่ือใช ้ Sephadex G-75  

ในการหาขนาดโมเลกุล 86 
ก.19 ผลของไอออนโลหะต่อกิจกรรมของ  partial purified enzyme 87 
ก.20 ผลของความเขม้ขน้วานาเดียมไอออนต่อกิจกรรมของ  partial purified 

enzyme 87 
ก.21 ผลของอุณหภูมิต่อความคงทนของ  crude enzyme 88 
ก.22 ผลของอุณหภูมิต่อความคงทนของ  partial purified enzyme 88 
ก.23 ผลของความเป็นกรดและด่างต่อความคงทนของ  crude enzyme 89 
ก.24 ผลของความเป็นกรดและด่างต่อความคงทนของ  partial purified enzyme 89 
ก.25 ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของ  crude enzyme 90 
ก.26 ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของ  partial purified enzyme 90 
ก.27 ผลของความเป็นกรดและด่างต่อการท างานของ  crude enzyme 91 
ก.28 ผลของความเป็นกรดและด่างต่อการท างานของ  partial purified enzyme 91 
ก.29 ความคงทนของโบรโมเปอร์ออกซิเดสเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 92 
ก.30 ความคงทนของโบรโมเปอร์ออกซิเดสเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส 92 
 
 
 
 
 
 



ญ 
 

รายการรูปประกอบ 
 
รูปท่ี หนา้ 
2.1 Heme component  ของ  ferriprotoporphyrin IX 5 
2.2 พนัธะระหวา่งวานาเดียมกบัออกซิเจน  และวานาเดียมกบัไนโตรเจน  (หรือ

ออกซิเจน) 6 
2.3 กลไกการเปิดปฏิกิริยาของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 7 
4.1 ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยการบดเซลลร่์วมกบั  Triton X-100 31 
4.2 ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยการบดเซลลร่์วมกบั  sodium 

deoxycholate 34 
4.3 ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสออกจากเซลลโ์ดยวธีิ  freeze and thaw 35 
4.4 ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยการบดเซลลร่์วมกบัวธีิ  freeze and 

thaw  เม่ือใชอุ้ณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียสในการแช่แขง็ 36 
4.5 ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยการบดเซลลร่์วมกบัวธีิ  freeze and 

thaw  เม่ือใชน้ ้าแขง็แหง้ในการแช่แขง็ 37 
4.6 ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยการบดเซลลร่์วมกบัวธีิ  sonication 38 
4.7 ผลของการแพร่ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลลเ์มมเบรนหลงัจากการบด

เซลล ์ 39 
4.8 ผลของการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากเซลลโ์ดยวธีิการบดเซลลร่์วมกบั

การกวน 40 
4.9 Elution profiles  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากการท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิ

โดย DEAE-Sephadex 42 
4.10 Elution profiles  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากการท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิ

โดย  DEAE-Toyopearl 43 
4.11 Elution profiles  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากการท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิ

โดย  Sephadex G-75 44 



ฎ 
 

รายการรูปประกอบ  (ต่อ) 
 
รูปท่ี หนา้ 
4.12 Elution profiles  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากการท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิ

โดย  Biogel A-0.5 M 45 
4.13 การประมาณขนาดโมเลกุลของโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดย  Sephadex G-75   48 
4.14 ผลของไอออนโลหะต่อกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 49 
4.15 ผลของปริมาณวานาเดียมไอออนต่อกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 50 
4.16 ผลของอุณหภูมิต่อความคงทนของ  crude  และ  partial purified enzymes 51 
4.17 ผลของความเป็นกรดและด่างต่อความคงทนของ  crude  และ  partial purified 

enzymes 52 
4.18 ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของ  crude  และ  partial purified enzymes 53 
4.19 ผลของความเป็นกรดและด่างต่อการท างานของ  crude  และ  partial purified 

enzymes 54 
4.20 ความคงทนของ  crude  และ  partial purified enzymes  เม่ือเก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 55 
4.21 ความคงทนของ  crude  และ  partial purified enzymes  เม่ือเก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส 56 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ฏ 
 

รายการค าย่อ 
 
 pH = ค่าความเป็นกรดและด่าง 
 MW = มวลโมเลกุล 
 BSA = Bovine serum albumin 
 DEAE = Diethylaminoethyl 
 OD = Optical density 
  = แอลฟ่า 
  = เบตา้ 
 
 


