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บทคดัย่อ 
 
 โบรโมเปอร์ออกซิ เดส   (BPO)  ถูกสกัดออกมาจากสาหร่ายทะเลชนิด  
Polycarvernosa  และท าให้บริสุทธ์ิโดยการตกตะกอนใน  0-60%  แอมโมเนียมซลัเฟต,  คอลมัน์  
DE52  โครมาโตกราฟี  และ  FPLC  โดยใชค้อลมัน์  MonoQ  และ  Superose12 BPO1  และ  BPO2  
เป็น  isoenzyme  ท่ีแยกจากขั้นตอนของคอลมัน์  DE52  โครมาโตกราฟี  หลงัจากการท าให้บริสุทธ์ิ
แลว้ได ้  BPO1  และ  BPO2  โดยมี  specific activity  61.86  และ  330.58 mU/mg  ตามล าดบั  
BPO1  และ  BPO2  เป็นเอนไซม์ท่ีไม่มีฮีม  ซ่ึง  V2O5  สามารถกระตุน้ให้มีความสามารถในการ
ท างานเพิ่มข้ึน  2.5  และ  3.5  เท่าจากเอนไซมต์ามธรรมชาติตามล าดบั  มีการดดัแปลงทางเคมีของ 
BPO1  โดย  2,  4,  6-trinitrobenzenesulfonic acid  และ  iodoacetamide  จะเพิ่มความสามารถใน
การท างานและเสถียรภาพของเอนไซม์  การเปล่ียนแปลงทางเคมีโดย   N-acetylimidazole, 
diethylpyrocarbonate, 5-5 -dithiolbis  (2-nitrobenzoic acid)  และ  1, 2-cyclohexanedione  ไม่ท าให้
เกิดการเปล่ียนแปลงความสามารถในการท างาน  และเสถียรภาพของเอนไซม ์ การเปล่ียนแปลงทาง
เคมีของ  BPO1  โดย  N-bromosuccinimide,  2-hydroxy-5-nitrobenzyl bromide, diethylpyrocarbonate, 
carbodiimide, iodoacetic acid  และ  iodoacetamide  ลดการท างานของเอนไซม ์ การเปล่ียนแปลง
เคมีโดย  N-acetylimidazole, o-nitrophenylsulfenyl chloride  และ  1, 2-cyclohexanedione  ไม่ท า
ให้ความสามารถในการท างานของ  BPO2 ลดลง  ในการศึกษาน้ีโดยใชส้ารเคมีชนิดต่าง ๆ พบวา่
สารท่ีใชใ้นการศึกษาทดลองน้ีไม่ท าให้ความสามารถในการท างานและเสถียรภาพของเอนไซมท์ั้ง
ในสารละลาย ท่ี เ ป็นกรดและ ด่ า ง   ค่ า   Km  ของ เอนไซม์ ท่ี ถู ก เป ล่ี ยนแปลงส าห รับ  
monochlorodimedone, potassium bromide  และ  hydrogen peroxide  เท่ากบั  1.43  10–5  1.54  
10–2  และ  9.09  10–7 M  ตามล าดบั  ในขณะท่ีค่า  Km  ของเอนไซมต์ามธรรมชาติเท่ากบั  2.94  
10–5, 2.17  10–4  และ  1.00  10–4 M  ตามล าดบั 
 BPO1  มี  2  isoenzyme  คือ  BPO1.1  และ  BPO1.2  ท่ีแยกโดยใช้  non-
denaturing electrophoresis  จากการวิเคราะห์กรดอะมิโนของทั้ง BPO1.1  และ  BPO1.2  ท่ีถูก
เปล่ียนแปลงโดย  iodoacetamide  มีหมู่ของกรดอะมิโนไลซีนท่ีถูกเปล่ียนแปลง  14  และ  16  หมู่
จากจ านวนทั้งหมด  42  และ  49.5  หมู่  ในขณะท่ีมีหมู่ของกรดอะมิโนฮีสติดีนท่ีถูกเปล่ียนแปลง  6  
และ  9.5  หมู่  ในจ านวนทั้งหมด  30  และ  21.6  หมู่  ตามล าดบั  ผลจากการศึกษาน้ีอาจช้ีแนะว่า
หมู่ของกรดอะมิโนไลซีน  และฮีสติดีนท่ีถูกเปล่ียนแปลงอาจจะมีส่วนเก่ียวข้องกับการเพิ่ม
ความสามารถในการท างานและเสถียรภาพของเอนไซม ์ BPO1 
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ABSTRACT 
 
 Bromoperoxidase was extracted from Thai seaweed, Polycarvernosa sp. and 
purified by using 0-60% ammonium sulphate precipitation, DE 52 column chromatography and 
fast protein liquid chromatography by using MonoQ column and Wuperose 12 column.  Two 
isoenzymes, BPO1 and BPO2 were separated in the purification step of DE52 column 
chromatography.  After purification by Superose 12 column the specific activity of BPO1 and 
BPO2 were 61.86 and 330.58 mU/mg, respectively.  BPO1 and BPO2, were non-heme enzymes 
that could be activated 2.5 and 3.5 fold by V2O2.  Chemical modification of BPO1 by 2, 4, 6-
trinitrobenzenesulfonic acid and iodoacetamide caused an enhancement in the enzyme activity 
and stability while the modification by N-acetylimidazole, diethylpyrocarbonate, 5, 5 -dithiobis 
(2-nitrobenzoic acid) and 1,2-cyclohexanedione did not cause any change in enzyme activity and 
stability.  The modification of BPO1 by N-bromosuccinimide, 2-hydroxy-5-nitrobenzyl bromide, 
carbodiimide and iodoacetic acid caused a decrease in the enzyme activity.  Chemical 
modification of BPO2 by 2, 4, 6-trinitrobenzenesulfonic acid, N-bromosuccinimide, 2-hydroxy-5-
nitrobenzyl bromide, diethylpyrocarbonate, carbodiimide, iodoacetic acid and iodoacetamide 
inactivated the enzyme activity while modification by N-acetylimidazole, o-
nitrophenylsulfenylsulfenyl chloride and 1,2-cyclohexanedione did not change the enzyme 
activity.  None of the modifying agent used in this study increased the enzyme activity or 
stability.  The modification of BPO1 by iodoacetamide enhanced the enzyme activity about 500% 
and enhanced thermostability in both acidic and alkaline condition.  Km values of iodoacetamide-
modified BPO1 for monochlorodimedone, potassium bromide and hydrogen peroxide were 1.43 
 10–5  1.54  10–2, and 9.09  10–7 M respectively while the Km values of the native enzyme 
were 2.94  10–5, 2.17  10–4 and 1.00  10–4 M, respectively. 
 BPO1 contained two isoenzymes, BPO1.1 and BPO1.2 were isolated by using 
non-denatruing electrophoresis.  From amino acid analysis of iodoacetamide-modified BPO1.1 
and BPO1.2, the modified lysyl resdues were 14 and 16 residues of the total lysyl residues of 42 
and 49.5 residues, respectively at 18 hours of incubation at 35OC pH 7.0 while the modified 
histidyl residues were 6 and 9.5 of the total histidyl residues of 30 and 21.6 residues, respectively.  
The results suggested that the modified lysyl and histidyl residues might be involved in the 
enhancement of the enzyme activity and stability of BPO1. 
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