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            งานวิจัยนี้ได้ตรวจวัดแอคทิวิทีของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย 5 ชนิด
ได้แก่ Oscillatoria sp., Nostoc sp., Tolypothrix sp., Synechocystis sp. PCC 6803 และ
Synechococcus sp. PCC 7942 โดยท าการสกัดหยาบด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ Tris – HCl พีเอช 
9.0 จากนั้นติดตามแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสด้วยการท าปฏิกิริยาของ 4 – AAP, Gallic acid, 
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ และสารสกัดหยาบ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที 
พบว่า สารสกัดหยาบจากไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp. ให้แอคทิวิทีจ าเพาะสูงสุดเท่ากับ 
235.49 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นน าสารสกัดหยาบจากไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp. 
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้นอิ่มตัวร้อยละ 0 – 20, 20 – 40, 40 – 60, 60 – 80 
และ 80 – 100 ตามล าดับ พบว่าที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวร้อยละ 60 – 80 ให้
แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสูงสุด 828.92 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ในขั้นตอนการท าให้บริสุทธิ์ใช้
การตกตะกอนเอนไซม์ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวร้อยละ 0 – 80 พบว่าให้ผลผลิตร้อยละ 57.98 
และความบริสุทธิ์ 3.21 เท่า จากนั้นท าไดอะไลซีส และท าโครมาโตรกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุโดย
ใช้คอลัมน์ DEAE – Cellulose และโครมาโตรกราฟีแบบแยกขนาดโดยใช้คอลัมน์ Sephadex G – 
100 พบว่า เอนไซม์บริสุทธิ์ขึ้น 21.95 เท่า และได้ผลผลิตร้อยละ 14.41 เพอร์ออกซิเดสที่สกัดได้มี
น้ าหนักโมเลกุล 54 KDa สมบัติของเพอร์ออกซิเดส พบว่า อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมในการเร่ง
ปฏิกิริยาเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส และ 9.0 ตามล าดับ เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. มี
ความจ าเพาะต่อสารประกอบฟีนอลิกเรียงตามล าดับดังนี้ Gallic acid, Phenol, Ascorbic acid และ
Caffaein ตามล าดับ ค่าจลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดส โดยใช้ Gallic acid เป็นซับสเทรต พบว่า Km 
และ Vmax เป็น 1.00 มิลลิโมลาร์ และ 10000.00 ไมโครโมลต่อนาทีมิลลิกรัมโปรตีน แอคทิวิทีของ
เอนไซม์จะถูกกระตุ้นด้วย Fe3+, Mn2+ และ Na+  ที่ความเข้มข้นของอิออน Hg2+ 500 ไมโครโมลาร์
ยับยั้งแอคทิวิทีอย่างชัดเจน Urea ไม่มีผลต่อการท างานของเพอร์ออกซิเดส ในขณะที่ SDS และ 
EDTA มีผลต่อการท างานของเพอร์ออกซิเดส โดยที่ความเข้มข้นของ SDS และ EDTA 10 mM ท า
ให้แอคทิวิทีลดลงเหลือร้อยละ 80 
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The research aimed to investigate the screening of peroxidase activity frome 5 

cyanobacteria: Oscillatoria sp., Nostoc sp., Tolypothrix sp., Synechocystis sp. PCC 6803 

and Synechococcus sp. PCC 7942. All samples were extracted by Tris – HCl buffer, pH 9.0 

and crude extracts were measured for peroxidase activity using a reaction mixture 

consisting of 4 – AAP, Gallic acid and Hydrogen peroxide. The reactions were incubated at 

30oC for 10 minutes. Oscillatoria sp. showed the highest peroxidase activity, 235.49 

units/mg proteins. The Oscillatoria sp. crude extracted was fractionted by ammonium sulfate 

precipitation at percentage saturation range of 0 – 20, 20 – 40, 40 – 60, 60 – 80 and 80 – 

100, respectively. Ammonium sulfate fraction range of 60 – 80 % saturation gave the 

highest peroxidase activity, of 828.92 units/mg proteins. The percentage of ammonium 

sulfate fractionation at 20 – 80 % saturation was selected to precipitate of peroxidase from 

Oscillatoria sp. crude extracted and gave 57.98 % recovery with 3.21 fold purification. 

Partial purification of peroxidase has been obtained by passing the 0 – 80 % ammonium 

sulfate fraction through a diethyl amino ethyl – Cellulose (DEAE – Cellulose) column. The 

fraction with peroxidase activity were pooled separately and passed through a Sephadex G 

– 100 column for further purification. The purified enzyme preparation exhibited a specific 

activity of 5170.00 units/mg proteins, while purification fold and yield were 21.95 and 14.41, 

respectively. The purified peroxidase was homogenous as judged by native and SDS 

polyacrylamide gel electrophoresis. The molecular weight as determine by gel filtration and 

SDS - polyacrylamide gel electrophoresis was 54 KDa, which suggested that the purified 

peroxidase contained only one unit. The optimum temperature and pH for purified 

peroxidase were 30 oC and 9.0, respectively. The affinity of the enzyme with different 

substrates showed as the highest relative activity on Gallic acid followed by Phenol, 

Ascorbic acid and Caffaein, respectively. The apparent Km and Vmax values of the enzyme 



against Gallic acid were 1.00 mM and 10000.00 µmol.min-1.mg protein-1, respectively. The 

presence of metal ion such as Fe3+, Mn2+ and Na+ enhanced peroxidase activity. On the 

other hand, Hg2+ strongly inhibited the enzyme activity at 0.5 mM. Peroxidase was stability 

in the presence of each urea concentration. The activity was then decreased when SDS 

and EDTA concentration increased. At 10 mM SDS and EDTA, the peroxidase was 

remained activity about 80 %  
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
ภมิูหลงั 
 ไซยาโนแบคทเีรยี (Cyanobacteria) หรอืสาหร่ายสเีขยีวแกมน ้าเงนิ (blue green algae) 
เป็นสิง่มชีวีติในดวิชินั Cyanophyta มคีวามสามารถสงัเคราะห์ดว้ยแสงไดเ้ช่นเดยีวกบัพชื ไซยาโน-
แบคทเีรยีบางชนิดสามารถตรงึไนโตรเจนได ้(Incharoensakdi; & Laloknam. 2005) Oscillatoria 
erythraea และ Oscillatoria thiebautii เป็นผูผ้ลติเริม่ต้นในห่วงโซ่อาหารบรเิวณชายฝ ัง่ทะเล เมื่อมี
การเจรญิและเพิม่จ านวนอยา่งรวดเรว็จะท าใหส้ตัวน์ ้าขาดออกซเิจนและไปอุดตนัทีเ่หงอืกของสตัวน์ ้า
อาจท าใหส้ตัวน์ ้าตายได ้(มาลนิี ฉัตรมงคลกุล. 2554) จากการศกึษาของ โพธธิรณ์ ครรชติานุรกัษ์ 
และคณะ (2554) พบว่า Oscillatoria sp. สามารถเจรญิไดภ้ายใต้ภาวะที่มเีกลอื NaCl เขม้ขน้ 0 – 1 
โมลาร ์และเจรญิได้ดทีี่สุดที่ความเขม้ข้นของ NaCl เท่ากบั 0.25 โมลาร์ โดยในภาวะที่มคีวาม
เขม้ขน้ของเกลอืสูงจะท าใหเ้กดิความเครยีดออกซเิดชนั (oxidative stress) มผีลต่อกระบวนการ
แลกเปลีย่นอเิลก็ตรอน (electron transport chain) โดยมกีารสรา้งและเกบ็สารอนุมลูอสิระไวใ้นเซลล ์
ซึง่จะถูกเปลีย่นเป็นพวก reaction oxygen species (ROS) เช่น ไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด ์(H2O2) 
เมื่อท าปฏกิริยิากบัเหลก็ (Fe2+) จะได้สารที่ไวต่อการท าปฏกิริยิากบัอนุมูลไฮดรอกซลิ (OH-) ซึง่
สามารถท าลายดเีอน็เอ ลพิดิบนเยื่อหุม้เซลล์ และโปรตนีได ้โดยเซลลจ์ะมกีารตอบสนองดว้ยกลไก
ในการสงัเคราะหเ์อนไซมต์้านอนุมลูอสิระ (antioxidative enzyme) เช่น แคทาเลส (catalase) และ
เพอร์ออกซเิดส (peroxidase) เอนไซม์กลุ่มนี้ช่วยในการก าจดั H2O2 ที่เกิดขึ้นภายในเซลล ์
(Takeda; et al.  1998; Becana; & Lotassa.  2007) ซึง่สอดคลอ้งกบั Saha และคณะ (2003) 
รายงานว่า Oscillatoria willei BDU 130511 เป็นไซยาโนแบคทเีรยีทีไ่ม่สามารถตรงึไนโตรเจนได ้
แต่จะใช้เอนไซมต์้านอนุมูลอสิระ เช่น ซุปเปอรอ์อกไซดด์สิมวิเทส (superoxidedismutase: SOD) 
และเพอรอ์อกซเิดส เพื่อช่วยในการด ารงชวีติ ในภาวะทีข่าดไนโตรเจน O. wellei   BDU 130511 จะ
ลดการสงัเคราะหด์้วยแสง และแอคทวิทิขีองไนเตรตรดีกัเทส (nitrate reductase) มกีารสรา้งไขมนั 
ผลติเอนไซมก์ลูตามนีซนิเทเทส (glutamine synthetase) มกีารเปลีย่นแปลงโครงสรา้งของโปรตนี 
และก าจดั H2O2 ทีม่ปีรมิาณมากขึน้ดว้ยเพอรอ์อกซเิดส จากรายงานของ Rout และ Shaw (2001) 
พบว่า ในพชืทนเคม็จะสรา้งเอนไซมต์้านอนุมูลอสิระ (antioxidative enzymes) เพื่อช่วยก าจดั H2O2 
ทีเ่กดิในภาวะ oxidative stress เช่น แคทาเลส และเพอรอ์อกซเิดส จากการศกึษาแอคทวิทิขีอง     
แคทาเลส และเพอรอ์อกซเิดสจากสาหร่ายหางกระรอก (Hydrilla verticillata) สาหร่ายหนาม (Najas 
indica) และสาหร่ายเส้นด้าย (Najas gramenia) พบว่า ในภาวะทีม่คีวามเครยีดจากเกลอืสูงขึ้น 
สาหรา่ยเสน้ดา้ย สาหรา่ยหนาม และสาหร่ายหางกระรอก มแีอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดสเพิม่สงูขึน้ 
 เพอรอ์อกซเิดส (E.C.1.11.1.7) เป็นเอนไซมท์ี่เร่งปฏกิริยิาออกซเิดชันโดยใช้ H2O2 เป็น
ตวัรบัอิเล็กตรอน (electron accepter) (ชื่นสุมณ ยิ้มถิน.  2548) และออกซไิดซ์ซบัสเทรตที่ให้
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อิเล็กตรอน เช่น ฟีนอล (phenol) แอโรมาทิกเอมนี (aromatic amine) และกรดแอสคอร์บิก 
(ascorbic acid) (Vernwal; et al.  2006) จงึมกีารน าเพอรอ์อกซเิดสไปใชป้ระโยชน์อย่างแพร่หลาย
ในทางการแพทย ์อุตสาหกรรมอาหาร เกษตรกรรม และการบ าบดัน ้าเสยีจากโรงงานอุตสาหกรรม  
ทีม่สีารประกอบฟีนอลซึง่เป็นสารก่อมะเรง็ (นิตยา จนัซวิ; และคณะ.  2551; สุวติา เจรญิศร;ี และ
คณะ. 2551; ลอืชยั อารยะรงัสฤษฎ์; และสุภาพร จนัทรบ์วัทอง.  2553)  
 เพอรอ์อกซเิดสพบไดท้ัง้ในพชื สตัว ์และจุลนิทรยี ์(Kongwithtaya; Laloknam; & Chairote. 
2010) ในปจัจุบนัเพอร์ออกซิเดสที่น ามาใช้ในการวเิคราะห์ปฏกิิรยิาเคมไีด้จากรากฮอร์ทเรดิช 
(horseradish root) ซึง่ต้องน าเขา้จากต่างประเทศท าให้เอนไซมม์รีาคาสูง นักวทิยาศาสตร์ไดศ้กึษา
หาแหล่งผลติและแยกเพอรอ์อกซเิดสให้บรสิุทธิจ์ากแหล่งต่างๆ เพื่อน าไปใช้ประโยชน์ต่อไป โดย
สมบตัขิองเพอรอ์อกซเิดสจะแตกต่างกนัตามแหล่งทีผ่ลติดงันี้  
 เพอรอ์อกซเิดสจากผกักระถนิ (Leucaena leucocephala) ซึง่ใชใ้นอุตสาหกรรมกระดาษ 
พบว่า เพอรอ์อกซเิดสทีแ่ยกไดม้คีวามบรสิุทธิเ์พิม่ขึน้ 89.3 เท่า มสีมบตัเิป็นไกลโคโปรตนีมนี ้าหนกั
โมเลกุลประมาณ 200 KDa ท างานไดด้ทีีพ่เีอช 5.0 และอุณหภมู ิ 55 องศาเซลเซยีส ตามล าดบั  
แอคทวิทิขีองเอนไซมจ์ะถูกกระตุน้ดว้ย Na+ และถูกยบัยัง้ดว้ย Ca2+ และ Mn2+ ทีค่วามเขม้ขน้
มากกว่า 50 มลิลโิมลาร ์โดยทีเ่อไซด ์(azide) ไม่มผีลในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ (Veda; & 
Upendra. 2011) 
 เพอรอ์อกซเิดสจากผกัต าลงึ (Ivy gourd) พบว่า เพอรอ์อกซเิดสทีแ่ยกไดใ้หค้วามบรสิุทธิ ์
17.45 เท่า มนี ้าหนักโมเลกุลเท่ากบั 45 KDa ค่าพเีอชและอุณหภูมทิีเ่หมาะสมในการเร่งปฏกิริยิา
เท่ากบั 7.0 และ 40 องศาเซลเซยีส ตามล าดบั โดยเอนไซมจ์ะถูกกระตุ้นดว้ย Cu2+ และ Ca2+ และ
ถูกยบัยัง้ดว้ย Cr3+ และ Hg2+ ทีค่วามเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร ์ (Kongwithtaya; Laloknam; & 
Chairote. 2010) 
 งานวิจยันี้ศึกษาการท าให้บรสิุทธิแ์ละสมบตัิของเพอร์ออกซเิดสจากไซยาโนแบคทเีรยี 
Oscillatoria sp. เพื่อใช้เป็นแหล่งผลติเพอรอ์อกซเิดสส าหรบัการน าไปใช้ประโยชน์ เช่น ก าจดั
สารประกอบฟีนอลในน ้าเสยีจากโรงงานอุตสาหกรรม 
  
ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจยั 
 1. คดัแยกไซยาโนแบคทเีรยีทีผ่ลติเพอรอ์อกซเิดสใหแ้อคทวิทิจี าเพาะสงู 
 2. ท าเพอรอ์อกซเิดสจากไซยาโนแบคทเีรยี Oscillatoria sp. ใหบ้รสิุทธิบ์างส่วน 
 3. ศกึษาสมบตัขิองเพอรอ์อกซเิดสจากไซยาโนแบคทเีรยี Oscillatoria sp. 
 
ควำมส ำคญัของกำรวิจยั  

 1. ไดแ้หล่งผลติเพอรอ์อกซเิดสจากไซยาโนแบคทเีรยี Oscillatoria sp. 
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 2. เพอรอ์อกซเิดสบรสิุทธจ์ากไซยาโนแบคทเีรยี Oscillatoria sp. สามารถน าไปใชป้ระโยชน์
ในดา้นต่างๆ ได ้เช่น อุตสาหกรรมกระดาษ และการตรวจสอบสารประกอบฟีนอลกิ 
  
ขอบเขตของกำรวิจยั  
 กำรคดัแยกไซยำโนแบคทีเรียท่ีให้แอคทิวิทีจ ำเพำะสงูสดุ 

  ตรวจหาแอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดสจากไซยาโนแบคทเีรยี 5 ชนิดไดแ้ก่ Oscillatoria 
sp., Nostoc sp., Tolypothrix sp., Synechocystis sp. PCC 6803 และ Synechococcus sp. PCC 
7942 โดยดดัแปลงจากวธิขีอง Kongwithtaya; Laloknam; & Chairote (2010) และหาปรมิาณโปรตนี
โดยใชว้ธิขีอง Bradford (1976) โดยเทยีบกบักราฟมาตรฐานของ Bovine serum albumin (BSA)  
จากนัน้คดัเลอืกไซยาโนแบคทเีรยีทีใ่หแ้อคทวิทิจี าเพาะสูงสุดท าการศกึษาต่อไป 
   
 กำรท ำเพอรอ์อกซิเดสจำกไซยำโนแบคทีเรียให้บริสทุธ์ิบำงส่วน  
  น าเซลล์ไซยาโนแบคทเีรยี Oscillatoria sp. มาสกดัหยาบด้วยคลื่นเสยีงความถี่สูง
(sonicate) ป ัน่เหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนและส่วนใส น าส่วนใสมาตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือ
แอมโมเนียมซลัเฟต ท าไดอะไลซสี (dialysis) ท าโครมาโตรกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion – 
exchange chromaography) โดยใชค้อลมัน์ DEAE – Cellulose น าตวัอย่างทีใ่หแ้อคทวิทิขีองเพอร์
ออกซเิดสสงูทีสุ่ดมาท าโครมาโตรกราฟีแบบแยกขนาด (size exclusion) โดยใชค้อลมัน์ Sephadex G 
– 100 หาน ้าหนกัโมเลกุลของเพอรอ์อกซเิดสบรสิุทธิบ์างส่วนโดยใช้พอลอิะครลิาไมดแ์บบเสยีสภาพ  
(SDS – PAGE) และตรวจสอบความบรสิุทธิข์องเอนไซมโ์ดยใชพ้อลอิะครลิาไมดแ์บบไม่เสยีสภาพ 
(native – PAGE)  
  
 ศึกษำสมบติัของเพอรอ์อกซิเดส 
  หาภาวะที่ เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส ได้แก่ พีเอช อุณหภูม ิ
จลนศาสตร ์ความจ าเพาะต่อซบัสเทรต ไอออน ตวัท าละลายอนิทรยี์ และสารยบัยัง้แอคทวิทิขีอง
เอนไซม ์
  
 ระยะเวลำในกำรด ำเนินกำรวิจยั 
  เริม่ตัง้แต่ กนัยายน 2554 – กุมภาพนัธ ์2556 
  
 สถำนท่ีท ำกำรทดลอง 
  ห้องปฏิบัติการทางวิทยาศาสตร์อาคาร 15 ห้อง 623 ภาควิชาวิทยาศาสตร์ทัว่ไป 
คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ 
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 นิยำมศพัทเ์ฉพำะ  
  1. เพอรอ์อกซิเดส หมายถงึ เอนไซมท์ีเ่รง่ปฏกิริยิาออกซเิดชนัในการสลายซบัสเทรต
ไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด ์ไดผ้ลติภณัฑเ์ป็นน ้าและสารประกอบ quinoneimine 
  2. กำรท ำให้บริสทุธ์ิ หมายถงึ การท าใหเ้พอรอ์อกซเิดสมคีวามบรสิุทธิบ์างส่วนโดยการ
ตกตะกอนเอนไซมด์ว้ยเกลอืแอมโมเนียมซลัเฟต ท าโครมาโตรกราฟีแบบแลกเปลีย่นประจุดว้ยคอลมัน์ 
DEAE – Cellulose และท าโครมาโตรกราฟีแบบแยกขนาดโดยใชค้อลมัน์ Sephadex G – 100 
  3.  เอนไซม ์1 หน่วย หมายถงึ ปรมิาณเอนไซมท์ีเ่ร่งปฏกิริยิาออกซเิดชนักบัซบัสเทรต
ไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซดห์นึ่งไมโครโมลต่อนาทภีายใต้ภาวะการทดลอง 
  4. แอคทิวิทีจ ำเพำะ หมายถงึ จ านวนหน่วยของเพอรอ์อกซเิดสต่อปรมิาณโปรตนีหน่ึง
มลิลกิรมั 
   



 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

  
 ในงานวิจัยน้ี ท าการศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้องตามล าดับ ดังนี้ 
  1. ไซยาโนแบคทีเรีย  
  2. ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp.   
  3. เอนไซม์เพอร์ออกซิเดส 
  4. การท าให้บริสุทธิ์และสมบัติของเพอร์ออกซิเดส 

 
ไซยาโนแบคทีเรีย  
 ไซยาโนแบคทีเรียหรือสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน จัดอยู่ในดิวิชัน Cyanophyta เป็นสิ่งมีชีวิต
ที่สามารถสังเคราะห์ด้วยแสงได้เช่นเดียวกับพืช พบว่า ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดสามารถตรึง
ไนโตรเจนจากอากาศได้ (Incharoensakdi; & Laloknam. 2005) จากการศึกษาซากดึกด าบรรพ์ (fossil) 
มีอายุประมาณ 3.5 พันล้านปี พบว่า ไซยาโนแบคทีเรียเป็นสิ่งมีชีวิตโบราณที่ผลิตแก๊สออกซิเจนสู่ชั้น
บรรยากาศ พบได้ในสภาพแวดล้อมต่างๆ เช่น ทะเล แหล่งน้ าจืด น้ าพุร้อน และในดิน (Osswald; et al.  
2007) ไซยาโนแบคทีเรียมีสีซึ่งเกิดจากรงควัตถุในเซลล์โดยสี เขียวเกิดจากคลอโรฟิลล์เอ และ
คลอโรฟิลล์บี ส่วนสีน้ าเงินเกิดจากไฟโคบิลิโปรตีน (phycobiliproteins) (Dittman; & Wiegand.  2006)  
 ลักษณะของไซยาโนแบคทีเรียแบ่งเป็น 2 ประเภท (ยุวดี พีรพรพิศาล.  2549) ดังนี ้
 1. ประเภทโคโลนีที่ไม่เป็นเส้นสายหรือเป็นเซลล์เดี่ยว (non filamentous form หรือ 
unicellular cyanobacteria) ส่วนมากอยู่ในรูป coccoid form พบทั้งพวกที่อยู่เซลล์เดี่ยว เช่น 
Chroococcus และพวกที่อยู่รวมกันเป็นโคโลนีแบบพาล์เมลลา (palmelloid colonies) เช่น Eucapsis 
sp. และ Anacystis sp. แสดงดังภาพประกอบ 1 
 2. ประเภทที่มีลักษณะเป็นเส้นสาย (filamentous form) เส้นสายเกิดจากการเรียงต่อกันของ
เซลล์เรียกว่า ไทรโคม (trichome) ใน Oscillatoria sp. และ Lyngbya sp. เซลล์มีการเรียงต่อกันเป็น
เส้นตรงและเรียบไม่แตกแขนงเรียกลักษณะเช่นน้ีว่า homocystous form ส่วนใน Nostoc sp. และ 
Anabaena sp. เซลล์จะเรียงต่อกันแบบ heterocystous form เรียงต่อกันและมีเซลล์เฮเทโรซิสต์ 
(heterocyst cell) ซึ่งมีผนังเซลล์หนา 2 ชั้น เรียงสลับหรืออยู่ที่ส่วนปลายของไทรโคม แสดงดัง
ภาพประกอบ 1 
 ไซยาโนแบคทีเรียมีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ มี 2 วิธี (จารุ สังขนุกิจ.  2547) ดังนี ้
 1. การแบ่งเซลล์ ในกลุ่มเซลล์เดี่ยวมีการแบ่งเซลล์ท าให้เกิดกลุ่มเซลล์รวมกันอยู่ภายใน
ผนังเซลล์เดียวกัน จากนั้นเซลล์ที่ได้จากการแบ่งตัวจะหลุดออกจากผนังเซลล์และเจริญเป็นเซลล์
ใหม่ (ภาพประกอบ 1 ก) ส่วนในกลุ่มที่อยู่รวมกันเป็นโคโลนีจะมีขนาดใหญ่ขึ้นและหลุดออกไปเป็น
กลุ่มย่อยๆ แล้วจึงเจริญต่อไปเป็นเซลล์ใหม่ (ภาพประกอบ 1 ข) ในขณะท่ีพวกที่เป็นไทรโคมจะแยก
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ไทรโคมเป็นท่อนสั้นๆ ประมาณ 2 – 3 เซลล์หรือมากกว่า เรียกว่า ฮอร์โมโกเนียม (hormogonium) 
และเจริญเป็นสายใหม่ต่อไป (ภาพประกอบ 1 ค) โดยฮอร์โมโกเนียมจะมีการเคลื่อนไหวมากกว่า
ไทรโคมเดิม บริเวณที่ขาดออกจากกันตรงบริเวณเซลล์ที่ตายเรียกว่า เซพาเรชันดิสก์ (separation 
disks) หรือ เนคริเดีย (necridia) ในกลุ่มเส้นสายยังมีการสร้างเฮเทโรซิสต์ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีขนาดใหญ่
กว่าเซลล์ปกติ และแยกไทรโคมบริเวณรอยต่อระหว่างเฮเทโรซิตส์กับเซลล์ที่อยู่ติดกัน นอกจากนี้
ยังสร้างเซลล์ที่มีขนาดใหญ่ผนังหนาคล้ายสปอร์เรียกว่า อะคีนีต (akinete) ภายในมีเม็ดไซยาโนไฟ
ซิน (cyanophycin granules) โดยเซลล์จะเจริญเมื่อมีการสร้างอะคีนีตเสร็จใหม่ๆ อะคีนีตสามารถ
ทนสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น แห้งแล้ง หรืออุณหภูมิสูงได้ระยะหนึ่งเม่ือมีภาวะแวดล้อม
เหมาะสมอะคีนีตจะเจริญเป็นสายใหม่ได้ (ภาพประกอบ 1 ง) 
 

 
 

ภาพประกอบ 1 ลักษณะของไซยาโนแบคทีเรีย 
      ก. Chroococcus turgidus (Wagner. 2006) 
      ข. Eucapsis sp. (Graham; & Wilcox. 2000) 
      ค. Oscillatoria sp. (Graham; & Wilcox. 2000)  
      ง. Anabaena sp. PC 7120 (Flores; & Herrero. 2010) 
 
 2. การสร้างสปอร์ สปอร์ท่ีสร้างไซยาโนแบคทีเรียมี 2 ชนิด คือ เอนโดสปอร์ (endospore) 
และเอกโซสปอร์ (exospore) ซึ่งไม่มีแฟลกเจลลัม (flagellum) ส าหรับใช้ในการเคลื่อนที่ เอนโด
สปอร์เป็นสปอร์ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์จากการแบ่งโพรโทพลาสต์ โดยแต่ละส่วนจะพัฒนาไปเป็น

ก ข 

ค ง 
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สปอร์เม่ือหลุดออกจากผนังเซลล์เดิมจะงอกเป็นทัลลัสใหม่ และเอกโซสปอร์เกิดจากการแบ่งของ
ส่วนปลายเซลล์ออกมา 
 ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย (พิมพ์ภาพ มณีธร.  2553) ได้แก่ 
 1. ความเข้มแสง แสงมีความส าคัญต่อการสร้างอาหารโดยกระบวนสังเคราะห์ด้วยแสง 
โดยปริมาณแสงที่ต้องการของไซยาโนแบคทีเรียแต่ละชนิดจะแตกต่างกันไป ดังรายงานของ ณัฏฐา 
เสนีวาส และคณะ (2553) รายงานว่า ความเข้มแสงมีผลต่อการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย 
Hapalosiphon sp. โดยการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียในเรือนเพาะช าที่ได้รับแสงจากธรรมชาติ 
(ความเข้มแสงในช่วง 10.30 – 12.30 น. เท่ากับ 1,806.06 µmol/m2/s และในช่วงเวลา 16.30 – 
18.30 น. มีค่าเท่ากับ 202.56 µmol/m2/s) เจริญได้ดีกว่าสภาพที่เลี้ยงในห้องปฏิบัติการ (40 
µmol/m2/s) 
 2. อุณหภูมิ มีผลต่อการเจริญ การสืบพันธุ์  และปริมาณออกซิเจนละลายในน้ า 
ไซยาโนแบคทีเรียแต่ละชนิดเจริญได้ดีที่อุณหภูมิแตกต่างกัน และเจริญได้ดีที่สุดในอุณหภูมิที่
เหมาะสม เช่น Hapalosiphon sp. เจริญได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิในช่วง 30.43 – 33.56 องศาเซลเซียส 
(ณัฏฐา เสนีวาส; และคณะ.  2553) 
 3. ความเป็นกรด–เบส ค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตในน้ ามีค่าอยู่
ในช่วง 6.0 – 8.0 ไซยาโนแบคทีเรียแต่ละชนิดมีความต้องการความเป็นกรด – เบส ที่แตกต่างกัน 
โดยปกติไซยาโนแบคทีเรียสามารถเจริญได้ดีในสภาพน้ าที่เป็นเบส ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิด
สามารถเจริญได้ดีในแหล่งน้ าที่เป็นกรด เช่น Hapalosiphon sp. เจริญได้ดีที่สุดที่พีเอชช่วง 9.055 – 
9.376 (ณัฏฐา เสนีวาส; และคณะ.  2553) 
 4. ความขุ่นของน้ า มีผลต่อปริมาณแสงที่ส่องผ่านลงมาในน้ า โดยอนุภาคแขวนลอยที่อยู่
ในน้ าท าให้เกิดการกระเจิงของแสง โดยแสงบางส่วนจะถูกดูดซับเอาไว้ เพื่อน าไปใช้ในกระบวนการ
สังเคราะห์ด้วยแสง 
 5. ปริมาณธาตุอาหาร ไซยาโนแบคทีเรียเป็นสิ่งมีชีวิตที่ต้องการแร่ธาตุที่จ าเป็นต่อการ
เจริญเช่นเดียวกับพืช ซึ่งแบ่งออกตามความต้องการได้ 2 กลุ่ม ดังนี ้
  5.1 แร่ธาตุที่ต้องการปริมาณมาก (major elements) เป็นแร่ธาตุที่เป็นองค์ประกอบ
โครงสร้างของไซยาโนแบคทีเรีย ได้แก่  คาร์บอน ไนโตรเจน ออกซิเจน ไฮโดรเจน ฟอสฟอรัส 
แคลเซียม แมกนีเซียม ซัลเฟอร์ และโพแทสเซียม 
  5.2 แร่ธาตุที่ต้องการปริมาณน้อย (minor elements) เป็นแร่ธาตุที่ไซยาโนแบคทีเรีย
ต้องการในปริมาณต่ า (น้อยกว่ามิลลิลิตรต่อลิตร) โดยเป็นธาตุที่เป็นส่วนประกอบของโมเลกุลที่ส าคัญ 
เช่น ปัจจัยต่อการเจริญ (growth factor) เอนไซม์ หรือตัวกระตุ้นเอนไซม์ (activator) มีทั้งหมด 7 ชนิด 
ได้แก่ คลอรีน เหล็ก แมงกานีส โบรอน สังกะสี ทองแดง และโมลิบดินัม  
 สุนีรัตน์ เรืองสมบูรณ์ (2543) รายงานว่า ความเข้มข้นของฟอร์มาลินและคลอรีนท่ีเพิ่มขึ้นมี
ผลในการยับยั้งการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp. พบว่า ความเข้มข้นของฟอร์มาลิน
และคลอรีนท่ีเหมาะสมในการควบคุมปริมาณ Oscillatoria sp. เท่ากับ 25 มิลลิกรัมต่อลิตรและ 3 
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มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งค่าพีเอชและปริมาณแอนไอออนแอมโมเนียมของชุดทดลองที่ได้รับ
ฟอร์มาลินและคลอรีนไม่แตกต่างกัน (p  .05) ในขณะที่ค่าออกซิเจนละลายน้ าและปริมาณ
คลอโรฟิลล์เอ แตกต่างจากชุดควบคุมท่ีไม่เติมฟอร์มาลินและคลอรีน (p < .05) 
 ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า ไซยาโนแบคทีเรียแต่ละชนิดมีความต้องการธาตุอาหารที่แตกต่างกัน 
เช่น Anabaena และ Nostoc สามารถเจริญได้ดีในสภาพที่มีความเค็ม (ประเสริฐ อะมริต.  2554) 
นอกจากนี้ยังมีสารอีกหลายชนิดที่จ าเป็นต่อการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย เช่น วิตามินบี 1 
วิตามินบี 12 ไบโอติน ไนอาซิน กรดพาราแอมมิโนเบนโซอิก กรดโฟลิก กรดแพนโทเทนิก ไพริดอก-
ซิน กรดแอสคอบิก และไกลซีน 
 ไซยาโนแบคทีเรียที่พบตามชายฝั่งทะเลในเขตร้อน ได้แก่ Oscillatoria sp. เป็นผู้ผลิต
เริ่มต้นในห่วงโซ่อาหาร (มาลินี ฉัตรมงคลกุล.  2554) ดังการศึกษาของ ปาริชาติ สมพิมาย (2543) 
ที่ศึกษาการกระจายของแพลงก์ตอนพืชในบึงสิฐาน มหาวิทยาลัยขอนแก่น โดยเก็บตัวอย่างในช่วง
พฤศจิกายน ถึงเดือนธันวาคม 2543 พบว่ามีไซยาโนแบคทีเรียจ านวน 9 ชนิด ในสัปดาห์ที่ 1 ไซยาโน-
แบคทีเรียท่ีมีปริมาณมากที่สุดคือ Oscillatoria sp. และรองลงมาคือ Gonium sp. ในสัปดาห์ที่ 2 พบ 
Anabaenopsis sp. มากที่สุด รองลงมาคือ Oscillatoria sp. และ Euglena sp. น้อยที่สุด และใน
สัปดาห์ที่ 3 และ 4 พบ Anabaenopsis sp. มากที่สุด รองลงมาคือ Oscillatoria sp. และพบ 
Chroococcus sp. น้อยท่ีสุด สอดคล้องกับงานวิจัยของ วีรานุช ปลื้มทรัพย์ และคณะ (2544) ศึกษา
การกระจายของไซยาโนแบคทีเรียในพื้นที่น้ าความเค็มต่ า จังหวัดสุพรรณบุรี ปี พ.ศ. 2542 โดยเก็บ
ตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียในช่วงเดือนเมษายน 2542 – มกราคม 2543 ในบ่อเลี้ยงกุ้งกุลาด า พบ 
ไซยาโนแบคทีเรีย 13 สกุล ไซยาโนแบคทีเรียที่พบมากและพบตลอดช่วงที่ท าการศึกษา ได้แก่ 
Trichodesmium sp. Oscillatoria sp. Raphidiopsis sp. และ Microcystis sp. นอกจากนี้ปริมาณ
ของ Oscillatoria sp. ไม่มีผลต่อค่าพีเอช แต่มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับปริมาณไนไทรต์ (r = 0.154) 
และความสัมพันธ์เชิงลบกับความเค็ม (r = –0.221) และสอดคล้องกับ เสาวนิตย์ ชอบบุญ และ พัชรี 
หลุ่งหม่าน (2553) ที่ศึกษาความหลากหลายของสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงินในมหาวิทยาลัยราชภัฏ
สงขลา โดยท าการเก็บข้อมูลในช่วงเดือนพฤษภาคม – เดือนพฤศจิกายน 2551 จากแหล่งต่างๆ 
ภายในมหาวิทยาลัยจ านวน 8 สถานี พบว่า เมื่อน าตัวอย่างที่เก็บมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BGA 
BG11 Allen’s และ Ns III ภายใต้แสงฟลูออเรสเซนต์ เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นแยกสาหร่ายให้บริสุทธิ์บน
อาหารแข็ง และตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยา จากการศึกษาพบไซยาโนแบคทีเรียในดิวิชัน 
Cyanophyta จ านวน 21 สกุล 51 ชนิด และ Oscillatoria มีการกระจายตัวมากที่สุด รองลงมาคือ 
Nostoc และ Calothrix  
 จากข้อมูลงานวิจัยสรุปได้ว่า Oscillatoria sp. เป็นไซยาโนแบคทีเรียท่ีสามารถพบได้ตลอด
ทั้งปี ตามแหล่งน้ าต่างๆ เมื่อมีจ านวนมากจะมีผลต่อการด ารงชีวิตของสัตว์น้ า เช่น ปัญหาการอุดตัน
ของ Oscillatoria ในซี่เหงือกของกุ้งกุลาด าท าให้ขาดอากาศหายใจ (วีรานุช ปลื้มทรัพย์; และคณะ.  
2544) 
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ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp. (จ าแนกตามยุวดี พีรพรพิศาล.  2549) 
 Kingdom Monera 
  Division Cyanophyta 
   Order Oscillatoriales 
    Family Oscillatoriaceae 
     Genus Oscillatoria 
  
 Oscillatoria sp. เป็นไซยาโนแบคทีเรียมีเซลล์สีเขียว เขียวแกมน้ าเงิน ด า และน้ าตาล 
เซลล์เรียงต่อกันเป็นไทรโคมทรงกระบอก มีลักษณะเป็นเส้นสาย (filamentous) หรืออาจรวมกันเป็น
กลุ่ม แต่ละสายไม่มีแขนง (ภาพประกอบ 2) Oscillatoria sp. เคลื่อนที่ได้ทั้งแบบการไหล (gliding 
movement) และการแกว่ง (oscillating) สร้างฮอร์โมโกเนียมเพื่อใช้ในการสืบพันธุ์ (ยุวดี พีรพรพิศาล. 
2548)  Oscillatoria sp. เป็นไซยาโนแบคทีเรียที่สามารถสังเคราะห์แสงได้ ประกอบด้วยรงควัตถุ
หลายชนิด ได้แก่ คลอโรฟิลล์เอ ไฟโคบิลิน และแคโรทีนอยด์ ซึ่งประกอบด้วย มิกโซแซนโทฟิลล์ 
(myxoxanthophyll) และเอไคนิโนน (echinenone) พบได้ทั้งในน้ าจืด น้ ากร่อย และน้ าเค็ม (Stewart. 
2011) มีรายงานว่าไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria willei BDU 130511 สามารถสร้างอาหารได้จาก
การสังเคราะห์ด้วยแสง และสร้างเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ เช่น ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (SOD) 
และเพอร์ออกซิเดส เพื่อช่วยในการด ารงชีพ ในภาวะท่ีขาดแคลนไนโตรเจน O. wellei BDU 130511 
จะลดการสังเคราะห์แสงและแอคทิวิทีของเอนไซม์ไนเตรตรีดักเทส (Nitrate reductase) มีการสร้าง
ไขมัน การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีน และผลิตเอนไซม์กลูตามีน ซินเทเทส (glutamine 
synthetase) และเพอร์ออกซิเดสเพื่อก าจัด H2O2 ที่มีปริมาณมากขึ้น (Saha; et al. 2003) เช่น-
เดียวกับการปรับสภาพของไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria princeps Oscillatoria limosa  Anabaena 
sp. และ Phormidium laminosum ในภาวะที่เป็นพิษจากสารหนู พบว่า ไซยาโนแบคทีเรียมีปริมาณ 
กลูตาไทโอนและแคโรทีนอยลดลง และสร้างเอนไซม์ แคทาเลส ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (SOD) 
และแอสคอร์บิกเพอร์ออกซิเดส (APX) เพื่อช่วยลดความเป็นพิษจากสารหนูได้ (Panchali; & Ruma. 
2011) 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 2 ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp. 
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ภาพประกอบ 3 กระบวนการผลิต ROS ในไซยาโนแบคทีเรีย (Latifi; et al.  2008) 

 
 โพธิธรณ์ ครรชิตานุรักษ์ และคณะ (2554) พบว่า Oscillatoria sp. สามารถเจริญได้ภายใต้
ภาวะท่ีความเค็ม 0 – 1 M NaCl และเจริญได้ดีที่สุดที่ความเค็มเท่ากับ 0.25 M NaCl โดยในภาวะที่
มีความเข้มข้นของเกลือสูงจะท าให้เกิดความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ซึ่งมีผลต่อ
กระบวนการแลกเปลี่ยนอิเล็กตรอน (electron transport chain) โดยมีการสร้างและเก็บสารอนุมูล
อิสระไว้ในเซลล์ และเปลี่ยนเป็น reaction oxygen species (ROS) เช่น ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 
(H2O2) โดยเม่ือท าปฏิกิริยากับเหล็ก (Fe2+) จะได้อนุมูลไฮดรอกซิล (OH–) ซึ่งสามารถไปท าลาย 
ดีเอ็นเอ ลิพิดบนเยื่อหุ้มเซลล์ และโปรตีน (Takeda; et al.  1998; Becana; & Lotassa.  2007) 
 ในภาวะความเครียดออกซิเดชัน ไซยาโนแบคทีเรียตอบสนองด้วยกลไกในการก าจัดอนุมูล
อิสระ โดยการสังเคราะห์เอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidative enzyme) เช่น ซุปเปอร์ออกไซด์ 
ดิสมิวเทส แคทาเลส และเพอร์ออกซิเดส โดยซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส ก าจัด oxygen anion (O2

 – )  
ให้อยู่ในรูปไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2) จากนั้นจะใช้แคทาเลสและเพอร์ออกซิเดส เพื่อช่วยใน
การก าจัด H2O2 ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์อยู่ในรูปของน้ า (H2O) แสดงดังภาพประกอบ 3 (Latifi; et al.  
2008) 
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การน าไปใช้ประโยชน ์
 สุนีรัตน์ เรืองสมบูรณ์ และศักดิ์ชัย ชูโชติ (2550) ศึกษาการก าจัดตะกั่วจากน้ าเสียโดยใช้
ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria jasorvensis และ Microcystis aeruginosa พบว่า ความสามารถ
สูงสุดในการดูดซับตะกั่วของ O. jasorvensis และ M. aeruginosa เท่ากับ 114.94 และ 98.04 
มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง จากการใช้เซลล์ไซยาโนแบคทีเรียที่มีชีวิตดูดซับตะกั่วแบบระยะยาว
พบว่า ไซยาโนแบคทีเรียท้ังสองชนิดดูดซับตะกั่วได้อย่างรวดเร็วในวันแรกและมีการดูดซับอย่างช้า ๆ 
ต่อเนื่องไปจนสิ้นสุดการทดลองที่ 15 วัน เม่ือสิ้นสุดการทดลอง O. jasorvensis และ M. aeruginosa 
สามารถก าจัดตะกั่วจากน้ าเสียได้ร้อยละ 95.5 ± 0.2 และ 75.1 ± 0.7 ตามล าดับ 
 ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria deflexa เป็นแหล่งสารอาหารหลายชนิด ได้แก่ โปรตีน 
(ร้อยละ 54.5) ลิพิด (ร้อยละ13.8) คาร์โบไฮเดรต (ร้อยละ 10.0) กรดอะมิโน (ร้อยละ 27.43) วิตามิน
เช่น วิตามิน B1 B2 และ E และแร่ธาตุต่างๆ เช่น เหล็ก (Fe) แมงกานีส (Mn) ทองแดง (Zn) 
นอกจากนีพ้บกรดไขมันจ าเป็นต่อร่างกาย (Gribovakaya; et al.  2009) 
 การท าปุ๋ยชีวภาพจากกาบมะพร้าวโดยหมักไซยาโนแบคทีเรีย 3 ชนิด ได้แก่ Phormidium 
sp. BDU – 2, Oscillatoria sp. BDU – 5 และ Anabaena azollae พบว่า Phormidium sp. สามารถ
ย่อยสลายกาบมะพร้าวได้ดีที่สุด โดยปุ๋ยที่ได้มีแร่ธาตุและสารอาหารส าหรับพืชหลายชนิด  เช่น 
ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม แคลเซยีม โซเดียมและแมงกานีส (Anbuselvi.  2009) 
 จากข้อมูลการวิจัยสรุปได้ว่า ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp. สามารถน าไปใช้
ประโยชน์ได้หลายด้าน เช่น เป็นแหล่งที่อุดมด้วยสารอาหารต่างๆ ทั้ง โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ลิพิด 
วิตามิน และแร่ธาตุต่าง ๆ นอกจากนีย้ังสามารถใช้ในการก าจัดสารพิษในน้ าเสียได้อีกด้วย 
 
เอนไซม์เพอร์ออกซิเดส 
 ความหมายของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดส 
  เพอร์ออกซิเดส (E.C.1.11.1.7) เป็นเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยใช้ไฮโดรเจน 
เพอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็นตัวรับอิเล็กตรอน (electron accepter) (ชื่นสุมณ  ยิ้มถิน.  2548) และ
ออกซิไดซ์ซับสเทรตที่ให้อิเล็กตรอน เช่น ฟีนอล (phenol) แอโรมาทิกเอมีน (aromatic amine) กรด
แอสคอร์บิก (ascorbic acid) และสารประกอบอนินทรีย์ (Vernwal; et al.  2006)  
 กลไกการเกิดปฏิกิริยา คือ เพอร์ออกซิเดสที่อยู่ในระยะพัก (E, ferric state) ให้ 2 
อิเล็กตรอนกับ H2O2 ปฏิกิริยาให้สารสีเขียว และเพอร์ออกซิเดสจะอยู่ในรูป Compound I จากนั้น
ออกซิไดซ์ซับสเทรต (AH) และเปลี่ยนสภาพอยู่ในรูป Compound II และได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็น
น้ าและสารประกอบควินีน (quinine) สีแดง (A) โดยที่เอนไซม์ในรูป Compound II จะรับ 1 
อิเล็กตรอนท าให้อยู่ในระยะ E และสามารถกลับมาท าปฏิกิริยาใหม่ได้ (Smith; & Veitch.  1998) 
แสดงดังภาพประกอบ 4  
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E(Fe3+, R) 
Native enzyme 

+ H2O2  E(Fe4+=O, Ro+) 
Compound I 

+ H2O                      (1) 

Compound I + AH  E(Fe4+=O, R) 
Compound II 

+ A                          (2) 

Compound II + AH  E (Fe3+, R) 
Native enzyme 

+ A +H2O              (3) 

สรุปได้ดังนี้   peroxidase   
2AH + H2O2  2H2O + 2A (A ให้สี) 

 
ภาพประกอบ 4 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของเพอร์ออกซิเดส 

  
 เพอร์ออกซิเดสออกซิไดซ์ซับสเทรต เช่น phenol, gallic acid, ascorbic acid, caffeic 
acid, guaiacal และ diaminobenzidine (DAB) ซับสเทรตของเพอร์ออกซิเดสแสดงดังภาพประกอบ 
5 ในสภาวะท่ีมี H2O2 (Kongwithtaya; et al. 2010; Quinn; & Graybiel. 1996)  
 
 

   
Gallic acid Ascorbic acid Caffeic acid 

   

   
Guaiacal Phenol Di – aminobenzidine 

 
ภาพประกอบ 5 ซับสเทรตของเพอร์ออกซิเดส 
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 ประเภทของเพอร์ออกซิเดส 
  เพอร์ออกซิเดสพบได้ทั้งในพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ โดยเพอร์ออกซิเดสจากพืชและ     
จุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรียประกอบด้วยกรดอะมิโนประมาณ 300 หน่วย ในขณะที่เพอร์ออกซิเดสที่ได้
จากสัตว์ประกอบด้วยกรดอะมิโนประมาณ 576 – 738 หน่วย และจับกับฮีมด้วยพันธะโคเวเลนต์ 
(covalent bond) เพอร์ออกซิเดสจ าแนกตามการเรียงล าดับกรดอะมิโนได้เป็น 3 ประเภท ดังนี้ 
(O’Brien.  2000) 
  1. เพอร์ออกซิเดสของโพรแคริโอต (prokaryotic peroxidase) เช่น แอสคอเบสเพอร์-
ออกซิเดส (ascorbate peroxidase) ไซโทโครมซีเพอร์ออกซิเดส (cytochrome C peroxidase, 
CCP) จากยีสต์ มีรายงานว่า แบคทีเรียสร้างเพอร์ออกซิเดสขึ้นมาเพื่อใช้ในการปกป้องเซลล์จาก
ภาวะความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ไซยาโนแบคทีเรียผลิตไฮโดรเพอร์ออกซิเดส 
(hydroperoxidase) เพื่อก าจัดไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ซึ่งเป็นพิษต่อเซลล์ให้เป็นน้ า (Regelsberger; 
et al. 2002) เช่นเดียวกับพืชที่ผลิตเพอร์ออกซิเดสและแคทาเลส เพื่อใช้ก าจัดไฮโดรเจนเพอร์-
ออกไซด์ออกจากคลอโรพลาสต์และไซโทซอล (Shigeoka; et al.  2002) สอดคล้องกับรายงานใน
พืชทนเค็มที่มีกลไกในการป้องกันภาวะความเครียดออกซิเดชันจากความเค็มโดยพืชจะสร้าง
เอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidative enzymes) ขึ้นมาเพื่อช่วยก าจัด H2O2 เช่น แคทาเลส 
เพอร์ออกซิเดส จากการศึกษาแอคทิวิทีของเอนไซม์แคทาเลสและเพอร์ออกซิเดส จากสาหร่ายหาง
กระรอก (Hydrilla verticillata) สาหร่ายหนาม (Najas indica) และสาหร่ายเส้นด้าย (Najas 
gramenia) พบว่า ในภาวะที่มีความเครียดจากเกลือสูงขึ้น สาหร่ายเส้นด้าย สาหร่ายหนาม และ
สาหร่ายหางกระรอกมีแอคทิวิทีเพอร์ออกซิเดสเพิ่มสูงขึ้น โดยแอคทิวิทีของแอสคอเบสเพอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายหางกระรอกเพิ่มขึ้น ในขณะท่ีแอคทิวิทีของแอสคอเบสเพอร์ออกซิเดส ในสาหร่ายหนาม
และสาหร่ายเส้นด้ายลดลง (Rout; & Shaw.  2001) 
  2. เพอร์ออกซิเดสของสารที่หลั่งจากเชื้อรา (secretory fungal peroxidases) เช่น 
ลิกนินเพอร์ออกซิเดส (Lignin peroxidase) และ แมงกานีสเพอร์ออกซิเดส (Manganese per-
oxidase) ซึ่งก่อให้เกิดโรครากขาวในพืช ซึ่งผลิตจากเชื้อราเช่น Phanerochaete chrysosporium 
(Conesa; et al.  2002) เพอร์ออกซิเดสในกลุ่ม secretory fungal peroxidases จะเชื่อมต่อกันด้วย
พันธะไดซัลไฟด์ (disulphide bridges) 4 ต าแหน่ง ที่เชื่อมด้วย Ca2+ 2 ต าแหน่ง (ชื่นสุมณ ยิ้มถิ่น.  
2548) 
  3. เพอร์ออกซิเดสของสารที่หลั่งจากพืช (secretory plant peroxidases) เป็นเอนไซม์ที่มี
ความจ าเพาะต่อเนื้อเยื่อแต่ละชนิด เช่น การตอบสนองโรคจากบาดแผล สร้างและซ่อมแซมผนังเซลล์ 
และอวัยวะต่างๆ  และยังช่วยออกซิไดซ์สารที่เป็นพิษต่อเซลล์ ได้แก่ ฟีนอล แอโนมาทิกเอมีน และ
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (Sisecioglu; et al.  2010) กระบวนการสลาย indole– 3–acetic acid การ
สร้างเอทธิลีน เพอร์ออกซิเดสในกลุ่มนี้โมโนเมอร์ไกลโคโปรตีน (monomeric glycoproteins) 
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ประกอบด้วยพันธะไดซัลไฟด์และ Ca2+ เช่นเดียวกับประเภทที่ 2 แต่แตกต่างกันที่ต าแหน่งของ
พันธะไดซัลไฟด์ (ชื่นสุมณ ยิ้มถิ่น.  2548) 
  
 แหล่งผลิตเพอร์ออกซิเดส 
  เพอร์ออกซิเดสสามารถผลิตได้ทั้งใน สัตว์ พืช และแบคทีเรีย มีรายงานว่า Steptomyces 
viridosporus T7A สามารถปล่อยลิกนินเพอร์ออกซิเดส (extracellular lignin peroxidase) เพื่อ
ออกซิไดซ์สารประกอบฟีนอล, vanillic acid (4–hydroxyl–3 methoxybenzoic acid) และ syringic 
acid (4–hydroxyl–3,5–dimethoxybenzoic acid) โดยใช้ 4–aminoantipyrine (4–AAP) ซึ่งถ้ามี
แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสจะได้สารประกอบควินีนที่ให้สีแดง (Spiker; et al. 1992) เช่นเดียวกับ
เพอร์ออกซิเดสของเชื้อราในอาหารวุ้นแข็งที่มีสารสกัดจากมอลต์ (malt extract agar) พบว่า 
Trichoderma harzianum SIWT 25 สามารถผลิตเพอร์ออกซิเดสซึ่งมีผลยับยั้งการเจริญของ 
Scytalidium lacrymans, Coniophora puteana และตัวเอง โดยวัดแอคทิวิทีจากพื้นที่ของโคโลนีของ
เชื้อรา และยังพบว่า S. lacrymans สามารถสร้างเส้นใย (mycelia fans) รอบโคโลนีของ T. viride อีก
ด้วย (Score; et al.  1997) 
  เสาวณี สุริยาภณานนท์ และคณะ (2537) รายงานว่า เพอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซม์ที่มี
ความส าคัญในการจ าแนกพันธุ์มะขาม (Tamarindus indica L., Leguminosae) จากการศึกษาพบว่า 
มีการสะสมเพอร์ออกซิเดสอยู่ในผนังเซลล์ผิว (epidermis) พบในไซโทซอลของเซลล์แพลิเซด 
(palisade) เซลล์สปันจี (spongy) และเซลล์ที่ท าหน้าที่ล าเลียงน้ าและอาหารของเซลล์เนื้อเยื่อ
ล าเลียงน้ าและอาหาร เช่นเดียวกับเพอร์ออกซิเดสในกระหล่ าปลี (Brassica oleracea) (Yazdi; et al.  
2002) ลือชัย อารยะรังสฤษฎ์ และ สุภาพร จันทร์บัวทอง (2553) พบว่า ข้าวสายพันธุ์ปทุมธานี 1 ดอก
พะยอม หางยี 71 และสุพรรณบุรี 90 ที่ได้รับการกระตุ้นด้วยสปอร์เชื้อรา Pyricularia grisea มี
แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสเพิ่มข้ึนจากต้นท่ีไม่ได้รับการกระตุ้น 
  วสันต์ ตั้งโภคานนท์ และคณะ (2548) รายงานพบ แอทิวิทีของกลูตาไธโอนเพอร์ออกซิเดส 
(glutathione peroxidase) ในเม็ดเลือดของสุนัข ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสลาย H2O2 ให้กลายเป็น
โมเลกุลของน้ า ในภาวะความเครียดออกซิเดชัน เช่นเดียวกับ สุวิตา เจริญศรี และคณะ (2551) ได้
ศึกษาความสัมพันธ์ของกลูตาไธโอนเพอร์ออกซิเดสในประชาชนที่ได้รับพิษจากสารหนู ซึ่งพบว่า ใน
กลุ่มตัวอย่างที่ได้รับสารหนูจะมีแอคทิวิทีของกลูตาไธโอนเพอร์ออกซิเดสต่ าลง โครงสร้างของเพอร์-
ออกซิเดสจากยุง (Aedes aegypti) มีลักษณะเป็นฮีโมโปรตีนที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ 5 
ต าแหน่ง และมี Ca2+ เช่นเดียวกับโครงสร้างของเพอร์ออกซิเดสในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และพบ
โปรตีนของ AePox ในยุงทุกวัย (Zhoa; et al.  2001) 
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 การใช้ประโยชน์ของเพอร์ออกซิเดส 
  เพอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกเดชันกับซับสเทรต เช่น ฟีนอล และ
สารประกอบอะโรมาติกเอมีน ในสภาวะที่มีไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ จึงมีการน าไปประยุกต์ใช้
ประโยชน์อย่างมากมาย ดังนี ้ 
  1. การบ าบัดน  าเสีย 
   น้ าเสียจากอุตสาหกรรมพลาสติก กระดาษ ปิโตรเคมี และอุตสาหกรรมเคมี จะมี
สารประกอบฟีนอลและสารประกอบอะโรมาติกเอมีน ซึ่งเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อม 
(Nicell;  et al.  1993) จึงต้องก าจัดสารเหล่านี้ก่อนปล่อยลงสู่แหล่งน้ าธรรมชาติ เพอร์ออกซิเดสจาก
รา Coprinus cinereus สามารถบ าบัดน้ าเสียที่มีความเข้มข้นของฟีนอล 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้
ร้อยละ 65 พีเอชที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาในกรณีที่มีเอนไซม์จ ากัดเท่ากับ 9 และที่พีเอช
ในช่วง 5 – 9 ในสภาวะที่มีเอนไซม์เพียงพอต่อการท าปฏิกิริยา (Massuda; et al.  2001) เช่นเดียวกับ
เพอร์ออกซิเดสจากถั่วเหลือง สามารถก าจัด 2,4-dichlorophenol ได้ร้อยละ 90 และท างานในสภาวะที่
เป็นกรดได้ เช่นเดียวกับฮอร์ทเรดิชเพอร์ออกซิเดส (Kennedy; et al.  2002) 
  
  2. การก าจัดสีย้อมสังเคราะห์ 
   เพอร์ออกซิเดสจาก Pleurotus odtreatus สามารถก าจัดสี Remazol brilliant blue 
ได้และยังสามารถก าจัด bromophenol blue ได้ถึงร้อยละ 98 ในขณะที่ heterocyclic dyes, 
methylene blue และ toluidine blue O สามารถก าจัดได้เพียงร้อยละ 10 เท่านั้น (Shin; et al.  
1997) เช่นเดียวกับ ฮอร์ทเรดิชเพอร์ออกซิเดส (HRP) มีประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมที่ปล่อย
ออกมาจากโรงงานอุตสาหกรรม พบว่า HRP ท างานได้ดีในสภาวะที่พีเอชต่ ากว่า 6 สามารถ
ก าจัดฟีนอลได้ดีที่สุดและรองลงมาคือ ramazol blue และ Cibacron red ตามล าดับ (Bhunia; et al.  
2002) ยังมีรายงานการก าจัดสีย้อมด้วยยีสต์ Debaryomyces polymorphus และ Candida tropicalis 
และในรา Umbelopsis isabellina และ Penicillium geastrivorus ที่สามารถก าจัดสีย้อม reactive 
black 5 ได้ (Yang;  et al.  2003) 
  
  3. การสังเคราะห์พอลิเมอร์ 
   ฮอร์ทเรดิชเพอร์ออกซิเดสสังเคราะห์สายพอลิเมอร์อะโรมาติก โดยท าปฏิกิริยากับ
สารประกอบฟีนอล และอะโรมาติกเอมีน ในตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น เพอร์ออกซิเดสจากปาล์มน้ ามัน 
(African oil palm) สามารถสังเคราะห์ polyaniline และ sulfonated polystyrene โดยใช้ aniline เป็น
ต้นแบบในบัฟเฟอร์ที่พีเอช 3.5 สามารถตรวจสอบ polyaniline sulfonated polystyrene ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอน (Sakharov; et al.  2003) 
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  4. การวิเคราะห์ enzyme – linked immunosorbant assay (ELISA) 
   ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA เป็นวิธีที่มีความจ าเพาะสูงในระดับจีนัสและมี
ความไวในการทดสอบร้อยละ 85 – 94 และความจ าเพาะใช้ในการตรวจสอบเป้าหมายในตัวอย่างโดย
ใช้แอนติบอดี 2 ชนิด โดยชนิดแรกมีความจ าเพาะกับสารเป้าหมายซึ่งท าหน้าที่เป็นแอนติเจน ชนิด
ที่ 2 จะจับเอนไซม์เพื่อบอกต าแหน่งที่เกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจน น าไปวิเคราะห์
ค่าการดูดกลืนแสง ซึ่งเหมาะส าหรับการวิเคราะห์ตัวอย่างครั้งละมากๆ (ฐากรณ์ สอนวัฒนา.  2544) 
มีการน าไปใช้ประโยชน์ในด้านการวินิจฉัยโรคและในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น การผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อเฮพาแรนซัลเฟตโปรติโอกลัยแคนที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ HRP โดย
ใช้ glutaraldehyde เพื่อสร้างหมู่ aldehyde และจับกับ primary amine ของโมโนโคลนอลแอนตีบอดี  
จากการตรวจสอบด้วย SDS – PAGE พบแถบขนาด 194 KDa จากการศึกษาพบว่าสามารถติดฉลาก
แอนติบอดีโคลน 1E4-1C2 ด้วย HRP ได้และยังสามารถท าปฏิกิริยากับแอนติเจนจ าเพาะในการ
ตรวจหาแอนติเจนด้วยเทคนิค direct และ sandwich ELISA ได้ (นิตยา จันซิว; และคณะ.  2551)  
  
  5. การเกษตร 
   ความสัมพันธ์ของข้าวต่อโรคไหม้จากเชื้อรา Pyricularia grisea พบว่า ข้าวสายพันธุ์ 
ปทุมธาน1ี, ดอกพะยอม, หางยี 71 และสุพรรณบุรี 90 ที่ได้รับการกระตุ้นด้วยสปอร์เชื้อรา Pyricularia 
grisea มีแอคทวิิทีของเพอร์ออกซิเดสเพิ่มขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับต้นท่ีไม่ได้รับการกระตุ้น ซึ่งเกิดจาก
กลไกการป้องกันตนเองของพืช (ลือชัย อารยะรังสฤษฏ์; และ สุภาพร จันทร์บัวทอง.  2553) และ
รายงานของ ธนวัชน์ ธนศรีสถิต (2546) พบว่า เกลือ NaCl มีผลต่อปริมาณ Ascorbate peroxidase 
(APX) ในไซยาโนแบคทีเรีย Aphanothece halophytica ที่ความเข้มข้นของเกลือ Nacl 0.5 M และ 
2.0 M  มีแอคทิวิทีจ าเพาะของ APX เท่ากับ 0.52 และ 0.48 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน และท่ีความ
เข้มข้นของเกลือ NaCl เท่ากับ 50 – 300 mM พบว่า APX ท างานได้ดีซึ่งสามารถสรุปได้ว่า APX 
จาก A. halophytica สามารถท างานได้ในสภาวะที่มีความเค็ม 
 
การท าให้บริสุทธ์ิและสมบัติของเพอร์ออกซิเดส  
 การท าให้เพอร์ออกซิเดสมีความบริสุทธิ์สามารถท าได้โดยอาศัยหลักการแยกตามลักษณะ
ทางกายภาพและชีวภาพ ซึ่งมีผู้ท าการศึกษาดังนี ้
 เพอร์ออกซิเดสจากมันส าปะหลังท าให้บริสุทธิ์ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้น
อิ่มตัวร้อยละ 40 – 80 จากนั้นท าโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะโดยใช้คอลัมน์ concanavalin A และ
โครมาโทกราฟีแบบแยกขนาดบนคอลัมน์ sephadex G – 200 ตามล าดับ พบว่า เพอร์ออกซิเดสมี
ความบริสุทธิ์ขึ้น 16 เท่า และมีแอคทิวิทีจ าเพาะ 560 U/mg protein มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 105 
KDa และเม่ือวิเคราะห์ด้วย SDS – PAGE พบว่าโปรตีนมีน้ าหนัก 54 KDa มีคุณลักษณะเป็นไกลโค
โปรตีน พบว่า 3% TFMS สามารถลดปริมาณคาร์โบไฮเดรตได้ลดลงร้อยละ 50 ซึ่งท าให้ค่า Km ใน
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การเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ H2O2 DAB guaiacol o–dianisidine pyrogallol ลดลง (ฐากรณ์ 
สอนวัฒนา.  2544) 
 เพอร์ออกซิเดสจากกระหล่ าปลีท าให้บริสุทธิ์บางส่วนโดยตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่ความเข้มข้นอิ่มตัวร้อยละ 60 – 80 ให้แอคทิวิทีสูงสุดเท่ากับ 1432.65 ยูนิตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน จากนั้นจึงท าการตกตะกอนในช่วง 20 – 80 พบว่าเพอร์ออกซิเดสที่ได้มีความบริสุทธิ์สูงขึ้น 
3.82 เท่า และให้ผลผลิตร้อยละ 58.50  อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิ
เดสเท่ากับ 40 องศาเซลเซียส และ 7.0 ตามล าดับ เพอร์ออกซิเดสมีค่า Km และ Vmax เท่ากับ 125 
µM และ 17.2 µmol/min·mg protein ตามล าดับ (ชะอรทิพย์ แย้มด้วง; และคณะ. 2553) 
 เพอร์ออกซิเดสจาก Tartary buckwheat bran ตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
และท าโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุโดยใช้คอลัมน์ DEAE–sepharose CL 6B และท าโคร-
มาโทกราฟีแบบแยกขนาดโดยใช้คอลัมน์ sephacrayl S–200 บริสุทธิ์ขึ้น 53.8 เท่า และพบว่า 
เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 34 KDa โดยมีแอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 
656.6 U/mg protein พบว่า แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลดลงร้อยละ 56 เม่ือบ่มเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 
75 องศาเซลเซียส พีเอช 6.5 เป็นเวลา 30 นาที ซึ่งสูงกว่าฮอร์ทเรดิชเพอร์ออกซิเดส (HRP) ใน
ภาวะทดลองเดียวกัน (Zhang; et al.  1999) 
 เพอร์ออกซิเดสจากผลมะกอก (Olea europaea L.) เป็นเพอร์ออกซิเดสชนิด cationic 
และ anion อย่างละ 4 ตัวอย่าง พบว่า เพอร์ออกซิเดสชนิด anionic มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 
20 KDa ประกอบด้วยอะราบิโนส (arabinose) 39 mol% และกรดแกแลกทูโลนิก (galacturomic 
acid) 38 mol% ซึ่งเป็นส่วนประกอบในสายพอลิเมอร์เพกทิน มีค่า pI เท่ากับ 4.4 อุณหภูมิและพีเอช
ที่ให้แอคทิวิทีดีที่สุดเท่ากับ 34.7 องศาเซลเซียส และ 7.0 ตามล าดับ ค่า Km ของ phenol และ H2O2 
เท่ากับ 41.0 และ 0.53 ตามล าดับ พลังงานที่ PODa4 ใช้ออกซิไดซ์ phenol เท่ากับ 99.1 kJ/mol 
เอนไซม์ถูกท าให้เสียสภาพที่อุณหภูมิ 36.5 องศาเซลเซียส (Saraiva; et al.  2007) 
 เพอร์ออกซิเดสจากเรดบีท (Beta vulgaris L.) และท าให้บริสุทธิ์โดยการตกตกอนด้วย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต และท าโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุด้วยคอลัมน์ DEAE– 
cellulose พบว่า เพอร์ออกซิเดสที่ได้มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 15 เท่า มีแอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 
10,500 U/mg protein จากการท า SDS–PAGE พบว่า โปรตีนมีน้ าหนักโมเลกุล 45 KDa เพอร์-
ออกซิเดสเสถียรที่พีเอช 5.0 และลดเหลือร้อยละ 70 เม่ือบ่มเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
นาน 20 นาที เพอร์ออกซิเดสมีความจ าเพาะต่อออร์โทไดอะนิซิดีน (orthodianisidine) โดยถูกยับ
แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสด้วย periodate (HIO6

– ) และโซเดียมเอไซด์ (sodium azide, NaN3) 
(Rudrappa; et al.  2007) 
 เพอร์ออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย Anabaena sp. PCC 7120 เป็นฮีมเพอร์ออกซิเดส 
(heme peroxidase) ท าให้บริสุทธิ์โดยท าโครมาโทรกราฟีโดยใช้คอลัมน์ Toyopearl DEAE–650M 
ตามด้วยคอลัมน์ Toyopearl Butyl–650M และคอลัมน์ Hypatite C พบว่า เพอร์ออกซิเดสมีความ
บริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 50.5 เท่า แอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 283 U/mg protein มีลักษณะเป็น tetrameric 
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protein มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 53 KDa และค่า Isoelectic point (pI) เท่ากับ 3.68 ค่าพีเอชและ
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาเท่ากับ 4.0 และ 35 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ค่า Km และค่า 
kcat/Km ของ H2O2 เท่ากับ 5.8  M และ 6.6  106 M-1s-1 ตามล าดับ และยังมีคุณสมบัติในการก าจัดสี
ย้อมได้ดีเช่นเดียวกับฮอร์ท-เรดิชเพอร์ออกซิเดส และ fungal DyPs อีกด้วย (Yoshihiro; et al. 
2009) 
 เพอร์ออกซิเดสจากต าลึงมีความบริสุทธิ์สูงขึ้น 17.45 เท่า มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 45 KDa 
ค่าพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาเท่ากับ 7.0 และ 40 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
โดยเอนไซม์จะถูกกระตุ้นด้วย Cu2+ และ Ca2+ และถูกยับยั้งด้วย Cr3+ และ Hg2+ ที่ความเข้มข้น 500 
ไมโครโมลาร ์(Kongwithtaya; et al.  2010) 
 เพอร์ออกซิเดสจากเห็ดนางรมหลวง (Pleurotus eryngii Quel.) ท าให้บริสุทธิ์โดยการตก- 
ตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต จากนั้นท าโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุและแบบแยก
ขนาด พบว่า เพอร์ออกซิเดสมีน้ าหนักโมเลกุลและค่า Isoelectic point (pI) เท่ากับ 40 KDa และ 
4.1 ตามล าดับ ซับสเทรตที่ใช้คือ 2, 2–azino–bis–(3–ethylbenzothaizoline–6–sulphonic acid) 
พบว่า พีเอชและอุณหภูมิที่ให้แอคทิวิทีที่ดีที่สุดเท่ากับ 3.0 และ 50 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ค่า 
Vmax และ Km เท่ากับ 188.68 U/mg protein และ 203.09 µmol/L (Chen; et al.  2010) 
 เพอร์ออกซิเดสจากหัวไชเท้าด า (Raphanus sativus L.) โดยการท าให้บริสุทธิ์ด้วยการ
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่ร้อยละ 20 – 60 แล้วท าไดอะไลซีส พบว่า เพอร์ออกซิเดส 
มีความบริสุทธิ์สูงขึ้น 1.8 เท่า จากนั้นท าโครมาโทรกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุโดยใช้คอลัมน์ CM–
sephadex พบว่า เพอร์ออกซิเดสมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 9.7 เท่า และผลผลิตสุดท้ายคิดเป็นร้อยละ 2 
จากการวิเคราะห์ด้วย Native–PAGE และ SDS–PAGE พบโปรตีน 1 แถบ มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 
66 kDa ให้ Km และ Vmax โดยค านวณจาก Lineweaver–Burk โดยใช้ guaiacol (2–methoxyphenol) 
และไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์เป็นซับสเทรตมีค่าเท่ากับ 0.036±0.08 mM และ 0.0084±0.003 mM 
ตามล าดับ เพอร์ออกซิเดสให้แอคทิวิทีได้ดีที่สุดที่พีเอช 6.0 ที่อุณภูมิ 45 องศาเซลเซียส และที่ความ
เข้มข้นของบัฟเฟอร์ 1.0 M (Sisecioglu; et al.  2010) 
 แอนไอออนิกเพอร์ออกซิเดส (anionic peroxidase) จากรากฮอร์ทเรดิช (POIII) โดย
การตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่ ร้อยละ 75 ไดอะไลซีส และโคมาโตกราฟี
แบบแลกเปลี่ยนประจุโดยใช้คอลัมน์ DEAE–sepharose CL–6B และแบบแยกขนาดด้วย
คอลัมน์ Sephacryl S–200 พบว่า POIII มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 29.3 เท่า โดยมีแอคทิวิที
จ าเพาะเท่ากับ 26,805 U/mg protein จากวิเคราะห์หาน้ าหนักโมเลกุลด้วย SDS–PAGE พบ
โปรตีน 1 แถบขนาด 56 KDa เอนไซม์ให้แอคทิวิทีสูงใน o–phenylenediamine และ 
guaiacol  ในขณะที่ให้แอคทิวิทีปานกลางใน o–diaisidine และให้แอคทิวิทีต่ าใน pyrogallol 
และ –aminoantipyrine จากการศึกษาพบว่า POIII ให้แอคทิวิทีที่ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส และแอคทิวิทีลดลงร้อยละ 50 ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ช่วงพีเอช 4 – 8 โดย POIII ให้
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แอคทิวิทีมากกว่าร้อยละ 50 ที่พีเอช 5.5 POIII ให้แอคทิวิทีที่ดีที่สุดที่ความเข้มข้น 5 mM 
Fe3+ ให้แอคทิวิทีเพิ่มขึ้นเป็นร้อยละ 160 ในขณะที่แอคทิวิทีถูกยับยั้งในโลหะต่างๆ (Mohamed.  
2011) 
 เพอร์ออกซิเดสจากกระถิน (Leucaena leucephala) สามารถท าให้บริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 89.3 
เท่า โดยมีสมบัติเป็นไกลโคโปรตีนมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 200 KDa โดยท างานได้ดีที่พีเอช 
5.0 และที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส โดยแอคทิวิทีของเอนไซม์จะถูกกระตุ้นด้วย Na+ และถูก
ยับยั้งด้วย Ca2+ และ Mn2+ ที่ความเข้มข้นมากกว่า 50 mM โดยที่ sodium azide ไม่มีผลในการ
ยับย้ังการท างานของเอนไซม์ (Veda; & Dwivedi.  2011) 
 เพอร์ออกซิเดสจากผักขม (Spinacia oleracea L.) ท าให้บริสุทธิ์โดยตกตะกอนด้วยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต และท าโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุโดยใช้คอลัมน์ CM–sephadex A–
50 พบว่า เพอร์ออกซิเดสมีความบริสุทธิ์ขึ้น 22.6 เท่า ให้แอคทิวิทีที่ดีที่สุดที่พีเอช 5.2 อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส ที่ความเข้มข้นของอิออน 75 mM จลศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสโดยใช้ Guaiacol 
และ Catechol เป็นซับสเทรต พบว่า ค่า Km เท่ากับ 17.35 และ 1234 mM และ Vmax เท่ากับ 1234 
และ 645 EUmLmin-1 ตามล าดับ (Koksal.  2011) 
 เพอร์ออกซิเดสจากใบอินทผลัม (Phoenix dactylifera L.) โดยท าโครมาโทรกราฟีแบบ
แลกเปลี่ยนประจุโดยใช้คอลัมน์ DEAE–Sepharose และแบบแยกขนาดโดยใช้คอลัมน์ Superdex 200 
พบว่า เพอร์ออกซิเดสมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 15 เท่า ผลผลิตสุดท้ายคิดเป็นร้อยละ 5.8 ท า native–
PAGE และ SDS–PAGE พบโปรตีน 1 แถบ มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 55 KDa เพอร์ออกซิเดสให้
แอคทิวิทีที่ดีที่สุดที่พีเอชในช่วง 5 – 6 อุณหภูมิเท่ากับ 55 องศาเซลเซียส พบว่า ที่อุณหภูมิ 75 องศา
เซลเซียสแอคทิวิทีลดลงร้อยละ 42  ค่า Km ของ guaiacol และ H2O2 เท่ากับ 0.77 และ 0.045 
ตามล าดับ เอนไซม์มีแอคทิวิทีสูงขึ้นใน Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+ และ Fe2+ และถูกยับยั้งด้วย Cd2+(Al–
Senaidy; & Ismael.  2011) 
 จากงานวิจัยเกี่ยวกับการท าให้บริสุทธิ์และสมบัติของเพอร์ออกซิเดส สามารถสรุปได้ว่า 
ขั้นตอนในการท าให้บริสุทธิ์และในการศึกษาสมบัติของเพอร์ออกซิเดสจะขึ้นอยู่กับการน าไปใช้
ประโยชน์ในด้านต่างๆ โดยมีขั้นตอนท่ีแตกต่างกันออกไป แสดงดังตาราง 1 
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บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

  
ไซยำโนแบคทีเรียท่ีใช้ในกำรศึกษำ 
 1.Nostoc sp. จากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย 
 2.Tolypothrix sp.จากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย 
 3.Oscillatoria sp. จากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย 
 4.Synechocystis sp. PCC 6803 จากภาควชิาชวีเคม ี คณะวทิยาศาสตร ์ จุฬาลงกรณ์
มหาวทิยาลยั 
 5.Synechococcus sp. PCC 7942 จากภาควชิาชวีเคม ีคณะวทิยาศาสตร ์ จุฬาลงกรณ์
มหาวทิยาลยั 
 

กำรตรวจสอบแอคทิวิทีของเพอรอ์อกซิเดสและหำปริมำณโปรตีน  
 ตรวจหาแอคทวิทิขีองเพอร์ออกซเิดสจากไซยาโนแบคทเีรยี 5 ชนิด ได้แก่  Nostoc sp. 
Tolypothrix sp. Oscillatoria sp. Synechocystis sp. PCC 6803 และ Synechococcus sp. PCC 7942 
โดยดดัแปลงจากวธิขีอง Kongwithtaya (2010) โดยผสมสารละลาย 50 mM Tris–HCl buffer, pH 8.0, 2 
mM 4 – AAP, 2mM gallic acid, 4mM hydrogenperoxide ปรมิาตรสุทธ ิ2.5 มลิลลิติร เตมิสารละลาย
เอนไซม ์0.05 มลิลลิติร บ่มทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้หาแอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดสโดย
วดัค่าดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร โดยก าหนดให ้1 หน่วยเอนไซม ์เท่ากบั ปรมิาณ
เอนไซมท์ีใ่ชไ้ฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด ์1 ไมโครโมลต่อนาท ีภายใต้สภาวะทดลอง และหาปรมิาณโปรตนี
โดยใชว้ธิขีอง Bradford (1976) โดยเทยีบกบักราฟมาตรฐานของ Bovine serum albumin (BSA) จากนัน้
คดัแยกไซยาโนแบคทเีรยีทีใ่หแ้อคทวิทิจี าเพาสงูสุดท าการศกึษาต่อไป คอื Oscillatoria sp. 
 
กำรท ำให้เพอรอ์อกซิเดสบริสทุธ์ิ 
 น าไซยาโนแบคทเีรยี Oscillatoria sp. ทีเ่ลี้ยงในอาหารสูตร BG11 อายุ 15 วนั มาป ัน่
เหวีย่งทีค่วามเรว็ 4000  g เป็นเวลา 20 นาท ีแยกส่วนใสและตะกอน จากนัน้ลา้งตะกอนดว้ย 50 mM 
Tris–HCl buffer, pH 8.0 จากนัน้น าไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 4000  g เป็นเวลา 20 นาท ีน า
ตะกอนน ้าหนัก 15 กรมั เตมิ 50 mM Tris–HCl buffer, pH 9.0 ทีผ่สม 0.1 mM EDTA ปรมิาณ 50 
มลิลลิติร แตกเซลลด์ว้ยคลื่นเสยีงความถี่สูง (sonication) ที ่30% amplitude เป็นเวลา 10 นาท ีน า
สารละลายมาป ัน่เหวี่ยงทีค่วามเรว็ 4000  g เป็นเวลา 20 นาท ีแยกตะกอน และเกบ็ส่วนใสที่
อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เพื่อใช้เป็นสารสกดัหยาบเอนไซม์ น าสารสกดัหยาบเอนไซมม์าท าให้
บรสิุทธิโ์ดยการตกตะกอนดว้ยเกลอืแอมโมเนียมซลัเฟตความเขม้ขน้อิม่ตวัรอ้ยละ 0 – 20, 20 – 40, 
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40 – 60, 60 – 80 และ 80 – 100 ตามล าดบั จากนัน้น าไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 4000  g เป็นเวลา 
20 นาท ีแยกส่วนใส และลา้งตะกอนดว้ย 50 mM Tris–HCl buffer, pH 9.0 ท าไดอะไลซสีโดยใชเ้ยื่อ
เซลลโูลสในสารละลายบฟัเฟอร ์50 mM Tris – HCl buffer, pH 9.0 ทิง้ไว ้ 1 คนื ทีอุ่ณหภมู ิ4 องศา
เซลเซยีส โดยเปลี่ยนสารละลายบฟัเฟอร์ 3 ครัง้ น าสารละลายมาท าโครมาโตรกราฟฟีแบบแลก-
เปลี่ยนประจุโดยเตรยีมคอลมัน์ DEAE–cellulose (3 x 42 เซนตเิมตร) ปรบัสมดุลคอลมัน์ 
(equilibrate) ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร ์0.05 M Tris–HCl, pH 7.5 และชะสารตวัอย่างอย่างต่อเนื่อง
ดว้ย 0.0 – 0.5 M NaCl ใน 0.05 M Tris–HCl buffer, pH 7.5 ดว้ยอตัราการไหล 30 มลิลลิติรต่อชัว่โมง 
เกบ็ตวัอยา่งละ 5 มลิลลิติร วดัปรมิาณโปรตนีทีค่วามยาวคลื่น 280 nm และหาแอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซิ
เดส น าตวัอยา่งทีใ่หแ้อคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดสสงูทีสุ่ดมาท าโครมาโตรกราฟีแบบแยกขนาดโดยใช้
คอลมัน์ Sephadex G–100 (1.7  90 เซนตเิมตร) ปรบัสมดุลดว้ยสารละลายบฟัเฟอร ์0.05 M 
Tris–HCl, pH 7.5 ดว้ยอตัราการไหล 15 มลิลลิติรต่อชัว่โมง เกบ็ตวัอย่างละ 5 มลิลลิติร วดัปรมิาณ
โปรตนีที่ความยาวคลื่น 280 nm และหาแอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดส ท า Native–PAGE เพื่อ
ตรวจหาความบรสิุทธิข์องเอนไซม ์และหาน ้าหนักโมเลกุลของเพอรอ์อกซเิดสโดยใช้ SDS–PAGE 
และวดัปรมิาณโปรตนีโดยใชว้ธิขีอง Bradford (1976) โดยเทยีบกบักราฟมาตรฐานของ Bovine 
serum albumin (BSA)  
  
กำรศึกษำสมบติัของเพอรอ์อกซิเดส 
 ผลของอณุหภมิูท่ีเหมำะสมต่อแอคทิวิทีของเพอรอ์อกซิเดส  
  ศกึษาแอคทวิทิขีองเอนไซมเ์พอรอ์อกซเิดส โดยบ่มเอนไซมท์ีอุ่ณหภูมิ 0, 10, 20, 30, 
40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซยีส ที่ pH 7.0 เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้น าไปวดั
แอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดส น าค่าที่ได้มาค านวนและเขยีนกราฟแสดงแอคทวิทิสีมัพทัธ์ของ
เพอรอ์อกซเิดสทีอุ่ณหภมูต่ิางๆ 
  
 ผลของพีเอชท่ีเหมำะสมต่อแอคทิวิทีของเพอรอ์อกซิเดส 
  ศกึษาแอคทวิทิขีองเอนไซม์เพอร์ออกซเิดส โดยบ่มเอนไซม์ในสารละลายบฟัเฟอร์
เขม้ขน้ 50mM ทีม่คี่าพเีอชต่างๆ ดงันี้ pH 4 – 5 (Acetate buffer) pH 6 – 7 (Phosphate buffer) 
pH 8 – 11 (Tris–HCl buffer) ทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้น าไปวดัแอคทวิทิขีองเพอร์
ออกซเิดส น าค่าทีไ่ดม้าค านวนและเขยีนกราฟแสดงแอคทวิทิสีมัพทัธข์องเพอรอ์อกซเิดสทีพ่เีอชต่างๆ 
 
 จลนศำสตรข์องเพอรอ์อกซิเดส 
  ศกึษาจลนศาสตรข์องเพอรอ์อกซเิดส โดยหาค่า Km และ Vmax  ของเพอรอ์อกซเิดส 
โดยใชส้ารละลาย H2O2 และ Gallic acid เป็นซบัสเทรต จากนัน้น าค่า Km และ Vmax ทีไ่ดม้าเขยีน
กราฟ Linewaver–Burk plot  
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 ควำมจ ำเพำะต่อซบัสเทรตของเพอรอ์อกซิเดส 
  ศกึษาความจ าเพาะต่อซบัสเทรตของเพอรอ์อกซเิดส โดยใช้ gallic acid, phenol 
caffein และ ascorbic acid วดัแอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดส น าค่าทีไ่ดม้าค านวนและเขยีนกราฟ
แสดงความจ าเพาะต่อซบัสเทรตของเพอรอ์อกซเิดส 
 
 ผลของไอออนต่อแอคทิวิทีของเพอรอ์อกซิเดส 
  ศกึษาแอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดสภายใต้สภาวะที่มไีอออนทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ โดย
โดยบ่มเอนไซมภ์าวะทีม่ ีZn2+, Cu2+, Cd2+, Ni2+, Cr3+, Fe2+, Fe3+, Mg2+, Hg2+, Ca2+, Mn2+ Na+ 
และ K+ เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้วดัแอคทวิทิ ีแลว้เปรยีบเทยีบแอคทวิทิสีมัพทัธก์บัแอคทวิทิขีอง
ตวัควบคุม 
 
 ผลของสำรยบัยัง้กำรท ำงำนของเอนไซม ์
  ศกึษาแอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดสภายใต้สภาวะทีม่ตีวัท าละลายอนิทรยี ์ไดแ้ก่ ยเูรยี
(urea) และ sodium dodecyl sulphate (SDS) และในภาวะทีม่สีารยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์
ไดแ้ก่ ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA) โดยบ่มเอนไซมเ์ป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้วดั
แอคทวิทิ ีแลว้เปรยีบเทยีบแอคทวิทิสีมัพทัธก์บัแอคทวิทิขีองตวัควบคุม 
  
 ขัน้ตอนการท าใหบ้รสิุทธิแ์ละศกึษาสมบตัขิองเพอรอ์อกซเิดสจากไซยาโนแบคทเีรยีแสดง
ดงัภาพประกอบ 6 
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ภาพประกอบ 6 ขัน้ตอนการท าใหบ้รสิุทธิแ์ละศกึษาสมบตัขิองเพอรอ์อกซเิดสจากไซยาโนแบคทเีรยี 

เพาะเลีย้งไซยาโนแบคทเีรยี 5 ชนิด ไดแ้ก่ Nostoc sp. Tolypothrix sp. Oscillatoria sp. Synechocystis sp. 
PCC 6803 และ Synechococcus sp. PCC 7942 ในอาหารเลีย้งชนิด BG11 พเีอช 7.6 เวลา 12 – 18 วนั 

เกบ็เซลลด์ว้ยการเซนตรฟิิวกท์ีค่วามเรว็ 3000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ี

น าตะกอนเซลล ์15 g เตมิ 50 mM Tris–HCl buffer, pH 9.0 ทีผ่สม 0.1 mM EDTA ปรมิาณ 50 ml แตกเซลลด์ว้ย
คลื่นเสยีงความถีส่งูที ่30% amplitude น าสารละลายมาป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 4000 x g เป็นเวลา 20 นาท ี

ตะกอน 

ทิง้ 

สว่นใส 

สารสกดัหยาบเพอรอ์อกซเิดส 

วดัแอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดสและปรมิาณโปรตนี ศกึษาสมบตัขิองเพอรอ์อกซเิดส 

ตกตะกอนดว้ยเกลอืแอมโมเนียมซลัเฟต 

ไซยาโนแบคทเีรยีทีใ่หป้รมิาณเพอรอ์อกซเิดสสงูสดุ 

วดัแอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดสและปรมิาณโปรตนี ศกึษาสมบตัขิองเพอรอ์อกซเิดส 

ท าไดอะไลซสี 

DEAE–cellulose (Ion exchange chromatography) 

Sephadex G–100 (size exclusion chromatography) 

วดัแอคทวิทิขีองเพอรอ์อกซเิดส 
 และปรมิาณโปรตนี 

ศกึษาสมบตั ิ
ของเพอรอ์อกซเิดส 

ตรวจสอบความบรสิทุธิด์ว้ย native PAGE  
และหาขนาดโมเลกุลของเพอรอ์อกซเิดส 

 ดว้ย SDS–PAGE 



 

บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

  
การศึกษาแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย  
 เพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย 5 ชนิด ได้แก่ Oscillatoria sp., Nostoc sp., Tolypothrix sp., 
Synechocystis sp. PCC 6803 และ Synechococcus sp. PCC 7942 ในอาหารเลี้ยงชนิด BG11  
พีเอช 7.6 ภายใต้แสงขาวเป็นเวลา 12 – 18 วัน จากนั้นเก็บเซลล์ด้วยการเซนตริฟิวก์ที่ความเร็ว
รอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าตะกอนเซลล์กระจายตัวในสารละลายบัฟเฟอร์ 
 50 mM Tris – HCl buffer (pH 9.0) แล้วสกัดเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย 5 ชนิด 
จากนั้นวัดแอคทิวิทีของสารสกัดหยาบเพอร์ออกซิเดส โดยใช้ 50 mM Tris – HCl buffer (pH 9.0), 2 
mM 4 – aminoantipyrine (4 – AAP), 2 mM gallic acid และ 4 mM hydrogen peroxide บ่มที่
อุณหภูมิห้อง (30 องศาเซสเซียส) เป็นเวลา 10 นาที ปฏิกิริยาเริ่มต้นด้วยการเติมสารสกัดหยาบ
เอนไซม์ 0.05 มิลลิลิตร วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตรด้วยเครื่อง UV/VIS – 
spectrophotometer Model Jenway 6405 (Jenway, UK) แสดงผลดังตาราง 2 
 
ตาราง 2 แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย 5 ชนิด 
 

ไซยาโนแบคทีเรีย 
แอคทิวิที 

(µmol/min/ml) 
ปริมาณโปรตีน
(mg protein/ml) 

แอคทิวิทีจ าเพาะ 
(Units/mg protein) 

Tris – HCl buffer 
(Negative control) 

- - - 

Oscillatoria sp. 37.68 0.16 235.49 
Nostoc sp. 30.85 0.14 220.32 
Tolypothrix sp. 21.83 0.11 198.42 
Synechocystis sp. PCC 6803 19.71 0.10 197.11 
Synechococcus sp. PCC 7942 19.56 0.10 195.56 

 
 จากตาราง 2 พบว่าไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp. ให้แอคทิวิทีจ าเพาะสูงสุด เท่ากับ 
235.49 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาได้แก่ Nostoc sp. แอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 220.32 
ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน Tolypothrix sp. แอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 198.42 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
Synechocystis sp. PCC 6803 แอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 197.11 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน และ 
Synechococcus  sp. PCC 7942 แอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 195.56 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน โดยใช้
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สารละลายบัฟเฟอร ์50 mM Tris – HCl (pH 9.0) เป็นตัวควบคุมท่ีไม่มีแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส 
จากการศึกษา พบว่า ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp. ให้แอคทิวิทีจ าเพาะของเพอร์ออกซฺเดสสูง
สุด จึงเลือกเพื่อท าการศึกษาขั้นตอนต่อไป 
 
สมบัติของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 
ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบ บ่มที่อุณหภูมิ 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 
90 และ 100 องศาเซลเซียส ในสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris – HCl, pH 9.0 เป็นเวลา 30 นาที
แล้วหาแอคทิวิที แสดงผลดังภาพประกอบ 7 

  
ภาพประกอบ 7 ผลของอุณหภูมิต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 

  
 จากภาพประกอบ 7 แสดงให้เห็นเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. ให้แอคทิวิที
ในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 0 – 90 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิที่ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสูง
ที่สุดเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบ
เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส และพบว่าเม่ืออุณหภูมิสูงขึ้นหรือลดลงจาก 30 องศาเซลเซียส แอคทิวิที
ของเพอร์ออกซิเดสลดลง ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิมากกว่า 90 องศาเซลเซียส 
ไม่มีแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส 
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ผลของพีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบ บ่มในสารละลายบัฟเฟอร์เข้มข้น 50 mM ที่มีค่าพีเอช 
ในช่วง 4 – 11 ดังนี้ พีเอช 4 – 5 (Acetate buffer) พีเอช 6 – 7 (Phosphate buffer) และพีเอช 
 8 – 11 (Tris – HCl buffer) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วหาแอคทิวิทีของ
เพอร์ออกซิเดส แสดงผลดังภาพประกอบ 8 
 

 
ภาพประกอบ 8 ผลของพีเอชต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 

 
 จากภาพประกอบ 8 อธิบายได้ว่าเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. ให้แอคทิวิทีทุกช่วง
พีเอชที่ท าการศึกษา โดยค่าพีเอชที่ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบสูงที่สุดเท่ากับ 9.0 ให้
แอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 235.49 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ดังนั้นค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของ
เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบเท่ากับพีเอช 9.0 และพบว่าที่พีเอชสูงกว่าหรือน้อยกว่าเพอร์ออกซิเดสมี
แอคทิวิทีลดลง โดยแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลดลงร้อยละ 30 ที่พีเอช เท่ากับ 11.0 และพีเอช
น้อยกว่า 7.0 ท าให้แอคทิวิทีลดลงร้อยละ 90 จากการศึกษาอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมของ 
เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. แสดงดังภาพประกอบ 6 และ 7 ท าให้การศึกษาขั้น
ต่อไปใช้สารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris – HCl พีเอช 9 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพื่อหา
แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส โดยใช้ gallic acid เป็นซับสเทรต 
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การศึกษาค่าจลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 
 ศึกษาจลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดส หาค่า Km และ Vmax  โดยใช้ Gallic acid เป็น 
ซับสเทรตที่ความเข้มข้น 0 – 12 mM แล้วหาค่า Km และ Vmax  แสดงดังภาพประกอบ 9 
 

 
ภาพประกอบ 9 จลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. โดยใช้ Gallic acid 

เป็นซับสเทรต 
 
 จากภาพประกอบ 9 พบว่า เอนไซม์มีความจ าเพาะต่อซับสเทรตสูงที่ความเข้มข้นของ 
Gallic acid เท่ากับ 0.25 – 4.0 mM โดยมีค่า Km เท่ากับ 0.96 มิลลิโมลลาร์ และค่า Vmax  เท่ากับ 
370.37 ไมโครโมลต่อนาทีมิลลิกรัมโปรตีน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1/[
V]

 

1/[S] 
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ความจ าเพาะต่อซับสเทรตของเพอรอ์อกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 
 ศึกษาความจ าเพาะต่อสับสเตทของเพอร์ออกซิเดส โดยใช้ซับสเทรตเป็น Gallic acid, 
Phenol, Caffeic acid, และ Ascorbic acid และวัดแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส แสดงผลดังตาราง 3 
 
ตาราง 3 ความจ าเพาะต่อซับสเทรตของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 
 

ซับสเทรต 
ความเข้มข้น 

(mM) 
ค่าดูดกลืนแสง 

(nm) 
แอคทิวิทีจ าเพาะ 
(Units/mg protein) 

Km Vmax 

Gallic acid 2 400 235.49 0.96 370.37 
Caffeic acid 2 400 39.61 0.54 56.18 
Ascorbic acid 2 500 41.59 0.68 57.80 
Phenol  2 500 55.85 1.00 75.19 
 
 จากตาราง 3 พบว่า เม่ือใช้ Gallic acid และ Caffeic acide เป็นซับสเทรต สารละลาย
ดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร และเม่ือใช้ Phenol และ Ascorbic cid เป็นซับส
เทรตสารละลายดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร โดยเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบมี
ความจ าเพาะต่อ Gallic acid โดยให้เแอคทิวิทีจ าเพาะสูงสุดเท่ากับ 235.49 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
รองลงมาได้แก่ Phenol มีแอคทิวิทีเท่ากับ 55.85 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน Ascorbic acid มีแอคทิวิ
ทีจ าเพาะเท่ากับ 41.59 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน และ Caffeic acid มีแอคทิวิทีเท่ากับ 39.61  
ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดับ เม่ือพิจารณาค่า Km พบว่า เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบมี
ความจ าเพาะต่อ Caffeic acid สูงสุด เท่ากับ 0.54 มิลลิโมลาร์ รองลงมา ได้แก่ Ascorbic acid, 
Gallic acid และ phenol ตามล าดับ 
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ผลของไอออนต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบ บ่มในสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris – HCl (pH 
9.0) ที่เติม 5 50 และ 500 ไมโครโมลาร์ ของ Cr3+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, Cd2+, Ni2+, Fe2+, Mg2+, 
Hg2+, Ca2+, Mn2+ Na+ และ K+  แล้วหาแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสแสดงผลดังตาราง 4 
 
ตาราง 4 ผลของไอออนต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 
 

ชนิดไอออน 
แอคทิวิทีสัมพัทธ์ที่ความเข้มข้นไอออน (%) 

5 µM 50 µM 500 µM 
Na+ 138 224 253 
K+   102 108 117 

Mg2+ 227 221 218 
Ca2+ 104 136 154 
Mn2+ 112 125 157 
Fe2+ 100 100 85 
Ni2+ 137 153 186 
Cu2+ 100 103 105 
Zn2+ 66 64 60 
Cd2+ 100 100 35 
Hg2+ 81 56 48 
Cr3+ 98 82 44 
Fe3+ 123 145 194 

 
 จากตาราง 4 พบว่า เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบถูกกระตุ้นแอคทิวิทีโดย Mg2+, Na+, Ni2+, 
Fe3+, Mn2+,  Ca2+,  K+ และ Cu2+  โดย Fe2+ และ Cd2+ ยับยั้งแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสที่ความ
เข้มข้น 500 ไมโครโมลาร์ ในขณะที่ความเข้มข้น 5 mM ของ Cr3+ Hg2+ และ Zn2+ ยับยั้งแอคทิวิที
ของเพอร์ออกซิเดส 
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ผลของสารยับยั้งการท างานของเอนไซม์ต่อแอคทิวิทีของเพอร์อกซิเดสสกัดหยาบจาก 
Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบ บ่มในสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris – HCl (pH 
9.0) ที่เติม ยูเรีย(Urea) และ Sodium dodecyl sulphate (SDS) และ Ethylene diamine tetra 
acetic acid (EDTA) ความเข้มข้นในช่วง 0 – 10 mM แล้วหาแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส แสดงผล
ดังภาพประกอบ 10 – 12 

 
ภาพประกอบ 10 ผลของยูเรียต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 

 
ภาพประกอบ 11 ผลของ SDS ต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 

100 % 

80 % 
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ภาพประกอบ 12 ผลของ EDTA ต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. 

  
 จากภาพประกอบ 10 – 12 ศึกษาการยับยั้งการท างานของเพอร์ออกซิเดสโดยใช้ Urea 
SDS และ EDTA ที่มีความเข้มข้น 0 – 10 mM พบว่า Urea ไม่มีผลต่อการท างานของเพอร์ออกซิเดส 
ในขณะที่ SDS และ EDTA มีผลต่อการท างานของเพอร์ออกซิเดส โดยที่ความเข้มข้นของ SDS 
และ EDTA 10 mM ท าให้แอคทิวิทีลดลงเหลือร้อยละ 80  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

80 % 



 35 

การท าให้เพอร์ออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรียบริสุทธ์ิ 
การตกตะกอนเอนไซม์สกัดหยาบด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต  
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจากไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp. มา
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (Fisher Scientific, USA) เป็นช่วง 0 – 20, 20 – 40, 40 – 60, 
60 – 80, และ 80 – 100 แล้วน ามาค านวนหาแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสแสดงดังตาราง 5 
 
ตาราง 5 การตกตะกอนเพอร์ออกซิเดสด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
 
ร้อยละความเข้มข้นอิ่มตัว
ของแอมโมเนียมซัลเฟต 

แอคทิวิทีจ าเพาะ 
(units/mg protein) 

ร้อยละผลผลิต 
(%) 

ความบริสุทธิ์ 
(fold) 

เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบ 235.49 100 1.00 
0 – 20 105.97 6.23 0.45 
20 – 40 310.85 21.36 1.32 
40 – 60 581.66 32.21 2.47 
60 – 80 828.92 28.64 3.52 
80 – 100 61.23 5.49 0.26 
0 – 80 755.92 57.98 3.21 

 
 จากตาราง 5 พบว่า ที่ความเข้มข้นอิ่มตัวของแอมโมเนียมซัลเฟตสูงที่สุดที่ใช้ตกตะกอน
เอนไซม์เพอร์ออกซิเดสเท่ากับร้อยละ 80 โดยให้แอคทิวิทีจ าเพาะสูงที่สุดที่ร้อยละความอิ่มตัว 60 – 80 
ของแอมโมเนียมซัลเฟต เท่ากับ 828.92 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ดังนั้นในการท าให้บริสุทธิ์บางส่วน
จึงเลือกตกตะกอนเอนไซม์ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้นอิ่มตัวร้อยละ 0 – 80 จากนั้นท าการ
ไดอะไลซีส แล้วหาแอคทิวิทีจ าเพาะ พบว่าเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วน ให้แอคทิวิทีจ าเพาะ
เท่ากับ 755.92 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน คิดเป็นผลผลิตร้อยละ 57.98 และความบริสุทธิ์ 3.21 เท่า 
จากนั้นศึกษาสมบัติของเอนไซม์ดังนี้ 
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สมบัติของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
ผลของอุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของ เพอร์ออกซิ เดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก 
Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วน บ่มที่อุณหภูมิ 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 
80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส ในสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris – HCl, pH 9.0 เป็นเวลา 30 นาที 
แล้วหาแอคทิวิที แสดงผลดังภาพประกอบ 13 
 

 
ภาพประกอบ 13 ผลของอุณหภูมิต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
 
 จากภาพประกอบ 13 แสดงให้เห็นว่า เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
ให้แอคทิวิทีในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 0 – 90 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิที่ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออก
ซิเดส สูงที่สุดเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีเพอร์ออกซิเดส 
เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส และพบว่าเม่ืออุณหภูมิสูงขึ้นหรือลดลงจาก 30 องศาเซลเซียส แอคทิวิที
ของเพอร์ออกซิเดสลดลง ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิมากกว่า 90 องศาเซลเซียส ไม่
มีแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส 
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ผลของพีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วน บ่มในสารละลายบัฟเฟอร์เข้มข้น 50 mM ที่มีค่า
พีเอช ในช่วง 4 – 11 ดังนี้ พีเอช 4 – 5 (Acetate buffer) พีเอช 6 – 7 (Phosphate buffer) และ 
พีเอช 8 – 11 (Tris – HCl buffer) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วหาแอคทิวิที
ของเพอร์ออกซิเดส แสดงผลดังภาพประกอบ 14 

 
ภาพประกอบ 14 ผลของพีเอชต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
 
 จากภาพประกอบ 14 อธิบายได้ว่า เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
ให้แอคทิวิทีทุกช่วงพีเอชที่ท าการศึกษา โดยค่าพีเอชที่ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิ เดสสูงที่สุด
เท่ากับ 9.0 ให้แอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 755.92 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ดังนั้นค่าพีเอชที่เหมาะสม
ต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสเท่ากับพีเอช 9.0 และพบว่าที่พีเอชสูงกว่าหรือน้อยกว่าพีเอช 9.0 
เพอร์ออกซิเดสมีแอคทิวิทีลดลง โดยแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลดลงร้อยละ 70 ที่พีเอชเท่ากับ 
10.0 และพีเอชน้อยกว่า 7 ท าให้แอคทิวิทีลดลงร้อยละ 90  
 จากการศึกษาอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก 
Oscillatoria sp. แสดงดังภาพประกอบ 13 – 14 ท าให้การศึกษาขั้นต่อไปใช้สารละลายบัฟเฟอร์ 50 
mM Tris – HCl พีเอช 9 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพื่อหาแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส โดย
ใช้ gallic acid เป็นซับสเทรต 
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การศึกษาค่าจลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
 ศึกษาจลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วน โดยค านวนหาค่า Km และ Vmax  โดย
ใช้ Gallic acid เป็นซับสเทรตที่ความเข้มข้น 0 – 12 mM แล้วหาค่า Km และ Vmax  แสดงดัง
ภาพประกอบ 15 
 

 
ภาพประกอบ 15 จลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. โดยใช้ Gallic 

acid เป็นซับสเทรต 
 
 จากภาพประกอบ 15 พบว่า เอนไซม์มีความจ าเพาะต่อซับสเทรตสูงที่ความเข้มข้นของ 
Gallic acid เท่ากับ 0.5 – 4.0 mM โดยมีค่า Km เท่ากับ 1.11 มิลลิโมลลาร์ และค่า Vmax  เท่ากับ 
1111.11 ไมโครโมลต่อนาทีมิลลิกรัมโปรตีน  
 
 
 
 
 
 
 

1/[
V]

 

1/[S] 
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ความจ าเพาะต่อซับสเทรตของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
 ศึกษาความจ าเพาะต่อสับสเตทของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วน โดยใช้ซับสเทรตเป็น 
Gallic acid, Phenol, Caffeic acid, และ Ascorbic acid และวัดแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส 
แสดงผลดังตาราง 6 
 
ตาราง 6 ความจ าเพาะต่อซับสเทรตของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
 

ซับสเทรต 
ความเข้มข้น 

(mM) 
ค่าดูดกลืนแสง 

(nm) 
แอคทิวิทีจ าเพาะ 
(Units/mg protein) 

Km Vmax 

Gallic acid 2 400 755.92 1.11 1111.11 
Caffeic acid 2 400 391.73 0.737 526.32 
Ascorbic acid 2 500 565.62 0.692 769.23 
Phenol  2 500 532.82 0.643 714.29 
 
 จากตาราง 6 พบว่า เม่ือใช้ Gallic acid และ Caffeic acide เป็นซับสเทรต สารละลาย
ดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร และเม่ือใช้ Phenol และ Ascorbic cid เป็น 
ซับสเทรต สารละลายดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร โดยเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์
บางส่วนมีความจ าเพาะต่อ Gallic acid ให้แอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 755.92 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
รองลงมาได้แก่ Ascorbic acid มีแอคทิวิทีเท่ากับ 565.62 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน Phenol มีแอคทิวิที
เท่ากับ 532.82  ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน และ Caffeic acid มีแอคทิวิทีเท่ากับ 391.74 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดับ  
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ผลของไอออนต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วน บ่มในสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris – HCl 
(pH 9.0) ที่เติม 5 50 และ 500 ไมโครโมลาร์ ของ Cr3+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, Cd2+, Ni2+, Fe2+, Mg2+, 
Hg2+, Ca2+, Mn2+ Na+ และ K+  แล้วหาแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส แสดงผลดังตาราง 7 
 
ตาราง 7 ผลของไอออนต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
 

ชนิดไอออน 
แอคทิวิทีสัมพัทธ์ที่ความเข้มข้นไอออน (%) 

5 µM 50 µM 500 µM 
Na+ 130 220 225 
K+   100 98 95 

Mg2+ 107 210 221 
Ca2+ 107 116 124 
Mn2+ 207 100 95 
Fe2+ 110 110 85 
Ni2+ 103 110 201 
Cu2+ 95 80 45 
Zn2+ 100 70 60 
Cd2+ 100 90 55 
Hg2+ 80 62 15 
Cr3+ 100 85 65 
Fe3+ 186 205 207 

 
 จากตาราง 7 พบว่า เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนถูกกระตุ้นแอคทิวิทีโดย Mn2+, Fe3+, 
Na+, Fe2+ , Mg2+, Ca2+ และ Ni2+  โดยพบว่า ที่ความเข้มข้น 500 ไมโครโมลาร์ ของ Mn2+ และ 
Fe2+  แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลดลง ในขณะที่ความเข้มข้น 500 ไมโครโมลาร์ ของ Cd2+  

แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลดลงร้อยละ 50 และเอนไซม์ถูกยับยั้งด้วย Cr3+, Zn2+, Cu2+ และ Hg2+ 
ที่ความเข้มข้นมากกว่า 50 ไมโครโมลาร ์
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ผลของสารยับยั้งการท างานของเอนไซม์ต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วน
จาก Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วน บ่มในสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris – HCl 
(pH 9.0) ที่เติม ยูเรีย(Urea) และ Sodium dodecyl sulphate (SDS) และ Ethylene diamine tetra 
acetic acid (EDTA) ความเข้มข้นในช่วง 0 – 10 mM แล้วหาแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสแสดงผล
ดังภาพประกอบ 16 – 18  

 
ภาพประกอบ 16 ผลของยูเรียต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 

 
ภาพประกอบ 17 ผลของ SDS ต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 

100 % 

80 % 
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ภาพประกอบ 18 ผลของ EDTA ต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. 
  
 จากภาพประกอบ 16 – 18 ศึกษาการยับยั้งการท างานของเพอร์ออกซิเดสโดยใช้ Urea 
SDS และ EDTA ที่มีความเข้มข้น 0 – 10 mM พบว่า Urea ไม่มีผลต่อการท างานของเพอร์ออกซิเดส 
ในขณะที่ SDS และ EDTA มีผลต่อการท างานของเพอร์ออกซิเดส โดยที่ความเข้มข้นของ SDS 
และ EDTA 10 mM ท าให้แอคทิวิทีลดลงเหลือร้อยละ 80  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

80 % 



 43 

การท าให้เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. บริสุทธิ์ด้วยการท าโครมาโตรกราฟีแบบ
แลกเปลี่ยนประจ ุ
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนที่ได้จากการตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต
ความเข้มข้นอิ่มตัวร้อยละ 0 – 80 และท าไดอะไลซีสในสารละลายบัฟเฟอร์ 50mM Tris – HCl, pH 
9.0 มาท าโครมาโตรกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุโดยใช้คอลัมน์ DEAE – Cellulose ปรับสมดุล
คอลัมน์ ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ 0.05 M Tris – HCl, pH 7.5 และชะสารตัวอย่างอย่างต่อเนื่องด้วย 
0.0 – 0.5 M NaCl ใน 0.05 M Tris – HCl buffer, pH 7.5 ด้วยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง 
เก็บตัวอย่างละ 5 มิลลิลิตร แสดงผลดังภาพประกอบ 19 

 
ภาพประกอบ 19 การท าให้เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. ให้บริสุทธิ์ โดยท าโครมาโตรกราฟี

แบบแลกเปลี่ยนประจุด้วยคอลัมน์ DEAE – Cellulose ชะด้วยสารละลาย 50 mM Tris – HCl 
pH 7.5 อัตราการไหล 30 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง เก็บตัวอย่างละ 5 มิลลิลิตร 

  
 จากภาพประกอบ 19 พบว่า มีโปรตีนออกมา 4 ช่วง ได้แก่ 44 – 48, 87 – 89, 109 – 112 
และ 125 – 128  จากนั้นหาแอคทิวิทีของเพอร์ออกวิเดส พบว่า ช่วงที่ 4 สารละลายในหลอดที่ 125 
– 128 ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสูง และหลอดที่ 127 ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสูงสุด
เท่ากับ 14.76 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และมีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 0.009 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร คิด
เป็นแอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 1736.47 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นรวมหลอดที่ 125 – 128 แล้ว
ท าไดอะไลซีสด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris – HCl พีเอช 9.0 เพื่อน าท าให้บริสุทธิ์เพิ่มขึ้น
ต่อไป ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส 49.55 ยูนิตต่อมิลลิลิตร คิดเป็นแอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 
2914.71 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน  
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การท าให้เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. บริสุทธิ์ด้วยการท าโครมาโตรกราฟีแบบแยก
ขนาด 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสที่ท าให้บริสุทธิ์จากโครมาโตรกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุมาท า
ให้บริสุทธิ์ ด้วยโครมาโตรกราฟีแบบแยกขนาดโดยใช้คอลัมน์ Sephadex G – 100 ปรับสมดุล
คอลัมน์ และชะสารตัวอย่างอย่างต่อเนื่องด้วย 0.05 M Tris – HCl buffer, pH 7.5 ด้วยอัตราการ
ไหล 30 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง เก็บตัวอย่างละ 5 มิลลิลิตร แสดงผลดังภาพประกอบ 20 
 

 
ภาพประกอบ 20 การท าให้เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. ให้บริสุทธิ์ โดยท าโครมาโตรกราฟี

แบบแยกขนาดด้วยคอลัมน์ Sephadex G – 100 ชะด้วยสารละลาย 50 mM Tris – HCl, pH 7.5 
อัตราการไหล 30 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง เก็บตัวอย่างละ 5 มิลลิลิตร 

 
 จากภาพประกอบ 20 พบว่า มีโปรตีนออกมา 2 ช่วง ได้แก่ 40 – 48 และ 81 – 83  
จากนั้นหาแอคทิวิทีของเพอร์ออกวิเดส พบว่า ช่วงที่ 2 สารละลายในหลอดที่ 81 – 83 ให้แอคทิวิที
ของเพอร์ออกซิเดสสูง และหลอดที่ 82 ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสูงสุดเท่ากับ 17.64 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร และมีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 0.004 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร คิดเป็นแอคทิวิทีจ าเพาะ
เท่ากับ 4410.00 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นรวมหลอดที่ 81 – 83 ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส 
36.19 ยูนิตต่อมิลลิลิตร คิดเป็นแอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 5170.00 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้น
น าไปศึกษาสมบัติของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ต่อไป  
 
 
 

Void volume 
 

Bed volume 
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ภาพประกอบ 21 โปรตีนมาตรฐาน ที่แยกด้วยโครมาโตรกราฟีแบบแยกขนาดด้วยคอลัมน์ Sephadex 

G – 100 ชะด้วยสารละลาย 50 mM Tris – HCl, pH 7.5 อัตราการไหล 30 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง 
เก็บตัวอย่างละ 5 มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Void volume 
 

Bed volume 
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ความบริสุทธิ์ของเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. 
 เพอร์ออกซิเดสจากสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. ท าให้บริสุทธิ์เพิ่มขึ้นโดยตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ช่วงความเข้มข้นอิ่มตัวร้อยละ 0 – 80 ท าโครมาโตรกราฟีแบบแลกเปลี่ยน
ประจุด้วยคอลัมน์ DEAE – Cellulose และท าโครมาโตรกราฟีแบบแยกขนาดด้วยคอลัมน์ 
Sephadex G – 100 ค านวนหาความบริสุทธิ์แสดงดังตาราง 8 
 
ตาราง 8 การท าให้บริสุทธิ์ของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. 
 

ขั้นตอน 
แอคทิวิทีจ าเพาะ 
(units/mg protein) 

ร้อยละผลผลิต 
(%) 

ความบริสุทธิ์ 
(fold) 

เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบ 235.49 100 1.00 
0 – 80% (NH4)2SO4 755.92 57.98 3.21 
DEAE – Cellulose  2914.71 26.30 12.38 
Sephadex G – 100 5170.00 14.41 21.95 

 
 จากตาราง 8 พบว่า เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. ให้แอคทิวิทีจ าเพาะ 
เท่ากับ 235.49 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ในขั้นตอนการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ใช้การตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวร้อยละ 0 – 80 พบว่าให้ผลผลิตร้อยละ 57.98 และความบริสุทธิ์ 3.21 เท่า  
น าเอนไซม์ที่ได้ไปท าไดอะไลซีส แล้วท าโครมาโตรกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุโดยใช้คอลัมน์ DEAE 
– Cellulose พบว่า ให้ผลผลิตร้อยละ 26.30 และความบริสุทธิ์ 12.38 เท่า จากนั้นท าโครมาโตร- 
กราฟีแบบแยกขนาดด้วยคอลัมน์ Sephadex G – 100 พบว่า เอนไซม์บริสุทธิ์ขึ้น 21.95 เท่า และ 
ให้ผลผลิตร้อยละ 14.41 ตามล าดับ 
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การตรวจสอบความบริสุทธิ์และหาขนาดโมเลกุลของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดส 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสที่ท าให้บริสุทธิ์ในขั้นต่างๆ ตรวจสอบความบริสุทธิ์ โดยท า 
โพลีอะคริละไมด์เจลแบบไม่เสียสภาพ (Native – PAGE) และหาขนาดโมเลกุลของเพอร์ออกซิเดส 
แบบเสียสภาพด้วย SDS – PAGE แสดงผลดังภาพประกอบ 22 – 24  
 

 
 
 

ภาพประกอบ 22 Native – PAGE ของเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. ในขั้นตอนการท าให้
บริสุทธิ์ ดังนี้  1. เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบ (20 µg) 

     2. ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 0 – 80 % (5 µg) 
     3. DEAE – Cellulose (2 µg) 
     4. Sephadex G – 100 (1 µg) 
     5. การย้อมแอคทิวิทีเพอร์ออกซิเดสโดยใช้ Phenol เป็นซับสเทรต  
 

 
 
 
 
 

1 2 3 4 5 
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ภาพประกอบ 23 SDS – PGAE ของเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. ในขั้นตอนการท าให้

บริสุทธิ์ ดังนี้  1.Spectra Muticolor Broad Range Protein ladder 10 – 260 KDa 
     2.เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบ (20 µg) 
     3.ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (5 µg) 
     3.DEAE – Cellulose (2 µg) 
     4.Sephadex G – 100 (1 µg) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 24 ขนาดโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (40 – 260 KDa) 

260 

140 

100 

70 

50 

40 

KDa 

1 2 3 4 5 

Peroxidase from 
Oscillatoria sp. 
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 ภาพประกอบ 22 แสดงลักษณะแถบโปรตีนของเพอร์ออกซิเดสที่ท าให้บริสุทธิ์ในขั้นต่างๆ 
ดังนี้  แถวที่ 1 พบลักษณะแถบโปรตีนของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบ มีหลายแถบเพอร์ออกซิเดส 
บริสุทธิ์บางส่วนโดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต  โปรตีนที่ได้มีลักษณะชัดเจนขึ้น โดย
พบแถบโปรตีนจ านวน 4 แถบ เพอร์ออกซิเดสที่ท าให้บริสุทธิ์โดยท าโครมาโตรกราฟีแบบ
แลกเปลี่ยนประจุด้วยคอลัมน์ DEAE – Cellulose พบโปรตีนมีจ านวนแถบลดลงเหลือ 2 แถบ  
เพอร์ออกซิเดสที่ท าให้บริสุทธิ์ด้วยโครมาโตรกราฟีแบบแยกขนาดด้วยคอลัมน์ Sephadex G – 100 
พบแถบโปรตีนเพียง 1 แถบ ท าการย้อมแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสโดยใช้ Phenol เป็นซับสเทรต
กับตัวอย่างที่บริสุทธิ์ พบบริเวณแถบโปรตีนที่ผ่านการท าให้บริสุทธ์เกิดแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส
เห็นเป็นแถบสีแดง 
 ภาพประกอบ 23 แสดงความบริสุทธิ์ของเพอร์ออกซิเดส พบว่า เพอร์ออกซิเดสที่แยกได้
ในแต่ละขั้นตอนมีความบริสุทธิ์สูงขึ้น แถวที่ 1 ขนาดโมเลกุลของโปรตีนมาตราฐาน พบว่า สามารถ
แยกขนาดโปรตีนได้ในช่วง 40 – 260 KDa ได้แก่ 40 50 70 100 140 และ 260 KDa เพอร์ออกซิ-
เดสสกัดหยาบมีลักษณะแถบโปรตีนหลายแถบต่อกัน เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนโดยการ
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต พบแถบโปรตีนจ านวน 4 แถบ เพอร์ออกซิเดสที่ท าให้บริสุทธิ์
โดยท าโครมาโตรกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุด้วยคอลัมน์ DEAE – Cellulose พบโปรตีนเพียง 1 
แถบ เพอร์ออกซิเดสที่ท าให้บริสุทธิ์โดยท าโครมาโตรกราฟีแบบแยกขนาดด้วยคอลัมน์ Sephadex G – 
100  พบโปรตีนเพียง 1 แถบ จากนั้นค านวนหาขนาดโมเลกุลของเพอร์ออกซิเดส 
บริสุทธิ์ 1 โดยเทียบกับกราฟขนาดโมเลกุลของโปรตีนมาตราฐาน (ภาพประกอบ 24) เพอร์ออกซิเดส 
บริสุทธิ์ มีขนาดโมเลกุลเท่ากับ 54 KDa  
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สมบัติของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. 
ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ บ่มที่อุณหภูมิ 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 
100 องศาเซลเซียส ในสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris – HCl, pH 9.0 เป็นเวลา 30 นาที แล้วหา
แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส แสดงผลดังภาพประกอบ 25 
 

 
ภาพประกอบ 25 ผลของอุณหภูมิต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. 

 
 จากภาพประกอบ 25 แสดงให้เห็นเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. ให้แอคทิวิที
ในช่วงอุณหภูมิระว่าง 0 – 80 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิที่ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส สูงที่สุด
เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส  ดังนั้นอุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อแอคทิวิที เพอร์ออก - 
ซิเดสเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส และพบว่าเม่ืออุณหภูมิสูงขึ้นหรือลดลงจาก 30 องศาเซลเซียส 
แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลดลง ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิมากกว่า 80 องศา
เซลเซียสไม่มีแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส 
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ผลของพีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ บ่มในสารละลายบัฟเฟอร์เข้มข้น 50 mM ที่มีค่าพีเอช 
ในช่วง 4 – 11 ดังนี้ พีเอช 4 – 5 (Acetate buffer) พีเอช 6 – 7 (Phosphate buffer) และพีเอช 8 
– 11 (Tris – HCl buffer) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วหาแอคทิวิทีของ
เพอร์ออกซิเดสแสดงผลดังภาพประกอบ 26 

 
ภาพประกอบ 26 ผลของพีเอชต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. 

 
 จากภาพประกอบ 26 อธิบายได้ว่าเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. ให้แอคทิวิที
ทุกช่วงพีเอชที่ท าการศึกษา โดยค่าพีเอชที่ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสูงที่สุดเท่ากับ 9.0 ให้
แอคทิวิทีจ าเพาะเท่ากับ 755.92 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ดังนั้นค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของ
เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบเท่ากับพีเอช 9.0 และพบว่าที่พีเอชสูงกว่าหรือน้อยกว่าพีเอช 9 แอคทิวิที
ของเพอร์ออกซิเดสลดลง โดยแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลดลงมากกว่าร้อยละ 70 ในช่วงพีเอช 
10.0 และพีเอชน้อยกว่า 7 ท าให้แอคทิวิทีลดลงร้อยละ 90  
 จากการศึกษาอุณหภูมิและพีเอชที่ เหมาะสมของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก 
Oscillatoria sp. แสดงดังภาพประกอบ 25 และ 26 ท าให้การศึกษาขั้นต่อไปใช้ สารละลายบัฟเฟอร์ 
Tris – HCl พีเอช 9.0 และอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส เพื่อหาแอคทิวิทีของเพอร์อกซิเดสโดยใช้ 
gallic acid เป็นซับสเทรต 
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การศึกษาค่าจลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. 
 ศึกษาจลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ โดยค านวนหาค่า Km และ Vmax  โดยใช้ 
Gallic acid เป็นซับสเทรต ที่ความเข้มข้น 0 – 12 mM แล้วหาค่า Km และ Vmax  แสดงดัง
ภาพประกอบ 27 
 

 
ภาพประกอบ 27 จลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. โดยใช้ Gallic acid 

เป็นซับสเทรต 
 
 จากภาพประกอบ 27 พบว่า เอนไซม์มีความจ าเพาะต่อซับสเทรตสูงที่ความเข้มข้นของ 
Gallic acid เท่ากับ 0.5 – 4 mM โดยมีค่า Km เท่ากับ 1.0 มิลลิโมลลาร์ และค่า Vmax  เท่ากับ 
10000.00 ไมโครโมลต่อนาทีมิลลิกรัมโปรตีน  
 
 
 
 
 
 
 
 

1/[
V]

 

1/[S] 



 53 

ความจ าเพาะต่อซับสเทรตของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. 
 ศึกษาความจ าเพาะต่อซับสเทรตของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ โดยใช้ซับสเทรตเป็น Gallic 
acid, Phenol, Caffeic acid, และ Ascorbic acid เป็นซับสเทรต จากนั้นวัดแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิ
เดส แสดงผลดังตาราง 9 
 
ตาราง 9 ความจ าเพาะต่อซับสเทรตของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ 
 

ซับสเทรต 
ความเข้มข้น 

(mM) 
ค่าดูดกลืนแสง 

(nm) 
แอคทิวิทีจ าเพาะ 
(Units/mg protein) 

Km Vmax 

Gallic acid 2 400 5170.00 1.00 10000.00 
Caffeic acid 2 400 2679.24 1.87 3389.98 
Ascorbic acid 2 500 3868.52 1.30 5478.42 
Phenol  2 500 3644.13 0.64 6490.75 
 
 จากตาราง 9 พบว่า เม่ือใช้ Gallic acid และ Caffeic acide เป็นซับสเทรต สารละลาย
ดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร และเม่ือใช้ Phenol และ Ascorbic cid เป็นซับส
เทรต สารละลายดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร โดยเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์
บางส่วนมีความจ าเพาะต่อ Gallic acid เป็นซับสเทรตสูงที่สุดมีแอคทิวิทีเท่ากับ 5170.00 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาได้แก่ Ascorbic acid มีแอคทิวิทีเท่ากับ 3868.52 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
Phenol มีแอคทิวิทีเท่ากับ 3644.13 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน และ Caffeic acid มีแอคทิวิทีเท่ากับ 
2679.24 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดับ เมื่อพิจารณาค่า Km พบว่า เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบมี
ความจ าเพาะต่อ Phenol สูงสุด เท่ากับ 0.64 มิลลิโมลาร์ รองลงมา ได้แก่ Gallic acid, Ascorbic 
acid และ Caffeic acid ตามล าดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



54 
 

ผลของไอออนต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วน บ่มในสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris – HCl 
(pH 9.0) ที่เติม 5 50 และ 500 ไมโครโมลาร์ ของ Cr3+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, Cd2+, Ni2+, Fe2+, Mg2+, 
Hg2+, Ca2+, Mn2+ Na+ และ K+  แสดงผลดังตาราง 10 
 
ตาราง 10 ผลของไอออนต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. 
 

ชนิดไอออน 
แอคทิวิทีสัมพัทธ์ที่ความเข้มข้นไอออน (%) 

5 µM 50 µM 500 µM 
Na+ 120 150 180 
K+   98 94 87 

Mg2+ 107 210 221 
Ca2+ 107 116 124 
Mn2+ 207 100 95 
Fe2+ 110 110 85 
Ni2+ 103 110 201 
Cu2+ 95 80 45 
Zn2+ 100 70 60 
Cd2+ 100 90 55 
Hg2+ 80 62 15 
Cr3+ 100 85 65 
Fe3+ 156 185 207 

  
 จากตาราง 10 พบว่า เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ถูกกระตุ้นแอคทิวิทีโดย Fe3+, Na+, Fe2+ , 
Mg2+, Ca2+ Mn2+ และ Ni2+  โดยพบว่า ที่ความเข้มข้น 500 ไมโครโมลาร์ ของ Mn2+ และ Fe2+  
แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลดลง ในขณะที่ความเข้มข้น 500 ไมโครโมลาร์ ของ Cd2+  

แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลดลงร้อยละ 50 และเอนไซม์ถูกยับยั้งด้วย Cr3+, Zn2+, Cu2+ และ Hg2+ 
ที่ความเข้มข้นมากกว่า 50 ไมโครโมลาร ์
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ผลของสารยับยั้งการท างานของเอนไซม์ต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก 
Oscillatoria sp. 
 น าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ บ่มในสารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris – HCl (pH 9.0) 
ที่เติม ยูเรีย(Urea) และ Sodium dodecyl sulphate (SDS) และ Ethylene diamine tetra acetic 
acid (EDTA) ความเข้มข้นในช่วง 0 – 10 mM แล้วหาแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส แสดงผลดัง
ภาพประกอบ 28 – 30  

 
ภาพประกอบ 28 ผลของยูเรียต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. 
 

 
ภาพประกอบ 29 ผลของ SDS ต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. 

100 % 

80 % 
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ภาพประกอบ 30 ผลของ EDTA ต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. 
  
 จากภาพประกอบ 28 – 30 ศึกษาการยับยั้งการท างานของเพอร์ออกซิเดสโดยใช้ Urea 
SDS และ EDTA ที่มีความเข้มข้น 0 – 10 mM พบว่า Urea ไม่มีผลต่อการท างานของเพอร์ออกซิเดส 
ในขณะที่ SDS และ EDTA มีผลต่อการท างานของเพอร์ออกซิเดส โดยที่ความเข้มข้นของ SDS 
และ EDTA 10 mM ท าให้แอคทิวิทีลดลงเหลือร้อยละ 80  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการวิจยั 

  
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือกไซยาโนแบคทีเรียที่ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสที่ดี
ที่สุด จากนั้นท าให้บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต น าไปท าโครมาโตรกราฟีแบบ
แลกเปลี่ยนประจุด้วยคอลัมน์ DEAE – Cellulose และท าโครมาโตรกราฟีแบบแยกขนาดด้วย
คอลัมน์ Sephadex G – 100 และศึกษาสมบัติของเพอร์ออกซิเดส ซึ่งสามารถสรุปและอภิปราย
ผลได้ดังนี้ 
 
สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 
การศึกษาแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย  
 แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบของไซยาโนแบคทีเรีย 5 ชนิด ได้แก่ Oscillatoria 
sp., Nostoc sp., Tolypothrix sp., Synechocystis sp. PCC 6803 และ Synechococcus sp. PCC 
7942 พบว่าไซยาโนแบคทีเรียทั้ง 5 ชนิด ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส โดย Oscillatoria sp. ให้
แอคทิวิทีจ าเพาะสูงที่สุด เท่ากับ 235.49 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาได้แก่ Nostoc sp., 
Tolypothrix sp., Synechocystis sp. PCC 6803 และSynechococcus sp. PCC 7942 ตามล าดับ 
มีรายงานว่าเพอร์ออกซิเดสพบได้ทั้งในพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ เช่น  สุนัข (วสันต์ ตั้งโภคานนท์; และ
คณะ. 2548) Steptomyces viridosporus T7A  (Score; et al. 1997) ยุง (Aedes aegypti) (Zhoa; 
et al. 2001) และกระหล่ าปลี (Brassica oleraces) (Yazdi; et al. 2002) ซึ่งสอดคล้องกับ ชะอรทิพย์ 
แย้มด้วง และคณะ (2553) ได้ท าการคัดแยกแหล่งผลิตเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสจากผักจ านวน 10 
ชนิด ได้แก่ มะเขือเทศ ผักกาดขาว แตงกว่า บร็อกคอลี่ มะเขือเปราะ แครอท ผักบุ้ง ฟักทอง 
ถั่วฝักยาว และกะหล่ าปลี พบว่าผักทุกชนิดที่น ามาทดลองให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส โดย
กะหล่ าปลีให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสูงสุด ซึ่งสอดคล้องกับ สมบัติ คงวิทยา และคณะ (2554) 
ได้ตรวจหาแหล่งที่ให้เอนไซม์เพอร์ออกซิเดสในผลเงาะโดยศึกษา ในส่วนเปลือก เนื้อ และเมล็ด 
พบว่าสารสกัดหยาบจากเงาะทุกตัวส่วนที่ศึกษาให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส โดยพบว่าในส่วน
ของเมล็ดให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสูงที่สุด   
 ความเครียดออกซิเดชันจะส่งผลต่อกระบวนการแลกเปลี่ยนอิเล็กตรอน จ าท าให้เกิดการ
สร้างและเก็บสารอนุมูลอิสระไว้ในเซล์เป็นจ านวนมาก ซึ่งสามารถเปลี่ยนไปเป็น Reaction Oxygen 
Species (ROS) ซึ่งเป็นอันตรายต่อเซลล์ เซลล์จึงมีการสร้างกลไกเพื่อก าจัดอนุมุลอิสระดังกล่าว ดัง
รายงานงานของ Veda และ คณะ (2011) พบว่าสิ่งมีชีวิตจะสร้างเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระได้แก่ 
ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส แคทาเลส และเพอร์ออกซิเดส เพื่อใช้ในการก าจัดอนุมูล ROS ที่เกิดขึ้น
ในเซลล์ เม่ือท าปฏิกิริยากับเหล็กจะได้อนุมูลไฮดรอกซิล ซึ่งสามารถท าลายดีเอ็นเอ ลิปิดเมมเบรน 
และโปรตีนได้ (Becana; & Lotassa. 2007) ซึ่งสอดคล้องกับ Latifi และคณะ (2008) รายงานว่าใน
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ภาวะความเครียดอกซิเดชัน ไซยาโนแบคทีเรียจะตอบสนองด้วยกลไกในการก าจัดอนุมูลอิสระ โดย
ใช้เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส ก าจัดอนุมูลของออกซิเจน (O2

-) ให้อยู่ในรูปของ
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  และออกซิ เจน จากนั้นแคทาเลส และเพอร์ออกซิ เดส ก า จัด
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ให้อยู่ในรูปของน้ า ดังรายงานของ Saha และคณะ 
(2003) พบว่า Oscillatoria willei สร้างลิกนินเพอร์ออกซิเดสเพิ่มขึ้นในภาวะที่ขาดแคลนไนโตรเจน 
สอดคล้องกับ Yoshihiro และคณะ (2009) รายงานว่าเพอร์ออกซิเดสที่พบใน Ananaena sp. PCC 
7120 มีลักษณะเป็น heme peroxidase มีสมบัติในการก าจัดสีย้อมได้ดี เช่นเดียวกับ Panchali และ 
Ruma (2011) พบว่าในภาวะที่เป็นพิษจากสารหนูไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria pronceps, 
Oscillatoria Limosa, Anabaena sp. และ Phormidium laminosum จะสร้างเอนไซม์ซุปเปอร์ออก-
ไซด์ดิสมิวเทส แคทาเลส และแอสคอร์บิกเพอร์ออกซิเดส เพื่อลดความเป็นพิษจากสารหนู  
 
การท าให้เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. บริสุทธิ์ 
 สารสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. ให้แอคทิวิทีจ าเพาะสูงสุดเท่ากับ 235.49 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นน าสารสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต
ความเข้มข้นอิ่มตัวร้อยละ 0 – 20, 20 – 40, 40 – 60, 60 – 80 และ 80 – 100 ตามล าดับ พบว่าที่
ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวร้อยละ 60 – 80 ให้แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสสูงสุด 
828.92 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ในขั้นตอนการท าให้บริสุทธิ์ใช้การตกตะกอนเอนไซม์ด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวร้อยละ 0 – 80 จากนั้นท าไดอะไลซีส พบว่าให้ผลผลิตร้อยละ 57.98 และ
ความบริสุทธิ์ 3.21 เท่า น าไปผ่านคอลัมน์ DEAE – Cellulose เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ขึ้น 12.38 
เท่า และได้ผลผลิตร้อยละ 26.30 จากนั้นน าไปผ่านคอลัมน์ Sephadex G – 100 พบว่า เอนไซม์
บริสุทธิ์ขึ้น 21.95 เท่า และได้ผลผลิตร้อยละ 14.41 ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Yoshihiro และ
คณะ (2009) เพอร์ออกซิเดสจาก Anabaena sp. มีความบริสุทธิ์โดยใช้คอลัมน์ Toyopearl DEAE – 
650M, คอลัมน์ Toyopeearl Butyl – 650M และ Hypatite C เพิ่มขึ้น 50.5 เท่า และให้ผลผลิตร้อย
ละ 48 เช่นเดียวกับ Vede และคณะ (2010) พบว่า เพอร์ออกซิเดสจากผักกระถิน (Leucaena 
leucocephala) ที่ท าให้บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวร้อยละ 50 น าไป
ผ่านคอลัมน์ DEAE – Cellulose, คอลัมน์ Sephadex G – 200 และคอลัมน์ Con – A ความความบ
ริสุทธ์ขึ้น 89.3 เท่า และให้ผลผลิตร้อยละ 26.09 ซึ่งสอดคล้องกับ Sisecioglu และคณะ (2010) 
พบว่า เพอร์ออกซิเดสจาก (Raphanus sativus L.) ท าให้บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตในช่วงความเข้มข้นอิ่มตัวร้อยละ 20 – 80  จากนั้นท าไดอะไลซีส และน าไปผ่าน
คอลัมน์ CM – Sephadex ความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 9.7 เท่า และให้ผลผลิตร้อยละ 2  
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การตรวจสอบสอบความบริสุทธิ์และหาขนาดโมเลกุลของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดส 
 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. ที่ผ่านการตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟต แล้วผ่านคอลัมน์ DEAE – Cellulose และคอลัมน์ Sephadex G – 100 โดยการ
ท าพอลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟไลซีสแบบไม่เสียสภาพ (native PAGE) และท าการย้อมแอคทิวิที
โดยใช้ Phenol เป็นซับสเทรต พบว่าเพอร์ออกซิเดสในข้ันต่างๆ มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น โดยเพอร์-
ออกซิเดสสกัดหยาบเกิดแถบโปรตีนจ านวนมาก เม่ือท าให้บริสุทธิ์ โดยการตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตพบแถบโปรตีนจ านวน 4 แถบ เพอร์ออกซิเดสที่ผ่านคอลัมน์ DEAE – Cellulose 
พบแถบโปรตีน 2 แถบ และเพอร์ออกซิเดสที่ผ่านคอลัมน์ Sephadex G – 100 พบแถบโปรตีน 1 
แถบ ท าการย้อมแอคทิวิที พบว่าเกิดแอคทิวิทีบริเวณที่พบโปรตีน หาขนาดโมเลกุลของเพอร์ออกซิ-
เดสโดยท าพอลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟไลซีสแบบเสียสภาพ (SDS – PAGE) พบแถบโปรตีน
จ านวน 1 แถบ ขนาดโมเลกุลเท่ากับ 54 KDa สอดคล้องกับ ฐากรณ์ สอนวัฒนา (2544) พบว่า
ขนาดโมเลกุลของเพอร์ออกซิเดสจากมันส าปะหลังมีขนาด 54 KDa เช่นเดียวกับ Yoshihiro และ
คณะ (2009) พบว่าขนาดโมเลกุลของเพอร์ออกซิเดสจาก Anabaena sp. PCC 7120 มีขนาด 53 
KDa ซึ่งสอดคล้องกับ Mohamed (2011) รายงานว่าขนาดโมเลกุลของเพอร์ออกซิเดสจากรากฮอร์ท
เรดิช มีขนาด 56 KDa เช่นเดียวกับ Al – Senaidy และ Ismael (2011) พบว่าขนาดโมเลกุลของ
เพอร์ออกซิเดสจากใบอินทผลัม มีขนาด 55 KDa 
 
สมบัติของเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. 
 ผลของอุณภูมิต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. 
  เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. ให้แอคทิวิทีในช่วงอุณหภูมิ 10 – 80 องศา
เซลเซียส โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีเพอร์ออกซิเดสเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส และพบว่า
เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นหรือลดลงจาก 30 องศาเซลเซียส แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลดลง ที่อุณหภูมิ 0 
องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิมากกว่า 90 องศาเซลเซียส ไม่มีแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส ทั้งนี้
อาจเกิดจากเอนไซม์เสียสภาพเนื่องจากอุณหภูมิ ซึ่งสอดคล้องกับเพอร์ออกซิเดสจาก Anabaena 
sp. PCC 7120 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสเท่ากับ 35 องศาเซลเซียส 
และพบว่าที่อุณหภูมิสูงกว่า 50 องศาเซลเซียส แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลดลงครึ่งหนึ่ง 
(Yoshihiro; et al.  2009) เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Saraiva และคณะ (2007) พบว่าอุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสจากผลมะกอก (Olea europaea L.) เท่ากับ 34.7 องศา
เซลเซียส ในขณะท่ีเพอร์ออกซิเดสจากมะเขือม่วง (Solanum melongena) มีอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อ
แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสเท่ากับ 84 องศาเซลเซียส (Verwal; et al. 2006) และรายงานของ 
Al-Senaidy และ Ismael (2011) พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสจากใบ
อินทผลัมเท่ากับ 55 องศาเซลเซียส 
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 ผลของพีเอชต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. 
  เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. ให้แอคทิวิทีทุกช่วงพีเอชที่ท าการศึกษา ค่าพีเอช
ที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. เท่ากับพีเอช 9.0 และพบว่าที่พีเอช
สูงกว่าหรือน้อยกว่าพีเอช 9.0 เพอร์ออกซิเดสมีแอคทิวิทีลดลง โดยแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสลด
ลงร้อยละ 30 ที่พีเอช เท่ากับ 11.0 และพีเอชน้อยกว่า 7.0 ท าให้แอคทิวิทีลดลงร้อยละ 90 ซึ่ง
สอดคล้องกับ Ogawa และคณะ (2004) พบว่าเพอร์ออกซิเดสจาก Bacillus sp. No.13 มีสมบัติเป็น 
alkaline peroxidase พีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสเท่ากับ 10.0 ซึ่งสอดคล้องกับ 
Susuki และคณะ (2006) พบว่าเพอร์ออกซิเดสจากเมล็ด buckwheat มีพีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิ-
ทีของเพอร์ออกซิเดสเท่ากับ 8.0 ในขณะที่ Rudrappa และคณะ (2007) รายงานว่าเพอร์ออกซิเดส
จากเรดบีท มีพีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสเท่ากับ 5.0 เช่นเดียวกับ เพอร์ออกซิ-
เดสจากผักขม (Spinacia oleeracea L.) มีพีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสเท่ากับ 
5.2 (Koksal.  2011) Chen และคณะ (2010) รายงานว่าเพอร์ออกซิเดสจากเห็ด Pleurotus eryngii  
มีพีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสเท่ากับ 3.0  
 
 ค่าจลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. 
  เพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบมีความจ าเพาะต่อซับสเทรตสูงที่ความเข้มข้นของ Gallic 
acid เท่ากับ 0.25 – 4.0 mM โดยมีค่า Km เท่ากับ 0.96 มิลลิโมลลาร์ และค่า Vmax  เท่ากับ 370.37 
ไมโครโมลต่อนาทีมิลลิกรัมโปรตีน  
  เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนมีความจ าเพาะต่อซับสเทรตสูงที่ความเข้มข้นของ 
Gallic acid เท่ากับ 0.5 – 4.0 mM โดยมีค่า Km เท่ากับ 1.11 มิลลิโมลลาร์ และค่า Vmax  เท่ากับ 
1111.11 ไมโครโมลต่อนาทีมิลลิกรัมโปรตีน 
  เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์มีความจ าเพาะต่อซับสเทรตสูงที่ความเข้มข้นของ gallic acid 
เท่ากับ 0.5 – 4 mM โดยมีค่า Km เท่ากับ 1.0 มิลลิโมลลาร์ และค่า Vmax  เท่ากับ 10000.00 ไมโคร
โมลต่อนาทีมิลลิกรัมโปรตีน 
  จากข้อมูลสรุปได้ว่า เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. มีความจ าเพาะต่อแอคทิวิที
ที่ใช ้Gallic acid เป็นซับสเทรต  
 
 ความจ าเพาะต่อซับสเทรตของเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. 
  เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. มีความจ าเพาะต่อซับสเทรต gallic acid สูงที่สุด 
รองลงมาได้แก่ phenol ascorbic acid และ caffeic acid ตามล าดับ เม่ือใช้ gallic acid และ caffeine 
เป็นซับสเทรต สารละลายดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร และเม่ือใช้ phenol และ 
ascorbic cid เป็นซับสเทรต สารละลายดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร ซึ่ง
สอดคล้องกับ Kongwithtaya และคณะ (2010) รายงานว่า เพอร์ออกซิเดสจากผักต าลึง (Ivy gourd) มี
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ความจ าเพาะต่อสารประกอบฟีนอลิกเรียงล าดับดังนี้ gallic acid, chthechin, ascorbic acid และ 
caffeic acid ตามล าดับ จากการทดลองพบว่าเพอร์ออกซิเดสมีความจ าเพาะต่อซับสเทรตที่มี
ลักษณะเหมือนกับ gallic acid และ phenol และไม่จ าเพาะต่อซับสเทรตที่มีโครงสร้างคล้ายกับ 
caffain มีรายงานความจ าเพาะต่อซับสเทรตของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสต่างกันไปตามแหล่งที่พบ 
เช่น  Mohamed และคณะ (2011) พบว่าเพอร์ออกซิเดสจากรากฮอร์ทเรดิส มีความจ าเพาะต่อ
ซับสเทรต Guaiacol, O – Phenylenediamine และเม่ือใช้ O – Dianiaidine, Pyrogallol และ p – 
Aminoantipyrine เป็นซับสเทรตพบว่า เพอร์ออกซิเดสให้แอคทิวิทีลดลงเป็นครึ่งหนึ่ง  
  
 ผลของไอออนต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. 
  เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. ถูกกระตุ้นแอคทิวิทีโดย Mg2+, Na+, Ni2+, Fe3+, 
Mn2+,  Ca2+,  K+ และ Cu2+  โดย Fe2+ และ Cd2+ ยับยั้งแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสที่ความเข้มข้น 
0.5 mM ในขณะท่ีความเข้มข้น 5 mM ของ Cr3+ Hg2+ และ Zn2+ ยับย้ังแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส 
มีรายงานว่าเพอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซม์ที่จับกับโลหะ (metalloproteins) จึงท าให้เสถียรในภาวะที่มี
ไอออนของโลหะบางชนิด เช่น  Ca2+ (Almagro; et al.  2009) มีรายงานว่าแอคทิวิทีของเพอร์ออก-
ซิเดสถูกกระตุ้นด้วย Ca2+, Mn2+ (Al – Senaidy; & Ismael.  2011) และ Na+ (Veda; & Dwivedi.  
2011) ซึ่งสอดคล้องกับ Kongwithtaya และคณะ (2010) รายงานว่า เพอร์ออกซิเดสจากผักต าลึง (Ivy 
gourd) ถูกเร่งปฏิกิริยาด้วย Cu2+ และ Ca2+ และถูกยับยั้งแอคทิวิทีด้วย Cr3+ Hg2+ 
 
 ผลของสารยับยั้งการท างานของเอนไซม์ต่อแอคทิวิทีของเพอร์อกซิเดสจาก 
Oscillatoria sp. 
  ศึกษาการยับยั้งการท างานของเพอร์ออกซิเดสโดยใช้ Urea SDS และ EDTA ที่มีความ
เข้มข้น 0 – 10 mM พบว่า Urea ไม่มีผลต่อการท างานของเพอร์ออกซิเดส ในขณะที่ SDS และ 
EDTA มีผลต่อการท างานของเพอร์ออกซิเดส โดยที่ความเข้มข้นของ SDS และ EDTA 10 mM ท า
ให้แอคทิวิทีลดลงเหลือร้อยละ 80 ซึ่งสอดคล้องกับ Rao และ  Ajila (2009) รายงานว่าที่ความ
เข้มข้น 20 mM EDTA แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดสจากถั่วเขียวผิวด าลดลงร้อยละ 33 เนื่องจาก 
EDTA ไม่สามารถไปจับกับไอออน Fe2+ ในโมเลกุลของเพอร์ออกซิเดสจึงท าให้บริเวณเร่งปฏิกิริยา 
(active site) ยังคงสภาพได้ และ Kongwithtaya และคณะ (2010) พบว่า เพอร์ออกซิเดสจากต าลึงจะ
เสถียรเม่ืออยู่ในสารละลายยูเรีย Urae ในขณะท่ีความเข้มข้น 3 mM SDS  แอคทิวิทีของเพอร์ออกซิ-
เดสลดลงครึ่งหนึ่ง 
 จากผลการทดลองข้างต้นสามารถสรุปการท าให้บริสุทธิ์และสมบัติของเพอร์ออกซิเดสจาก 
Oscillatoria sp. แสดงดังตาราง 11  
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 จากตาราง 11 พบว่า เพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. ที่ท าให้บริสุทธิ์ทุกขั้นตอน มี
อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมต่อแอคทิวิทีของเพอร์ออกซิเดส เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส และ 9.0 
ดังนั้นเพอร์ออกซิเดสจาก Oscillatoria sp. จึงมีคุณสมบัติเป็นอัลคาไลน์เพอร์ออกซิเดส (alkaline 
perxidase) แอคทิวิทีเพอร์ออกซิเดสถูกกระตุ้นด้วย Mg2+, Na+, Ni2+, Fe3+, Mn2+,  Ca2+,  K+ และ 
Cu2+  และแอคทิวิทีถูกยับยั้งด้วย Cr3+, Hg2+ และ Zn2+  ค่า Km ของเพอร์ออกซิเดสที่ไม่บริสุทธิ์ เพอร์
ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจากการตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต และเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ที่ผ่าน
คอลัมน์ DEAE – Cellulose และ Sephadex G – 100 เท่ากับ 0.96  1.11  และ 1.0 mM ตามล าดับ 
และค่า Vmax  ของเพอร์ออกซิเดสที่ไม่บริสุทธิ์ เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจากการตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟต และเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ที่ผ่านคอลัมน์ DEAE – Cellulose และ Sephadex 
G – 100 เท่ากับ 370.37 1111.11 และ 10000.00 U/mg protein ตามล าดับ จากข้อมูลพบว่าสมบัติ
ของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบ เพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วน และเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์ มีสมบัติ
ใกล้เคียงกัน ดังนั้นการน าไปใช้ประโยชน์ในระดับอุตสาหกรรมอาจจะใช้ในรูปเอนไซม์สกัดหยาบ เพื่อ
ลดขั้นตอนการผลิตได้ 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย BG11 
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อาหารเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย BG11 

 

การเตรียม Stock Solution  
 Stock Solution I (ปริมาตร 200 มิลลิลิตร)  
  K2HPO4 6.27 g 
 Stock Solution II (ปริมาตร 200 มิลลิลิตร)  
  MgSO4 . 7 H2O 1.50 g 
 Stock Solution III (ปริมาตร 200 มิลลิลิตร)  
  CaCl2 . 2 H2O  7.20 g 
 Stock Solution IV (ปริมาตร 200 มิลลิลิตร)  
  NaCl2CO3 4.00 g 
 Stock Solution V (ปริมาตร 200 มิลลิลิตร)  
  EDTA  0.20 g 
  Citric acid 1.20 g 
  Ferric ammonium citrate 1.20 g 
 Stock Solution VI (Trace element A5 + Co ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร)  
  H3BO3  2.86 g 
  MnCl2 . 4 H2O 1.81 g 
  ZnSO4 . 7 H2O 0.22 g 

 Na2MoO4 . 2 H2O 0.39 g 
  CuSO4 . 5 H2O 0.079 g 
  Co(NO3)2  . 6 H2O 0.049 g 
 
อาหารเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย BG11 (ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร)  
 สารเคม ี
  NaNO3  1.50 g 
  KCl  0.67 g 
  MnSo4 . 7 H2O 6.92 g 
  MgCl2 . 6 H2O 5.50 g 
  CaCl2 . 2 H2O 1.47 g 
  Solution I 1.00 ml 
  Solution II 1.00 ml 
  Solution III 1.00 ml 
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  Solution IV 1.00 ml 
  Solution V 1.00 ml 
  Solution VI 1.00 ml 
  
 ละลายในน ้ากลั่น 700 มิลลิลิตร จากนั นปรับค่าพีเอชให้เท่ากับ 7.6 แล้วเติมน ้ากลั่นให้
ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1000 มิลลิลิตร จากนั นน้าไปฆ่าเชื อด้วยเครื่องนึ่งแรงดันไอน ้า (Autoclave) 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียม Polyacrylamide gel electrophoresis 
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Polyacrylamide gel electrophoresis 
 

Stock reagents 
 30% Acrylmide 0.8% bis stock solution 
  Acrylamide     30.00g 
  N,N’-methylene – bis acrylamide      0.80g 
   Adjust volume to 100 ml with distilled water 
  
 1.5 M Tris – HCl, pH 8.8 
  Tris(Hydroxymethyl)- aminomethane  18.17g 
   Adjust pH to 8.8 with 1 N HCl and final volume to 100 ml with distilled water 
 
 1.25 M Tris – HCl, pH 6.8 
  Tris(Hydroxymethyl)- aminomethane  15.14g 
   Adjust pH to 6.8 with 1 N HCl and final volume to 100 ml with distilled water 
 
 0.5 M Tris – HCl pH 6.8 
  Tris(Hydroxymethyl)- aminomethane     6.06g 
   Adjust pH to 6.8 with 1 N HCl and final volume to 100 ml with distilled water 
 
 Tris – Glycine electrode buffer stock – solution x5 (25 mM Tris, 192mM 
Glycine, pH 8.1) 
  Tris(Hydroxymethyl)- aminomethane       3.03g 
  Glycine     14.40g 
   Dissolve in distilled water to 200 ml to give final pH to be 8.1 
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Non denaturing PAGE 
 7.5% separating gel 
  30%acrylmide solution    5.0ml 
  1.5M Tris – HCl pH 8.8    5.0ml 
  Distilled water              10.0ml 
  TEMED     7.5µl 
  10% (NH4)2S2O8    50µl 
  Total volume     20ml 
 
 3% stacking gel 
  30%acrylmide solution    2.5ml 
  0.5M Tris – HCl pH 6.8    2.5ml 
  Distilled water               7.5ml 
  TEMED     7.5µl 
  10% (NH4)2S2O8    50µl 
  Total volume               10.0ml 
 
 Sample buffer 
  1.25 M Tris – HCl pH 6.8: glycerol: distilled water = 1: 2: 2 (v/v) were added 
with race amoun of bromophenol blue. For loading, sample was mixed withone part of 
sample buffer. 
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SDS – PAGE  
 7.5% separating gel 
  30%acrylmide solution    5.0ml 
  1.5M Tris – HCl pH 8.8    5.0ml 
  10% SDS     0.2ml 
  Distilled water               9.4ml 
  TEMED               10.0µl 
  10% (NH4)2S2O8     50µl 
  Total volume     20ml 
 
 3.0% stackting gel 
  30%acrylmide solution    1.0ml 
  0.5M Tris – HCl pH 6.8    2.5ml 
  10% SDS     0.1ml 
  0.2 M EDTA     0.1ml 
  Distilled water               7.5ml 
  TEMED                 5.0µl 
  10% (NH4)2S2O8     50µl 
  Total volume     10ml 
  
 Solubilizing medium 
  Glycerol     2.0ml 
  1.25M Tris – HCl pH 6.8    1.0ml 
  20% SDS     1.0ml 
   - mercatoethanol    1.0ml 
  Bromophenol blue 
  One part of solubilizing medium was added to three parts of sample. 
  The mixture was heated 1 minute in boiling water befor loading to gel 
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ภาคผนวก ค 
กราฟโปรตีนมาตรฐาน BSA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



81 

 
 
 
 

 
 

กราฟมาตรฐานโปรตีนBSA ด้วยวธิีของ Bradford 
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ภาคผนวก ง 
กราฟมาตรฐานความเข้มข้นของ Gallic acid 
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กราฟมาตรฐานความเข้มข้นของ Gallic acid 
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ภาคผนวก จ 
กราฟแสดงค่า Km  และ Vmax ของเพอร์ออกซิเดสต่อสับเสตรท 
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จลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. โดยใช้ caffeic acid เป็นซับสเทรต 
 

 

 
 

จลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. โดยใช้ ascorbic acid เป็นซับสเทรต 
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จลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสสกัดหยาบจาก Oscillatoria sp. โดยใช้ phenol เป็นซับสเทรต 
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จลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. โดยใช้ caffeic acid เป็นซับส

เทรต 
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เทรต 
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จลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์บางส่วนจาก Oscillatoria sp. โดยใช้ phenol เป็นซับสเทรต 
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จลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. โดยใช้ caffeic acid เป็นซับสเทรต 
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จลนศาสตร์ของเพอร์ออกซิเดสบริสุทธิ์จาก Oscillatoria sp. โดยใช้ phenol เป็นซับสเทรต 
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ภาคผนวก ฉ 
รายงานการประชุมวิชาการระดับชาติ 
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