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บทคัดย่อ 

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาการกาํจดัไดโคฟอลโดยใชเ้พอร์ออกซิเดสสกดัจากกา้นกะหลํ่าดอก สาํหรับปัจจยัท่ี

ส่งผลต่อการกาํจดัไดโคฟอลท่ีถูกนาํมาทดสอบ ได้แก่ ความเขม้ขน้ของเอนไซม์ ความเขม้ขน้ไดโคฟอล ค่าพีเอชของ

สารละลาย อุณหภูมิ และความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าการเปล่ียนแปลงความ

เข้มข้นของไดโคฟอล ความเข้มข้นของเพอร์ออกซิเดส ค่าพีเอชของสารละลาย อุณหภูมิ และความเข้มข้นของ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์ จะส่งผลต่อประสิทธิภาพในการกาํจดัไดโคฟอล โดยสภาวะท่ีเหมาะสมจากการศึกษาคร้ังน้ีคือใช้

เพอร์ออกซิเดสความเขม้ขน้ 0.126 ยูนิตต่อมิลลิลิตรไดโคฟอลท่ี 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าความเป็นกรดด่างของสารละลาย

เท่ากบั 7 อุณหภูมิท่ี 30  องศาเซลเซียส และความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  1 มิลลิโมลาร์ สามารถกาํจดัไดโค

ฟอลได ้94% ท่ีเวลา 6  ชัว่โมง ผลขา้งตน้ถูกนาํมาใชค้าํนวณสัดส่วนปริมาณไดโคฟอลท่ีถูกกาํจดัต่อหน่วยของเพอร์ออกซิ

เดสพบว่าเพอร์ออกซิเดส 1 ยนิูต สามารถกาํจดัไดโ้คฟอลได ้0.104 มิลลิกรัม ดงันั้นสามารถสรุปไดว่้าเอนไซมเ์พอร์ออกซิเด

สมีประสิทธิภาพในการกาํจดัไดโคฟอลและสามารถนาํผลการศึกษาน้ีไปเป็นขอ้มูลพ้ืนฐานในการประยกุตใ์ชต้่อไปได ้

คําสําคัญ: เพอร์ออกซิเดส, ไดโคฟอล, กา้นกะหลํ่าดอก, ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์, เอนไซม ์ 

Abstract 

This research aims to investigate dicofol removal by peroxidase extracted from cauliflower stem. The factors affecting 

dicofol removal such as concentration of the enzyme, dicofol concentration, pH value of the solution, temperature and 

concentration of hydrogen peroxide were tested. The results showed that changing in the enzyme concentration, the 

concentration of dicofol, the pH value of the solution, the temperature and the concentration of hydrogen peroxide affected 

the efficiency of dicofol removal. The optimum condition for removal in this study was peroxidase concentration 0.126 

U/mL, dicofol 1 mg/L, the pH of the solution at 7, 30 0C and 1 mM hydrogen peroxide. The efficiency of dicofol removal 

was 94% at 6 h. The above results were used to calculate the amount of dicofol removed per unit of peroxidase and found 
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that 1 unit of peroxidase was able to remove 0.104 mg of dicofol. Therefore, it can be concluded that peroxidase is effective 

in removing dicofol and the results of this study can be used as a fundamental data for further application. 

Keywords: Peroxidase, Dicofol, Cauliflower Stem, Hydrogen Peroxide, Enzyme

1. บทนํา 

ไดโคฟอล (Dicofol) หรือเรียกว่า 2,2,2-trichloro-1,1 bis (4-

chlorophenyl) ethanol เป็นสารกาํจดัศตัรูพืชพวกหนอน เพล้ีย 

และแมลงต่าง ๆ นิยมนํามาใช้กับผลไม้ตระกูลส้ม พืชสวน

หลากชนิด ใบชา รวมถึงไมด้อกและไมป้ระดบั [1],[2] ไดโค

ฟอลจัดอยู่ในกลุ่มออร์กาโนคลอรีน มีส่วนประกอบของ

ไฮโดรเจน คาร์บอน ออกซิเจน และคลอรีน [3] ถึงแมว่้าสาร

ชนิดน้ีจะมีความเป็นพิษเฉียบพลนัต่อส่ิงมีชีวิตตํ่าแต่สามารถ

ตกคา้งในส่ิงแวดลอ้มไดเ้ป็นระยะเวลานานและถูกดูดซับกบั

อนุภาคดินได้ดี เม่ือหน้าดินถูกชะด้วยนํ้ าจะทาํให้เกิดการ

ปนเป้ือนในแหล่งนํ้ าและอาจพบการสะสมของไดโคฟอลใน

ชั้นไขมันของสัตว์นํ้ าเน่ืองจากมีคุณสมบัติละลายได้ดีใน

ไขมัน การสะสมของสารน้ีในส่ิงแวดล้อมสามารถส่งผล

กระทบต่อระบบภูมิคุม้กนัในส่ิงมีชีวิตและสุขภาพของมนุษย ์

การทํางานของต่อมไร้ท่อ ทําลายระบบประสาท และ

ก่อให้เกิดมะเร็ง [4–6] การลดความเป็นพิษและผลกระทบของ

ไดโคฟอลจึงมีความสําคญั  

การฟ้ืนฟูและปรับสภาพดินและแหล่งนํ้าท่ีมีการปนเป้ือน

ของสารเคมีกาํจดัศตัรูพืชในพ้ืนท่ีการเกษตรโดยใชวิ้ธีการทาง

ชีวภาพทาํให้สภาพแวดลอ้มเกิดการฟ้ืนตวัมีหลายวิธีดว้ยกนั 

เช่น การใช้จุลินทรียพ์วกแบคทีเรีย [7] เช้ือรา [8],[9] และจุล

สาหร่าย [10] ในการฟ้ืนฟูสภาพแวดล้อม และสามารถช่วย

ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชท่ีปลูกได ้พร้อมทั้งสามารถ

ลดความเป็นพิษและโทษท่ีเกิดจากการตกค้างของสารเคมี

กาํจดัศตัรูพืชในส่ิงแวดลอ้มและเป็นผลดีในเชิงเศรษฐศาสตร์ 

เพราะวิธีทางชีวภาพเป็นวิธีการย่อยสลายสารพิษท่ีมีราคาถูก 

ปลอดภยัและเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม แต่การใช้จุลินทรียน้ี์

จะตอ้งทาํการคดัแยกจุลินทรียท่ี์สามารถย่อยสลายสารกลุ่ม

ออร์ กาโนคลอรี นได้และจุ ลิ นทรี ย์แต่ ละชนิ ด จ ะมี

ประสิทธิภาพการทาํงาน สภาวะแวดลอ้มการเจริญท่ีแตกต่าง

กนั จึงทาํให้เกิดความยุง่ยาก ซบัซอ้น และมีค่าใชจ้่ายค่อนขา้ง

สูงในขั้นตอนการคดัแยกเพ่ือจะไดจุ้ลินทรียท่ี์ตอ้งการมาใช้

ในวิธีดงักล่าว 

อย่างไรก็ตามนอกจากกระบวนการทางชีวภาพท่ีใช้

จุ ลินทรีย์แล้ว การใช้เอนไซม์ซ่ึงเป็นตัวเร่งทางชีวภาพ

โดยเฉพาะเอนไซมใ์นกลุ่มไฮโดรเลส กลุ่มออกซิโดรีดักเทส 

และกลุ่มทรานสเฟอเรส พบว่าสามารถนาํมาย่อยสลายสารพิษ

ในธรรมชาติไดเ้ป็นอย่างดี [11] การใช้เอนไซม์จึงถูกจัดเป็น

ทางเลือกหน่ึงท่ีน่าจะนํามาใช้ในการกําจัดสารดังกล่าวได้ 

นอกจากน้ีเอนไซม์ยงัมีคุณสมบติัท่ีมีความจาํเพาะเจาะจงต่อ

สารตั้งตน้ เกิดปฏิกิริยาไดร้วดเร็ว ไม่เกิดปฏิกิริยารุนแรง ง่าย

ต่อการจดัการ และไม่ส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อม และจาก

การค้นควา้พบว่าเอนไซม์เพอร์ออกซิเดส (Peroxidase) เป็น

เอนไซม์ในกลุ่มออกซิโดรีดักเทส สามารถเร่งปฏิกิริยา

ออกซิเดชนัโดยใชไ้ฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์ (H2O2) เป็นตวัรับ

อิเล็กตรอน และออกซิไดซ์ซับสเตรทท่ีให้อิเล็กตรอนได้

หลายชนิดทั้งในกลุ่มสารประกอบอินทรียแ์ละสารประกอบอ

นินทรีย ์[12] จากคุณสมบติัดังกล่าวจึงมีการนําเพอร์ออกซิ

เดสไปใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลายทั้ งในทางการแพทย์ 

อุตสาหกรรมอาหาร เกษตรกรรม และการบาํบัดนํ้ าเสียจาก

อุตสาหกรรม [13],[14] แต่ยงัไม่พบว่ามีงานวิจัยใดนําเพอร์

ออกซิเดสไปใชก้บัสารกาํจดัศตัรูพืชชนิดไดโคฟอล ดงันั้นใน

การศึกษาคร้ังน้ีจึงมีแนวคิดท่ีจะทดสอบผลของเพอร์ออกซิเด

สท่ีมีต่อการกาํจดัไดโคฟอล 

เพอร์ออกซิเดสถูกพบในส่ิงมีชีวิตหลากชนิดทั้งในสัตว์ 

พืช และจุลินทรีย ์[13] เพอร์ออกซิเดสท่ีสกดัไดจ้ากพืชฮอส

แรดิช (Horseradish) นิยมใช้อย่างแพร่หลายในปัจจุบัน 

เน่ืองจากลักษณะสมบัติและการทํางานท่ีดี แต่หากต้อง

นาํมาใช้งานในปริมาณมากในประเทศไทยอาจไม่เหมาะสม

เน่ืองจากมีราคาสูงและตอ้งนาํเขา้จากต่างประเทศ ดงันั้นใน

งานวิจัยน้ีจึงเลือกใช้เพอร์ออกซิเดสท่ีสกัดจากก้านกะหลํ่า

ดอก เน่ืองจากเป็นพืชท่ีหาไดง้่ายและเป็นการนาํของเหลือทิ้ง

ทางการเกษตรมาใชป้ระโยชน์เน่ืองจากกา้นกะหลํ่าเป็นส่วนท่ี
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ไม่นิยมนาํมาบริโภค โดยวตัถุประสงคข์องการวิจยัน้ีคือเพ่ือ

ศึกษาการกาํจดัไดโคฟอลดว้ยเพอร์ออกซิเดสแบบหยาบ เม่ือ

มีการเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของเพอร์ออกซิเดส ความ

เข้มข้นของไดโคฟอล ค่าความเป็นกรดด่างของสารละลาย 

อุณหภูมิและความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์  

 

2. ระเบียบวิธีวิจัย 

2.1 สารเคม ี

สารเคมีท่ีใช ้เช่น สารไดโคฟอลบริสุทธ์ิ (C14H9Cl5O) เม

ทานอล (Methanol, CH3OH) (เกรดสําหรับวิเคราะห์ HPLC 

≥ 99.9%) และสารวิเคราะห์ค่ากิจกรรมการทาํงานของ

เอนไซม์  ได้แก่  กัวไอเอคอล  (Guaiacol, C7H8O2) และ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  (Hydrogen peroxide, H2O2) จาก

บริษทั Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา ส่วนสารเคมีท่ี

ใชเ้ตรียมบฟัเฟอร์จากบริษทั AppliChem ประเทศเยอรมนั  

2.2 การเตรียมเพอร์ออกซิเดสหยาบ 

แหล่งของเอนไซมเ์พอร์ออกซิเดสท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีได้

จากกา้นของกะหลํ่าดอก ประเภทสายพนัธ์ุเบา ซ่ึงนิยมปลูก

และบริโภคในเขตภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศ

ไทย การเตรียมเอนไซม์ทาํโดยนําก้านกะหลํ่าดอก 1000 

กรัม มาลา้งดว้ยนํ้ าสะอาด ตดัเป็นช้ินเล็กนาํไปผ่านเคร่ือง

สกดันํ้าผลไมแ้บบแยกกากและกรองดว้ยผา้ขาวบาง นาํส่วน

ท่ีเป็นของเหลวไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 8000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือแยกเศษตะกอนอีกคร้ัง ส่วนใสท่ี

ได้คือเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสหยาบ เม่ือนํามาตรวจ

วิเคราะห์ค่ากิจกรรมการทาํงานของเอนไซม์มีค่าเท่ากับ 

0.126 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เอนไซม์สกดัท่ีไดถู้กนาํไปแช่แข็ง

เพ่ือรักษาเสถียรภาพการทํางานของเอนไซม์ให้ มีการ

เปล่ียนแปลงน้อยท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ -20 + 3 องศาเซลเซียส 

สําหรับใชใ้นการทดลองต่อไป และก่อนทาํการทดลองจะมี

การตรวจสอบค่ากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมเ์ร่ิมตน้ทุก

คร้ัง 

2.3 การกําจัดไดโคฟอลด้วยเพอร์ออกซิเดสในชุดทดลอง

แบบแบตช์ 

การศึกษาการกาํจดัไดโคฟอลดว้ยเพอร์ออกซิเดสในชุด

ทดลองแบบแบตช์ทาํการทดลองในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 

มิลลิลิตร โดยเติมสารละลายไดโคฟอล 280 มิลลิลิตร และ

เอนไซม ์20 มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 

เก็บตวัอยา่งในแต่ละชุดการทดลองท่ีเวลา 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

12, 18 และ 24 ชั่วโมง โดยผลการทดลองท่ีนาํเสนอเป็น

ค่าเฉล่ียท่ีเกิดจากการทาํชุดทดลอง 2 ซํ้ า มีค่าเบ่ียงเบน

มาตรฐานจากค่ากลางน้อยกว่าร้อยละ 10 สําหรับปัจจยัท่ี

ศึกษาประกอบดว้ยความเขม้ขน้ของเอนไซม์ ความเขม้ขน้

ของไดโคฟอล ค่าพีเอชของสารละลาย อุณหภูมิ และ

เขม้ขน้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  ทาํการศึกษาแต่ละปัจจยั

ตามลาํดบั โดยนาํผลการศึกษาท่ีดีท่ีสุดในปัจจยันั้นมาใช้

สําหรับทดลองปัจจัยถัดไป สําหรับรายละเ อียด วิ ธี

การศึกษาแต่ละปัจจยัมีดงัน้ี 

การศึกษาการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของเอนไซม์

0.014, 0.030, 0.060 และ 0.126 ยูนิตต่อมิลลิลิตรโดยใช้

สารละลายไดโคฟอล 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าพีเอชของ

สารละลายเท่ากับ 7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความ

เขม้ขน้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  1 มิลลิโมลาร์ และมีการ

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใช้เอนไซม์เส่ือมสภาพการ

ทาํงาน  

การศึกษาการเปล่ียนแปลงปริมาณไดโคฟอลใน

สารละลายท่ี 1, 2, 3, 4 และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ใชเ้พอร์ออก

ซิเดสความเข้มข้น 0.126 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ค่าพีเอชของ

สารละลายเท่ากับ 7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความ

เขม้ขน้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์ 1 มิลลิโมลาร์  

การศึกษาการเปล่ียนแปลงค่าพีเอชของสารละลายได

โคฟอล 5–9 โดยท่ีพีเอช 5 ใชอ้ะซิเตตบฟัเฟอร์ พีเอช 6–7 

ใชฟ้อสเฟตบฟัเฟอร์ และพีเอช 8–9 ใชท้ริสไฮโดรคลอไรด์

บฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้เพอร์ออกซิเดสควบคุมท่ี 0.126 ยนิูต 

ต่อมิลลิลิตร ปริมาณไดโคฟอล 1 มิลลิกรัมต่อลิตร อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์ 1 

มิลลิโมลาร์  

การศึกษาการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในช่วง 20–60 องศา

เซลเซียส และการศึกษาความเขม้ขน้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 

0.25–1.50 มิลลิโมลาร์ ใชเ้พอร์ออกซิเดสความเขม้ขน้ 0.126 ยู

นิตต่อมิลลิลิตร ปริมาณไดโคฟอล 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าพี

เอชของสารละลายเท่ากบั 7  
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2.4 การตรวจวิเคราะห์ไดโคฟอลและกิจกรรมการทํางาน

ของเพอร์ออกซิเดส 

การวิเคราะห์ปริมาณไดโคฟอลดว้ยเคร่ืองโครมาโทกราฟี

เหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid chromatography, 

HPLC) (VP 10AVP, Shimadzu, Japan) โดยใชค้อลมัน์ C18 (7.8 

× 300 มิลลิเมตร) และเคร่ืองตรวจจบัชนิดยูวี (UV detector) ท่ี

ความยาวคล่ืน 229 นาโนเมตร ตามวิธีของ Qiu et al., [15] โดย

ละลายไดโคฟอลดว้ยเมทานอล เฟสเคล่ือนท่ี (Mobile phase) ท่ี

ใช้คือเมทานอลต่อนํ้ าปราศจากประจุอตัราส่วน 80:20 โดย

ปริมาตร อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเท่ากบั 0.6 มิลลิลิตร

ต่อนาที ปริมาตรตวัอยา่งท่ีใช ้20 ไมโครลิตร อุณหภูมิท่ีสภาวะ

การวิเคราะห์ 28 + 3 องศาเซลเซียส 

การวิเคราะห์ค่ากิจกรรมการทาํงานของเพอร์ออกซิเดสตาม

วิธีของ Lakshmi [16] โดยนาํเอนไซมส์กดัมาทาํปฏิกิริยากบั 18 

มิลลิโมลาร์ กวัไอเอคอลซ่ึงเป็นสารสับสเตรทร่วมกบัร้อยละ 

0.05 ของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ใน 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ วดัค่าดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสสเปกโตรโฟโต

มิเตอร์ (Ultraviolet–visible spectroscopy) (UV 1204, Shimadzu, 

Japan) ท่ีความยาวคล่ืน 436 นาโนเมตร โดยกําหนดให้ค่า

กิจกรรมการทํางานของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดส 1 ยูนิต 

หมายถึงปริมาณของเอนไซม์ท่ีใช้เร่งการเปล่ียน 1 ไมโครโม

ลของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์ภายใตส้ภาวะท่ีใชท้ดสอบ 

 

3. ผลการวิจัยและอภิปรายผล  

3.1 ผลของความเข้มข้นเพอร์ออกซิเดสต่อไดโคฟอล 

เอนไซมเ์พอร์ออกซิเดสท่ีสกดัจากกา้นกะหลํ่าสําหรับการ

ทดลองน้ีมีค่ากิจกรรมการทาํงานของเอนไซม์เท่ากบั 0.126 ยู

นิตต่อมิลลิลิตร เม่ือนําเอนไซม์ดังกล่าวมาทาํการเจือจางท่ี

ระดับต่างกันได้ความเข้มข้นในช่วง 0.014–0.126 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร และทาํปฏิกิริยากบัไดโคฟอล ผลการศึกษา (รูปท่ี 1) 

พบว่าการกาํจดัไดโคฟอลมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นเม่ือระยะเวลาใน

การทาํปฏิกิริยามากขึ้น โดยเพอร์ออกซิเดสท่ี 0.126 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร สามารถกาํจัดไดโคฟอลได้อย่างรวดเร็วในช่วง 6 

ชัว่โมงแรกของการทาํปฏิกิริยา หลงัจากนั้นค่าการกาํจดัมีการ

เปล่ียนแปลงเพียงเล็กน้อย และเม่ือทาํปฏิกิริยาจนครบ 24 

ชั่วโมง สามารถกาํจดัไดโคฟอลไดร้้อยละ 94 สําหรับความ

เข้มข้นของเพอร์ออกซิเดสท่ี 0.030 และ 0.060 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตรสามารถกาํจดัไดโคฟอลไดอ้ย่างรวดเร็วในช่วง 12 

ชัว่โมงแรกของการทาํปฏิกิริยา หลงัจากนั้นค่าการกาํจดัยงัคง

มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นอย่างช้า ๆ และเม่ือทาํปฏิกิริยาจนครบ 24 

ชัว่โมง สามารถกาํจดัไดโคฟอลไดใ้นช่วงร้อยละ 80 และ 88 

ตามลาํดบั ในขณะท่ีเพอร์ออกซิเดส 0.014 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

ให้ค่าการกาํจัดลดลงเพียงเล็กน้อยหลงั 12 ชั่วโมง และเม่ือ

เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ใชเ้อนไซมท่ี์ถูกทาํให้เส่ือมสภาพ 

โดยก่อนการทดลองนําเอนไซม์ไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 

100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที) พบว่าความเขม้ขน้ของ

ไดโคฟอลไม่เปล่ียนแปลงเม่ือเวลาในการทาํปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้น 

 

 
รูปท่ี 1 การกาํจดัไดโคฟอลเม่ือเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้

ของเพอร์ออกซิเดส 

 

จากผลการศึกษาข้างต้นอภิปรายได้ว่าการใช้เอนไซม์ท่ี

ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมหรือมีความเข้มข้นท่ีมากพอจะ

สามารถทาํปฏิกิริยากบัสารตั้งตน้ไดม้าก แต่เม่ือเอนไซมล์ดลง

ความสามารถในการจับกับสารตั้ งต้นจะน้อยลง การ

เกิดปฏิกิริยาจึงน้อยลงไปดว้ย ส่วนในบางกรณีท่ีระยะเวลาใน

การทาํปฏิกิริยามากขึ้นแต่ผลการทาํงานของเอนไซม์ลดลง

อาจเป็นผลมาจากเสถียรภาพการทาํงานของเอนไซม์ลดลง

เน่ืองจากการเส่ือมสภาพของเอนไซม ์ตวัอยา่งงานวิจยัท่ีศึกษา

ผลของความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีมีต่อการทาํปฏิกิริยากับ

สารตั้งตน้และมีทิศทางท่ีสอดคลอ้งกบังานวิจยัน้ีคือ การใช้

เพอร์ออกซิเดสจากถัว่เหลืองความเขม้ขน้ 0.05–0.6 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร ถูกนาํไปใช้กาํจัดสีแอนทราควิโนน พบว่าเม่ือใช้

เอนไซม์ท่ี 0.05–0.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ทาํให้แนวโน้มการ

กาํจดัเพ่ิมขึ้นเม่ือเอนไซม์เพ่ิมขึ้น และให้ค่าการกาํจดัท่ีดีท่ีสุด
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ร้อยละ 88.39 แต่เม่ือเพ่ิมเอนไซม์ท่ี 0.4-0.6 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

พบว่าการกาํจดัท่ีเกิดขึ้นลดลงเล็กนอ้ย [17] 

เม่ือพิจารณาถึงอัตราเร็วของการเกิดปฏิกิริยาจากการ

เปล่ียนแปลงความเข้มข้นของสารเทียบกับเวลา (รูปท่ี 2) 

พบว่าอตัราเร็วของการเกิดปฏิกิริยาแปรผนัโดยตรงกับการ

เพ่ิมความเขม้ขน้ของเอนไซม ์

 

 

รูปท่ี 2 ผลของความเขม้ขน้เพอร์ออกซิเดสต่ออตัราการ

เกิดปฏิกิริยา 

 

3.2 ผลของความเข้มข้นไดโคฟอล 

การเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ไดโคฟอลส่งผลต่อการ

กาํจดัไดโคฟอลดว้ยเพอร์ออกซิเดส (รูปท่ี 3) ความเขม้ขน้

ของไดโคฟอลท่ีเพ่ิมขึ้นทาํให้แนวโน้มการกาํจดัลดลง ได

โคฟอลท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ค่าการกาํจดัท่ี

ดีท่ีสุดร้อยละ 94 ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง จากนั้นแนวโนม้การกาํจดั

จะเร่ิมคงท่ี ส่วนความเข้มข้นของไดโคฟอลท่ีมากกว่า 1 

มิลลิกรัมต่อลิตร การกาํจดัเกิดไดดี้ท่ีสุดท่ีเวลา 12 ชั่วโมง 

โดยพบว่าไดโคฟอลท่ีความเขม้ขน้ 2, 3, 4 และ 5 มิลลิกรัม

ต่อลิตร มีค่าร้อยละการกําจัดเท่ากับ 85, 83, 78 และ 76

ตามลาํดบั จะเห็นว่าการเพ่ิมความเขม้ขน้ไดโคฟอลส่งผล

ให้การกาํจัดเกิดไดช้้าลง ซ่ึงอาจเกิดจากความเขม้ขน้ของ

เพอร์ออกซิเดสท่ีมีอยู่ในระบบมีไม่เพียงพอต่อการเขา้ทาํ

ปฏิกิริยากับไดโคฟอลท่ีเพ่ิมขึ้ น หรืออาจเกิดจากสาร

ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึ้นหลงัการทาํปฏิกิริยาระหว่างเพอร์ออกซิ

เดสกบัไดโคฟอลไปขดัขวางการทาํงานของเพอร์ออกซิเดส

ทาํให้ไม่สามารถจบักบัไดโคฟอลไดดี้เหมือนเดิม และเม่ือ

นาํขอ้มูลความเขม้ขน้ท่ีลดลงของไดโคฟอลมาคาํนวณหา

อตัราเร็วของการเกิดปฏิกิริยาพบว่ามีค่าต่างกนัไม่มาก (อยู่

ในช่วง 0.034–0.054 ไมโครโมลาร์ต่อนาที) เน่ืองจากความ

เขม้ขน้ของไดโคฟอลท่ีใชแ้ตกต่างเพียงเล็กน้อย จึงทาํให้มี

ขอ้มูลไม่เพียงพอท่ีจะใชใ้นการคาํนวณหาอตัราเร็วของการ

เกิดปฏิกิริยาสูงสุด (Vmax) และค่าคงท่ีของมิเคลลิส-เมน

เทน (Km) ได ้

 

 
รูปท่ี 3 การกาํจดัไดโคฟอลเม่ือเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้

ของไดโคฟอล 

 

3.3 ผลของความเป็นกรดด่างของสารละลายไดโคฟอล 

ความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ขึ้นอยู่กับ

สภาวะแวดลอ้ม การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชของสารละลาย

ไดโคฟอลส่งผลต่อการทาํปฏิกิริยากบัเพอร์ออกซิเดส และ

จากการศึกษาคุณลกัษณะทั่วไปของเพอร์ออกซิเดสจาก

แหล่งต่างกนัและทาํปฏิกิริยากบัสารตั้งตน้ต่างชนิดพบว่า

สามารถทาํงานไดดี้ท่ีค่าพีเอชของสารละลายต่างกนั เช่น 

ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมของเพอร์ออกซิเดสจากมะระขี้ นก

เท่ากบั 5 [18] จากผกักาดหัวสีแดงเท่ากบั 7 [19] จากจมูก

ขา้วสาลีอยู่ในช่วง 5.3–6.3 [20] และจากถัว่ฝักยาวเท่ากบั 5 

[21] จากขอ้มูลดงักล่าวจะเห็นว่าเพอร์ออกซิเดสทาํงานได้

ดีในช่วงพีเอช 5–7 ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงเลือกช่วงดงักล่าว

มาทดสอบการทาํงานของเพอร์ออกซิเดส กบั สารละลาย

ไดโคฟอล ผลการศึกษาแสดงในรูปของกิจกรรมการ

ทาํงานสัมพทัธ์ของเอนไซม์กับค่าพีเอช (รูปท่ี4) โดยท่ีพี

เอช 7 มีค่ากิจกรรมการทาํงานสัมพทัธ์อยู่ท่ีร้อยละ 100 

สําหรับท่ีพีเอช 5 และ 6 มีค่ากิจกรรมการทาํงานสัมพทัธ์

เท่ากบัร้อยละ 74 และ 70 ตามลาํดบั และพบว่าค่ากิจกรรม

การทาํงานสัมพทัธ์ลดลงอย่างรวดเร็ว (ตํ่ากว่าร้อยละ 30) 

เม่ือสารละลายมีพีเอชสูงกว่า 7 จากผลการศึกษาน้ีกล่าวได้
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ว่าเพอร์ออกซิเดสสามารถทาํปฏิกิริยากบัไดโคฟอลไดดี้

ท่ีสุดท่ีพีเอชของสารละลายเท่ากบั 7 เม่ือเพ่ิมหรือลดค่าพี

เอชส่งผลให้การทํางานของเอนไซม์ลดลง เน่ืองจาก

เอนไซม์จะจบักบัสารตั้งตน้ท่ีบริเวณเร่ง (active site) ของ

เอนไซม ์ความสามารถในการจบักนัและการเร่งปฏิกิริยาจะ

ขึ้นกบัความสมดุลของประจุท่ีบริเวณเร่งรวมถึงประจุของ

สารตั้งต้นท่ีเขา้ทาํปฏิกิริยาด้วย ดังนั้นเม่ือเอนไซม์อยู่ใน

สารละลายท่ีมีค่าพีเอชสูงหรือตํ่ากว่าค่าพีไอของเอนไซม์

ชนิดนั้นจะส่งผลให้ประจุของเอนไซม์ท่ีบริเวณเร่งเกิดการ

เปล่ียนแปลง จนสารตั้งต้นไม่สามารถเขา้ทาํปฏิกิริยาได้

หรืออาจทาํปฏิกิริยาไดน้อ้ยลง นอกจากน้ีค่าพีเอชท่ีสูงมาก

หรือตํ่ามากอาจส่งผลต่อโครงสร้างของเอนไซม์ทาํให้เกิด

การเสียสภาพการทาํงานได ้

 

 
รูปท่ี 4 ค่ากิจกรรมการทาํงานสัมพทัธ์ของเพอร์ออกซิเดส

กบัค่าพีเอช 

 

3.4 ผลของอุณหภูมิ 

อุณหภูมิเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีสําคญัต่อการเกิดปฏิกิริยาของ

เอนไซม์ ผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของ

เพอร์ออกซิเดส ร่วมกบัไดโคฟอล (รูปท่ี 5) ถูกนาํเสนอในรูป

ของค่ากิจกรรมการทาํงานสัมพทัธ์ซ่ึงคาํนวณไดจ้ากร้อยละ

ของค่าการกาํจดัไดโคฟอลท่ีเกิดขึ้นของแต่ละอุณหภูมิเทียบ

กบัการกาํจดัท่ีเกิดขึ้นท่ีอุณหภูมิท่ีดีท่ีสุด ผลการศึกษาพบว่า

อุณหภูมิในช่วง 20-30 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมการทาํงาน

สัมพทัธ์มีแนวโนม้เพ่ิมขึ้น และมีค่าสูงสุดท่ี 30 องศาเซลเซียส 

แสดงให้เห็นว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการกาํจดัไดโคฟอลคือ 

30  องศาเซลเซียส เม่ือนําเอนไซม์ไปประยุกต์ใช้งานท่ี

อุณหภูมิแตกต่างจากน้ี (20-60 องศาเซลเซียส) จะทําให้

สามารถทราบไดว่้าการทาํงานของเอนไซม์ต่อการกาํจดัไดโค

ฟอลจะลดลงมากน้อยเพียงใดเม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีอุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส  และในผลการศึกษาจะเห็นไดว่้าเม่ือเพ่ิม

อุณหภูมิจากจุดน้ีไปส่งผลให้ความสามารถในการทาํปฏิกิริยา

ลดลงอย่างต่อเน่ือง ซ่ึงในการเกิดปฏิกิริยาโดยทัว่ไปการเพ่ิม

อุณหภูมิจะช่วยให้โมเลกุลของสารในปฏิกิริยานั้นเกิดการ

เคล่ือนท่ีและชนกันมากขึ้ น ปฏิกิริยาจึงเกิดได้ดีขึ้ น แต่

เน่ืองจากเอนไซม์ เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพซ่ึงมี

คุณสมบติัเหมือนโปรตีน การเพ่ิมอุณหภูมิท่ีสูงขึ้นอาจทาํให้

เกิดปฏิกิริยาไดน้้อยลงเน่ืองจากโครงสร้างของเอนไซม์ถูกทาํ

ให้เปล่ียนสภาพไป ส่งผลให้สารตั้งตน้อาจเขา้จบักบัเอนไซม์

ไดน้้อยลงหรืออาจเขา้จบัไม่ไดเ้ลยหากเกิดการเสียสภาพของ

เอนไซม ์(enzyme denaturation)  

 

 
รูปท่ี 5 ค่ากิจกรรมการทาํงานสัมพทัธ์ของเพอร์ออกซิเดส 

กบัอุณหภูมิ 

 

3.5 ผลของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์   

ผลการศึกษาค่าการกําจัดไดโคฟอลด้วยเพอร์ออกซิเด

ส เ ม่ื อ มี ก า ร เ ป ล่ี ย น แ ป ล ง ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ท่ี 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 และ 1.50 

มิ ลลิ โมลาร์  แสดงใน รู ป ท่ี  6  การเ พ่ิมความเข้มข้น

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์จาก 0.50 มิลลิโมลาร์ ถึง 1.00 มิลลิ

โมลาร์ ส่งผลให้ค่าการกาํจดัไดโคฟอลมีแนวโนม้สูงขึ้น และ

ท่ีไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  1.00 มิลลิโมลาร์ และ 1.25 มิลลิ

โมลาร์ จะให้ค่าการกาํจดัไดโคฟอลสูงสุดและมีค่าเท่ากนัคือ

ร้อยละ 94 ส่วนท่ีความเขม้ขน้ 1.50 มิลลิโมลาร์ พบว่าค่าการ

กําจัดลดลงเหลือร้อยละ 90 สําหรับชุดควบคุม (ไม่เติม

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ในปฏิกิริยา) พบว่าไม่สามารถ
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กาํจัดไดโคฟอลได้ จากผลการศึกษาสามารถอธิบายได้ว่า

ปกติแลว้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์จะทาํให้เกิด OH- ขึ้น โดย 

OH- ท่ีเกิดขึ้นจะไปทาํปฏิกิริยากบัไดโคฟอลและมีเพอร์ออก

ซิเดสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาทาํให้ความเขม้ข้นของไดโคฟอล

ลดลง ปกติแล้วเพอร์ออกซิเดสจะเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชั่น

โดยใช้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ เป็นตัวรับอิเล็คตรอน 

(electron acceptor) และออกซิไดส์สับสเตรทท่ีให้อิเล็กตรอน 

แต่ถา้ความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ มากเกินไป

จะทาํให้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ทาํปฏิกิริยากบั OH- เกิด

เป็นนํ้ าและสารผลิตภณัฑ์อ่ืน (HO2
- ) ส่งผลให้ความเขม้ขน้

ของ OH- ลดลง การไปทาํปฏิกิริยากับไดโคฟอลจึงลดลง

ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการกาํจดัลดลงไปดว้ย จึงกล่าวได้

ว่าการเลือกใช้ความเขม้ขน้ของเพอร์ออกซิเดสท่ีเหมาะสม

เป็นปัจจยัสําคญัต่อการทาํงานของเพอร์ออกซิเดส ตวัอย่าง

งานวิจยัท่ีมีการศึกษาในประเด็นน้ี เช่น การนาํเพอร์ออกซิ

เดสท่ีสกัดจากเปลือกมันฝร่ังและถัว่เหลืองมากาํจัดสียอ้ม

โดยใชไ้ฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์ท่ี 0.1–1.0 มิลลิโมลาร์ พบว่า

เพอร์ออกซิเดสจากทั้งสองแหล่งมีประสิทธิภาพการทาํงาน

เพ่ิมขึ้นเม่ือไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ เพ่ิมและดีท่ีสุดท่ีความ

เขม้ขน้1.0 มิลลิโมลาร์ [17] และเม่ือนาํมากาํจดัคลอโรฟีนอ

ลพบว่าการใชเ้พอร์ออกซิเดสท่ีความเขม้ขน้ตํ่าหรือสูงกว่า 1 

มิลลิโมลาร์ ส่งผลให้การทํางานของเอนไซม์ลดลง [22] 

ในขณะท่ี [23] พบว่าเพอร์ออกซิเดสจากฮอสแรดิชทาํงานได้

ดีเม่ือใชไ้ฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์ความเขม้ขน้ตํ่า 

 

 
รูปท่ี 6 การกาํจดัไดโคฟอลกบัความเขม้ขน้ของ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์ 

 

4. สรุปผลการศึกษา 

การเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของเพอร์ออกซิเดส ความ

เข้มข้นของไดโคฟอล ความเป็นกรดด่างของสารละลาย 

อุณหภูมิ และความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ เป็น

ปัจจยัท่ีส่งผลต่อการทาํงานของเพอร์ออกซิเดสต่อการกาํจดั

ไดโคฟอล โดยสภาวะท่ีเหมาะสมจากการศึกษาน้ีพบว่าการ

ใช้เพอร์ออกซิเดส 0.126 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ไดโคฟอล 1 

มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าพีเอชของสารละลายเท่ากบั 7 อุณหภูมิ 

3 0  อ ง ศ า เ ซ ล เ ซี ย ส  แ ล ะ ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 1 มิลลิโมลาร์ สามารถกาํจดัไดโค

ฟอลได้ร้อยละ 94 ภายในเวลา 6 ชั่วโมง ซ่ึงหากนําผล

การศึกษาดงักล่าวมาคาํนวณในเชิงปริมาณไดโคฟอลท่ีถูก

กําจัดต่อหน่วยของเพอร์ออกซิเดสท่ีใช้ พบว่าไดโคฟอล

ปริมาณ 0.104 มิลลิกรัม ถูกกาํจดัภายในเวลา 6 ชัว่โมง เม่ือใช้

เพอร์ออกซิเดส 1 ยูนิต อย่างไรก็ตามการศึกษาในส่วนค่าตวั

แปรทางจลนพลศาสตร์ การใช้แบบจาํลองทางคณิตศาสตร์

มาอธิบายปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้น รวมถึงการศึกษาวิถีการย่อย

สลายไดโคฟอลด้วยเพอร์ออกซิเดสและทดสอบความเป็น

พิษท่ีเกิดขึ้ นหลังส้ินสุดปฏิกิริยา ควรมีการดําเนินการ

เพ่ิมเติมในอนาคต เม่ือผลการศึกษาสมบูรณ์สามารถท่ีจะนาํ

เอนไซม์ไปประยุกต์ใชง้านจริง โดยอาจนาํไปใชใ้นรูปแบบ

ของการพ่นเอนไซมท่ี์อยู่ในรูปของสารละลายน้ีลงในบริเวณ

พ้ืนท่ีเพาะปลูกท่ีมีการปนเป้ือนของไดโคฟอลโดยตรง หรือ

หากใช้กับแหล่งนํ้ าท่ีมีการปนเป้ือนสารดังกล่าวอาจใช้

เอนไซม์ในรูปแบบตรึงกบัเย่ือกรองหรือตวักลางต่าง ๆ มา

ประยกุตใ์ชร่้วมดว้ยต่อไป 
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