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บทคัดย่อ 

เพอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซมท่ี์เร่งการออกซิเดชนัของสารต่าง ๆ ดว้ยการใชไ้ฮโดรเจนเพอร์ออกไซดเ์ป็นตวัรับอิเล็กตรอน มี

บทบาทสาํคญัในหลายดา้น รวมถึงใชใ้นการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบติัการและการตรวจวดัภูมิคุม้กนั พบมากในพืช ดงันั้นใน

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาปัจจยัท่ีส่งผลต่อการแยกของเพอร์ออกซิเดสในการสกดัดว้ยสารละลายนํ้ าสองวฏัภาค (ATPE) 

ซ่ึงประกอบดว้ยโพลีเอทิลีนไกลคอล (PEG) กบัสารประกอบเกลืออนินทรีย ์โดยใชก้ะหลํ่าปลีเป็นแหล่งของเอนไซม์เพอร์ออกซิ

เดส ผลการศึกษาพบว่าการเปล่ียนชนิดของเกลือท่ีใชส้ร้างระบบ (แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) ได

โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) และไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)) นํ้าหนกัโมเลกุลของโพลีเอทิลีนไกล

คอล (PEG 1500 และ 6000) ความเขม้ขน้ของโพลีเอทิลีนไกลคอล (ร้อยละ 19–31 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร) ความเขม้ขน้ของเกลือ 

(ร้อยละ 10–22 โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร) ค่าพีเอชของระบบ (4-8) และผลของโซเดียมคลอไรด์ (ร้อยละ 0–5 โดยนํ้ าหนักต่อ

ปริมาตร) ส่งผลตอ่สัมประสิทธ์ิการแยกของเอนไซม ์(KE) สัมประสิทธ์ิการแยกของโปรตีน (KP) สัดส่วนปริมาตรของวฏัภาค (Vr) 

ค่าร้อยละของผลได ้(%Yield) และค่าการทาํบริสุทธ์ิ (PF) สาํหรับสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัเพอร์ออกซิเดสท่ีไดจ้ากการศึกษา

น้ีคือใชเ้กลือแอมโมเนียมซัลเฟตความเขม้ขน้ร้อยละ 16 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร โพลีเอทิลีนไกลคอลนํ้ าหนกัโมเลกุล 1500 ความ

เขม้ขน้ร้อยละ 25 โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ค่าพีเอชของระบบเท่ากบั 6 และไม่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ ให้ค่าสัมประสิทธ์ิการ

แยกของเอนไซมเ์ท่ากบั 15.75 ± 4.07 ค่าร้อยละของผลได ้97.06 ± 0.71 และค่าการทาํบริสุทธ์ิ 4.86 ± 0.70 เท่า 

คําสําคัญ: เพอร์ออกซิเดส, การสกดัดว้ยสารละลายนํ้าสองวฏัภาค, การแยก, กะหลํ่าปลี 

Abstract 

Peroxidase is an enzyme that catalyzes the oxidation of various substances by utilizing hydrogen peroxide as an electron 

acceptor. It plays a significant role in multiple aspects, including laboratory analysis and immunoassays. Peroxidase is found 

abundantly in plant. Therefore, the purpose of this research is to study the factors affecting the partitioning of peroxidase using 

aqueous two-phase extraction (ATPE) consisting of polyethylene glycol (PEG) and inorganic salts. Cabbage was chosen as a 

source of peroxidase enzyme. The results showed that changes in the type of salt used to build the system (ammonium sulfate 

((NH4)2SO4), sodium sulfate (Na2SO4), dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) and disodium hydrogen phosphate 
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(Na2HPO4)), molecular weight of polyethylene glycol (PEG 1500 and 6000), polyethylene glycol concentration (19–31 %w/v), 

salt concentration (10–22 %w/v), system pH (4–8), and the effect of sodium chloride ( 0–5%w/v) affected the partition coefficient 

of the enzyme (KE), the partition coefficient of the protein (KP), volume fraction of phase (Vr), the percent yield (%Yield) and the 

purification factor (PF). The optimum condition for peroxidase extraction obtained in this study was using ammonium sulfate salt 

at a concentration of 16%w/v, polyethylene glycol molecular weight 1500 at a concentration of 25%w/v, the pH of the system 

was 6 and no sodium chloride was added. The partition coefficient of the enzyme was 15.75 ± 4.07, the percent yield was 97.06 

± 0.71, and the purification factor was 4.86 ± 0.70 times. 

Keywords: Peroxidase, Aqueous Two-Phase Extraction, Partitioning, Cabbage 

1. บทนํา 

เพอร์ออกซิเดส (Peroxidase) ถูกจัดเป็นเอนไซม์ใน

กลุ่มออกซิโดรีดกัเทส สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัโดย

ใชไ้ฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็นตวัรับอิเล็กตรอน 

เพอร์ออกซิ เดสสามารถออกซิไดซ์สับสเตรทท่ีให้

อิเล็กตรอนได้หลายชนิดทั้ งในกลุ่มของสารประกอบ

อินทรียแ์ละกลุ่มสารประกอบอนินทรีย ์[1] จากคุณสมบติั

ดังกล่าวเพอร์ออกซิเดสจึงถูกนําไปใช้ประโยชน์อย่าง

แพร่หลายในดา้นต่าง ๆ ไดแ้ก่ ทางการแพทย ์การวิเคราะห์

สารทางชีวเคมี เกษตรกรรม อุตสาหกรรมอาหาร และใน

การฟ้ืนฟูสภาวะแวดลอ้ม [2],[3] เพอร์ออกซิเดสถูกพบใน

ส่ิงมีชีวิตหลากชนิดทั้งในพืช จุลินทรีย์ และในสัตว์ [2] 

ปั จ จุ บัน เ พ อ ร์ อ อ ก ซิ เ ด ส ท่ี สกัด ไ ด้จ าก ฮอ ร์ สแ ร ดิ ช 

(Horseradish) ถูกนิยมนาํมาใช้อย่างมากเน่ืองจากลกัษณะ

สมบัติและการทาํงานท่ีดี แต่หากต้องนําเพอร์ออกซิเดส 

จากแหล่งดังกล่าวมาใช้งานในปริมาณท่ีมากอาจไม่

เหมาะสมเน่ืองจากราคาค่อนขา้งสูงและตอ้งส่ังนาํเขา้จาก

ต่างประเทศ เพอร์ออกซิเดสยงัถูกพบในพืชชนิดอ่ืน ๆ เช่น 

ถัว่เหลือง [4] มะเขือเทศ [5] มะระ [6] และหัวไชเท้า [7] 

โดยปริมาณท่ีพบในแต่ละแหล่งมีความแตกต่างกนั อยา่งไร

ก็ตามสําหรับงานวิจัย น้ีได้เ ลือกสกัดเอนไซม์ น้ีจาก

กะหลํ่าปลี เน่ืองจากเป็นพืชท่ีหาได้ง่าย ราคาไม่แพง มี

ปริมาณมาก และนิยมปลูกในประเทศไทย นอกจากการ

เลือกแหล่งท่ีใช้สกัดเอนไซม์ท่ีเหมาะสมแล้ว วิธีท่ีใช้ใน

การสกดัเอนไซมจ์ดัเป็นหน่ึงในตวัแปรสาํคญัท่ีส่งผลต่อค่า

ผลไดข้องการสกดัและราคาของเอนไซม ์

การสกดัและทาํเอนไซมใ์ห้บริสุทธ์ิสามารถทาํไดห้ลาย

วิธี เช่น วิธีโครมาโทรกราฟฟี วิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส และ

วิธีการตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียม วิธีการ

เหล่าน้ีอาจมีข้อจํากัดทางด้านค่าใช้จ่ายท่ีสูง  ต้องใช้

เคร่ืองมือเฉพาะ ขั้นตอนการทาํท่ีซับซ้อน และอาจไม่

เหมาะสมในการนาํมาใชผ้ลิตเอนไซม์บริสุทธ์ิในปริมาณ

มาก [8],[9] สําหรับวิธีการสกดัเอนไซม์ดว้ยสารละลายนํ้ า

สองวฏัภาค (Aqueous Two-Phase Extraction; ATPE) [10] 

นอกจากจะช่วยลดขอ้จาํกดัท่ีกล่าวมาแลว้ วิธีน้ีจะง่ายต่อ

การนาํไปเพ่ิมขนาดการผลิตและสะดวกในการจดัการ [11] 

และจากคุณสมบติัของเอนไซมท่ี์เสมือนกบัคุณสมบติัของ

โปรตีนคือหากใช้ความร้อนและสภาวะแวดลอ้มท่ีรุนแรง

ในการสกดัจะส่งผลต่อโครงสร้างของเอนไซม์ได ้แต่ดว้ย

วิธีการน้ีมีนํ้ าเป็นองค์ประกอบหลักในการแยกจึงส่งผล

กระทบต่อเสถียรภาพและการทาํงานของเอนไซม์ไม่มาก 

นอกจากน้ีสารท่ีนาํมาใชส้ร้างวฏัภาคของระบบสามารถถูก

นํากลับมาใช้ซํ้ าได้อีกด้วย [12] สําหรับการสร้างระบบ

สารละลายนํ้าสองวฏัภาคทาํไดโ้ดยใชส้ารละลายพอลิเมอร์

สองชนิดท่ีต่างกัน เช่น การใช้สารโพลีเอทิลีนไกลคอล 

( Polyethylene glycon; PEG)  ร่ วม กับ สา ร แ ด็ กซ์แตรน 

(Dextran) หรืออาจใช้พอลิเมอร์เพียงชนิดเดียวร่วมกับ

สารประกอบเกลืออนินทรีย  ์ เช่น เกลือในกลุ่มฟอสเฟต 

ซัล เฟต และซิ เตรท เ ป็นต้น  โดยความเข้มข้นของ

สารละลายทั้งสองท่ีใชต้อ้งเป็นความเขม้ขน้เหนือจุดวิกฤต

จึงทําให้เกิดการแบ่งวัฏภาค การสร้างวัฏภาคร่วมกับ

สารประกอบเกลืออนินทรียพ์บว่ามีค่าใชจ้่ายตํ่า ความหนืด

ท่ีเกิดขึ้นในระบบไม่มาก ส่งผลให้เม่ือส้ินสุดกระบวนการ
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สกดัสามารถนาํเอนไซม์ออกจากวฏัภาคไดง้่าย ดงันั้นการ

สร้างวฏัภาคดว้ยสารดังกล่าวจึงไดรั้บความนิยมมากกว่า

การสร้างวฏัภาคดว้ยพอลิเมอร์สองชนิดท่ีต่างกนั [13]  

อย่างไรก็ตามจากการศึกษาวิธีการสกดัดว้ยสารละลาย

นํ้ าสองวฎัภาค พบว่าการแยกชั้นของโมเลกุลของสารท่ี

ตอ้งการสกดัโดยเฉพาะเอนไซมใ์นแต่ละวฏัภาคมีกลไกท่ี

ซบัซอ้นและการอธิบายถึงปรากฎการณ์ท่ีเกิดขึ้นมีความไม่

ชดัเจนเท่าท่ีควรเน่ืองจากมีปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งต่อการแยกชั้น

อยู่หลายปัจจัย เช่น ลักษณะสมบัติและโครงสร้างของ

เอนไซม์ แรงกระทาํระหว่างโมเลกุลของสาร ไดแ้ก่ พนัธะ

ไฮโดรเจน แรงระหว่างประจุ แรงวนัเดอวาล ์แรงระหว่าง

ไฮโดรโฟบิก รวมถึงผลเสตียริก [10] นอกจากลักษณะ

สมบติัของเอนไซม์ท่ีส่งผลต่อการแยกชั้นในแต่ละวฏัภาค

แล้ว ปัจจัยท่ีเก่ียวข้องในการสร้างวฏัภาค เช่น ชนิดของ

เกลือ ความเข้มข้นของเกลือ นํ้ าหนักโมเลกุลและความ

เขม้ขน้ของ PEG และค่าพีเอชของระบบ สามารถส่งผลต่อ

การแยกชั้นของเอนไซมไ์ปยงัวฏัภาคบนหรือล่างได ้ดงันั้น

ในงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาถึงผลของปัจจัย

ดังกล่าวข้างตน้ต่อการสกัดเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสจาก

กะหลํ่าปลีโดยมุ่งเนน้ให้เอนไซมท่ี์ตอ้งการสกดัแยกชั้นไป

ยงัวฏัภาคหน่ึง ในขณะท่ีสารปนเป้ือนรวมถึงโปรตีนชนิด

อ่ืนท่ีไม่เก่ียวขอ้งแยกไปอยู่ในวฏัภาคตรงขา้มกนั ซ่ึงจะทาํ

ให้ค่าผลไดแ้ละความบริสุทธ์ิของเอนไซมท่ี์ไดมี้ค่าสูง 

 

2. ระเบียบวิธีวิจัย 

2.1 สารเคม ี

สารเคมีท่ีใช้ ได้แก่ โพลีเอทิลีนไกลคอล นํ้ าหนัก

โมเลกุล 1500 และ 6000 (Polyethylene glycol, PEG MW. 

1500 and 6000) แอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulfate, 

(NH4)2SO4) โซเดียมซัลเฟต (Sodium sulfate, Na2SO4) ได

โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Dipotassium hydrogen 

phosphate, K2HPO4) และไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

( Disodium hydrogen phosphate, Na2HPO4)  ข อ ง บริษัท 

Ajax finechem ประเทศนิวซีแลนด์ สารวิเคราะห์กิจกรรม

การทํางานของเพอร์ออกซิเดส  ได้แก่  กัวไอเอคอล 

( Guaiacol, C7H8O2)  แ ล ะ ไ ฮ โ ด ร เ จ น เ พ อ ร์ อ อ ก ไ ซด์  

( Hydrogen peroxide, H2O2)  จ า ก บ ริ ษัท  Sigma-Aldrich 

ประเทศสหรัฐอเมริกา และสารสําหรับวิเคราะห์โปรตีน 

ได้แก่ สารท่ีใช้สําหรับเตรียมสารละลายแบรดฟอร์ด 

(Bradford reagent) สารโปรตีนมาตรฐาน ของบริษทั Fluka 

สหราชอาณาจกัร สารเคมีอ่ืนท่ีใช้นอกจากน้ีเป็นสารท่ีใช้

ในเกรดระดบัห้องปฏิบติัการสําหรับการวิเคราะห์ท่ีมีความ

บริสุทธ์ิสูงกว่าร้อยละ 99  

2.2 การเตรียมเพอร์ออกซิเดสหยาบ 

กะหลํ่าปลีพนัธ์ุธรรมดา (common cabbage) เป็นสาย

พันธ์ุท่ี นิยมปลูกและบริโภคในประเทศไทยถูกเลือก

นาํมาใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี โดยนาํกะหลํ่าปลี 1000 กรัม มา

ลา้งดว้ยนํ้ าสะอาด ตดัเป็นช้ินเล็กนาํไปผ่านเคร่ืองสกดันํ้ า

ผลไม้แบบแยกกากและกรองเศษตะกอนแขวนลอยออก

ด้วยผา้ขาวบาง นําส่วนท่ีเป็นของเหลวไปป่ันเหว่ียงดว้ย

ความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยก

เศษตะกอนอีกคร้ัง ส่วนใสท่ีได้คือเพอร์ออกซิเดสหยาบ 

เอนไซม์หยาบท่ีสกัดได้จะถูกนําไปแช่แข็งเพ่ือรักษา

เสถียรภาพการทาํงานของเอนไซม์ให้มีการเปล่ียนแปลง

น้อยท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ -20 ± 3 องศาเซลเซียส สําหรับใชใ้น

การทดลองต่อไป  และก่อนทําการทดลองจะมีการ

ตรวจสอบค่ากิจกรรมการทาํงานของเพอร์ออกซิเดสเร่ิมตน้

ทุกคร้ัง 

2.3 การเตรียมระบบสารละลายนํ้าสองวัฏภาค 

ระบบสารละลายนํ้ าสองวัฏภาคถู กเต รี ยมขึ้ น ท่ี

อุณหภูมิห้อง (28 + 3 องศาเซลเซียส) โดยนาํสารละลาย PEG 

เขม้ขน้มาผสมกบัสารละลายเกลืออนินทรียเ์ขม้ขน้จนกระทัง่

ได้ความเขม้ข้นสุดท้ายท่ีต้องการ จากนั้นเติมเพอร์ออกซิ

เดสหยาบร้อยละ 10 ลงไปในระบบ โดยปริมาตรรวมสุดทา้ย

ของระบบเท่ากบั 10 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั ตั้งทิ้งไวเ้ป็น

เวลา 1 ชั่วโมง เม่ือเกิดการแยกชั้นของสารละลายในระบบ

ออกเป็น 2 ส่วน คือส่วนของวฏัภาคบนและส่วนของวฏัภาค

ล่าง ทาํการแยกเก็บตวัอยา่งของแต่ละวฏัภาคโดยใชเ้ขม็ฉีดยา 

ตรวจวดัปริมาตรท่ีเกิดขึ้นของแต่ละวฏัภาค วิเคราะห์กิจกรรม

การทาํงานของเอนไซมแ์ละวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท่ีปรากฎ

ในแต่ละวฏัภาค 
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การศึกษาชนิดของเกลือท่ีใชใ้นการสกดั เกลือ 4 ชนิดท่ี

ถูกเลือกมาทดสอบในงานวิจยัน้ีไดแ้ก่ แอมโมเนียมซลัเฟต 

((NH4)2SO4) โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) ไดโพแทสเซียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) และไดโซเดียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟต (Na2HPO4) เกลือทุกชนิดถูกควบคุมความเขม้ขน้

ท่ีร้อยละ 12 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร และเลือกความเขม้ขน้

ของ PEG 1500 ท่ี ร้อยละ  25  โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร 

หลงัจากไดช้นิดเกลือท่ีเหมาะสมแลว้ เกลือชนิดนั้นจะถูก

นําไปใช้ในการศึกษาร่วมกับขั้นตอนถดัไปคือการศึกษา

นํ้ าหนกัโมเลกุลและความเขม้ขน้ของ PEG ท่ีมีต่อการสกดั

เพอร์ออกซิเดส โดยใชค้วามเขม้ขน้ในช่วงร้อยละ 19–31

โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร และความเขม้ขน้เกลือท่ีร้อยละ 16 

โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร สาํหรับการศึกษาความเขม้ขน้ของ

เกลือจะเลือกใช้ในช่วงร้อยละ10–22 โดยนํ้ าหนักต่อ

ปริมาตร และควบคุมความเขม้ขน้ PEG ท่ีร้อยละ 25 โดย

นํ้ าหนักต่อปริมาตร นอกจากน้ียงัมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึง

การเปล่ียนแปลงค่าพีเอช (4–8) ของระบบสารละลายนํ้ า

สองวฏัภาค และการเติมโซเดียมคลอไรดใ์นช่วงร้อยละ   

0–5 โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร ท่ีมีต่อการสกัดเพอร์ออกซิ

เดส ผลการทดลองท่ีนาํเสนอจะเป็นค่าเฉล่ียท่ีเกิดจากการ

ทาํ 3 ซํ้าของแต่ละชุดการทดลอง  

2.4 การวิเคราะห์กิจกรรมการทํางานของเพอร์ออกซิเดส 

และการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

กิจกรรมการทาํงานของเพอร์ออกซิเดสจะถูกวิเคราะห์ใน

รูปของอตัราการสลายตัวของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ด้วย

เพอร์ออกซิเดสโดยมีกัวไอเอคอลเป็นตัวให้ไฮโดรเจน 

ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นวดัจากการเกิดสีท่ีค่าความยาวคล่ืน 436 นา

โนเมตร ด้วยเคร่ืองยูวี-วิส สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-VIS 

spectrophotometer) (UV 1204, Shimadzu, Japan) โดยวิธีการ

วิเคราะห์อ้างอิงจากในงานของ Lakshmi [14] เร่ิมจากนํา

เอนไซม์สกัด 50 ไมโครลิตร เติมลงในสารละลาย ปริมาตร 

2.95 มิลลิลิตร ท่ีประกอบดว้ย 18 มิลลิโมลาร์ของกวัไอเอคอล

และไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ร้อยละ 0.05 ใน 0.1 โมลาร์ 

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 

นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีเกิดขึ้นและคาํนวณค่ากิจกรรมการ

ทาํงานของเอนไซมด์งัแสดงในสมการท่ี (1) โดยกาํหนดให้ค่า

กิจกรรมการทาํงานของเพอร์ออกซิเดส 1 หน่วย หมายถึง

ปริมาณของเอนไซม์ท่ีใช้เร่งการเปล่ียน 1 ไมโครโมลของ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์ภายใตส้ภาวะท่ีใชท้ดสอบ 

 

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 (U/ml) = ∆𝐴𝐴436/𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚×4×𝑉𝑉𝑡𝑡×𝑑𝑑𝑑𝑑
𝜀𝜀×𝑉𝑉𝑠𝑠

  (1) 

 

เม่ือ Vt คือปริมาตรรวมท่ีใชใ้นปฏิกิริยา Vs คือปริมาตร

ของสารท่ีใชต้รวจวิเคราะห์ df คือค่าการเจือจาง และ ε คือ

ค่าสัมประสิทธ์ิการดูดกลืนแสง 

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนใช้วิธีของ Bradford [15] 

โดยเตรียมสารทดสอบจากการละลายโคแมสซ่ีบิลเล่ียนบูล 

(Coomassie brilliant blue G250) 10 มิลลิกรัม  ลงใน  25 

มิลลิลิตร เอทานอลท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 95 โดยปริมาตร

ต่อปริมาตร จากนั้นเติมกรดฟอสโฟลิก (ความเขม้ขน้ร้อย

ละ 85 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยา่

ให้เขา้กนั ปรับปริมาตรรวมเป็น 500 มิลลิลิตรดว้ยนํ้ ากลัน่ 

กรองสารละลายดว้ยกระดาษกรอง เบอร์ 1 ในการทดสอบ

จะนําสารละลายตัวอย่าง 40 ไมโครลิตร ผสมกับสาร

ทดสอบ 2 มิลลิลิตร วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

595 นาโนเมตร เทียบผลกบักราฟโปรตีนมาตรฐานท่ีเตรียม

จากโบวินซีร่ัมอลับูมิน (Bovine Serum Albumin, BSA) 

2.5 การคํานวณค่าพารามิเตอร์ท่ีเกี่ยวข้อง 

ค่าพารามิเตอร์ท่ีใชใ้นการพิจารณาเก่ียวกบัการสกดัด้วย

สารละลายนํ้าสองวฏัภาคถูกนิยามดงัน้ี 

สัดส่วนปริมาตรของวฏัภาค (Vr) คือสัดส่วนปริมาตร

ของสารละลายท่ีอยู่ ว ัฏภาคบน (VT) ต่อปริมาตรของ

สารละลายท่ีอยูใ่นวฏัภาคล่าง (VB) แสดงในสมการท่ี (2) 

𝑉𝑉𝑟𝑟 = 𝑉𝑉𝑇𝑇
𝑉𝑉𝐵𝐵

  (2) 

 

ค่าสัมประสิทธ์ิการแยกของเอนไซม ์(KE) คือสัดส่วน

ของค่ากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมท่ี์มีอยูใ่นวฏัภาคบน 

(ET) ต่อค่ากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมท่ี์มีอยูใ่นวฏัภาค

ล่าง (EB) แสดงในสมการท่ี (3) 

 

𝐾𝐾𝐸𝐸 = 𝐸𝐸𝑇𝑇
𝐸𝐸𝐵𝐵

  (3) 
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ค่าสัมประสิทธ์ิการแยกของโปรตีน (Kp) คือสัดส่วน

ความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีมีอยู่ในวฏัภาคบน (PT) ต่อความ

เข้มข้นของโปรตีนท่ีมีอยู่ในวฏัภาคล่าง (PB) แสดงใน

สมการท่ี (4) 

 

𝐾𝐾𝑝𝑝 = 𝑃𝑃𝑇𝑇
𝑃𝑃𝐵𝐵

  (4) 

 

ค่าการทาํบริสุทธ์ิ (PF) คาํนวณไดจ้ากสัดส่วนของค่า

กิจกรรมการทาํงานจาํเพาะของเอนไซม์ท่ีมีอยู่ในวฏัภาค

บน (ET / PT) ต่อค่ากิจกรรมการทาํงานจาํเพาะของเอนไซม์

หยาบ ซ่ึงหาไดจ้ากค่ากิจกรรมการทาํงานของเอนไซม ์(Ei) 

หารดว้ยความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีไดจ้ากส่วนใสสกดัจาก

กะหลํ่าปลี (Pi) แสดงในสมการท่ี (5) 

 

𝑃𝑃𝑃𝑃 =
𝐸𝐸𝑇𝑇
𝑃𝑃𝑇𝑇
𝐸𝐸𝑖𝑖
𝑃𝑃𝑖𝑖

  (5) 

 

ค่ า ร้ อ ย ล ะ ข อ ง ผ ล ไ ด้  ( % Yield) คํ า น ว ณ จ า ก

ความสัมพันธ์ของสัดส่วนปริมาตรของวัฏภาคและค่า

สัมประสิทธ์ิการแยกของเอนไซม ์แสดงในสมการท่ี (6)  

 

𝑌𝑌𝑌𝑌𝑌𝑌𝑌𝑌𝑌𝑌(%) = 100

1+ 1
𝑉𝑉𝑟𝑟𝐾𝐾𝐸𝐸

  (6) 

 

3. ผลการวิจัยและอภิปรายผล  

3.1 ผลของชนิดของสารประกอบเกลือต่อการสกัดเพอร์

ออกซิเดส 

สารประกอบเกลือท่ีใชใ้นการสร้างระบบสารละลายนํ้ า

สองวฏัภาคสามารถส่งผลต่อเสถียรภาพของระบบและการ

แบ่งชั้นของแต่ละวฏัภาคท่ีเกิดจากสารประกอบเกลือต่าง

ชนิดกัน และเม่ือนํามาใช้ในการแยกเพอร์ออกซิเดสจะ

ส่งผลต่อการกระจายตวัไปในวฏัภาคใดวฏัภาคหน่ึงได้

ต่ างกัน ทําให้ผลการสกัด ท่ี เ กิดขึ้ นมีค่ าแตกต่าง กัน 

นอกจากน้ียงัพบว่าสารประกอบเกลือต่างชนิดสามารถ

ส่งผลต่อความสามารถในการละลายและเสถียรภาพของ

เอนไซม์ เช่น สารประกอบเกลือบางชนิดสามารถจบักบั

เอนไซม์กลายเป็นสารประกอบเชิงซ้อน ส่งผลให้ค่าการ

ละลายและเสถียรภาพท่ีเกิดในวฏัภาคนั้นสูงขึ้น ในขณะท่ี

เอนไซม์บางชนิดอาจให้ผลท่ีแตกต่างกัน ซ่ึงขึ้ นกับ

โครงสร้างของเอนไซม์นั้ นด้วย ดังนั้ นจึงจําเป็นต้อง

พิจารณาถึงชนิดของสารประกอบเกลือท่ีเหมาะสมต่อการ

สร้างระบบและสกัดเพอร์ออกซิเดส เกลือกลุ่มฟอสเฟต

และเกลือกลุ่มซัลเฟตถูกนํามาใช้อย่างกวา้งขวางในการ

สร้างระบบสองวฏัภาค โดยไอออนลบ (SO4
-2 >HPO4

-2 > 

acetate) ท่ีอยู่ในเกลือจะส่งผลต่อการแบ่งวฏัภาคไดดี้กว่า

ไอออนบวก (NH4+ > K+ > Na+ > Mg2+ > Ca2+) [9] สําหรับ

สารประกอบเกลือท่ีเลือกมาใช้ในการศึกษาน้ี ได้แก่ 

(NH4)2SO4, Na2SO4, K2HPO4 และ Na2HPO4 ความเขม้ขน้

ท่ีใชร้้อยละ 12โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ร่วมกบัสารละลาย 

PEG 1500 ความเข้มข้น ท่ี ร้อยละ  25  โดยนํ้ าหนักต่อ

ปริมาตร ค่าพีเอชของระบบเท่ากบั 5 

ผลของชนิดของสารประกอบเกลือท่ีมีต่อสัมประสิทธ์ิ

การแยกของเอนไซม์ (KE) สัมประสิทธ์ิการแยกของโปรตีน 

(KP) สัดส่วนปริมาตรของวฏัภาค (Vr) ค่าร้อยละของผลได ้

(%Yield) และค่าการทําบริสุทธ์ิ (PF) ท่ีเกิดขึ้ นในระบบ

สารละลายนํ้ าสองวัฏภาคแสดงดังตารางท่ี  1  พบว่า

สารประกอบเกลือต่างชนิดส่งผลต่อการเกิดวฏัภาคและการ

แยกของเอนไซม์ท่ีต่างกนั เม่ือพิจารณาค่า Vr พบว่าสัดส่วน

ของปริมาตรท่ีเกิดขึ้นในวฏัภาคบนและล่างแตกต่างกัน 

โดยวฏัภาคล่างมีปริมาตรท่ีมากกว่าวฏัภาคบน ส่งผลให้ค่า 

Vr ตํ่ากว่า 1 ยกเวน้สารประกอบเกลือ (NH4)2SO4 ท่ีให้ค่า Vr 

สูงกว่า 1 สาํหรับค่า KE ท่ีคาํนวณไดจ้ากการใชส้ารประกอบ

เกลือทุกชนิดมีค่ามากกว่า 1 สามารถกล่าวได้ว่าเอนไซม์

เพอร์ออกซิเดสส่วนใหญ่จะกระจายตวัไปยงัวฏัภาคบนของ

ระบบ และสารประกอบเกลือท่ีใช้ทุกชนิดมีแนวโน้มท่ี

ส่ ง ผ ล ใ ห้ เ อ น ไ ซ ม์ เ ค ล่ื อ น ท่ี ไ ป ใ น ทิ ศ ท า ง เ ดี ย วกัน 

ปรากฏการณ์ดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าเพอร์ออกซิเดสมีความ

เป็นไฮโดรโฟบิกสูงและจับกับ PEG ท่ีกระจายตัวอยู่มาก

ในวฏัภาคบนไดดี้กว่าสารประกอบเกลือท่ีกระจายตวัอยูม่าก

ในวฏัภาคล่าง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาลกัษณะโครงสร้าง

เพอร์ออกซิเดสของ [16] และ [17] โดยเอนไซมเ์พอร์ออกซิ

เดสจะประกอบดว้ยหน่วยย่อยท่ีเรียกว่ากรดอะมิโน กรดอะ

มิโนมีทั้งในส่วนท่ีเป็นไฮโดรโฟบิก และไฮโดรฟิลิกทั้ง

แบบท่ีมีประจุและไม่มีประจุ การกระจายตวัของกรดอะมิโน
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เหล่าน้ีจะส่งผลต่อโครงสร้างโดยรวมของเอนไซม์ นอกจาก

กรดอะมิโนแล้วเพอร์ออกซิเดสยงัประกอบด้วยกลุ่มฮีม 

(Heme group) ซ่ึงจัดว่าเป็นไฮโดรโฟบิก โดยกลุ่มฮีมเป็น

โมเลกุลอินทรียมี์โครงสร้างรูปวงแหวนท่ีเรียกว่าพอร์ไฟริน 

(Porphyrin) จับกับอะตอมของเหล็ก ทาํให้บริเวณดงักล่าว

เป็นบริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์เกิดการถ่ายโอน

อิเล็กตรอนได ้จะเห็นไดว่้าถึงแมโ้ครงสร้างของเพอร์ออกซิ

เดสจะไม่ใช่ไฮโดรโฟบิกทั้งหมด แต่บริเวณท่ีเป็นไฮโดรโฟ

บิกจะเป็นบริเวณท่ีมีพ้ืนท่ีมากกว่าและมีบทบาทสําคญัต่อ

การทาํงานของเอนไซม์ชนิดน้ี จึงส่งผลให้เพอร์ออกซิเดส

แสดงความเป็นไฮโดรโฟบิกสูง และเม่ือพิจารณาค่า KP จะ

พบว่าโปรตีนส่วนใหญ่ท่ีไม่ใช่เอนไซม์เพอร์ออกซิเดส 

กระจายตวัอยู่ในวฏัภาคล่างมากกว่าวฏัภาคบน ทาํให้ค่า KP 

ท่ีคาํนวณไดมี้ค่านอ้ยกว่า 1 (ยกเวน้การใชส้ารประกอบเกลือ 

Na2HPO4 ซ่ึงแสดงผลการแยกของเอนไซม์ออกจากโปรตีน

ชนิดอ่ืนท่ีเกิดในวฏัภาคบนและวฏัภาคล่างใกลเ้คียงกนั จึง

ส่งผลให้ KP ท่ีไดเ้ท่ากบั 1.02 ± 0.82) ดงันั้นเม่ือพิจารณาค่า 

KE ร่วมกบัค่า KP ท่ีเกิดขึ้นของสารประกอบเกลือแต่ละชนิด

เทียบกนัแลว้ พบว่าสารประกอบเกลือ (NH4)2SO4ให้ค่า KE 

สูงกว่าเกลือชนิดอ่ืน (4.08 ± 0.93) แต่ให้ค่า KP ตํ่ากว่าเกลือ

ชนิ ด อ่ื น  ( 0.54 ± 0.09) ทั้ ง น้ี อ า จ เ ป็ นผล มา จากเกลื อ 

(NH4)2SO4 ทาํให้ความเป็นไฮโดรโฟบิกระหว่างวฏัภาค

เพ่ิมขึ้น [18] ส่งผลให้เอนไซมเ์พอร์ออกซิเดสกระจายตวัไป

ยงัวฏัภาคบนและจบักบั PEG ไดดี้ ในขณะท่ีโปรตีนชนิดอ่ืน

ซ่ึงมีความเป็นไฮโดรฟิลิกจะชอบกระจายตวัอยู่ในวฏัภาค

ล่าง จึงส่งผลใหค้่าร้อยละของผลได ้(%Yield) และค่าการทาํ

บริสุทธ์ิ (PF) ท่ีเกิดขึ้นมีค่ามากท่ีสุดคือร้อยละ 82.80 ± 0.92 

และ 3.61 ± 0.35 เท่า ตามลาํดบั 

 

ตารางท่ี 1 ชนิดของสารประกอบเกลือต่อการสกดัเพอร์ออกซิเดสในระบบสารละลายนํ้าสองวฏัภาค  

Salt type KE Kp Vr %Yield PF (folds) 

(NH4)2SO4 4.08+0.93 0.54+0.09 1.18+0.01 82.80+0.92 3.61+0.35 

Na2SO4 3.19+0.35 0.67+0.04 0.36+0.05 53.45+1.72 2.88+0.74 

K2HPO4 3.33+0.05 0.90+0.68 0.60+0.04 66.64+0.20 2.89+0.38 

Na2HPO4 1.81+0.26 1.02+0.82 0.40+0.01 41.99+0.26 2.86+0.44 

อย่างไรก็ตามการเลือกใชส้ารประกอบเกลือที่ต่าง

ชนิดอาจมีความเหมาะสมกบัเอนไซม์ที ่ต ่างกนั  เช่น 

ระบบที่ประกอบดว้ย PEG/(NH4)2SO4 สามารถนาํไปใช้

สกดัเอนไซม์เบตา้กาแลคโตซิเดสและเบตา้กลูโคซิเด

สไดด้ี [19] ในขณะที่การใชเ้กลือโพแทสเซียมในการ

สกดัเอนไลเปสให้ประสิทธิภาพที่ด ีกว่าการใช ้เกลือ

โซเดียมและเกลือแอมโมเนียม [20] และจากงานวิจยั

หลายช้ิน [21–23] ที่ใช ้ATPE ในการสกดัเอนไซมเ์พอร์

ออกซิเดสที่มาจากจุลินทรียแ์ละพืชต่างชนิดกนั พบว่า

สารประกอบเกลือที่ให้ผลการสกดัที่ดีและนิยมใชค้ ือ

เกลือ (NH4)2SO4 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาน้ี ดงันั้น

สารประกอบเกลือดงักล่าวจึงถูกนาํไปใชท้ดลองสําหรับ

ขั้นตอนต่อไป  

3.2 ผลของนํ้าหนักโมเลกุลและความเข้มข้นของ PEG ต่อ

การสกัดเพอร์ออกซิเดส 

นํ้ าหนักโมเลกุลและความเข้มข้นของ PEG จัดเป็น

ปัจจัยสําคัญท่ีสามารถส่งผลกระทบต่อพฤติกรรมการ

แบ่งวฏัภาคของ ATPE โดยทัว่ไป PEG ท่ีมีนํ้าหนกัโมเลกุล

สูงหรือมีความเข้มข้นสูง จะมีแนวโน้มท่ีจะสร้างระบบ 

ATPE ท่ีเสถียรกว่าและเพ่ิมระดบัการแบ่งวฏัภาคมากกว่า

การใช ้PEG ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกุลตํ่ากว่าหรือท่ีความเขม้ขน้

ตํ่ า ก ว่ า  ซ่ึ ง ส า ม า ร ถ นํ า ไ ป สู่ ก า ร ส กัด เ อ น ไ ซ ม์ ท่ี มี

ประสิทธิภาพสูงขึ้นไดเ้น่ืองจากเอนไซม์จะกระจายตวัไป

ยงัวฏัภาคใดวฏัภาคหน่ึงจากสองวฏัภาคไดดี้ขึ้น โดยขึ้นอยู่

กับค่าแอฟฟินิต้ีของเอนไซม์ท่ีมีต่อวัฏภาคนั้ น ปัจจัย

ดังกล่าวน้ียงัส่งผลต่อความสามารถในการละลายและ

เสถียรภาพของเอนไซม์เช่นเดียวกบัชนิดของสารประกอบ

เกลือท่ีใช้ในระบบ ATPE อย่างไรก็ตามผลของ PEG ต่อ
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พฤติกรรมการแยกชั้นของเอนไซม์อาจมีความซบัซอ้นและ

ขึ้นกับโครงสร้างของเอนไซม์และ PEG ท่ีใช้ ตลอดจน

สภาวะแวดล้อมของระบบ สําหรับการศึกษาน้ีเลือก

นํ้ าหนกัโมเลกุลของ PEG ท่ี 1500 และ PEG ท่ี 6000 ความ

เข้มข้นถูกควบคุมเท่ากันท่ีร้อยละ  25โดยนํ้ าหนักต่อ

ปริมาตร และความเขม้ขน้ของ (NH4)2SO4 ท่ีร้อยละ 16 โดย

นํ้าหนกัต่อปริมาตร (การเลือกความเขม้ขน้อา้งอิงจากกราฟ

เส้นแบ่งวัฏภาคท่ีทําให้เกิด 2 วัฏภาคเม่ือใช้ PEG ท่ี มี

นํ้าหนกัโมเลกุลดงักล่าว) และค่าพีเอชของระบบเท่ากบั 5 

จากตารางท่ี 2 พบว่าการสกดัเอนไซม์ดว้ย PEG 1500 

ให้ ค่า KE ค่า %Yield และค่า PF สูงกว่าการใช้ PEG 6000 

ซ่ึงโดยทัว่ไปการเพ่ิมนํ้ าหนักโมเลกุลของ PEG ส่งผลต่อ

ความเป็นไฮโดรโฟบิกท่ีมากขึ้น แรงกระทาํไฮโดรโฟบิก 

ระหว่าง PEG กบับริเวณไฮโดรโฟบิกของเอนไซม์สูงขึ้น 

เอนไซม์กระจายตัวไปยงัวฏัภาคบนได้มากขึ้น ทาํให้ค่า

สัมประสิทธ์ิการแยกของเอนไซม์สูงขึ้น แต่เม่ือนํ้ าหนัก

โมเลกุลของ PEG เพ่ิมขึ้นจนถึงจุดหน่ึง ค่าสัมประสิทธ์ิการ

แยกของเอนไซม์จะเร่ิมลดลง เน่ืองจากนํ้ าหนักโมเลกุล

ของ PEG สูงเกินไป อาจทาํให้ PEG เกิดการรวมตวัมากขึ้น 

(Large aggregates) ใน วฏัภาคบน ส่งผลต่อบริเวณพ้ืนท่ีผิว 

(Surface area) ท่ีเอนไซม์จะสามารถเคล่ือนผ่านไปยงัวฏั

ภาคบนลดลง ประกอบกบัความหนืดท่ีเพ่ิมขึ้นเม่ือนํ้าหนกั

โมเลกุล PEG สูงขึ้น อาจส่งผลให้เอนไซม์ถูกสกัดและ

กระจายตัวไดย้ากขึ้น โดยในการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่า

การใช ้PEG 1500 ให้ประสิทธิภาพการสกดัเอนไซม์ดีกว่า

การใช ้PEG 6000  

 

ตารางท่ี 2 นํ้าหนกัโมเลกุลของ PEG ต่อการสกดัเพอร์ออกซิเดสในระบบสารละลายนํ้าสองวฏัภาค 

PEG MW. KE Kp Vr %Yield PF (folds) 

PEG 1500 9.49 + 0.30 0.70 + 0.24 1.59 + 0.03 93.78 + 0.89 4.07 + 0.95 

PEG 6000 1.89 + 0.44 1.53 + 0.05 0.92 + 0.04 63.49 + 1.73 2.17 + 1.08 

เม่ือนํา PEG 1500 มาใช้ในการศึกษาความเข้มข้นท่ี

ส่ ง ผ ล ต่ อ ก าร สกัด เพอ ร์อ อก ซิ เดส โ ด ย กําหนดให้  

(NH4)2SO4 มีความเข้มข้นท่ีร้อยละ 16 โดยนํ้ าหนักต่อ

ปริมาตร และค่าพีเอชของระบบเท่ากับ 5 จากช่วงความ

เขม้ขน้ของ PEG 1500 ท่ีศึกษาร้อยละ 19–31 โดยนํ้ าหนกั

ต่อปริมาตร ( รูป ท่ี  1) พบว่าค่า  KE และค่า  %Yield มี

แนวโน้มเพ่ิมขึ้นท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 19–25 โดยนํ้ าหนกั

ต่อปริมาตร ซ่ึงสามารถอธิบายไดว่้าความเขม้ขน้ของ PEG 

1500 ท่ีเพ่ิมขึ้นส่งผลให้วฏัภาคบนมีความเป็นไฮโดรโฟบิ

กสูง เพอร์ออกซิเดสจึงกระจายตวัไปยงั วฏัภาคบนมากขึ้น 

ส่วนโปรตีนชนิดอ่ืนซ่ึงมีความเป็นไฮโดรฟิลิกจะชอบ

กระจายตวัอยูใ่นวฏัภาคล่าง ส่งผลให้ค่า %Yield สูงขึ้น แต่

เม่ือใช้ PEG 1500 ท่ีมีความเขม้ขน้มากกว่าร้อยละ 25 โดย

นํ้าหนกัต่อปริมาตร ค่า KE และค่า %Yield มีแนวโนม้ลดลง 

ปรากฎการณ์ดงักล่าวสามารถอธิบายไดเ้หมือนกบักรณีการ

เพ่ิมนํ้ าหนักโมเลกุลของ PEG เม่ือความเขม้ขน้ของ PEG 

เพ่ิมขึ้นจนถึงจุดหน่ึง ค่าสัมประสิทธ์ิการแยกของเอนไซม์

จะเร่ิมลดลง เน่ืองจากความเข้มข้นท่ีสูงขึ้นส่งผลต่อค่า

ความหนืดของสารละลายในวฏัภาคบนและทาํให้แรงตึง

ผิวระหว่างวฏัภาคเพ่ิมขึ้น [20] โอกาสท่ีเพอร์ออกซิเดสจะ

เคล่ือนและกระจายตวัไปยงัวฏัภาคบนเกิดไดย้ากขึ้น ค่า KE 

จึงลดลง การกระจายตัวของเพอร์ออกซิเดสและโปรตีน

ชนิดอ่ืนอยูใ่นวฏัภาคล่างมากขึ้นทาํให้ ค่า %Yield ลดลง 

 

รูปท่ี 1 ความเขม้ขน้ของ PEG 1500 ต่อสัมประสิทธ์ิการแยก

ของเอนไซม์ (KE, ♦) และค่าร้อยละของผลได ้(% Yield, ) 
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3.3 ผลของความเข้มข้นเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตต่อการ

สกัดเพอร์ออกซิเดส 

ความเข้มข้นของเกลือท่ีใช้ในการสร้างวัฏภาคใน 

ระบบ ATPE ส่งผลต่อการสกัดเช่นเดียวกับความเขม้ขน้

ของ PEG ดงัท่ีกล่าวมาแลว้ ในการทดลองน้ีเลือกใชเ้กลือ 

(NH4)2SO4 ท่ีความเขม้ข้นร้อยละ 10–22 โดยนํ้ าหนักต่อ

ปริมาตร ควบคุมความเขม้ขน้ของ PEG 1500 ท่ีร้อยละ 25 

โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร และค่าพีเอชของระบบเท่ากบั 5 

จากรูปท่ี 2 การเพ่ิมความเข้มข้นของเกลือ (NH4)2SO4 

ส่งผลตอ่การเปล่ียนแปลงของค่า KE และค่า PF โดยพบว่าจาก

ค่า KE ท่ีมากขึ้นเม่ือความเขม้ขน้ของเกลือเพ่ิมขึ้นเป็นผลมา

จากความเป็นไฮโดรฟิลิกท่ีสูงขึ้นในวฏัภาคล่างเน่ืองจากมี

เกลืออยู่มาก ช่วยส่งเสริมให้เพอร์ออกซิเดสเกิดกระจายตวัไป

ยงัวฏัภาคบนซ่ึงมีความเป็นไฮโดรโฟบิกไดม้ากขึ้น [18] เม่ือ

พิจารณาค่ า PF พบว่าค่ า PF เ พ่ิมขึ้ นเ ม่ือความเข้มข้น 

(NH4)2SO4 เพ่ิมขึ้น จนกระทัง่ความเขม้ขน้เพ่ิมมากกว่าร้อย

ละ 16โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร จึงมีแนวโนม้ลดลง เน่ืองจาก

โดยทั่วไปแล้วโมเลกุลของนํ้ าจะล้อมรอบโมเลกุลของ

โปรตีนส่วนท่ีชอบนํ้ าและสร้างพนัธะไฮโดรเจนระหว่าง

โมเลกุลของนํ้าและโปรตีน แต่เม่ือเติมเกลือเขา้ไปในระบบ 

ATPE มากขึ้น เกลือสามารถแตกตัวเป็นประจุบวกและ

ประจุลบ ประจุท่ีเพ่ิมขึ้นน้ีก่อให้เกิดแรงดึงดูดกบัโมเลกุล

ของนํ้ าเพ่ิมตามไปด้วย ส่งผลให้โมเลกุลของนํ้ าเข้ามา

ลอ้มรอบโมเลกุลของเกลือแทนโมเลกุลของโปรตีน จึงทาํ

ให้โปรตีนเกิดการแยกตวัออกจากนํ้า ปรากฏการณ์ดงักล่าว

เรียกว่าเกิด Salting out จึงทาํให้โปรตีนท่ีชอบนํ้ าบางส่วน

ถูกผลกัดนัให้เคล่ือนไปยงัวฏัภาคบนพร้อมกบัเพอร์ออกซิ

เดส ส่งผลให้ค่าการทาํบริสุทธ์ิท่ีได้ลดลง นอกจากน้ียงั

พบว่าการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของเกลือสามารถช่วย

เพ่ิมหรือลดแรงตึงผิวระหว่างวฏัภาค (Interfacial Tension) 

ไดใ้นระดบัหน่ึงและส่งผลต่อการกระจายตวัของโปรตีน

ไปยงัแต่ละวฏัภาคไดม้ากน้อยต่างกนั ดงันั้นการอภิปราย

ผลจะมีความชดัเจนมากขึ้นหากมีการศึกษาเพ่ิมเติมในส่วน

ของแรงตึงผิวท่ีเกิดขึ้นระหว่างวฏัภาค 

 

 
รูปท่ี 2 ความเขม้ขน้ของเกลือ (NH4)2SO4 ต่อสัมประสิทธ์ิการ

แยกของเอนไซม ์(KE, ♦) และค่าการทาํบริสุทธ์ิ (PF, ▲) 

 

3.4 ผลของค่าพเีอชต่อการสกัดเพอร์ออกซิเดส 

การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชของระบบ ATPE เป็นอีก

ปัจจัยท่ีส่งผลต่อการสกัดและทําเอนไซม์ให้บริสุทธ์ิ 

เน่ืองจากเอนไซม์เกิดจากหน่วยย่อยท่ีเรียกว่ากรดอะมิโน

หลาย ๆ ชนิดมาเช่ือมต่อกันด้วยพนัธะเปปไทด์ ดังนั้น

พ้ืนผิวของเอนไซม์จึงมีลักษณะเป็นไปตามชนิดของ

กรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบ กรดอะมิโนสามารถ

จดัแบ่งไดเ้ป็นกลุ่มท่ีมีขั้ว มีประจุบวกหรือประจุลบ และ

กลุ่มไฮโดรโฟบิก จากการศึกษางานวิจัยในอดีตพบว่า

ลกัษณะสมบติัพ้ืนผิวของเอนไซม์เป็นปัจจยัสําคญัท่ีส่งผล

ต่อการแยกของเอนไซมไ์ปยงัแต่ละวฏัภาคในระบบ ATPE 

เช่น งานวิจยัของ [24] ศึกษาการแยกกรดอะมิโน 4 ชนิดซ่ึง

มีลกัษณะพ้ืนผิวท่ีต่างกันดว้ย ATPE พบว่าไลซีนซ่ึงเป็น

กรดอะมิโนท่ีมีประจุบวกในช่วงพีเอช 6.5–8.0 จะกระจาย

ตวัไปยงัวฏัภาคล่าง ในขณะท่ีกรดอะมิโนท่ีเหลืออีก 3 ชนิด 

คือ ฟีนิลอะลานิน เมธไทโอนีน และซีสเทอีน เป็นกลุ่ม

กรดอะมิโนท่ีมีประจุลบจะกระจายตัวไปอยู่ท่ีวฏัภาคบน 

และโดยทั่วไปประจุ ท่ี พ้ืนผิวของ เอนไซม์จะมีการ

เปล่ียนแปลงในสภาวะแวดลอ้มท่ีมีการเปล่ียนค่าพีเอช โดย

ผลรวมประจุสุทธิของเอนไซมจ์ะเท่ากบัศูนยเ์ม่ือค่าพีเอชมี

ค่าเท่ากับท่ีจุดไอโซอิเลคตริก (Isoelectric point, pI) แต่

หากค่าพีเอชมากกว่าท่ีจุดไอโซอิเลคตริกจะส่งผลให้พ้ืนผิว

ของเอนไซม์แสดงประจุลบมากขึ้น เอนไซม์เกิดการแยก

ชั้นกระจายตวัไปยงัวฏัภาคบน ส่งผลให้ค่าสัมประสิทธ์ิการ

แยกของเอนไซม์เพ่ิมขึ้น [12] ในทางตรงข้ามท่ีค่าพีเอช

น้อยกว่าท่ีจุดไอโซอิเลคตริกพ้ืนผิวของเอนไซม์จะแสดง
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ประจุบวกมากขึ้ น ดังนั้ นการแยกชั้ นของเอนไซม์จะ

กระจายตัวไปยงัวฏัภาคบนหรือล่างจึงขึ้นกับประจุสุทธิ

ของเอนไซมน์ั้น 

สําหรับการศึกษาค่าพีเอชต่อการสกดัเพอร์ออกซิเดส

จะทาํในระบบท่ีประกอบดว้ยร้อยละ 25 โดยนํ้ าหนักต่อ

ปริมาตร ของสารละลาย PEG 1500 และร้อยละ 16 โดย

นํ้ าหนักต่อปริมาตร ของเกลือ (NH4)2SO4 ผลการศึกษา  

(รูปท่ี 3) พบว่าการเพ่ิมค่าพีเอชจาก 4 เป็น 6 ส่งผลให้ค่า KE 

จาก 7.47 ± 3.74 เพ่ิมขึ้นเป็น 15.75 ± 4.07 และค่า PF เพ่ิม

จาก 3.66 ± 0.30 เป็น 4.86 ± 0.70 เท่า จากผลแสดงให้เห็น

ว่าเพอร์ออกซิเดสแยกชั้นและกระจายตวัไปยงัวฏัภาคบน

ได้มากขึ้นและท่ีพีเอช 6 ให้ค่าสัมประสิทธ์ิการแยกของ

เอนไซม์และค่าการทําบริสุท ธ์ิดี ท่ี สุด  ผลการศึกษา

สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ [22] ซ่ึงสกดัเพอร์ออกซิเดสจาก

ผกับุ้ง แต่เม่ือค่าพีเอชสูงขึ้นค่า KE และค่า PF มีแนวโน้ม

ลดลง โดยท่ีค่าพีเอช 8 ใหค้่า KE และ PF ลดลงเท่ากบั 6.33 

± 8.85 และ 2.05 ± 0.63 เท่า ตามลาํดบั ค่า KE ท่ีเพ่ิมขึ้นเม่ือ

ค่าพีเอชสูงขึ้ น  (ช่วง 4–6) อาจจะเป็นผลมาจากการ

เปล่ียนแปลงประจุของเอนไซม์เม่ือระบบมีค่าพีเอชสูงกว่า

ท่ีจุดไอโซอิเลคตริก จึงส่งผลให้เอนไซม์กระจายตัวไป

ยงัวฏัภาคบนไดม้ากขึ้น สําหรับงานวิจยัน้ียงัมีขอ้จาํกดัใน

การศึกษาจุดไอโซอิเลคตริกของเพอร์ออกซิเดสท่ีสกดัได้

จากกะหลํ่าปลี การอภิปรายผลจึงอยู่บนพ้ืนฐานจากการ

รวบรวมข้อมูลท่ีมาจากงานวิจัยอ่ืนก่อนหน้าน้ีท่ีรายงาน

เก่ียวกบัจุดไอโซอิเลคตริกของเพอร์ออกซิเดสท่ีสกดัจาก

พืชชนิดต่าง ๆ เช่น จากรากหัวผกักาด หัวมนัฝร่ัง มะเขือ

เทศ พริกไทย โดยส่วนใหญ่จะมีจุดไอโซอิเลคตริก อยู่

ในช่วง 3–5 [25–28] อยา่งไรก็ตามท่ีค่าพีเอชสูงกว่า 6 ไม่ได้

ส่ ง ผ ล ใ ห้ ก า ร ส กัด แ ล ะ ทํา ใ ห้ บ ริ สุ ท ธ์ิ เ พ่ิ ม ขึ้ น  อ า จ

เน่ืองมาจากท่ีพีเอชสูงน้ีส่งผลต่อบริเวณเร่งของเอนไซม ์ทาํ

ให้ค่ากิจกรรมการทาํงานของเอนไซม์ลดลง ซ่ึงสอดคลอ้ง

กับงานวิจัยหลายช้ิน [22],[25],[27–29] ท่ีท ําการศึกษา

เก่ียวกับค่าพีเอชท่ีส่งผลต่อกิจกรรมการทาํงานของเพอร์

ออกซิเดสและพบว่าท่ีพีเอชมากกว่า 6 เอนไซม์จะเร่ิมเกิด

การเส่ือมสภาพการทาํงานอยา่งรวดเร็ว 

 

 
รูปท่ี 3 ค่าพีเอชของระบบสารละลายนํ้าสองวฏัภาคต่อ

สัมประสิทธ์ิการแยกของเอนไซม ์(KE, ♦) และค่าการทาํ

บริสุทธ์ิ (PF, ▲) 

 

3.5 ผลของโซเดียมคลอไรด์ต่อการสกัดเพอร์ออกซิเดส  

โดยทัว่ไปการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ซ่ึงมี

คุณสมบติัเป็นกลาง (Neutral salt) ลงในระบบของ ATPE 

จะเป็นการเพ่ิมความแตกต่างของไฮโดรโฟบิกเน่ืองจากทาํ

ให้ความต่างศกัยท์างไฟฟ้า (Electrical potential) ระหว่าง

สองวฏัภาคมากขึ้น ความเป็นไฮโดรโฟบิกท่ีเพ่ิมขึ้นส่งผล

ให้ปริมาณนํ้าท่ีเขา้มาจบัลดลง ดงันั้นการเติมเกลือ NaCl จึง

อาจส่งผลต่อการสกดัเอนไซม์ โดยในการศึกษาน้ีทดสอบ

การเติม NaCl ท่ีความเขม้ข้นร้อยละ 0–5 โดยนํ้ าหนักต่อ

ปริมาตร ในระบบท่ีประกอบดว้ยเกลือ (NH4)2SO4 ความ

เขม้ขน้ร้อยละ 16 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร สารละลาย PEG 

1500 ท่ีร้อยละ 25 โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร และค่าพีเอช

ของระบบเท่ากบั 6  

ผลการศึกษา (รูปท่ี 4) พบว่าแนวโน้มการเปล่ียนแปลง

ของค่า KE ต่อความเขม้ขน้ของ NaCl มีทิศทางท่ีไม่ชดัเจน

โดยท่ีความเข้มข้น  NaCl ท่ี ร้อยละ 2โดยนํ้ าหนักต่อ

ปริมาตร ให้ค่า KE สูงสุด (21.77 ± 2.81) แต่เม่ือพิจารณาค่า 

PF พบว่าการไม่เติมเกลือ NaCl จะให้ค่า PF สูงสุด (4.86 ± 

0.70 เท่า) และมีแนวโนม้ท่ีลดลงเม่ือมีการเพ่ิมความเขม้ขน้

ของ NaCl ในระบบ โดยถึงแม้ว่า NaCl จะไปเพ่ิมความ

แตกต่างของไฮโดรโฟบิกท่ีเกิดขึ้นของทั้งสอง วฏัภาคและ

ส่งผลต่อการแยกวฏัภาคของเอนไซม์ท่ีต่างกนั เกลือ NaCl 

ยังสามารถส่งผลต่อการ เ พ่ิมความแรงประจุ  (Ionic 

strength) ทาํให้สารท่ีมีนํ้ าหนักโมเลกุลตํ่าแยกชั้นกระจาย

ตวัไปยงัวฏัภาคบนมากขึ้น ค่าการทาํบริสุทธ์ิของเอนไซมท่ี์
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สกดัไดจึ้งลดลง นอกจากน้ียงัพบว่าความเขม้ขน้ของเกลือ

ท่ีนํามาใช้หากมีความเขม้ขน้สูงเกินไปสามารถส่งผลต่อ

การเส่ือมสภาพการทาํงานของเอนไซมไ์ด ้[9] 

 

 

รูปท่ี 4 ความเขม้ขน้ของ NaCl ต่อสัมประสิทธ์ิการแยกของ

เอนไซม ์(KE, ♦) และค่าการทาํบริสุทธ์ิ (PF, ▲) 

 

4. สรุปผลการศึกษา 

การสกัดด้วยสารละลายนํ้ าสองวฏัภาคเป็นวิธีท่ีนิยม

นํามาใช้ในการสกัดและทําสารชีวโมเลกุลโดยเฉพาะ

โปรตีนให้บริสุทธ์ิในขั้นต้น จากการศึกษาวิธีดังกล่าว

พบว่าหลายปัจจยัสามารถส่งผลต่อการสกัดและทาํเพอร์

ออกซิเดสให้บริสุทธ์ิ เช่น การเลือกองค์ประกอบท่ีใช้ใน

การสร้างระบบ ได้แก่ ชนิดและความเข้มข้นของเกลือ 

นํ้ าหนกัโมเลกุลและความเขม้ขน้ของ PEG รวมถึงค่าพีเอช

และความเขม้ขน้โซเดียมคลอไรด ์การปรับสภาวะปัจจยัให้

เหมาะสมส่งผลให้ค่าการสกัดและทาํให้บริสุทธ์ิสูงขึ้น 

นอกจากการศึกษาปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบสารละลายนํ้า

สองวฏัภาคแลว้ การศึกษาเพ่ิมเติมเก่ียวกบัลกัษณะสมบติั

ของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดส ได้แก่ นํ้ าหนักโมเลกุลของ

เอนไซม์ จุดไอโซอิเลคตริกและลกัษณะพ้ืนผิว (ประจุรวม

สุ ท ธิ แ ล ะ ค ว าม เ ป็ น ไ ฮ โ ด ร โ ฟ บิ ก )  จ ะ ช่ ว ย อ ธิบ าย

ปรากฎการณ์การแยกชั้นของเอนไซม์ในระบบสารละลาย

นํ้ าสองวฏัภาคไดดี้ย่ิงขึ้น และการนาํวิธีการทาํให้บริสุทธ์ิ

อ่ืนมาประยุกต์ใช้ร่วมกบัการสกดัด้วยสารละลายนํ้ าสอง 

วฏัภาค เช่น วิธีโครมาโทรกราฟฟี วิธีการตกตะกอนดว้ย

เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและวิธีการใช้อลัตร้าฟิวเตรชั่น 

สามารถช่วยให้ค่าการทาํบริสุทธ์ิของเอนไซมเ์พ่ิมขึ้นได ้

5. กติติกรรมประกาศ 

ข อ ข อ บ คุ ณ ภ า ค วิ ช า วิ ศ ว ก ร ร ม เ ค มี  ค ณ ะ

วิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ท่ีเอ้ือเฟ้ือ
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