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บทคัดยอ  
 

เปอรออกซิเดสในพืช จัดอยูในกลุมออกซิโดรีดักเทส ซึ่งมีบทบาทสําคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึมของพืช รวมถึง
มีการนํามาประยุกตอยางหลากหลาย นอกจากนี้เปอรออกซิเดสยังมีสวนเกี่ยวของในกระบวนการเกิดสีน้ําตาลท่ีเรงปฏิกิริยา
โดยเอนไซมและการลดลงของคุณคาทางโภชนาการ ซึ่งเปนปจจัยในการเปลี่ยนแปลงหลังการเก็บเกี่ยว อีกทั้งการเก็บรักษา
ขาวและธัญพืช ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาการสกัดและกระบวนการท่ีเหมาะสมในการทําบริสุทธิ์เปอรออกซิเดสจาก  
ขาวเหนียวดําไทยสายพันธุลืมผัว ซึ่งเปนขาวท่ีกําลังไดรับความนิยมในการบริโภคในภาคเหนือของประเทศไทย เพื่อการศึกษา
สมบัติตอไป การทดลองเริ่มจากการงอกเมล็ดขาวลืมผัวเปนเวลา 7 วัน ตามดวยการสกัดเมล็ดขาวงอก แลวนําสารสกัดหยาบ
ที่ไดไปทําบริสุทธิ์เบื้องตนดวย 2 กระบวนการ ไดแก การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความอ่ิมตัวรอยละ 80 และ 
การแยกดวยระบบน้ําสองวัฏภาค แลวจึงทําบริสุทธิ์เอนไซมดวยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออนบวก (Toyopearl  

CM-650) ทดสอบแอกทิวิตีของเปอรออกซิเดสโดยใชไกวอะคอลเปนซับสเตรต และวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี 
แบรดฟอรด ซึ่งพบวาแอกทิวิตีจําเพาะของเปอรออกซิเดสหลังการทําบรสิุทธ์ิดวยกระบวนการท่ีใชการตกตะกอนดวยเกลอืและ
การแยกดวยระบบน้ําสองวัฏภาคมีคาเทากับ 12.97 และ 0.65 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ ในขณะท่ีการทําบริสุทธิ์
ดวยโครมาโทกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออนบวกจากท้ัง 2 กระบวนการ แสดงถึงเปอรออกซิเดส 2 ไอโซไซมหลัก ที่มีประจุสุทธิ 
เปนบวกเชนเดียวกัน 
 

คําสําคัญ: เปอรออกซิเดส ขาวลืมผัว การทําบริสุทธ์ิ 
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Abstract 

Plant peroxidases are classified as oxidoreductases which play important roles in several plant 

metabolic processes and are also useful in many applications. Peroxidase is involved in enzymatic 

browning and decrease in nutritional value that are the limiting factors for post-harvest change and 

shelf-life of various rice and cereals. Therefore, optimum conditions for extraction and purification of 

peroxidase from Thai Black Glutinous Rice (Oryza sativa L. cv. Luem Pua) which is a popularly consumed 

variety in Northern Thailand were investigated for future characterization. The rice seeds were 

germinated for 7 days, followed by crude enzyme extraction. The extract was further separated using 

two different processes including ammonium sulfate precipitation at 80% saturation and aqueous 

two-phase extraction. Toyopearl CM-650 cation exchange chromatography was selected for Luem Pua 

rice peroxidase purification. Peroxidase activity was assayed using guaiacol as a substrate, while protein 

content was determined using Bradford assay. Results showed specific activity of purified peroxidase 

obtained by ammonium sulfate precipitation and aqueous two-phase extraction of 12.97 and 0.65 

unit/mg protein, respectively. Elution chromatographic profiles of two purification procedures showed 

similar pattern revealing two major cationic peroxidase isozymes. 

Keywords: peroxidase, Luem Pua rice, purification 

1. บทนํา

ขาวเหนียวดําไทยสายพันธุลืมผัว (Oryza sativa L. cv. Luem Pua) เปนขาวเหนียวทองถิ่น พบคร้ังแรกที่อําเภอ
พบพระ จังหวัดตาก เมล็ดขาวเหนียวชนิดนี้มีสีมวงเขม อุดมไปดวยสารอาหารและสารตานอนุมูลอิสระที่มีสวนชวยใน 
การปองกันโรคตางๆ ขาวเหนียวลืมผัวเมื่อหุงสุกแลวจะมีกลิ่นหอมเปนลักษณะเฉพาะ ทําใหความนิยมในการบริโภค 
ขาวเหนียวชนิดนีเ้พิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในภาคเหนือของประเทศไทย โดยเฉพาะในจังหวัดเชียงใหม (Patomchaiviwat et al., 

2015) 
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เปอรออกซิเดส (POD: EC 1.11.1.7) จัดเปนเอนไซมในกลุมออกซิโดรีดักเทส (Oxidoreductase) ซึ่งเรงปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน ในสภาวะที่มีไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogen peroxide: H2O2) โดยทําหนาที่เปนตัวรับอิเล็กตรอน  
พบเอนไซมนี้ทั่วไปตามธรรมชาติ โดยเฉพาะในพืชช้ันสูง ซึ่งมบีทบาทในกระบวนการทางเมแทบอลิซึมตางๆ เชน กระบวนการ
ปองกันตัวเองของพืช (Defense mechanism) และกระบวนการเกิดสีน้ําตาลของสารประกอบฟนอลิกท่ีเรงปฏิกิริยาโดย
เอนไซม (Enzymatic browning) ซึ่งสงผลตอการเปลี่ยนแปลงลักษณะของผลผลิตทางการเกษตรหลังการเก็บเกี่ยว รวมถึง
การเก็บรักษาผลผลิตดังกลาว และการแปรรูปผลผลิตทางการเกษตรเปนผลิตภัณฑตางๆ อีกดวย (Marquez et al., 2008 

และ Wu et al., 2014) นอกจากน้ีเปอรออกซิเดสซึ่งมีคุณสมบัติทนความรอนนั้น ไดถูกนํามาประยุกตอยางแพรหลาย ทั้งใน
เชิงการวิเคราะหทางเทคโนโลยีชีวภาพ ดานการแพทย และอุตสาหกรรม เชน การใชเปอรออกซิเดสสําหรับการกําจัด
สารประกอบฟนอลในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม (Srinivas et al., 1999) 

เปอรออกซิเดส จัดเปนหนึ่งในเอนไซมที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงลักษณะหลังการเก็บเกี่ยวของเมล็ดขาวและธัญพืช 
ซึ่งจะสงผลตอการเก็บรักษาและการแปรรูปผลิตภัณฑจากขาวและธัญพืชน้ันๆ อีกทั้งขาวเหนียวลืมผัวยังประกอบไปดวย 
สารตานอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะแอนโทไซยานิน (Anthocyanins) ซึ่งจัดเปนสารในกลุมฟลาโวนอยด (Flavonoid) และยังเปน
สารประกอบฟนอลิก (Phenolic compounds) ทีส่ามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไดดวยการเรงปฏิกิริยาของเปอรออกซิเดส 
โดยมีไฮโดรเจนเปอรออกไซดในเซลลพืชเปนตัวรับอิเล็กตรอนของปฏิกิริยา ซึ่งจะสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสารอาหารและ
สารตานอนุมูลอิสระ รวมถึงสีของเมล็ดขาวดังกลาวได ปจจุบันจึงมีงานวิจัยตางๆ ที่ศึกษาสมบัติของเปอรออกซิเดสและ 
การยับย้ังการทํางานของเอนไซมดังกลาว (Norkaew et al., 2017) การทําบริสุทธิ์เปอรออกซิเดสเพื่อการหาสมบัติของ
เอนไซมในพืชตางๆ นั้น สามารถทําไดโดยใชเทคนิคและกระบวนการท่ีเหมาะสม ซึ่ง ข้ึนอยูกับสมบัติของเอนไซมในพืชแตละ
ชนิด โดยในปจจุบันพบเปอรออกซิเดสจากพืชที่มีคาจุดสะเทินไฟฟา (Isoelectric point: pI) อยูในชวง 3.5 ถึง 9.5 ประกอบ
ไปดวยไอโซไซมที่มีสมบัติแตกตางกัน ทั้งไอโซไซมที่มีประจุสุทธิเปนลบ (Anionic isozyme)  และไอโซไซมที่มีประจุสุทธิ 
เปนบวก (Cationic isozyme) (Boeuf et al., 2000) ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการสกัดและหาสภาวะที่
เหมาะสมในการทําบริสุทธ์ิเปอรออกซิเดสจากขาวเหนียวดําไทยสายพันธุลืมผัว เพื่อศึกษาสมบัติของเอนไซมชนิดน้ีที่สกัดไดใน
ขาวสายพันธุดังกลาวตอไป  

 

2. วิธีดําเนินการวิจัย 
 

2.1 การเตรียมตัวอยางขาวงอก 

ทําความสะอาดตัวอยางเมล็ดขาวเปลือกลืมผัวดวยสารละลาย 1% (v/v) Sodium hypochlorite เปนเวลา 4 นาที 
หลังจากน้ันลางเมล็ดขาวเปลือกดังกลาวดวยน้ําปราศจากไอออน (DI water) และนําเมล็ดขาวเปลือกนี้มาเพาะงอกบน
กระดาษทิชชูที่ชุมน้ํา เปนเวลา 7 วัน ในที่มืดที่อุณหภูมิหอง (25 ± 1 °C) 
 

2.2 การสกัดเปอรออกซิเดสจากขาวงอก 

นําเมล็ดขาวงอกที่เพาะไดเปนเวลา 7 วัน มาแกะเปลือกออก แลวสกัดขาวงอกดวย 0.1 M Sodium phosphate 

buffer (pH 7.0) ซึ่งมี 1% (w/v) Polyvinylpyrrolidone (PVP) และ 1 mM Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 

เปนสวนประกอบ โดยมีอัตราสวนปริมาตรบัฟเฟอรที่ใชสกัดตอน้ําหนักขาวงอกเทากับ 2 : 1 จากนั้นนําสารสกัดที่ไดกรองดวย
ผาขาวบาง และนําสารละลายท่ีกรองไดไปปนเหวี่ยงที่ 12,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  
เก็บสารละลายสวนใสท่ีได เรียกสารละลายนี้วาสารสกัดหยาบ (Crude extract) 
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2.3 การตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัวรอยละ 80  

ละลายแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ในสารสกัดหยาบ จนไดความอิ่มตัวรอยละ 80 และรอใหละลายดี  
ในอางน้ําแข็ง เปนเวลา 4 ช่ัวโมง นําสารละลายนั้นไปปนเหว่ียงที่ 12,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
เก็บตะกอนโปรตีนที่ไดจากการปนเหวี่ยง และนําไปละลายใน 0.1 M Sodium phosphate buffer (pH 7.0) จากนั้น 
ทําไดอะไลซีสเพ่ือกําจัดเกลือออกจากสารละลาย ในถุงไดอะไลซีสที่มีขนาดรูพรุนเทากับ 12,000-14,000 ดาลตัน ที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส ใน 0.1 M Sodium phosphate buffer (pH 7.0) โดยเปลี่ยนบัฟเฟอรดังกลาว ทุก 3 ช่ัวโมง รวม 3 ครั้ง 

 

2.4 การแยกเปอรออกซิเดสดวยระบบน้ําสองวัฏภาค (Aqueous two-phase partitioning) 
 

 2.4.1 การหาสัดสวนท่ีเหมาะสมสําหรับการแยกดวยระบบน้ําสองวัฏภาค 
 ละลายพอลิเอทิลีนไกลคอล (Polyethylene glycol: PEG) 6000 น้ําหนัก 2.40 กรัม และแอมโมเนียมซัลเฟต 

น้ําหนัก 0.75 กรัม ในสารสกัดหยาบ ปริมาตร 8.00 มิลลิลิตร โดยเติมโซเดยีมคลอไรด (NaCl) น้ําหนัก 0.00, 0.10, และ 0.20 

กรัม ลงในสารละลายผสมที่ 1, 2, และ 3 ตามลําดับ แลวปรับปริมาตรรวมสุดทายของสารละลายเปน 10.00 มิลลิลิตร 
จากนั้นรอใหสารละลายผสมเกิดการแยกช้ันอยางสมบูรณที่อุณหภูมิหอง (25 ± 1 °C) บันทึกปริมาตรของวัฏภาคบนและ 
วัฏภาคลาง และนําสารละลายท้ังสองวัฏภาคไปทดสอบแอกทิวิตีของเปอรออกซิเดส แลวจึงคํานวณคาสัมประสิทธ์ิของ 
การแยกวัฏภาค (Partition coefficient: K) ดังสมการที่ (1) 

Partition coefficient (K) = 
At

Ab
   (1) 

โดย At หมายถึง แอกทิวิตีของเอนไซมในวัฏภาคบน (unit/ml) และ Ab หมายถึง แอกทิวิตีของเอนไซมใน 
วัฏภาคลาง (unit/ml) 
 

2.4.2 การแยกเปอรออกซิเดสดวยระบบน้ําสองวัฏภาคดวยสัดสวนที่เหมาะสม 

ละลายพอลิเอทิลีนไกลคอล 6000 น้ําหนัก 24.00 กรัม และแอมโมเนียมซัลเฟต นํ้าหนัก 7.50 กรัม ในสารสกัด
หยาบ ปริมาตร 80.0 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรรวมสุดทายของสารละลายผสมเปน 100.0 มิลลิลิตร ดวยสารสกัดหยาบ จากนั้น
รอใหสารละลายดังกลาวเกิดการแยกช้ันท่ีอุณหภูมิหอง (25 ± 1 °C) เปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลวจึงแยกทัง้สองวัฏภาคออกจากกัน 
นําวัฏภาคลางซึ่งมีเปอรออกซิเดสไปทําไดอะไลซีส ในถุงไดอะไลซีสที่มีขนาดรูพรุนเทากับ 12,000-14,000 ดาลตัน ที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส ใน 0.1 M Sodium phosphate buffer (pH 7.0) โดยเปลี่ยนบัฟเฟอรดังกลาว ทุก 3 ช่ัวโมง รวม 3 ครั้ง 

 

2.5 การวิเคราะหเปอรออกซิเดสดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

นําสารสกัดขาวลืมผัว ซึ่งผานกระบวนการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต และการแยกดวยระบบน้ําสองวัฏภาค 
มาวิเคราะหดวยเทคนิคเนทีฟพอลิอะคลิลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (Native polyacrylamide gel electrophoresis:  

Native-PAGE) ในพอลิอะคลิลาไมดเจลท่ีความเขมขนรอยละ 10 ที่ 100 โวลต โดยมี Horseradish peroxidase (HRP) และ 
Bovine serum albumin (BSA) เปนสารควบคุมเชิงบวกและลบ ตามลําดับ จากนั้นนําเจลดังกลาวมาบมในสารละลาย  
160 mM Guaiacol และ 80 mM Hydrogen peroxide ใน 0.05 M Citrate-phosphate buffer (pH 7.0 และ pH 4.0 

สําหรับเปอรออกซิเดสท่ีสกัดไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตและการแยกดวยระบบน้ําสองวัฏภาค  ตามลําดับ) 
เพื่อสังเกตการปรากฏแถบสีสมของ Tetraguaiacol กอนยอมในสารละลาย Coomassie brilliant blue R-250 ตอไป 
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2.6 การทําบริสุทธิ์เปอรออกซิเดสดวยเทคนิคทางโครมาโทรกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออน 
 

2.6.1 โครมาโทรกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออนลบ (Anion exchange chromatrography) 

หยอดสารละลายเอนไซมที่ผานการทําไดอะไลซีส ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน DEAE-cellulose 

anion exchange chromatography ที่มีเสนผานศูนยกลาง 1.3 เซนติเมตร และความสูงของเรซิน 24.0 เซนติเมตร ซึ่งมี
อัตราการไหลเทากับ 0.5 มิลลิลิตรตอนาที ชะดวยโซเดียมคลอไรดใน 0.1 M Sodium phosphate buffer (pH 8.0) ที่มีชวง
ความเขมขน 0 ถึง 1.2 มิลลิโมลาร เก็บสารละลายที่ชะไดจํานวน 40 หลอดทดลอง หลอดละ 2 มิลลิลิตร และนําสารละลายท่ี
เก็บไดจากคอลัมนท้ังหมดไปหาแอกทิวิตีของเปอรออกซิเดสและคาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร (Gong et al., 2015) 

 

2.6.2 โครมาโทรกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออนบวก (Cation exchange chromatrography) 

หยอดสารละลายเอนไซมที่ผานการทําไดอะไลซีส ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน Toyopearl  

CM-650 cation exchange chromatography ที่มีเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร และความสูงของเรซิน  
17.0 เซนติเมตร ซึ่งมีอัตราการไหลเทากับ 0.5 มิลลิลิตรตอนาที ชะดวยโซเดียมคลอไรดใน 0.1 M Sodium acetate buffer 

(pH 5.0) ที่มีชวงความเขมขน 0 ถึง 0.8 มิลลิโมลาร เก็บสารละลายที่ชะไดจํานวน 30 หลอดทดลอง หลอดละ 2 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําสารละลายที่เก็บไดจากคอลัมนท้ังหมดไปหาแอกทิวิตีของเปอรออกซิเดสและคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร  
(Gong et al., 2015) 

 

2.7 การหาแอกทิวิตีของเปอรออกซิเดส (Peroxidase activity assay) 

ผสม 4% Guaiacol ปริมาตร 150 ไมโครลิตร กับ 1% Hydrogen peroxide ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และ 0.1 M 

Sodium phosphate buffer (pH 7.0) ปริมาตร 2,660 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารสกัดเอนไซม ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 
แลววัดคาการดูดกลืนแสงอยางตอเนื่องทันที ที่อุณหภูมิหอง (25 ± 1 °C) (Arnnok et al., 2010) โดยใชโปรแกรม  
UV KinLab ของเคร่ือง UV-Vis Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เทียบกับหลอดควบคุม ซึ่งเตรียม
จาก 0.1 M Sodium phosphate buffer (pH 7.0) นําคาการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงซึ่งไดจากโปรแกรมดังกลาว 
มาคํานวณหาแอกทิวิตีของเปอรออกซิเดส ดังสมการที่ (2) โดยกําหนดใหหนึ่งหนวยของเปอรออกซิเดส เทากับ ปริมาณ
เอนไซมที่เรงการเกิด 1 ไมโครโมล ของ Tetraguaiacol ในเวลา 1 นาที 

Peroxidase activity (unit/ml) =
∆A × Vt × Df 

t × Ɛ × Vs  × Sf × P
   (2) 

โดย ∆A/t หมายถึง คาการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงตอนาที, Vt หมายถึง ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 
(ไมโครลิตร), Df หมายถึง เทาของการเจือจาง, Ɛ หมายถึง คาสัมประสิทธ์ิการดูดกลืนแสง (Molar extinction coefficient) 

ของ Tetraguaiacol ที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร มีคาเทากับ 26.6 mM-1cm-1, Vs หมายถึง ปริมาตรของสารสกัด
เอนไซม (ไมโครลิตร), Sf หมายถึง คาคงท่ีทางปริมาณสารสัมพันธ (Stoichiometric factor) ซึ่งในกรณีนี้นิยามใหหนึ่งหนวย
ของเปอรออกซิเดสเปนการติดตามการเกิดของสารผลิตภัณฑ Tetraguaiacol คานี้จึงมีคาเทากับ 1, และ P หมายถึง  
ความกวางของคิวเวตต ซึ่งมีคาเทากับ 1 เซนติเมตร (Ambatkar et al., 2014) 
 

2.8 การหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีแบรดฟอรด (Bradford assay) 

ผสมสารตัวอยางปริมาตร 50 ไมโครลิตร กับ 0.1 M Sodium phosphate buffer (pH 7.0) ปริมาตร 450 

ไมโครลิตร จากน้ันเติม Bradford reagent ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง (25 ± 1 °C) เปนเวลา 2 นาที 
แลววัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร เทียบกับหลอดควบคุม คํานวณหาปริมาณโปรตีนเทียบกับกราฟมาตรฐานของ 
Bovine serum albumin (BSA) โดยเตรียมจากปริมาณโปรตีนมาตรฐานในชวง 0.00 ถึง 0.04 มิลลิกรัม 
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3. ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 
 

3.1 การหาสัดสวนท่ีเหมาะสมสําหรับการแยกเปอรออกซิเดสดวยระบบน้ําสองวัฏภาค 

จากการทดลองหาสัดสวนท่ีเหมาะสมสําหรับการแยกเปอรออกซิเดสท่ีสกัดไดจากขาวลืมผัว พบวาสัดสวนที่
ประกอบดวยพอลิเอทิลีนไกลคอล 24% และแอมโมเนียมซัลเฟต 7.5% ที่ไมมี NaCl มีคาสัมประสิทธ์ิของการแยกวัฏภาค 
ต่ําที่สุด ซึ่งแสดงถึงการมีเปอรออกซิเดสในวัฏภาคลางมากที่สุดเมื่อเทียบกับสัดสวนอื่น ดังแสดงผลการทดลองในตารางท่ี 1 

โดยแตละขอมูลในตารางดังกลาวเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา ของแตละชุดการทดลอง รวมท้ังหมด 3 ชุดการทดลอง 
และตัวอักษรท่ีแตกตางกันในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงขอมูลท่ีแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p < 0.05 

 

ตารางที ่1 สัมประสิทธ์ิการแยกวัฏภาคของสารละลายที่มีสัดสวนตางกัน 
รอยละสัดสวนของ 

PEG/(NH4)2SO4/NaCl 

ปริมาตรของวัฏภาคบน/ลาง 
(มิลลิลิตร) 

แอกทิวิตีของวัฏภาคบน/ลาง 
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

สัมประสิทธิ์ของ 
การแยกวัฏภาค 

24/7.5/0 7.43A/2.57B 0.2119A/5.1403A 0.0415B 

24/7.5/1 6.83B/3.17A 0.1970A/3.2221B 0.0613B 

24/7.5/2 7.03B/2.97A 0.2737A/2.3180B 0.1169A 

 

3.2 การวิเคราะหเปอรออกซิเดสที่ผานการทําบริสุทธิ์เบื้องตนดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 
 

3.2.1 การวิเคราะหเปอรออกซิเดสจากการตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 

ในกระบวนการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต พบวาตะกอนโปรตีนท่ีไดหลังจากการปนเหวี่ยงมีน้ําหนักเบา
และลอยอยูเหนือสารละลาย ซึ่งยากตอการเก็บตะกอนโปรตีนดังกลาว อยางไรก็ตามในการวิเคราะหเปอรออกซิเดสที่ไดจาก 
การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสน้ัน ปรากฏแถบสีสมของ Tetraguaiacol ทั้งหมด 3 แถบ 
ซึ่งแสดงถึงเปอรออกซิเดสหลัก 3 ไอโซไซมหลัก ดังแสดงในภาพท่ี 1 (ก) ในขณะท่ีภาพที่ 1 (ข) แสดงใหเห็นแถบของโปรตีน
ทั้งหมดในสารละลายและแถบของโปรตีนมาตรฐานซึ่งแสดงถึงความจําเพาะของการยอมดวยซับสเตรตของเปอรออกซิเดส 

 
       HRP  BSA    POD                    HRP BSA     POD 

    
ภาพท่ี 1 การวิเคราะหเปอรออกซิเดสจากการตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต (ก) ยอมดวย 160 mM Guaiacol 

และ 80 mM H2O2 ใน 0.05 M Citrate-phosphate buffer (pH 7.0) (ข) ยอมดวย Coomassie brilliant blue R-250 

 

3.2.2 การวิเคราะหเปอรออกซิเดสจากการแยกดวยระบบน้ําสองวัฏภาค 

การแยกเปอรออกซิเดสดวยระบบน้ําสองวัฏภาคนั้น ใหสารละลายวัฏภาคลางที่มีลักษณะเปนสารละลายใส 
ในขณะท่ีสารประกอบฟนอลิกและสารสีตางๆ ของเมล็ดขาวถูกแยกใหอยูในวัฏภาคบน โดยมีคาสัมประสิทธิ์ของการแยก 
วัฏภาคเทากับ 0.0447 โดยในการวิเคราะหวัฏภาคบนและวัฏภาคลางดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีส พบวาในวัฏภาคลาง 

(ก) (ข) 
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(Bottom) ปรากฎแถบสีสมของ Tetraguaiacol ชัดเจนกวาในวัฏภาคบน (Top) ดังแสดงในภาพท่ี 2 (ก) ในขณะท่ีภาพ 2 (ข) 
แสดงใหเห็นแถบของโปรตีนมาตรฐานและโปรตีนท้ังหมดในสารละลาย 

 
                        HRP    BSA   Top   Bottom                  HRP   BSA    Top   Bottom 

      
ภาพท่ี 2 การวิเคราะหเปอรออกซิเดสจากการแยกดวยระบบนํ้าสองวัฏภาค (ก) ยอมดวย 160 mM Guaiacol และ 80 mM 

H2O2 ใน 0.05 M Citrate-phosphate buffer (pH 4.0) (ข) ยอมดวย Coomassie brilliant blue R-250 
 

3.3 การทําบริสุทธิ์เปอรออกซิเดสดวยเทคนิคทางโครมาโทรกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออน 
 

3.3.1 การทําบริสุทธิ์ดวยโครมาโทรกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออนลบ 

การทําบริสุทธ์ิเปอรออกซิเดสซ่ึงไดจากกระบวนการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอ่ิมตัวรอยละ 80 

ดวยคอลัมน DEAE-cellulose anion exchange chromatography พบวาเปอรออกซิเดสถูกชะออกจากคอลัมนพรอมกับ
โปรตีนอ่ืน อีกทั้งยังถูกชะออกจากคอลัมนกอนการเติมโซเดียมคลอไรดเขาสูระบบ แสดงใหเห็นวาเปอรออกซิเดสไมสามารถ
จับกับเรซินท่ีมีประจุบวกในคอลัมนได ดังแสดงในภาพท่ี 3 จึงไมเหมาะท่ีจะใชโครมาโทรกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออนลบใน
การทําบริสุทธ์ิตัวอยางเปอรออกซิเดสน้ี 

 

 
ภาพท่ี 3 การทําบรสิุทธ์ิเปอรออกซิเดสดวย DEAE-cellulose anion exchange chromatography 

 

3.3.2 การทําบริสุทธิ์ดวยโครมาโทรกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออนบวก 

โครมาโทรกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออนบวก (Toyopearl CM-650 cation exchange chromatography) 

ถูกนํามาใชทําบริสุทธิ์เปอรออกซิเดสที่ผานการทําบริสุทธิ์เบ้ืองตนจาก 2 กระบวนการ ไดแก เปอรออกซิเดสที่ไดจาก
กระบวนการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความอิ่มตัวรอยละ 80 และเปอรออกซิเดสที่ไดจากการแยกดวยระบบน้ํา
สองวัฏภาค โดยพบวาเปอรออกซิเดสท่ีไดจากท้ัง 2 กระบวนการ ถูกทําบริสุทธ์ิไดดวยคอลัมนดังกลาวโดยการจับกับเรซินที่มี
ประจุลบและถูกชะออกจากคอลัมนดวยการเติมโซเดียมคลอไรดเขาสูระบบ ซึ่งทําใหพบเปอรออกซิเดส 2 ไอโซไซมหลัก ที่มี 
ประจุสุทธิ เปนบวกเชนเดียวกัน อีกทั้งไอโซไซมหลักยังแยกออกจากโปรตีนสวนมากในสารละลายอยางชัดเจน 
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อีกดวย ทั้งนีค้าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ของโครมาโทรกราฟของเปอรออกซิเดสที่ผานการตกตะกอนดวยเกลือมีคา
มากกวาเปอรออกซิเดสท่ีผานการแยกดวยระบบน้ําสองวัฏภาค ดังแสดงในภาพท่ี 4 (ก) และ ภาพท่ี 4 (ข) ตามลําดับ 

 

         
ภาพท่ี 4 การทําบรสิุทธ์ิเปอรออกซิเดสดวย Toyopearl CM-650 cation exchange chromatography (ก) เปอรออกซิเดส 

จากการตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต (ข) เปอรออกซิเดสจากการแยกดวยระบบน้ําสองวัฏภาค 
 
ตารางที่ 2 สรุปการทําบริสุทธ์ิเปอรออกซิเดสจากขาวเหนียวลืมผัวโดยใชกระบวนการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 

กระบวนการ แอกทิวิตีทั้งหมด 
(ยูนิต) 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 
แอกทิวิตีจําเพาะ  

(ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
ความบริสุทธิ ์

(เทา) 
รอยละ 
การกูคืน 

สารสกัดหยาบ 139.42 27.96 4.99 1 100 

การตกตะกอนดวยเกลือ 42.55 11.90 3.58 0.72 30.52 

Toyopearl CM-650 

column 
7.91 0.61 12.97 2.60 5.67 

 

ตารางที ่3 สรุปการทําบริสุทธ์ิเปอรออกซิเดสจากขาวเหนียวลืมผัวโดยใชกระบวนการแยกดวยระบบน้ําสองวัฏภาค 

กระบวนการ 
แอกทิวิตีทั้งหมด 

(ยูนิต) 
ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 
แอกทิวิตีจําเพาะ  

(ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
ความบริสุทธิ ์

(เทา) 
รอยละ 
การกูคืน 

สารสกัดหยาบ 472.59 352.18 1.34 1 100 

ระบบน้ําสองวฏัภาค 

- วฏัภาคบน 

- วฏัภาคลาง 

 

38.82 

283.71 

 

45.39 

114.14 

 

0.86 

2.48 

 

0.64 

1.85 

 

8.21 

60.03 

Toyopearl CM-650 

column 
15.13 23.25 0.65 0.48 3.20 

 

จากการทําบริสุทธ์ิเปอรออกซิเดสดวยโครมาโทรกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออนบวก พบวาเปอรออกซิเดสที่ผาน
กระบวนการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตมีแอกทิวิตีจําเพาะเทากับ 12.97 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และมีความบริสุทธิ์
เพิ่มขึ้น 2.60 เทา ในขณะที่เปอรออกซิเดสที่ผานการแยกดวยระบบนํ้าสองวัฏภาคมีแอกทิวิตีจําเพาะหลังกระบวนการทํา
บริสุทธิ์เพียง 0.65 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และมีความบริสุทธ์ิเทากับ 0.48 เทา ดังแสดงในตารางท่ี 2 และ 3 ตามลําดับ  
ซึ่งจะเห็นไดวากระบวนการท่ีใชการตกตะกอนดวยเกลือน้ันใหเปอรออกซิเดสที่มีความบริสุทธ์ิมากกวา อยางไรก็ตามวิธีนี้ยังมี
ขอจํากัดในการเก็บเกี่ยวตะกอนโปรตีน ในขณะท่ีกระบวนการแยกดวยระบบน้ําสองวัฏภาคนั้น สามารถแยกเอนไซมออกจาก
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สารปนเปอนตางๆ ในสารสกัดขาวลืมผัวได โดยเฉพาะสารประกอบฟนอลิกที่พบมากในขาวชนิดนี้ ซึ่งทําใหงายตอ 
การจัดการสารละลายเอนไซมในกระบวนการทําบริสุทธ์ิ 
 

4. สรุปผลการวิจัย 
 

งานวิจัยนี้ไดศึกษาการทําบริสุทธิ์เปอรออกซิเดสจากขาวเหนียวดําไทยสายพันธุลืมผัวซึ่งสกัดดวย 0.1 M Sodium 

phosphate buffer (pH 7.0) โดยใช 2 กระบวนการเบื้องตน คือการตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความอ่ิมตัว
รอยละ 80 และการแยกดวยระบบนํ้าสองวัฏภาค จากนั้นทําบริสุทธิ์ดวยโครมาโทรกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออนบวก 
Toyopearl CM-650 ซึ่งการทําบริสุทธิ์ดวยคอลัมนดังกลาวจากท้ัง 2 กระบวนการ พบเปอรออกซิเดส 2 ไอโซไซมหลัก ที่มี 
ประจุสุทธิเปนบวกเชนเดียวกัน อยางไรก็ตามวิธีท่ีใชการตกตะกอนดวยเกลือนั้นใหเปอรออกซิเดสที่มีความบริสุทธ์ิสูงกวาวิธีที่
ใชระบบน้ําสองวัฏภาค ในขณะท่ีการแยกดวยระบบน้ําสองวัฏภาคสามารถแกไขขอจํากัดในการเก็บเกี่ ยวตะกอนโปรตีนของ 
สารสกัดจากขาวลืมผัวไดดีกวาการตกตะกอนดวยเกลือ 
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
 

ขอขอบคุณสาขาวิชาชีวเคมีและชวีเคมีเทคโนโลย ี ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัเชียงใหม สําหรับ
การสนับสนุนสารเคมี อุปกรณ และเครื่องมือ อีกทั้งขอขอบคุณศูนยความเปนเลิศดานนวัตกรรมทางเคมี (PERCH-CIC) 

กระทรวงการอุดมศึกษา วิทยาศาสตร วิจัยและนวตักรรม สําหรับการสนับสนุนงบประมาณในงานวิจยันี้ 
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