
สารบาญ

หนา
บทคัดยอ  (3)
Abstract  (5)
กิตติกรรมประกาศ  (7)
สารบาญ  (8)
รายการตาราง (13)
รายการภาพ (14)
บทที่
1 บทนํ า   1

บทนํ าตนเรื่อง   1
ตรวจเอกสาร   4

1. กุงกุลาดํ า   4
1.1 ลักษณะทั่วไปของกุงกุลาดํ า    4
1.2 การแพรกระจายของกุงกุลาดํ า   6
1.3 แหลงที่อยูอาศัยของกุงกุลาดํ า   6
1.4 อุตสาหกรรมการแปรรูปกุงกุลาดํ า   7

2. ชนิดและคุณสมบัติของเอนไซมจากสัตวน้ํ า   8
2.1 เอนไซมยอยโปรตีน (Proteolytic enzymes)   8

2.1.1 โปรติเอสชนิดซีรีน (Serine protease)   9
2.1.2 โปรติเอสชนิดซิสเตอีน (Cysteine / thiol protease)   11
2.1.3 โปรติเอสชนิดแอสปาติก (Aspartyl / acidic protease)   12
2.1.4 โปรติเอสชนิดเมทธัลโล (Metallo protease)   12

2.2 เอนไซมยอยแปง (Amylotytic enzymes)   13
2.3 เอนไซมยอยไขมัน (Lipotytic enzymes)   14
2.4 เอนไซมชนิดอื่นๆ   15



สารบาญ (ตอ)

            หนา
2.4.1 อัลคาไลนฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase)   15

                         2.4.2 แคทาเลส (Catalase)   17
2.4.3 เปอรออกซิเดส (Peroxidase)   19
2.4.4 พอลิฟนอลออกซิเดส (Polyphenol oxidase)      20
2.4.5 ไคติเนส (Chitinase)   22
2.4.6 ไฮยาลูโรนิเดส (Hyaluronidase)   23

3. ปจจัยที่มีผลตอคุณสมบัติและกิจกรรมของเอนไซมจากสัตวน้ํ า   24
3.1 อุณหภูมิ (Temperature)   24
3.2 พีเอช (pH)   26
3.3 ความดัน(Pressure)   26
3.4 สับสเตรต (Substrate)   27
3.5 เกลือ (Salts)   27

             3.6 ออิอนของโลหะและสารจับโลหะ (Metal ions and chelating agent)   30
3.7 ตัวยับยั้ง (Inhibitors)   30

4. การทํ าบริสุทธิ์เอนไซมแคทาเลส   31
วัตถุประสงค   36

2 วัสดุ อุปกรณและวิธีการ   37
วัสดุ   37
อุปกรณ   37
วิธีการศึกษา   38

1. การเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมของตับออนกุงกุลาดํ าทะเลและกุง   38
                กุลาดํ าเลี้ยง

1.1 การสกัดเอนไซมจากตับออนกุงกุลาดํ า   38
1.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนและกิจกรรมเอนไซมจากตับออน   39

กุงกุลาดํ า



สารบาญ (ตอ)

หนา
2.  การทํ าเอนไซมใหบริสุทธิ์จากตับออนกุงกุลาดํ า   46

2.1  การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและ   46
       การทํ าไดอะไลซิส   
2.2 การทํ าโครมาโทกราฟชนิดแลกเปลี่ยนอิออน   47

                     (Ion-exchange chromatography)
2.3 การทํ าโครมาโทกราฟชนิดเจลฟวเตรชัน (Gel filtration-   48

                    chromatography)
2.4 การหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซมท่ีแยกไดโดยวิธีโครมาโทกราฟ   48

                    แบบเจลฟวเตรชัน (Gel filtration chromatography)
2.5 การตรวจสอบความบริสุทธิ์และการวิเคราะหหานํ้ าหนักโมเลกุล   50

                    ของเอนไซมท่ีเตรียมไดโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิส (Electrophoresis)
2.5.1 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (Native-PAGE)   50
2.5.2 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE)     50

2.6 การหาแถบของกิจกรรมของเอนไซมท่ีสกัดจากแผนเจลภายหลัง   51
จากการแยกโปรตีนโดยอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
(Native-PAGE)

2.7 การหากิจกรรมของเอนไซมในแผนเจลภายหลังการแยกโปรตีน   51
โดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE)

3. การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์   53
3.1  พีเอชที่เหมาะสม   53
3.2  ความคงตัวตอพีเอช      53
3.3 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม   54
3.4  ความคงตัวตออุณหภูมิ   54
3.5  ผลของอิออนของโลหะและสารเคมีบางชนิดตอกิจกรรมของเอนไซม   54
3.6  การศึกษาจลนศาสตรของเอนไซมแคทาเลส               54



สารบาญ (ตอ)

หนา
3 ผลและวิจารณ   56

1. การเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมของตับออนกุงกุลาดํ าทะเล   56
                   และกุงกุลาดํ าเลี้ยง

1.1 การสกัดเอนไซมจากตับออนกุงกุลาดํ า     56
1.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนและกิจกรรมเอนไซมจากตับออน   57

              กุงกุลาดํ า
2.  การทํ าเอนไซมใหบริสุทธิ์จากตับออนกุงกุลาดํ า   59

 2.1  การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและการ-   59
        ทํ าไดอะไลซิส  
 2.2  การทํ าโครมาโทกราฟชนิดแลกเปลี่ยนอิออน   62
 2.3  การทํ าโครมาโทกราฟชนิดเจลฟวเตรชัน   65
 2.4  การหานํ้ าหนักโมเลกุลยอยของเอนไซมท่ีแยกไดโดยวิธี-   65
        โครมาโทกราฟชนิดเจลฟวเตรชัน
2.5 การตรวจสอบความบริสุทธิ์และการวิเคราะหหานํ้ าหนักโมเลกุล   69
       ของเอนไซมท่ีเตรียมไดโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิส

2.5.1 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ    69
2.5.2 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ   69

2.6 การหาแถบของกิจกรรมของเอนไซมท่ีสกัดจากแผนเจลภายหลัง-   71
       จากการแยกโปรตีนโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ
2.7 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมในแผนเจลภายหลังการแยก-   74
       โปรตีนโดยอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ

3.  การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์   74
 3.1  พีเอชที่เหมาะสม   74
 3.2  ความคงตัวตอพีเอช   76
 3.3  อุณหภูมิท่ีเหมาะสม     78



สารบาญ (ตอ)

หนา
3.4  ความคงตัวตออุณหภูมิ   80
3.5  ผลของอิออนของโลหะและสารเคมีบางชนิดตอกิจกรรมของเอนไซม   82
3.6  การศึกษาจลนศาสตรของเอนไซมแคทาเลส   82

4 สรุป   86
ขอเสนอแนะ     88
เอกสารอางอิง     89
ภาคผนวก  103

ภาคผนวก ก  วิธีการวิเคราะห  103
ภาคผนวก ข  การเตรียมสารเคมี   113
ภาคผนวก ค  การเตรียมคอลัมนโครมาโทกราฟและการตกตะกอนดวย-  121

                เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
ผลงานทางวิชาการ   123
ประวัติผูเขียน   124



รายการตาราง

ตารางที่ หนา
1   อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมของเอนไซมชนิดตางๆจากสัตวน้ํ าบางชนิด   28
2   อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมของเอนไซมแคทาเลสจากแหลงตางๆ   34
3   ชนิดและความเขมขนของสารละลายอิออนของโลหะและสารเคมีบางชนิด   55
     ท่ีใชทดสอบ
4   ปริมาณตับออนจากกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง   56
5   ปริมาณเอนไซมสกัดและปริมาณโปรตีนจากตับออนกุงกุลาดํ าทะเลและกุง   57
     กุลาดํ าเลี้ยง
6   กิจกรรมของเอนไซมชนิดตางๆที่ไดจากเอนไซมสกัดจากตับออนกุงกุลาดํ าทะเล   60
     และกุงกุลาดํ าเลี้ยง
7   ผลของชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในการตกตะกอน   61
     โปรตีนของเอนไซมแคทาเลสจากสวนสกัดสารละลายจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยง
8   ผลของการตกตะกอนโปรตีนที่ระดับความอิ่มตัวรอยละ 40 ของเอนไซมแคทาเลส   62
     จากสวนสกัดสารละลายจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยง
9    สรุปผลขั้นตอนการทํ าบริสุทธิ์เอนไซมแคทาเลส   62
10 การเปรียบเทียบนํ้ าหนักโมเลกุลยอยของเอนไซมแคทาเลสจากตับออนกุงกุลาดํ า   68

เลี้ยงกับเอนไซมแคทาเลสจากแหลงอื่นๆ
11 ผลของออิอนและสารเคมีบางชนิดตอกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสจากตับออน   83

กุงกุลาดํ าเลี้ยงที่ผานการทํ าใหบริสุทธิ์แลว

ตารางภาคผนวกที่
ก1  องคประกอบของเจลในการทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE)  111
ก2  องคประกอบของเจลในการทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (Native-PAGE)  112
ค1   ความเขมขนสุดทายของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต : เปอรเซ็นตความอิ่มตัว  122



รายการภาพ

ภาพที่ หนา
1     ลักษณะทางกายภาพของกุง     5
2  กระบวนการผลิตผลิตภัณฑกุงกุลาดํ าแชแข็ง   7
3     แผนการทดลองในการหาแถบกิจกรรมของเอนไซมท่ีทํ าบริสุทธิ์เพื่อสกัดเจล   52
       ภายหลังการแยกโปรตีนดวยวิธี Native-PAGE  
4     แผนการทดลองในการหาแถบกิจกรรมของเอนไซมท่ีทํ าบริสุทธิ์เพื่อสกัดเจล   52
       ภายหลังการแยกโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE
5     การทํ าใหบริสุทธิ์เอนไซมแคทาเลสจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยงโดยใชคอลัมน   64
       โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิออนชนิด DEAE-Toyopearl 650M
6     การทํ าใหบริสุทธิ์เอนไซมแคทาเลสจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยงโดยใชคอลัมน   66
       โครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตรชัน
7     กราฟมาตรฐานการหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซมแคทาเลสที่ผาน-   67
       การทํ าใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน Sephadex G-100 โดยใชคอลัมน-
       Sephadex G-100
8  แบบแผนของโปรตีนในพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ   70

 (Native-PAGE)
9     แบบแผนของโปรตีนในพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ   72
       (SDS-PAGE)
10  กราฟมาตรฐานการหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซมแคทาเลสที่ผานการทํ าให   73
       บริสุทธิ์จากคอลัมน Sephadex G-100 โดยพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส
       แบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE)
11    ผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสจากตับออนกุงกุลาดํ า   75
12    ผลของพีเอชตอความคงตัวของเอนไซมแคทาเลสจากตับออนกุงกุลาดํ า   77
13    ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสจากตับออนกุงกุลาดํ า   79
14    ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมแคทาเลสจากตับออนกุงกุลาดํ า   81



รายการภาพ (ตอ)

ภาพที่ หนา
15    กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง 1/Vo และ 1/[S] ตออัตราเร็วของปฏิกิริยา    85
        ของเอนไซมแคทาเลสที่ผานการทํ าใหบริสุทธิ์จากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยง

ภาพภาคผนวกที่
ก1   กราฟมาตรฐานไทโรซีนที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร  103
ก2   กราฟมาตรฐานโปรตีนโบวินซีรัมอัลบูมินที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร  105
ก3   กราฟมาตรฐานนํ้ าตาล N-acetyl-glucosamine (GlaNAc) ท่ีความยาวคลื่น    107
        520 นาโนเมตร
ก4    กราฟมาตรฐานนํ้ าตาล N-acetyl-glucosamine (GlaNAc) ท่ีความยาวคลื่น  108
        584 นาโนเมตร




