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บทคัดยอ

ตับออน (Hepatopancreas) เปนอวัยวะภายในซึ่งอยูบริเวณหัวของกุงจัดเปนวัสดุเศษ
เหลือประเภทของแข็งที่ไดจากอุตสาหกรรมการผลิตกุงแชแข็ง กุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ า
เลี้ยงมีปริมาณตับออนคิดเฉลี่ยตอตัวกุงเทากับ 1.17 และ 1.02 ตามลํ าดับ เมื่อนํ าตับออนกุง
กุลาดํ าทั้ง 2 ชนิด มาสกัดดวยสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 50           
มิลลิโมลาร พีเอช 7.0 ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 1 โมลาร และ Tween 80 รอยละ 0.2 
โดยใชอัตราสวนของตับออนของกุงกุลาดํ าตอสารละลายบัฟเฟอรเทากับ 1:3 (น้ํ าหนักตอ
ปริมาตร) นํ าไปปนผสมที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
แลวนํ าไปสกัดตอโดยการกวนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํ าไป
เหวี่ยงแยกดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที (12,735xg) เปนเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส     พบวาไดเอนไซมสกัดมา 2 สวนไดแก สวนสกัดสารละลาย (solution) และสวนสกัด
อิมัลช่ัน(emulsion) เมื่อเปรียบเทียบคากิจกรรมของเอนไซมชนิดตางๆ ท้ัง 9 ชนิด (โปรติเอส       
แอลฟา-อะมัยเลส ไลเปส แคทาเลส เปอรออกซิเดส อัลคาไลนฟอสฟาเตส พอลิฟนอล-       
ออกซิเดส ไคติเนส และไฮยาลูโรนิเดส) จากเอนไซมสกัดดังกลาว พบวาเอนไซมแคทาเลสมี    
กิจกรรมสูงสุดจากเอนไซมสกัดทั้ง 2 สวนจากตับออนกุงกุลาดํ าทั้ง 2 ชนิด โดยสวนสกัดสาร
ละลายจากตับออนกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง ใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดเทากับ 
4,904.71 และ 4,951.31 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลํ าดับ และกิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 382.28 และ 
384.49 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ และสวนสกัดอิมัลช่ันใหคากิจกรรมของเอนไซมสูง
สุดเทากับ 6,292.43 และ 5,276.51 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลํ าดับ คิดเปนกิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 
381.13 และ 392.60 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ เอนไซมท่ีพบมีกิจกรรมรองลงมาคือ
แอลฟา-อะมัยเลส (29.29 และ 28.47ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลํ าดับ) และ โปรติเอส (10.82 และ
20.01 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลํ าดับ) สํ าหรับเอนไซมไลเปส เปอรออกซิเดส พอลิฟนอลออกซิเดส 



อัลคาไลนฟอสฟาเตส ไคติเนส และไฮยาลูโรนิเดสนั้นมีกิจกรรมเอนไซมปริมาณนอยมาก          
แคทาเลสจากสวนสกัดสารละลายของกุงกุลาดํ าเลี้ยงถูกคัดเลือกเพื่อนํ ามาทํ าใหบริสุทธิ์โดยการ
ตกตะกอนโปรตีนดวยสารละลายเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว รอยละ 40 ตามดวยคอลัมน
โครมาโทกราฟ 2 ชนิดคือ DEAE-Toyopearl 650M และ Sephadex G-100 พบวาเอนไซม    
แคทาเลสที่แยกไดมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 22.22 เทาของเอนไซมสกัดเริ่มตน

เมื่อนํ าเอนไซมแคทาเลสที่แยกไดมาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยพอลิอะคริลาไมดเจล             
อิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (Native-PAGE) พบแถบโปรตีน 1 แถบ และเมื่อหานํ้ าหนัก
โมเลกุลโดยวิธีเจลฟวเตรชัน พบวามีขนาดเทากับ 66.6 กิโลดาลตัน แตเมื่อตรวจสอบโดย       
พอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE) พบแถบโปรตีน 2 แถบ มี
น้ํ าหนักโมเลกุลขนาด 32.7 และ 36.0 กิโลดาลตัน

การศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติของเอนไซมแคทาเลสที่ผานการทํ าใหบริสุทธิ์แลวกับ
เอนไซมแคทาเลสในสารละลายเอนไซมสกัดเริ่มตนจากตับออนกุ งกุลาดํ าทะเลและกุ ง      
กุลาดํ าเลี้ยง พบวามีพีเอชที่เหมาะสมเทากับ 7.0 และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเทากับ 40 องศา
เซลเซียส ตามลํ าดับ เอนไซมแคทาเลสที่ผานการทํ าใหบริสุทธิ์แลวมีความคงตัวสูงที่พีเอช 6.0-
8.0  สวนเอนไซมแคทาเลสในสารละลายเอนไซมสกัดเริ่มตนจากตับออนกุงกุลาดํ าทะเลและกุง
กุลาดํ าเลี้ยงมีความคงตัวสูงที่พีเอช 7.0-8.0 และกิจกรรมของเอนไซมจะลดลงครึ่งหนึ่งเมื่อบมท่ี
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเปนเวลา 60 นาที กิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสที่ผานการทํ าให
บริสุทธิ์จะถูกยับยั้งตามลํ าดับความรุนแรงจากมากไปนอยคือ sodium azide (NaN3), SDS 
(sodium dodecyl sulfate) และ EDTA (ethylenediaminetetra acetic acid) ตามลํ าดับ        
อิออนที่สามารถยับยั้งกิจกรรมเอนไซมไดดีไดแก Ca2+, Mg2+, Zn2+, Cu2+ ขณะที่ K+, Na+ และ
สารประกอบอินทรียบางชนิดเชน เอธานอลและเมทานอล มีผลยับยั้งกิจกรรมเอนไซมเพียงเล็ก
นอย เอนไซมแคทาเลสที่ไดมีคา Km และ Vmax เมื่อใชไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เปน      
สับสเตรต เทากับ 16.7x10-2 โมลาร และ 1.67x103 ไมโครโมลตอมิลลิลิตรตอนาที ตามลํ าดับ
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Abstract

Hepatopancreas, the part of shrimp head is solid waste from the frozen 
shrimp industries. The seawater and cultured black tiger shrimp had hepatopancreas 
1.17 and 1.02 g/shrimp, respectively. The mixture of hepatopancreas to buffer (50mM 
Tris-HCl buffer, pH 7.0 containing 1M NaCl and 0.2% Tween 80) 1: 3 (w/v) was 
homogenate at 8,000 rpm, 4°C for 5 minutes and stirred at  4°C for 1 h. The extracted 
enzyme from hepatopancreas of both shrimps were separated into two phases: 
solution and emulsion by centrifugation at 10,000 rpm (12,735xg), 4°C for 30 minutes. 
The activities of nine enzymes (protease, α-amylase, lipase, catalase, peroxidase, 
alkaline phosphatase, polyphenol oxidase, chitinase and hyaluronidase) with different 
sources of hepatopancreas from seawater and cultured black tiger shrimps were 
compared. Catalase showed the highest activity in both phases from both sources. 
The activities of catalase in the solution of seawater and cultured black tiger shrimps 
were 4,904.71 and 4,951.31 units/ml and the specific activities were 382.28 and 
384.49 units/mg protein, respectively. In the emulsion of seawater and cultured black 
tiger shrimp, the catalase activities were 6,292.43 and 5,276.51 units/ml whereas the 
specific activities were 381.13 and 392.60 units/mg protein, respectively. α-Amylase 
(29.29 and 28.47units/ml, respectively) and protease (10.82 and 20.01 units/ml, 
respectively) had moderate activity. While the other enzymes (lipase, peroxidase, 
polyphenol oxidase, alkaline phosphatase, chitinase and hyaluronidase) had very low 



activities. The catalase from the solution was isolated from hepatopancreas of cultured 
black tiger shrimp and was precipitated and purified by ammonium sulfate 
precipitation (40%), ion-exchange chromatography (DEAE-Toyopearl 650M) and gel 
filtration chromatography (Sephadex G-100), respectively.  The purity of the purified 
catalase increased to 22.22 folds.

The purified catalase showed single band in polyacrylamide gel 
electrophoresis under nondenaturing conditions (Native-PAGE) correspond to the 
molecular weights of 66.6 kDa when determined by gel filtration (Sephadex G-100). 
However, determination by polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing 
conditions (SDS-PAGE) it showed two bands with the molecular weights of 32.7 and 
36.0 kDa.

Properties of purified catalase and crude enzyme catalase from seawater and 
cultured black tiger shrimp revealed that they had maximal activity at pH 7.0 and 
optimum temperature was 40°C. Purified catalase was stable in the pH range of 6.0-
8.0. The crude enzyme catalases from both shrimp were stable in the pH range of 7.0-
8.0. When incubated at 70οC for 60 minutes, the enzyme activity was reduced by half. 
The purified catalase was strongly inhibited by sodium azide following by sodium 
dodecyl sulfate and ethylenediaminetetra acetic acid, respectively. The inhibition was 
stronger affected by Ca2+, Mg2+, Zn2+ and Cu2+ compare to K+ and Na+ whereas 
ethanol and methanol showed slightly inhibition.  Their Km and Vmax  were 16.7x10-2  
molar  and  1.67x103 µmoles/ml/min, respectively.


