
บทที่ 3

ผลและวิจารณ

1. การเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมจากตับออนของกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ า
เลี้ยง
1.1 การสกัดเอนไซมจากตับออนของกุงกุลาดํ า

จากการสุมตัวอยางกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง มาคํ านวณขนาดเฉลี่ยของตัว
กุงตอกิโลกรัม ตัวอยางละ 3 ซ้ํ า พบวากุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยงมีขนาดเฉลี่ย 16 และ 
34 ตัวตอกิโลกรัม ตามลํ าดับ หลังจากนั้นนํ าสวนของตับออนของกุงมาชั่งนํ้ าหนักเพื่อหาสัดสวน
ของตับออนของกุงกุลาดํ าตอน้ํ าหนักตัวกุง พบวากุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยงมีสัดสวน
ของตับออนตอตัวกุงที่ใกลเคียงกันโดยมีคาเทากับ 1.17 และ 1.02 กรัมตอตัวกุง ตามลํ าดับ ซ่ึง
จากตัวอยางกุงกุลาดํ าทะเลที่ใชในการทดลองนี้ไมทราบอายุท่ีแนนอนของกุง เนื่องมาจากเปน
กุงกุลาดํ าที่จับไดจากแหลงธรรมชาติ แตสํ าหรับกุงกุลาดํ าเลี้ยงจะทราบอายุเนื่องมาจากไดจาก
การเพาะเลี้ยงในฟารม โดยตัวอยางกุงกลาดํ าเลี้ยงที่ไดทํ าการทดลองนี้มีอายุประมาณ100-110 
วัน แตจากขอมูลสัดสวนของตับออนของนํ้ าหนักตับออนตอตัวกุงที่ไดรายงานไวขางตน พบวามี
คาใกลเคียงกัน ซ่ึงแสดงใหทราบวาสัดสวนของนํ้ าหนักตับออนตอตัวกุงจะคงที่ โดยจะไมข้ึนอยู
กับอยูขนาดหรืออายุของกุง (Table 4)

Table 4  Comparison of an average hepatopancreas weight between seawater and
              cultured black tiger shrimp

Parameter Seawater black tiger
shrimp

Cultured black tiger
shrimp

Size (shrimp/kg)
Hepatopancreas (g/kg)
Hepatopancreas (g/shrimp)

16±0.47
18.7±0.22

1.17

34±1.25
34.5±8.17

1.01
Data : Means ± S.D. (n=3)



1.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนและกิจกรรมเอนไซมจากตับออนกุงกุลาดํ า
เมื่อนํ าตับออนกุงกุลาดํ าทั้ง 2 ชนิดมาทํ าการสกัดเอนไซมพบวาไดเอนไซมสกัด 2 สวน 

คือ สวนสกัดสารละลาย (solution) และสวนสกัดอิมัลช่ัน (emulsion) โดยสวนสกัดละลายจาก
ตับออนกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง คิดเปนรอยละ 94.93 และ 95.29 ของปริมาตร
เอนไซมสกัดทั้งหมด ตามลํ าดับ และสวนสกัดอิมัลช่ันคิดเปนรอยละ 5.11 และ 4.71 ของ
ปริมาตรสารละลายทั้งหมด ตามลํ าดับ (Table 5)

Table 5  Properties of enzyme from hepatopancreas of seawater and cultured black
              tiger shrimp

Source of
enzyme

Extracted  volume
(ml)                  (%)

Protein
(mg/ml)

Total protein
(mg)

Solution
- seawater shrimp
- cultured shrimp
Emulsion
- seawater shrimp
- cultured shrimp

165                  94.93
164                  95.29

8.88                  5.11
8.10                  4.71

12.83
12.89

16.51
13.44

2,117.0
2,114.0

146.6
108.9

เมื่อนํ าเอนไซมสกัดทั้ง 2 สวนจากกุงกุลาดํ าทั้ง 2 ชนิด มาวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน
พบวาสวนสกัดสารละลายจากกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยงมีปริมาณโปรตีนใกลเคียงกัน 
มีคาเทากับ 12.83 และ 12.89 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลํ าดับ ขณะที่ปริมาณโปรตีนจากสวน
สกัดอิมัลช่ัน มีคาเทากับ 16.51 และ 13.44 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลํ าดับ (Table 5)

ผลการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมชนิดตางๆ จากเอนไซมสกัดทั้ง 2 สวนจากตับ
ออนกุงกุลาดํ าทั้ง 2 ชนิด (Table 6) พบวาเมื่อทํ าการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมจํ านวน 9 
ชนิดไดแก เอนไซมโปรติเอส, ไลเปส, แอลฟา-อะมัยเลส, แคทาเลส, อัลคาไลนฟอสฟาเตส, 
เปอรออกซิเดส, พอลิฟนอลออกซิเดส, ไคติเนส และไฮยาลูโรนิเดส ตามลํ าดับ พบวาเอนไซม
สกัดทั้งสองสวนจากกุงกุลาดํ าทั้ง 2 ชนิดมีกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสสูงสุดและมีคากิจกรรม



ของเอนไซมใกลเคียงกันโดยสวนสกัดสารละลายของกุ งกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยงมี      
กิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสเทากับ 4,904.71 และ 4,956.31 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลํ าดับ
(16,185.54 และ 16,256.70 ไมโครโมลตอนาทีตอกรัมน้ํ าหนักเปยก ตามลํ าดับ) คิดเปน         
กิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมเทากับ 382.28 และ 384.49 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ
สวนสกัดอิมัลช่ันของกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยงมีกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลส เทากับ   
6,292.43   และ   5,276.51 ยูนิตตอมิลลิลิตร  ตามลํ าดับ (1,117.53 และ 497.05 ไมโครโมลตอ
นาทีตอกรัมน้ํ าหนักเปยก) คิดเปนกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมแคทาเลสเทากับ 381.13 และ 
392.60 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Gamble และ
คณะ (1995) ซ่ึงศึกษากิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสจากตอมสรางนํ้ ายอย (digestive gland) 
ของสัตวน้ํ าที่ไมมีกระดูกสันหลังบางชนิด ไดแก Mytilus edulis Pecten maximus  Carcinus 
maenas และ Asterias rubens พบวามีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 5,870 36,100 280 และ 
20,000 ไมโครโมลตอนาทีตอกรัมน้ํ าหนักเปยก ตามลํ าดับ นอกจากนี้มีการศึกษากิจกรรม
เอนไซมแคทาเลสจากปลา saithe และ mackerel พบวาปลาทั้ง 2 ชนิดนี้มีกิจกรรมของเอนไซม
สูงในสวนของตับ โดยมีคาเทากับ 6,135 และ 9,003 ไมโครโมลตอนาทีตอกรัมน้ํ าหนักเปยก 
ตามลํ าดับ (Aksnes and Njaa, 1981) ผลการศึกษาเอนไซมแคทาเลสจากตอมสรางนํ้ ายอย
ของ Perna perna พบวามีคาแตกตางกันไปในแตละเดือน เชนเดือนพฤษภาคมและเดือน
ธันวาคม มีคากิจกรรมเทากับ 28,500±2.7 และ 22,200±5.4 ไมโครโมลตอนาทีตอกรัมน้ํ าหนัก
เปยก และเดือนมีนาคมและกันยายน มีกิจกรรมเทากับ  810±1.7 และ 980±2.0 ไมโครโมลตอ
นาทีตอน้ํ าหนักเปยก ตามลํ าดับ จากคากิจกรรมของเอนไซมท่ีมีความแตกตางกันอาจเนื่องมา
จากผลของฤดูกาลและการไดรับสารอาหารของสัตวซ่ึงปจจัยเหลานี้อาจสงผลตอปริมาณ
เอนไซมท่ีผลิต (Filno et al., 2001) ขณะที่เอนไซมชนิดอื่นๆ พบวามีกิจกรรมของเอนไซม
แอลฟา-อะมัยเลสมีและโปรติเอสมีปานกลาง แตเมื่อทํ าการพิจารณากิจกรรมของเอนไซม      
โปรตีเอสจากเอนไซมสกัดทั้ง 2 สวน จากกุงกุลาดํ าทั้ง 2 ชนิด พบวา กิจกรรมของเอนไซม       
โปรติเอสจากเอนไซมสกัดทั้ง 2 สวนจากกุงกุลาดํ าเลี้ยงจะมีคาสูงกวากิจกรรมของเอนไซม      
โปรติเอสจากเอนไซมสกัดทั้ง 2 สวนจากกุงกุลาดํ าทะเล ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากกุงกุลาดํ าเลี้ยงได
รับสารอาหารจํ าพวกโปรตีนจากอาหารที่ใชเลี้ยงในปริมาณที่สูงกวากุงกุลาดํ าทะเลซึ่งอาศัย
แหลงโปรตีนจากอาหารในธรรมชาติ ดังนั้นจึงสามารถพบกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสใน



ปริมาณที่สูงกวา  สวนกิจกรรมของเอนไซมไลเปส  อัลคาไลนฟอสฟาเตส เปอรออกซิเดส        
พอลิฟนอลออกซิเดส ไคติเนส และไฮยาลูโรนิเดสมีคานอยมาก กิจกรรมของเอนไซมแคทาเลส
ของตัวอยางกุงกุลาดํ าทั้ง 2 ชนิดจากเอนไซมสกัดทั้ง 2 สวน มีคากิจกรรมของเอนไซม             
แคทาเลสมีในปริมาณสูงเชนเดียวกัน แตเมื่อเปรียบเทียบสัดสวนของปริมาตรของเอนไซมสกัด
ท้ัง 2 สวน พบวาสวนสกัดอิมัลช่ันมีปริมาตรนอยกวามากเปรียบเทียบกับสวนสกัดสารละลาย 
อีกทั้งตัวอยางตับออนกุงกุลาดํ าทะเลมีไมสมํ่ าเสมอ ดังนั้นจึงเลือกสวนสกัดสารละลายของกุง
กุลาดํ าเลี้ยงมาทํ าบริสุทธิ์เอนไซมแคทาเลสและศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมในขั้นตอนตอไป

2. การทํ าเอนไซมใหบริสุทธิ์จากตับออนกุงกุลาดํ า
2.1 การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและการทํ าไดอะไลซิส

นํ าสารละลายเอนไซมสกัดจากกุงกุลาดํ าเลี้ยงมาทํ าบริสุทธิ์เอนไซมแคทาเลสโดยเริ่ม
จากขั้นตอนการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต จากการทดลองโดยคอยๆ เพิ่มปริมาณ
ของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตใหมีความอิ่มตัวรอยละ 20-80 พบวากิจกรรมของเอนไซม          
แคทาเลสในตะกอนมีมากที่สุดเมื่อตกตะกอนจนมีความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต   
เทากับ รอยละ 40 (Table 7) ดังนั้นจึงทํ าการนํ าสารละลายเอนไซมสกัดใหมมาทํ าการ            
ตกตะกอน โดยพบวามีกิจกรรมและกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมแคทาเลสจากกุงกุลาดํ าเลี้ยง
เทากับ 11,235.03 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ 1,128.02 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ    
(Table 8)

จากผลการทดลองที่ไดพบวาไดชวงของการตกตะกอนที่เหมาะสมมีคาใกลเคียงกับผล
การทดลองของการตกตะกอนเอนไซมแคทาเลสจากตับแพะ ซ่ึงมีชวงของการตกตะกอนที่เหมาะ
สมท่ีระดับความความอิ่มตัวรอยละ 55 (Miyahara et al., 1978) และการทํ าบริสุทธิ์เอนไซม   
แคทาเลสจากจมูกขาวสาลี (Triticum aestivum L.) ก็พบวามีชวงการตกตะกอนที่เหมาะสมที่
ระดับความอิ่มตัวรอยละ 45 (Garcia et al., 2000) นอกจากนี้ Yumoto และคณะ (1990) ได
รายงานวาชวงของการตกตะกอนเอนไซมแคทาเลสจาก Bacillus YN-2000 ท่ีเหมาะสมมีคาที่
ระดับความอิ่มตัวรอยละ 50



Table 6   Activity of enzymes from hepatopancreas of seawater and cultured black tiger
                  shrimp in solution and emulsion

Activity of enzyme Crude enzyme
Solution                                         Emulsion

Seawater shrimp     Cultured shrimp   Seawater shrimp    Cultured shrimp
Protease
 (Units/ml)
 (Units/mg protein)
Lipase
 (Units/ml)
 (Units/mg protein)
α -Amylase
 (Units/ml)
 (Units/mg protein)
Catalase
 (Units/ml)
 (Units/mg protein)
Peroxidase
 (Units/ml)
 (Units/mg protein)
Polyphenol oxidase
 (Units/ml)
 (Units/mg protein)
Alkaline phosphatase
 (Units/ml)
 (Units/mg protein)
Chitinase
 (Units/ml)
 (Units/mg protein)
Hyaluronidase
 (Units/ml)
 (Units/mg protein)

   10.82±0.92               20.01± 0.54             9.99±3.89               17.87±2.05
     0.84±0.20                 1.55±0.13              0.61±0.10                 1.33±0.14

    0.048±0.01                0.045±0.02            0.047±0.02              0.031±0.01
    0.004±0.01                0.003±0.01            0.003±0.01              0.002±0.01

    29.29±2.70               28.47±5.40            16.13±1.20              16.08±1.46
     2.28±0.13                2.21± 0.19               0.98± 0.11              1.20±0.56

4,904.71±181.80      4,951.31±108.50    6,292.43±148.50   4,661.81±156.40
  382.28±22.50          384.49±20.24         381.13±17.50       346.86±32.75

   2.790± 0.35                2.535± 0.16              3.485± 0.25            2.660± 0.10
    0.022± 0.04               0.197± 0.02              0.211± 0.01            0.198± 0.03

    5.223± 0.58              5.063± 0.45             11.108± 1.40             12.242± 0.60
    0.407±  0.04             0.393± 0.01              0.673±  0.08              0.911± 0.11

     0.051± 0.01               0.073± 0.01              0.149± 0.03           0.083± 0.02
 3.98x10-3± 0.00           5.66x10-3±0.00          9.02x10-3± 0.00     6.18x10-3±0.00

    0.021± 0.01              0.022± 0.01               0.032± 0.01             0.026± 0.01
 1.64x10-3±0.00          1.71x10-3±0.00         1.94x10-3±0.00        1.93x10-3±0.00

 0.0345±0.01                0.0420± 0.01             0.0396±0.01             0.044±0.01
2.69x10-3±0.00            3.26x10-3±0.00         2.40x10-3 ±0.00       3.27x10-3±0.00

Data : units/ml and units/mg protein, Mean ± S.D. ( n=3 )



เมื่อตกตะกอนโปรตีนสวนสกัดสารละลายจากตับออนกุ งกุลาดํ าเลี้ยงดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตแลว นํ าตะกอนที่ไดละลายในสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความ
เขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.0 จนตะกอนละลายหมดแลวนํ าไปผานการกํ าจัดเกลือออกโดย
วิธีการไดอะไลซิส เมื่อนํ ามาวิเคราะหคากิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมแคทาเลสพบวามีคาเทากับ 
1,294.58 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน (Table 9) ในขั้นตอนนี้พบวาเอนไซมแคทาเลสที่ไดมีความ
บริสุทธิ์สูงขึ้นไมมากนัก ซ่ึงสังเกตจากคากิจกรรมและกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมมีคาสูงขึ้น
เพียงเล็กนอยทั้งนี้อาจเนื่องมาจากขั้นตอนการทํ าไดอะไลซิสอาจกํ าจัดเกลือออกไปไมหมด ทํ า
ใหกิจกรรมของเอนไซมถูกรบกวนจากเกลือสวนที่เหลืออยูทํ าใหคากิจกรรมที่ไดสูงขึ้นเพียงเล็ก
นอย เมื่อคิดเปนผลผลิต (yield) พบวามีคาเทากับรอยละ 18.91 และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 
1.87 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายเอนไซมสกัดเริ่มตน  (Table 9)

Table 7  Ammonium sulfate precipitation at various salt saturation for catalase from
              hepatopancreas of cultured black tiger shrimp

Fraction Volume
(ml)

Protein
(mg/ml)

Catalase
    Activity              Specific activity
    (units/ml)             (units/mg protein)

Crude extract
0-20% sat.
(NH4)2SO4 precipitate
20-40% sat.
(NH4)2SO4 precipitate
40-60% sat.
(NH4)2SO4 precipitate
60-80% sat.
(NH4)2SO4 precipitate

90
9.0

9.0

7.0

4.5

10.67
8.61

9.14

7.94

2.17

    5,893.91                    552.38
    7,307.40                    848.71

  10,098.35                  1,104.85

   1,448.95                     182.49

884.32                160.24



Table 8  Ammonium sulfate precipitation at 40% salt saturation for catalase from
              hepatopancreas of cultured black tiger shrimp

Fraction Volume
(ml)

Protein
(mg/ml)

Catalase
 Activity                 Specific activity
(units/ml)              (units/mg protein)

Crude extract
40% sat.(NH4)2SO4

precipitate
40% supernatant

146
25.50

90

9.27
9.96

5.06

  6,420.66                        692.63
11,235.03                     1,128.02

    590.68                         116.74

Table 9  Summary of catalase purification steps

Purification steps Volume
(ml)

Protein
(mg/ml)

Protein
(mg)

Total activity
(Units)

Specific activity
(Units/ mg)

Yield
(%)

Purity
( fold )

Crude extract
40% sat.
(NH4)2SO4

Dialysis
DEAE-Toyopearl 
650M
Sephadex G-100

146
25.50

38.25
10.00

11.50

9.27
9.96

3.58
0.15

0.016

1,353.42
253.98

136.94
1.50

0.18

937,416.36
286,493.27

177,279.19
4,314.00

2,832.22

692.63
1,128.02

1,294.58
2,881.76

15,392.50

100
30.56

18.91
0.460

0.302

1
1.63

1.87
4.16

22.22

2.2 การทํ าโครมาโทกราฟชนิดแลกเปลี่ยนอิออน (Ion-exchange chromatography)
นํ าสารละลายเอนไซมท่ีผานการไดอะไลซิสแลว ปริมาตร 38.25 มิลลิลิตร มาผานการ

ทํ าใหบริสุทธิ์โดยใชเรซินแบบแลกเปลี่ยนอิออนชนิด DEAE-Toyopearl 650M ผลการทดลอง
(Figure 5) พบวามีโปรตีนถูกชะออกมาสองพีคติดกันในชวงแรกที่ทํ าการชะคอลัมนดวยสาร
ละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร อยูในชวงแฟรคชั่นที่ 36-63 เมื่อนํ ามาตรวจวัดกิจกรรมของ



เอนไซมแคทาเลส พบวาไมพบกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสของโปรตีนทั้งสองพีคเลย ตอมา
เมื่อทํ าการชะโปรตีนที่ไมจับกับเรซินในคอลัมนออกหมดแลวซึ่ งสังเกตจากโปรตีนที่ 280          
นาโนเมตรมีคาเขาใกลศูนยหรือเทากับศูนยแลว จึงเริ่มชะโปรตีนที่จับกับเรซินในคอลัมนดวย
สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0-0.35 โมลาร ในสารละลายบัฟเฟอรชนิดเดียว
กัน  ภายหลังการชะพบวามีโปรตีนออกมาสี่พีค โดยสามพีคแรกที่ติดกันนั้นพบวาไมมีกิจกรรม
ของเอนไซม แคทาเลสในพีคใดเลย  แตในพีคที่สี่ ซ่ึงเป นพีคที่ให ค าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรสูงกวาสามพีคแรกนั้น พบวามีกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลส 
จากกราฟพบวาอยูในชวงของแฟรคชั่นที่ 76-89 จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาโปรตีนทั้ง
สองพีคที่ถูกชะออกมากอนในชวงที่ทํ าการชะคอลัมนดวยสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรด       
บัฟเฟอรในชวงแรกนั้นเปนโปรตีนที่ไมสามารถจับกับเรซินชนิด DEAE-Toyopearl 650M  ซ่ึง
เปนเรซินชนิดประจุบวกที่พีเอช 7.0 ได ตอมาเมื่อทํ าการชะคอลัมนดวยสารละลายบัฟเฟอรชนิด
เดียวกันแตมีเกลือโซเดียมคลอไรดอยูดวย พบวามีโปรตีนซึ่งมีกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสถูก
ชะออกมา ท้ังนี้เนื่องมาจากอิออนของเกลือโซเดียมคลอไรดในสารละลายบัฟเฟอรท่ีใชชะในชวง
หลังนี้จะเขาไปเกาะกับเรซินแทนที่เอนไซมแคทาเลสที่เกาะอยู กับเรซิน จึงทํ าใหเอนไซม           
คาทาเลสถูกชะออกมา (Deutcher, 1990) จากผลการทดลองนี้แสดงวาเรซินชนิดนี้มีความ
เหมาะสมในการทํ าเอนไซมแคทาเลสใหบริสุทธิ์

เมื่อรวบรวมสารละลายเอนไซมท่ีถูกชะออกมาในชวงเวลาที่กลาวมาแลวขางตนเฉพาะ
หลอดที่มีกิจกรรมของเอนไซมแลวนํ าไปทํ าใหเขมขนขึ้นโดยวิธีอุลตราฟวเตรชั่นผานเมมเบรน 
Vivacell 70 concentrator (ขนาด molecular weight cut off เทากับ 10,000 ดาลตัน) เพื่อนํ า
ไปทํ าใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตอไป โดยไดสารละลายทั้งหมดปริมาตรเทากับ 10 มิลลิลิตร คิดเปน
ปริมาณปริมาณโปรตีนเทากับ 0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมีกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซม
เทากับ 2,881.76 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมของเอนไซมในสาร
ละลายเอนไซมสกัดเพื่อแสดงผลผลิตที่ไดในแตละขั้นตอนของการทํ าใหบริสุทธิ์และความ
บริสุทธิ์ของเอนไซมท่ีได พบวาผลผลิตเอนไซมท่ีผานคอลัมนแบบแลกเปลี่ยนอิออนมีคาเทากับ
รอยละ 0.46 และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเปน  4.16 เทา (Table 9)



Figure 5 Anion exchange column chromatography on DEAE-Toyopearl 650M for 
catalase from hepatopancreas of cultured black tiger shrimp (Penaeus 
monodon) and protein. The sample applied on the column (1.4x20 cm) was 
washed with 50mM Tris-HCl, pH 7.0 in 3.0 ml fractions at a flow rate of 0.3 
ml/min. The bound protein was eluted with a linear gradient of 0 to 0.35 M 
NaCl in 50mM Tris-HCl, pH 7.0  
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2.3 การทํ าโครมาโทกราฟชนิดเจลฟวเตรชัน (Gel filtration chromatography)
เมื่อนํ าสารละลายเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์จากคอลัมนโครมาโทกราฟแบบแลก

เปลี่ยนอิออนชนิด DEAE-Toyopearl 650M ในแฟรคชั่นที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงมารวมกัน 
แลวนํ าสารละลายที่ไดทํ าใหมีความเขมขนมากขึ้นโดยวิธีอุลตราฟวเตรชั่นดวยเมมเบรน
Vivacell 70 concentrator เพื่อทํ าใหสารละลายที่ไดมีปริมาตรลดลงและมีปริมาณของโปรตีน
เขมขนขึ้นเหมาะสมตอการนํ าตัวอยางไปผานคอลัมนชนิดเจลฟวเตรชันตอไป พบวาปริมาตร
ของสารละลายเอนไซมท่ีไดหลังจากการผานอุลตราฟวเตรชั่นดวยเมมเบรน Vivacell 70 
concentrator ลดลงเหลือเพียง 11.50 มิลลิลิตร จาก 55.0 มิลลิลิตร นํ าสารละลายเอนไซมท่ีได
ผานลงในคอลัมน Sephadex G-100 (Figure 6) พบวาโปรตีนที่แยกไดมีเพียงพีคเดียว โดยออก
มาจากคอลัมนในชวงแฟรคชั่นที่ 9-14 เมื่อนํ ามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสพบวามี
กิจกรรมของเอนไซมแคทาเลส และกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมเทากับ 246.28 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร และ 15,392.50 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ คิดเปนรอยละของผลผลิต (yield) 
มีคาเทากับ 0.30 และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเปน 22.22 เทาเทียบกับสารละลายเอนไซมสกัดเริ่ม
ตน (Table 9) จากผลการทดลองเปนไปไดวาเอนไซมแคทาเลสที่ไดมีโมเลกุลขนาดใหญเนื่อง
จากพีคโปรตีนที่ ได  น้ีถูกชะออกจากคอลัมนในชวงแรก ซ่ึงสอดคลองกับหลักการของ          
โครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตรชันที่แยกโปรตีนโดยอาศัยหลักการแยกตามขนาดของโมเลกุลของ
โปรตีน ซ่ึงโปรตีนที่มีโมเลกุลขนาดใหญก็ควรถูกชะออกจากคอลัมนไดกอนโปรตีนที่มีขนาดของ
โมเลกุลเล็กกวา (Deutscher, 1990)

2.4 การหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซมที่แยกไดโดยวิธีโครมาโทกราฟชนิดเจลฟว-
     เตรชัน (Gel filtration chromatography)

จากการหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซมท่ีแยกได โดยวิธีเจลฟวเตรชันดวยคอลัมน 
Sephadex G-100 เมื่อนํ าผลการทดลองมาเทียบกับกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา log 
ของนํ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานทั้ง 4 ชนิด กับคาสัมประสิทธิ์การกระจาย (Kav) พบวา
เอนไซมดังกลาวมีน้ํ าหนักโมเลกุลประมาณ 66.6 กิโลดาลตัน (Figure 7) ซ่ึงเปนคาที่ใกลเคียง
กับผลรวมคานํ้ าหนักโมเลกุลของแถบโปรตีน 2 แถบ ท่ีแยกไดจากวิธี SDS-PAGE (ขนาด 32.7 
และ 36.0 กิโลดาลตัน) รวมเปน 68.7 กิโลดาลตัน ดังนั้นจากผลการทดลองที่ไดน้ีสามารถสรุป
ไดวาเอนไซมแคทาเลสที่แยกไดจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยงประกอบดวย 2 หนวยยอย ขนาด 36



Figure 6 Gel filtration on Sephadex G-100 for catalase from hepatopancreas of 
cultured black tiger shrimp (Penaeus monodon) and protein. The sample 
applied on the column (1.4x25 cm) was eluted with 50 mM Tris-HCl, pH 7.0 
in 3.0 ml fractions at a flow rate of 0.3 ml/min.  
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Figure 7 Calibration curve for the molecular weight determination of the purified 
catalase on Sephadex G-100 chromatography. S, the purified catalase, MW 
66,600 dalton; 1, ribonuclease A, MW 13,700 dalton; 2, chymotrypsinogen 
A, MW 25,000 dalton; 3, ovalbumin, MW 43,000 dalton; 4, albumin, MW 
67,000 dalton.
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และ 32.7 กิโลดาลตัน ตามลํ าดับ แตกตางจากเอนไซมแคทาเลสจากแหลงอื่น เชน พืช และ     
จุลินทรีย ท่ีพบมีน้ํ าหนักโมเลกุลของหนวยยอยประมาณ 60-97 กิโลดาลตัน  (Table 10)

Table 10  Comparison of molecular weight of catalase derived from this experiment
                and those from other sources

Source Molecular weight of subunit
(Dalton)

Reference

1. Animals
Goat liver
Bovine liver
Human placental
Human erythrocyte
Beef liver
Hepatopancreas of cultured
black tiger shrimp

2. Plants
Sweet potato root microbodies
Loblolly pine (Pinus taeda L.)-
megagametophytes
Leaves (Zantedeschia
aethiopica)
Cottonseed (Gossypium
hissutum L.)
3. Microorganisms
Aspergillus niger
Bacillus YN-2000
Streptomyces coelilor ATCC
10147
Halobacterium halobium
Thermoascus aurantiacus

60,000
60,000
60,000
60,000
60,000
66,600

36,000 ( form I ),
32,700 ( formII )

60,000
59,000

54,000

57,000

97,000
73,000
57,000

62,000
75,000

Miyahara et al. (1978)
Miyahara et al. (1978)

Goncalves et al. (1999)
Goncalves et al. (1999)
Goncalves et al. (1999)

This experiment by gel filtration
This experiment by SDS-PAGE

“

Esaka and Asahi (1982)
Mullen and Gifford (1993)

Trindade et al. (1988)

Kunce et al. (1988)

Kikuchi-Torii et al. (1982)
Yumoto et al. (1990)

Kim et al. (1994)

Brown-Peterson and Salin (1995)
Wang et al. (1998)



2.5 การตรวจสอบความบริสุทธิ์และวิเคราะหหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซมที่เตรียม
     ไดโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซีส (Electrophoresis)

2.5.1 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (Native-PAGE: Nondenatured 
polyacrylamide gel electrophoresis)

นํ าสารละลายเอนไซมท่ีผานขั้นตอนการทํ าบริสุทธิ์จากขั้นตอนตางๆ มาศึกษาแบบแผน
และความบริสุทธิ์ของโปรตีนโดยใชอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบ Native-PAGE ผลการทดลองปรากฏ
แบบแผนของโปรตีนโดยเรียงลํ าดับจากซายไปขวา (Figure 8) โดยในแถวที่ 1 แถบโปรตีนใน
เอนไซมสกัดประกอบดวยโปรตีนชนิดตางๆ หลายชนิดซึ่งมีน้ํ าหนักโมเลกุลแตกตางกัน แถบ
โปรตีนในแถวที่ 2 เปนแถบโปรตีนที่ผานการไดอะไลซิสซ่ึงแถบโปรตีนที่ไดจะมีลักษณะคลายกับ
แถวที่ 1 หลังจากนํ าเอนไซมท่ีไดจากขั้นตอนไดอะไลซิสผานคอลัมนแบบแลกเปลี่ยนอิออนชนิด 
DEAE-Toyopearl 650M และผานการทํ าใหเขมขนขึ้นดวยวิธีอุลตราฟวเตรชั่นแลว พบวาแถบ
โปรตีนที่ปรากฏในแถวที่ 3  มีเฉพาะแถบโปรตีนชวงกลางๆ โดยแถบโปรตีนสวนบนและสวนลาง
จะถูกกํ าจัดออกไปซึ่งแสดงวาคอลัมนแบบแลกเปลี่ยนอิออนชนิด DEAE-Toyopearl 650M น้ีมี
ประสิทธิภาพในการกํ าจัดโปรตีนชนิดที่มีประจุบวกและทํ าใหโปรตีนที่มีประจุลบมีความเขมขน
และบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน ตอมาเมื่อนํ าเอนไซมผานคอลัมนเจลฟวเตรชันชนิด Sephadex G-100 พบ
วามีแถบโปรตีนเหลืออยูเพียงแถบเดียวดังแถวที่ 4 แสดงวาคอลัมนเจลฟวเตรชั่นชนิดนี้มีประ
สิทธิภาพในการแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์ ดังนั้นเพื่อทํ าการทดสอบวาแถบโปรตีนที่ปรากฎเพียงแถบ
เดียวนี้เปนแถบโปรตีนที่มีกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสและทราบนํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม
จึงทํ าการทดสอบตามวิธีการในขอ 2.6 และ 2.5.2 ตามลํ าดับตอไป

2.5.2 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซีสแบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE: SDS-
        polyacrylamide gel electrophoresis)
เมื่อนํ าสารละลายเอนไซมท่ีไดจากแตละขั้นตอนการทํ าใหเอนไซมบริสุทธิ์มาศึกษาแบบ

แผนของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE พบวาปรากฎแถบโปรตีนโดยเรียงลํ าดับจากซายไปขวา 
(Figure 9) แถบโปรตีนแถวที่ 1 เปนแถบโปรตีนของสารละลายโปรตีนมาตรฐานชนิด Low 
molecular weight แถวที่ 2 เปนแถบโปรตีนของเอนไซมสกัดจะประกอบดวยโปรตีนชนิดตางๆ 
หลายชนิด ซ่ึงมีน้ํ าหนักโมเลกุลแตกตางกัน แถบโปรตีนในแถวที่ 3 เปนแถบโปรตีนที่ผานการ  
ไดอะไลซิสซ่ึงแถบโปรตีนที่ไดมีลักษณะคลายกับแถวที่ 2    สวนแถบโปรตีนในแถวที่ 4 เปนแถบ



Figure  8  Nondenatured polyacrylamide gel electrophoresis electrophoresis of protein 
fractions objected during purification of catalase from hepatopancreas of 
cultured black tiger shrimp (Peneaus monodon).
[Lane 1, crude extract; Lane 2, dialysis; Lane 3, DEAE-Toyopearl 650M; 
Lane 4, Sephadex G-100.]
Protein concentration  15-20 µg/ml.
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โปรตีนที่ไดหลังจากการผานคอลัมน DEAE-Toyopearl 650M และทํ าใหมีความเขมขนขึ้นดวย
วิธีอุลตราฟวเตรชั่น พบวาพบแถบโปรตีนที่ชัดเจนมีจํ านวน 2 แถบบริเวณชวงกลางของแถวที่ 4 
สวนแถบโปรตีนที่มีน้ํ าหนักโมเลกุลสูงกวา 45 กิโลดาลตัน หรือตํ่ ากวา 25 กิโลดาลตัน มองเห็น
เปนแถบจางไมชัดเจน แสดงวาคอลัมนแบบแลกเปลี่ยนอิออนชนิด DEAE-Toyopearl 650M น้ี
มีประสิทธิภาพในการกํ าจัดโปรตีนพวกที่มีประจุบวกและทํ าใหโปรตีนที่มีประจุลบมีความเขม
ขนและบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน สํ าหรับแถวที่ 5 เมื่อนํ าเอนไซมมาผานคอลัมนเจลฟวเตรชันชนิด 
Sephadex G-100 พบวามีแถบโปรตีนชวงกลางจํ านวน 2 แถบ เมื่อเปรียบเทียบกับกราฟ   
มาตรฐานระหวางคา log ของ   น้ํ าหนักโมเลกุลของโปรตีน (Log MW) กับระยะทางการเคลื่อน
ท่ี (Rf) (Figure 10) พบวาแถบโปรตีนแถบที่ 1 (ดานบน) และแถบที่ 2 (ดานลาง) มีน้ํ าหนัก
โมเลกุลประมาณ 36 และ 32.7 กิโลดาลตัน ตามลํ าดับ ซ่ึงจากแบบแผนของโปรตีนแบบ SDS-
PAGE น้ีจะเห็นไดวาโปรตีนปริมาณมากถูกกํ าจัดออกไปในระหวางขั้นตอนการทํ าบริสุทธิ์
เอนไซมจนทํ าใหเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มมากขึ้น สรุปผลการทํ าบริสุทธิ์ในแตละขั้นตอนได 
(Table 9) ดังนั้นเพื่อทดสอบวาแถบโปรตีนทั้ง 2 แถบที่ปรากฏอยูเปนแถบโปรตีนที่มีกิจกรรม
ของเอนไซมคาทาเลสหรือไมโดยการทดสอบตามวิธีการในขอ 2.7 ตอไป

2.6 การหาแถบของกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสที่สกัดจากแผนเจลภายหลังการ
      แยกโปรตีนโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (Native-PAGE)

นํ าตัวอยางเอนไซมท่ีผานคอลัมน Sephadex G-100 และไดทดสอบความบริสุทธิ์แบบ 
SDS-PAGE และ Native-PAGE มาแลว ซ่ึงพบวาในการทดสอบแบบ SDS-PAGE ปรากฏวามี
แถบโปรตีนที่เห็นจางๆ มีจํ านวน 2 แถบ ซ่ึงอยูใกลๆ กัน และการทดสอบแบบ Native-PAGE 
ปรากฏวามีแถบโปรตีนเพียง 1 แถบ ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันวา แถบโปรตีนดังกลาวเปนแถบ
ของเอนไซม (แคทาเลส) ท่ีทํ าบริสุทธิ์หรือไม จึงทํ าการทดสอบแบบ Native-PAGE โดยใชตัว
อยางที่กลาวมาขางตน แลวทํ าการวิเคราะหตามวิธีการในขอ 2.6 จากผลการทดลองพบวาซึ่ง
จากการทดลองพบวาเมื่อตัดเจลตรงบริเวณที่ตรงกับแถบโปรตีนที่ไดยอมไวแลวตามขั้นตอนใน
วิธีการที่กลาวมาในขอ 2.6 แลวนํ ามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลส พบวากิจกรรม
ของเอนไซมแคทาเลสที่ไดมีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 235  ยูนิตตอมิลลิลิตร แสดงวาแถบของ
โปรตีนที่ปรากฏเปนแถบของเอนไซมแคทาเลส



Figure 9  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of protein fractions obt
               purification of catalase from hepatopancreas of cultured black t
               (Penaeus monodon).

[Lane 1, protein standard; Lane 2, crude extract; Lane 3, dia
DEAE-Toyopearl 650M; Lane 5, Sephadex G-100.]
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Figure 10 Calibration curve for the molecular weight determination of the purified  
enzyme on SDS-PAGE. S1, catalase II; S2, catalase I; 1, lysozyme, MW 
14,400 dalton; 2, soybean trypsin inhibitor, MW 21,500 dalton; 3, carbonic 
anhydrase, MW 31,000 dalton; 4, ovalbumin, MW  45,000 dalton; 5, bovine 
serum albumin ovalbumin, MW 66,200; 6, phosphorylase b, MW 97,400 
dalton.
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2.7 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสในแผนเจลภายหลังการแยกโปรตีนโดยอิเล็ก
    โทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE)

จากการทดสอบพบวาเมื่อนํ าแผนเจลที่ไมไดยอมแถบโปรตีนเปรียบเทียบกับแผนเจลที่
ยอมโปรตีนเพื่อตัดเจลตรงบริเวณตํ าแหนงที่ตรงกับตํ าแหนงของโปรตีนที่ยอม พบวาแถบโปรตีน
บนแผนเจลที่ยอมน้ันมีแถบโปรตีน 2 แถบ ดังนั้นจึงตัดเจลเปน 2 แบบคือ แบบแรกจะตัดเจลให
ครอบคลุมพื้นที่ของแถบโปรตีนทั้ง 2 แถบ และแบบที่สอง คือตัดเจลใหแยกออกจากกันโดยจะ
ไดเปนแถบที่ 1 และแถบที่ 2 เมื่อนํ าเจลที่ไดจากทั้ง 2 วิธีดังกลาวมาทดสอบกิจกรรมของ
เอนไซมแคทาเลสโดยการหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ความเขมขน 0.1     
โมลาร ลงบริเวณที่มีแถบโปรตีนบนแผนเจลที่ไมไดทํ าการยอมโปรตีน พบวาทั้งในแบบแรกและ
แบบที่สองเกิดฟองฟูข้ึนเหมือนกัน จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวา เอนไซมแคทาเลสที่
ผานการทํ าใหบริสุทธิ์จนถึงขั้นตอนที่ผานคอลัมนเจลฟวเตรชันชนิด Sephadex G-100 นาจะ
ประกอบไปดวย 2 หนวยยอยของโปรตีน

3. การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมแคทาเลสที่ผานการทํ าใหบริสุทธิ์
3.1 พีเอชที่เหมาะสม

นํ าสารละลายเอนไซมจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยงที่ผานการทํ าใหบริสุทธิ์ เอนไซมสกัด
เริ่มตนจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยง และเอนไซมสกัดเริ่มตนจากตับออนกุงกุลาดํ าทะเล วิเคราะห
หากิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสในชวงพีเอชตั้งแต 4.0-11.0 พบวาพีเอชที่เหมาะสมตอการ
ทํ างานของเอนไซมแคทาเลสทั้ง 3 ชนิดคือ พีเอช 7.0 (ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร) (Figure 11) 
ท่ีพีเอชสูงหรือตํ่ ากวานี้ พบวาคากิจกรรมของเอนไซมลดลง ท้ังนี้เนื่องจากในสารละลายที่มี
ความเปนกรดหรือเปนดางมากๆ ทํ าใหเอนไซมเสียสภาพไดงาย จากการทดลองเอนไซม        
แคทาเลสทั้ง 3 ชนิดนี้ พบวาสามารถทํ างานไดดีในสภาวะที่เปนกลางซึ่งมีพีเอชในชวง 6-9    
สอดคลองกับคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมแคทาเลสจากตับวัว (Maehly and 
Chance, 1954) ตับแพะ (Miyahara et al., 1978)  จมูกขาวสาลี (Triticum aestivum L.) 
(Garcia et al., 2000) และใบ Zantedeschia aethiopica (Trindade et al., 1988) ซ่ึงมีคาของ
พีเอชที่เหมาะสมเทากันคือ พีเอช 7.0 นอกจากนี้มีการรายงานคาพีเอชที่เหมาะสมของเอนไซม
คาทาเลสจากมะละกอ (Carica papaya)(Chen et al., 1978) และตนชา (Camellia sinensis
L) มีคาเทากับ พีเอช 6.1 และ 6.4  ตามลํ าดับ จุลินทรียบางชนิดสามารถผลิตเอนไซมแคทาเลส



Figure 11 Effect of pH on the catalase activity from hepatopancreas of black tiger   
shrimp (Penaeus monodon). Using buffer 0.05 M citrate-phosphate buffer 
(pH 4.0-7.0), 0.05 M Tris-HCl buffer (pH 7.0-9.0) and 0.05 M carbonate-
bicarbonate buffer (pH 9.0-11.0).

0

20

40

60

80

100

120

4 5 6 7 8 9 10 11

pH

Re
lat

ive
 ac

tiv
ity

 (%
)

crude enzyme from seawater black tiger shrimp
crude enzyme from cultured black tiger shrimp
purified catalase



ไดเชนกัน ซ่ึงไดแก Escherichia coli, Rhodobacter capsulatus และ Bacillus YN-2000 
เปนตน พบวาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมคือ 7.5, 6-6.5 และ 6.0 ตามลํ าดับ ซ่ึง
สอดคลองกับผลการทดลองนี้ เอนไซมสวนใหญจะเสียสภาพหรือสูญเสียความคงตัว เนื่องจาก
พีเอชของสารละลายจะมีผลตออิออนของกลุมพรอสเตติก (prototrophic groups) ของเอนไซม
สงผลใหความคงตัวตอการเปลี่ยนแปลงของกลุม active site การจับกันของเอนไซมกับ        
สับสเตรตและการเปลี่ยนแปลงของสับสเตรตไปเปนผลิตภัณฑเปลี่ยนแปลงไป (Whitaker, 
1994)

3.2 ความคงตัวตอพีเอช
การทดสอบความคงตัวตอพีเอชของเอนไซมแคทาเลสจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยงที่ผาน

การทํ าใหบริสุทธิ์ พบวาเอนไซมมีความคงตัวตอพีเอชในชวงพีเอช 6-8 สํ าหรับเอนไซมสกัดเริ่ม
ตนจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยง และเอนไซมสกัดเริ่มตนจากตับออนกุงกุลาดํ าทะเล พบวา
เอนไซมมีความคงตัวตอพีเอชในชวง พีเอช 7-8 ซ่ึงพบวาในชวงพีเอชทั้ง 2 ชวงนี้เอนไซมยังคงมี
กิจกรรมเหลืออยูมากกวา 70% หลังจากทํ าการบมเปนเวลานาน 120 นาที (Figure 12) ผลการ
ทดลองนี้แสดงใหทราบวาเอนไซมแคทาเลสสามารถทนตอการสูญเสียสภาพไดดีในสภาวะที่    
พีเอชเปนกลาง ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของเอนไซมแคทาเลสจากพืชบางชนิด เชน 
เอนไซมแคทาเลสจากใบ Zantedeschia aethiopica ท่ีมีความคงตัวดีท่ีพีเอชในชวง 6-8 
(Trindade et al., 1988) และเอนไซมแคทาเลสจากจมูกขาวสาลี (Triticum aestivum L)         
มีความคงตัวดีท่ีพีเอชเทากับ 8.0 (Garcia et al., 2000) แคทาเลสจากสัตวบางชนิดใหผลการ
ทดลองสอดคลองเชนเดียวกัน เชน เอนไซมแคทาเลสจากตับแพะมีความคงตัวดีในชวงพีเอช     
6-8.5 พีเอชสูงหรือตํ่ ากวานี้พบวาเอนไซมมีกิจกรรมลดลงอยางรวดเร็วและที่พีเอชมีคาตํ่ ากวา 
4.3 และสูงกวา 11.0 พบวากิจกรรมของเอนไซมถูกยับยั้งอยางสมบูรณ (Miyahara et al.,1978)
และเอนไซมแคทาเลสจาก sweet potato root เมื่อบมท่ี อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พีเอช 5.0
นาน 4 ช่ัวโมง พบวากิจกรรมของเอนไซมสูญเสียรอยละ 80 แตการบมท่ีพีเอช 8.5 อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 1 วัน พบวาเอนไซมมีความคงตัวดีกวาการบมท่ีพีเอชตํ่ าๆ โดยสูญเสีย      
กิจกรรมของเอนไซมเพียงรอยละ 10 (Esaka and Asahi, 1982)



Figure 12  pH stability of catalase activity from black tiger shrimp. Enzyme solution      
was dissolved at various pH (4.0 (♦), 5.0 ( ), 6.0 ( ), and 7.0 ( ) in 
0.05M citrate-phosphate buffer;  pH 7.0 ( ), 8.0 ( ) and 9.0 (ο) in 0.05 
M Tris-HCl buffer; pH 9.0 (◊), 10.0 (∗) and 11.0 (X) in 0.05 M carbonate-
bicarbonate buffer



3.3 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม
สารละลายเอนไซมแคทาเลสจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยงที่ผานการทํ าใหบริสุทธิ์ เอนไซม

สกัดเริ่มตนจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยง และเอนไซมสกัดเริ่มตนจากตับออนกุงกุลาดํ าทะเล นํ า
มาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสในชวงอุณหภูมิ 20-80 องศาเซลเซียส พบวาอุณหภูมิ
ท่ีเหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมท้ัง 3 ชนิด คืออุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอช 7.0 โดย
พบวาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นทํ าใหความเร็วชวงแรก (initial velocity) หรือกิจกรรมการยอย
สลาย (catalytic activity) ของเอนไซมสูงขึ้นดวย (Figure 13) และมีคาสูงสุดเมื่ออุณหภูมิเพิ่ม
สูงขึ้นเปน 40 องศาเซลเซียส แตเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 40 องศาเซลเซียส กิจกรรมของเอนไซมจะ
ลดลงอยางรวดเร็ว สาเหตุท่ีมีการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมท่ีอุณหภูมิสูงก็เนื่องมาจากโครง
สรางของเอนไซมในสวนของหมูพรอสเตติก (prosthetic grops) ถูกทํ าลายและเสียสภาพการ
ทํ างานไป (Garcia et al., 2000) จากผลการทดลองนี้ พบวาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํ างาน
ของเอนไซมแคทาเลสมีคาใกลเคียงกับอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมคาทาเลส
จากแหลงอื่นๆ เชน เอนไซมแคทาเลสจากใบ  Zantedeschia aethiopica  ท่ีอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส (Trindade et al., 1988) เอนไซมแคทาเลสจากตนชา (Camellia sinensis L) ท้ัง 2 
ชนิดมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมท่ี 37 องศาเซลเซียส สํ าหรับเอนไซม       
แคทาเลสที่มีน้ํ าหนักโมเลกุลสูง และ 40 องศาเซลเซียสสํ าหรับแคทาเลสที่มีน้ํ าหนักโมเลกุลตํ่ า
(Tsagareli and Pruidze, 1991) เอนไซมชนิดเดียวกันจากแหลงตางกันอาจจะอุณหภูมิท่ีเหมาะ
สมตอการทํ างานของเอนไซมชนิดนั้นๆ ตางกัน ซ่ึงอาจเนื่องมาจากผลความแตกตางกันของ
ปจจัยแวดลอม เชน แหลงของวัตถุดิบท่ีสกัดเอนไซม ชนิดของสับสเตรต ระยะเวลาที่ใชในการ
บม และ พีเอช เปนตน



Figure 13   Effect of temperature on the activity of catalase of hepatopancreas of black 
tiger shrimp at pH 7.0.
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3.4 ความคงตัวตออุณหภูมิ (Temperature stability)
ทํ าการบมสารละลายเอนไซมจากตับออนกุ งกุลาดํ าเลี้ยงที่ผานการทํ าใหบริสุทธิ์

เอนไซมสกัดเริ่มตนจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยง และเอนไซมสกัดเริ่มตนจากตับออนกุงกุลาดํ า
ทะเล  เปนเวลา 30-120 นาที ท่ีอุณหภูมิตางๆ ไดแก 30, 40, 50, 60, 70 และ 80              
องศาเซลเซียส นํ ามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม (Figure 14) โดยเมื่อทํ าการบมท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที พบวากิจกรรมของเอนไซมท้ัง 3 ชนิดลดลงเพียงเล็กนอย และ
เมื่อทํ าการบมตอไปอีกเปนเวลา 120 นาที พบวากิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมมีคาเทากับรอยละ 
84.32 85.13 และ 82.36 ตามลํ าดับ แตถาเพิ่มอุณหภูมิท่ีบมเปน 70 องศาเซลเซียส พบวา     
กิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือประมาณครึ่งหนึ่งของกิจกรรมเริ่มตนเมื่อบมเปนเวลา 60 นาที 
และเมื่อทํ าการบมสารละลายเอนไซมท้ัง 3 ชนิด ท่ีอุณหภูมิสูงขึ้นเปน 80 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 45 นาที พบวากิจกรรมของเอนไซมลดลงอยางรวดเร็วและไมพบกิจกรรมของเอนไซมเหลือ
อยูเลย ผลการทดลองนี้แสดงวาเอนไซมคาทาเลสสามารถทํ างานไดดีในชวงอุณหภูมิ 30-40 
องศาเซลเซียส และเมื่อทํ าการเปรียบเทียบกับเอนไซมแคทาเลสจากแหลงอื่นๆ ไดแก เอนไซม         
แคทาเลสจากตนชา (Camellia sinensis L) ท้ัง 2 ชนิด ท้ังชนิดที่มีน้ํ าหนักโมเลกุลสูงและชนิดที่
มีน้ํ าหนักโมเลกุลตํ่ า ก็พบวามีความสอดคลองกัน คือมีความคงตัวสูงที่อุณหภูมิ 30 และ 40 
องศาเซลเซียส และกิจกรรมของเอนไซมลดลงมากกวาครึ่งหนึ่งของกิจกรรมเริ่มตน เมื่อบมท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง (Tsagareli and Pruidze, 1991) นอกจากนี้มี
รายงานของ Yumoto และคณะ (1990) พบวาเอนไซมแคทาเลสจากจุลินทรียกลุม facultative 
alkalophilic Bacillus (Bacillus YN-2000) มีความคงตัวดีท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที สวนเอนไซมแคทาเลสจาก Halobacterium halobium พบวาเปนเอนไซมท่ีมีความ    
คงตัวดีท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (Brown-Peterson and Salin, 1995)



Figure 14    Thermal stability of catalase from hepatopancreas of black tiger shrimp at     
                   various temperature
                   [ 30°C(♦), 40°C( ), 50°C( ), 60°C(ο), 70°C( ) and 80°C ( )



3.5 ผลของอิออนโลหะและสารเคมีบางชนิดตอกิจกรรมของเอนไซม
ผลการทดสอบอิออนของโลหะและสารเคมีบางชนิดตอกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลส ท่ี

ผานการทํ าใหบริสุทธิ์ (Table 11) พบวา โซเดียมเอไซด (NaN3) สามารถยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซมไดรุนแรงที่สุด รองลงมาเปน sodium dodecyl sulfate รอยละ 0.5 และ 
ethylenediamenetetra acetic acid ตามลํ าดับ ท้ังนี้เนื่องมาจากโครงสรางของเอนไซม         
แ คทา เลสมี เ หล็ ก เป  นอ งค  ป ระกอบอยู  ภ าย ใน โม เลกุ ล  ดั งนั้ น เมื่ อ ทํ  าการ เติ ม  
ethylenediamenetetra acetic acid ซ่ึงมีคุณสมบัติเปนสารจับโลหะ (cheating agent) ลงไปก็
จะสงผลตอเหล็กที่เปนองคประกอบในโครงสรางของเอนไซมทํ าใหเอนไซมไมสามารถทํ างานได 
สงผลใหกิจกรรมของเอนไซมเหลืออยูเพียงเล็กนอย จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาเอนไซม
แคทาเลสนาจะเปนพวกเมทธัลโลเอนไซม (metallo enzyme) ในขณะที่การเติมอิออน Ca2+, 
Mg2+, Zn2+ และ Cu2+ สามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมไดสูงเชนกัน แต K+ และ Na+ จะมีผล
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมเพียงเล็กนอย นอกจากนี้สารประกอบอินทรียบางชนิด ไดแก            
เอธานอล และ เมทานอล พบวามีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสนอยมาก ซ่ึงสอดคลอง
กับการรายงานของ Yumoto และคณะ (1990) ซ่ึงไดกลาววา เอนไซมแคทาเลสโดยทั่วไปมี
ความคงตัวดีในสารประกอบอินทรียบางชนิด เชน เอธานอล และคลอโรฟอรม เปนตน อิออน 
ของโลหะอาจมีผลยับยั้งหรือกระตุนกิจกรรมของเอนไซมชนิดตางๆไดตางกัน ไดแก cyanide 
และ azide ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสจาก Thermoascus auranticus รุนแรงที่สุด ใน
ขณะที่อิออนโลหะหนัก ไดแก Ca2+, Co2+, Ba2+, Mg2+, Mn2+, Ni2+, Zn2+ (0.1 มิลลิโมลาร)  และ 
Hg2+(1 มิลลิโมลาร) พบวาเอนไซมถูกยับยั้งกิจกรรมมากถึงรอยละ 70 (Wang et al., 1998)

3.6 การศึกษาคาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมแคทาเลส
การศึกษาคาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมแคทาเลสจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยงที่

ผานการทํ าใหบริสุทธิ์ โดยการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและ  
พีเอช 7.0 ใชสับสเตรต คือ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีระดับตางๆ กัน คือ 10, 15, 20, 30, 40, 50 
และ 60 มิลลิโมลาร นํ ามาเขียนกราฟ Lineweaver-Burk plot ซ่ึงแสดงความสัมพันธระหวาง    
1/[S] กับ 1/V (Figure 15) โดยจุดตัดบนแกน 1/[S] คือ -1/Km และจุดตัดบนแกน 1/V คือ 1/Vmax

ซ่ึงจากผลการทดลองที่ไดสามารถวิเคราะหคา Km ไดเทากับ 16.7x10-2 โมลาร และ คา Vmax 
เทากับ 1.67x103  ไมโครโมลตอมิลลิลิตรตอนาที โดยคา Km และ Vmax เปนคาที่แสดงใหทราบถึง



ประสิทธิภาพการทํ างานของเอนไซม โดยคา Km จะเปนคาที่แสดงถึงความสามารถของเอนไซม
วาสามารถจับกับสับสเตรตไดดีเพียงใด ซ่ึงถาคา Kmมีคานอยก็แสดงวาเอนไซมสามารถจับกับ
สับสเตรตไดดี ในขณะที่คา Vmax จะหมายถึง อัตราเร็วของการสลายตัวของเอนไซมและ       
สับสเตรตเพื่อใหเกิดผลิตผลของปฏิกิริยา คา Km และ Vmax จะเปลี่ยนแปลงไปโดยขึ้นอยูกับ
ปจจัยตางๆ ไดแก ชนิดของสับสเตรต อุณหภูมิ และ พีเอชของปฏิกิริยานั้นๆ

Table 11  Effect of ions and chemicals on the catalase activity from cultured black   
                tiger shrimp (Penaeus monodon)

Ions and chemicals Concentration Residual activity (%)
Control

KCl
NaCl
CaCl2
MgCl2
ZnSO4

CuSO4

EDTA
 Ethanol
Methanol

SDS
NaN3

-
10 mM
10 mM
10 mM
10 mM
10 mM
10 mM
10 mM

2%
2%

0.5%
10 µM

100
83.31
85.88
55.86
41.98
27.00
27.68
19.61
93.15
92.09
14.11

0

  SDS    = Sodium dodecyl sulfate; EDTA  =  Ethylenediamenetetra acetic acid

เมื่อทํ าการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ได  ซ่ึงเปรียบเทียบคา Km ของเอนไซม         
แคทาเลสจากตับออนกุงกุลาดํ าเลี้ยงกับคา Km ของเอนไซมแคทาเลสจากจุลินทรียชนิดอื่นๆ 
เมื่อใชสับสเตรตเปนสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เหมือนกัน พบวามีความแตก



ตางกันขึ้นกับสภาวะของปฏิกิริยานั้นๆ คือ เอนไซมแคทาเลสจาก Thermoascus aurantiacus
มีคา Km เทากับ 4.8x10-2 โมลาร (Wang et al., 1998) ในขณะที่คา Km ของเอนไซมแคทาเลส
จาก Halobacteruim halobium มีคา Km เทากับ 60x10-2 โมลาร และ เอนไซมจะถูกยับยั้งการ
ทํ างานเมื่อมีความเขมขนของสับสเตรต (H2O2) ชนิดนี้มากกวา 90x10-2 โมลาร (Brown-
Peterson and Salin, 1995)  นอกจากนี้ Yumoto และคณะ (1990) รายงานวาเอนไซม          
แคทาเลสจาก Bacillus YN-2000 มีคา Km ของเอนไซมเมื่อใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปน    
สับสเตรต เทากับ 0.68x10-2 โมลาร และมีรายงานคา Km ของแคทาเลสจาก Rhodobacter 
capsulatus, Neurospora crassac และ Escherichia coli  พบวามีคาเทากับ  0.42x10-2  
2.5x10-2  และ 0.39x10-2   โมลาร ตามลํ าดับ



Figure 14  Lineweaver-Burk plot of catalase acitvity in various   hydrogen peroxide
                 (H2O2) concentrations at pH 7.0, 40°C
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	Figure  8  Nondenatured polyacrylamide gel electrophoresis electrophoresis of protein fractions objected during purification of catalase from hepatopancreas of cultured black tiger shrimp (Peneaus monodon).
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