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บทนํ า

บทนํ าตนเรื่อง

            กุงกุลาดํ า (Penaeus monodon) จัดเปนกุงทะเลในกลุม Penaeid ชนิดหนึ่งที่มีขนาด
ใหญท่ีสุด เปนสัตวน้ํ าที่มีความสํ าคัญในอุตสาหกรรมอาหาร มีมูลคาสูงทางเศรษฐกิจ ประกอบ
ดวยกรดอะมิโนที่จํ าเปนตอรางกาย ไดแก อลานีน ไกลซีน ไฮดรอกซีโพรลีน เซอรีน และทรีโอนีน 
ซ่ึงเปนกรดอะมิโนที่ใหรสชาติดี (Pan, 1990) นอกจากนี้ยังมีคุณคาทางอาหารสูงและเปนที่นิยม
ของผูบริโภคทั้งภายในและภายนอกประเทศ และมีความสํ าคัญตอการพัฒนาประเทศของหลาย
ประเทศทั่วโลก

สํ าหรับประเทศไทยกุงกุลาดํ าจัดเปนสินคาสงออกที่สํ าคัญทํ ารายไดใหกับประเทศเปน
อันดับตนๆ โดยในแตละปมีการสงออกกุงปละ 6-7 หมื่นลานบาท  กุงที่ใชในการแปรรูปสวน
ใหญจะไดมาจากการเพาะเลี้ยง เนื่องจากปริมาณกุงที่จับไดจากแหลงธรรมชาติมีปริมาณที่ลด
ลง และประเทศไทยเปนประเทศหนึ่งที่มีศักยภาพในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํ าสูง โดยเฉพาะกุงทะเล 
เนื่องจากมีสภาพภูมิอากาศและสภาพภูมิศาสตรท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของกุง และยังมี
อาหารกุงที่มากพอ ราคาถูก แรงงานหางาย และมีการใชเทคโนโลยีท่ีทันสมัยทํ าใหสามารถ
เพาะเลี้ยงกุงไดในปริมาณมากและตนทุนตํ่ ากวาประเทศคูแขงอื่นๆ

อุตสาหกรรมการแปรรูปกุงกุลาดํ า สวนใหญรอยละ 80-98 นิยมนํ ามาผลิตเปนกุง
กุลาดํ าสดแชแข็ง  ไดแก กุงเอาหัวออก (headless) หรือกุงปอกเปลือกแชแข็ง ซ่ึงมีปริมาณการ
สงออกมากกวา 4 พันลานบาท (นิรนาม, 2540) นอกจากกุงกุลาดํ าสดแชแข็งแลวยังมีผลิต
ภัณฑกุงอื่นๆ ไดแก กุงแหง กุงตมสุก และกุงบรรจุกระปอง เปนตน ปริมาณการสงออกกุงสดแช
แข็งในป 2540 และ 2541 มีคา 137,080 และ 150,146 ตัน ตามลํ าดับ (นิรนาม, 2542) สวน
ปริมาณและมูลคาการสงออกกุงสดแชแข็งในชวง 5 เดือนแรกของป 2543 มีคา 50,794 ตัน และ 
20,122.50 ลานบาท ตามลํ าดับ (รายงานเศรษฐกิจธนาคารกรุงไทย, 2543) และในชวงครึ่งป
แรกของป 2544 มีมูลคาการสงออกกุงสดแชแข็งเปน 106,809 ตัน คิดเปนมูลคา 43,723.6 ลาน
บาท เมื่อเปรียบเทียบกับชวงเดียวกันกับปกอน พบวาปริมาณและมูลคาการสงออกสูงขึ้นคิด



เปนรอยละ 62.0 และ 69.8 ตามลํ าดับ (รายงานเศรษฐกิจธนาคารกรุงไทย, 2544) จาก         
อุตสาหกรรมการผลิตดังกลาวขางตนกอใหเกิดวัสดุเศษเหลือประมาณรอยละ 37-40 โดยมีหัว
กุงเปนองคประกอบหลักของวัสดุเศษเหลือดังกลาว (Bhuwapathapun, 1996) จากแนวโนม
การสงออกกุงแชแข็งที่เพิ่มข้ึนสงผลใหปริมาณของวัสดุเศษเหลือเพิ่มมากขึ้นตามลํ าดับ โดยวัสดุ
เศษเหลือดังกลาวสวนใหญจะนํ ามาใชประโยชนหลายดานเพื่อลดตนทุนการผลิต เชน ใชเปน
อาหารสัตวโดยตรง หรือใชผลิตเปนเปลือกกุงปนสํ าหรับผสมในอาหารสัตวซ่ึงมีมูลคาตํ่ า การ
ผลิตไคตินและอนุพันธุของไคติน และไคโตแซน (Synowiecki and Al-Khateeb, 2000) และมี
การนํ าหัวกุ งไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมอาหาร เชน การผลิตสารใหสีจากเปลือกกุ ง 
(pigments) (Chen and Meyer, 1982) การผลิตสารใหกลิ่นรสจากหัวกุง (Pan, 1990) การผลิต
เปปโตนสํ าหรับใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย (Adler–Nissen,1986) และการผลิตโปรตีน
ไฮโดรไลเสท และนํ้ ามันดิบจากหัวกุงกุลาดํ า (ไตรตะวัน  คงแกว, 2542) เปนตน

นอกจากนี้มีรายงานการนํ าวัสดุเศษเหลือดังกลาวมาศึกษาเพื่อใชเปนแหลงของเอนไซม
โดย Olsen และคณะ (1990) ศึกษาชนิดเอนไซมท่ีมีในนํ้ าทิ้งจากกระบวนการผลิตใน             
อุตสาหกรรมแปรรูปกุง พบวามีเอนไซมไฮยาลูโรนิเดส (hyaluronidase), ไคติเนส (chitinase), 
อัลคาไลนฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase) และ เบตา-เอน-อะซิติลกลูโคซามินิเดส (β–N 
acetyl glucosaminidase) Chen และคณะ (1991) สกัดแยกเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส 
(polyphenol oxidase) จากเปลือกของ Western Australian lobster (Panulirus cygnus) และ 
Florida Spiny lobster (Penulirus argus) Chen และ คณะ (1997) สกัดเอนไซมพอลิฟนอล
ออกซิเดสจากเซฟาโลทอแรกซ (cephalothorax) จากกุง 2 ชนิดคือ Penaeus setiferus และ 
Penaeus duorarum และ อุบลรัตน สมมะลวน (2540) ศึกษาเบื้องตนชนิดของเอนไซมท่ีมีใน
ตับออนกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง พบวาเมื่อนํ าเอนไซมสกัดทั้ง 4 สวนคือเอนไซมสกัด
ในสวนสารละลายของกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง และสวนอิมัลช่ันของกุงกุลาดํ าทะเล
และกุงกุลาดํ าเลี้ยงมาวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมดังตอไปนี้ แอลฟา-อะมัยเลส (α–
amylase), โปรติเอส (protease), ไลเปส (lipase), แคทาเลส (catalase), เปอรออกซิเดส 
(peroxidase) และอัลคาไลนฟอสฟาเตส พบวาเอนไซมสกัดทั้ง 4 สวนดังกลาวมีกิจกรรมของ
เอนไซมแคทาเลสสูงสุดมีคาเทากับ 1,702.34, 1,826.82, 4,985.29 และ 7,987.33 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ตามลํ าดับ และมีคากิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมเทากับ 120.60, 98.85, 156.57 และ 



135.98 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ เอนไซมท่ีพบกิจกรรมรองลงมา ไดแก แอลฟา-     
อะมัยเลส และโปรติเอส สํ าหรับไลเปส เปอรออกซิเดส และ อัลคาไลนฟอสฟาเตสพบกิจกรรม
ในปริมาณนอยมาก

งานวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาชนิดและปริมาณของเอนไซมท่ีมีในตับออน
กุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง การทํ าบริสุทธิ์และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมท่ีมีปริมาณ
สูงสุด เพื่อนํ าไปประยุกตใชใหเกิดประโยชนอยางเหมาะสม



2. ชนิดและคุณสมบัติของเอนไซมจากสัตวนํ้ า
2.1 เอนไซมยอยโปรตีน (Proteolytic enzymes)

เอนไซมโปรติเอสเปนเอนไซมยอยโปรตีนชนิดหนึ่งซึ่งเรงปฏิกิริยาการยอยสารตั้งตนซึ่ง
ประกอบดวยพันธะเปปไทดท่ีตอกันเปนโมเลกุลยาวใหไดเปนสารประกอบที่มีขนาดเล็กลงหรือ
เปนกรดอะมิโนซึ่งเซลลสามารถดูดซึมได (Loffler, 1986; Venugopal et al., 2000) โดยปกติ
เอนไซมเหลานี้จะถูกสังเคราะหใหอยูในรูปโปรเอนไซม (proenzyme) หรือไซโมเจน (zymogen) 
ซ่ึงอยูในรูปท่ีไมสามารถทํ างานได (Whitaker, 1994; Gildberg, 1988) เอนไซมโปรติเอสเปน
เอนไซมท่ีพบไดท่ัวไปทั้งในพืช สัตว และจุลินทรีย ซ่ึงเปนเอนไซมในกลุมท่ีมีความสํ าคัญโดยมี
การนํ ามาใชประโยชนในทางอุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมดานอื่นๆ มากมาย ไดแก   
อุตสาหกรรมการทํ าเนยแข็ง เนื้อสัตว เบียร ไวน น้ํ าผลไม การปรับปรุงกลิ่นรสของอาหารหมัก
ดั้งเดิม ธัญญพืช ซีอิ้ว น้ํ าปลา ผลิตภัณฑขนมอบ ฟอกหนัง ผงซักฟอก อาหารสัตว ผลิตภัณฑ
เครื่องสํ าอางและยา เปนตน (ปราณี อานเปรื่อง, 2543; ดุษณี ธนะบริพัฒน, 2537; Venugopal 
et al., 2000; Shin and Zall, 1986)

เอนไซมจากสัตวน้ํ าโดยเฉพาะจากเครื่องในปลาและกลามเนื้อปลาจะพบเอนไซมใน
กลุมเอนไซมโปรติเอสในปริมาณสูง นอกจากนี้ไดมีการศึกษาและวิจัยเกี่ยวกับเอนไซมในกลุมน้ี
จากอวัยวะภายในของปลาและจากสัตวจํ าพวกไมมีกระดูกสันหลัง (arthropod) เปนจํ านวน
มาก (An and Visessanguan, 2000; Hernandez-Santoyo et al., 1998) เอนไซมโปรติเอสที่
พบในลํ าไสของปลา ไดแก ทริปซิน (trypsin) ไคโมทริปซิน (chymotrypsin) คอลลาจีเนส
(collagenase) อีลาสเทส (elastase) คารบอกซีเปปทิเดส (carboxypeptidase) และคารบอก
ซิลเอสเทอเรส(carboxylesterase) โดยเอนไซมเหลานี้จะถูกขับออกมาจาก pyloric caeca และ
ตับออน (Haard, 1994 อางโดย An and Visessagnuan, 2000)

ฐิรารัตน ประชุมรัตน (2541) ศึกษาการสกัดเอนไซมจากเครื่องในรวมปลาทูนาพันธุโอ
แถบ ครีบเหลือง และโอดํ า พบวาการใชบัฟเฟอรพีเอช 10.0 สามารถใหคากิจกรรมและกิจกรรม
จํ าเพาะของเอนไซมโปรติเอส เทากับ 72.17 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ 3.09 ยูนิตตอมิลลิกรัม
โปรตีน ตามลํ าดับ และเมื่อทํ าการสกัดเอนไซมจากเครื่องในแตละสวน (กระเพาะ ตับ มาม และ
ตับออน) ของปลาทูนา ท้ัง 3 พันธุ แลวเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมพบวา มาม เปนแหลงที่
มีกิจกรรมโปรติเอสสูงที่สุด โดยเอนไซมสกัดจากมามปลาทูนาพันธุครีบเหลืองใหคากิจกรรมสูง



สุดเทากับ 58.38 ยูนิตตอมิลลิลิตร และกิจกรรมจํ าเพาะของโปรติเอสเทากับ 2.56 ยูนิตตอ
มิลลิกรัมโปรตีน  รองลงมาไดแก ตับ ตับออน และกระเพาะ ตามลํ าดับ

อุบลรัตน สมมะลวน (2540) ทํ าการศึกษาเบื้องตนโดยสกัดเอนไซมจากตับออนของ   
กุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิ-      
โมลาร พีเอช 7.2 ท่ีมีโซเดียมคลอไรด 1 โมลาร และ Tween 80 รอยละ 0.2 ในอัตราสวน 1 ตอ 3 
(น้ํ าหนักตอปริมาตร) พบวากิจกรรมและกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมโปรติเอสจะพบมากใน
เอนไซมสกัดสวนที่เปนสารละลายของกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง โดยมีคาเทากับ 28.65 
และ 32.52 หนวยตอมิลลิลิตร และกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมเทากับ 2.03 และ 1.76 หนวย
ตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ

เอนไซมโปรติเอสสามารถจํ าแนกตามชนิดของอนุมูลท่ีบริเวณเรง (active site) ไดเปน 4 
กลุม ซ่ึงประกอบดวย โปรติเอสชนิดซีรีน โปรติเอสชนิดซิสเตอีน โปรติเอสชนิดแอสปารติก และ
โปรติเอสชนิดเมทธัลโล (Whitaker, 1994; Haard and Simpson, 1994; Dixon and Webb, 
1979)

2.1.1 โปรติเอสชนิดซีรีน (Serine protease)
เปนเอนไซมกลุ มท่ีสามารถทํ างานไดดีในสภาวะที่มีคาพีเอชเปนดาง (alkaline 

protease) มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมอยูในชวงพีเอชมากกวา 7 (pH 7-
11) เอนไซมท้ังหมดในกลุมน้ีจะเปนพวกเอนโดเปปทิเดส (endopeptidase)  มีคุณสมบัติคือถูก
ยับยั้งโดย DFP (diisopropyl-phosphofluoridate) ซ่ึงจะทํ าปฏิกิริยากับหมูไฮดรอกซิลของ
อนุมูลเซริล (seryl group) ในบริเวณเรงของเอนไซม กลาวอีกนัยหนึ่งคือ มีอนุมูลเซริลอยูท่ี
บริเวณเรง เอนไซมในกลุมเซรีน ไดแก ทริปซิน ไคโมทริปซิน อีลาสเทส ทรอมบิน (thrombin) 
ซับทิลิซิน (subtilisin) และ แอลฟา-ไลติก โปรติเอส (α-Lytic protease) (ปราณี อานเปรื่อง,
2543; Martinez and Serra, 1989 อางโดย An and Visessanguan, 2000)

การศึกษาเกี่ยวกับเอนไซมโปรติเอสจากปลาหลายชนิดพบวา เอนไซมโปรติเอสชนิด    
เซรีนพบมากที่สุดในเครื่องในปลา (Heu et al., 1995) โดยเฉพาะเอนไซมทริปซินมักจะพบได
จากลํ าไสเล็ก และตับออนของสัตว (Haard, 1992) นอกจากนี้ไดมีการศึกษาคุณลักษณะของ
เอนไซมโปรติเอสทางดาน physicochemical และ enzymatic จากปลาและสัตวน้ํ าชนิดตางๆ 
ไดแก



Jantaro (2000) ศึกษาเปรียบเทียบคากิจกรรมเอนไซมทริปซินซึ่งสกัดจากเครื่องในรวม
และเครื่องในแตละสวน (ตับ ตับออน กระเพาะ มาม และลํ าไส) ของปลาทูนาพันธุครีบเหลือง 
(Thunnus albacares) พบวามามเปนแหลงเอนไซมท่ีดีท่ีสุดสํ าหรับทริปซินโดยใหคากิจกรรมสูง
สุดและกิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 49.26 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ 13.80 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
ตามลํ าดับ รองลงมาไดแก เครื่องในรวม ตับออน ตับ ลํ าไส และกระเพาะ ตามลํ าดับ

Kim และคณะ (1992) ศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมจากตับออนของ crayfish 
(Procambarus clarkii) พบวาเอนไซมสกัดที่ไดมีกิจกรรมทั้งหมดของเอนไซมทริปซินเทากับ 
32,000 ยูนิต กิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 5.8 ยูนิตตอมิลลิกรัม หลังจากทํ าเอนไซมทริปซินให
บริสุทธิ์โดยผาน Sephacryl S-200 พบวาเอนไซมสกัดประกอบดวยเอนไซมทริปซิน 4 ชนิด ได
แก ทริปซิน A B C และ D

Gates และ Travis (1969) ศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมจากตับออนของ white shrimp 
(Penaeus setiferus) พบวาเอนไซมสกัดที่ไดมีกิจกรรมทั้งหมดและกิจกรรมจํ าเพาะของ
เอนไซมทริปซินเทากับ 7.8 ยูนิต และ 0.48 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ

Doke และ Ninjoor (1987) ศึกษาการสกัดเอนไซมจาก Penaeus indicus โดยใชสาร
ละลายจํ านวน 10 ชนิดในการสกัด พบวาการใชโปแตสเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.5 
เปอรเซ็นต ใหคากิจกรรมจํ าเพาะของอัลคาไลนโปรติเอสสูงสุดเทากับ 642 ยูนิตตอมิลลิกรัม
โปรตีน

 Reece (1988) ศึกษาการสกัดเอนไซมจากเครื่องในปลา salmon (Salmo sarda) พบ
วาเอนไซมสกัดที่ไดมีกิจกรรมทั้งหมดและกิจกรรมจํ าเพาะของอัลคาไลนโปรติเอสเทากับ 38.7 
มิลลิยูนิต และ 1.4 ยูนิตตอมิลลิกรัม ตามลํ าดับ

Shin และ Zall (1986) ศึกษาประเภทของเอนไซมยอยโปรตีนจากไสติ่งของปลา cod ใน
เขตแอตแลนติก พบวาเอนไซมท่ีไดจัดเปนซีรินโปรติเอส สามารถทํ างานไดดีท่ีสภาวะเปนดาง 
และเมื่อนํ าเอนไซมไปทํ าใหบริสุทธิ์โดยผานโครมาโทกราฟชนิด Biogel P-100 พบวาเปน
เอนไซมท่ีแสดงคุณสมบัติคลายเอนไซมทริปซิน (trypsin–like enzyme) มีกิจกรรมทั้งหมดและ
กิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 238,511 ยูนิต และ 52.4 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ

สัตวน้ํ าชนิดอื่นๆ ท่ีสามารถพบเอนไซมในกลุมน้ี ไดแก dogfish (Ramakrishna et al., 
1987) anchovy (Engraulis japonica ) (Martinez et al., 1988) และ poikilotherm (Gadus 
morhua ) (Asgiersson et al., 1989)



สวนเอนไซมไคโมทริปซินผลิตไดจากตับออนและกระเพาะของสัตว โดยผลิตออกมาใน
รูปโปรเอนไซมท่ีเรียกวา ไคโมทริปซิโนเจน (chymotrypsinogen) (Walsh and Wilcox, 1970)
ซ่ึงพบไดจากปลา cod และ ตับออนของปลา carp (Heu et al., 1995)

Jantaro (2000) ศึกษาเปรียบเทียบคากิจกรรมเอนไซมไคโมทริปซินของเอนไซมสกัด
จากเครื่องในรวมและเครื่องในแตละสวน (ตับ ตับออน กระเพาะ มาม และลํ าไส) ของปลาทูนา
พันธุครีบเหลือง (Thunnus albacares) พบวาตับออนเปนแหลงเอนไซมท่ีดีท่ีสุดสํ าหรับ         
ไคโมทริปซินโดยใหคากิจกรรมสูงสุดและกิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 4.13 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ 
1.03   ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ รองลงมาไดแก มาม กระเพาะ เครื่องในรวม ตับ และ 
ลํ าไส ตามลํ าดับ

Hernandez-Santoyo และคณะ (1998) ศึกษาเอนไซมโปรติเอสในสารสะลายเอนไซม
สกัดจากตับออนของ blue abalone (Haliotis fulgens) พบวามีคากิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซม
เทากับ 0.01 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อผานการทํ าใหบริสุทธิ์พบวาไดเอนไซม 4 ชนิด คือ 
PH1 PH2 PH3 และ PH4 โดย PH1 PH2 และ PH3 แสดงคุณสมบัติคลายกับเอนไซมโปรติเอส
ในกลุมเซรีน โดยที่เอนไซม PH1 มีคุณสมบัติคลายไคโมทริปซิน (chymotrypsin-like enzyme) 
ในขณะที่เอนไซม PH2 และ PH3 มีคุณสมบัติคลายทริปซิน (trypsin-like enzyme) ขณะที่
เอนไซม PH4 มีคุณสมบัติคลายคารบอกซีเปปทิเดส (carboxypeptidase-like enzyme)

นอกจากนี้ไคโมทริปซิน สามารถนํ าไปใชประโยชนทางอุตสาหกรรมอาหาร เชน การ
ผลิตสารสกัดจากปลา (fish extract) ผลิตภัณฑขนมอบ ไข และผลิตภัณฑจากไข และ การผลิต
เนยแข็ง เปนตน (Haard, 1992)

2.1.2 โปรติเอสชนิดซิสเตอีน (Cysteine / thiol protease)
เปนโปรติเอสกลุมท่ีมี sulphydryl group (-SH) เปน active site และอาจมี histidyl   

รวมอยูดวย สามารถทํ างานไดดีท่ีพีเอชเปนกลาง (พีเอช 6.0-7.5) ทนความรอนไดดี (60-80 
องศาเซลเซียส) เสียสภาพที่พีเอชนอยกวา 4 และถูกยับยั้งไดดวยสารกลุ มซัลไฮดริล 
(sulphydryl group) หรือกลุ มไธออล (thiol group) เชน N-acethylmaleimide                  
p-chloromercuribenzoate (pCMB) เปนตน เอนไซมในกลุมน้ีไดแก คาเทปซิน บี (cathepsin 
B) จากเครื่องในของ surf clam (Spisula solidissima) (Chen and Zall, 1986)  คาเทปซิน
แอล (cathepsin L) ปลา salmon (Yamashita and Konagara, 1991 อางโดย Jantaro, 2000) 



ปลา mackerel (Lee et al., 1993 อางโดย Jantaro, 2000) และปลา anchovy (Heu et al., 
1997 อางโดย Jantaro, 2000) นอกจากนี้ยังสามารถพบเอนไซมกลุมน้ีไดจากพืชช้ันสูงและ      
จุลินทรียบางชนิด ไดแก ปาเปน (papain)  โบรมิเลน (bromelain)  และฟซิน (ficin) เปนตน 
(Haard and Simpson, 1994)

2.1.3 โปรติเอสชนิดแอสปาติก (Aspartyl / acidic protease)
เอนไซมกลุมท่ีทํ างานไดในชวงที่มีพีเอชเปนกรด โดยทั่วไปพีเอชที่เหมาะสมคือพีเอช 2-4

มีความจํ าเพาะกับกรดอะมิโนชนิดอะโรมาติก (aromatic amino acid) ถูกยับยั้งโดยสาร
ประกอบ pepstatin และ diazoacetyl norleucinemethyl ester  เอนไซมในกลุมน้ีไดแก เปปซิน
(pepsin) จากปลา cod (Boreogadus saida) (Arunchalam and Haard, 1985) bluefin tuna
(Thunnus thynnus orientalis) (Tanji et al., 1988 อางโดย Jantaro, 2000) และ rainbow 
trout (Twining et al., 1983 อางโดย Jantaro, 2000) เรนนิน (rennin) แกสทริซิน (gastricin) 
ไคโมซิน (chymosin) และคาเทปซิน ดี (cathepsin D) จากเครื่องใน surf clam (Spisula 
solidissima)(Chen and Zall, 1986) และตับออนของ blue abalone (Haliotis fulgens)
(Hernandez-Santoyo et al., 1998) เปนตน

Arunchalam และ Haard (1985) สกัดเอนไซมเปปซินจากสวนของ gastric mucosa 
ปลา cod (Boreogadus saida) โดยใชสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.2 
โมลาร พีเอช 7.3 พบวาประกอบดวยเปปซิน 2 ชนิดคือ เปปซิน A และ B มีกิจกรรมจํ าเพาะเทา
กับ 1,260 และ 2,798 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ

2.1.4 โปรติเอสชนิดเมทธัลโล (Metallo protease)
เปนเอนไซมท่ีมีอิออนของโลหะรวมอยูในโมเลกุลของเอนไซม หรือรวมอยูในปฏิกิริยา

การยอยสลาย เช น Zn2 + โดยเอนไซม ชนิดนี้จะย อยสลายสารตั้งต นจากภายนอก  
(exopeptidase) เกือบท้ังหมด สามารถทํ างานไดดีท่ีพีเอชเปนกลาง (พีเอช 5.6-7.5) สามารถ
ถูกยับยั้งโดยสารจับโลหะ เชน EDTA 8-hydroxyquinoline และ o-phenanthroline เปนตน 
เอนไซมในกลุมน้ีไดแก คอลลาจีเนส (collagenase) เปนตน



Eisen และคณะ (1973) สกัดเอนไซมคอลลาจีเนสจากตับออนของ fiddler carb (Uca 
pugilator) เอนไซมสกัดที่ไดมีกิจกรรมทั้งหมดเทากับ 281 x 103 ยูนิต และกิจกรรมจํ าเพาะเทา
กับ 125 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน เปนตน

Nip และคณะ (1985) ศึกษาการสกัดเอนไซมยอยคอลลาเจน (collagenolytic 
enzyme) จากตับออนของกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii) พบวาเอนไซมมี      
กิจกรรมจํ าเพาะในการยอยสลายโบวินคอลลาเจน (bovine collagen) เทากับ 0.03 ไมโครกรัม    
โบวินคอลลาเจนที่ถูกยอยสลายตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อผานการทํ าบริสุทธิ์โดยการ     
ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและคอลัมนโครมาโทกราฟ พบวากิจกรรมจํ าเพาะของ
เอนไซมมีคาเพิ่มข้ึนเปน 23.2 ไมโครกรัมโบวินคอลลาเจนตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน

2.2 เอนไซมยอยแปง (Amylolytic enzymes)
ทํ าหนาที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของสับสเตรตที่มีพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic bond)

เชน แปง  เซลลูโลส และ เพคติน เปนตน เอนไซมยอยสลายสับสเตรตเหลานี้ไดแก อะมัยเลส  
เซลลูเลส และ เพคติเนส ตามลํ าดับ (ปราณี อานเปรื่อง, 2543)

เอนไซมอะมัยเลสเปนเอนไซมทํ าหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะไกลโคซิดิก ชนิด 
α-(1,4) ของพอลิแซกคาไรด เชน แปง และ ไกลโคเจน (ดวงพร คันธโชติ, 2530; ปราณี อาน
เปรื่อง, 2543) เอนไซมอะมัยเลสแบงได 3 ชนิดตามลักษณะการยอยสลาย ไดแก แอลฟา-       
อะมัยเลส (α-amylase) เบตา-อะมัยเลส (β-amylase) และ แกมมา-อะมัยเลส (γ-amylase) 
หรือ กลูโคอะมัยเลส (glucoamylase) หรือ อะมัยโลกลูโคซิเดส(amyloglucosidase)

แอลฟา-อะมัยเลส สามารถพบไดท้ังในพืช สัตว จุลินทรีย และในมนุษย โดยพบในตับ 
และ ตับออน (ดวงพร คันธโชติ, 2530; ปราณี อานเปรื่อง, 2543) นอกจากนี้ยังพบไดในนํ้ าลาย
อีกดวย สวนในพืชสามารถพบไดจากขาวมอลต และ ขาวบารเลย เปนตน (ดวงพร คันธโชติ, 
2530) จากรายงานการศึกษาและการวิจัยจํ านวนหนึ่งกลาววาสามารถพบเอนไซมยอยแปงได
จากเครื่องในปลานํ้ าจืด ปลาทะเลบางชนิด (Fernandez et al., 2001) และสามารถพบไดจาก
ระบบทางเดินอาหารของกุง Pacific brown (Penaeus californiensis) (Vega-Villasante et 
al., 1993) นอกจากนี้มีรายงานพบเอนไซมเซลลูเลสจากอวัยวะยอยอาหาร (digestive organ)
ของสัตวจํ าพวกครัสเตเซียนบางชนิดอีกดวย (Yokoe and Yasusama, 1964 อางโดย Xue et 
al., 1999)



Fernandez และคณะ (2001) ศึกษาเปรียบเทียบเอนไซมแอลฟา-อะมัยเลส ซ่ึงสกัดจาก
เครื่องในของปลา 5 ชนิด ไดแก Pagrus pagrus Pagellus erytrhirus Pagrus bogaraveo
Boops boops และ Diplodus annularis พบวามีกิจกรรมเอนไซมแอลฟา-อะมัยเลสของปลา
แตละชนิดเทากับ 40.9x103 19.2x103 11.0x103 9.5x103 และ 6.2x103 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
ตามลํ าดับ

Moreau และคณะ (2001) ศึกษาเอนไซมแอลฟา-อะมัยเลส ซ่ึงสกัดจากชองวางในลํ าไส
เล็กของปลา 2 ชนิด ไดแก Oreochromis niloticus และ Sarotherodon melanotheron พบวา
มีกิจกรรมจํ าเพาะเอนไซมแอลฟา-อะมัยเลส เทากับ 20 และ 10 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตาม
ลํ าดับ

Xue  และคณะ (1999) ทํ าการแยกเอนไซมเซลลูเลส (endogenous cellulase) จากนํ้ า
ยอยจากกระเพาะอาหาร (gastric fluid) และ ตอมสรางนํ้ ายอย (digestive gland) ของ 
redclaw crayfish (Cherax quadricarinatus) พบวาเอนไซมท่ีสกัดจากสวนของนํ้ ายอยจาก
กระเพาะอาหารมีคากิจกรรมเอนไซมเทากับ 8.7 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในขณะที่กิจกรรมเอนไซม
จากตอมสรางนํ้ ายอยมีคาเทากับ 0.7 ยูนิตตอมิลลิลิตร

2.3 เอนไซมยอยไขมัน (Lipolytic enzymes)
เอนไซมไลเปสเปนเอนไซมชนิดหนึ่งในกลุมไฮโดรเลส (hydrolase) ทํ าหนาที่เรงปฏิกิริยา

การยอยสลายพันธะเอสเทอรในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดในสภาวะที่มีน้ํ า ไดผลิตภัณฑเปน  
ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด กรดไขมัน และกลีเซอรอล ปฏิกิริยาสามารถเกิดยอนกลับไดเมื่อ
สภาวะตางๆ ในปฏิกิริยาเหมาะสม และสามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารประกอบที่มีหมู
คารบอกซิลท่ีไมใชไตรกลีเซอไรดไดอีกดวย (ปราณี อานเปรื่อง, 2543; Macrae, 1983; Malcata 
et al., 1992)

เอนไซมยอยไขมันจากสัตวพบไดท่ัวไปในเนื้อเยื่อและอวัยวะตางๆ  เชน ตับออน ไต    
หัวใจ สมอง กลามเนื้อ และซีรัม เอนไซมยอยไขมันจากตับออน มีการศึกษาอยางกวางขวางโดย
เฉพาะเอนไซมยอยไขมันที่ไดจากตับสุกร เนื่องจากมีความเขมขนและนํ าไปใชประโยชนไดอยาง
แพรหลาย นอกจากนี้สามารถการแยกเอนไซมยอยไขมันจากตับออนของหนู ตับออนโค และตับ
ออนกระบือ อีกดวย (Shahani, 1975)



เอนไซมไลเปสมีประโยชนตออุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะพวกอาหารหมัก เชน เนย 
เนยแข็ง เนื่องจากไลเปสเปนตัวใหกลิ่น รส ทํ าใหอาหารมีรสเฉพาะตัว หรือใชในการปรับปรุง  
คุณภาพนํ้ ามัน การผลิตไขมันและนํ้ ามันดัดแปลงตลอดจนอุตสาหกรรมผงซักฟอก และเครื่อง
สํ าอาง เปนตน (ปราณี อานเปรื่อง, 2543)

ฐิรารัตน ประชุมรัตน (2541) ศึกษาการสกัดเอนไซมไลเปสจากเครื่องในรวมปลาทูนา
พันธุโอแถบ ครีบเหลือง และโอดํ า มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 1.26 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
และกิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 0.054 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน  เมื่อทํ าการสกัดเอนไซมจาก    
เครื่องในแตละสวน (กระเพาะ มาม ตับ และตับออน) พบวาแหลงที่ดีท่ีสุดของไลเปสคือตับออน
ของปลาทูนาพันธุครีบเหลือง ซ่ึงมีคากิจกรรมและกิจกรรมจํ าเพาะสูงสุดเทากับ 0.72 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร และ 0.03 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ

อุบลรัตน สมมะลวน (2540)  ศึกษาเบื้องตนการสกัดเอนไซมจากตับออนกุงกุลาดํ า
ทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง พบวากิจกรรมของเอนไซมไลเปสซ่ึงสกัดจากกุงกุลาดํ าทั้ง 2 ชนิด มีคา
กิจกรรมเทากับ 0.066 และ 0.068 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลํ าดับ

Asgeirsson และ Bjarnason (1991) ศึกษาชนิดของเอนไซมสกัดไดจากปลา cod พบ
วาเอนไซมสกัดที่ไดประกอบดวยทริปซิน ไคโมทริปซิน และ อีลาสเทส แตพบเอนไซมยอยไขมัน
และเอนไซมยอยแปงในปริมาณตํ่ า

2.4 เอนไซมชนิดอื่นๆ
2.4.1 อัลคาไลนฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase)
 อัลคาไลนฟอสฟาเตส (EC 3.1.3.1) เปนเอนไซมพบไดท่ัวไปในธรรมชาติ (Shaw and 

Chen, 1994) ในสวนพลาสมาเมมเบรน (plasma membrane) ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
(Chuang and Shih, 1990; Lee and Chuang, 1991) มีหนาที่ในการขนสงสารบางชนิดในราง
กายไดแก กรดไขมัน โคลีน แคดเมียม (Norman et al., 1970; Pekarthy et al., 1972; Koyama 
et al., 1983 อางโดย Shaw and Chen, 1994) และการสรางกระดูก (Matsuzawa and 
Anderson et al., 1982 อางโดย Shaw and Chen, 1994) นอกจากนี้สามารถพบไดจากรกใน
ครรภ ลํ าไสเล็ก ตับ และไตของมนุษย เปนตน (McComb et al., 1980 อางโดย Chuang and 
Shin, 1990)



Shaw และ Chen (1994) กลาววาเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตสเปนเอนไซมทางการคา
ท่ีมีความสํ าคัญมากชนิดหนึ่ง เนื่องจากมีการใชกันอยางแพรหลายในงานดานพันธุวิศวกรรม 
(genetic engineering) และดานอิมมูโนเทคนิค (immunotechniques)  มีรายงานวาเอนไซม         
อัลคาไลนฟอสฟาเตสมีปริมาณสูงในสัตวพวกครัสเตเซียน ไดแก crayfish (Denuce, 1967 อาง
โดย An and Visessanguan, 2000) spiny lobster (Travis, 1955 อางโดย An and 
Visessanguan, 2000) และ hermit (Chockalingam, 1971 อางโดย An and Visessanguan, 
2000) นอกจากนี้พบวาของเสียจากการแปรรูปอาหารทะเล เชน ลํ าไสของปลา และสวนของ   
เซฟาโลทอแรกซของกุงเปนแหลงที่มีเอนไซมชนิดนี้ในปริมาณสูงและมีประสิทธิภาพในการนํ าไป
ใชประโยชนทางการคา (Shaw and Chen, 1994)

เอนไซมในกลุมฟอสฟาเตส แบงไดเปน 2 กลุม ไดแก แอซิดฟอสฟาเตส (acid 
phosphatase) และ อัลคาไลนฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase) ซ่ึงเอนไซมอัลคาไลน   
ฟอสฟาเตสเปนเอนไซมอีกชนิดหนึ่งที่มีผูสนใจศึกษาควบคูกับแอซิดฟอสฟาเตส โดยเฉพาะใน
ทางฮีสโตเคมีจัดวาเปนเอนไซมท่ีมีผูศึกษามากที่สุดชนิดหนึ่ง บทบาทของเอนไซมชนิดนี้เกี่ยว
ของกับการรักษาระดับความเขมขนของฟอสเฟตภายในเซลลใหปกติ   มีบทบาทเกี่ยวกับ
กระบวนการดูดซึมและขนสงสารอาหารผานเยื่อหุมเซลลโดยเฉพาะกระบวนการดูดซึมและขน
สงแบบ active transport (Danielli, 1953 อางโดยจินตมาศ สุวรรณจรัส, 2537) นอกจากนี้ยังมี
สวนในกระบวนการเผาผลาญสารอาหาร (metabolic process) โดยชวยให phosphohexoses 
แตกตัวไดน้ํ าตาล เนื้อเยื่อท่ีพบวามีกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตสสูง ไดแก เนื้อเยื่อ
บริเวณที่เกี่ยวของกับการขนสงสารอาหาร เนื้อเยื่อท่ีทํ าหนาที่เปนอวัยวะคัดหลั่ง (scretory 
organ) และเนื้อเยื่อท่ีกํ าลังเจริญเติบโต (Fernley, 1971 อางโดยจินตมาศ สุวรรณจรัส, 2537) 
เปนตน

Chuang และ Shih (1990) ศึกษาการสกัดเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตสจากตับออนกุง
(Penaeus japonicus) โดยใชสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 10 มิลลิ-   
โมลาร พีเอช 7.2 ท่ีประกอบดวยแมกนีเซียมคลอไรด และ Triton X-100 รอยละ 0.1 พบวามี  
กิจกรรมเอนไซมเทากับ 4.0 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อผานขั้นตอนการทํ าใหบริสุทธิ์โดยใช
คอลัมน DE-52, Concanavalin A-Sepharose, AcA 34 และ Gel elution พบวามีคากิจกรรม
จํ าเพาะของเอนไซมหลังจากผานคอลัมนสุดทายเทากับ 25,000 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และมี
น้ํ าหนักโมเลกุลเทากับ 40 กิโลดาลตัน



Olsen และคณะ (1990) ทดลองนํ านํ้ าทิ้งจากกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมแปรรูป 
Northern shrimp (Pandalus borealis) เพื่อศึกษาชนิดของเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตส พบ
วานํ้ าทิ้งเริ่มตนมีคากิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมเทากับ 1,600 ยูนิตตอกรัมโปรตีน หลังผานการ
กรองแบบอุลตราฟวเตรชั่น พบวาสวนของนํ้ าทิ้งที่เหลืออยูดานบน (retentate) มีคากิจกรรม
จํ าเพาะของเอนไซม เทากับ 2,300 ยูนิตตอกรัมโปรตีน
             Shaw และ Chen (1994) ศึกษาการสกัดเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตสโดยใชสาร
ละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 จากสวนของ         
เซฟาโลทอแรกซของ bighead shrimp (Solenocera melantho) black tiger shrimp
(Penaeus monodon) sword shrimp (Parapenaeopsis hardwickii) และ white whisker 
shrimp (Trachypenaeus curvirostris) เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตส
ท่ีสกัดไดจากกุงแตละชนิด พบวาเอนไซมท่ีสกัดไดจาก bighead shrimp (Solenocera 
melantho) มีคากิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมสูงสุด (98 ยูนิตตอมิลลิกรัม) เมื่อเปรียบเทียบกับ
กุงชนิดอื่นๆ ท่ีทํ าการทดลอง เมื่อนํ ามาทํ าใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนโครมาโทกราฟชนิด DEAE-
Sepharose CL-6B Ultragel AcA 34 และ eletroendosmotic elution พบวามีเอนไซม         
อัลคาไลนฟอสฟาเตส 3 ชนิด คือ APase - Ι, APase - ΙΙ และ APase - ΙΙΙ  มีกิจกรรมจํ าเพาะ
เทากับ 221  3,780  และ  532 ยูนิตตอมิลลิกรัมตามลํ าดับ และมีน้ํ าหนักโมเลกุลเทากับ 88.6  
53 และ 20 ตามลํ าดับ

2.4.2 แคทาเลส (Catalase)
แคทาเลส (Hydrogen-peroxide: hydrogen-peroxide oxidoreductase; EC 

1.11.1.6) เปนเอนไซมประกอบดวย 4 หนวยยอย (subunit) ท่ีมีขนาดเทากันประกอบไปดวย 
hemin prosthetic groups (Aebi, 1974) สามารถเรงปฏิกิริยายอยสลายไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด (H2O2) ไดผลผลิตเปนนํ้ าและโมเลกุลของออกซิเจน

                                        2 H2O2         catalase          2H2O2 + O2

แคทาเลสจะเรงปฏิกิริยา 2 แบบ คือ



- catalatic reaction
            2 H2O2          H2O + O2

- peroxidatic reaction
                                  H2O2 + 2 H2A         2HA + 2 H2O

ในภาวะปกติ แคทาเลสจะเรงปฏิกิริยาแบบ catalatic reaction และ สามารถทํ าใหเกิด
ปฏิกิริยา peroxidatic reaction โดยใช peroxide ปริมาณตํ่ ามาก และใชตัวใหไฮโดรเจน 
(hydrogen donors) (AH2) เปน methanol ethanol หรือ phenols แมวาแคทาเลสจะเรง
ปฏิกิริยา peroxidation ได แตจะตํ่ ากวาเปอรออกซิเดส และ ขณะเดียวกันเปอรออกซิเดสก็เรง
ปฏิกิริยา catalatic ไดไมดีเชนกัน (ปราณี อานเปรื่อง, 2543; Aebi, 1974; Havir et al., 1996; 
Guwy et al., 1999; Kruger, 1977; Costa et al., 2001; Vainshtein et al., 1981)

เอนไซมแคทาเลสสามารถแยกไดครั้งแรกในรูปผลึกจากตับวัว นอกจากนี้ยังสามารถพบ
ไดจากเลือด ตับ ไต และ แหลงอื่นๆ เชน พืช และ จุลินทรีย แตพบวามีปริมาณนอยในเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพัน (Aebi, 1974) เอนไซมจะสูญเสียกิจกรรมอยางรวดเร็วที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   
พีเอชมากกวา 9 เมื่อเปรียบเทียบกับเปอรออกซิเดส พบวาเปอรออกซิเดส สามารถทนความรอน
ไดสูงกวา (65 - 70 องศาเซลเซียส) ท่ีพีเอช 7

เอนไซมแคทาเลสมีบทบาทสํ าคัญในการปองกันการเกิดพิษของเนื้อเยื่อเนื่องมาจากผล
ของไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Aebi, 1974) นอกจากนี้ยังสามารถชวยลดปริมาณไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดในการฆาเชื้อนม (Scott, 1975b)

Aksnes and Njaa (1981) ศึกษาเอนไซมแคทาเลสในปลาชนิดตางๆ 9 ชนิด ไดแก 
saithe  mackerel  cod  capelin  rainbow trout  sprat  Norway pout  blue whiting และ
great silver smelt พบวาปลาชนิดที่มีกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสในปริมาณสูงไดแก saithe 
mackerel Norway pout และ blue whiting ซ่ึงมีคากิจกรรมจํ าเพาะเอนไซมเทากับ 1,523 
1,128 1,057 และ 801 ยูนิตตอกรัมของนํ้ าหนักปลา ตามลํ าดับ โดยในปลา saithe และ 
mackerel พบวามีกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสสูงในสวนของตับ สวนปลาชนิดอื่นๆ พบวา      
มีคากิจกรรมเอนไซมแคทาเลสในปริมาณนอยกวา

อุบลรัตน สมมะลวน (2540) ทํ าการศึกษาเบื้องตนการสกัดเอนไซมจากตับออนกุง
กุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง พบวามีกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสมากที่สุด เมื่อนํ าไปทํ า



การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ระดับความอิ่มตัวรอยละ 40 พบวาเอนไซมสกัดจากตับ
ออนกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง มีกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมแคทาเลสสูงสุดเทากับ 
100.35 และ 110.03  ยูนิตมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ

2.4.3 เปอรออกซิเดส (Peroxidase)
เปอรออกซิเดส (EC.1.11.1.7) เปน haemoproteins สามารถพบไดท่ัวไปในธรรมชาติ

เปนเอนไซมท่ีสามารถใชไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนตัวรับอิเลกตรอนและออกซิไดซสาร
ประกอบอินทรียหรือสารประกอบพวกอะโรมาติก (aromatic compound) (Aruna and Lali, 
2001; Srinivas et al., 1999) กลายเปนผลผลิตที่ใหสี (Rehn and Reed, 1987) ดังสมการ

             H2O2 + 2H2A        2HA +  2H2O

เอนไซมเปอรออกซิเดสแบงได 2 กลุม คือ กลุมท่ีใชสารตั้งตนจํ าเพาะ เชน NAD-
peroxidase, NADP-peroxidase, fatty acid peroxidase, cytochrome peroxidase และกลุม
ท่ีใชสารตั้งตนไมจํ าเพาะ เชน ฮอสเรดิสเปอรออกซิเดส (horseradish peroxidase) โดย     
เปอรออกซิเดสนี้สามารถกระตุนการดึงอะตอมของไฮโดรเจน (dehydrogenation) ของสาร
ประกอบอินทรียหลายชนิดเชน phenol, aromatic amines, hydroquinones, hydroquinoid 
amine และ อนุพันธของ benzidine เปนตน (Putter, 1974; Mliki and Zimmermann, 1992) 
เอนไซมน้ีพบไดท่ัวไปในธรรมชาติจาก พืช สัตว  และ จุลินทรีย  (Mliki and Zimmermann, 
1992)

มีการนํ าเปอรออกซิเดสมาใชประโยชนอยางกวางขวาง ไดแก ใชในงานวินิจฉัยทางการ
แพทยและชีวเคมีคลินิก ใชเปนเอนไซมเชื่อมบนแอนติบอดี้ในเทคนิค ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) (Aruna and Lali, 2001; Srinivas et al., 1999) ใชในการกํ าจัดสาร
พิษและสารกอมะเร็งบางชนิด (phenol and aromatic compounds) ท่ีมีในนํ้ าทิ้งโรงงาน      
อุตสาหกรรมทํ าพลาสติกและเรซิน สิ่งทอ และผลิตสบู เปนตน (Aruna and Lali, 2001; 
Srinivas et al., 1999)



อุบลรัตน สมมะลวน (2540) ทํ าการศึกษาเบื้องตนการสกัดเอนไซมจากตับออนกุง
กุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง พบวามีกิจกรรมเอนไซมเทากับ 3.0 และ 2.16 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
และกิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 0.21 และ 0.12  ยูนิตมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ

2.4.4 พอลิฟนอลออกซิเดส (Polyphenol oxidase)
พอลิฟนอลออกซิเดส (o-diphenol : oxygen oxidoreductase; EC 1.10.3.1) และมีช่ือ

สามัญตางๆ กัน ไดแก tyrosinase polyphenolase phenolase catechol oxidase cresolase
และ catecholase ซ่ึงชื่อเหลานี้เรียกตามชนิดของสับสเตรตที่ใช สามารถพบไดจากพืชช้ันสูง
และรา ไดแก เห็ด หัวมันฝรั่ง ลูกพีช แอปเปล กลวย อะโวกาโด ใบชา เมล็ดกาแฟ และใบยาสูบ 
เปนตน (ปราณี อานเปรื่อง, 2543; Scott, 1975a)
             เอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดสสามารถเรงการออกซิไดซสารกลุม  monophenolic  และ
o-diphenolic  การเกิดปฏิกิริยามี 2 ลักษณะคือ hydroxylation และ dehydrogenation 
(oxidation of o-diphenol)

1. Hydroxylation   
             เปนปฏิกิริยาการเติมหมูไฮดรอกซิล (hydroxylation) ใหกับสารกลุม monophenol เกิด
เปน o-diphenol ดังปฏิกิริยา :
                        A  +  O2 +  BH2                   AO + B + H2O   (A= phenolic compound)
          2. Dehydrogenation (oxidation of o-diphenol)
เปนปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ o-diphenol กลายเปน o-quinone ดังปฏิกิริยา :
                        2AH2  +  O2                            2A +  2H2O
            การใชเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส มีการใชตามลักษณะกิจกรรมของเอนไซม กลาวคือ 
ในปฏิกิริยาจะทํ าใหเกิดสารประกอบที่มีสี ดังนั้นจึงมีการนํ าเอนไซมน้ีใชในการบมชา ใบกาแฟ 
ใบยาสูบ เพื่อใหเกิดสีน้ํ าตาล  ตลอดทั้งใชในการพิจารณาคุณภาพของผักและผลไม (ปราณี 
อานเปรื่อง, 2543)
            Chen และคณะ (1997) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซมพอลิฟนอล-      
ออกซิเดสจากเซฟาโลทอแรกซ (cephalothorax) ของกุง Penaeus setiferus และ Penaeus
duorarum โดยใชสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.2 
ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด 1 โมลาร และ Brij 35 รอยละ 0.2 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 



เปนเวลา 30 นาที พบวาปริมาณโปรตีน กิจกรรมเอนไซมและกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมจาก
กุง Penaeus setiferus มีคาเทากับ 171 มิลลิกรัม 856 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ 5.01 ยูนิตตอ
มิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ ในขณะที่กุง Penaeus duorarum มีปริมาณโปรตีน 166 มิลลิกรัม 
กิจกรรมเอนไซมและกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมเทากับ 231 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ 1.39 ยูนิต
ตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ
            Chen และคณะ (1991) ศึกษาสกัดเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดสจากเปลือกของ
Western Australian lobster (Panulirus cygnus) และ Florida spiny lobster (Panulirus 
argus) โดยใชสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.2 ท่ี
ประกอบดวย โซเดียมคลอไรด 1 โมลาร และ Brij 35 รอยละ 0.2  พบวาเอนไซม                  
พอลิฟนอลออกซิเดสที่สกัดไดจากกุงทั้ง 2 ชนิด มีกิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 0.03 และ 0.36 ยูนิต
ตอมิลลิกรัม  ตามลํ าดับ

Yan และคณะ (1990) ศึกษาเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดสจาก Norway lobster 
(Nephrops norvegicus) พบวาเมื่อทํ าการสกัดเอนไซมโดยใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร
ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร พีเอช 6.4 พบวาเอนไซมสกัดที่ไดมีกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซม
พอลิฟนอลออกซิเดสเทากับ 11.3x10-3 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และเมื่อผานการทํ าบริสุทธิ์เพิ่ม
ข้ึนโดยการตกตะกอนดวยอะซิโตนและการใชโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิออน (ion-
exchange chromatography) ชนิด DEAE-cellulose พบวามีเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส      
2 ชนิดคือ PPO (I) และ PPO (II) ซ่ึงมีคากิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมเทากับ   270x10-3 และ 
19.3 x 10-3 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเทากับ 23.89 และ 1.71 
เทาเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมสกัดเริ่มตน ตามลํ าดับ

Rolle และคณะ (1990) ศึกษาการทํ าบริสุทธิ์เอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดสจาก 
Taiwanese black tiger shrimp (Penaeus monodon) พบวากิจกรรมจํ าเพาะเอนไซม           
พอลิฟนอลออกซิเดสในเอนไซมสกัดเทากับ 0.023 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และเมื่อผานการทํ า
ใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต และผานคอลัมนโครมาโทกราฟชนิด 
phenyl Sepharose CL-4B พบวาเอนไซมท่ีไดมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 58 เทาเมื่อเปรียบเทียบ
กับสารละลายเอนไซมสกัดเริ่มตน และกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมมีคาเพิ่มข้ึนเทากับ 1.33     
ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน



2.4.5 ไคติเนส (Chitinase)
ไคติเนสคือกลุ มของเอนไซมซ่ึงมีความสามารถในการยอยสลายไคตินใหกลายเปน    

ผลิตภัณฑท่ีมีน้ํ าหนักโมเลกุลตํ่ า (Wang and Chang, 1997) โดยยอยสลายพันธะ β-1,4 ของ 
N-acetyl-β-D-glucosamine ของไคตินและไคโตแดรกทริน (chytodexstrin) ไดผลิตภัณฑเปน 
N-acetylglucosamine (GlcNAc) และ N,N’-diacetylchitobiose (GlcNAc)2 (Mitsutomi      
et al., 1995; Okazaki et al., 1995)  เอนไซมชนิดนี้สามารถผลิตไดจากจุลินทรีย พืช และสัตว
เปนตน จากการรายงานสวนใหญพบวาจุลินทรียสายพันธุท่ีสามารถผลิตเอนไซมไคติเนสไดมัก
ใชไคติน หรือ colloidal chitin เปนแหลงคารบอน (Wang et al., 1995 อางโดย Wang และ 
Chang, 1997)

Esaiassen และคณะ (1996) คัดแยกเอนไซมไคติเนสจากตับออนของ Northern 
shrimp (Pandalus borealis) และผานการทํ าใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน Q-Sepharose 
Sepharose S-200 Phenyl-Sepharose และ Superdex 75 พบวามีเอนไซมไคติเนส 5 ชนิดได
แก chitinase I  IIa  IIb  III และ IV ซ่ึงมีน้ํ าหนักโมเลกุลประมาณ 61  69  39  57 และ 54      
กิโลดาลตัน ตามลํ าดับ

Funke และ Spindler (1989) คัดแยกเอนไซมไคติเนสจาก brine shrimp Artemia พบ
วาเมื่อทํ าบริสุทธิ์โดยการผานคอลัมน Concanavalin A ไดเอนไซมไคติเนสที่มีขนาด 32       
กิโลดาลตัน
           Kono และคณะ (1990) ทํ าบริสุทธิ์และศึกษาคุณสมบัติบางประการของเอนไซมไคติเนส
จากทองของ Japanese eel (Anguilla japonica) พบวาเอนไซมไคติเนสที่ไดมีน้ํ าหนักโมเลกุล 
50 กิโลดาลตัน
           Lynn (1990) ศึกษาเอนไซมไคติเนสจากนํ้ ายอยจากกระเพาะ (gastric juice) ของ 
American lobster (Homarus americanus) พบวาเปน exochitinases ซ่ึงมี 3 ชนิด คือ 
exochitinase-A, B sub (1) และ B sub (2) มีน้ํ าหนักโมเลกุลแตละชนิดเทากับ 66 กิโลดาลตัน 
มีคา pI (Isoelectric point) สูงกวา 9.3
           Matsumiya และ Mochizuki (1997) ทํ าบริสุทธิ์และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม         
ไคติเนสจากตับของ Japanese common squid (Todarodes pacificus) โดยการตกตะกอน
ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและผานคอลัมน Chitopearl Basic BL-03, CM–Toyopearl 



650S และ Bio–gel HTP พบวาเอนไซมท่ีไดมีน้ํ าหนักโมเลกุลประมาณ 38 กิโลดาลตัน มีคา pI 
เทากับ 8.3
            Matsumiya และ Mochizuki (1995) ทํ าบริสุทธิ์และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม        
ไคติเนสจากทองของ common mackerel (Scomber japonnicus) พบวาเอนไซมท่ีไดมีน้ํ าหนัก
โมเลกุลเทากับ 50 กิโลดาลตัน
            Olsen และคณะ (1990) ศึกษาชนิดของเอนไซมจากนํ้ าทิ้งจากกระบวนการผลิตใน    
อุตสาหกรรมแปรรูปกุง (Pandalus borealis) พบวาจากนํ้ าทิ้งเริ่มตนมีกิจกรรมจํ าเพาะของ
เอนไซมไคติเนส เทากับ 5.9 ยูนิตตอกรัมโปรตีน เมื่อผานการกรองแบบอุลตราฟวเตรชั่น พบวา
สวนของนํ้ าทิ้งที่เหลืออยูดานบน (retentate) มีกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมเทากับ 7.7 ยูนิตตอ
กรัมโปรตีน

2.4.6 ไฮยาลูโรนิเดส (Hyaluronidase)
ไฮยาลูโรนิเดสเปนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับเนื้อเยื่อเกี่ยวพันสามารถยอยสาร hyaluronate 

เปน oligosaccharide สายสั้นๆ ใชประโยชนในการทํ าความสะอาด isochaemic tissues หลัง
จาก myocardial infraction (Saltissi et al., 1982; Sanders, 1988) นอกจากนี้ยังใชใน        
อุตสาหกรรมอาหารในการทํ าใหเนื้อนุม (Wu et al., 1988) เอนไซมชนิดนี้พบมากในอัณฑะของ
วัว (Borders and Raffery, 1968) และปลิง (Yuki and Fishmann, 1962) เปนตน

 Olsen และคณะ (1990) ศึกษาชนิดเอนไซมท่ีมีในนํ้ าทิ้งจากกระบวนการผลิตใน        
อุตสาหกรรมแปรรูปกุง (Pandalus borealis) พบวานํ้ าทิ้งเริ่มตนมีกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซม
ไฮ-ยาลูโรนิเดส เทากับ 4.1 ยูนิตตอกรัมโปรตีน เมื่อผานการกรองแบบอุลตราฟวเตรชั่น พบวา
สวนของนํ้ าทิ้งที่เหลืออยูดานบน (retentate) มีกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมเทากับ 5.3 ยูนิตตอ
กรัมโปรตีน

Krishnapillai และคณะ (1999a) สกัดและทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไฮยาลูโรนิเดสจากตับออน
ของ Norway lobster (Nephrops norvegicus) พบวาเอนไซมสกัดมีกิจกรรมจํ าเพาะของ
เอนไซม เทากับ 0.074 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อผานการตกตะกอนดวยอะซิโตนและผาน
คอลัมนโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิออน พบวาเอนไซมท่ีไดมีกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซม
เทากับ 56.5 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ซ่ึงมีความความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 763 เทาเมื่อเปรียบเทียบ
กับสารละลายเอนไซมสกัดเริ่มตน



Krishnapillai และคณะ (1999b) ศึกษาเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมไฮยาลูโรนิเดส
ท่ีสกัดไดจากตับออนของ Norway lobster (Nephrops norvegicus) กับเอนไซมไฮยาลูโรนิเดส
จากอัณฑะวัว และแกะ พบวาเอนไซมท่ีสกัดไดจากตับออนของ Norway lobster (Nephrops 
norvegicus) มีกิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมสูงสุด (50 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) รองลงมาเปน
กิจกรรมของเอนไซมไฮยาลูโรนิเดสจากอัณฑะวัว และแกะ ซ่ึงมีคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 
33 และ 25 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลํ าดับ

Poh และคณะ (1992) ทํ าบริสุทธิ์และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไฮยาลูโรนิเดสจาก
พิษของ stonefish (Synanceia horrida) พบวาเอนไซมไฮยาลูโรนิเดสภายหลังการทํ าใหบริสุทธิ์
พบวามีกิจกรรมจํ าเพาะสูงมาก (1.6x106 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) มีน้ํ าหนักโมเลกุลเทากับ 60 
กิโลดาลตัน และคา pI เทากับ 9

 Ramanaiah และคณะ(1990) พบวาเอนไซมไฮยาลูโรนิเดสจากพิษแมงปอง
(Heterometrus fulvipes) มีพีเอชที่เหมาะสมเทากับ 4.0 และมีน้ํ าหนักโมเลกุล 82 กิโลดาลตัน
นอกจากนี้พบวากิจกรรมของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็วเมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้นเปน 50 องศา
เซลเซียส

 Yang และคณะ (1975) ศึกษาเอนไซมไฮยาลูโรนิเดสจากสเปรมของวัวตัวผู พบวา
เอนไซมท่ีทํ าบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน DEAE-cellulose และ Sephadex มีกิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 
2,370 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 182 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับสารละลาย
เอนไซมสกัดเริ่มตน และมีน้ํ าหนักโมเลกุลประมาณ 62 กิโลดาลตัน

3. ปจจยัที่มีผลตอคุณสมบัติและกิจกรรมของเอนไซมจากสัตวนํ้ า
3.1 อุณหภูมิ (Temperature)

อุณหภูมิมีผลตอปฏิกิริยาเคมีท่ัวไป คือ มีผลตอการละลายของสับสเตรต การแตกตัว
ของบัฟเฟอร และการจับกันระหวางเอนไซมกับสับสเตรต เอนไซมกับโคแฟคเตอร และเอนไซม
กับตัวยับยั้ง นอกจากนี้อุณหภูมิยังมีผลตอการแตกตัวของกรดอะมิโนบริเวณเรง (Ionization of 
active site) (ปราณี อานเปรื่อง, 2535)

การสกัดเอนไซมควรทํ าที่อุณหภูมิตํ่ าประมาณ 0-4 องศาเซลเซียส เพื่อปองกันการ
เปลี่ยนแปลงในระหวางการสกัด เชน การสกัดเอนไซมจากเครื่องในปลา cod ในเขตแอตแลนติก 
(Gadus Morhua) โดยใชน้ํ าเย็นในอัตราสวน 1:2 ของนํ้ าหนักเครื่องในตอปริมาณนํ้ า ปนดวย



เครื่องปนความเร็วสูง นาน 2 นาที นํ าสวนที่ปนไดมาเหวี่ยงดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุม
อุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 13,000g  เปนเวลา 30 นาที (Shin and Zall,1986) แต
การสกัดที่อุณหภูมิสูง (35-40 องศาเซลเซียส) ในชวงเวลาสั้นๆ (15–30 นาที) อาจชวยในการ
สกัด ท้ังนี้เนื่องจากการยอยสลายตัวเอง (autolysis) มักเกิดขึ้นที่อุณหภูมิในชวงนี้

สุนันทา ภิญญาวัชน (2535) รายงานวาเอนไซมสวนใหญจะถูกทํ าใหเสียสภาพ
(denature) ท่ีอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส ยกเวนจากแบคทีเรียประเภทเทอรโมฟลิก ท่ี
สามารถทนรอนไดถึง 85 องศาเซลเซียส  นอกจากนี้ ประเสริฐ  ศรีไพโรจน (2528) กลาววา  
เอนไซมแตละชนิดจะมีคาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมที่สมในการเรงปฏิกิริยา เชน การเรงปฏิกิริยาใน
ระบบทางเดินอาหารจะมีคาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมประมาณ 40 องศาเซลเซียส

การเก็บรักษาเอนไซมกับสับสเตรตที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสทํ าใหกิจกรรมของ
เอนไซมสูญเสียนอยที่สุด ถึงแมวาคุณสมบัติการละลายของเอนไซมจะลดลงก็ตาม (Palmer, 
1985) สวนการแชเยือกแข็งทํ าใหเอนไซมยอยโปรตีนไมสามารถทํ างานได และอาจทํ าใหเกิด
การเสียสภาพ ดังนั้นไมควรเก็บเอนไซมท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ไวในระยะเวลานานๆ 
(Scopes, 1978)

Reece (1988) สามารถแยก acidic protease และ alkaline protease จากเครื่องใน
ปลา salmon (Salmon sarda) และ acidic protease จากเครื่องในปลา cod (Gadus 
morhua) และ ปลา mackerel (Scomba scombrus) อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของ
เอนไซมอะซิดิก (acidic protease) ของปลาทั้ง 3 ชนิดมีคาเทากันคือ 37 องศาเซลเซียส ใน
กรณีของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส (alkaline protease) จากเครื่องในปลา salmon น้ันมี
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 45 องศาเซลเซียส

เอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดสที่สกัดไดจากกุงโดยทั่วไปจะมีความคงตัวดีท่ีอุณหภูมิ
ระหวาง 30 และ 50 องศาเซลเซียส และเอนไซมท่ีสกัดไดจากปูทะเลนํ้ าลึกจะถูกยับยั้งกิจกรรม
ของเอนไซมไดท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส (Chen et al., 1991)

Chuang และ Shih (1990) สกัดเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตสจากตับออนกุง
(Penaeus japonicus) พบวาเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตสที่ทํ าใหบริสุทธิ์มีความคงตัวตอ
ความรอนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที

อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมของเอนไซมชนิดตางๆ จากสัตวน้ํ า แสดงดังตารางที่ 1



3.2 พีเอช (pH)
โดยปกติแลวเอนไซมจะถูกยับยั้งที่พีเอชตํ่ ากวา 5 หรือ พีเอชสูงกวา 9 ยกเวนเอนไซม

บางกลุม ในการปรับพีเอชควรเติมโดยการหยดใหของเหลวไหลลงไปตามขอบดานในของ
ภาชนะและควรคนโดยใชเครื่องกวนและควรทํ าที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  (Dixon and 
Wabb, 1979; Scopes, 1978)

Doke และ Ninjoor (1987) สกัดเอนไซมจากกลามเนื้อกุง (Penaeus monodon) โดยใช
โปแตสเซียมคลอไรดรอยละ 0.5  เมื่อศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซม               
อัลคาไลนโปรติเอสในชวงพีเอช 4.0–12.0 พบวาพีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมคือ    
พีเอช  8.0 อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส
            Reece (1988) สามารถแยกอะซิดิกโปรตีเอส และอัลคาไลนโปรตีเอสจากเครื่องในปลา 
salmon (Salmon sarda) และอะซิดิกโปรตีเอสจากเครื่องในปลา cod (Gadus morhua) และ
ปลา mackerel (Scomba scombrus) พบวาพีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรมของอะซิดิกโปรตีเอส
จากเครื่องในปลาทั้ง 3 ชนิดมีคาเทากันคือ พีเอช 2.6 สวนอัลคาไลนโปรตีเอสจากเครื่องในปลา
salmon มีคาพีเอชที่เหมาะสมเทากับ 8.5

Matsumiya and Mochizuki (1997) พบวาเอนไซมไคติเนสจากตับของ Japanese 
common squid (Todarodes pacificus) มีความคงตัวดีในชวงพีเอช 4.0-6.0 เมื่อบมท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที

Shin และ Zall (1986) ศึกษาผลของพีเอชตอความคงตัวของกิจกรรมของเอนไซม       
โปรติเอสชนิดซีรีนซึ่งมีคุณลักษณะคลายทริปซิน (trypsin-like enzyme) สกัดจากเครื่องในปลา 
cod ในชวงพีเอช 5-10 เปนเวลา 60 นาที พบวากิจกรรมของเอนไซมจะมีความคงตัวดีท่ี พีเอช
ชวง 8.8-9.6

3.3 ความดัน (Pressure)
การสกัดเอนไซมบางวิธีจํ าเปนตองใชความดันสูง  ซ่ึงอาจจะมากกวา 50,000 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว แตการใชความดันสูงประมาณ 10,000 และ 100,000 ปอนดตอตารางนิ้วอาจมีผลตอ
ความคงตัวและกิจกรรมของเอนไซมได อาจเนื่องมาจากความดันสูงทํ าใหโครงสรางตติยภูมิและ
ทุติยภูมิของเอนไซมเกิดการเปลี่ยนแปลง (Laidler and Bunting, 1973; Dixon and Webb, 
1979) แตในสภาวะที่มีความดันตํ่ าชั้นของเมมเบรนและเจลจะมีความแข็งแรงนอยลงสงผลทํ า



ใหการไหลผานของสารละลายเกิดไดเร็วขึ้นและไมมีผลตอความคงตัวและกิจกรรมของเอนไซม 
(Chen and Zall, 1985)

3.4 สับสเตรต (Substrates)
         ความสามารถในการละลายของเอนไซมเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มความเขมขนของสับสเตรต เชน 
การเติม glycero-phosphate เพื่อปองกันการออกซิเดชั่นของกลุม sulfhydryl แตอาจสงผลทํ า
ใหกิจกรรมของเอนไซมลดลงได (Palmer, 1985)

3.5 เกลือ (Salts)
เกลือมีผลตอการละลายและการตกตะกอนของโปรตีนหรือเอนไซม โดยเฉพาะอยางยิ่ง 

เกลือโซเดียมคลอไรด เกลือโซเดียมซัลเฟต และ เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต โดยความเขมขนของ
เกลือท่ีใชมีผลตอการละลายของเอนไซม ความสามารถในการละลายของเกลือเปนดังนี้ 
(Colowick and Kaplan, 1955)

Cation:  Li + > Na+  (ท่ีสภาวะเปนกลางหรือดาง)
Anion:  P2O7 > P4O7 > PO4

-3 > CNS- > HCO3
- > I- > CI- (ในสภาวะเปนดาง)

            การเติมโซเดียมคลอไรดลงไปจะขัดขวางการทํ างานของเอนไซมยอยโปรตีน (Frazier, 
1978) นอกจากนี้ยังมีผลตอการละลายของเอนไซมไฮยาลูโรนิเดส ซ่ึงสกัดไดจาก Norway 
lobster โดยพบวา เกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.12 โมลาร  มีผลทํ าใหเอนไซม             
ไฮยาลูโรนิเดสมีกิจกรรมสูงสุด (Krishnapillai et al., 1999a)

Heu และคณะ (1995) ศึกษาการทํ าใหบริสุทธิ์เอนไซมทริปซินและไคโมทริปซินจาก
เครื่องในปลา anchovy (Engraulis japonica) โดยการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
พบวาการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ระดับความอิ่มตัวรอยละ 30-70 จะให     
กิจกรรมของเอนไซมสูงสุด



Table 1  Optimum temperature and optimum pH of enzymes from some aquatic animals

Type of enzyme Source Optimum temparature (οC) Optimum pH Reference
1. Protease
     Trypsin

    Chymotrypsin

    Collagenase

    Cathepsin B-like
2. Amylase
3. Lipase
4. Alkaline phosphatase

White shrimp
Cod

Yellowfin tuna
Anchovy

Atlantic cod
Yellowfin tuna

Anchovy
Atlantic cod

Freshwater prawn
Fiddler crab

Surf clam
Pacific brown shrimp

neon frying squid
bighead shrimp

49
46-48

50
45
55
50
45
40
37
-

44-46
30-40

25
37

7.0-9.5
9.0-9.6

8.0
8.0
8.0
8.0
8.0
7.8

6.5-7.5
8.0

3.0-7.0
7.5
7.0

7.0-8.0

Gate and Travis (1969)
Shin and Zall (1986)

Jantaro (2000)
Heu et al. (1995)

Asgeirsson and Bjarnason (1991)
Jantaro (2000)

Heu et al. (1995)
Asgeirsson and Bjarnason (1991)

Nip et al. (1985)
Eison et al. (1973)

Chen and Zall (1986)
Vega-Villasante et al. (1993)

Sukarno et al. (1996)
Shaw and Chen (1994)



Table 1 (continued)

Type of enzyme Source Optimum temparature (οC) Optimum pH Reference
5. Polyphenol oxidase

6. Chitinase

7. Hyaluronidase

Taiwanese black tiger -
shrimp

Western Australian
lobster

Florida spiny lobster
Norway lobster

- PPO form I
- PPO form II

Brine shrimp Artemia
Japanese common squid

Norway lobster

45
.
-

-

40
45
55
50
-

6.0

6.0-8.0

6.5

-
-

5.8
-

5.4

Rolle et al. (1990)

Chen et al. (1991)

Chen et al. (1991)

Yan et al. (1990)
Yan et al. (1990)

Funke and Spindler (1989)
Matsumiya and Mochizuki (1997)

Krishnapillai et al. (1999a)



3.6 อิออนของโลหะและสารจับโลหะ (Metal ions and chelating agent)
อิออนของโลหะหนัก เชน เหล็ก สังกะสี ตะกั่ว ทองแดง และ ปรอท มีผลสามารถยับยั้ง

หรือสงเสริมกิจกรรมของเอนไซมชนิดไดตางๆ ได เชนเอนไซมทริปซินจากปลา cod ซ่ึงมีความ
ตองการแคลเซียมอิออนในการทํ าใหเอนไซมมีความคงตัวและเปนการปองกันการเกิดการยอย
สลายตัวเองของเอนไซม (Asgiersson et al., 1989) ตางจากเอนไซมทริปซินสกัดจาก white 
shrimp (Penaeus setiferus) ซ่ึงแคลเซียมอิออนไมมีผลตอความคงตัว แตมีผลตอความ       
ทนทานตอการยอยสลายตัวเอง (Gates and Travis, 1969) นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณ
แคลเซียมอิออนมีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมไคโมทริปซินจากปลา cod ได (Asgiersson and 
Bjarnason, 1991)

Risk (1974) พบวาความคงตัวของเอนไซมแอลฟา-ไคโมทริปซินลดลง เนื่องมาจากผล
ของปริมาณแคลเซียมอิออน นอกจากนี้แคลเซียมสามารถปองกันการเกิด aggregation ของ
โมเลกุลของเอนไซมทริปซินอีกดวย

ผลกระทบจากอิออนของโลหะเหลานี้สามารถปองกันไดโดยการเติมสารจับโลหะ 
(chelating agent)  เชน การเติม EDTA (ethylenediaminetetra acetic acid) ท่ีระดับความ
เขมขน 1-2 มิลลิโมลาร โดยสารจับโลหะเหลานี้มีผลตออิออนที่มีประจุ 2 ตัว (divalent)
(Deutscher, 1990)

Poh และคณะ (1992) ทํ าบริสุทธิ์และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไฮยาลูโรนิเดสจาก
พิษของ stonefish (Synanceia horrida) พบวาเอนไซมไฮยาลูโรนิเดส ภายหลังการทํ าให
บริสุทธิ์มีกิจกรรมจํ าเพาะสูงมากคือ 1.6x106 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน มีน้ํ าหนักโมเลกุลเทากับ 
60 กิโลดาลตัน มีคา pI เทากับ 9.2 แตพบวาเอนไซมท่ีไดไมทนตอความรอน และสามารถถูก
ยับยั้งโดยอิออน Cu 2+ และ Hg 2+

3.7 ตัวยับยั้ง (Inhibitors)
สารเคมีบางชนิดมีความสามารถในการยับยั้งการทํ างานของเอนไซมได  เชน  เอนไซม

ทริปซินจากตับออนของ crayfish (Procambarus clarkii) ถูกยับยั้งโดย TLCK (1-chloro-3-
tosylamido-7-amidoheptanone), DFP และ PMSF (Kim et al., 1992)



เอนไซมทริปซินจาก white shrimp (Penaeus setiferus) พบวาถูกยับยั้งไดโดย TLCK 
DFP และ soybean trypsin inhibitor แตไมถูกยับยั้งโดย L-tosylamido-2-phenyl-
ethylchlorometyl ketone (Gates and Travis, 1969)

นอกจากนี้ตัวทํ าละลายอินทรียบางชนิด เชน สาร detergent และแอลกอฮอล เมื่อมีการ
เติมสารเหลานี้ลงไปจะชวยปลดปลอยเอนไซมใหออกมาในสารละลาย แตบางครั้งก็ทํ าให      
กิจกรรมของเอนไซมลดลงได (Dixon and Webb, 1979)

4. วิธีการทํ าบริสุทธิ์เอนไซมแคทาเลส
การทํ าเอนไซมใหบริสุทธิ์มีข้ันตอนในการแยกหลายขั้นตอน เริ่มตนจากการนํ าสาร

ละลายสวนใสที่ไดจากการสกัดเอนไซมมาตกตะกอนเอนไซมท่ีตองการออกจากโปรตีนชนิดอื่นๆ 
โดยจะอาศัยหลักการการเปลี่ยนแปลงของคาความแข็งแรงของอิออน (Ionic strength) ของสาร
ละลาย เอนไซมซ่ึงโมเลกุลขนาดใหญท่ีมีประจุมักจะละลายไดนอยในนํ้ าบริสุทธิ์แตเมื่อเติม     
อิออนลงไปจะทํ าใหการละลายของโปรตีนนั้นดีข้ึน เรียกลักษณะเชนนี้วา salting in แตถาเพิ่ม
ความเขมขนของไอออนใหมากขึ้นจนถึงจุดๆ หนึ่งสารโมเลกุลขนาดใหญเหลานี้จะตกตะกอน
ออกมาซึ่งเรียกลักษณะเชนนี้วา salting out (ชิษณุสรร สวัสดิวัฒน, 2530; Scopes, 1978) สาร
ท่ีใชในการตกตะกอนโปรตีนสามารถแบงไดเปน 3 พวก (Scopes ,1978)  ไดแก

1. เกลือบางชนิด ไดแกเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) เกลือโซเดียม
ฟอสเฟต (disodium phosphate)

2. ตัวทํ าละลายอินทรีย (organic solvents) เชน เมทานอล (methanol) เอธานอล
(ethanol) โพรพานอล (propanol) และอะซิโตน (acetone)   

3. สารชนิดอื่นๆ เชน polyethylene glycol (PEG) เคซีน (casein) และ
diatomaceous earth เปนตน

การใชสารตกตะกอนพวกนี้อาจใชสารชนิดใดชนิดหนึ่งหรือใชรวมกันในความเขมขนที่
เหมาะสมตอเอนไซมชนิดนั้นๆ สารที่นิยมใชมากในการตกตะกอนโปรตีนคือ  เกลือแอมโมเนียม-
ซัลเฟต เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงในการลดความสามารถในการละลายของโปรตีน สามารถ
ละลายไดสูงถึง 4 โมลาร ราคาไมแพง และเมื่ออยูในสภาวะอิ่มตัวจะมีความหนืดและความหนา
แนนตํ่ า



เอนไซมท่ีไดจากขั้นตอนการตกตะกอนโปรตีนจะมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเล็กนอย ตองนํ า
มาผานกระบวนการทํ าใหมีความบริสุทธเพิ่มข้ึน โดยเทคนิคโครมาโทกราฟ เชน โครมาโทกราฟ
ชนิดแลกเปลี่ยนอิออน (ion-exchange chromatography) และเจลฟวเตรชัน (gel filtration 
chromatography) โดยมีหลักการตางกันคือ โครมาโทกราฟชนิดแลกเปลี่ยนอิออน ทํ าใหโปรตีน
บริสุทธิ์ข้ึนโดยอาศัยคุณสมบัติความแตกตางของประจุโปรตีนซึ่งจะมี 2 ข้ันตอน คือ ข้ันแรกการ
ทํ าใหโปรตีนจับกับเรซิน (resin) ท่ีมีประจุซ่ึงอยูในคอลัมน โดยประจุท่ีใชเกาะจะมี 2 ชนิดคือ ตัว
แลกเปลี่ยนแอนอิออน (anion-exchanger) เชน DEAE (diethylaminoethyl) ซ่ึงเรซินที่ใชมี
ประจุบวกที่สามารถจับกับโปรตีนที่มีประจุลบ และตัวแลกเปลี่ยนแคทอิออน (cation-
exchanger) เชน CM (carboxymethyl) ซ่ึงเรซินที่ใชมีประจุลบและสามารถจับกับโปรตีนที่มี
ประจุบวกได  ข้ันตอนที่ 2 คือ การชะเอาโปรตีนที่จับกับเรซินภายในคอลัมนออกมา โดยชะดวย
สารที่มีความแรงของประจุสูงกวา เพื่อเขาแทนที่การจับกันของโปรตีนกับเรซินทํ าใหโปรตีนถูกชะ
ออกจากคอลัมน สวนเทคนิคการทํ าเจลฟวเตรชันเปนการทํ าโปรตีนใหบริสุทธิ์โดยอาศัยการแยก
ตามขนาดของโมเลกุลโปรตีนเปนสํ าคัญ คือใหโมเลกุลของโปรตีนเคลื่อนที่ผานรูพรุนของตัว
กลางที่ไมเคลื่อนที่ซ่ึงเปนของแข็ง (stationary phase) ภายในคอลัมน โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุล
ใหญจะเคลื่อนที่ผานชองหวางระหวางเม็ดเจลซึ่งเปนตัวกลางของแข็งที่ไมเคลื่อนที่ และออก
จากคอลัมนกอน สวนโปรตีนที่มีขนาดเล็กจะเขาไปในเม็ดเจลจึงออกมาภายหลัง ตัวอยางตัว
กลางที่ไมเคลื่อนที่ซ่ึงเปนของแข็งที่นิยมใชกัน ไดแก Sephadex Bio-Gel และ Sepharose 
เปนตน (Scopes,1978)

สํ าหรับการศึกษาการทํ าบริสุทธิ์เอนไซมแคทาเลสจากแหลงตางๆ เชน พืช  สัตว  และ     
จุลินทรีย สามารถทํ าไดโดยการใชเทคนิคที่แตกตางกัน ไดแก

Miyahara และคณะ (1978) ทํ าบริสุทธิ์และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมแคทาเลสจากตับ
แพะ ซ่ึงสกัดเอนไซมดวยนํ้ ากลั่นที่เย็นจัด พบวาเอนไซมสกัดที่ไดมีกิจกรรมของเอนไซม           
แคทาเลสเทากับ 0.016 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อผานการทํ าบริสุทธิ์โดยการตกตะกอน      
ดวยอะซิโตนและแอมโมเนียมซัลเฟต ตามดวยการใชคอลัมนโครมาโทกราฟชนิด DEAE-
cellulose และ Bio-Gel A-1.5m พบวาเอนไซมท่ีผานการทํ าบริสุทธิ์ท่ีไดประกอบดวย 4 หนวย
ยอยโดยแตละหนวยยอย (subunit) มีน้ํ าหนักโมเลกุลประมาณ 60 กิโลดาลตัน มีพีเอชที่   
เหมาะสมเทากับ 7.0 ซ่ึงมีความคลายคลึงกับเอนไซมแคทาเลสจากตับวัว



Chatterjee และ Sanwal (1993) ทํ าบริสุทธิ์และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมแคทาเลส
จากปอดของแพะ (Capra capra) โดยตกตะกอนดวยอะซิโตนแลวผานคอลัมน DEAE-
cellulose  Sephadex G-100  Blue Sepharose CL-6B และ Ultragel AcA-34 พบวาเอนไซม
ท่ีทํ าบริสุทธิ์ไดมีน้ํ าหนักโมเลกุลประมาณ 339 กิโลดาลตัน และมีพีเอชที่เหมาะสมอยูในชวง 
5.2-7.8

Mullen and Gifford (1993) สกัดเอนไซมแคทาเลสจาก loblolly pine (Pinus teada 
L.) โดยสกัดดวยอะซิโตน ตามดวยตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต แลวผานโครมาโทกราฟ
ชนิด DE-52 cellulose, Superdex G-200, hydroxylapatite และ phenyl-Sepharose CL-6B 
พบวาเอนไซมท่ีผานการทํ าบริสุทธิ์ไดมีกิจกรรมจํ าเพาะเทากับ 2,215 มิลลิโมลตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน

เอนไซมแคทาเลสที่ไดจากพืชบางชนิด เชน Tsagareli และ Pruidze (1991) แยกและทํ า
บริสุทธิ์เอนไซมแคทาเลสจากใบชา (Camellia sinensis L.) ตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียม
ซัลเฟต แลวกรองแบบอุลตราฟวเตรชั่น พบวามีคากิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซมแคทาเลสสกัดที่
ไดเทากับ 0.26 ไมโครโมลของออกซิเจนตอมิลลิกรัมของโปรตีนตอนาที และคากิจกรรมจํ าเพาะ
ของเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์เทากับ 6.0 ไมโครโมลของออกซิเจนตอมิลลิกรัมโปรตีนตอ
นาที ซ่ึงมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 2.3 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมสกัดเริ่มตน



เอนไซมแคทาเลสจากแหลงตางๆแสดงดังตารางที่ 2

Table 2  Optimum pH and optimum temperature of catalase from difference sources

Source Optimum pH Optimum
temperature

(οC)

Reference

1. Animals
    goat liver
    goat lung

    bovine liver

2. Plants
     tea plant

    papaya
    wheat germ
   sweet potato   root
3. Microorganisms
     Halophilic
     bacterium
    Bacillus YN-2000
  Escherichia coli

7.0
5.2-7.8

7.0

6.4
5.6
6.1
7.0

6.5-8.5

7.0

6.0
7.5

-
-

-

37
40
-
-
-

-

-
-

Miyahara et al. (1978)
Chatterjee and Sanwal

(1993)
Maehly and Chance

(1954)

Tsagareli and Pruidze
(1991)

Chan et al. (1978)
Garcia et al. (2000)

Esaka and Asahi (1982)

Brown-Peterson and
Salin (1995)

Yumoto et al. (1990)
Claiborne and Fridovich
อางโดย Yumoto et al.

(1990)



Table 2 (continued)

Source Optimum pH Optimum
temperature

(οC)

Reference

  Rhodobacter
  capsulatus

 Neurospora crassa

6.0-7.5

4.0-10.0

-

-

Hochman and Shemesh
(1987) อางโดย Yumoto

et al.(1990)
Fukumori et al.(1987)
อางโดย Yumoto et al.

(1990)



วัตถุประสงค

1. ศึกษาผลของแหลงกุ งกุลาดํ าตอกิจกรรมของเอนไซมท่ีสกัดไดจากตับออนกุ งกุลาดํ า
(Penaeus monodon)

2. ศึกษาการทํ าบริสุทธิ์เอนไซมท่ีมีปริมาณมากจากตับออนกุงกุลาดํ า
3. ศึกษาคุณสมบัติบางประการของเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์
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