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บทคัดยอ 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียในภาวะท่ีมีความเครียดจากเกลือ NaCl และตรวจหา
แอคทิวิทีของเอนไซมเพอรออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย 6 ชนิด ไดแก Anabeana ambigua Nostoc commune Spilurina 
sp. Oscillatoria sp. Oscillatoria salina และ Oscillatoria sp. TISTR 8491 ในอาหาร BG11 โดยสกัดตัวอยางดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 8.0 และติดตามแอคทิวิทีของเอนไซมเพอรออกซิเดสดวย 4-amino antipyrine, gallic acid และ ไฮโดรเจน 
เพอรออกไซด บมท่ีอุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 10 นาที พบวา ไซยาโนแบคทีเรีย Anabeana ambigua Nostoc commune Oscillatoria 
sp. Oscillatoria salina และ Oscillatoria sp. TISTR 8491 เจริญไดดีในภาวะที่ไมมีเกลือ NaCl สวน Spilurina sp. เจริญไดดีใน
ภาวะท่ีมีเกลือ NaCl เขมขน 0.25 โมลาร และภาวะทนเค็มของ Anabeana ambigua นอยกวา 0.25 โมลาร ในขณะท่ี Nostoc 
commune  Oscillatoria sp. Oscillatoria salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ Spilurina sp. นอยกวา 0.5 โมลาร จากการศึกษา
แอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส พบวา Anabeana ambigua Nostoc commune Spilurina sp. Oscillatoria sp. Oscillatoria salina และ 
Oscillatoria sp. TISTR 8491 มีแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 32.34  29.75 12.86  10.67  9.60 และ 3.82 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
ตามลําดับ เพอรออกซิเดสทํางานไดในชวงพีเอช 4 – 11 และทํางานไดดีในภาวะที่เปนเบส คาพีเอชเทากับ 9.0 
 
คําสําคัญ: การคัดกรอง เพอรออกซิเดส ไซยาโนแบคทีเรีย ภาวะความเค็ม 
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Abstract 
 This research aimed to study the growth of six cyanobacteria, Anabeana ambigua, Nostoc commune, 
Spilurina sp., Oscillatoria sp., Oscillatoria salina and Oscillatoria sp. TISTR 8491, on salt stress by increasing of NaCl 
in BG11 medium, and detect their peroxidase activities. The samples were extracted by phosphate buffer, pH 8.0. The 
peroxidase activities from extracts were measured using a mixture of 4-aminoantipyrine, gallic acid and hydrogen 
peroxide, incubated at 30oC for 10 minutes. The result showed that the optimal growth rate of Anabeana ambigua, 
Nostoc commune, Oscillatoria sp., Oscillatoria salina and Oscillatoria sp. TISTR 8491 under no salanity while Spilurina 
sp. was 0.25 M NaCl. The salt stress condition on growth of Anabeana ambigua was under 0.25 M NaCl, Nostoc 
commune, Oscillatoria sp., Oscillatoria salina, Oscillatoria sp. TISTR 8491 and Spilurina sp. was under 0.5 M NaCl. 
The specific activities of crude extracts from Anabeana ambigua, Nostoc commune, Spilurina sp., Oscillatoria sp., 
Oscillatoria salina and Oscillatoria sp. TISTR 8491 were 32.34, 29.75, 12.86, 10.67, 9.60 and 3.82 Units/mg protein, 
respectively. The peroxidase activities were stable at the pH range of 4 – 11, with optimal activities at alkaline condition 
at pH 9.0. 
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บทนํา: 
 เพอรออกซิเดส (Peroxidase: E.C. 1.11.1.7) เปน
เอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยใชไฮโดรเจนเพอรออกไซด 
(H2O2) เปนตัวรับอิเล็กตรอน (electron accepter) (Singh 
et al., 2010) และออกซิไดซซับสเตรตที่ใหอิเล็กตรอน เชน 
ฟนอล (phenol) อะโรมาติกเอมีน (aromatic amines) และ
กรดแอสคอรบิก (ascorbic acid) (Vernwal et al., 2006) 
จึงมีการนําเพอรออกซิเดสไปใชประโยชนอยางแพรหลายท้ัง
ในทางการแพทย อุตสาหกรรมอาหาร เกษตรกรรม และใน
การบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่มีสารประกอบ 
ฟนอลซึ่งเปนสารกอมะเร็ง (นิตยา จันซิว และคณะ, 2551; 
สุวิตา เจริญศรี และวรางคณา  จุงลก, 2551; ลือชัย อารยะ-

รังสฤษฎ และสุภาพร จันทรบัวทอง, 2554) เพอรออกซิเดสที่
ผลิตในระดับอุตสาหกรรมไดมาจากรากฮอรสเรดิช (horse-
radish root) (Dunford, 1999) ซึ่งมีราคาสูงจึงไดมีการหาเพอร-
ออกซิเดสจากแหลงอื่น ๆ เชน สัตว พืช และแบคทีเรีย (Kong-
withtaya et al., 2010) เพ่ือชวยในการลดตนทุนในการนําเขา
จากตางประเทศ 
 ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) เปนส่ิงมีชีวิตพวก
โพรแคริโอตที่สามารถสรางอาหารดวยกระบวนการสังเคราะห
ดวยแสง (phototrophic prokaryotes) (Incharoensakdi and 
Laloknam, 2005) ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดสามารถตรึง
ไนโตรเจนได (nitrogen-fixing cyanobacteria) เชน Nostoc 
sp. และ Anabaena sp. (ยุวดี พีรพรพิศาล และคณะ, 2551) 
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ในภาวะความเครียดอออกซิเดชัน (oxidative stress) จากสาร
อนุมูลอิสระ (free radical) ท่ีมีออกซิเจนในโมเลกุล (reactive 
oxygen species: ROS) เชน อนุมูลซูปเปอรออกไซด (super-
oxide radical) และอนุมูลไฮดรอกซิล (hydroxyl radical) 
(Regelsberger et al., 2002) ซึ่งกอใหเกิดความเสียหาย เชน 
การกลายของดีเอนเอ (DNA mutation) การทําลายสภาพ
โปรตีน (protein carbonylation) (Kongwithtaya et al., 2008) 
ส่ิงมีชีวิตมีกลไกรักษาสมดุลโดยการกําจัดสารกลุม ROS โดย
เซลลมีการตอบสนองดวยกลไกในการสังเคราะหเอนไซมตาน
อนุมูลอสิระ (antioxidative enzyme) เชน แคแทเลส (catalase) 
เพอรออกซิเดส (peroxidase) เพ่ือชวยในการกําจัดอนุมูลอิสระ
ท่ีเกิดขึ้นภายในเซลล (Becana and Lotassa, 2007) โดยมี
รายงานการตรวจพบแอคทิวิทีของเอนไซมเพอรออกซิเดสใน
ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria sp. Nostoc sp. Tolypothrix 
sp. Synechocystis PCC 6803 และ Synechococus PCC 
7942 ซึ่งสอดคลองกับ Oscillatoria willei BDU 130511 ซึ่ง
สรางเอนไซมซูปเปอรออกไซดดิสมิวเตส (superoxidedismutase: 
SOD) และเอนไซมเพอรออกซิเดส (peroxidase: POX) ใน
ภาวะท่ีขาดแคลนไนโตรเจน (Saha et al., 2003) 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือคัดกรองและตรวจหา
แหลงผลิตเพอรออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย 6 ชนิด ไดแก 
Anabena ambigua Nostoc commune Spirulina sp. Oscillatoria 
salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ Oscillatoria sp. เพ่ือ
ใชเปนแหลงขอมูลเพอรออกซิเดสเพ่ือลดการนําเขาเพอร-
ออกซิเดสจากตางประเทศ 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 
ไซยาโนแบคทีเรียท่ีใชในการวิจัย: มีจํานวน 6 ชนิด ไดแก 
Anabena ambigua Nostoc commune Spirulina sp. Oscillatoria 
salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ Oscillatoria sp. 
ซึ่งไดจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศ
ไทย (วว.) กระทรวงวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 
 
การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย: เพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย
ท้ัง 6 ชนิด ในอาหารเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียสูตร BG11 ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร ท่ีมีเกลือ NaCl ความเขมขน 0 – 1 M ภายใต
ภาวะท่ีมีแสงขาว (30μEm2s-1) ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
วัดการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียเปนเวลา 30 วันโดยการ
ชั่งน้ําหนักแหง  

 ภาวะปกติ คือ ภาวะท่ีทําใหการเจริญของไซยาโน-
แบคทีเรียดีท่ีสุด และภาวะท่ีมีความเครียดจากเกลือ NaCl 
คือภาวะที่ทําใหการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียเปนครึ่งหนึ่ง
ของภาวะปกติ 
 
การสกดัหยาบเอนไซม: ลางเซลลไซยาโนแบคทีเรีย 1 กรัม 
ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 50 mM (pH 7.0) 
ท่ีอุณหภูมิหอง จํานวน 3 ครั้ง ทําใหเซลลแตกโดยใชคล่ืน
เสียงความถ่ีสูง (ultrasonicator) ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
50 mM phosphate buffer (pH 7.0) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
นําสารสกัดท่ีไดไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 5,000 ×g เปนเวลา 
15 นาที และนําสวนใสไปวัดแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
เก็บสวนใสไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
การตรวจหาแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสและปริมาณ
โปรตีน: ตรวจหาแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสดวยวิธีการ color-
imetric method (Kongwithtaya et al., 2010) ประกอบดวย 
50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 2 mM 4-amino antipyrine 
(4-AAP) 2 mM gallic acid และ 4 mM hydrogen peroxide 
บมท่ีอุณหภูมิหอง (30±1 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 10 นาที 
ปฏิกิริยาเริ่มตนดวยการเติมสารสกัดหยาบเอนไซม 0.05 มิลลิลิตร 
วัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตรดวยเครื่อง 
UV/VIS spectrophotometer model Jenway 6405 (Jenway, 
UK) คํานวนยูนิตของเอนไซม โดย 1 ยูนิต ของเพอรออกซิเดส 
คือ ปริมาณเอนไซมท่ีทําปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเพอรออกไซด
เขมขน 1 ไมโครโมล ใน 1 นาทีภายใตภาวะทดลอง  
 หาปริมาณโปรตีนโดยใชสารละลาย Comassie brilliant 
blue G-25 (Fluka, Switzerland) ดวยวิธีของ Bradford โดย
ใช bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน (Bradford, 
1976) 
 
การหาพีเอชท่ีเหมาะสมของเพอรออกซิเดส: ศึกษาผล
ของพีเอชท่ีเหมาะสมตอแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสจากไซยาโน-
แบคทีเรีย โดยใชสารละลายบัฟเฟอรท่ีความเขมขน 50 mM 
ท่ีมีคาพีเอชในชวง 4 – 11 ดังนี้ สารละลาย acetate buffer (pH 
4 – 5) phosphate buffer (pH 6 – 7) และ Tris-HCl (pH 8 – 
11) จากนั้นนําไปวัดแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
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ผลการวิจัย 
 การเจริญของไซยาโนแบคทีเรียท้ัง 6 ชนิด ไดแก  
Anabena ambigua Nostoc commune Oscillatoria sp, 
Oscillatoria salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ 
Spirulina sp. ในอาหารเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียสูตร BG11 ใน
ภาวะท่ีมีเกลือ NaCl เขมขน 0 – 1 M พบวา ไซยาโนแบคทีเรียท้ัง 
6 ชนิดเจริญไดถึงระยะกลางแบบทวีคูณ (mid-log phase) อยู
ระหวาง 12 – 18 วัน โดย Anabena ambigua Nostoc 
commune Oscillatoria sp. Oscillatoria salina และOscillatoria 

sp. TISTR 8491 เจริญไดดีท่ีสุดในอาหารเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย
ท่ีไมมีเกลือ ในขณะท่ี Spirulina sp. เจริญไดดีในอาหารสูตร
ท่ีมีเกลือ NaCl เขมขน 0.25 M การเจริญภายใตภาวะที่มีความ 
เครียดจากเกลือ NaCl ของไซยาโนแบคทีเรียท้ัง 6 ชนิดลดลง 
เมื่อเล้ียงท่ีความเขมขนของเกลือ NaCl ต้ังแต 0.5 M ขึ้นไป 
Nostoc commune Oscillatoria sp. Oscillatoria salina  Oscillatoria 
sp. TISTR 8491 และ Spirulina sp. ไมสามารถเจริญได ใน- 
ขณะท่ีความเขมขนของเกลือ NaCl ต้ังแต 0.25 โมลารขึ้นไป 
Anabena ambigua ไมสามารถเจริญได ดังตาราง 1  

 
ตาราง 1 การเจริญของไซยาโนแบคทีเรียในภาวะท่ีมีความเครียดจากเกลือ NaCl  

ระดับความเขมขนของเกลือ NaCl* (M) 
ชนิดของไซยาโนแบคทีเรีย 

ภาวะท่ีเหมาะสม ภาวะท่ีมีความเครียด ความสามารถในการทนเค็ม 
Anabena ambigua 0 0.25 < 0.25 
Nostoc commune 0 0.50 < 0.50 
Oscillatoria salina 0 0.50 < 0.50 
Oscillatoria sp. TISTR 8491 0 0.50 < 0.50 
Oscillatoria sp. 0 0.50 < 0.50 
Spirulina sp. 0.25 0.50 < 0.50 
*ระดับความเขมขนของเกลือ NaCl ท่ีใชในการศึกษา 0 – 1 M 
 
 จากการสกัดเอนไซมเพอรออกซิเดสจากไซยาโน-
แบคทีเรีย 6 ชนิด ไดแก Anabena ambigua Nostoc commune 
Oscillatoria sp. Oscillatoria salina Oscillatoria sp. TISTR 
8491 และ Spirulina sp. โดยใชเซลลท่ีมีอายุ 12 – 18 วัน ดวย
สารละลาย Tris-HCl buffer เขมขน 50 mM (pH 8.0) และ
วัดแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส พบวา Anabena ambigua มี
แอคทิวิทีจําเพาะสูงสุด เทากับ 32.34 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
รองลงมาไดแก Nostoc commune (29.75 ยูนิตตอมิลลิกรัม
โปรตีน) Spirulina sp. (12.86 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
Oscillatoria sp. (10.67 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) Oscillatoria 
salina (9.60 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) และ Oscillatoria sp. 
TISTR 8491 (3.82 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) ดังตาราง 2 
 
 
 
 
 
 

ตาราง 2 แอคทิวิทีเพอรออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย 

ชนิดของไซยาโนแบคทีเรีย 
แอคทิวิทีจําเพาะ 

(ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
Anabena ambigua 32.34 
Nostoc commune 29.75 
Spirulina sp. 12.86 
Oscillatoria sp. 10.67 
Oscillatoria salina 9.60 
Oscillatoria sp. TISTR 8491 3.82 
 
 จากการหาพีเอชท่ีเหมาะสมตอแอคทิวิทีของเพอร-
ออกซิเดสโดยใชสารละลายบัฟเฟอรท่ีมีคาพีเอชตาง ๆ พบวา 
ไซยาโนแบคทีเรียใหแอคทิวิทีในชวงพีเอช 4 – 11 โดยไซยาโน-
แบคทีเรียทุกชนิดใหแอคทิวิทีสูงสุดท่ีภาวะเบส (pH 9.0) โดย 
Anabena ambigua ใหแอคทิวิทีจําเพาะสูงที่สุดเทากับ 
35.89 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาเปน Nostoc commune 
ใหแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 33.02 ยูนิต ตอมิลลิกรัมโปรตีน 
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Spirulina sp. ใหแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 20.60 ยูนิตตอมิลลิ-
กรัมโปรตีน Oscillatoria sp. ใหแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 13.28 
ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน Oscillatoria salina ใหแอคทิวิที
จําเพาะเทากับ 12.78 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และ Oscillatoria 
sp. TISTR 8491 ใหแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 5.67 ยูนิตตอมิลลิ-
กรัมโปรตีน ดังภาพที่ 1  
 

 
ภาพท่ี 1 ผลของพีเอชตอแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
 
 จากภาพท่ี 1 พบวา ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria 
sp. และ Oscillatoria salina อาจพบไอโซไซม (isozyme) 
ของเพอรออกซิเดส  จึงทําใหพบแอคทิวิทีท่ีพีเอช 6 และ 9 
โดย Oscillatoria sp. มีแอคทิวิทีจําเพาะท่ีพีเอช 6 และ 9 
เทากับ 11.78 และ 13.28 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 
และ Oscillatoria salina มีแอคทิวิทีจําเพาะเทากับ 10.16 
และ 12.78 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
  
สรุปและอภิปรายผล 
 การศึกษาคร้ังนี้ พบวา ไซยาโนแบคทีเรีย Anabena 
ambigua Nostoc commune Oscillatoria sp. Oscillatoria 
salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ Spirulina sp. มีการ
เจริญถึงระยะกลางแบบทวีคูณในชวง 12 – 18 วัน โดยพบวา 
Anabena ambigua Nostoc commune Oscillatoria sp. 
Oscillatoria salina Oscillatoria sp. TISTR 8491 เจริญไดดีใน
อาหารที่ไมมีเกลือ Spirulina sp. เจริญไดท่ีในอาหารที่มีความ
เขมขนของเกลือ NaCl 0.25 โมลาร และภาวะท่ีมีความเครียด
จากเกลือ NaCl พบวา เมื่อความเขมขนของเกลือสูงขึ้นการ
เจริญของไซยาโนแบคทีเรียจะลดลง โดย Anabena ambigua 
ไมสามารถเจริญไดในภาวะที่มีความเขมตั้งแต 0.25 โมลาร
ของเกลือ NaCl สวน Nostoc commune Oscillatoria sp. 

Oscillatoria salina  Oscillatoria sp. TISTR 8491 และ Spirulina 
sp. ไมสามารถเจริญไดในภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ NaCl 
ต้ังแต 0.5 M ขึ้นไป ซึ่งสอดคลองกับโพธิธรณ ครรชิตานุรักษ 
และคณะ (2555) พบวา Oscillatoria sp.และ Nostoc sp. 
เจริญไดในภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ NaCl เทากับ 0 – 0.5 
โมลาร และ Anabaena sp. สามารถเจริญไดในภาวะที่มีเกลือ 
NaCl เขมขน 0 – 0.25 โมลาร เชนเดียวกับ บงกช บุญบุรพงษ 
และคณะ (2554) ท่ีรายงานวา Synechococus PCC 7942 เปน
ไซยาโนแบคทีเรียน้ําจืดสามารถทนเค็มไดนอยกวาความเขมขน
ของเกลือ NaCl 0.5 โมลาร ในขณะท่ี Synechocytis sp. 
PCC6803 และ Aphanothece halophytica ทนเค็มไดสูงถึง 
1.5 โมลารและ 3.0 โมลาร ตามลําดับ 
 จากการศึกษาแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสจาก  
ไซยาโนแบคทีเรีย 6 ชนิด พบวา Anabena ambigua ใหแอคทิวิที
จําเพาะสูงท่ีสุด รองลงมาไดแก Nostoc commune Spirulina 
sp.  Oscillatoria sp.  Oscillatoria salina  และ Oscillatoria sp. 
TISTR 8491 ตามลําดับ เมื่อศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมตอแอคทิวิที
ของเพอรออกซิเดส พบวา เพอรออกซิเดสจากไซยาโนแบคทีเรีย
ท้ัง 6 ชนิดทํางานไดในชวงพีเอช 4.0 – 11.0 ซึ่งทํางานไดดี
ในภาวะที่เปนเบส โดยคาพีเอชท่ีเหมาะสมเทากับ 9.0 โดย
พบวา ใน Oscillatoria sp. และ Oscillatoria salina นาสราง
เอนไซมเพอรออกซิเดสมากกวา 1 ชนิดท่ีเปนกลุมของไอโซไซม 
ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Mujer et al. (1983) ท่ีพบไอโซไซม
ของเพอรออกซิเดสในมะพราว ภาวะพีเอชท่ีเหมาะสมตอแอคทิวิที
ขึ้นอยูกับแหลงท่ีมาของเอนไซม ดังนั้นไซยาโนแบคทีเรียจึง
เปนแหลงเพอรออกซิเดสที่นาสนใจแหลงหนึ่งซึ่งสามารถนํา 
มาใชแทนเพอรออกซิเดสนําเขาจากตางประเทศได 
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