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บทคัดยอ 
การวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือคัดแยกแหลงท่ีใหเอนไซมเพอรออกซิเดสจากผัก 10 ชนิด ไดแก มะเขือเทศ ผักกาดขาว 

แตงกวา บร็อกคอล่ี มะเขือเปาะ แครอท ผักบุง ฟกทอง ถ่ัวฝกยาว และกะหลํ่าปลี โดยการนําตัวอยางสกัดเอนไซมโดยใช
สารละลายบัฟเฟอรฟอสเฟต พีเอช 7.0 และติดตามแอคทิวิตีของเอนไซมเพอรออกซิเดสดวย 4-อะมิโนแอนทิไพรีน ฟนอล และ
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด ทําการบมท่ีอุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 10 นาที พบวา สารสกัดหยาบจากกะหลํ่าปลีใหแอคทิวิทีของเพอร
ออกซิเดสสูงสุดเทากับ 234.52 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นนํากะหลํ่าปลีสกัดหยาบตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
ท่ีความเขมขนอิ่มตัวรอยละ 0 – 20, 20 – 40, 40 – 60, 60 – 80, และ 80 – 100 ตามลําดับ พบวา การตกตะกอนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวท่ีความเขมขนรอยละ 60 – 80 ใหแอคทิวิตีสูงสุดเทากับ 1432.65 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นใช
ความเขมขนของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ 20 – 80 ตกตะกอนเอนไซมเพอรออกซิเดส พบวา ใหผลผลิตรอยละ 
58.50 และความบริสุทธิ์ 3.82 เทา มีคาความเปนกรด-เบสและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาเทากับ 7.0 และ 40oซ 

ตามลําดับ คาจลนศาสตรของเอนไซมเพอรออกซิเดส Km และ Vmax เทากับ 125 μM and 17.2 μmol/min.mg protein 
ตามลําดับ 
 
คําสําคัญ: เพอรออกซิเดส พืชผัก กะหลํ่าปลี การตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
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Abstract 

This research aimed to screen the peroxidase sources from ten vegetables, tomato, Chinese white cabbage, 
cucumber, broccoli, eggplant, carrot, morning glory, pumpkin, yard long bean, and cabbage.  The samples were 
extracted by phosphate buffer, pH. 7.0. The extracts were measured the peroxidase activity using a mixture of 4-
aminoantipyrine, phenol and hydrogen peroxide, and incubated at 30oC for 10 minutes. The result showed the crude 
extract from cabbage had the highest peroxidase activity, 234.52 units/mg protein.  After precipitation with ammonium 
sulfate saturated at percentage ranges of 0 – 20, 20 – 40, 40 – 60, 60 – 80, and 80 – 100, the highest peroxidase 
activity, 1432.65 units/mg protein, was in a range of 60 – 80%.  20 – 80% of saturated ammonium sulfate was 
selected to precipitate peroxidase from the cabbage crude extract.  The enzyme yield and purity were 58.50% and 
3.82 folds, respectively.  The optimum pH and temperature of peroxidase were 7 and 40oC, and peroxidase kinetics 

as Km and Vmax were 125 μM and 17.2 μmol/min.mg protein, respectively. 
 
Keywords: Peroxidase, Vegetable, Cabbage, Ammonium sulfate precipitation 
 

บทนํา: 
 เพอรออกซิเดส (Peroxidases) (E.C.1.11.1.7) เปน

เอนไซมท่ีเรงสลายสับเสตรตโดยใชปฏิกิริยาออกซิเดชั่น-   
รีดักชั่น ดวยสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด เอนไซม
เพอรออกซิเดสนํามาใชประโยชนหลายดาน ไดแก การ
บําบัดน้ําเสียท่ีมีสารประกอบฟนอลิก และ การสังเคราะห
สารอะโรมาติก (Agostini et al., 1997; Hammerschmidt 
et al., 1982)  

แหลงท่ีพบเพอรออกซิเดสมีท่ัวไปในจุลินทรีย 
สัตว และพืช (Kim and Yoo, 1996; Yamada et al., 1987; 
Welinder, 1992; Dunford, 1999; Zamocky, 2004; Habetha 
and Bosch, 2005; Cavalier-Smith, 2004) มีรายงานพบ
เพอรออกซิเดสใน Horseradish root tubers และเซลลขน
รากของแครอท โดยเฉพาะใน Horseradish root tubers มี
การนําไปผลิตเพอรออกซิ เดสในระดับอุตสาหกรรม 

(Welinder, 1992; Dunford, 1999; Saitou et al., 1991) 
ดังนั้นนาจะมีความเปนไดท่ีพืชชนิดอ่ืนๆ สามารถผลิตเพอร
ออกซิเดสได และพืชชนิดนั้นพบมากในทองถ่ินทําใหเพ่ิม
มูลคาของพืชชนิดนั้น และสามารถนําไปใชในการตรวจสอบ
ทางชีวภาพเพ่ือหาสารประกอบฟนอลิกในตัวอยางท่ี
ตองการได (Alpeeva et al., 2005; Gaspar, 2000)  

ตําลึง (Coccinia grandis Linn) เปนพืชอีกชนิดหนึ่ง
ท่ีอยูในวงศ Cucurbitaceae ตําลึง (Ivy gourd) เปนพืช
ทองถ่ินท่ีพบไดงายและมีรายงานพบเพอรออกซิเดสในผัก
ตําลึง (Sombat et al., 2010) การศึกษานี้เปนการศึกษา
เบ้ืองตนเพ่ือคัดแยกผักท่ีมีแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส และ
ทําการเลือกผักท่ีใหแอคทิวิทีสูงสุดเพ่ือไปทําการศึกษาสมบัติ
ของเพอรออกซิเดสตอไป  
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ผัก 10 ชนิด ท่ีใชในการคัดแยกเพอรออกซิเดส 
ไดแก มะเขือเทศ ผักกาดขาว แตงกวา บร็อกคอล่ี มะเขือ
เปาะ แครอท ผักบุง ฟกทอง ถ่ัวฝกยาว และกะหล่ําปลี โดย
การทําสกัดหยาบแลวตามดวยการตกตะกอนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต จากน้ันทําการศึกษาสมบัติบางประการ
ของเพอรออกซิเดส ไดแก อุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมใน
การเรงปฏิกิริยา และคาจลนศาสตรของเอนไซม 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 
วัสดุและอุปกรณ: ทําการซื้อผักจากตลาดในทองถ่ิน 
ไดแก มะเขือเทศ ผักกาดขาว แตงกวา บร็อกคอล่ี มะเขือ
เปาะ แครอท ผักบุง ฟกทอง ถ่ัวฝกยาว และกะหลํ่าปลี 
Ammonium sulfate, sodium chloride and Sephadex G-
25 ซื้อจาก Pharmacia Fine Chemicals (Piscataway, 
NJ, USA) และ Comassie brilliant blue G-250, 4-
aminoantipyrine (4-AAP) and hydrogen peroxide 
(H2O2) ซื้อจาก Fluka Chemie AG (Buchs, Switzerland). 
สารเคมีท่ีใชท้ังหมดอยูในระดับ analytical grade.  
 
ตัวอยางสารสกัดหยาบจากผัก: นําตัวอยางผักท่ีใชใน
การศึกษาทําความสะอาดดวยน้ํากล่ัน แลวชั่งน้ําหนักสด 
100 กรัม สกัดดวยสารละลายบัฟเฟอร 50 mM phosphate 
buffer, pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นกรองดวยผา
ขาวบางประมาณ 4 ชั้น แลวนําสวนใสซึ่งเปนเอนไซมสกัด
หยาบเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4°ซ จนกวาเริ่มทําการทดลอง  
 
การหาแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส และปริมาณ
โปรตีน:  

แอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสใชวิธีการ colrimetric 
method (Wright and Nicell, 1999) สวนผสมในการหา
แอคทิวิทีปริมาตร 5 มิลลิลิตร ประกอบดวย 50 mM 
phosphate buffer (pH 7.0), 2 mM 4-AAP, 2 mM 
phenol, 4 mM hydrogen peroxide และ 1.0 g/l Triton X-
100 บมท่ีอุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 10 นาที ปฏิกิริยา
เริ่มตนดวยการเติมสารสกัดหยาบเอนไซมปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 500 
นาโนเมตร ดวยเครื่อง UV/VIS-spectrophotometer Model 
Jenway 6405 (Jenway, UK). 1 ยูนิตของเพอรออกซิเดส 
คือ ปริมาณเอนไซมท่ีทําปฏิกิริยากับ 1 ไมโครโมล ของ

ไฮโดรเจนเพอรออกไซดภายในเวลา 1 นาท่ี ภายใตภาวะท่ี
ทําการทดลอง หาปริมาณโปรตีนโดยใช Comassie brilliant 
blue G-250 method ตามวิธีของ Bradford โดยใช bovine 
serum albumin เปนโปรตีนมาตรฐาน (Bradford, 1976) 
 
การตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต:  

นําสารสกัดหยาดกะหลํ่าปลีมาทําใหบริสุทธิ์โดยการ
ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต โดยเริ่มตนมีแอคทิวี
ของเพอรออกซิเดส 234.52 U/mg protein ทําการกรอง
เอนไซมสกัดหยาบแลวเซนตริฟวกท่ีความเร็วรอบ 3,000 
rpm/min เปนเวลา 10 นาที ท่ี 4oซ และทําการเติมแอมโมเนีม
ซัลเฟตที่ระดับความเขมขนรอยละอิ่มตัวท่ี 0 – 20, 20 – 40, 
40 – 60, 60 – 80, และ 80 – 100 จากนั้นทําการเซนตริฟวก 
แลวนําตะกอนที่ไดไปกระจายใน 50 mM phosphate buffer 
pH 7.0 และ นําเกลืออกโดยใช Sephadex G25 จากนั้นทํา
การหาแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
 
การหาอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมของเพอรออกซิ
เดส และจลนศาสตรของเพอรออกซิเดส:  

นําเพอรออกซิเดสจากกะหล่ํามาทําการหาพีเอช
ที่เหมาะสมในชวง 4 – 14 และอุณหภูมิที่เหมาะสม 4 – 
100oซ ตามลําดับ จลนศาสตรของเพอรออกซิเดสโดยใช
สับสเตรตเปนฟนอลจากนั้นหาคา Lineweaver–Burk plot 
for Km and Vmax  
 
ผลการวิจัย และการอภิปรายผล 
การคัดแยกแหลงผลิตเพอรออกซิเดสจากผัก:  

ทําการสกัดเพอรออกซิเดสจากผัก 10 ชนิด ไดแก 
มะเขือเทศ ผักกาดขาว แตงกวา บร็อกคอล่ี มะเขือเปาะ แค
รอท  ผักบุง  ฟกทอง  ถ่ัวฝกยาว  และกะหลํ่าปลี โดย
สารละลายบัฟเฟอร 50 mM Phosphate buffer, pH 7.0 
แลวทําการวัดแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส พบวา ผักทุก
ชนิดมีแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส (ไมแสดงผลการทดลอง) 
โดยกะหลํ่าปลีใหแอคทิวิทีเพอรออกซิเดสสูงสุด 234.52 
units/mg protein. 
 
การทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยการตกตะกอนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต:  
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เพอรออกซิเดสสกัดหยาบจากกะหลํ่าปลีนําไปทํา
ใหบริสุทธิ์บางสวนดวย ammonium sulfate ท่ีความเขมขน
อ่ิมตัวรอยละ 0 – 20, 20 – 40, 40 – 60, 60 – 80, and 80 
– 100 พบวาชวงความเขมขนอิ่มตัวรอยละ 60 – 80 ให
แอคทิวิทีสูงสุด 1432.65 units/mg protein และ ชวงความ
เขมขนอิ่มตัวท่ีเลือกใชในการทําใหบริสุทธิ์บางสวนคือ 
ความเขมขนอิ่มตัว ammonium sulfate precipitation รอย
ละ 20 – 80 (ตาราง 1) 
 
ตาราง 1 ตารางการทําใหบริสุทธิ์บางสวนของกะหลํ่าปลี 
 

Step Yield  
(%) 

Specific  activity 
(units/mg protein) 

Purity 
(fold) 

Crude 100 234.52 1.00 
0 – 20 % (NH4)2SO4 5.11 124.76 0.53 
20 – 40 % (NH4)2SO4 27.19 756.39 3.23 
40 – 60 % (NH4)2SO4 30.68 953.22 4.06 
60 – 80 % (NH4)2SO4 33.22 1432.65 6.10 
80 – 100 % (NH4)2SO4 3.80 119.42 0.51 
20 – 80 % (NH4)2SO4 58.50 895.87 3.82 
 
พีเอชท่ีเหมาะสม:  

ทําการหาพีเอชท่ีเหมาะสมของเอนไซมเพอรออก
ซิเดสจากกะหลํ่าปลีท่ีทําใหบริ สุทธิ์บางสวนดวยการ
ตกตะกอนดวย Ammonium sulfate precipitant peroxidase 
พบวาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยา คือ พีเอช 7.0 
และมีชวงพีเอชท่ีกวางคือ 5.5 – 8.5 แสดงดังภาพที่ 1 ผล
การทดลองเปนแบบเดียวกับท่ีเคยมีรายงานในเพอรออกซิ
เดสใน ขาว มะเขือเทศ ถ่ัวเหลือง มะพราว และสตรอเบอรี่ 
(Sessa and Anderson, 1981; Ito et al., 1991; Jen et al., 
1980; Civello et al., 1995; Mujer et al., 1983) 
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ภาพท่ี 1 ผลของพีเอชตอแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสม:  

ทําการหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของเอนไซมเพอร
ออกซิเดสจากกะหลํ่าปลีท่ีทําใหบริสุทธิ์บางสวนดวยการ
ตกตะกอนดวย Ammonium sulfate precipitant peroxidase 
พบวาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยา (ภาพท่ี 2) 
คือ 40°ซ และมีแอคทิวิทีในชวงอุณหภูมิ 10°ซ และสูงถึง 
70°ซ โดยจะมีแอคทิวิทีเหลืออยูรอยละ 20 เมื่อเทียบกับ
ภาวะอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ผลการทดลองเปนแบบเดียวกับ
ท่ีเคยมีรายงานในเพอรออกซิเดสใน ปาลมน้ํามัน ฝาย 
(Triplett and Mellon, 1992) สตรอเบอรี่ (Civello et al., 
1995) และมะพราว (Mujer et al., 1983) ผลการทดลอง
เปนเชนนี้เพราะความรอนทําลายสภาพของเอนไซม (Vamos-
Vigyazo, 1981) 
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ภาพท่ี 2 ผลของอุณหภูมิตอแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดส 
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จลนศาสตรของเพอรออกซิเดสจากกะหล่ําปลี: 
ทําการหาจลนศาสตรของเพอรออกซิเดสจาก

กะหลํ่าปลีโดยใชฟนอลเปนสับสเตรต (ภาพท่ี 3) พบวามีคา 

Km และ Vmax เทากับ 125 μM and 17.2 μmol/min.mg 
protein ตามลําดับ มีรายงานคา Km ของเพอรออกซิเดสใน
ลูกแพร และเมล็ด Araucaria มีความจําเพาะต่ํากวา
กะหลํ่าปลี และใกลเคียงกับผักตําลึง (Richard-Forget and 
Gauillard, 1997; Riquelme and Cardemil, 1993) 

 

 
 
ภาพท่ี 3 จลนศาสตรของเพอรออกซิเดสจากกะหลํ่าปลี 
 
สรุปและขอเสนอแนะ 

การศึกษาคร้ังนี้พบวากะหลํ่าปลีท่ีมีความบริสุทธิ์
บางสวนมีแอคทิวิทีของเพอรออกซิเดสสูงสุด และทํางานได
ดีท่ีพีเอช 7 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 40°ซ และมีความจําเพาะ
ตอฟนอลสูง และทําการศึกษาเปรียบเทียบคาตางๆ ของ
เพอรออกซิเดสที่ไมบริสุทธิ์ และบริสุทธิ์บางสวน พบวามีคา
อุณหภูมิ พีเอช และคาจลนศาสตรใกลเคียงกัน (ไมแสดงผล
การทดลอง) ดังนั้นการนําไปใชประโยชนอาจจะใชในรูป
เอนไซมสกัดหยาบได และควรหาแหลงเพอรออกซิเดสจาก
แหลงอื่นๆ ตอไป หรือ ศึกษาความจําเพาะตอสับสเตรต 
ชนิดอ่ืน ๆ เพ่ิมเติม ท้ังนี้เพ่ือทําใหเกิดประโยชนสูงสุดเมื่อ
นําไปใชในระดับอุตสาหกรรมหรือใชในการเรียนการสอน 
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