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บทคัดยอ 
 เอนไซมเพอรออกซิเดสเปนเอนไซมที่มีการนํามาใชประโยชนในหลากหลายดานไมวาเปนดานการแพทย เกษตรกรรม 
หรืออุตสาหกรรม ซึ่งเอนไซมเพอรออกซิเดสสามารถพบไดท้ังในสัตว พืช และจุลินทรีย ปจจุบันมีการประยุกตใชเอนไซม 
เพอรออกซิเดสจากรากของฮอรทเรดิชที่นําเขาจากตางประเทศทําใหมีคาใชจายสูง งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือหาเอนไซม
เพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ํา ผักทองถิ่นของประเทศไทย โดยแยกสวนในการศึกษา 4 สวน (ใบ ลําตน นมและราก) สกัด
โดยใช 20 mM Tris-HCl buffer, pH 7.2 ที่ 4 องศาเซลเซียส  หลังจากน้ันนําเอนไซมมาแยกหาความบริสุทธิ์โดยใชความ
เขมขนของ NaCl ท่ี 0.0 M และ 0.1 M ใน 20 mM Tris-HCl pH 7.2 ดวย DEAE-Sepharose column และหาน้ําหนัก
โมเลกุล โดยวิธี SDS-PAGE ผลการศึกษาพบวา มีเพียงสวนประกอบของผักกระเฉดน้ําบริเวณใบและลําตนเทาน้ันที่พบ 
activity ของเอนไซมเพอรออกซิเดส โดยจะพบกิจกรรมของเอนไซมเพอรออกซิเดสมากที่สุด ที่ 0.0 M NaCl และพบวา
น้ําหนักโมเลกุลของเพอรออกซิเดสในรูปแบบซับยูนิตเดี่ยวเทากับ 32.3 ± 2 kDa (n=5) นอกจากน้ียังพบเอนไซมแสดงออกถึง
กิจกรรมของเอนไซมสูงสุด เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมจากเงาะ ตอยติ่ง และผักบุงไทย ในปริมาณ 5 กรัมเทากันท่ีตีพิมพ
เผยแพรมากอนหนานี้ถึง 50-5,000 เทา เอนไซมเพอรออกซิเดสท่ีสกัดไดจากผักกระเฉดน้ําเปนการพบ “กิจกรรมของเอนไซม
สูงสุด” (perfect total activity enzyme) 
คําสําคัญ: การสกัด, การทําใหบริสุทธิ,์ เพอรออกซิเดส, ผักกระเฉดน้ํา, กิจกรรมของเอนไซมสูงสุด 
 
 

 
Abstract 

Peroxidase is an enzyme used extensively in a variety of fields including medicine, agriculture and 
industry. It can be found in animals, plants and microorganisms. At present, the application of peroxidase 
is from horseradish roots, which are imported from abroad at a high cost. The objective of this research 
was to extract peroxidase from 4 parts (leaf, stem, white tissue, and root) of the water mimosa (Neptunia 
oleracea Lour), a local Thai vegetable. Peroxidase was extracted by using 20 mM Tris-HCl buffer, and pH 

7.2 at 4 C. Subsequently, the enzyme was purified by using NaCl concentrations of 0.0 M and 0.1 M in  
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20 mM Tris-HCl pH 7.2 with a DEAE-Sepharose column. The molecular weight was calculated with the  
SDS-PAGE method. The study results showed that peroxidase activity was found only in the leaf and stem 
of water mimosa with the ideal total enzyme activity of peroxidase at 0.0 M NaCl. The molecular weight of 
peroxidase in a single subunit was approximately 32.3 ± 2 kDa (n=5), and the perfect total enzyme activity 
was found. In comparison with the enzymes from rambutan (Nephelium lappaceum Linn), popping pod 
(Ruellia tuberosa), and water morning glory (Ipomoea aquatica Ipomoea aquatica) at an equal amount of 
5 grams, as in previous publications at 50-5,000 folds, the peroxidase enzyme extracted from water 
mimosa was revealed to possess the “perfect total activity enzyme”.  
Keywords: extraction, purification, peroxidase, water mimosa, perfect total activity enzyme 

 

บทนํา 
เพอรออกซิเดส (Peroxidase) เปนเอนไซมที่นิยมใชกันอยางแพรหลาย เปนเอนไซมที่พืชสังเคราะหข้ึนเพื่อ

ตอบสนองตอสิ่งแวดลอมทางธรรมชาติ เอนไซมเพอรออกซิเดสใชในการเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันตางๆ พบวาในกระบวนการ
ทางชีววิทยาของสิ่งมีชีวิตนั้น Peroxidase มีบทบาทสําคัญในหลายดาน และเปนเอนไซมที่พบไดมากตั้งแตจุลินทรียสําหรับ
สัตวมีบทบาทที่แตกตางกันไปในแตละสิ่งมีชีวิต สวนใหญจะกระตุนการเกิดปฏิกิริยาการออกซิเดชันโดยใชไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด ซึ่ง peroxidase จะเปนเอนไซมกลุมใหญที่สามารถพบไดในสัตว และพืช ในพืชสามารถจําแนก Peroxidase  
ได 3 class (Class I, II และ Class III) ดังนี้ เอนไซมเพอรออกซิเดสในกลุมที่ 1 (class I peroxidase) เปนเอนไซมที่พบไดใน
เซลล พืช แบคที เรีย  และรา (intracellular) ไดแก  เอนไซม  microbial cytochrome C peroxidase, (EC 1.11.1.5) 
bacterial-catalase peroxidase (EC 1.11.1.6) และ ascorbate peroxidase (EC 1.11.1.11) เอนไซมเพอรออกซิเดสกลุม
ที่ 2 (class II peroxidase) เปนเอนไซมที่อยูนอกเซลล (extracellular enzyme) พบในเชื้อรา รวมถึงเอนไซมลิกนินเพอร
ออกซิ เดส (lignin peroxidase) (EC 1.11.1.14) และแมงกานีส เพอรออกซิ เดส (Mn 2+ dependent peroxidase)  
(EC 1.11.1.13) และเอนไซมเพอรออกซิเดสกลุมที่ 3 (class III peroxidase) เปนเอนไซมที่ถูกหลั่งออกมานอกเซลล หรือถูก
ขนสงไปยังแวคิวโอล (vacuole) (ฐิติกร พรหมบรรจง และคณะ, 2562 และ Chauhan et al., 2020) ปจจุบันประเทศไทย
เปนประเทศที่กําลังพัฒนา โดยเฉพาะทางดานการแพทยและอุตสาหกรรม เอนไซมเพอรออกซิเดสมีบทบาทสําคัญในการเขา
มาชวยการตรวจวิเคราะหและการตรวจวินิจฉัยโดยเอนไซมเพอรออกซิเดสไมไดมีประโยชนทางดานการวินิจฉัยหรือการวิจัย
ทางการแพทยเพียงดานเดียว แตเปนเอนไซมที่มีความนิยมใชในกระบวนการทางอุตสาหกรรมจากโรงงานพลาสติกและเรซิน 
โรงงานสิ่งทอ โรงงานผลิตเยื่อกระดาษ และยังมีการใชในกระบวนการของอาหาร เครื่องดื่ม และเภสัชกรรม รายงานวิจัยท้ังใน
และตางประเทศกอนหนานี้มีผูวิจัยทําการศึกษาเอนไซมเพอรออกซิเดสท่ีสามารถสกัดไดจากพืชตาง ๆ มากมาย พบวาความ
แตกตางระหวาง peroxidase isozyme ของสายพันธุถ่ัวเขียวที่คัดเลือกจากสายพันธุ VC 1973 A. โดยวิธี Horizontal Agar 
Gel Thin Layer Method ดวยเครื่องอิเลคโตรโฟรีซีส มีปริมาณเอนไซมเพอรออกซิเดสมากนอยแตกตางกันในสวนตาง ๆ 
ของพืช (ราก ลําตน ใบ ทั้งตน และใบเลี้ยง) จากรายงานวิจัยยังชี้วาสวนของใบเลี้ยงพบเอนไซมเพอรออกซิเดสมากที่สุด 
(ปนัดดา แยมเกตุ, 2530) ตอมาการศึกษาแยกเอนไซมเพอรออกซิเดส ซึ่งเรงปฏิกิริยาการสลายของ H2O2 ใหกลายเปน H2O 
พรอมท้ังออกซิไดสสารท่ีเปนสับสเตรทจากใบยางพาราพันธุ RRIM 600 (Hevea brasiliensis) ใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอน
โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ตามดวย DEAE-Sephacal, Sephadex G-75 และ Con A-Sepharose ตามลําดับ พบ
เอนไซมเพอรออกซิเดสมีความบริสุทธถึง 122 เทา (พัชรากร รัตนภูมี, 2542) ไดมีการสกัดเอนไซมเพอรออกซิเดสและทําให
บริสุทธิ์จากเมล็ด ถ่ัวเหลือง ใช เทคนิคการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตและทําใหบริสุทธิ์ดวย ion exchange 
chromatography พบเอนไซมเพอรออกซิเดสที่ยังไมผานกระบวนการใดมีกิจกรรมเอนไซม 17.29 U/mL และ 1.586 U/mL 
เมื่อผานเทคนิคการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตและทําใหบริสุทธิ์ดวย ion exchange chromatography พบกิจกรรม
เอนไซม 12.85 U/mL และเมื่อผาน DEAE-cellulose column กิจกรรมของเอนไซม 18 U/mL (Alyas F & Zia M.A., 
2002) รายงานวิจัยไดทําการศึกษาการเปรียบเทียบปริมาณเอนไซมเพอรออกซิเดสจากตอยติ่งกับผักบุงไทย พบวาสารละลาย
ตัวอยางจากผักบุงไทยมีปริมาณเอนไซมเพอรออกซิเดสมากกวาสารละลายตัวอยางจากตอยติ่ง เทากับ 12.1053 มิลลิกรัมตอ
ลิตร (ชื่นสุมณ ยิ้มถิน และสาโรจน ยิ้มถิน, 2555) รายงานวิจัยตางประเทศเปรียบเทียบการทําใหบรสิุทธิ์ของเอนไซมเพอรออก
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ซิเดสจากเมล็ดแอปเปลและสม ทําใหบริสุทธิ์ดวยการตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตและ ion-exchange chromatography 
พบวาเอนไซมเพอรออกซิเดสจากเมล็ดสมมีความบริสุทธิ์ 17.17 เทา และเอนไซมเพอรออกซิเดสจากเมล็ดแอปเปลมีความ
บริสุทธิ์ถึง 6.82 เทา หลังจากผานการทําใหบริสุทธิ์ดวย DEAE-cellulose chromatography เมื่อเพ่ิมความบริสุทธิ์ของ
เอนไซมเพอรออกซิเดสดวย Sephadex G-75 column พบเอนไซมเพอรออกซิเดสจากเมล็ดสมและแอปเปลมีความบริสุทธิ์ 
30.64 และ 8.34 เทา ตามลําดับ เห็นไดวาเอนไซมเพอรออกซิเดสเปนเอนไซมที่สามารถทนความรอนไดดีที่สุดจึงเปน
ประโยชนตออุตสาหกรรมได (Zia, M.A. et al., 2011) จากรายงานวิจัยขางตนไดมีรายงานวาพบเอนไซมเพอรออกซิเดสไดใน
หลากหลายชนิดของพืช ทางคณะผูวิจัยจึงมีแนวคิดที่จะศึกษาหาเอนไซมเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ําที่เปนผักทองถ่ิน
ของประเทศไทย เนื่องจากผักกระเฉดน้ําจะเจริญเติบโตไดดีในพ้ืนท่ีที่มีน้ําขัง ซึ่งมีความสัมพันธกับลักษณะภูมิประเทศของ
ประเทศไทย (พืชเกษตร, 2559) แมในปจจุบันจะมีรายงานการวิจัยที่แสดงใหเห็นวาการผลิตผลิตภัณฑที่มาจากเอนไซม 
เพอรออกซิเดสเปนการตอบสนองตอความตองการของผูบริโภค โดยนําเทคโนโลยีเอนไซมมาชวยในการผลิต สงเสริมพัฒนาท่ี
เปนสวนประกอบสําคัญของภาคอุตสาหกรรม การแพทย งานตรวจวิเคราะห ไบโอเซนเซอร และการศึกษาทางพันธุวิศวกรรม  
(วีระ ปยธีรวงศ, 2563) แตยังคงมีขอจํากัดเก่ียวกับคุณสมบัติของตัวเอนไซมเอง เชน ความเสถียร (ความคงตัว) ความบริสุทธิ์ 
และกิจกรรมของเอนไซม          
 การศึกษาครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซมเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ํา เพื่อเปนการ
เพ่ิมทางเลือกของแหลงผลิตเอนไซมเพอรออกซิเดสและเปนการเพ่ิมมูลคาใหกับผักกระเฉดนํ้าท่ีพบไดเปนจํานวนมากและ
เจริญเติบโตไดงายในประเทศไทย เพื่อนํามาเปนแนวทางพ้ืนฐานองคความรูดานเทคโนโลยีเอนไซมในการนําเอนไซม 
เพอรออกซิเดสมาประยุกตใชใหเกิดประโยชนและสามารถนําไปพัฒนางานวิจัยตอไปได   

 

วัตถุประสงค 
 1. เพ่ือสกัดและแยกเอนไซมเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ํา 
 2. เพื่อทําใหเอนไซมเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ําบริสุทธิ ์
 

วิธีดําเนินการวิจัย          
 การเลือกตัวอยางผักกระเฉดน้ํา 

เลือกตัวอยางผักกระเฉดน้ํา (Neptunia oleracea Lour.) จากแผงผัก ตลาดยานฝงธนบุรี กรุงเทพมหานคร  
การเตรียมตัวอยางผักกระเฉดน้ํา 
แยกสวนประกอบผักกระเฉดน้ํา (ใบ ลําตน ราก และนม) โดยไมตองทําการลางทําความสะอาดแบงใสลงในหอ

ฟอยล นํ้าหนัก 10 กรัมตอ 1 หอฟอยล จํานวนสวนประกอบละ 3 หอฟอยลเพื่อการทําการทดลอง 3 ซ้ํา (triplicate) และ

นําไปแชที่ -70 องศาเซลเซียส (C) นาน อยางนอย 24 ช่ัวโมง (overnight) 
การสกัดเอนไซมเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉด  
ชั่งผักกระเฉด 5 กรัม (ใบ ลําตน ราก และนม) สกัดดวยสารละลาย 20 mM Tris-HCl buffer, pH 7.2 ปริมาตร  

20 มิลลิลิตร บดดวยโกรงจนเปนละเอียดเนื้อเดียวกันและนําไปแยกสวนใสโดยวิธีการปนดวยเครื่องปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที นําสารละลายสวนใส (supernatant) เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 
โดยสารละลายสวนนี้จะเก็บเปนสวนของ crude enzymes และนําไปทดลองในขั้นตอนตอไป 
 การแยกหาความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพอรออกซิเดสโดยวิธี DEAE-Sepharose chromatography  

นํา crude enzymes แยกหาความบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน DEAE-Sepharose ลางคอลัมนดวยน้ํากลั่นท่ีปราศจาก
ไอออน ปริมาตร 5 เทาของความจุคอลัมน ปรับสมดุลของคอลัมนดวยสารละลาย 20 mM Tris-HCl buffer, pH 7.2 
ปริมาตร 5 เทาของความจุคอลัมน และควบคุมอัตราการไหลดวยสารละลาย 20 mM Tris-HCl buffer, pH 7.2 ประมาณ  
1 มิลลิลิตรตอนาที ชะเอนไซมเพอรออกซิเดสออกจากคอลัมนดวยความเขมขน NaCl ตาง ๆ (0.0 M, 0.1 M, 0.2 M, 0.3 M 
และ 0.4 M) ปริมาตร 3 เทาของความจุคอลัมน จากนั้นเก็บตัวอยางเอนไซมที่ผานคอลัมน fraction ละ 500 ไมโครลิตร  
ที่ 4 องศาเซลเซียส 
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 การแยกโปรตีนโดยวิธี Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis 
นํา โปรตีนแตละ fraction ผสมกับ sample buffer ในอัตราสวน 8:1 ตมที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยก
เอนไซม เพอรออกซิ เดสด วย 12% polyacrylamide gel โดยใชความตางศักย  120 โวลต  60 นาที  ยอมเจลดวย 
สี coomassie brilliant blue R250 นํามาวิเคราะหผลของน้ําหนักมวลโมเลกุลโดยผานเครื่องถายภาพเจลพรอมโปรแกรม
วิเคราะห (Gel documentation) (Sambrook et al., 1989) 
 การหาปริมาณโปรตีน 
 นําตัวอยางโปรตีนเพอรออกซิเดสที่สกัดไดจากผักกระเฉดน้ําวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนดวยเครื่อง 
Nanodrop 2000c spectrophotometer ใชปริมาณสารสะลายโปรตีน 2 ไมโครลิตร/ตัวอยาง/ครั้ง คาการดูดกลืนแสง 280 
นาโนเมตร (Desjardins et al., 2009) 
 การหากิจกรรมของเอนไซมเพอรออกซิเดส 
  กิจกรรมของเอนไซมเพอรออกซิเดสดวยวิธีการของ Miranda et al. (1995) ในสารผสมปฏิกิริยาปริมาตรสุทธิ  
1 มิลลิลิตร (40 mM guaiacol, 8 mM H2O2 , 20 mM sodium acetate buffer, pH 5.5 และเอนไซม 0.1 มิลลิลิตร) ที่คา
การดูดกลืนแสง 470 nm กําหนดให 1 หนวยของกิจกรรมเอนไซมเพอรออกซิเดส คือ ปริมาณเอนไซมที่มีความขุนของการ
ดูดกลืนแสงท่ีเพ่ิมขึ้น ในเวลา 1 นาท ี(Miranda et al., 1995) 
 การวิเคราะหทางสถิต ิ

รายงานในรูปคาเฉลี่ย (mean) จากการทดสอบ 3 ซ้ํา (triplicate) และคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard 
deviation, SD) 
 

ผลการวิจัย 
การเตรียมเอนไซมเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ํา  

 การเตรียมเอนไซมเพอรออกซิเดสโดยนําผักกระเฉดน้ํามาจากตลาดสด เขตธนบุรี กรุงเทพมหานคร โดยทําการแยก
สกัดดวย 20 mM Tris-HCl pH 7.2 จากสวนประกอบของผักกระเฉดน้ํา 4 สวน ไดแก ใบ ลําตน นม และราก และวัด
กิจกรรมของเอนไซมเพอรออกซิเดส (Total activity)  ปริมาณโปรตีน (Total Protein)  และกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม
เพอรออกซิเดส  (Specific activity) พบวาสวนประกอบของผักกระเฉดน้ํา 4 สวน มีเพียงสวนใบ และลําตนของผักกระเฉดน้ํา
เทานั้นที่พบกิจกรรมของเอนไซม โดยสวนของใบจะใหกิจกรรมของเอนไซมเพอรออกซิเดสมากที่สุดเทากับ 17458.5 IU/L 
รองลงมาคือ ลําตน นม และราก มีกิจกรรมของเอนไซมเพอรออกซิเดสเทากับ 4827.0, 87.2 และ 84.2 IU/L ตามลําดับ 
ปริมาณโปรตีนเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ําพบในทุกสวนของผักกระเฉดน้ําแตจะมีมากที่สุดในสวนประกอบของใบเทากับ 
11.0 mg/ml และพบในสวนประกอบของลําตน นม และราก เทากับ 2.5, 2.5 และ 1.4 mg/ml ตามลําดับ และกิจกรรม
จําเพาะของเอนไซมเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ําจะมีสูงท่ีสุดในบริเวณสวนประกอบของลําตนเทากับ 70.3 units/mg 
protein และมีคาที่ลดลงมาตามลําดับในสวนประกอบราก ใบ และนม เทากับ 58.3, 53.1 และ 34.8 units/mg protein 
(ตารางที่ 1) 
ตารางที่ 1 กิจกรรมของเอนไซมเพอรออกซิเดสในการสกัดหยาบจากสวนประกอบของผักกระเฉดน้ํา 

สวนประกอบของผักกระเฉดน้ํา Total Activity (IU/L) Total Protein (mg/ml) 
Specific activity 

(units/mg protein) 
ใบ 17458.5 + 0.05 11.0 53.1 

ลําตน 4827.0 + 0.17 2.5 70.3 
นม 87.2 + 0.02 2.5 34.8 
ราก 84.2 + 0.16 1.4 58.3 

การทําใหเอนไซมเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ําบริสุทธิ์  
การทําให เอนไซม เพอรออกซิ เดสบริสุทธิ์ ในสวนประกอบจากผักกระเฉดน้ําที่ ได กิจกรรมของเอนไซม 

เพอรออกซิเดสสูงสุดใน 2 สวน คือ ใบ และลําตน โดยการผาน DEAE-Sepharose chromatography ผลการทําใหเอนไซม
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บริสุทธิ์แสดงในตารางที่ 2 พบวาเอนไซมเพอรออกซิเดสสวนใบของผักกระเฉดน้ําที่ผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์มีคากิจกรรม
ของเอนไซมลดลงแตไมทําใหเกิดความแตกตางมากที่ความเขมขน 0.0 M NaCl 20 mM Tris-HCl pH 7.2 เมื่อเทียบกับ 
crude enzyme คือ 16315.8 IU/L แตที่ความเขมขน 0.1 M NaCl 20 mM Tris-HCl pH 7.2 พบกิจกรรมของเอนไซมลดลง
มาก เหลือเพียง 1210.8 IU/L สวนใบของผักกระเฉดน้ํามีกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมเทากับ 6042.9 และ 93.1 units/mg 
protein ที่ 0.0 และ 0.1 M NaCl 20 mM Tris-HCl pH 7.2 และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเปน 3.8 เทา สามารถเก็บเก่ียว
เอนไซม เพอรออกซิ เดสไดจากสวนใบของผักกระเฉดน้ํ า  รอยละ 93.5 ที่  0.0 M NaCl 20 mM Tris-HCl pH 7.2  
(ภาพที่ 1)          
 เอนไซมเพอรออกซิเดสสวนลําตนของผักกระเฉดน้ําที่ผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์มีคากิจกรรมของเอนไซมเพ่ิมขึ้น
ที่ 0.0 M NaCl 20 mM Tris-HCl pH 7.2 เมื่อเทียบกับ crude enzyme คือ 12383.4  IU/L แตที่  ความเขมขน 0.1 M 
NaCl 20 mM Tris-HCl pH 7.2 พบกิจกรรมของเอนไซมลดลงมาก เหลือเพียง 594.0 IU/L (ภาพที่ 2) และมีกิจกรรมจําเพาะ
ของเอนไซมเพิ่มข้ึนเทากับ 10319.5 และ 5940.0 units/mg protein ความบริสุทธิ์เพ่ิมข้ึน 4.9 และ 2.8 เทา สามารถเก็บ
เก่ียวเอนไซมเพอรออกซิเดสไดจากสวนลําตนของผักกระเฉดน้ํา รอยละ 256.5 และ 12.3 ที่ 0.0 และ 0.1 M NaCl 20 mM 
Tris-HCl pH 7.2 ตามลําดับ (ตารางที่ 2) 
ตารางที่ 2 การทําใหเอนไซมเพอรออกซิเดสบริสุทธิ์จากใบและลําตนของผักกระเฉดน้ํา 

Fraction 
Total Activity 

(IU/L) 
Total Protein 

(mg/ml) 

Specific activity 
(units/mg 
protein) 

Fold 
purification 

 

%Recovery 
 

ใบ ลําตน ใบ ลําตน ใบ ลําตน ใบ ลําตน ใบ ลําตน 
Crude 

enzyme 
17458.5 4827.0 11.0 2.3 1587.1 2098.7 1.0 1.0 100.0 100.0 

DEAE-
Sepharose  

- 0.0 M NaCl 

 
16315.8 

 

 
12383.4 

 
2.7 1.2 6042.9 10319.5 3.8 4.9 93.5 256.5 

DEAE-
Sepharose  

- 0.1 M NaCl 

 
1210.8 

 

594.0 
 

13.0 0.1 93.1 5940.0 0.1 2.8 6.9 12.3 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1 กิจกรรมเอนไซมและปรมิาณโปรตีนของเอนไซมเพอรออกซิเดสจากใบผักกระเฉดน้ําที่ผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ ์

ดวย DEAE-Sepharose column 
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kDa 
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a

1 2 

 
ภาพที่ 2 กิจกรรมเอนไซมและปรมิาณโปรตีนของเอนไซมเพอรออกซิเดสจากลําตนผักกระเฉดน้ําที่ผานกระบวนการทําให 

บริสุทธิ์ดวย DEAE-Sepharose column 
                             

การหาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ํา 
น้ําหนักโมเลกุล (Molecular weight; MW) ของเอนไซมเพอรออกซิเดสจากใบผักกระเฉดน้ําที่ไดจากการแยกความ

บ ริ สุ ท ธิ์ ข อ ง เอ น ไ ซ ม เพ อ ร อ อ ก ซิ เด ส โด ย วิ ธี  Ion exchange chromatography ช นิ ด  anionic exchange 
(Diethylaminoethy-Sepharose column (DEAE-Sepharose)) โดยวธิ ีSDS-PAGE นําแผนที่ยอมโปรตีนเพอรออกซิเดสมา
เปรียบเทียบคาการเคลื่อนที่สมัพันธกับโปรตีนมาตรฐาน (Low range molecular mass markers) ถายภาพ SDS-PAGE gel 
ดวยเครื่อง Gel Documentation (Bio-Rad) พรอมคํานวณน้ําหนักโมเลกุลโดยผานโปรแกรม Image Lab 5.2.1 (Bio-Rad) 
พบวาเมื่อผานขั้นตอนทําใหบริสุทธิ์ bands โปรตีนท่ีไมเก่ียวของกับโปรตีนเพอรออกซิเดสจะคอย ๆ หลุดออกไป และปริมาณ
ความหนาของ Bands บางลง ที่นํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมเพอรออกซิเดสจากใบผักกระเฉดน้ําในรูปแบบซับยูนิตเดี่ยว 

(monomer) เทากับ 32.3 ± 2 (n=5) กิโลดัลตัน (ภาพที่ 3)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
ภาพที่ 3 น้ําหนักโมเลกลุของเอนไซมเพอรออกซิเดสบริสุทธิ์จากผักกระเฉดนํ้า: Lane 1: โปรตีนบอกขนาด (Low range 

molecular mass markers), Lane 2: peroxidase protein in water mimosa 
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สรุปผลอภิปรายและขอเสนอแนะ 
 การวิจัยครั้งนี้เลือกใชผักกระเฉดน้ําในการสกัดเอนไซมเพอรออกซิเดส โดยเอนไซมเพอรออกซิเดสสามารถพบไดใน
พืชหลายชนิด มีน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนเพอรออกซิเดสในรปูแบบ monomeric form เทากับ 32.3 ± 2 kDa (n=5) พบวา
เอนไซมเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ํามีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวงมากกวา 30-60 kDa (Khatun et al 2012) ชี้ใหเห็นวา 
สามารถสกัดเอนไซมเพอรออกซิเดสไดจากผักกระเฉดน้ํา โดยน้ําหนักโมเลกุลของเพอรออกซิเดสจากใบผักกระเฉดน้ํามีคา
ใกลคียงกับเพอรออกซิ เดสจากผักกาดหอม (Lactuca sativa L.) 35 kDa (Hu et al 2012) ผักร็อคเก็ต (Eruca 
vesicariasbsp. Sativa) 34 kDa (Nadaroglu et al 2013) ตนชา (Camellia sinenis) 34.5 kDa (Kvaratskhelia et al 
1997) จากรายงานวิจัยกอนหนานี้พบกิจกรรมเอนไซมเพอรออกซิเดสในสารสกัดหยาบของสวนตาง ๆ จากผลเงาะ และพบ
มากที่สุดในเมล็ดของเงาะ (สมบัติ คงวิทยา และคณะ, 2553) นอกจากนี้มีการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณเอนไซมเพอรออกซิเด
สจากตนตอยติ่งและผักบุงไทย พบปริมาณของเอนไซมเพอรออกซิเดสในตนตอยติ่งมากกวาผักบุงไทย (ชื่นสุมณ ยิ้มถิน และ 
สาโรจน ยิ้มถิน, 2555) และเมื่อทําการเปรียบเทียบในน้ําหนักตัวอยาง 5 กรัมเทากัน แสดงใหเห็นวาเอนไซมเพอรออกซิเดสท่ี
สกัดไดจากผักกระเฉดนํ้า พบกิจกรรมเอนไซมเพอรออกซิเดส มากกวาเงาะ ตอยติ่งและผักบุงไทยถึง 50-5,000 เทา เปนการ
พบ “กิจกรรมของเอนไซมสูงสุด” (perfect total activity enzyme)  

สารสกัดหยาบของสวนประกอบผักกระเฉดน้ํา (ใบ ลําตน นมและราก) พบคากิจกรรมของเอนไซมและปริมาณ
โปรตีนสูงที่สุดในใบ จากการศึกษาคาดวาการพบกิจกรรมของเอนไซมในบริเวณใบในปริมาณที่สูงเน่ืองจากใบเปนสวนที่มี
ความสําคัญสําหรับพืชในการสังเคราะหดวยแสง รับออกซิเจน และสรางอาหารใหกับพืช สอดคลองกับรายงานวิจัยที่ไดทําการ
สกัดเอนไซม เพอรออกซิ เดสจากถั่วเขียว และพบเอนไซม เพอรออกซิ เดสเฉพาะสวนของใบเลี้ยงถั่วเขียวเทาน้ัน                      
(ปนัดดา แยมเกตุ, 2530) และยังพบกิจกรรมของเอนไซม ท่ีสูงใน horseradish root และขิง (Miranda et al., 1995; 
Mohamed et al., 2020) เปนที่ทราบวา horseradish เปนพืชลมลุก เมืองหนาว ลําตนสั้น มีระบบรากแกวท่ีพองโต เรียกวา
หัว ไวเก็บสะสมอาหาร เชนเดียวกับขิง โดยรากแกวของ horseradish และขิง เปรียบเสมือนใบของตนผักกระเฉดน้ําจึง
สนับสนุนวากิจกรรมเอนไซมเพอรออกซิเดสท่ีพบใบผักกระเฉดน้ําสูงท่ีสุดเนื่องจากใบเปนสวนประกอบสําคัญและทําหนาที่
สําคัญเพ่ือใหพืชดํารงชีวิตอยูได ขั้นตอนทําใหเอนไซมเพอรออกซิเดสบริสุทธิ์โดย DEAE-Sepharose column เปนคอลัมน
ชนิด Ion-exchange Chromatography ที่จะอาศัยความแตกตางของประจุโมเลกุล และใช NaCl เปนตัวจับกับโปรตีนเพ่ือ
ชะโปรตีนออกมา ในการศึกษาครั้งน้ีเห็นไดวา คากิจกรรมจําเพาะของเอนไซมเพอรออกซิเดสท่ีไดจากท้ังสวนประกอบของใบ
และลําตนเพ่ิมมากขึ้นกวาเอนไซมเพอรออกซิเดสที่สกัดหยาบ แสดงใหเห็นวา DEAE-Sepharose column ที่นํามาใชทําให
เอนไซมเพอรออกซิเดสจากผักกระเฉดน้ําบริสุทธิ์มีประสิทธิภาพในการจับกับโปรตีนหรือเอนไซมเพอรออกซิเดสในผักกระเฉด
น้ําไดดี เอนไซมเพอรออกซิเดสท่ีสกัดไดจากผักกระเฉดน้ํามีประจุลบออนและเปนโปรตีนที่สามารถละลายน้ําได ทําใหสามารถ
ชะโปรตีนออกมาไดที่ความเขมขนของเกลือที่ต่ําหรือไมใชความเขมขนของเกลือเลย  

 การศึกษาวิจัยเอนไซมเพอรออกซิเดสในใบผักกระเฉดน้ํายังไมเคยมีรายงานเก่ียวกับกิจกรรมของเอนไซมมากอน 
อยางไรก็ตามมีการรายงานเกี่ยวกับเอนไซมเพอรออกซิเดสที่สกัดไดจากพืชชนิดอ่ืน ซึ่งพบวาสารสกัดจากใบ ผล และรากของ
พืชจะสามารถพบกิจกรรมของเอนไซมเพอรออกซิเดสได การศึกษาวิจัยครั้งนี้ถือไดวาเปนการศึกษากิจกรรมของเอนไซมเพอร
ออกซิเดสของเอนไซมสกัดหยาบจากใบผักกระเฉดน้ําที่ใหม ซึ่งสามารถนําองคความรูเปนแนวทางพื้นฐานองคความรูดาน
เทคโนโลยีเอนไซมในการนําเอนไซมเพอรออกซิเดสมาประยุกตใชใหเกิดประโยชนและสามารถนําไปพัฒนางานวิจัยตอไปได 
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