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บทคัดย่อ 

 
งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการสลายสีย้อม 2 ชนิด คือ เอนไซม์เปอร์ออก

ซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบเปลือกแตงโม และความสามารถในการสลายสีย้อม

ของสารสกัดหยาบเปลือกแตงโมเม่ือถูกตรึงเป็นเม็ดบีทด้วยแคลเซียมอัลจิเนท กิจกรรมของเอนไซม์วัด

โดยใช้สับเสตรท pyrogallol ร่วมกับ H2O2 ส าหรับเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และ pyrocatechol 

ส าหรับเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส สารสกัดหยาบเปลือกแตงโมถูกท าให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยการ

ตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอ่ิมตัวร้อยละ 0-100 พบว่า สามารถพบกิจกรรมเอนไซม์

เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดสที่ความอ่ิมตัวร้อยละ 50-100 และพบไอโซไซม์อย่างน้อย 2 

ไอโซไซม์เม่ือแยกบนเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบไม่แปลงสภาพ เมื่อศึกษาการสลายสีย้อมของเม็ดบีทท่ี

ตรึงสารสกัดหยาบเปลือกแตงโม พบว่าสารสกัดหยาบเปลือกแตงโมสามารถสลายสีย้อมร่วมกับ H2O2 

โดยสามารถสลายสี crystal violet, malachite green, bromophenol blue, methylene blue 

และ safranin-O ด้วยร้อยละการสลายสี 98.01±0.13, 52.53±0.10, 34.48±0.10, 33.92±0.39 และ 

25.85±0.20 ตามล าดับ และการสลายสีโดยปราศจาก H2O2 ของเม็ดบีทสามารถสลายสี 

bromothymol blue, crystal violet, malachite green และ congo red ได้ ด้วยร้อยละการสลาย

สีเท่ากับ 74.24±0.35, 81.07±0.71, 84.58±0.23 และ 91.85±0.40 ตามล าดับ เม็ดบีทที่ตรึงสารสกัด

หยาบเปลือกแตงโมจึงถูกน าไปศึกษาต่อโดยการศึกษาระยะเวลาในการสลายสี พบว่าสี congo red 

สามารถสลายได้เร็วที่สุด โดยใช้เวลาในการสลายเพียง 2.5 ชั่วโมง เมื่อน าเม็ดบีทไปบ่มที่พีเอชต่าง ๆ 

(3 4 5 6 7 8 9 และ 10) เม็ดบีทมีรูปร่างพองเมื่อบ่มในพีเอช 3-8 แต่ยังคงสลายสีคองโกเรดได้ โดย

สามารถสลายสีได้เมื่อผ่านการบ่มในช่วงพีเอช 5-10 ได้ 80.00±1.18 - 93.09±0.36 แต่กิจกรรมของ

เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสลดลงในสารสกัดหยาบ และลดลงในเม็ดบีท เมื่อน าเม็ดบีทไปบ่มที่

อุณหภูมิต่าง ๆ (32 (อุณหภูมิห้อง) 40 50 60 70 80 90 และ 100 องศาเซลเซียส) พบว่า เม็ดบีทสา

มารถสลายสี congo red ได้ทุกอุณหภูมิ ด้วยช่วงร้อยละการสลาย 82.30±2.59 - 92.34±0.32 

ในขณะที่เมื่อบ่มที่อุณหภูมิเดียวกันกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบมีค่า
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ลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น และกิจกรรมของเอนไซม์ในเม็ดบีทมีค่าสูงที่สุดเมื่ออุณหภูมิ 70 องศา

เซลเซียส และเม็ดบีทมีความสามารถในการใช้ซ้ าได้เพียง 2 รอบ โดยรอบที่ 2 มีร้อยละการสลายสี 

74.79±0.32 จากการทดลองความสามารถในการสลายสีย้อมน่าจะมาจากการดูดซับสีของเม็ดบีท

แคลเซียมอัลจิเนทและความสามารถในการสลายสีของสารสกัดหยาบโดยน่าจะมาจากกิจกรรมของ

เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดส ส าหรับการระบุกลไกการสลายสีของเม็ดบีทท่ีตรึง

สารสกัดหยาบเปลือกแตงโมจ าเป็นต้องศึกษาต่อ รวมถึงการน าไปประยุกต์ในการสลายสีย้อม

จ าเป็นต้องปรับปรุงเม็ดบีทให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น ซึ่งจะต้องด าเนินการวิจัยต่อไป 

 

ค าส าคัญ: การสลายสีย้อม สีย้อม เปลือกแตงโม เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 
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Study and Partial Purification of Peroxidase from Citrullus lanatus and 
Dye Decolorization Application 

 
Thitikorn Prombanchong1 Thanakorn Damsud1 and Suwanna Pholmai1 

 

Abstract 

 

The study involved two types of dye decolorization enzymes: peroxidase and 

polyphenol oxidase in watermelon rind extract, and the ability to dye decolorization 

of the calcium alginate bead immobilized watermelon rind extract. Enzyme activity 

was measured using substrate as a pyrogallol with H2O2 for peroxidase enzymes and a 

pyrocatechol for polyphenol oxidizse enzymes. Peroxidase and polyphenol oxidase 

was appeared when precipitated with 50-100 saturated percent of ammoniumsulfate 

salt. The separation of crude extract also showed at least 2 isozymes on native-PAGE. 

Calcium alginate bead immobilized watermelon rind extract with H2O2 could 

decolorized crystal violet, malachite green, bromophenol blue, Methylene blue and 

safranin-O with decolorization percentage of 98.01±0.13, 52.53±0.10, 34.48±0.10, 

33.92±0.39 and 25.85±0.20, respectively, and without H2O2 could decolorized 

bromothymol blue, crystal violet, malachite green and congo red with decolorization 

percentage of 74.24±0.35, 81.07±0.71, 84.58 0.23 and 91.85±0.4 0, respectively 

However, control bead could also decolorize with decolorization percentage of 45-60. 

The bead immobilized without H2O2 could best decolorized congo red within 2.5 

hours. The calcium alginate bead immobilized watermelon rind extract could also 

decolorize congo red after incubation in various pH (5, 6, 7, 8, 9 and 10) with 

decolorization percentage range of 80.00±1.18 % - 93.09±0.36 meanwhile, the activity 

of polyphenol oxidase in the crude extract and in bead decreased. After incubation 

the bead at various temperatures (32 (room temperature, control) 40, 50, 60, 70, 90 

and 100 degrees Celsius), The bead was also able to decolorize congo red with the 

rang percentage decolorization of 82.30±2.59 - 92.34±0.32. Meanwhile the polyphenol 
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oxidase activity in crude extracts and in bead had a decrease when incubated at the 

same temperature. Bead could be reused twice, with the second round able to congo 

red decolorize with the percentage of 74.79±0.32. The result showed bead could 

decolor using the adsorption ability of calcium alginate bead and polyphenol oxidase 

activity in watermelon rind crude extract, however, the obvious mechanism of dye 

decolorization of calcium alginate bead immobilized watermelon rind extract requires 

further study and the bead is necessary to improve ability of decolorization more 

effectively. 

 

Keywords: decolorization, Peroxidase, watermelon rind and dye,  
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บทท่ี 1  

บทน า 

ที่มาและความส าคัญ 

การก าจัดสีเป็นการบ าบัดน้ าเสียในรูปแบบหนึ่ง สีที่สังเคราะห์ เช่น สีย้อม ซึ่งใช้กันมากใน

อุตสาหกรรมฟอกย้อมต่าง ๆ เช่น สี methyl orange, methyl violet และ malachite green เป็น

ต้น สีส่วนใหญ่เป็นสารก่อการกลายพันธุ์ ท าให้เกิดน้ าทิ้งที่อาจเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิต แม้กระท่ังการใช้สี

ย้อมในห้องปฏิบัติการ เช่น สี crystal violet และ safranin O เป็นต้น นอกจากนั้นสีที่เกิดจาก

อุตสาหกรรมที่ได้วัตถุดิบจากธรรมชาติ เช่น อุตสาหกรรมผลิตน้ ามันปาล์ม ซึ่งในกระบวนการผลิต

ก่อให้เกิดน้ าเสียซึ่งมีสีน้ าตาล และบ าบัดได้ยาก แม้จะเป็นน้ าเสียที่ไม่เป็นพิษ แต่ก็ก่อให้เกิดมลพิษทาง

สายตา และหากปล่อยทิ้งลงสู่แหล่งน้ าอาจท าให้เกิดผลเสียต่อสิ่งมีชีวิตที่อยู่ในน้ าได้ โดยสีเหล่านี้จะ

เข้าไปบดบังแสง ซึ่งจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตในน้ า การบ าบัดสีในน้ าเสียมีอยู่หลายวิธี เช่น 

การใช้สารเคมี หรือการใช้วิธีการทางธรรมชาติ หรือใช้สิ่งมีชีวิต เช่น การใช้ต้นไม้ในการดูดซับสี การใช้

จุลินทรีย์ และเชื้อราในการก าจัดสี เป็นต้น แต่การใช้วิธีการเหล่านั้นสิ้นเปลืองค่าใช้จ่ายในการเลี้ยง

จุลินทรีย์ที่น ามาใช้ในการบ าบัด และการบ าบัดโดยใช้จุลินทรีย์พบว่าการสลายโดยจุลินทรีย์ท าให้เกิด

สารที่มีความเป็นพิษมากขึ้น ปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้เอนไซม์ในพืชมาใช้ในการสลายสี โดยเอนไซม์ที่

น ามาประยุกต์ใช้ในการสลายสีเป็นเอนไซม์กลุ่มออกซิโดรีดักเตส ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีความสามารถใน

การสลายสีย้อมซึ่งเป็นสารที่มีโครงสร้างเป็นวงแหวนอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน โดยเอนไซม์ซึ่งพบ

บ่อยในการน ามาประยุกต์ใช้ในการสลายสีย้อม ได้แก่ เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส แลคเคส และโพลีฟีนอ

ลออกซิเดส ซึ่งมีความเก่ียวข้องกับการเปลี่ยนแปลงสารประกอบฟีนอลิกซึ่งจัดเป็นสารเมแทบอไลต์

ทุติยภูมิที่อยู่ในพืช ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจในน าวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ได้แก่ เปลือกแตงโม 

เนื่องจากส่วนด้านในของเปลือกแตงโมมีลักษณะสีขาว เมื่อน ามาสกัดเอนไซม์แล้วได้สารละลาย

ค่อนข้างใส ไม่มีสี จึงเป็นวัตถุดิบเหลือใช้ทางการเกษตรที่น่าสนใจในการน ามาสกัดเอนไซม์ เนื่องสาร

สกัดที่ได้มีลักษณะใส ไม่มีสีไม่มีรงควัตถุโดยเฉพาะคลอโรฟิลล์ซึ่งมีสีเขียว ที่มีสีมารบกวนสารสกัด จึง

ไม่ต้องผ่านการแยกรงควัตถุออก จึงเหมาะแก่การท าบริสุทธิ์เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสบางส่วนเพื่อการ

ประยุกต์ใช้ในด้านการสลายสีย้อม  
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ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

แตงโม 
แตงโมเป็นพืชที่มีถิ่นก าเนิดอยู่ในทะเลทรายคาลาฮารีทวีปแอฟริกาที่สามารถจ าแนกทาง

อนุกรมวิธานได้ดังนี้ 
อาณาจักร: Plantae 

หมวด: Magnoliophyta 
ชั้น: Magnoliopsida 

อันดับ: Cucurbitales 
วงศ์: Cucurbitaceae 

สกุล: Citrullus 
สปีชีส์: C. lanatus 

 
 

 
         ก                      ข                                ค 
 

รูปที่ 1.1 แตงโม ก คือ ลักษณะของใบแตงโม ข คือ ผลแตงโม และ ค คือ ผลของแตงโมไม่มีเมล็ดซึ่ง
มีเนื้อแตงโมสีแดงและบริเวณด้านในเปลือกสีขาว (https://th.wikipedia.org/wiki/แตงโม) 

 
แตงโม (Citrullus lanatus) [รูปที่1] เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ Cucurbitaceae ซึ่งเป็นพืชวงศ์

เดียวกับแตงกวา (Cucumis sativus) ฟัก และแคนตาลูป ลักษณะของแตงโมเป็นพืชเถาที่เลื้อยไปตาม
พ้ืนดิน เถาจะมีขนอ่อน ๆปกคลุม จัดเป็นพืชล้มลุก มีอายุสั้น โดยแตงโมเป็นพืชที่ปลูกเพ่ือรับประทาน
ผล โดยผลแตงโมมีทั้งสีเหลืองและสีแดง เนื้อผลมีรสชาติหวาน พันธุ์แตงโมที่ปลูกในประเทศไทยมีทั้ง
แบบไร้เมล็ดและมีเมล็ด และพันธุ์ที่ปลูกไว้เพ่ือทานเมล็ดที่เรียก เมล็ดก๋วยจี๊ ซึ่งพันธุ์นี้มีเนื้อน้อยเมล็ด
ใหญ่ สายพันธุ์ที่ไม่มีเมล็ด เช่น พันธุ์แฮปปี้ แฟมิลี่ ซึ่งเนื้อผลมีสีเหลือง และพันธุ์แฮปปี้ โกล์ดเด้นท์ แฟ
มิลี่ ซึ่งเนื้อผลมีสีแดง ส่วนพันธุ์ที่มีเมล็ด เช่น เฟรช สวีทโกล์ด เฟรช ศรีจันทร์ เฟรช ไดอาน่า ซึ่งเนื้อ
แตงโมมีสีเหลือง และเฟรช ซอนญ่า ตอปิโด และกินรี ซึ่งมีเนื้อผลสีแดง ผลของแตงโมสามารถแบ่งออก
ได้เป็น 3 ส่วน คือ ส่วนเนื้อ (flesh) เมล็ด (seed) และเปลือก (rind) [Odewunmi et al., 2015] ส่วน
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ของแตงโมที่นิยมบริโภคคือ ด้านเนื้อในที่เป็นสีแดงหรือสีเหลือง และเปลือกเป็นสิ่งเหลือทิ้ง ซึ่งมี
ปริมาณมาก และหาได้ง่ายตลอดทั้งปี ของเหลือทิ้งจากผลแตงโมจึงถูกน ากลับมาศึกษาต่อ เพ่ือการใช้
ประโยชน์ เช่น การวัดปริมาณซิตรูลินในเปลือกแตงโมเพื่อยับยั้งการกัดกร่อนของโลหะในกรดไฮโดร
คลอริก (Odewunmi et al., 2015) หรือการยับยั้งการกัดกร่อนโลหะในสภาวะที่เป็นกรด 
(Odewunmi et al., 2015)  หรือการใช้ไมโครเวฟช่วยในการสกัดเพกตินจากเปลือกแตงโม (Prakash 

Marana et al., 2014 and Tarazona‐Díaz et al., 2010) และการศึกษาปริมาณสารธรรมชาติที่มี
ในส่วนของเปลือกแตงโม ซึ่งพบว่ามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกอยู่ในปริมาณปานกลางในส่วนของ
เปลือกซ่ึงเท่ากับ 389 ถึง 458 มิลลิกรัมอิควิวาเลนต์กรดคลอโรจินิก/กิโลกรัมน้ าหนักสด และมีสารที่
ชื่อซิตรูลิน (citrullin) อยู่ในปริมาณมากปริมาณเท่ากับ 3.34 ถึง 2.33 กรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักสด 

 
เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 

 
เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (EC number 1.11.1.x)  เป็นกลุ่มของเอนไซม์กลุ่มใหญ่ซึ่งเร่ง

ปฏิกิริยาออกซิเดชันดังสมการ (รูปที่ 1.2c และ 1.3) การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจะ
เกิดร่วมกับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสในพืชถูกจัดแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม (ตารางที่ 
1.1) ตามโครงสร้างปฐมภูมิ (primary structure) ของเอนไซม์ และการเร่งปฏิกิริยาที่แตกต่างกันโดย
เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสในกลุ่มที่ 1 (class I peroxidase) เป็นเอนไซม์ที่พบได้ในเซลล์พืช แบคทีเรีย 
และรา (intracellular) ได้แก่ เอนไซม์ 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) เปอร์
ออกซิเดสกลุ่มที่ 2 (class II peroxidase) เป็นเอนไซม์ที่อยู่นอกเซลล์ (extracellular enzyme) พบ
ในเชื้อรา รวมถึงเอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (lignin peroxidase) [EC 1.11.1.14] และแมงกานีส
เปอร์ออกซิเดส (Mn2+ dependent peroxidase) [EC 1.11.1.13] และเปอร์ออกซิเดสกลุ่มที่ 3 (class 
III peroxidase) เป็นเอนไซม์ท่ีถูกหลั่งออกมานอกเซลล์ หรือถูกขนส่งไปยังแวคิวโอล (vacuole) 
(Welinder, 1992)  

 
ตารางท่ี 1.1 การจ าแนกเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 

Superfamily Classa Member (EC number) Origin Molecular 
weight (kDa) 

Animal peroxidase  Eosinphill peroxidase (EC 1.11.1.7) Animal 50-75 
  Lactoperoxidase (EC 1.11.1.7) Animal 78-85 
  Myeloperoxidase (EC 1.11.1.7) Animal 79-150 

https://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_Commission_number
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/11/1/
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Superfamily Classa Member (EC number) Origin Molecular 
weight (kDa) 

  Thyroid peroxidase (EC 1.11.1.7) Animal 90-110 
  Glutathione peroxidase (EC 

1.11.1.9) 
Animal 
and plant 

6-22 and 
75-112b 

  Prostaglandin endoperoxidase 
synthase (EC 1.14.99.1, partial)c 

Animal 115-140 

Catalase  Catalase (EC 1.11.1.6) Animal, 
plant, 
fungus 
and yeast 

140-530 

Plant peroxidase I Cytochrome c peroxidase (EC 
1.11.1.5) 

Yeast and 
bacterium 

32-63 

  Catalase-peroxidase (EC 1.11.1.6) Bacterium 
and 
fungus 

150-240 

  Ascorbate peroxidase (EC 1.11.1.11) Plant 30-58 
 II Manganese-dependent peroxidase 

(EC 1.11.1.13) 
Fungus 43-49 

  Ligninase (EC 1.11.1.14) Fungus 40-43 
 III Peroxidase (EC 1.11.17, POX) Plant 28-60 

aEstablished only for the plant peroxidase superfamily. 
bMolecular weights for monomeric and tetrameric forms, respectively. 
cHomology was observed in the central region (approximately 180 residues) with 
other animal peroxidases. 
ที่มา: Hiraga et al. (2001) 

เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซม์ประกอบไปด้วยโครงสร้างแบบ α-helix 10 สาย โดยใน

กลุ่มท่ี 1 และ 2 มีโครงสร้าง α-helix ทีจ่ าเพาะจ านวน 1 สาย ส่วนโครงสร้างที่ 3 มีสาย α-helix ที่

จ าเพาะจ านวน 3 สาย (Schuller et al., 1996; Gajhede et al., 1997) เปอร์ออกซิเดสที่ถูกน ามา

ศึกษากลไกในการเร่งปฏิกิริยา คือ เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจากหัวผักกาด (horseradish 

peroxidase) โดยมีขั้นตอนในการเร่งปฏิกิริยา 4 ขั้นตอน คือ 1) การจับของเปอร์ออกไซด์ที่ไม่เสถียร 

สารประกอบเริ่มต้น (compound 0) กับหมู่ฮีมที่เป็น prosthetic group ที่บริเวณเร่งของเอนไซม์

เปอร์ออกซิเดส (heme-Fe(III)) 2) การเกิดออกซิเดชันของเหล็ก (iron) เพ่ือสร้างสารประกอบตัวที่ 1 
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(compound 1) ซึ่งเป็นสารที่มีเหล็กเป็นองค์ประกอบ (ferryl species) ด้วยอนุมูลประจุบวกแบบไพ 

(pi-cation radical) ในบริเวณวงแหวนพอไฟริน (porphyrin) 3) สารประกอบตัวที่ 1 เกิดการรับ

อิเล็กตรอนที่ได้จากสารตั้งต้นตัวที่ 1 ท าให้เกิดอนุมูลตัวที่ 2 ขึ้นมา (compound II) 4) เกิดการรับ

อิเล็กตรอนของสารประกอบตัวที่ 2 โดยใช้โมเลกุลของสารตั้งต้นตัวที่ 2 โดยจะท าให้โมเลกุลสารตั้ง

ต้นกลายเป็นอนุมูล และเอนไซม์เข้าสู่สภาวะปกติ (native enzyme) นอกจากนี้ยังพบว่าแคลเซียม

ไอออน (Ca2+) สามารถพบได้ทั่วไปในพืช และมีผลท าต่อประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการเร่งปฏิกิริยา 

(Hiraga et al., 2001)  

 

 
 
รูปที่ 1.2 โครงสร้างของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจากหัวผักกาด โดยที่ a-c คือ โครงสร้างของเอนไซม์
ทั้งหมด หมู่ฮีม (III) ในเอนไซมท์ี่อยู่ในวงแหวนพอไฟริน (phophyrin) และ กลไกการเร่งปฏิกิริยาของ

เอนไซม์ ตามล าดับ   
ที่มา: André, R et al. (2013) 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444538741000068#!
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รูปที่ 1.3 สมการแสดงปฏิกิริยาของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 
 

เปอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซม์ที่พบได้ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด พบได้ในเซลล์ทุกเซลล์ทั้งในเซลล์ยูคา
ริโอตและโปรคาริโอต โดยเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในการก าจัดสารพิษที่เกิดในกระบวนการเมทาบอ ลิ
ซึมของเซลล์ ได้แก่ H2O2 และยังเกี่ยวข้องกับระบบการต้านทานโรคในพืชอีกด้วย (Almagro et al., 
2009) มีการสกัดและการท าบริสุทธิ์เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส ศึกษาคุณสมบัติ และการทดสอบการ
ประยุกต์ใช้ เช่น  

Zhang et al. (2018) ท าการศึกษาลักษณะของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสที่มีหมู่ฮีมตัวใหม่ที่ได้
จากการท าบริสุทธิ์ราขาว และการน ามาประยุกต์ใช้ในการสลายสีย้อม โดยการใช้น้ าเลี้ยงเชื้อราขาว
ภายหลังจากการท าบริสุทธิ์เอนไซม์ชนิดนี้โดยใช้ anion DEAE sepharose chromatography แล้ว
น ามาตรวจสอบขนาดโดยใช้ SDS-PAGE พบว่าเอนไซม์ชนิดนี้มีขนาด 45 kDa มีค่า pH และอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมในการท างานเท่ากับ 4.5 และ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ และมีความสามารถในการ
สลายสี Congo red (53.9% ใน 12 ชั่วโมง), methyl orange (77.6% ใน 12  ชั่วโมง), Remazol 
brilliant blue R (81.0% ใน 5 ชั่วโมง), bromophenol blue (62.2% ใน 12 ชั่วโมง) and crystal 
violet (80.9% ใน 12 ชั่วโมง). และเม่ือเติม gallic acid เป็นตัวกระตุ้นสามารถสลายสี azure blue 
ได ้63.1% ใน 24 ชั่วโมง 

ธรรมศักดิ์ (2547) ได้ท าการศึกษาผลของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจากยางพาราต่อการสลาย
สารประกอบจ าพวกฟีนอลร่วมกับระบบการก าจัดน้ าเสียในน้ าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมน้ ามัน
ปาล์ม พบว่าการใช้ เอนไซม์เปอร์ออกสิ เดสร่วมกับระบบก าจัดน้ าเสียสามารถลดปริมาณ
สารประกอบฟีนอลได้ร้อยละ 95   

Bilal and Asgher (2015) พบว่าเอนไซม์แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสจากเห็ดหลินจือที่ท า
บริสุทธิ์เมื่อน ามาตรึงบนตัวกลางแล้วศึกษาการสลายสีย้อมสังเคราะห์ (Sandal reactive dyes) 
พบว่า สามารถสลายสีย้อมที่ศึกษาได้สูงสุด 92.29% ในรอบแรก และได้ 60% เมื่อสลายสีย้อมครบ 
6 รอบ  และเมื่อน าเอนไซม์ชนิดนี้ไปตรึงบนเม็ดบีทแคลเซียมอัลจิเนทแล้วศึกษาการก าจัดสีย้อม และ
การลดพิษ พบว่าสามารถสลายสีย้อม Sandal-fix Red C4BLN, Sandal-fix Turq Blue GWF, 
Sandal- fix Foron Blue E2BLN, Sandal- fix Black CKF and Sandal- fix Golden Yellow CRL 
dyes ได้ถึง 87.5 %, 82.1 %, 89.4 %, 95.7 % และ 83 % ตามล าดับ และยังสามารถลดค่า 
biochemical oxygen demand (BOD) ได้ 94.61-95.47 %, ค่า chemical oxygen demand 
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(COD) ได้ 91.18-94.85 %, และ total organic carbon (TOC) ได้ 89.58-95 % ในสารละลายสี
ย้อม ทั้งยังสามารถมีประสิทธิภาพในการสลายได้ถึง 7 รอบการท างาน นอกจากการน าเอนไซม์เปอร์
ออกซิเดสมาใช้ในการสลายสีย้อม หรือใช้กับน้ าเสียแล้ว เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสยังถูกน ามา
ประยุกต์ใช้งานด้านอื่น ๆ เช่น 

Maurícia et al. (2013) ได้ท าการท านาโนพาร์ติเคิล PEGylated polyurethane (PU-PEG) 
ที่มีเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจากหัวผักกาดถูกดูดซับอยู่ เพ่ือประยุกต์ใช้ในการตรวจหาสารโดปามีน จาก
การทดสอบพบว่าเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสถูกดูดซับบนพ้ืนผิวของนาโนพาร์ติเคิล คิดเป็น 45% ของ
พ้ืนที่ผิวนาโนพาร์ติเคิล โดยในหนึ่งนาโนพาร์ติเคิลมีโมเลกุลของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจากหัวผักกาด
เท่ากับ 4,400 โมเลกุล เมื่อเก็บไว้เป็นเวลานาน 50 วันจะมีกิจกรรมของเอนไซม์ลดลงเหลือ 50% และ
ในการประยุกต์ใช้ในการตรวจจับสารโดปามีน พบว่านาโนพาติเคิลสามารถท ากราฟมาตรฐานโดปามีน
ได้เป็นเส้นตรงในความเข้มข้นของโดปามีนที่ใช้เท่ากับ 10-5 -1.9x10-3 โมล/ลิตร (r2 = 0.9997) และ
สามารถตรวจจับโดปามีนที่ความเข้มข้นต่ าสุดเท่ากับ 10−6 โมล/ลิตร 

 
เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส 
 เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสเป็นเอนไซม์ในกลุ่มออกซิโดรีดักเตส (oxidoreductase) ที่เป็น
สาเหตุของการเกิดสีน้ าตาลในผักและผลไม้ เป็นเอนไซม์ที่มีคอปเปอร์ไอออน (Cu2+) ป็นองค์ประกอบ 
(Can et al., 2014) โครงสร้างของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสมี 4 หน่วยย่อย (subunit) เอนไซม์โพ
ลีฟีนอลสามารถใช้สับสเตรทเป็นสารประกอบในกลุ่มฟีนอลโดยท าหน้าที่ในการเร่งปฏิกิริยาให้โมโน
ฟีนอล (monophenol) กลายเป็นไดฟีนอล (diphenol) และเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยนสารประกอบฟีนอล
ไปเป็นควิโนน โดยมีออกซิเจนเป็นสับสเตรทร่วม ในการท าปฏิกิริยา เมื่อได้สารประกอบควิโนนจะเกิด
การพอลิเมอไรเซชันต่อได้เป็นเมลานิน ซึ่งเป็นรงควัตถุที่เกิดสีน้ าตาล นอกจากนี้เอนไซม์โพลีฟีนอ
ลออกซิเดสยังสามารถใช้สับสเตรทอ่ืนได้แก้สารประกอบในกลุ่มที่มีโครงสร้างในกลุ่มสารประกอบฟี
นอล เช่น อะโรมาติกเอมีน เบนซีนไธออล ท าให้เป็นเอนไซม์ตัวนึงในกลุ่มออกซิโดรีดักเตสที่ได้รับ
ความสนใจในการน ามาบ าบัดน้ าเสีย (Nandi et. Al., 2009) 
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รูปที่ 1.4 สมการแสดงปฏิกิริยาของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส 
ที่มา: Taranto et al. (2017) 

 
Shinde et al. (2012) ได้ศึกษาความสามารถของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสที่สกัดมาจาก

ใบ หญ้าคองเกรท (Parthenium hysterophorus), ผักเป็ด (Alternanthera sessilis) และ สบู่ด า 
(Jatropha curcas) สามารถสลายสีย้อม Yellow 5G และ Brown R ได้ โดยใช้เอนไซม์ที่ผ่านการท า
ให้บริสุทธิ์ ซึ่งสามารถสลายสีย้อมได้ภายใน 6 ชั่วโมง  
 Jadhav et al. (2013) พบว่าเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสจากเปลือกกล้วยที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนเกลือ (NH4)2SO4 ที่ความอ่ิมตัว 70% สามารถสลายสารประกอบฟีนอลิก 4 
ชนิด ได้แก่ pyrogallol, gallic acid Tannic acid และ phenol ทีค่วามเข้มข้น 1 กรัม/ลิตร ได ้ได้ 
100, 85, 80 และ 70% ตามล าดับ ภายในเวลา 24 ชั่วโมง และสามารถสลายสี Blue 2RNLความ
เข้มข้น 40 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 89% ภายในเวลา 24 ชั่วโมง และสามารถท าให้ค่า chemical oxygen 
demand (COD) ลดต่ าลง 
 Arabaci and Usluoglu (2014) ตรึงเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสจากใบควินซ์ (Cydonia 
oblonga) ด้วยแคลเซียมอัลจิเนท เปรียบเทียบกับเอนไซม์ที่ไม่ตรึงพบว่า การตรึงเอนไซม์ท าให้ความ
คงตวัของเอนไซม์มีมากข้ึนเมื่อเทียบกับเอนไซม์ที่ไม่ได้ตรึง และสามารถสลายสีย้อม Telon Yellow 
ARB ได้ 72.68% เมื่อบ่มเอนไซม์ท่ีตรึงกับสีย้อม นาน 30 นาที 
 
สีย้อมและประเภทของสีย้อม 

ในด้านสิ่งทอ สี หมายถึง สิ่งที่มีสีหรือท าให้เกิดสี (colorant) สามารถจ าแนกสีโดยอาศัย
เกณฑ์การจ าแนกได้หลายเกณฑ์ ได้แก่  

1. จ าแนกตามประจุ ได้แก่ สีประจุบวก ประจุลบ และไม่มีประจุ 
2. จ าแนกตามเส้นใยที่สามารถย้อมได้ เช่น สีย้อมเส้นใยเซลลูโลส สีย้อมเส้นใยพอลิเอ

สเตอร์ สีย้อมเส้นใยพอลิเอไมด์ สีย้อมเส้นใยอะไครลิก เป็นต้น 
3. จ าแนกตามชื่อสี เช่น สีแอซิด สีไดเร็กซ์ สีดิสเพิร์ส สีมอร์แดนท์ เป็นต้น 
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4. จ าแนกตามโครงสร้างทางเคมี (ตารางที่ 1.2) เช่น มีโครงสร้างเอโซ มีโครงสร้างแอนท
ราควินโนน มีโครงสร้างสติวบีน เป็นต้น 
 ตารางท่ี 1.2 ชนิดของสีและโครงสร้าง  

กลุ่ม โครงสร้าง สี 

อะโซ (Azo) 
 

Methyl orange 
Methyl red 
Methyl yellow 

ไดอะโซ (Diazo) 
 

Amido black 
Congo red 
Tryphan blue 

ออกซาซีน (Oxazine) 
 

Resazurin 

ฟีนาซีน (Phenazine) 
 

Safranin-O 

ฟีโนไทอะซีน 
(Phenothiazine)  

Methylene green 
Touidine blue O 

ไตรฟีนิลมีเทน 
(Triphenylmethane) 

 

Aniline blue 
Brilliant green 
Bromocresol purple 
Bromothymol blue 
Crystal violet 
Fast green  
Malachite green 
Methyl green 
Methyl violet 
Water blue 

ที่มา Chanwun et. al., (2013) 
 
5. จ าแนกตามแหล่งก าเนิดสี เช่น สีที่ก าเนิดจากธรรมชาติ สีที่มนุษย์สังเคราะห์ขึ้นมา 

หรือ สีอินทรีย์ (organic colorant) และสีอนินทรีย์ (inorganic colorant) โดยสีอินทรีย์เป็นสารให้สี
ที่เป็นสารประกอบอินทรีย์ เป็นสีย้อม (dye) ที่ใช้ย้อมวัสดุ (substrate) เช่น ผ้า กระดาษ หนัง ผม 
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โดยการละลายสีในตัวกลางเช่น น ้า เป็นต้น ส่วนสีอนินทรีย์ เป็นสารให้สีของสารประกอบอนินทรีย์ 
ส่วนใหญ่เป็นพิกเม้นท์ (pigment) ท าให้เกิดสีในวัสดุโดยไม่ต้องใช้ตัวกลางเป็นน้ า เช่น สีในสีทาบ้าน 
หรือ สีในพลาสติก 

6. จ าแนกตามสีที่มองเห็นได้ เช่น สีด า สีแดง สีเหลือง สีเขียว เป็นต้น ฯลฯ 
 

สีส่วนใหญ่ในอุตสาหกรรมฟอกย้อมนิยมจ าแนกสีตามวิธีการใช้สี ซึ่งจ าแนกสี
ออกเป็น 11 ชนิด โดยมีประเภทและคุณสมบัติของสีดังนี้ (ตารางที่ 2) 

 
ตารางท่ี 2 ประเภทสีย้อมและคุณสมบัติ 
 

ประเภทสีย้อม สมบัติ 
1. สีแอซิด (acid dye) เกิดจากสารประกอบอินทรีย์ มีประจุลบ ละลายน้ าได้ดี ส่วน

ใหญ่เป็นเกลือของกรดก ามะถัน กลไกในการติดสีเกิดเป็น
พันธะไอออนิก ใช้ย้อมเส้นใยโปรตีน เช่น สี Acid Brown 113 
Tartarzine, Ponceau 4R, Carmoisine, Erythrosine และ 
C.I. Acid red 13 เป็นต้น 

2. สีไดเร็กท์ (direct dye) หรือสี
ย้อมฝ้าย  

เป็นเกลือของเบสอินทรีย์ ให้ประจุลบ ละลายน้ าได้ดี นิยมใช้
ย้อมเส้นใยโปรตีน ไนลอนและใยอะคริลิกได้ดี เช่น สี congo 
red เป็นต้น 

3. สีเบสิก (basic or cationic 
dye)  

เป็นสารประกอบอะโซที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง มีหมู่กรดซัลโฟนิค
ที่ท าให้ตัวสีสามารถละลายน้ าได้ มีประจุลบ นิยมใช้ย้อมเส้นใย
เซลลูโลส เช่น สี methylene blue, rhodulin blue และ 
crystal violet เป็นต้น 

4. สีดิสเพอร์ส (disperse dye)  ไม่ละลายน้ าแต่มีสมบัติการกระจายได้ดี สามารถย้อมเส้นใยโพ
ลีเอสเตอร์ ไนลอน และอะคริลิกได้ดี สีดิสเพอร์สแบ่งออกเป็น 
2 กลุ่ม โดยพิจารณากลุ่มเคมีในตัวสีย้อม ได้แก่ สีย้อมอะโซ 
และสีย้อมอะมิโน แอนทราคิวโนน เช่น สี indanthrene 
blue, duranol และ dispersal เป็นต้น 

5. สีรีแอกทีฟ (reactive dye)  ละลายน้ าได้ มีประจุลบ เมื่ออยู่ในน้ าจะมีสมบัติเป็นด่าง 
เหมาะกับการย้อมเส้นใยเซลลูโลสมากที่สุด สีรีแอกทีฟมี 2 
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ประเภทสีย้อม สมบัติ 
กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีย้อมติดที่อุณหภูมิสูง 70-75°C และกลุ่มท่ีย้อม
ติดที่อุณหภูมิปกติ procion cibracon และ remazol เป็นต้น 

6. สีอะโซอิค (azoic acid)  ไม่สามารถละลายน้ าได้ การที่สีจะเกาะกับเส้นใยได้ต้องย้อม
ด้วยสารประกอบฟีนอลซึ่งละลายน้ าได้ก่อน แล้วย้อมทับด้วย
สารไดอะโซคอมโพแนนท์จึงจะเกิดเป็นสีได้ ใช้ย้อมเส้นใยได้ทั้ง
เซลลูโลส ไนลอน หรือ อะซิเตท เช่น Methyl orange, 
Methyl red, Methyl yellow Amido black, Congo red 
และ Tryphan blue เป็นต้น 

7. สีแว็ต (vat dye)  ไม่สามารถละลายน้ าได้ เมื่อท าการย้อมต้องเตรียมน้ าย้อมให้สี
แว็ตละลายน้ า โดยให้ท าปฏิกิริยากับสารรีดิวซ์และโซเดียมไฮ
ดรอกไซด์ สีแว็ตมีส่วนประกอบทางเคมีที่ส าคัญ 2 ชนิด เป็น
อนุพันธ์ของสี indigo เช่น vat yellow 11, vat blue 1, vat 
brown 3, vat red 28 และ vat orange 9 เป็นต้น 

8. สีมอร์แดนท์ หรือโครม  
(mordant or chrome dye)  

เป็นสีที่มีโมเลกุลใหญ่ ซึ่งเกิดจากสีมอร์แดนท์หลายโมเลกุลจับ
กับโลหะแล้วละลายน้ าได้ จึงท าให้ย้อมได้ง่าย ใช้ย้อมเส้นใย
โปรตีนและเส้นใยพอลีเอไมด์ได้ดี เช่น สี carmosine และ 
alizarin เป็นต้น 

9. สีอินเกรน (Ingrain dye)  ไม่ละลายน้ า โดยเกิดเป็นคอลลอยด์หลังจากเกิดปฏิกิริยากับ
น้ า ใช้ส าหรับย้อมฝ้าย เช่น Nitro aniline red เป็นต้น 

10. สีออกซิเดชัน (oxidation 
dye)  

ไม่ละลายน้ า อาศัยปฏิกิริยาการตกตะกอนผลึกภายในเส้นใย 
ใช้ย้อมฝ้ายและขนสัตว์ เช่น สี Aniline black เป็นต้น 

11. สีซัลเฟอร์ (sulfur dye) ไม่ละลายน้ า เมื่อท าการย้อมต้องรีดิวซ์สีเพื่อให้โมเลกุลอยู่ใน
สภาพที่ละลายน้ าได้ นิยมน ามาย้อมฝ้าย เช่น สี sulfur black 
1 และ sulfur green 12 เป็นต้น 

 
การบ าบัด หรือการสลายสีย้อม 
 ปัจจุบันการก าจัดหรือการสลายสีย้อมมี 3 วิธี คือ  

1. กระบวนการบ าบัดทางกายภาพ (Physical Treatment) เป็นการบ าบัดน้ าเสีย

โดยใช้วิธีทางฟิสิกส์ โดยอาศัยการกรองเศษขยะออกจากน้ าเสีย เป็นระบบการบ าบัดเบื้องต้น จากนั้น

น้ าเสียจะถูกบ าบัดในขั้นตอนต่อไป คือ ใช้ตะแกรงหยาบ ตามด้วยตะแกรงละเอียดเพ่ือกรองเศษผ้า 
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และด้ายออกจากน้ าเสีย น้ าที่ผ่านการกรองจะถูกน ามาปรับสภาพ โดยการควบคุมความเข้มข้นของน้ า

เสียก่อนจะลดอุณหภูมิเพ่ือบ าบัดในขั้นตอนต่อไป 

2. ระบบบ าบัดทางฟิสิกส์-เคมี (Physicochemical) เป็นระบบที่มีความหลากหลาย 

เช่น 1) การตกตะกอนทางเคมี ใช้เพ่ือแยกสารแขวนลอย 2) การดูดซับ (adsorption) โดยใช้ถ่านกัม

มันต์ 3) การโอโซน (ozone oxidation) คือการออกซิไดส์สารอินทรีย์ให้เกิดการสลาย โดยใช้โอโซน 

(O3) ซึ่งมีประสิทธิภาพในการสลายสีย้อมสูง 4) การกรอง (filtration) โดยใช้ทรายในการกรอง ซึ่งเป็น

หน่วยบ าบัดขั้นสุดท้าย 

3. การบ าบัดทางชีวภาพ มี 3 ประเภท ได้แก่ 1) การบ าบัดโดยการใช้ออกซิเจน 

(Aerobic Treatment process) ซ่ึงเป็นระบบบ าบัดแบแอกติเวเต็ดสลัดจ์ (Activated Sludge) และ

บ่อเติมอากาศ (Aerated Lagoon) 2) ระบบบ่อบ าบัดแบบไม่ใช้ออกซิเจน (Anaerobic Ponds) และ 

3) ระบบบ่อบ าบัดที่เลียนแบบกลไกธรรมชาติ คือ บ่อปรับเสถียร (Stabilization pond) 

 ซึ่งการบ าบัดน้ าเสียแต่ละวิธีมีข้อดีข้อเสียที่แตกต่างกัน โดยส่วนมากแล้วมีค่าใช้จ่าย หรือ

จ าเป็นต้องใช้พ้ืนที่ในการบ าบัดสูง ปัจจุบันโรงงานในประเทศไทยที่เก่ียวข้องกระบวนผลิตที่ก่อให้เกิด

น้ าเสียที่มีสีปปนเปื้อน เช่น โรงงานมัดย้อม หรือฟอกสี นิยมใช้วิธีการบ าบัดแบบชีวภาพมาท่ีสุด คือ

เป็นร้อยละ 63.3 เมื่อเทียบกับวิธีการบ าบัดในโรงงานทั้งหมด (รูปที่ 1.5) 

 
 

รูปที่ 1.5 สัดส่วนร้อยละของโรงงานที่มีข้อมูลระบบบ าบัดน้ าเสียแบบต่าง ๆ (พ.ศ.2556) 
ที่มา: ศูนย์บริการวิชาการจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (2556) 
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจากเปลือกแตงโม 
2. เพ่ือท าบริสุทธิ์เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสบางส่วนจากเปลือกแตงโม 
3. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจากเปลือกแตงโมในการก าจัดสีย้อม 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. เพ่ือศึกษาเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจากเปลือกแตงโม 
2. เพ่ือท าบริสุทธิ์เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสบางส่วนจากเปลือกแตงโม 
3. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจากเปลือกแตงโมในการก าจัดสีย้อม 

นิยามศัพท์เฉพาะ 

บีทแตงโม (watermelon rind bead) คือ เม็ดบีทแคลเซียมอัลจิเนทที่ตรึงสารสกัดหยาบเปลือก
แตงโม 
บีทควบคุม คือ เม็ดบีทแคลเซียมอัลจิเนทที่ตรึงน้ ากลั่น 
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บทท่ี 2  

วิธีการด าเนินการวิจัย 

1. การสกัดเปลือกแตงโม 
แตงโมพันธุ์กินรี ซื้อจากตลาดสดทุ่งสงเมื่อ 15 มิ.ย. 2561 ปอกเปลือกสีเขียวด้าน

นอกออก เหลือแต่ส่วนที่เป็นเยื่อสีขาวด้านใน หั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆ ชั่งน้ าหนัก เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะน ามาสกัด 

2. การสกัดสารสกัดหยาบจากเปลือกแตงโม 
  เปลือกแตงโมที่หั่นเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จ านวน 209.76 กรัม สกัด

เอาน้ าออกด้วย เครื่องคั้นน้ าผลไม้แยกกาก (เครื่องคั้นน้ าผักและผลไม้แยกกาก HHS-500) เติม 3% 
w/w Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) ลงไป คนให้เข้ากัน หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 rpm ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที วัดปริมาตรสารสกัดหยาบที่ได้ เก็บสารสกัดไว้ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 

3. การตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
สารสกัดเปลือกแตงโมที่ได้ถูกน าไปตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอ่ิมตัว 

50%, 70% และ 90% โดยใช้สารสกัดเริ่มต้น 45 มิลลิลิตร เติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตตามตาราง
การตกตะกอนเกลือของ Green and Hughes (1955) โดยค่อย ๆ  เติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 14.09 
กรัม ลงในสารสกัด พร้อมคนเบา ๆ จนกว่าเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตละลาย ตั้งทิ้งไว้นาน 30 นาที 
เพ่ือให้โปรตีนตกตะกอน ในอ่างน้ าที่มีน้ าแข็ง จากนั้นแยกส่วนของโปรตีนที่ตกตะกอนออกโดยการ
หมุนเหวี่ยงความเร็ว 10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แยกสารละลายส่วนใส
ที่ได้ออก วัดปริมาตรแล้วน าไปตกตะกอนเกลือที่ความอ่ิมตัว 70% ส่วนตะกอนโปรตีนที่ได้ละลายกลับ
ด้วย 0.1 M phosphate buffer pH 6.8 เก็บสารละลายที่ได้จากการตกตะกอนเกลือที่ความอ่ิมตัวต่าง 
ๆ ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนน าไป dialysis โดยการตกตะกอนเกลือที่ความอ่ิมตัว 90% ท า
เช่นเดียวกัน  
 4. การ dialysis 
   สารละลายโปรตีนที่ได้จากการตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตความอ่ิมตัวต่าง ๆ 
ถูกน ามา dialysis โดยการน าสารละลายโปรตีน ใส่ในถุง dialysis ที่มี molecular weight cut off 
12,000-14,000 ยี่ห้อ CelluSep จากนั้น dialysis ในบัฟเฟอร์ 0.1 M phosphate buffer pH 6.8 ที่
อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส หลัง dialysis แล้วโปรตีนถูกท าให้เข้มข้นข้ึนโดยใช้ Cellulose acetate 
แล้วเก็บสารละลายโปรตีนที่ได้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป 

5. การวัดปริมาณโปรตีน 
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การวัดปริมาณโปรตีนใช้วิธีการของแบรดฟอร์ด (Bradford, 1976) โดยใช้สารสกัดท่ี
ได้ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายแบรดฟอร์ด (เตรียมโดยการละลาย 100 มิลลิกรัม 
Coomassie Brilliant Blue G-250 ใน 50 มิลลิลิตร 95% ethanol  จากนั้นเติม 85% (w/v) 
phosphoric acid ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรทั้งหมดให้ครบ 1 ลิตร แล้วกรองด้วย
กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 เก็บสารละลายไว้ในขวดสีชา) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าใหเ้ข้ากัน
แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
โดยค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ น ามาเทียบกับสารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin 
(BSA) ที่ความเข้มข้น 0-0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

6. การทดสอบกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส แลคเคส และโพลีฟีนอลออกซิเดส 
  6.1 การทดสอบกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสโดยใช้สับสเตรทเป็น guaiacol 
   การทดสอบเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสโดยใช้สับสเตรทเป็น Guaiacol 

ดัดแปลงตามวิธีการของ Cavalcanti et al. (2004) โดยปฏิกิริยาในการทดสอบประกอบด้วย 10 mM 
phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 2.7 มิลลิลิตร 0.1 M H2O2 100 ไมโครลิตร 0.25% v/v 
guaiacol 100 ไมโครลิตร และสารสกัดปริมาตร 100 ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที่เพ่ิมข้ึนความ
ยาวคลื่น 470 นาโนเมตร ทุก ๆ 15 วินาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นค านวณค่าการดูดกลืนแสงที่
เปลี่ยนไปต่อนาที แล้วค านวณกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสโดยใช้สูตร 

กิจกรรมของเอนไซม์ (U/ml) = (Vt x m)/(Ɛ x v x D) โดยที่  
Vt คือ ปริมาตรทั้งหมดในปฏิกิริยา 
m คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนไปต่อนาที 

Ɛ คือ molar extinction coefficient ของ guaiacol ซึ่งมีค่าเท่ากับ 26.6 mM-1 cm-1 
V คือ ปริมาตรสารสกัดที่ใช้ในปฏิกิริยา (ml) 
และ D คือ ระยะทางที่แสงผ่าน เท่ากับ 1 cm 

โดยกิจกรรมของเอนไซม์รายงานในรูปค่าเฉลี่ยจากการทดสอบ 3 ซ้ า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(standard deviation, SD) ในหน่วย U/ml 

6.2 การทดสอบกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสโดยใช้สับสเตรทเป็น pyrogallol 
การทดสอบเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสโดยใช้สับสเตรทเป็น pyrogallol 

ดัดแปลงตามวิธีการของ Chance and Maehly (1955) และ Shannon. (1966) โดยปฏิกิริยาในการ
ทดสอบประกอบด้วย 10 mM phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 2.42 มิลลิลิตร 0.1 M H2O2 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 50 mg/ml pyrogallol ปริมาตร 320 ไมโครลิตร และสารสกัดปริมาตร 
160 ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที่เพ่ิมขึ้นความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร ทุก ๆ 15 วินาที เป็น
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เวลา 2 นาที จากนั้นค านวณค่าการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนไปต่อนาที แล้วค านวณกิจกรรมของเอนไซม์
เปอร์ออกซิเดสโดยใช้สูตร 

กิจกรรมของเอนไซม์ (U/ml) = (Vt x m)/(Ɛ x v x D) โดยที่  
Vt คือ ปริมาตรทั้งหมดในปฏิกิริยา 
m คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนไปต่อนาที (∆OD420/min) 

Ɛ คือ molar extinction coefficient ของ pyrogallol ซึ่งมีค่าเท่ากับ 12.0 เมื่อ pyrogallol 
มีความเข้มข้น 1 mg/ml  

V คือ ปริมาตรสารสกัดที่ใช้ในปฏิกิริยา (ml) 
และ D คือ ระยะทางที่แสงผ่าน เท่ากับ 1 cm 

โดยกิจกรรมของเอนไซม์รายงานในรูปค่าเฉลี่ยจากการทดสอบ 3 ซ้ า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(standard deviation, SD) ในหน่วย U/ml 

7. การทดสอบกิจกรรมเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส 
  การทดสอบกิจกรรมเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส ดัดแปลงตามวิธีการของ Siddiq 

and Cash (2000) โดยปฏิกิริยาประกอบด้วย 0.05 M phosphate buffer pH 6.8 2.360 มิลลิลิตร 
0.1 M catechol 0.6 มิลลิลิตร และตัวอย่าง 40 ไมโครลิตร โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่เพ่ิมข้ึนที่ความ
ยาวคลื่น 420 นาโนเมตร ทุก ๆ 10 วินาที เป็นเวลานาน 2 นาที รายงานกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟี
นอลออกซิเดสในหน่วย U/ml โดย 1 unit ของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส คือค่าการดูดกลืนแสงที่
เปลี่ยนแปลงไป 0.001 OD/min (∆OD420/min) ซึ่งมาจาก catechol ที่ถูกออกซิไดส์  

8. การทดสอบกิจกรรมเอนไซม์แลคเคส 
  กิจกรรมเอนไซม์แลคเคส ดัดแปลงตามวิธีการของ Bourbonnais et al. (1998) 

ปฏิกิริยาประกอบด้วย 5 mM 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid 
(ABTS) ใน 100 mM acetate buffer pH 4.5 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และสารละลายตัวอย่าง 0.5 
มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที จากนั้นน าสารละลายวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
420 นาโนเมตร   

 9. การตรวจหากิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสและโพลีฟีนอลออกซิเดสด้วยวิธีอิเล็กโตร
โฟรีซีสแบบไม่แปลงสภาพ (native-PAGE) 

การท าอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบไม่แปลงสภาพ Native polyacrylamide gel 
electrophoresis (native-PAGE) ดัดแปลงจากวิธีการของ Laemmli (1970) โดยใช้การแยกแบบไม่
ต่อเนื่อง (Discontinues electrophoresis) โดยใช้ stacking gel 4% และ separating gel 10% 
โดยส่วนประกอบของเจลดังตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 2.1 ส่วนประกอบของอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบไม่แปลงสภาพ (native-PAGE) ดัดแปลงจาก
วิธีการของ Laemmli (1970) 

ส่วนประกอบ Stacking gel (4%) Separating gel (10%) 
30% Acrylamide-0.8%bisacrylamide 0.67 ml 4.29 ml 
0.5 M Tris-HCl pH 6.8 1.25 ml - 
1.5 M Tris-HCl pH 8.8 - 3.25 ml 
10% w/v Ammonium persulfate 50 µl 200 µl 
TEMED 10 µl 13 µl 
Distilled water 2.83 ml 4.71 ml 
Total volume 5 ml 13 ml 

 
การย้อมโปรตีนเพ่ือศึกษาความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ท าโดยการย้อมด้วยสี 0.1% 

Coomassie Brilliant Blue G-250 และล้างสีที่ย้อม (destained) ในสารละลาย methanol–
water–acetic acid (4:5:1) จนกว่าสารละลายที่ล้างจะใสไม่มีสี 

การย้อมกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส โดยใช้สับสเตรทเป็น Guaiacol ท าโดย
ปฏิกิริยาที่ประกอบด้วย 0.25% (v/v) guaiacol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร , 0.1 โมลาร์ H2O2 ปริมาตร 1
มิลลิลิตร  และ 0.1 โมลาร์ 10 mM phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 23 มิลลิลิตร บ่มเจลป
ระมาณ 10 นาที หรือจนกว่าจะเห็นแถบกิจกรรมของเอนไซม์ 

การย้อมกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส โดยใช้สับสเตรทเป็น pyrogallol ท าโดย
ปฏิกิริยา ประกอบด้วย 0.25% (v/v) guaiacol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร , 0.1 โมลาร์ H2O2 ปริมาตร 1
มิลลิลิตร  และ 0.05 โมลาร์ 10 mM phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 23 มิลลิลิตร บ่มเจลป
ระมาณ 10 นาที หรือจนกว่าจะเห็นแถบกิจกรรมของเอนไซม์ 

การย้อมกิจกรรมเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส ท าโดยปฏิกิริยาที่ประกอบด้วย 0.1 
M catechol ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใน 0.05 M phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  
บ่มเจลประมาณ 10 นาที หรือจนกว่าจะเห็นแถบกิจกรรมของเอนไซม์ 

10. การตรึงสารสกัดหยาบเปลือกแตงโมด้วยแคลเซียมอัลจิเนท 
เพ่ือทดสอบความสามารถในการสลายสีเบื้องต้นของสารสกัดที่ได้ สารสกัดที่ได้น ามา

เจือจาง 1.83 เท่า จะถูกน ามาเติมโซเดียมอัลจิเนทให้มีความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนทเท่ากับ 1.3% 
w/v จากนั้นคนให้โซเดียมอัลจิเนทพองตัว คนจนโซเดียมอัลจิเนทละลายเข้าเป็นเนื้อเดียวกับสารสกัด 
เติมสารละลาย 8% v/v glutaraldehyde คนให้เข้ากัน จากนั้นน ามาหยดผ่านหลอดฉีดยาที่ปลาย
กระบอกมีเข็มฉีดยา nipro ขนาด 18G x 1" (1.2 x 25 mm) ลงในสารละลาย 200 mM CaCl2 
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ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในบีกเกอร์ขนาด 1,000 มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมใช้น้ ากลั่นแทนสาร
สกัด บ่มเป็นเวลานาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส เพ่ือรอให้เม็ดบีทแข็งตัวเต็มที่ จากนั้น
น ามาล้างด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จ านวน 3 ครั้ง กรองด้วยกระชอน แล้วซับด้านล่าง
กระชอนด้วยกระดาษเนื้อเยื่อเพ่ือให้น้ ากลั่นแห้ง จะได้เม็ดบีทเปลือกแตงโม และเม็ดบีทควบคุม เมื่อ
สุ่มเม็ดบีททั้ง 2 ชนิด ๆ ละ 10 เม็ดวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง พบว่ามีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 
2.34 ± 0.31 และ 2.47 ± 0.35 มิลลิเมตร ตามล าดับ ซึ่งขนาดของเม็ดบีทไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
เมื่อทดสอบแบบ one-way ANOVA ด้วยวิธีการ Duncan ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 

11. การทดสอบการสลายสีย้อมโดยใช้เม็ดบีทเปลือกแตงโม 
การทดสอบการสลายสีย้อมโดยใช้เม็ดบีทเปลือกแตงโม ท าโดยการใช้สีย้อม 10 สี ได้แก่ สี 
Bromocresol green, Bromothymol blue, Bromophenol blue, Congo red, Crystal violet, 
Malachite green, Methyl orange, Methylene blue, Phenol red และ Safranin-O โดยสีแต่ละ
สีจะถูกเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้มีค่าการดูดกลืนแสงตามความยาวคลื่อนเฉพาะของสีนั้น ๆ ให้มีค่า
เท่ากับ 1.000 ± 0.200 จากนั้นเม็ดบีทจะถูกชั่งน้ าหนักจ านวน 1.00 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง โดยแบ่ง
การทดลองเป็น 6 กลุ่ม เพ่ือให้สอดคล้องกับลักษณะการท างานของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสและโพลีฟี
นอลออกซิเดส คือ สีย้อม, สีย้อมผสม H2O2 0.1 M, สีย้อมผสม H2O2 ผสมเม็ดบีทควบคุม สีย้อมผสม 
H2O2 ผสมเม็ดบีทแตงโม สีย้อมผสมเม็ดบีทควบคุม และสีย้อมผสมเม็ดบีทแตงโม โดยปริมาตรรวม
ทั้งหมดเท่ากับ 3 มิลลิลิตร ปิดหลอด แล้ววางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงสีของสารสกัด และวัดค่าการดูดกลืนแสงของสีแต่ละชนิดตามความยาวคลื่นของสีแต่ละ
ชนิด ดังตารางที่ 2.2 จากการทดสอบความสามารถในการสลายสีเบื้องต้น เม็ดบีทจะถูกน าไปทดสอบ
การสลายสีย้อมที่เหมาะสม ด้วยวิธีการที่เหมาะสมอีกครั้งเพ่ือให้ได้ประสิทธิภาพในการสลายสีย้อมที่
เหมาะสมมากที่สุด และการเลือกสีย้อมเพ่ือน าไปศึกษาผลของอุณหภูมิและพีเอชต่อความสามารถใน
การสลายสีย้อม   
ตารางท่ี 2.2 ค่าความยาวคลื่นของสีที่น ามาทดสอบ 

ล าดับที่ สีย้อม ค่าความยาวคลื่น (นาโนเมตร) 
1. Bromocresol green 615 
2. Bromothymol blue 612 
3. Bromophenol blue 594 
4. Congo red 498 
5. Crystal violet 589 
6. Malachite green 615 
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ล าดับที่ สีย้อม ค่าความยาวคลื่น (นาโนเมตร) 
7. Methyl orange 482 
8. Methylene blue 662 
9. Phenol red 482 
10. Safranin-O 527 

 

ร้อยละการสลายสีค านวณดังสมการ 

ร้อยละการสลายของสี (%Decolorization) = ((Adye-Atest)/Adye)x100 โดยที่  

Adye คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสีย้อม  

Atest คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสีย้อมผสมสารต่าง ๆ 

12. การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการสลายสีย้อมของเม็ดบีท 
 การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการสลายของเม็ดบีทแตงโม ท าโดย น าเม็ดบีทแตงโมและเม็ด
บีทควบคุมปริมาร 1 กรัมในหลอดทดลองที่มีฝาปิด โดยบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ ได้แก่ 32 (อุณหภูมิห้อง) 
40 50 60 70 80 90 และ 100 องศาสเซลเซียส นาน 30 นาที สังเกตการเปลี่ยนแปลงของเม็ดบีท 
จากนั้นน ามาสลายสีย้อมเช่นเดียวกับข้อที่ 11 
13. การศึกษาผลของพีเอชต่อกิจกรรมเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบ เม็ดบีท และการ
สลายสีคองโกเรด 
 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในพีเอชต่าง ๆ ท าโดยปฏิกิริยา
ประกอบด้วย 20 มิลลิโมลาร์ คะทีคอล ในสารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ บัฟเฟอร์ พีเอช 3 4 5 6 7 8 
9 และ 10 และสารสกัด 40 ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที่เพ่ิมขึ้นทุก ๆ 10 วินาที ที่ความยาว
คลื่น 420 นาโนเมตร เป็นเวลา 1 นาที กิจกรรมของเอนไซม์ 1 ยูนิต (Unit, U) คือ ค่าการดูดกลืนแสง
ที่เพ่ิมข้ึน 0.001OD/นาที ที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร 
 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในเม็ดบีทที่ผ่านการบ่มในบัฟเฟอร์พีเอช
ต่าง ๆ ท าโดย น าเม็ดบีทรางจืด 0.5 กรัม บ่มในบัฟเฟอร์พีเอชต่าง ๆ (พีเอช 3 4 5 6 7 8 9 และ 10) 
นาน 30 นาที จากนั้นล้างบัฟเฟอร์ออกด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง ซับน้ าออกให้เม็ดบีทแห้ง วัดขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของเม็ดบีทที่เปลี่ยนแปลงไป จากนั้นน าเม็ดบีทวัดกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส 
โดยใช้ปฏิกิริยาเช่นเดียวกับข้อที่ 2 
 การศึกษาผลของพีเอชต่อการสลายสีของเม็ดบีทรางจืดท าโดย การน าเม็ดบีทรางจืด จ านวน 
1 กรัม บ่มในบัฟเฟอร์ที่มี พีเอชต่าง ๆ (พีเอช 3 4 5 6 7 8 9 และ 10) เป็นเวลานาน 30 นาที ชุด
ควบคุมไม่บ่มที่พีเอชใด ๆ จากนั้นน าเม็ดบีทออกจากบัฟเฟอร์ ล้างด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง สังเกตการ
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เปลี่ยนแปลงของเม็ดบีท แล้วน าไปสลายสีย้อม เช่นเดียวกับข้อที่ 3.2 เม็ดบีทควบคุมท าเช่นเดียวกับ
เม็ดบีทรางจืด 
14. การศึกษาจ านวนรอบการสลายสีของเม็ดบีท 
 เมื่อทดสอบสีที่เม็ดบีทสามารถสลายได้ดีที่สุด เม็ดบีทจะถูกถูกทดสอบการสลายสี โดยใช้เวลา
ในการสลายที่เหมาะสมที่สุด จ านวนรอบการสลายสี โดยใช้สภาวะเดียวกับการทดสอบการสลายสี
ย้อม ดังกล่าวไว้ในข้อ โดยใช้สีคองโกเรดที่มีค่าการดูดกลืนแสงตั้งต้นที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร 
เท่ากับ 1.000 ± 0.200 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมกับเม็ดบีทรางจืดจ านวน 1 กรัม ชุดควบคุมใช้เม็ด
บีทควบคุมแทน จากนั้นท าการเขย่าที่ความเร็ว 100 rpm นาน 3 ชั่วโมง แล้วน าสารละลายที่ได้วัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 662 นาโนเมตร จากนั้นค านวณร้อยละการสลายสีย้อม ส่วนเม็ดบีทที่
แยกสารละลายออกแล้วน าไปเติมสีย้อมเพ่ือท าการทดสอบความสามารถในการสลายสีอีกครั้ง 
15. การศึกษาลักษณะทางกายภาพของเม็ดบีทภายหลังการดูดซับ 

  ภายหลังการดูดซับสีเม็ดบีทควบคุม และเม็ดบีทแตงโมจะถูกน าไปตัดขวาง แล้วส่อง

ด้วยกล้องจุลทรรศน์เพ่ือดูลักษณะการดูดซับที่ก าลังขยายต่าง ๆ  

16. การวิเคราะห์สถิติ 

การวิเคราะห์ทางสถิติ ใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics 21 โดยวิเคราะห์ความ

แปรปรวนโดยใช้ One-Way ANOVA แบบ Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) 
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บทท่ี 3  

ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 

1. การสกัดสารสกัดหยาบจากเปลือกแตงโมกินรี 
 สารสกัดหยาบจากเปลือกแตงโม เป็นของเหลวสีเหลืองปนแดง (ผิดพลาด! ไม่พบแหล่งการอ
  างอิง) หลังจากเติม PVPP สารละลายเหลืองและใสขึ้น โดยสารสกัดที่ได้จากเปลือกแตงโมคิดเป็นร้อย
ละผลผลิต เท่ากับ 74.89  

 
 

รูปที่ 3.1 สารสกัดหยาบแตงโม ก คือ เปลือกแตงโมกินรี ส่วนสีขาวที่น ามาค้ันแยกกาก และ ข คือ 
น้ าคั้นเปลือกแตงโมที่ได้จากเครื่องคั้นน้ าแยกกาก 

2. ปริมาณโปรตีน และกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสและโพลีฟีนอลออกซิเดสเมื่อผ่านการ
ตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอ่ิมตัวต่าง ๆ 
 จากการตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอ่ิมตัว 3 ช่วง ได้แก่ 0-50%, 50-70%, 
และ 70-90% และทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส โพลีฟีนอลออกซิเดส และแลคเคส 
พบว่า กิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสสูงที่สุดเมื่อตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความ
อ่ิมตัว 70% เมื่อทดสอบโดยใช้สับเสตรทเป็น guaiacol และ pyrogallol (ตารางที่ 3.1) เช่นเดียวกับ
เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสที่มีกิจกรรมเอนไซม์มากที่สุดเมื่อตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ี
ความอ่ิมตัว 70% และเมื่อศึกษา specific activity พบว่ามีกิจกรรมสูงที่สุดเมื่อตกตะกอนเกลือที่
ความอ่ิมตัว 90% (ตารางที่ 3.2) ในการท าบริสุทธิ์บางส่วนด้วยการตกตะกอนเกลือ ความอ่ิมตัวของ
แอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมคือ ที่ความอ่ิมตัว 50-90% เพ่ือให้มีกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิ
เดสและโพลีฟีนอลออกซิเดสสูงที่สุด และสารสกัดหยาบแตงโมไม่พบกิจกรรมของเอนไซม์แลคเคสเมื่อ
ทดสอบโดยใช้สับสเตรทเป็น ABTS 
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3. แถบโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสและโพลีฟีนอลออกซิเดสบนเจลอิเล็กโตร
โฟรีซีสแบบ native-PAGE 
 เมื่อน าสารสกัดที่ผ่านการตกตะกอนเกลือที่ความอ่ิมตัวต่าง ๆ มาแยกบนเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 
แล้วศึกษาแถบของโปรตีน และกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดส พบว่า 
ปริมาณโปรตีนบนเจลพบมากที่สุด (รูปที่ 2 ง) เมื่อตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 0-50% 
ส่วนกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสปรากฏแถบที่ในสารสกัดที่ตกตะกอนเกลือ 50-70 และ
70-90% (รูปที่ 2 ก) สอดคล้องกับกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสที่ย้อมด้วยสับสเตรท 
pyrogallol และ guaiacol (รูปที่ 2 ข และ ค) ดังนั้นการท าบริสุทธิ์บางส่วนของเอนไซม์เปอร์ออกซิ
เดสและโพลีฟีนอลออกซิเดสโดยการตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตควรเลือกช่วงการ
ตกตะกอนที่ความอ่ิมตัว 50-90% ซึ่งสอดคล้องกับการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ในหลอดทดลอง 
               ก                            ข                             ค                           ง 

 
รูปที่ 3.2 แถบแถบกิจกรรมของเอนไซม์เม่ือย้อมด้วยสับสเตรทชนิดต่าง ๆ และแถบโปรตีนของสาร

สกัดแตงโมบนเจล native-PAGE  โดย ก-ง คือ แถบกิจกรรมของเอนไซม์ PPO ที่ย้อมด้วย catechol 
แถบกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสที่ย้อมด้วยสับสเตรท pyrogallol guaiacol และแถบโปรตีน 
ตามล าดับ โดยที่ 1-5 คือ ตัวอย่างสารสกัดหยาบแตงโม และที่ผ่านการตกตะกอนเกลือแอมโมเนียม

ซัลเฟตที่ความอ่ิมตัว 0-50, 50-70, 70-90% และ 90-100% ตามล าดับ 

 
4. การตรึงสารสกัดหยาบจากเปลือกแตงโม 
 สารสกัดหยาบจากเปลือกแตงโมมีสารผสมหลายชนิด เมื่อน ามาใช้ในการสลายสีย้อม อาจ
เป็นการเพ่ิมสารอินทรีย์ในน้ าเสีย จึงอาจท าให้น้ าที่ได้หลังจากการบ าบัดสีแล้วมีคุณภาพไม่เพียงพอ 
การน าสารสกัดมาตรึงในตัวกลางจึงเป็นวิธีการหนึ่งที่ช่วยลดผลอันไม่พึงประสงค์นี้ได้ สารที่น ามาตรึงท่ี
สารสกัดหยาบเปลือกแตงโมคือ โซเดียมอัลจิเนทซึ่งสามารถเกิดเป็นเม็ดบีทได้ในสารละลายที่เป็น
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ไอออนบวก เช่น แคลเซียมไอออน ในการทดลองนี้ใช้โซเดียมอัลจิเนทที่ความเข้มข้น 1.3% w/v และ 
0.8% v/v glutaraldehyde จากนั้น ถูกท าให้กลายเป็นเม็ดบีทในสารละลาย แคลเซียมคลอไรด์ ความ
เข้มข้น 200 mM โดยหยดสารละลายสารสกัดหยาบที่เตรียมไว้ผ่านเข็มฉีดยา nipro ขนาด 18G x 1" 
(1.2 x 25 mm) โดยชุดควบคุมใช้น้ ากลั่นแทน ขนาดของเม็ดบีทควบคุมที่ได้มีลักษณะใส และเม็ดบีท
แตงโมที่ได้มีสีเหลืองอ่อน มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย 2.47±0.35 และ 2.34 ± 0.31 มิลลิเมตร 
(รูปที่ 3.3) ตามล าดับ เมื่อวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบว่า ขนาดของ
เม็ดบีทควบคุมและเม็ดบีทแตงโมที่ได้ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
 

 
 

รูปที่ 3.3 เม็ดบีทควบคุมและเม็ดบีทแตงโม 

 

5. การทดสอบการสลายสีย อมของเม็ดบีทแตงโมที่สกัดได  
 การทดสอบการสลายสีย้อมของเม็ดบีทแตงโมเบื้องต้น สารสกัดหยาบที่ใช้ เมื่อเตรียมเป็นเม็ด
บีทแตงโมคิดเป็นค่าเจือจางจากสารสกัดเดิม 1.83 เท่า โดยการทดสอบการสลายสีย้อมท าโดยการ
สร้างสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการท างานของเอนไซม์ในกลุ่มออกซิโดรีดักเตส (oxidoreductase) ที่
มีในพืชซึ่งเกี่ยวข้องกับการน ามาประยุกต์ใช้ในการสลายสีย้อม 2 ชนิด คือ เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และ
โพลีฟีนอลออกซิเดส รวมถึงเอนไซม์แลคเคส โดยเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซม์ที่ต้องใช้
สับสเตรทร่วมเป็น H2O2 สว่นเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสใช้ออกซิเจนเป็นสับเสตรทร่วม จึงมีกลุ่ม
การทดสอบ 6 กลุ่ม คือ 1. สีย้อม 2. สีย้อมผสมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 3. สีย้อมผสมเม็ดบีทควบคุม 
4. สีย้อมผสมเม็ดบีทควบคุมและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 5. สีย้อมผสมเม็ดบีทแตงโม 6. สีย้อมผสม
เม็ดบีทแตงโมและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แล้วสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีย้อมเป็นเวลา 3 วัน 
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พบว่า H2O2 ที่เติมลงไปเป็นสับสเตรทร่วมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสในสารสกัดหยาบมีผลต่อการ
สลายสี โดยเฉพาะสี crystal violet, malachite green, bromophenol blue, methylene blue 
และ safranin-O โดยมีร้อยละการสลายสี 98.01±0.13, 52.53±0.10, 34.48±0.10, 33.92±0.39 
และ 25.85±0.20 ตามล าดับ ส่วนบีทควบคุมมีความสามารถในการสลายสีด้วย โดยความสามารถใน
การสลายสีของสีย้อมมาจากการดูดซับสีของเม็ดบีทควบคุม สังเกตจากสีที่ติดอยู่บนเม็ดบีท โดยมีช่วง
การสลายสีได้ร้อยละ 18.12-45.70 เมื่อใช้เม็ดบีทแตงโมพบว่าเม็ดบีทแตงโมสามารถสลายสี 
bromothymol blue, crystal violet, malachite green และ congo red ได้ดี (รูปที่ 3.5) โดย
สามารถสลายสีได้ร้อยละ 74.24±0.35, 81.07±0.71, 84.58±0.23 และ 91.85±0.40 ตามล าดับ (รูป
ที่ 3.4) จากการทดสอบพบว่าเมื่อตรึงสารสกัดหยาบแตงโมด้วยแคลเซียมอัลจิเนทแล้วสามารถ
ประยุกต์ใช้ในการสลายสีย้อมได้ โดยสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการสลายสีย้อมได้ ทั้งในรูปแบบการ
ท างานของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และในรูปแบบการท างานของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส 
 

 
 

รูปที่ 3.4 ร้อยละการสลายสีชนิดต่าง ๆ ของเม็ดบีท โดยค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดสอบ 3 ซ้ า 
บาร์คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ส่วนตัวอักษรพิมพ์เล็กภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่าง
ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) วิเคราะห์โดย One-Way ANOVA โดยวิธี Duncan 
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รูปที่ 3.5 การสลายสีต่าง ๆ ของเม็ดบีทแตงโมที่เวลา 3 วัน โดยหมายเลข 1-6 หมายถึง สีย้อม, สี
ย้อม+H2O2, สีย้อม+บีทแตงโม+H2O2, สีย้อม+บีทควบคุม+H2O2, สีย้อม+บีทแตงโม และ สีย้อม+บีท

ควบคุม ตามล าดับ 

6. การทดสอบการสลายสีย้อมคองโกเรดด้วยกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสบนแผ่นเจล native-

PAGE  

 เมื่อศึกษาการสลายสีย้อมเบื้องต้นแล้วพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสมีผลต่อสี

ย้อมคองโกเรดมากที่สุด ดังนั้นจึงน าสารสกัดหยาบมาแยกบนแผ่นเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส แบ่งเจลเป็น 2 

ส่วน สว่นที่ 1 ย้อมกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (ดังวิธีการย้อมในข้อ 9 บทที่ 2) แล้วบ่มแผ่น

เจลภายหลังการแยกด้วย 0.1 M H2O2 ผสมกับสารละลายสีคองโกเรดที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
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ยาวคลื่น 498 นาโนเมตร เท่ากับ 1.000±0.200 เขย่าที่ความเร็ว 100 rpm จนกว่าจะสังเกตเห็นแถบ

ใสที่เกิดข้ึนพบว่า สีคองโกเรดที่ปรากฏบนแผ่นเจลมีวงใส (clear zone) ในบริเวณท่ีมีกิจกรรมของ

เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (ลูกศรสีแดงในรูปที่ 3.6) และส่วนที่ไม่ใช่เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส จากผลการ

ทดสอบนี้แสดงให้เห็นว่าการสลายของสีคองโกเรดมีการสลายโดยใช้เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสร่วมกับ

กิจกรรมของเอนไซม์อ่ืน และเนื่องจากผลการทดลองนี้และข้อเสียของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสที่ท างาน

ร่วมกับ H2O2 ซึ่งเป็นสารออกซิไดส์ที่รุนแรง และผลการทดลองรูปที่ 3.5 และ 3.6 พบกิจกรรมของ

เอนไซม์ร่วมด้วย และประสิทธิภาพของการใช้ และไม่ใช้ H2O2 รว่มในการสลายสีย้อมไม่แตกต่างกัน

มากนัก จึงท าให้ผู้วิจัยด าเนินการศึกษาผลของอุณหภูมิและพีเอชต่อการสลายสีย้อมในรูปที่ไม่ใช้

กิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 

 
 

รูปที่ 3.6 การศึกษาความสามารถในการสลายสีคองโกเรดของสารสกัดหยาบเปลือกแตงโม โดยหัว
ลูกศรสีแดงแสดงให้เห็นต าแหน่งของกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และส่วนใส (clear zone) 

แสดงให้เห็นบริเวณท่ีมีการสลายสีคองโกเรด 

7. การศึกษาการสลายสีคองโกเรดของเม็ดบีทแตงโม 
7.1 สารสกัดหยาบเปลือกแตงโมและเม็ดบีทท่ีตรึงสารสกัดหยาบเปลือกแตงโม 

  หลังจากการทดลองในข้อที่ 6 และ 7 สารสกัดหยาบถูกเตรียมขึ้นมาใหม่ โดยการ
สกัดด้วยวิธีการเดิม โดยมีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 2,957.41±93.22 U/ml และเตรียมเป็นเม็ดบีท
โดยการไม่เจือจางสารสกัด ด้วยความเข้มข้นโซเดียมอัลจิเนทที่ความเข้มข้น 1.3% w/v โดยมีขนาด
ของเม็ดบีทควบคุม และเม็ดบีทแตงโมเท่ากับ 2.4±0.193 และ 2.3±0.207 มิลลิเมตร ตามล าดับ 
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7.2 การทดสอบระยะเวลาที่เหมาะสมในการสลายสีคองโกเรดของเม็ดบีทที่ตรึงสารสกัด
หยาบเปลือกแตงโม 

 เม็ดบีทที่ตรึงสารสกัดหยาบเปลือกแตงโมและเม็ดบีทควบคุมถูกท ามาทดสอบการ
สลายสีย้อมที่เวลาต่าง ๆ (15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 นาที) ด้วยการบ่มสีย้อมคองโกเรด
ที่มีความเข้มแสงที่ความยาวคลื่น 498 นาโนเมตร มีค่าเท่ากับ 1.000±0.200 ผลการทดลองพบว่า เมื่อ
เวลามากข้ึนเม็ดบีทควบคุมและเม็ดบีทแตงโมสามารถสลายสีย้อมได้เพ่ิมขึ้น (รูปที่ 3.7) โดยเม็ดบีท
แตงโมสามารถสลายสีย้อมได้ดีกว่าเม็ดบีทควบคุมในทุกเวลาที่ทดสอบ โดยสามารถสลายสีย้อมได้ดี
ที่สุดที่เวลา 150 นาที หรือ 2.5 ชั่วโมง 

 
 

รูปที ่3.7 ความสามารถในการสลายสีคองโกเรดของเม็ดบีทแตงโมและเม็ดบีทควบคุมที่เวลาต่าง ๆ 

7.3 การศึกษาลักษณะการสลายสีย้อมของเม็ดบีท 
เม็ดบีทถูกน าไปตัดขวาง แล้วศึกษาการติดสีย้อมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า เม็ด

บีทแตงโมมีความแตกต่างในการดูดซับสีได้มากกว่าเม็ดบีทควบคุม (รูปที่ 3.9) เมื่อศึกษาผลจากการ
สลายเปรียบเทียบระหว่างเม็ดบีทควบคุมและเม็ดบีทแตงโมพบว่า เม็ดบีทควบคุมมีความสามารถใน
การสลายสีย้อมด้วย เมื่อเม็ดบีทมีสารสกัดหยาบเปลือกแตงโมตรึงไว้ ท าให้เม็ดบีทมีความสามารถใน
การสลายสีย้อมเพ่ิมมากข้ึน การสลายสีย้อมจึงมาจากการสลาย 2 ส่วน คือ มาจากการจับสีของเม็ดบีท 
และมาจากการสลายของสารสกัดหยาบเปลือกแตงโมซึ่งถูกตรึงไว้ในเม็ดบีท โดยการสลายสีของสาร
สกัดหยาบยังเป็นกลไกที่ยังไม่ทราบแน่ชัด เมื่อศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์หลังน าเม็ดบีทไปบ่มกับสี
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ย้อมคองโกเรดที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 498 นาโนเมตร เท่ากับ 1.000±0.200 ที่บ่มเป็น
เวลา 150 นาที พบว่า เม็ดบีทควบคุมติดสีอ่อน ๆ ส่วนเม็ดบีทแตงโมติดสีคองโกเรดเข้มกว่าเม็ดบีท
ควบคุม เมื่น าเม็ดบีทตัดขวางเป็นชิ้นบาง ๆ แล้วศึกษาผ่านกล้องจุลทรรศน์พบลักษณะการติดสีที่
แตกต่างระหว่างบีทแตงโมและบีทควบคุม โดยบีทควบคุมติดสีย้อมทั่วเม็ดบีท สีอ่อนกว่าบีทแตงโม 
ส่วนบีทแตงโม มีการติดสีเข้มลักษณะเป็นวงแหวนรอบเม็ดบีท ส่วนภายในไม่มีการติดสีเลย เมื่อมอง
ด้วยตาเปล่า 

 
รูปที ่3.8 เม็ดบีทแตงโมและเม็ดบีทควบคุมก่อนและหลังการสลายสีคองโกเรดที่เวลา 150 นาที โดยที่ 
ก และ ข คือเม็ดบีทควบคุมและเม็ดบีทแตงโมก่อนการสลายสี ค และ ง คือ เม็ดบีทควบคุมและเม็ด

บีทแตงโมหลังการสลายสีคองโกเรด ตามล าดับ 

 

     
                              ก                                                    ข 

รูปที่ 3.9 เม็ดบีทภายใต้กล้องก าลังขยาย 10X โดยรูป ก-ข คือ เม็ดบีทควบคุม และเม็ดบีทแตงโม 
ภายหลังการสลายสีย้อม ตามล าดับ 
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 7.4 ผลของพีเอชต่อขนาดของเม็ดบีท กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส และ
ความสามารถในการสลายสีคองโกเรด 
  เม็ดบีทถูกน ามาศึกษาผลของพีเอช โดยการบ่มด้วยพีเอช 3-10 เป็นเวลานาน 30 
นาที ก่อนน ามาศึกษาความสามารถในการสลายสีคองโกเรด เมื่อบ่มเม็ดบีทที่พีเอชต่าง ๆ พบว่า เม็ด
บีทมีการเปลี่ยนแปลงขนาดไป (รูปที่ 3.10) โดยการเปลี่ยนแปลงขนาดเม็ดบีทคือ มีการพองตัวขยาย
ขนาดข้ึนเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้บ่มด้วยพีเอชใด ๆ โดยการเปลี่ยนแปลงขนาดของเม็ดบีท
ควบคุมและเม็ดบีทแตงโมที่พีเอช 5 มีการพองตัวมากที่สุด รองลงมาคือพีเอช 8 7 6 และ 3 ส่วนเม็ด
บีทที่บ่มด้วยพีเอช 9 และ 10 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
 

 
รูปที่ 3.10 ขนาดเม็ดบีทเมื่อบ่มด้วยพีเอชบัฟเฟอร์ที่เวลา 30 นาที 

  กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบ และในเม็ดบีทเมื่อบ่มที่พี
เอชต่าง ๆ ผลการทดลองพบว่า กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสมีการเปลี่ยนแปลงไปเมื่อบ่ม
ด้วยพีเอชต่าง ๆ ทั้งในสารสกัดหยาบและในเม็ดบีทแตงโม (รูปที่ 3.11 และ รูปที่ 3.12) โดยมีแนวโน้ม
ในแต่ละพีเอชระหว่างเม็ดบีทและสารสกัดหยาบแตกต่างกัน โดยค่าพีเอชที่สารสกัดหยาบมีกิจกรรม
ของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสสูงที่สุด คือ พีเอช 4 รองลงมาคือ 5 6 ชุดควบคุม 10 7 9 3 และ 8 
ตามล าดับ ส่วนกิจกรรมของเอนไซม์ในเม็ดบีทควบคุมพบว่าลดลงเมื่อบ่มเม็ดบีทที่บัฟเฟอร์พีเอชต่าง ๆ  
โดยมีค่ารองจากชุดควบคุมที่พีเอช 3 4 5 7 8 9 10 และ 6 ตามล าดับ  
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รูปที ่3.11 กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบที่พีเอชต่าง ๆ 

 

 
รูปที่ 3.12 กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในเม็ดบีทแตงโม 
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  การสลายสีย้อมของเม็ดบีทควบคุมและเม็ดบีทแตงโมเมื่อบ่มเม็ดบีทก่อนบ่มด้วยสี

คองโกเรดที่พีเอชต่าง ๆ นาน 30 นาที พบว่า เม็ดบีทควบคุมมีการสลายสีย้อมลดลงเมื่อบ่มในบัฟเฟอร์

ที่มีค่าพีเอชต่าง ๆ เมื่อเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่มีการบ่มที่พีเอชใด ๆ โดยมีความสามารถในการสลายสี

ย้อมน้อยที่สุดเมื่อบ่มด้วยบัฟเฟอร์พีเอช 7 รองลงมาคือ 8 6 9 10 5 4 3 และ ชุดควบคุม ตามล าดับ 

ในขณะที่เม็ดบีทแตงโมมีความสามารถในการสลายสีย้อม ลดลงเพียงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

โดยเม็ดบีทที่พีเอช 5 มีความสามารถในการสลายสีคองโกเรด (มีค่า 93.09±0.36) ไม่แตกต่างกับชุด

ควบคุม (95.12±0.42) เมื่อเทียบค่าเฉลี่ยด้วยความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

เมื่อบ่มด้วยค่าพีเอชอ่ืนมีค่าลดลงตามล าดับ คือ 6 7 8 10 9 4 และ 3 ตามล าดับ โดยมีค่าเท่ากับ 

87.61±0.76, 87.39±1.16, 84.33±1.48, 81.82±0.87, 80.00±1.18, 66.39±0.87 และ 62.21±0.90 

ตามล าดับ 

 

รูปที่ 3.13 การสลายสีย้อมของเม็ดบีทเมื่อบ่มด้วยพีเอชต่าง ๆ 

 7.5 ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส และความสามารถในการสลาย
สีคองโกเรด 
  ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสของสารสกัดหยาบ ซึ่ง
ท าโดยการบ่มสารสกัดหยาบที่อุณหภูมิต่าง ๆ (32 (อุณหภูมิห้อง), 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 
องศาเซลเซียส) นาน 30 นาที ก่อนน าไปวัดกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสพบว่า อุณหภูมิที่
มีกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสสูงที่สุด คือ 40 องศาเซลเซียส รองลงมา คือ 50 60 32 70 
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80 90 และ 100 ตามล าดับ โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 4,300.00±313.02, 
3,969.44±115.83, 3,377.78±224.86 2,957.41±93.22, 2,381.48±133.82 528.70±55.39 
287.04±99.52 และ 46.30±5.24 U/ml ตามล าดับ (รูปที่ 3.14) เมื่อน าเม้ดบีทไปบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
เป็นเวลา 30 นาที แล้วทดสอบกิจกรรมเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสพบว่า มีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุดที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส รองลงมาคือ 40 32 90 80 50 60 และ 100 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
โดยมีค่าเท่ากับ 717.33±13.20  616.00±8.64  608.67±105.15  518.00±31.16  483.33±10.87 
432.67±24.94  360.00±4.90 และ 282.67±13.30 U/g bead ตามล าดับ (รูปที่ 3.15) ส่วนผลการ
ทดสอบการสลายสีย้อม (รูปที่ 3.16) พบว่าเม็ดบีทท่ีบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ มีความสามารถในการสลายสี
คองโกเรดลดลงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับชุดควบคุม โดยมีความสามารถในการสลายสีย้อมในช่วงอุณหภูมิ 
32-100 เท่ากับ 92.34±0.32  91.79±1.35 91.64±0.90 91.58±0.19  90.33±0.55  82.30±2.59 
88.72±0.96 และ 96.64±0.60% ในขณะที่เม็ดบีทควบคุมสามารถสลายสีย้อมได้ 54.77±0.59 
50.09±2.81  48.57±2.22  46.75±0.19  47.51±2.07  35.16±0.98  45.92±1.80 และ 54.29±0.16 
ตามล าดับ 
 

  
 

รูปที ่3.14 ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบเปลือก
แตงโม  
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รูปที่ 3.15 ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในเม็ดบีทแตงโม 
 

 
 

รูปที่ 3.16 ผลของอุณหภูมิต่อการสลายสีคองโกเรดของเม็ดบีท 
 

 7.6 การทดสอบความสามารถในการสลายสีย้อมซ้ าของเม็ดบีท 
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  การทดสอบความสามารถในการใช้ในการสลายสีย้อมซ้ าของเม็ดบีท โดยการน าเม็ด
บีทสลายสีคองโกเรดเป็นเวลา 150 นาที แล้วน าเม็ดบีทแยกออกจากสารละลายสีย้อมที่สลาย น าไป
สลายสีย้อมคองโกเรดอีกครั้ง เพ่ือศึกษาความสามารถในการใช้ซ้ าพบว่า เม็ดบีทสามารถใช้งานได้เพียง 
2 ครั้ง โดยการใช้งานครั้งแรกสามารถสลายสีคองโกเรดได้ 95.16±0.24 เมื่อน ามาสลายซ้ าสามารถ
สลายสีได้ 74.79±0.32 ส่วนครั้งที่สามสามารถสลายสีได้ 29.41±2.98 %  

 
 

รูปที ่3.17 การสลายสีคองโกเรดซ้ าของเม็ดบีท 
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บทท่ี 4  

สรุปผลการวิจัยและขอ้เสนอแนะ 

 

เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสและโพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบเปลือกแตงโมสามารถ

ตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตได้ที่ความเข้มข้นอิ่มตัวร้อยละ 50-100 และพบเอนไซม์เปอร์ออก

ซิเดสและโพลีฟีนอลออกซิเดสมีอย่างน้อย 2 ไอโซไซม์ เมื่อตรึงสารสกัดหยาบเปลือกแตงโมเป็นเม็ด  

บีทสามารถสลายสีย้อมได้ร้อยละ 91-96 และเม็ดบีทควบคุมสามารถสลายสีย้อมได้ร้อยละ 40-60 

โดยเม็ดบีทที่ตรึงสารสกัดหยาบเปลือกแตงโมสามารถสลายสี crystal violet, malachite green, 

bromophenol blue, methylene blue และ safranin-O ด้วยร้อยละการสลายสี 98.01±0.13, 

52.53±0.10, 34.48±0.10, 33.92±0.39 และ 25.85±0.20 ตามล าดับ และการสลายสีโดยปราศจาก 

H2O2 ของเม็ดบีทสามารถสลายสี bromothymol blue, crystal violet, malachite green และ 

congo red ได้ ด้วยร้อยละการสลายสีเท่ากับ 74.24±0.35, 81.07±0.71, 84.58±0.23 และ 

91.85±0.40 ตามล าดับ โดยสามารถสลายสี congo red ได้ดี และเร็วที่สุดโดยใช้เวลาในการสลาย 

2.5 ชั่วโมง เม็ดบีทยังมีความสามารถในการสลายสี congo red ได้หลังการบ่มด้วยพีเอชและอุณหภูมิ

ในช่วงกว้าง โดยสามารถสลายสีได้ช่วงร้อยละ 82.30±2.59 - 92.34±0.32 แต่กิจกรรมของเอนไซม์

โพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบและในเม็ดบีทเปลี่ยนแปลงไปมาก และเม็ดบีทมีความสามารถ

ในการใช้ซ้ าได้เพียง 2 รอบ โดยรอบที่ 2 มีร้อยละการสลายสี 74.79±0.32 จากการทดลอง

ความสามารถในการสลายสีย้อมน่าจะมาจากการดูดซับสีของเม็ดบีทแคลเซียมอัลจิเนทและ

ความสามารถในการสลายสีของสารสกัดหยาบโดยกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีนอ

ลออกซิเดส ส าหรับการระบุกลไกการสลายสีที่ชัดเจนของเม็ดบีทที่ตรึงสารสกัดหยาบเปลือกแตงโม

จ าเป็นต้องท าการศึกษาต่อ รวมถึงการน าไปประยุกต์ในการสลายสีย้อมจ าเป็นต้องปรับปรุงเม็ดบีทให้

มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 
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