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บทคัดย่อ 
สีเป็นมลพิษอย่างหนึ่ง ทั้งสีสังเคราะห์ และสีธรรมชาติ เมื่อปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมจะส่งผล

เสียต่อระบบนิเวศ เช่น ลดการสังเคราะห์แสง และมีผลต่อปริมาณการละลายของออกซิเจนในน้ า 
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสามารถของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดในการสลายสีย้อม 
และสีจากน้ าทิ้งโรงงานน้ ามันปาล์ม โดยวิเคราะห์เอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับการสลายสีย้อมในสารสกัด
หยาบใบรางจืด 3 ระยะ คือ ใบอ่อน ใบกลาง และใบแก่ คือ เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส โดยใช้สับสเตรท
เป็น guaiacol syringaldazine และ pyrrogallol ร่วมกับ H2O2 พบว่าในใบระยะกลางมีกิจกรรมของ
เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสสูงที่สุดโดยสับเสตรทดังกล่าวเท่ากับ 0.040±0.001  1.97±0.003 และ 
0.039±0.0006 U/ g fresh weight ตามล าดับ และกิจกรรมเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสพบมากสุด
ในระยะใบกลางเช่นกัน โดยใช้สับเสตรทเป็น pyrocatechol มีกิจกรรมเท่ากับ 9,991.68±135.00 U/ 
g fresh weight เมื่อน าสารสกัดหยาบรางจืดผลิตเม็ดบีทสลายสีย้อมโดยการตรึงสารสกัดหยาบใบ
รางจืดด้วยแคลเซียมอัลจิเนต พบว่าการใช้เม็ดบีทเพียงอย่างเดียวไม่ร่วมกับ H2O2 สามารถสลายสี
ย้อมได้ โดยสามารถสลายสีย้อม methylene blue ไดด้ีที่สุด ในเวลา 45 นาที โดยเม็ดบีทขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 2.03 ± 0.06 มิลลิเมตร ซึ่งมีกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในเม็ดบีทมาก
ที่สุด และสลายสีย้อมได้ร้อยละ 91.07 ±2.39 เมื่อน าเม็ดบีทไปบ่มใน pH ต่าง ๆ (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 
และ 10) พบว่าเม็ดบีทมีการพองตัวในทุกค่า pH โดยค่า pH ที่มีการพองตัวของเม็ดบีทมากที่สุด คือ 
pH 9 โดยพองตัวมีขนาดเม็ดบีทใหญ่ขึ้น 1.9 เท่า เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่บ่มใน pH ใด ๆ กิจกรรม
ของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสเมื่อบ่มใน pH ต่าง ๆ พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดต่ าลงอย่างมี
นัยส าคัญเม่ือบ่มที่ pH 3 และ 4 และกิจกรรมเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญเมื่อบ่มใน pH 7-10 เมื่อเทียบ
กับชุดควบคุม เมื่อศึกษาความสามารถในการสลายสีย้อม พบว่า ความสามารถในการสลายสีย้อมของ
เจลมีค่าใกล้เคียงกันแม้ผ่านการบ่มด้วย pH ที่แตกต่างกัน เมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิต่อเม็ดบีท โดย
การน าเม็ดบีทบ่มท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ (40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส)พบว่าโครงสร้าง
ของเม็ดบีทท่ีสังเกตด้วยตาเปล่าไม่เปลี่ยนแปลง เมื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซม์พบว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส าคัญ โดยมีค่ากิจกรรมลดลงเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมสูงขึ้น แต่ยังมีความสามรถใน
การสลายสีย้อม methylene blue โดยเม็ดบีทที่บ่มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสมีร้อยละการสลาย
สีย้อมเท่ากับ  79.08 เมื่อน าเม็ดบีทรางจืดมาสลายสีย้อมซ้ า พบว่า สามารถสลายสีย้อม methylene 
blue ซ้ าได้ถึง 20 รอบ โดยรอบที่ 20 มีร้อยละการสลายสีย้อมเท่ากับ 59 เมื่อทดสอบการสลายสีจาก
น้ าเสียโรงงานน้ ามันปาล์มของเม็ดบีทรางจืดพบว่าเม็ดบีทรางจืดไม่สามารถาลายสีในน้ าเสียโรงงาน
น้ ามันปาล์มได้ ผลการศึกษาในครั้งนี้เม็ดบีทรางจืดสามารถประยุกต์ใช้ในการสลายสีย้อมได ้ ซึ่งเป็น
วิธีการที่ปลอดภัยและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 
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Abstract 
Both synthetic dyes and natural dyes contaminating in water are pollution. 
These dyes give the deep color in wastewater. It causes many affects to the 
ecosystem such as reducing photosynthetic activity and affecting dissolved 
oxygen concentration. This research was objective to study decolorization 
ability of crude leaf extract from Thumbergia laurifolia on dye contaminated 
in water and palm oil mill effluent. The three stages of leaves (young, middle 
and mature leaf stage) extracts were analyzed 2 enzymes relating dye 
decolorization (peroxidase and polyphenol oxidase). The peroxidase activity 
was determined using guaiacol syringaldazine and pyrogallol as substrate 
presenting H2O2. The result showed the highest activity in middle stage leaf 
extract of 0.040±0.001, 1.97±0.003 and 0.039±0.0006 U/ g fresh weight using 
guaiacol syringaldazine and pyrrogallol as substrate, respectively. The 
polyphenol oxidase (PPO) activity was estimated using pyrocatechol as 
substrate and the result also showed highest activity in middle leaf extract of 
9,991.68±135.00 U/ g fresh weight. The leaf extract was immobilized by calcium 
alginate. The Thumbergia laurifolia bead was determined decolorization ability. 
The result showed only Thumbergia laurifolia bead without H2O2 could 
decolorize dye in water. The methylene blue dye was rapid decolorized by 
Thumbergia laurifolia bead (within 45 min). The 2.03 ± 0.06 mm diameter of 
bead showed highest activity of PPO and %decolorization of 91.07 ±2.39 when 
compared to other large bead sizes. The bead was incubated in various pH 
buffer (pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10) for 30 min before the PPO activity and 
%decolorization were determined. The bead swelled in every pH test. The 
highest swell of the bead presented in pH 9 with the size larger 1.9 times than 
control (without any incubation). The PPO activity was decrease when 
incubated in pH 3 and 4 buffer and increase when incubated in pH 5-10 buffer; 
however, the %decolorization was equal to control after incubation in every 
pH buffer. The bead was incubated in various temperatures (40, 50, 60, 70, 80, 
90 and 100ºC) after determination PPO activity and dye decolorization. The 
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physical appearance bead after incubation was not change. PPO activity in the 
bead was decrease when the bead was incubated in higher temperature, 
however, the ability of decolorization after 100ºC incubation presented the % 
decolorization of 79.08. The Thumbergia laurifolia bead was used for 
methylene blue decolorization up to 20 cycles with 59 %decolorization. The 
bead was also estimated palm oil mill effluent decolorization. The result 
showed it could not decolorize this waste water.  

This research presented this bead has ability to apply in dye 
decolorization. It is the safe and friendly to environment method. 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหา 

อุตสาหกรรมหลายชนิดในปัจจุบันนี้ได้เกิดของเสียหลากหลายชนิด หนึ่งในของเสียเหล่านั้น 
คือ น้ าเสียที่เป็นสี ซึ่งมาจากอุตสาหกรรมสีย้อม อุตสาหกรรมการฟอกย้อม อุตสาหกรรมการสกัด
น้ ามันปาล์ม เป็นต้น โดยของเสียเหล่านี้ถูกก าจัดโดยการใช้สารเคมี ซึ่งส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม
ตามมาภายหลัง จึงท าให้การก าจัดสีโดยการใช้วิธีที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมได้รับความสนใจมากยิ่งขึ้น 
หนึ่งในวิธีนั้นคือการใช้สิ่งมีชีวิต เช่น จุลินทรีย์ที่อยู่ในธรรมชาติ แต่ข้อเสียของการใช้จุลินทรีย์ที่ผลิต
เอนไซม์ที่สามารถสลายสีได้มีข้อจ ากัดหลายประการ เช่น มีต้นทุนสูง และสภาวะแวดล้อมที่ต้องปรับ
ให้กับจุลินทรีย์ซึ่งไม่สะดวกต่อการใช้งาน อีกท้ังการสลายสีโดยจุลินทรีย์ถูกพบว่าเมื่อสลายสีแล้วท าให้
ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นมีความเป็นพิษมากขึ้น จึงเป็นทางเลือกที่มีข้อด้อย ดังนั้นการใช้เอนไซม์ที่สกัดได้
จากพืช เช่น เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดสที่สกัดจากพืชจึงเป็นทางเลือกที่ได้รับ
ความสนใจ ซึ่งท าให้การก าจัดสีมีประสิทธิภาพและปลอดภัยต่อผู้ใช้งาน ทั้งยังเป็นมิตรต่อสิ่ งแวดล้อม
อีกด้วย 

เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส เป็นเอนไซม์ที่อยู่ในกลุ่มของเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน พบได้
ในพืช สัตว์ และแบคทีเรีย โดยมีบทบาทในการช่วยป้องกันเซลล์จากอนุมูลของออกซิเจนที่เกิดขึ้นใน
กระบวนการต่าง ๆ ของเซลล์ เช่น ซูเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (O2

−) ไนตริกออกไซด์ (NO) และ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็นต้น และยังมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการสลาย
สารประกอบจ าพวกฟีนอลซึ่งเป็นสับสเตรทร่วมของอนุมูลที่กล่าวมาข้างต้น ซึ่งสารที่ใช้เป็นสีย้อมใน
อุตสาหกรรม และในห้องปฏิบัติการมักเป็นสารประกอบจ าพวกฟีนอล ดังนั้นจึงมีการศึกษาผลของ
เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส ในการสลายสีย้อมซึ่งพบผลการศึกษาท่ีดีในเอนไซม์ที่ได้มาจากพืช 

รางจืดเป็นพืชที่สามารถพบได้ง่ายในทุกภาคของประเทศไทย และเป็นพืชที่ใช้เป็นยารักษา
โรคได้ อีกทั้งยังมีคุณสมบัติที่รู้จักกันดีว่าเป็นสมุนไพรที่สามารถแก้พิษได้ จึงเป็นพืชที่น่าสนใจในการ
ใช้ในการสลายสีย้อม ซึ่งการวิจัยในครั้งนี้สนใจการใช้สารสกัดจากรางจืดเป็นสารที่ใช้ในการสลายสี
ย้อม โดยท าการสกัดสารเป็นสารสกัดหยาบ แล้วทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสลาย
สีย้อม และสีในน้ าเสียจากโรงงานน้ ามันปาล์ม 
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1.2 ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

รางจืด 
 รางจืดเป็นพืชสมุนไพรที่เป็นไม้เลื้อย เป็นเถา มีดอกสีครามอ่อน (รูปที่ 1) มีสรรพคุณในการ
ถอนพิษต่าง ๆ มีชื่ออ่ืน ๆ ว่า ก าลังช้างเผือก เครือเขาเขียว ขอบชะนาง ยาเขียว (ภาคกลาง) คาย ราง
เย็น (ยะลา) จอลอดิเออ ซั้งกะ ปั้งกะล่ะ พอหน่อเตอ (กะเหรี่ยง-แม่ฮ่องสอน) ดุเหว่า (ปัตตานี) ทิดพุด 
(นครศรีธรรมราช) น้ านอง (สระบุรี) ย่ าแย้ แอดแอ (เพชรบูรณ์) สามารถจ าแนกทางอนุกรมวิธานได้
ดังนี้  

อาณาจักร (Kingdom): Plantae 
อันดับ (Order): Lamiales 

วงศ์ (Family): Acanthaceae 
สกุล (Genus): Thumbergia 

สปีชีส์ (Species): T. laurifolia 
 

 
 

รูปที่ 1 เถาและดอกรางจืด 
 

 รางจืดเป็นสมุนไพรที่ “กระทรวงสาธารณสุขรณรงค์ให้เกษตรกรหรือบุคคลทั่วไปเลือกใช้เพ่ือ
ใช้แก้พิษต่าง ๆ เช่น พิษจากยาฆ่าแมลง ยาเบื่อ สารตะกั่ว ฯลฯ” โดยส่วนของรางจืดที่นิยมน ามาใช้ใน
การถอนพิษ ได้แก่ ใบ ราก และเถา  มีรายงานวิจัยว่า หนูที่ได้รับใบรางจืดแห้งสามารถต้านพิษที่เกิด
จากสารฆ่าแมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตได้ (สุชาสินี และคณะ, 2551) นันทวัน และคณะ (2554) 
ศึกษาผลของน้ าต้มใบรางจืดสดต่อกลุ่มเกษตรกรที่มีผลตรวจเลือดมีสารเคมีอยู่ในระดับที่เป็นอันตราย 
ผลการทดลองพบว่ากลุ่มตัวอย่างเกษตรกรที่ได้รับสารสกัดใบรางจืดมีระดับสารเคมีอยู่ในระดับที่ไม่
เป็นอันตรายมากกว่ากลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกัดจากใบรางจืด 



 

3 

 เอนไซม์กลุ่มออกซิโดรีดักเตสในพืช (Oxidoreductase in plant) 
เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 

   เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (peroxidase) EC 1.11.1.7 เป็นเอนไซม์ท่ีจัดอยู่ใน
กลุ่มออกซิโดรีดักเตส เป็นเอนไซม์ที่มีหมู่พรอสเทติกเป็นฮีม เรียก ฮีโมโปรตีน (hemoprotein) การ
แลกเปลี่ยนหมู่ต่าง ๆ ที่ต าแหน่งที่มีเหล็กอยู่ท าให้เปอร์ออกซิเดสสามารถใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
เป็นตัวรับอิเล็กตรอนและออกซิไดส์สารประกอบที่ให้อิเล็กตรอนดังสมการ  

 
โดยมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาดังนี้ 

 
เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส จะออกซิไดส์สับสเตรทในสภาวะที่มี H2O2 ซึ่งสามารถใช้สับสเตรทในกลุ่มฟี
นอลิกได้หลายชนิด เช่น guaiacol parogallol (Vianello et al., 1997) 

เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส 
   เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส (polyphenol oxidase) EC.1.10.3.1) เป็น
เอนไซม์ที่มี โลหะทองแดงบริ เวณเร่งปฏิกิริยา  สับสเตรทส่วนใหญ่ของเอนไซม์จะเป็น O-
dihydroxyphenols ไปเป็น O-benzoquinone ซึ่งเกิดจากการออกซิไดส์ที่หมู่ OH โดยมีออกซิเจน
เป็นสับสเตรทตัวที่ 2 (Martinez and Whitaker, 1995) 
 
 เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสและการสลายสี 
  เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (EC 1.11.1.7) เป็นเอนไซม์ที่ เกี่ยวข้องกับปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน สามารถพบได้ในพืช สัตว์ และแบคทีเรีย โดยท าหน้าที่ในการก าจัดไฮโดรเจนเปอร์ออก
ไซม์ในกระบวนการเมทาบอลิซึมในสิ่งมีชีวิต โดยในพืชพบว่าเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเกี่ยวข้องกับ
ระบบต่าง ๆ ในพืช โดยเฉพาะเกี่ยวข้องกับกระบวนการป้องกันตนเองในพืช เช่น การสร้างลิกนิน 
และซูเบอริน การสร้างสารประกอบในผนังเซลล์ การสังเคราะห์ไฟโตอเล็กซิน เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการสลายรีแอคทีฟออกซิเจนสปีชีส์ (reactive oxygen species) รีแอคทีฟไนโตรเจนสปีชีส์ 
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(reactive nitrogen species) เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการตอบสนองอย่างรวดเร็ว (hypersensitive 
response) การตายของเซลล์บริเวณที่เกิดการติดเชื้อเพ่ือป้องกันการลุกลามของเชื้อ  (Almagro et 
al., 2009) และมีการน าไปประยุกต์ใช้ในการบ าบัดน้ าเสีย โดยธรรมศักดิ์ (2547) ได้ท าการศึกษาผล
ของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจากยางพาราต่อการสลายสารประกอบจ าพวกฟีนอลร่วมกับระบบการ
ก าจัดน้ าเสียในน้ าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมน้ ามันปาล์ม พบว่าการใช้เอนไซม์เปอร์ออกสิเดสร่วม
กับระบบก าจัดน้ าเสียสามารถลดปริมาณสารประกอบฟีนอลได้ร้อยละ 95 Bilal และ Asgher (2015) 
ได้ท าบริสุทธิ์เอนไซม์แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสจากเห็ดหลินจือแล้วตรึงบนตัวกลางแล้วท าการศึกษา
การสลายสีย้อมสังเคราะห์ (Sandal reactive dyes) พบว่า เอนไซม์แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสที่ตรึง
บนตัวกลางสามารถสลายสีย้อมที่ศึกษาได้สูงสุด 92.29% ในรอบแรก และได้ 60% เมื่อสลายสีย้อม
ครบ 6 รอบ และนอกจากนี้ยังได้ศึกษาผลของ แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสที่ตรึงบนเม็ดบีทแคลเซียมอัล
จิเนทต่อการก าจัดสีย้อม และการลดพิษ พบว่าเอนไซม์แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสที่ตรึงอยู่บนตัวกลาง
ดังกล่าวสามารถสลายสีย้อม 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 ได้ถึ ง 
87.5 %, 82.1 %, 89.4 %, 95.7 % และ 83 % ตามล าดับ และยังสามารถลดค่า biochemical 
oxygen demand (BOD)  ได้  94.61-95.47 %,  ค่ า  chemical oxygen demand (COD)  ได้  
91.18-94.85 %, และ total organic carbon (TOC) ได้ 89.58-95 % ในลารละลายสีย้อม ทั้งยัง
สามารถมีประสิทธิภาพในการสลายได้ถึง 7 รอบการท างาน 
  
1.3 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพื่อทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสและโพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบ
จากใบรางจืด 

2. เพื่อศึกษาความสามารถในการสลายสีย้อมของสารสกัดหยาบจากใบรางจืด 
3. เพ่ือทดสอบผลของสารสกัดหยาบของใบรางจืดต่อการสลายสีในน้ าเสียจากโรงงานน้ ามัน

ปาล์ม 
 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสในสารสกัดหยาบใบรางจืด 

2. ทราบกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบใบรางจืด 

3. ทราบความสามารถในการสลายสีย้อมของสารสกัดหยาบใบรางจืดเมื่อถูกตรึงด้วย
แคลเซียมอัลจิเนท 
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บทที่ 2  
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 

วิธีการทดลอง 
1. การเก็บตัวอย่าง 

ใบรางจืดได้จากการเก็บใบรางจืดในมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย วิทยา

เขตนครศรีธรรมราช (ไสใหญ่) ช่วงเดือน สิงหาคม-ตุลาคม 2561 

2. การสกัดสารจากใบรางจืด 
การสกัดสารจากใบรางจืด ประยุกต์ใช้ตามวิธีการของ KAR และ MISHRA (1976)  

น าใบรางจืดที่ล้างสะอาด ผึ่งให้แห้ง จ านวน 10 กรัม บดด้วยไนโตรเจนเหลวให้ละเอียด จากนั้นเติม
สารละลาย 0.1 M phosphate buffer pH 6.8 ที่ผสม 0.25% v/v triton X-100 ปริมาตร 20 ml c
และเติม PVPP 3% w/v จากนั้นกรองกากใบออกด้วยผ้าขาวบาง น าสารสกัดที่ได้หมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลานาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C เก็บสารละลายส่วนใสที่ได้ แล้วเก็บสาร
สกัดไว้ที่อุณหภูมิ -20°C เพ่ือรอการวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป 

3. การวัดปริมาณโปรตีนในสารสกัดหยาบ 
การวัดปริมาณโปรตีนของสารสกัดหยาบท าตามวิธีการของ Bradford (1976) โดย 

ปฏิกิริยาในการทดสอบประกอบด้วยสารละลายแบรดฟอร์ดปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสารตัวอย่าง
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร น าค่าที่ได้เทียบปริมาณโปรตีนด้วยกราฟ
มาตรฐาน BSA ที่ความเข้มข้น 10-100 ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตร 

4. การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 
การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสประยุกต์ตามวิธีการของ Fick และ 

Qualset (1975) และ KAR และ MISHRA (1976) โดยปฏิกิริยาประกอบด้วย ตัวอย่างปริมาณ 200 
µL ในบัฟเฟอร์ 200 µL ที่ประกอบด้วย 50 mM phosphate buffer pH 6.8  10 mM H2O2 และ 
10 mM pyrogallol  บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ 5 นาที แล้วเติม 200 µL ของ 5% H2SO4 
เพ่ือหยุดปฏิกิริยา และวัดค่าเอนไซม์ที่ไม่ท างานโดยยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วย 200 µL ของ 
5% H2SO4 ก่อน แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงของ purpurogallin ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาที่ความยาว
คลื่น 430 nm ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมีเตอร์ กิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสค านวณโดยใช้

สูตร (∆A x T)/(t x v x w) เมื่อ ΔA คือค่าการดูดกลืนแสงจากปฏิกิริยา (Aactive – Ainactive)  T คือ
ปริมาตรทั้งหมด, t คือเวลาที่ใช้ในการบ่ม ( 5 นาที) v คือปริมาตรของเอนไซม์ที่ใช้ในปฏิกิริยา และ 
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w คือน้ าหนักของใบที่ใช้ในการสกัดเอนไซม์  กิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสรายงานอยู่ในหน่วย  
Unit min−1g−1 fresh weight (U min−1 g−1 FW). 

5. การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส 
วัดโดยการดัดแปลงตามวิธีการของ Altunkaya and Gökmen (2008) โดย

ปฏิกิริยาประกอบด้วย 200 µL ของ 0.01 M catechol ใน 1.5 mL ของ 0.1 M phosphate 
buffer pH 6.8 จากนั้นเติมสารสกัดตัวอย่างปริมาตร 200 µL วัดค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่
ความยาวคลื่น 495 nm ทุก ๆ 15 วินาที เป็นเวลา 1 นาที กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส 
คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนแปลงไปต่อนาทีต่อกรัมน้ าหนักใบรางจืดสด (OD min−1 g−1 FW) 

6. การทดสอบความสามารถในการสลายสีย้อม 
การทดสอบความสามารถในการสลายสีย้อมท าโดยในปฏิกิริยาปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ประกอบด้วยการสลายสีย้อมประกอบด้วยสีย้อม 10 mM H2O2 แล้วเติมสารสกัดหยาบจากใบรางจืด
ลงไปปริมาตร 100 µL ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่นเฉพาะของสีที่น ามาทดสอบ โดยชุดควบคุมใช้น้ ากลั่นแทนสารสกัด ค านวณหา เปอร์เซ็นต์
การสลายสีดังสมการ  

 
โดยที่ ODc คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม และ ODt คือ ค่าการดูดกลืนแสง

ของในชุดที่มีสารสกัด 
 7. การตรึงสารสกัดหยาบด้วยแคลเซียมอัลจิเนท 
  การตรึงสารสกัดหยาบรางจืดดัดแปลงจากวิธีการของ Bilal and Asgher (2015) 
โดยการละลายโซเดียมอัลจิเนทในสารสกัดหยาบรางจืดที่ความเข้มข้น 2% w/v แล้วท าให้เกิดเม็ดบีท
โดยการหยดผ่านไซริงค์ที่มีขนาดเข็มต่าง ๆ คือ 18Gx1" (1.2x25 mm) 21Gx1" (0.8x25 mm) และ 
25Gx1" (0.5x25 mm) ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 200 mM  เพ่ือให้เกิดการ
สร้างเป็นเม็ดบีท จากนั้นบ่มในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้เจลมีการ
แข็งตัวเต็มที่ น าเจลมาล้างด้วยน้ ากลั่น 5 ครั้ง แล้วตั้งทิ้งไว้ให้สะเด็ดน้ า วัดขนาดเจลที่เตรียมได้ขนาด
ต่าง ๆ เก็บเจลที่เตรียมได้ท่ีอุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส เพ่ือรอการทดสอบในขั้นตอนต่อไป เจลควบคุม
ท าโดยการใช้สารละลายบัฟเฟอร์ 0.1 M phosphate buffer pH 6.8 แทนสารสกัดหยาบ 
 8. การวัดกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในเม็ดบีท 
  ปฏิกิริยาท าเช่นเดียวกับการวัดกิจกรรมเอนไซม์ปอร์ออกซิเดสในสารสกัดหยาบ แต่
เปลี่ยนระยะเวลาการวัดเป็น 1 นาที โดยการหยุดปฏิกิริยาด้วยการน าเม็ดบีทออก  

%การสลายสี =  
OD

c
-OD

t
 

OD
c
 X 100 
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 9. การทดสอบการสลายสีย้อมของเม็ดบีท 
  การทดสอบการสลายสีย้อม ท าโดยการน าสีย้อมชนิดต่าง ๆ 4 กลุ่ม คือ 1) กลุ่ม 
triphenylmethane ได้แก่ Crystal violet  (A589nm) Malachite green (A615nm) 
Bromocresol green (A615nm) และ Bromothymol blue (A612nm)  2) กลุ่ม Phenazine ได้แก่ 
Safranin-O (A527nm) 3) กลุ่ม Phenol ได้แก่ Phenol red (A578nm) และ Bromophenol blue 
(A594nm) และ 4) กลุ่ม Azo ได้แก่ Methyl orange (A482nm) Methyl blue (A662nm) และ 
Methyl red (A431nm) โดยค่าการดูดกลืนแสงเริ่มต้นของสีแต่ละชนิดเท่ากับ 1.000 ± 0.200 
ปริมาตร 3 ml ผสมกับเม็ดบีทปริมาณ 0.5 กรัม ในหลอดทดลอง เขย่าที่ความเร็ว 100 rpm จากนั้น
สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสี โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงของสีชนิดต่าง ๆ เทียบกับค่าการดูดกลืน
แสงของสีที่ไม่มีเม็ดบีท รายงานผลเป็น %Decolorization ดังสมการ 

 
โดยที่ ODc คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดที่ไม่มีเม็ดบีท และ ODb คือ ค่าการดูดกลืนแสงของในชุดที่มี
เม็ดบีท 
 
 10. ผลของ pH ต่อกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส และความสามารถในการสลาย
สีย้อม 
  เม็ดบีทรางจืดและเม็ดบีทบัฟเฟอร์ (เม็ดบีทควบคุม) ที่เตรียมได้ ถูกบ่มและไม่บ่ม 
ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีค่า pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 เป็นเวลานาน 30 นาที จากนั้นจะถูก
น ามาล้างด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้งก่อนน าไปทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส และ
ความสามารถในการสลายสีย้อม 
 11. ผลของ pH ต่อกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส และความสามารถในการสลาย
สีย้อม 

เม็ดบีทรางจืดและเม็ดบีทบัฟเฟอร์ (เม็ดบีทควบคุม) น าไปบ่มในอ่างน้ าควบคุม
อุณหภูมิ 40 50 60 70 80 90 และ 100 องศาเซลเซียส ชุดควบคุมบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 
30 นาที จากนั้นน าเม็ดบีททดสอบกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส และความสามารถในการ
สลายสีย้อม 

 
 
 

%การสลายสี หรือ %Decolorization=  
OD

c
-OD

b
 

ODt 
X 100 
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12. การทดสอบความสามารถในการสลายสีน้ าเสียโรงงานน้ ามันปาล์มของเม็ดบีทรางจืด 
น าน้ าเสียจากโรงงานน้ ามันปาล์มที่ผ่านการกรองเอาตะกอนออกแล้ว ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร ผสมกับเม็ดบีทรางจืดจ านวน 0.5 กรัม ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง สังเกต
การสลายสีของน้ าเสีย และสแกนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 360-800 nm  

13. วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

ข้อมูลแต่ละการทดลองท า 3 ซ้ า และวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วย One-
Way ANOVA ด้วยวิธี Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistic 21 
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บทที่ 3  
ผลการวิจัย และวิจารณ์ผล 

ผลการวิจัย 

3.1 การสกัดสารสกัดหยาบใบรางจืดในระยะต่าง ๆ 
 เมื่อน าใบรางจืดระยะต่าง ๆ ได้แก่ ระยะใบอ่อน ระยะใบกลาง และระยะใบแก่ (รูปที่ 2) มา
บดให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว แล้วสกัดด้วยสารละลาย 0.1 M phosphate buffer pH 6.8 แล้ว
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4ºC พบว่าสารสกัดหยาบที่ได้มีสีเขียวเข้ม และมีความ
หนืดมาก (รูปที่ 3) ทั้ง 3 ระยะ เมื่อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในสารสกัดหยาบจากใบทั้ง 3 ระยะ พบว่า 
สารสกัดจากใบรางจืดระยะใบกลางมีปริมาณโปรตีนมากท่ีสุด (2.75 ± 0.15 mg protein/g fresh 
weight) เมื่อเทียบกับท้ังใบอ่อน (1.79 ± 0.14 mg protein/g fresh weight) และใบแก่ (2.25 ± 
0.39 mg protein/g fresh weight) แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนใบแก่มีปริมาณโปรตีนมากกว่าใบ
อ่อนอย่างมีนัยส าคัญ (รูปที่ 5) สารสกัดหยาบจากใบรางจืดที่ได้มีสีเข้มมากดังรูปที่ 3 ซึ่งไม่เหมาะกับ
การน าไปใช้ในการสลายสีย้อม จึงน าไปตกตะกอนด้วย 80% v/w เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
((NH4)2SO4) พบว่าสีสารสกัดจางลงเล็กน้อย และเมื่อน าไปท าไดอะไลซีสเพ่ือก าจัดสารละลายเกลือ
จากสารสกัด พบว่าสีในสารสกัดยังไม่จางลง จึงน าใบรางจืดไปก าจัดสีโดยการชะสีออกด้วยเมทานอล
ความเข้มข้น 99% v/v โดยใช้ใบระยะกลาง แบ่งครึ่งใบตามความยาวของเส้นใบ โดยน าเส้นใบออก
แล้วซีกหนึ่งไปชะด้วยเมทานอล ส่วนใบอีกซีกไม่ชะด้วยเมทานอล ใบแต่ละซีกท่ีท าการแบ่งจะถูกตัด
เป็นชิ้นขนาด 1.5 x 1.5 cm2 แช่ในเมทานอล 3 ครั้ง ครั้งละ 20 นาที เพ่ือชะสีออกจากใบ ส่วนใบที่ไม่
ชะจะถูกแช่ด้วยน้ ากลั่นแทน เมื่อชะเสร็จใบทั้งสองซีกจะถูกน ามาล้างด้วยน้ ากลั่น 5 ครั้ง ก่อนท าการ
สกัดใบรางจืดด้วยวิธีเดียวกับที่อธิบายไว้ข้างต้น ได้สารสกัดดังรูปที่ 4 เมื่อเทียบระหว่างใบท่ีท าการ
สกัดสีออกโดยเมทานอลและไม่สกัดสีออก พบว่าใบที่สกัดสีออกด้วยเมทานอลรูปที่ 4 ข มีสีจางลงมาก
เมื่อเทียบกับใบที่ไม่สกัดสีออก รูปที่ 4 ก และเม่ือวัดปริมาณโปรตีนในใบที่ไม่ได้แช่เมทานอลก่อนการ
สกัดพบว่าปริมาณโปรตีนเฉลี่ยเท่ากับ 3.26 ± 1.1 mg protein/g fresh weight ส่วนใบที่แช่เมทา
นอลก่อนน าไปสกัดมีปริมาณโปรตีนเฉลี่ยเท่ากับ 0.66 ± 0.009 mg protein/g fresh weight ซ่ึง
ปริมาณโปรตีนในใบที่ชะด้วยเมทานอลลดลงประมาณ 4.9 เท่า 
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      ก               ข          ค 

 
 

รูปที่ 2 ใบรางจืดระยะต่าง ๆ ที่น ามาสกัด โดย ก คือ ใบรางจืดระยะอ่อน มีลักษณะใบนิ่ม ข คือ ใบ
รางจืดระยะกลาง คือหมายถึงมีใบนิ่มก่ึงอ่อนกึ่งแข็ง และ ค คือ ใบรางจืดแก่ มีลักษณะใบที่แข็งหยาบ 

 

 
 

รูปที่ 3 สารสกัดใบรางจืด 

       ก         ข 

 

รูปที่ 4 สารสกัดใบรางจืดเมื่อชะสีใบออกด้วยเมทานอล โดย ก และ ข คือ สารสกัดใบที่ไม่ชะสีและ
ชะสีด้วยเมทานอล ตามล าดับ 
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รูปที่ 5 ปริมาณโปรตีนในใบรางจืดระยะต่าง ๆ ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(standard deviation, SD) และ อักษรพิมพ์เล็กภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่าง
ทางสถิติของค่าในแต่ละคอลัมน์ ซึ่งวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวโดยใช้ One-way ANOVA ด้วย

วิธี Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistic 21 

3.2 กิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสในสารสกัดหยาบ 
 เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสในสารสกัดหยาบระยะใบอ่อน ใบกลาง และใบแก่ วัดโดยใช้สับสเตรท 
3 ชนิด คือ guaiacol, pyrogallol และ syringaldazine และสับสเตรทร่วม H2O2 ผลการทดลองดัง
ตารางที่ 1 เมื่อใช้สับเสตรทแตกต่างกัน พบกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสแตกต่างกัน โดยใบ
ระยะกลางมีปริมาณเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส ทั้งที่ใช้สับสเตรทเป็น guaiacol pyrogallol และ 
syringaldazine สูงที่สุดเมื่อเทียบกับระยะใบอ่อน และใบแก่ และสับสเตรทที่ว่องไวกับกิจกรรมของ
เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสในสารสกัดหยาบใบรางจืดมากที่สุด คือ pyrogallol (ตารางที่ 1)  
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ตารางท่ี 1 กิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสในสารสกัดหยาบจากใบระยะต่าง ๆ 

ระยะใบ ปริมาณโปรตีน 
(mg protein/ 

g fresh 
weight) 

Total activity 
POD-guaiacol 

(U/g fresh 
weight) 

Total activity 
POD-pyrogallol 

(U/g fresh weight) 

Total activity 
POD-

syringaldazine 
(U/g fresh 
weight) 

Specific activity 
POD-guaiacol 

(U/mg protein) 

Specific 
activity POD-
pyrogallol 

(U/mg protein) 

Specific activity 
POD-

syringaldazine 
(U/mg protein) 

อ่อน 1.79±0.14a 0.026±0.001a 1.42±0.0003b 0.012±0.0008a 0.015±0.0006a 0.791±0.0002b 0.007±0.0004a 

กลาง 2.75±0.15a,b 0.040±0.001b 1.97±0.003c 0.039±0.0006b 0.27±0.0081b 13.427±0.021c 0.269±0.0044b 
แก่ 2.26±0.39b 0.029±0.001a 1.26±0.002a 0.029±0.0002a 0.013±0.0004c 0.558±0.001a 0.013±0.0001a 

 
*** ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า (mean) ± standard deviation (SD) และ อักษรพิมพ์เล็กภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงถึงความ
แตกต่างทางสถิติของค่าในแต่ละคอลัมน์ ซึ่งวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวโดยใช้ One-way ANOVA ด้วยวิธี Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ด้วย
โปรแกรม IBM SPSS Statistic 21 
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ตารางท่ี 2 กิจกรรมเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบใบรางจืดระยะต่าง ๆ 
 

ระยะใบ ปริมาณโปรตีน 
(mg protein/ g fresh weight) 

Total activity PPO 
(U/g fresh weight) 

Specific activity POD 
(U/mg protein) 

อ่อน 1.79±0.14a 4,377.60±38.40a 2,443.71±21.44a 
กลาง 2.75±0.15a,b 9,991.68±135.00c 6,8287.5±922.66b 

แก่ 2.26±0.39b 5,344.00±27.71b 2,367.63±12.28a 
 

*** ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า (mean) ± standard deviation (SD) และ อักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างทาง
สถิติของค่าในแต่ละคอลัมน์ ซึ่งวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวโดยใช้ One-way ANOVA ด้วยวิธี Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ด้วยโปรแกรม IBM 
SPSS Statistic 21 
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3.3 กิจกรรมเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบ 
 กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสวัดด้วยสับสเตรท pyrocatechol พบว่ามีกิจกรรม
ที่ว่องไว โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ดังตารางที่ 2 กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสระยะใบ
กลางมีค่ามากอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกิจกรรมของเอนไซม์ในระยะใบอ่อนและใบกลาง ดังนั้นใน
การสกัดเพ่ือน าไปทดสอบการสลายสีย้อมจึงเลือกใบระยะกลาง เนื่องจากมีปริมาณโปรตีน และ
เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสลายสีย้อมมากกว่าในระยะใบอ่ืน ๆ 
 
3.4 การทดสอบความสามารถในการสลายสีย้อมของสารสกัดหยาบใบรางจืด 
 เมื่อน าสารสกัดใบรางจืดที่มีกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดส ซึ่ง
เป็นเอนไซม์ท่ีมีรายงานในพืชอ่ืน ๆ ว่ามีความสามารถในการสลายสีย้อม มาทดสอบความสามารถใน
การสลายสีย้อมเบื้องต้น โดยการผสมสารสกัดหยาบที่ได้กับสีย้อมผสมกับ H2O2 เพ่ือทดสอบ
ความสามารถในการสลายสีย้อมในแง่การท างานของกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส แล้ววัดค่าการ
ดูดกลืนแสงของสีที่หายไปในการท าปฏิกิริยา โดยค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดและตัวอย่าง จะถูก
น ามาหักออกด้วยค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดเพ่ือศึกษาการสลายสี เนื่องจากสารสกัดหยาบที่ใช้มี
สีรงควัตถุปนอยู่ โดยให้เวลาในการสลายสีย้อม 24 ชั่วโมง พบว่าสารสกัดหยาบจากใบรางจืดมี
ความสามารถในการสลายสีย้อมบางสีได้ และไม่สามารถสลายสีย้อมบางสีได้ (ดังตารางที่ 3 และรูปที่ 
7) จากสีที่น ามาทดสอบการสลายด้วยสารสกัดหยาบจ านวน 10 สี ได้แก่ Crystal violet, Malachite 
green, Bromocresol green, Bromothymol blue, Safranin-O, Phenol red, Bromophenol 
blue, Methyl orange, Methyl blue และ Methyl red แบ่งออกเป็น 4 กลุ่มตามโครงสร้าง คือ 
กลุ่ม triphenylmethane ได้แก่สี Crystal violet, Malachite green, Bromocresol green และ 
Bromothymol blue กลุ่ม Phenazine ได้แก่ สี Saffranin-O กลุ่ม Phenol ได้แก่ Phenol red, 
Bromophenol blue และ กลุ่ม Azo ได้แก่ สี Methyl orange, Methyl blue และ Methyl red 
เมื่อใช้สารสกัดหยาบจากใบรางจืดร่วมกับ H2O2 สามารถสลายสีย้อมได้จ านวน 6 สีได้แก่สี Phenol 
red, Bromophenol blue, Methyl orange, Methyl blue, Bromothymol blue และ Crystal 
violet โดยมี %Decolorization เท่ากับ 61.71±3.24, 54.26± 2.66, 52.50±2.59, 51.72±3.69, 
44.72±0.50 และ 30.15±0.98% ตามล าดับ โดยผลการทดสอบเป็นผลการวิเคราะห์ที่แสดงให้เห็นถึง
ผลของสารสกัดร่วมกับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แต่เมื่อพิจารณาการสลายสี พบว่าไดรเจนเปอร์
ออกไซด์เพียงอย่างเดียวก็มีความสามารถในการสลายสี และสารสกัดเพียงอย่างเดียวก็มีความสามารถ
ในการสลายสีด้วย การสลายสีย้อมของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์น่าจะมาจากการที่ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์เป็น oxidizing agent จึงท าให้สามารถสลายโครงสร้างของสีได้ ส่วนสารสกัดหยาบเพียงอย่าง
เดียวก็สามารถสลายสีย้อมได้เช่นเดียวกัน ซึ่งในสารสกัดหยาบของใบรางจืด มีกิจกรรมของเอนไซม์โพ
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ลีฟีนอลออกซิเดส ซึ่งมีรายงานว่ามีความสามารถในการสลายสีย้อม แต่ในการทดสอบประสิทธิภาพ
ของสารสกัดหยาบรางจืดโดยการใช้สารสกัดหยาบโดยตรงอาจท าให้ปัญหาสีปนเปื้อนเพ่ิมข้ึนเนื่องจาก
มีสีของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดเองรบกวนอยู่มากด้วย โดยเฉพาะเมื่อต้องใช้สารสกัดท่ีมีความ
เข้มข้นมากในการสลายสี ดังนั้นจึงน าสารสกัดไปตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 80% แล้วก าจัด
เกลือออกด้วยการไดอะไลซีส พบว่าสีสารสกัดจางลงไปเพียงเล็กน้อย สารสกัดหยาบรางจืดจึงไม่
เหมาะในการใช้งานโดยตรง 
 

 
รูปที่ 6 การสลายสีย้อมของสารสกัดหยาบจากใบรางจืดโดยรูป A คือสี Malachite green และรูป B 
คือสี  methyl orange โดย ก คือ ชุดทดสอบที่มีสีย้อมเพียงอย่างเดียว ภาพ ข คือชุดทดสอบที่มีสี
ย้อมและ H2O2 และภาพ ค คือ ชุดทดสอบท่ีมีสีย้อมและ H2O2 และสารสกัดหยาบจากใบรางจืด 
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16 
ตารางท่ี 3 กลุ่มสีย้อมที่ทดสอบ และโครงสร้างของสีย้อม และความสามารถในการสลายสีย้อมของสารสกัดหยาบร่วมกับ H2O2 

กลุ่มสีย้อม โครงสร้าง สี 
ความยาวคลื่นของสี 

(λmax) 

ความสามารถในการสลายสีของสาร
สกัดหยาบร่วมกับ H2O2 

triphenylmethane 

 

Crystal violet A589 + 

 

Malachite 
green 

A615 - 

 

Bromocresol 
green 

A615 - 

 

Bromothymol 
blue 

A612 + 

Phenazine 
 

Safranin-O A527 - 

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8b/Malachite_green_Structural_Formulae_V.1.svg
https://www.google.com.sg/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwi03sneu5ngAhVQi3AKHV4kB2sQjRx6BAgBEAU&url=https://en.wikipedia.org/wiki/Safranin&psig=AOvVaw2dVwZqUe9HRR0rmV5B5P7k&ust=1549073799050493
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กลุ่มสีย้อม โครงสร้าง สี 
ความยาวคลื่นของสี 

(λmax) 

ความสามารถในการสลายสีของสาร
สกัดหยาบร่วมกับ H2O2 

Phenol  

Phenol red A578 + 

 

Bromophenol 
blue 

A594 + 

Azo 

 

Methyl orange A482 + 

 

Methyl blue A662 + 

 
Methyl red A431 - 

*** + หมายถึง สารสกัดสามารถสลายสีย้อมได้ 
     - หมายถึง ไม่สามารถสลายสีย้อมได้

https://www.google.com.sg/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiGqs7vu5ngAhUcTY8KHbVyACoQjRx6BAgBEAU&url=https://en.wikipedia.org/wiki/Phenol_red&psig=AOvVaw2QUjtZ_mwEqIIMR9NPYiV7&ust=1549073834509895
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/b0126?lang=en&region=TH
https://www.google.com.sg/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwia2Ym1vJngAhUbiXAKHQ1FCocQjRx6BAgBEAU&url=https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/114510?lang%3Den%26region%3DUS&psig=AOvVaw0cp34SrFPX-5OqYnL42_gQ&ust=1549073947577943
https://www.google.com.sg/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiCpdjzvJngAhWDrY8KHYx_AuAQjRx6BAgBEAU&url=https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl_blue&psig=AOvVaw0nZwsOpxZeSrRFJ-xl85uP&ust=1549074111582188
https://www.google.com.sg/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwi3t5qbvZngAhUfTo8KHdNTCB4QjRx6BAgBEAU&url=https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl_red&psig=AOvVaw0pnOsR9GO_Pk34Tj5P26tZ&ust=1549074154718876
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รูปที่ 7 การสลายสีย้อมของสารสกัดหยาบใบรางจืดร่วมกับ H2O2 โดย ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการ
ท าการทดสอบ 3 ซ้ า ± standard deviation (SD) และตัวอักษรภาษาอังกฤษแสดงให้เห็นความ
แตกต่างทางสถิติ ซึ่งวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวโดยใช้ One-way ANOVA ด้วยวิธ ีDuncan ที่
ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistic 21 
 
3.5 การตรึงสารสกัดหยาบใบรางจืดด้วยแคลเซียมอัลจิเนท 
 สารสกัดหยาบใบรางจืดถูกน ามาตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนต โดยการเลือกความเข้มข้นของ
แคลเซียมอัลจิเนทที่ใช้ในการตรึงสารสกัด รวมถึงศึกษาลักษณะรูปร่างของสารสกัดภายหลังการตรึง
โดยพิจารณาจากความสามารถในการคงรูปและความสามารถในการสลายสีย้อม โดยท าการผสม
โซเดียมอัลจิเนทในสารสกัดหยาบที่ความเข้มข้น 1  2  3  และ  4 %w/v จากนั้นน าสารที่ได้ใส่ใน
กระบอกฉีดยา แล้วให้สารไหลผ่านเข็มฉีดยาขนาด 21Gx1” (0.8x25 mm) thin wall ยี่ห้อ nipro 
ผลการตรึงดังรูปที่ 8 เมื่อใส่โซเดียมอัลจิเนทในสารสกัดท่ีความเข้มข้น 1  2  3  และ  4 %w/v โดยใช้
ชุดควบคุมเป็นสารละลายบัฟเฟอร์ที่ความเข้มข้นเดียวกับสารสกัด เมื่อน ามาท าให้เกิดการตรึงใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 200 mM พบว่า ความหนืดของสารละลายขึ้นกับความ
เข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนทที่เติม เมื่อให้เกิดการตรึงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ โดยการหยด
สารละลายผ่านหลอดฉีดยาลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ พบว่าที่ความเข้มข้น 1% w/v ของ
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สารละลายแคลเซียมอัลจิเนทไม่สามารถเกิดเม็ดบีทได้ ซึ่งจะเห็นได้ว่าสารละลายแคลเซียมคลอไรด์มี
ลักษณะขุ่นขาวในชุดควบคุม และสามารถเกิดเม็ดบีทได้ที่สารละลายโซเดียมอัลจิเนทที่ความเข้มข้น 2 
3 และ 4% w/v  ส่วนในสารสกัดสามารถเกิดเม็ดบีทได้ทุกความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนท โดย
ลักษณะของเม็ดบีทที่เกิดขึ้นจะมีความแข็งของเม็ดบีทขึ้นกับความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนท ในการ
ทดลองการทดสอบการสลายสีย้อมจึงเลือกใช้ความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนท 2% เนื่องจากความ
หนืดของสารละลายเมื่อผ่านหลอดฉีดยาสามารถเตรียมได้ง่าย  
 
           ก                             ข                           ค                            ง 

 
 จ                              ฉ                             ช                        ซ 
 

รูปที่ 8 การตรึงสารสกัดหยาบรางจืดด้วยแคลเซียมอัลจิเนทที่ความเข้มข้น 1, 2 , 3 และ 4% w/v 
โดย ก-ง คือสารสกัดที่ผสมโซเดียมอัลจิเนทที่ความเข้มข้น 1 2 3 และ 4% w/v ตามล าดับ ใน

สารละลาย 200 mM แคลเซียมคลอไรด์ ส่วน จ-ซ 
 
3.6 การทดสอบความสามารถเบื องต้นในการสลายสีย้อมของสารสกัดที่ตรึงด้วยแคลเซียมอัล
จิเนท 
 การทดสอบการสลายสีย้อมเบื้องต้นโดยใช้การตรึงสารสกัดหยาบด้วยแคลเซียมอัลจิเนท ซ่ึง
สารสกัดภายหลังจากการตรึงที่ความเข้มข้นโซเดียมอัลจิเนท 4% v/v มีความหนืดมากจึงเตรียมได้เป็น
เส้น จึงน าสารสกัดท่ีตรึงได้ในรูปแบบเส้นทดสอบการสลายสีย้อมเบื้องต้น โดยเปรียบเทียบระหว่าง สี
ย้อม สีย้อม+สารสกัดท่ีตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนท และ สีย้อมและบัฟเฟอร์ที่ตรึงด้วยแคลเซียมอัล
จิเนท จากผลการทดสอบพบว่า เมื่อบ่มไว้เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง สารสกัดหยาบใบรางจืดที่ตรึงด้วย
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แคลเซียมอัลจิเนท สามารถสลายสี crystal violet, bromothymol blue และ methylene blue 
ได้ รูปที่ 9 โดยสีที่สามารถสลายได้ดีท่ีสุด คือ methylene blue ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกศึกษาการสลาย
สี methylene blue  
            1        2       3         1      2     3        1       2       3     1       2      3 

 
                      ก                         ข                       ค                       ง 
 

1       2        3       1       2        3         1       2         3 

 
จ                         ช                           ซ 

 
รูปที่ 9 การสลายสีย้อมโดยการตรึงสารสกัดหยาบใบรางจืด โดย ก-ซ คือ สี crystal violet, 

bromothymol blue, methyl orange, phenol red, methylene blue, safranin-O และ 
bromocresol green และหมายเลข 1-3 คือ สีย้อม สีย้อมและแคลเซียมอัลจิเนทที่ตรึงสารสกัด

หยาบ และสีย้อมและแคลเซียมอัลจิเนทที่ตรึงบัฟเฟอร์ ตามล าดับ 
 

3.7 ขนาดของเม็ดบีทต่อกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส และประสิทธิภาพในการสลาย
สี methylene blue 
 จากการทดลองความเข้มข้นของเจลที่สามารถเตรียมได้ที่ความเข้มข้น 2% v/w ของ
โซเดียมอัลจิเนท จึงท าการทดสอบโดยการเตรียมเป็นเม็ดบีท ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางต่าง ๆ ได้แก่ 
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2.03 ± 0.06, 2.30±0.12 และ 2.90±0.15 มิลลิเมตร จากการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอ
ลออกซิเดส พบว่า เม็ดบีทที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางน้อยที่สุด ในน้ าหนักที่เท่ากัน มีกิจกรรมของ
เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสมากท่ีสุด ซ่ึงแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ โดยมีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 
1,769.09 ± 16.13 U/ g gel รองลงมาคือ เม็ดบีทขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.87 ± 0.15 และ 2.43 ± 
0.12 มิลลิเมตร ตามล าดับ ซึ่งมีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 938.55±174.97 และ 871.51±214.70 
U/ g gel ตามล าดับ (รูปที่ 10) ประสิทธิภาพในการสลายสี methylene blue ของเม็ดบีทควบคุม
และเม็ดบีทรางจืด (รูปที่ 12) มีร้อยละการสลายสีของเม็ดบีทควบคุมเท่ากับร้อยละ 20.12-30.96 โดย
เม็ดบีทควบคุมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 2.03±0.06 มิลลิเมตร มีร้อยละการสลายสีมากที่สุด มี
ค่าเท่ากับ 30.96±2.93 รองลงมาคือ เม็ดบีทขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.43±0.12 และ 2.87±0.15 
มิลลิเมตร โดยมีค่าร้อยละการสลายสีเท่ากับ 30.70±4.94 และ 20.12±3.42 ตามล าดับ (รูปที่ 11) 
และเม็ดบีทรางจืดมีร้อยละการสลายสีย้อมเท่ากับ 80-91 โดยเม็ดบีทรางจืดขนาดเล็กมีร้อยละการ
สลายสีย้อมมากที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 91.07±2.39 
 
 

 
รูปที่ 10 กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส ในเม็ดบีทรางจืดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางต่าง ๆ 
ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการท าการทดลอง 3 ซ  า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, 
SD) และตัวอักษรภาษาอังกฤษแสดงให้เห็นความแตกต่างทางสถิติ ซึ่งวิเคราะห์ความแปรปรวนทาง
เดียวโดยใช้ One-way ANOVA ด้วยวิธี Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรม IBM 

SPSS Statistic 21 
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รูปที่ 11 ร้อยละการสลายสี methylene blue ของเม็ดบีทรางจืดและเม็ดบีทควบคุมขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางต่าง ๆ ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดสอบ 3 ซ  า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
deviation, SD) และตัวอักษรพิมพ์เล็กภาษาอังกฤษแสดงให้เห็นความแตกต่างทางสถิติ ซึ่งวิเคราะห์
ความแปรปรวนทางเดียวโดยใช้ One-way ANOVA ด้วยวธิ ีDuncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย

ใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistic 21 

 
รูปที่ 12 การสลายสี methylene blue โดยใช้เม็ดบีทรางจืดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางต่าง ๆ โดย ก 
คือ สีย้อม ข-ง คือ สีย้อมและเม็ดบีทควบคุมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.03±0.06, 2.43±0.12 และ 
2.87±0.15 มิลลิเมตร ตามล าดับ และ จ-ช คือ สีย้อมและเม็ดบีทรางจืดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
2.03±0.06, 2.43±0.12 และ 2.87±0.15 มิลลิเมตร ตามล าดับ 
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3.9 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสลายสี methylene blue ของเม็ดบีท 
 เมื่อน าเม็ดบีทรางจืดมาสลายสีที่เวลาต่าง ๆ (15 30 45 และ 60 นาที) โดยใช้การเขย่าที่
ความเร็วรอบ 100 rpm พบว่า เม็ดบีทชุดควบคุมสามารถสลายสีย้อมในเวลา 45 และ 60 นาที ได้ดี
ที่สุด รองลงมาคือ ที่เวลา 30 นาที และ 15 นาที น้อยที่สุด โดยมีค่าร้อยละการสลายสีเท่ากับ 
40.77±0.37 40.36±0.38 38.33±1.82 และ 31.94±2.32 ตามล าดับ โดยที่เวลา 30 45 และ 60 นาที 
ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ แต่ เมื่อเทียบเวลาดังกล่าวกับที่เวลา 15 นาที มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ ส่วนเม็ดบีทรางจืด สามารถสลายสีได้ดีที่สุดเมื่อใช้เวลาในการสลาย 60 นาที รองลงมา คือ 
30 45 และ 15 นาที ตามล าดับ โดยมีค่าร้อยละการสลายสีเท่ากับ 91.35±1.41 90.49±1.52 
90.29±3.45 และ 79.27±0.00 ตามล าดับ โดยที่เวลา 30 45 และ 60 นาที ไม่มีความแตกต่างทาง
สถิติ แต่ที่เวลาดังกล่าวมีค่าร้อยละการสลายสีมากกว่า 15 นาที อย่างมีนัยส าคัญ (รูปที่ 13) ดังนั น
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการสลายสี methylene blue ของเม็ดบีทรางจืด คือ 45 นาที เมื่อสี 
methylene blue ที่ไม่ผ่านการบ่ม และ บ่มด้วยเม็ดบีทรางจืดมาสแกนความยาวคลื่นช่วง 360-800 
นาโนเมตร พบว่าความยาวคลื่น 662 นาโนเมตร ซึ่งเป็นความยาวคลื่นของสี methylene blue ในสี
ที่บ่มด้วยเม็ดบีทค่าการดูดกลืนแสงหายไปสอดคล้องกับผลการทดลองที่ได้ใน รูปที่ 13 
 

 

รูปที่ 13 ร้อยละการสลายสีของเม็ดบีทเมื่อให้สลายสีที่เวลาต่าง ๆ ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการ
ทดสอบ 3 ซ  า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD) และตัวอักษรพิมพ์เล็ก
ภาษาอังกฤษแสดงให้เห็นความแตกต่างทางสถิติ ซึ่งวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวโดยใช้ One-
way ANOVA ด้วยวิธี Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistic 21 
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รูปที่ 14 ผลการสแกนความยาวคลื่นเปรียบเทียบระหว่างสี methylene blue และสี methylene 
blue เมื่อบ่มด้วยเม็ดบีทรางจืดที่ความยาวคลื่นตั งแต่ 380-800 นาโนเมตร 
 

 

3.10 ผลของ pH ต่อกิจกรรมเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส และประสิทธิภาพในการสลายสีย้อม
ของเม็ดบีทรางจืด 
 เมื่อทดสอบความสามารถในการทนต่อ pH ของเม็ดบีทท่ีเตรียมได้ โดยการน าเม็ดบีทไปแช่ใน
สารละลายบัฟเฟอร์ที่มี pH ต่าง ๆ (3, 4, 5, 6, 7 , 8, 9 และ 10) โดยเม็ดบีทควบคุมเป็นเม็ดบีทที่ไม่
บ่มใน pH ใด ๆ พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงขนาดของเม็ดบีททั้งในเม็ดบีทควบคุมและเม็ดบีทรางจืด โดย
ที่ pH ที่ท าให้เม็ดบีทควบคุมมีการเปลี่ยนแปลงมากที่สุด (เม็ดบีทมีการพองตัว) คือ pH 9 โดยมีการ
พองตัวมากถึงร้อยละ 91.67 และ 99.99 ตามล าดับ (ตารางที่ 4) เมื่อน าเม็ดบีทรางจืดที่ผ่านการบ่มใน 
pH ต่าง ๆ ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส (รูปที่ 15) พบว่า เม็ดบีทที่บ่มที่ pH 8 มี
กิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสมากท่ีสุด โดยมีกิจกรรมเท่ากับ 5,212.29±143.20 U/g gel โดย
ภายหลังการบ่มด้วย pH ตั้งแต่ 5-10 กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสมีค่ามากกว่าชุดควบคุม 
โดยมีกิจกรรมเพ่ิมขึ้นคิดเป็นร้อยละ 50.21-92.77 ซึ่งแตกต่างกับการบ่มที่ pH 3 และ 4 ซึ่งกิจกรรม
ของเอนไซม์มีค่าลดลงร้อยละ 43 และ 26.24 เมื่อเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่บ่มใน pH ใด ๆ เมื่อศึกษา
ความสามารถในการสลายสีย้อมของเม็ดบีทท่ีผ่านการบ่มที่ pH ต่าง ๆ (รูปที่ 16) พบว่าเม็ดบีทควบคุม
สามารถสลายสีย้อมได้โดยมีค่าร้อยละการสลายสีย้อมอยู่ในช่วง 50.66-84.82 และเม็ดบีทรางจืด
สามารถสลายสีได้ในช่วงร้อยละ 88.00-98.47 แสดงให้เห็นว่าเม็ดบีทสามารถทนต่อ pH ต่าง ๆ ได้ 
และสามารถท างานได้ดี โดยการสลายสีของเม็ดบีทอาจมาจากการซับสีของเม็ดบีทร่วมกับการท างาน
ของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส สังเกตได้จากการเปลี่ยนแปลงของเม็ดบีทหลังการสลายสี (รูปที่ 17) 
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ตารางท่ี 4 ขนาดของเม็ดบีทเมื่อผ่านการบ่มในบัฟเฟอร์ pH ต่าง ๆเป็นเวลานาน 30 นาที 

pH ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเจลเฉลี่ยหลังบ่มนาน 30 นาที (มิลลิเมตร) 

 เม็ดบีทควบคุม เม็ดบีทรางจืด 
Control 1.80±0.26a 1.95±0.28a 

3 1.90±0.21a 1.75±0.26a 

4 2.65±0.41b,c 2.60±0.46b,c 
5 2.80±0.42c 2.35±0.34b 

6 2.50±0.33b,c 2.50±0.41b,c 

7 2.55±0.37b,c 2.30±0.42b 
8 2.55±0.28b,c 1.95±0.28a 

9 3.45±0.44d 3.80±0.35e 
10 2.55±0.16b,c 2.75±0.35c 

ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการสุ่มวัดเส้นผ่านศูนย์กลางเม็ดบีทแต่ละ pH จ านวน 10 ซ  า ± ค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD) และตัวอักษรพิมพ์เล็กภาษาอังกฤษแสดงให้เห็น
ความแตกต่างทางสถิติ ซึ่งวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวโดยใช้ One-way ANOVA ด้วยวิธี 
Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistic 21 
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รูปที่ 15 กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสของเม็ดบีทที่บ่มใน pH ต่าง ๆ ค่าที่แสดงเป็น
ค่าเฉลี่ยจากการทดสอบ 3 ซ  า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) อักษรพิมพ์เล็ก
ภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
 

 

 
รูปที่ 16 ร้อยละการสลายสีย้อมของเม็ดบีทเมื่อบ่มที่ pH ต่าง ๆ ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการ
ทดสอบ 3 ซ  า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD) และตัวอักษรพิมพ์เล็ก
ภาษาอังกฤษแสดงให้เห็นความแตกต่างทางสถิติ ซึ่งวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวโดยใช้ One-
way ANOVA ด้วยวิธี Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistic 21 
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รูปที่ 17 เม็ดบีทรางจืด และเม็ดบีทควบคุมหลังสลายสี methylene blue โดยก่อนน ามาสลายสีเม็ด
บีทถูกบ่มด้วยบัฟเฟอร์ pH ต่าง ๆ เป็นเวลา 30 นาที โดยด้านซ้ายคือเม็ดบีทควบคุม และรูปด้านขวา
คือเม็ดบีทรางจืด 
 

3.12 ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส และประสิทธิภาพในการสลาย
สีย้อม 
 จากการทดสอบผลของอุณหภูมิต่อเม็ดบีท โดยการบ่มเม็ดบีทท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ ได้แก่ 
อุณหภูมิห้อง 40 50 60 70 80 90 และ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 30 นาที ก่อนน ามาทดสอบ
กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส และความสามารถในการสลายสี methylene blue พบว่า 
กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสลดลง เมื่อบ่มที่อุณหภูมิที่สูงข้ึน โดยกิจกรรมของเอนไซม์มี
ค่ามากที่สุดที่อุณหภูมิห้อง โดยมีกิจกรรมเท่ากับ 8,413.41±606.14 U/ g gel รองลงมาคืออุณหภูมิ 
40 50 60 90 70 80 และ 100 องศาเซลเซียส ตามล าดับ โดยมีค่าเท่ากับ 6,346.37±218.09, 
4,994.41±725.14, 2,435.75±69.78, 2,312.85±201.12, 1,217.88±38.71, 905.03±58.06 และ 
770.95±120.86 U/ g gel ตามล าดับ (รูปที่ 18) เมื่อศึกษาประสิทธิภาพการสลายสีย้อมของสารสกัด
รางจืด พบว่า ร้อยละการสลายสีย้อมของเม็ดบีทชุดควบคุมที่บ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ มีค่าใกล้เคียงกัน มี
ค่าอยู่ในช่วงระหว่างร้อยละ 13.68 – 22.36 โดยมีค่าต่ ากว่าเม็ดบีทรางจืดอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อบ่มเม็ด
บีทรางจืดที่อุณหภูมิต่าง ๆ (อุณหภูมิห้อง (32 องศาเซลเซียส), 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 
องศาเซลเซียส) เป็นเวลานาน 30 นาที แล้วศึกษาการสลายสีย้อมพบว่า ความสามารถในการสลายสี
ย้อม เมื่อบ่มเม็ดบีทที่อุณหภูมิต่าง ๆ มีค่าใกล้เคียงกัน โดยมีค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 76.73 - 85.92 โดยที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส มีค่าร้อยละการสลายสี methylene blue สูงที่สุดโดยมีค่าเท่ากับ 
86.27±2.12 รองลงมาคือที่อุณหภูมิ 40 50 60 80 อุณหภูมิห้อง (32 องศาเซลเซียส) 100 และ 90 
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องศาเซลเซียส ตามล าดับ โดยมีค่าร้อยละการสลายสี methylene blue เท่ากับ 85.92±1.32, 
83.99±3.34, 83.57±3.12, 83.54±0.81,79.49±7.57, 79.08±11.08 และ 76.73±5.96 ตามล าดับ 
แต่อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาความแตกต่างทางสถิติพบว่าร้อยละการสลายสีของเม็ดบีทรางจืดที่
อุณหภูมิต่าง ๆ ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  
รูปที่ 19 
รูปที่ 19) 
 

 
รูปที่ 18 กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสในเม็ดบีทรางจืด เมื่อผ่านการบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
นาน 30 นาที ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดสอบ 3 ซ  า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
deviation, SD) และตัวอักษรพิมพ์เล็กภาษาอังกฤษแสดงให้เห็นความแตกต่างทางสถิติ ซึ่งวิเคราะห์
ความแปรปรวนทางเดียวโดยใช้ One-way ANOVA ด้วยวิธ ีDuncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย
ใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistic 21 

 

 

 

 

0

2000

4000

6000

8000

10000

RT 40 50 60 70 80 90 100

PP
O 

ac
tiv

ity
 (U

/g
 g

el
)

temperature (ºC)

e

d
c

b b
a a a



29 
 

 

 
 
รูปที่ 19 ร้อยละการสลายสีย้อมของเม็ดบีทเมื่อบ่มเจลที่อุณหภูมิต่าง ๆ เป็นเวลานาน 30 นาที ค่าที่
แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดสอบ 3 ซ  า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) และ
ตัวอักษรภาษาอังกฤษแสดงให้เห็นความแตกต่างทางสถิติ ซึ่งวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวโดยใช้ 
One-way ANOVA ด้วยวิธี Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistic 
21 
 
3.13 จ านวนรอบการสลายสีของเม็ดบีทรางจืด 
 เมื่อทดสอบความสามารถในการสลายสีของเม็ดบีทควบคุมและเม็ดบีทรางจืด โดยการน าเม็ด
บีทมาใช้ในการสลายสีซ  า พบว่า เม็ดบีทสามารถสลายสี methylene blue ได้จ านวน 20 รอบ โดย 
รอบท่ี 20 เม็ดบีทมีความสามารถในการสลายสีได้ร้อยละ 59.43±8.27 จากการทดสอบแสดงให้เห็น
ว่าเม็ดบีทรางจืด สามารถใช้ในการสลายสีได้หลายรอบการท างาน (รูปที่ 20) 
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รูปที่ 20 ร้อยละการสลายสีของเม็ดบีทควบคุมและเม็ดบีทรางจืดเมื่อน าเม็ดบีทมาใช้ซ  า  ค่าที่แสดง
เป็นค่าเฉลี่ยจากการทดสอบ 3 ซ  า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) และตัวอักษร
ภาษาอังกฤษแสดงให้เห็นความแตกต่างทางสถิติ ซึ่งวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวโดยใช้ One-
way ANOVA ด้วยวิธี Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistic 21 
 
3.14 ความสามารถในการสลายสีน  าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมน  ามันปาล์ม 
 เมื่อน าเม็ดบีทรางจืดทดสอบการสลายสีในตัวอย่างน้ าเสียจากโรงงานน้ ามันปาล์ม (รูปที่ 21) 
เนื่องจากสีน้ าเสียไม่สามารถวัดค่าความยาวคลื่นได้ เนื่องจากมีสารผสมอยู่หลายชนิดแตกต่างกับสี
ย้อมชนิดต่าง ๆ จึงศึกษาภาพรวมการสลายสีโดยศึกษาค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่าง ๆ ผ่าน
การสแกนความยาวคลื่นในช่วง visible light (ความยาวคลื่น 360-800 นาโนเมตร) โดยน าน้ าเสียที่
ผ่านการทดสอบก าจัดตะกอนหยาบออกก่อนโดยการน าไปหมุนเหวี่ยงด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็ว
รอบ 10,000 rpm ก่อนน ามาสแกนความยาวคลื่น (รูปที่ 22) พบว่า ค่าการดูดกลืนแสงในช่วงความ
ยาวคลื่นที่สแกนได้ของน้ าเสียที่ไม่ได้บ่มด้วยเม็ดบีท น้ าเสียที่บ่มด้วยเม็ดบีทควบคุม และน้ าเสียที่บ่ม
ด้วยเม็ดบีทรางจืด มีแนวโน้มลดลงทุกความยาวคลื่น เมื่อเปรียบเทียบระหว่างชุดที่บ่มด้วยเม็ดบีท 
และไม่บ่มด้วยเม็ดบีท แต่เมื่อเปรียบเทียบกันระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของเม็ดบีทควบคุม และเม็ด
บีทรางจืดพบว่า ค่าการดูดกลืนแสงในทุกความยาวคลื่นแตกต่างกันไม่มากนัก ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการ
สลายสีย้อมของเม็ดบีทมาจากความสามารถในการดูดซับของเม็ดบีทแคลเซียมอัลจิเนทมากกว่าการ
ท างานของสารสกัดหยาบใบรางจืด โดยเมื่อสังเกตค่าการดูดกลืนแสงของเม็ดบีทรางจืดที่ความยาว
คลื่นใกล้เคียงกัน เช่น ความยาวคลื่น 319- 322 นาโนเมตร มีค่าการดูดกลืนแสง เมื่อไม่บ่มด้วยเม็ดบีท 
บ่มด้วยเม็ดบีทควบคุม และเม็ดบีทรางจืด เท่ากับ 3.024 1.427 และ 1.655 ตามล าดับ (รูปที่ 23) จาก
ค่าดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าเมื่อบ่มด้วยเม็ดบีทสีในน้ าเสียน้ ามันปาล์มมีแนวโน้มลดลง ประมาณร้อยละ 
45.27-52.81 
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รูปที่ 21 การสลายสีในน  าเสียน  ามันปาล์มโดยใช้เม็ดบีทรางจืด โดย ก-ค คือ น  าเสียจากโรงงานน  ามัน
ปาล์ม น  าเสียจากโรงงานน  ามันปาล์มที่บ่มด้วยเม็ดบีทควบคุม และ น  าเสียจากโรงงานน  ามันปาล์มที่
บ่มด้วยเม็ดบีทรางจืด ตามล าดับ 

 
 

รูปที่ 22 น  าเสียจากโรงงานน  ามันปาล์มหลังการสลายสีย้อมด้วยเม็ดบีทรางจืด  
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รูปที่ 23 ผลการสแกนความยาวคลื่นของน  าเสียโรงงานน  ามันปาล์มที่ผ่านการสลายสีด้วยเม็ดบีท
รางจืดในช่วงความยาวคลื่น 360-800 นาโนเมตร 

 

วิจารณ์ผลการวิจัย 

 

การสกัดสารสกัดหยาบจากใบรางจืด ท าโดยการสกัดด้วย 0.1 M phosphate buffer pH 
8.0 ที่ผสม 0.1% triton x-100 และ 3% PVPP โดย triron X-100 เป็นสารที่ช่วยลดแรงตึงผิวชนิด
ไม่มีประจุ (nonionic) ท าให้เมื่อเซลล์แตกเอนไซม์หรือสารต่าง ๆ สามารถหลุดออกมาได้ง่ายขึ้น โดย
เอนไซม์ในพืชมีหลายชนิด เช่น คะตะเลส ซูเปอร์ออกไซดิสมิวเตส ฟีนิลอะลานีนแอมโมเนียไลเอส 
เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดส เป็นต้น โดยเอนไซม์บางชนิดมีต าแหน่งอยู่บริเวณเยื่อหุ้ม
เซลล์หรือฟอสโฟลิปิดไบเลเยอร์ การเติมสารลดแรงตึงผิวจึงท าให้ เอนไซม์หลุดออกมาเป็นเอนไซม์
อิสระได้มาก และง่ายขึ้น นอกจากนี้การเติม PVPP เป็นสารที่จับกับสารประกอบฟีนอลิก ซึ่งช่วยจับ
สารประกอบฟีนอลิกที่ได้จากการสกัดออกบางส่วน ป้องกันการเกิดพอลิเมอร์ไรเซชันของ
สารประกอบฟีนอลิก ซึ่งอาจท าให้โปรตีนตกตะกอนได้ เนื่องจาก PVPP เป็นสารที่ไม่ละลายน้ า จะถูก
ก าจัดออกในขั้นตอนของการหมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บสารสกัดหยาบ (Mayer, 1979) จึงเป็นสารที่ไม่
รบกวนการวัดปฏิกิริยาของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดส ซึ่งมีสับสเตรทเป็นสารใน
กลุ่มของสารประกอบฟีนอลิก สารสกัดหยาบที่ได้จากใบรางจืดเป็นสารสกัดที่มีความหนืดสูง สีน้ าตาล
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เข้ม โดยปกติแล้วรางจืดเป็นสมุนไพรที่พบได้ทั่วไปในประเทศไทย ใช้เป็นสมุนไพรถอนพิษจากยาฆ่า
แมลง สารเคมี แอลกอฮอล์ และอ่ืน ๆ (Thongsaard and Marsden, 2002; Oonsivilai, 2006; Inta 
et al., 2013; Rocejanasaroj et al., 2014; Maneenoon et al., 2015) โดยสารออกฤทธิ์ส าคัญใน
รางจืดมี 5 กลุ่ม คือ (1) sterols (2) phenolics (3) carotenoids (4) unclassified steroids  and 
(5) glycosides (Chuthaputti, 2010) สารสกัดรางจืดที่สกัดได้มีความหนืดสูง สารที่ท าให้เกิดความ
หนืดในสารสกัดจากพืช ได้แก่ สารในกลุ่มของโพลีแซคคาไรด์ โดยที่พบมาก ได้แก่ สารที่ชื่อว่าเพกติน
เป็นเฮเทอโรโพลีเมอร์ที่ซับซ้อนของน้ าตาล homogalactoronan, rhamnogalactoronan I, และ 

rhamnogalactoronan II เป็นโครงสร้างหลัก homogalactoronan ประกอบด้วย (1→4) -linked 

α-D-galacturonic acid อาจเรียกเพกตินว่าเป็นใยอาหาร ซึ่งเป็นเส้นใยที่ละลายน้ าได้ ซึ่งจะพบมาก
ในชั้นระหว่างเซลล์ หรือจุดเชื่อมต่อระหว่างเซลล์ (Tamaki et al., 2007) เพกตินสามารถพองตัวได้
จึงท าให้สารสารที่มีเพกตินมีความข้นหนืด ดังนั้นปริมาณเพกตินที่มากจึงอาจท าให้การตกตะกอนครูด
โปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ไม่ได้ผล  โดยยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับเอนไซม์ใน
กลุ่มการสลายสีย้อมในใบรางจืด เมื่อน าใบรางจืดมาสกัดสารสกัดหยาบ วัดปริมาณโปรตีน และ
กิจกรรมของเอนไซม์ที่มีรายงานว่ามีความสามารถในการสลายสีย้อม 2 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์เปอร์ออก
ซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดส พบว่า ระยะใบต่าง ๆ ได้แก่ ใบอ่อน ใบกลาง และใบแก่ ( Junsi and 
Siripongvutikorn, 2016) โดยพบปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดในแนวโน้ม
เดียวกัน คือ เพ่ิมขึ้นเมื่ออายุใบมากขึ้น โดยใบกลางมีค่ามากที่สุด และลดลงทั้งปริมาณโปรตีน และ
กิจกรรมของเอนไซม์ทั้ง 2 ในใบแก่ ซึ่งกระบวนการแก่ของใบเป็นกระบวนการที่ค่อนข้างซับซ้อน มี
การเพ่ิมขึ้นของกิจกรรมของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาออกซิเดชันมากมาย เช่น เอนไซม์คะ
ตะเลส เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดส Kar and Mishra (1976) รายงานว่ากิจกรรมของ
เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีออกซิเดสในใบข้าวมีแนวโน้มสูงขึ้นเมื่อใบมีอายุมากขึ้น โดยจะมี
กิจกรรมสูงสุดเมื่อใบเจริญเต็มที่ และลดลงเมื่อเข้าสู่ระยะใบที่แก่ขึ้น นอกจากนี้เมื่อใบแก่ขึ้นปริมาณ
โปรตีนและคลอโรฟิลด์ก็จะเพ่ิมข้ึนด้วย (PARISH, 1968) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยในครั้งนี้ 

สารสกัดรางจืดไม่เหมาะที่จะน ามาใช้ในการสลายสีย้อมโดยตรงเนื่องจากเป็นสารสกีดที่มีสี
เข้มมาก ดังนั้นจึงน ามาตรึงโดยใช้แคลเซียมอัลจิเนท ซึ่งเป็นสารที่นิยมใช้มากในการตรึงเซลล์ โดยอัล

จิเนทมีโครงสร้างเป็นโพลีแซคคาไรด์ มีหน่วยย่อยเป็น ß-D-mannuronic acid และ α-L-guluronic 

acid เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ (14) glycosidic bond ได้มาจากสาหร่ายสีน้ าตาล (Draget et al., 
2006) โดยอัลจิเนทจะเกิดโครงสร้างเป็นเม็ดบีทที่มีลักษณะกลมเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีประจุบวก (multi 
ion cation) เช่น Ca2+ ซึ่งในการทดลองนี้ใช้วิธีการตรึงสารสกัดหยาบรางจืดโดยใช้ โซเดียมอัลจิเนท 
2% w/v ผสมในสารสกัดรางจืด และให้เกิดเป็นเม็ดบีทในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 
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200 mM เนื่องจาก inorganic salt ที่ความเข้มข้นสูงมีผลท าให้แอลจิเนทตกตะกอน (Draget et al., 
2006) เมื่อน าเม็ดบีทรางจืดมาสลายสีย้อมเบื้องต้นพบว่าสามารถสลายสีย้อม crystal violet และ สี
ย้อม methylene blue โดยสีย้อม methylene blue ลายได้ดีที่สุด และใช้เวลาในการสลายน้อย
ที่สุด จึงน าเม็ดบีทมาเตรียมเป็นขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางต่าง ๆ (2.03 ± 0.06, 2.30±0.12 และ 
2.90±0.15 มิลลิเมตร) แล้วน ามาทดสอบการสลายสีย้อม methylene blue พบว่าเม็ดบีทรางจืดที่
เตรียมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.03 ± 0.06 มิลลิเมตร มีกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส 
สูงที่สุด สอดคล้องกับความสามารถในการสลายสีย้อม โดยการสลายสีย้อมของเม็ดบีทรางจืด มาจาก 
2 ส่วนการท างาน คือ สีย้อมถูกดูดซับไว้บริเวณผิวเจล โดยสังเกตได้จากเจลชุดควบคุม และจากการ
ท างานของสารสกัดหยาบรางจืด ซึ่งเป็นการท างานของเอนไซม์ที่อยู่ในสารสกัดหยาบรางจืด ใน
สภาวะที่ก าหนดคือ มีเฉพาะสีซึ่งเป็นสารประกอบในกลุ่มอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ดังนั้นเอนไซม์ที่
ท างานจึงเป็นเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส เนื่องจากเป็นเอนไซม์ที่ท างานโดยใช้สับสเตรทเป็น
สารประกอบในกลุ่มฟีนอลิกซึ่งมีสับสเตรทร่วมเป็นออกซิเจนในการเกิดออกซิเดชัน โดยในการสลายสี
นั้นมีหลายวิธี คือ การใช้วิธีทางกายภาพ และวิธีทางเคมี ซึ่งมีราคาสูง และไม่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 
โดยการก าจัดสีโดยใช้เอนไซม์ในธรรมชาติ เป็นวิธีที่ปลอดภัยมีราคาถูกและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ซึ่ง
กลไกการสลายสีนั้น ได้แก่ การตกตะกอน หรือการสลายพันธะในโครงสร้างวงแหวนอะโรมาติกของสี 
(Husain, 2010) เมื่อศึกษาผลของ pH ต่อกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และความสามารถใน
การสลายสีของเม็ดบีทรางจืดโดยการบ่มเม็ดบีทในสารละลายบัฟเฟอร์ pH 3-10 เป็นเวลานาน 30 
นาที พบว่าเม็ดบีทรางจืดมีลักษณะการพองตัวในสารละลาย pH ต่าง ๆ แตกต่างกัน โดย pH ที่มีการ
พองตัวของเม็ดบีทมากที่สุดคือ pH 9 สารละลายโซเดียมอัลจิเนทจะเสียความคงตัวเมื่อมีค่า pH 
มากกว่า 10 และอัลจิ เนทจะตกตะกอนเมื่อมีค่า pH 3.5 หรือต่ ากว่า  ค่าคงที่การแตกตัว 

(dissociation constants, pKa) ของหน่วยย่อย ß-D-mannuronic acid และ α-L-guluronic acid 
มีค่าเท่ากับ 3.38 และ 3.65 ตามล าดับ ทั้ง 2 โมเลกุลจะเชื่อมต่อกันเกิดเป็นโครงสร้างตาข่าย โดย
เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่างหมู่คาร์บอกซิเลท (COO-) กับ หมู่คาร์บอกซิลิก (COOH)  
และ เมื่อมีค่า pH มากกว่าค่า pKa (3.7) โมเลกุลทั้ง 2 จะเกิดการผลักกันเนื่องจากการถูกไอออไนซ์
ของหมู่คาร์บอกซิล ท าให้สูญเสียโครงสร้างตาข่าย (Bu et al., 2005) เมื่อสูญเสียโครงสร้างตาข่ายท า
ให้โมเลกุลของน้ าสามารถแพร่เข้าสู่สูญกลางเจลได้มากขึ้นจึงเกิดการบวมพองของเจล และ pH ยังมี
ผลต่อการท างานของเอนไซมืที่ถูกตรึงอยู่ภายในด้วย เมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์และความสามารถในการสลายสีย้อมของเม็ดบีท พบว่า เม็ดบีทรางจืดมีกิจกรรมของเอนไซม์
ลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น ลักษณะของเม็ดบีทที่บ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ ไม่เปลี่ยนแปลง และความสามารถ
ในการสลายสีย้อม methylene blue ไม่แตกต่างกันเมื่อบ่มเจลที่อุณหภูมิต่าง ๆ แสดงให้เห็นว่าแม้
กิจกรรมของเอนไซม์จะลดลง แต่เม็ดบีทรางจืดยังมีความสามารถในการสลายสี methylene blue 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3760453/#B15
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ได้เช่นเดิม เมื่อศึกษาจ านวนรอบการใช้ซ้ าของเม็ดบีทรางจืด พบว่าสามารถใช้ซ้ าได้ถึง 20 รอบ 
โดยรอบที่ 20 เม็ดบีทมีการสลายสีย้อม methylene blue ได้มากกว่าร้อยละ 50 
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บทที่ 4  
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 

 สารสกัดหยาบจากใบรางจืดมีกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดส 
โดยในระยะใบที่แตกต่างกันจะมีกิจกรรมของเอนไซม์แตกต่างกัน โดยในระยะใบกลางมีกิจกรรม
เอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสและโพลีฟีนอลออกซิเดสสูงสุด ซึ่งวัดกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสด้วย
สับสเตรท pyrogallol guaiacol และ syringaldazine มีค่าเท่ากับ 0.040±0.001  1.97±0.003 และ 
0.039±0.0006 U/ g fresh weight ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่ากิจกรรมเอนไซม์รวมในสารสกัด
หยาบใบรางจืดว่องไวต่อสับสเตรท pyrogallol มากที่สุด และกิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิ 
เดสสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 9,991.68±135.00 U/ g fresh weight ตามล าดับ เมื่อทดสอบ
ความสามารถในการสลายสีย้อมเม็ดบีทรางจืด โดยสีที่สามารถสลายได้ดี และเร็วที่สุด คือ 
methylene blue โดยขนาดของเม็ดบีทเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.03 ± 0.06 มิลลิเมตร มีกิจกรรมของ
เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสสูงที่สุดและมีความสามารถในการสลายสีย้อม methylene blue สูงที่สุด 
เม็ดบีทมีการสูญเสียสภาพ เมื่อบ่มเม็ดบีทด้วย pH ต่าง ๆ และมผีลต่อความสามารถในการสลายสีย้อม
เมื่อเทียบกับชุดควบคุม นอกจากนี้เม็ดบีทรางจืดยังมีความสามารถในการสลายสีย้อมเม่ือบ่มด้วย
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยยังคงความสามารถในการสลายสีย้อมได้ร้อยละ 79.08±11.08 
นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการใช้ซ้ าได้ 20 รอบโดยมีค่าการสลายสีรอบที่ 20 เท่ากับ ร้อยละ 
59.43±8.27 แต่เม็ดบีทรางจืดไม่สามารถสลายสีย้อมน้ าทิ้งโรงงานน้ ามันปาล์มได้ ซึ่งจากการทดสอบ
ท าให้เห็นว่าบีทรางจืดสามารถสลายสีย้อมได้ จึงเป็นข้อมูลพื้นฐานในการน าบีทรางจืดไปประยุกต์ใช้
สลายสีย้อมได้ในอนาคต 
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารละลายแบรดฟอร์ด 

สารละลายแบรดฟอร์ดประกอบด้วย 100 มิลลิกรัมของสี Coomassie blue G250 ใน 50 

มิลลิลิตรของ 95% ethanol และ 100 มิลลิลิตรของ phosphoric acid แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ า

กลั่นจนครบ 1 ลิตร 

การเตรียมสับสเตรท guaiacol 

สับเสตรท 0.25% v/v Guaiacol เตรียมโดย เติมสารละลาย Guaiacol ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลง

ในขวดวัดปริมาตร จากนั้นเติม DMSO ลงไปจนครบ 100 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันแล้วเก็บสับสเตรท 

Guaiacol ไว้ในขวดปิดสนิทสีชา  

การเตรียมสับสเตรท syringaldazine 

 1.2 mg/ml syringaldazine เตรียมโดย ชั่ง syringaldazine จ านวน 12 มิลลิกรัม จากนั้น

ละลายด้วยเมทานอล แล้วปรับปริมาตรด้วย เมทานอลจนครบ 10 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับปริมาตร 

เก็บสับเสตรทที่เตรียมได้ไว้ในขวดปิดสนิทสีชา 

การเตรียมสับสเตรท pyrrogallol 

 50 mg/ml pyrogallol เตรียมโดย ชั่ง pyrogallol 2.5 g ละลายด้วย 0.05 M phosphate 

buffer pH 6.8 แล้วปรับปริมาตรด้วยขวดปรับปริมาตรให้ครบ 50 ml เก็บสารละลายที่ได้ในขวดปิด

สนิทสีชา 

การเตรียมสับเสตรท pyrocatechol 

 0.1 M catechol เตรียมโดยชั่ง catechol 0.2753 g ละลายด้วย 0.1 M phosphate 

buffer pH 6.8 แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 25 ml ด้วยขวดปรับปริมาตร เก็บสารละลายที่ได้ในขวดปิด

สนิทสีชา 
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การย้อมเจลด้วยสับเสตรทต่าง ๆ 

 เจลที่ผ่านการท าอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบ native-PAGE น ามาย้อมกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์
ออกซิเดสโดยใช้สับสเตรทต่าง ๆ ได้แก่ pyrogallol guaiacol และ syringaldazine ส่วนกิจกรรมของ
เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสย้อมด้วย catechol โดยการย้อมน าเจลสีในกล่องพลาสติก เติม
สารละลายบัฟเฟอร์เดียวกับการวัดกิจกรรมของเอนไซม์โดยใช้สับสเตรทแต่ละชนิด  
 การย้อมกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสโดยใช้สับสเตรทเป็น pyrogallol ท าโดยปฏิกริิยา
ประกอบด้วยสารละลาย 50 mM phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 30 ml ลงในกล่องพลาสติก 
จากนั้นเติม 50 mg/ml pyrogallol ปริมาตร 1 ml เขย่าให้เข้ากัน แล้วเติม 0.1 mM H2O2 ปริมาตร 
100 µl เขย่าให้เข้ากัน แล้วใส่แผ่นเจลลงย้อม สังเกตการเปลี่ยนแปลงของเจลเป็นเวลานานประมาณ 
30 นาที บันทึกผลโดยการถ่ายภาพ ผลการทดสอบดัง รูปที่ 24 แถบที่ 1  
 การย้อมกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสโดยใช้สับสเตรทเป็น Guaiacol ด าเนินการ
เช่นเดียวกับการย้อมด้วยสับสเตท pyrogallol ปฏิกิริยาประกอบด้วยสารละลาย 10 mM 
phosphate buffer pH 7 ปริมาตร 30 ml ลงในกล่องพลาสติก จากนั้นเติม 0.25% v/v pyrogallol 
ปริมาตร 1 ml เขย่าให้เข้ากัน แล้วเติม 0.1 mM H2O2 ปริมาตร 100 µl เขย่าให้เข้ากัน แล้วใส่แผ่น
เจลลงย้อม สังเกตการเปลี่ยนแปลงของเจลเป็นเวลานานประมาณ 30 นาที บันทึกผลโดยการถ่ายภาพ 
ผลการทดสอบดัง รูปที่ 24 แถบที่ 2 

การย้อมกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสโดยใช้สับสเตรทเป็น syringaldazine ด าเนินการ
เช่นเดียวกับการย้อมด้วยสับสเตท pyrogallol ปฏิกิริยาที่ใช้ย้อมประกอบด้วย 10 mM phosphate 
buffer pH 7 ปริมาตร 30 ml ลงในกล่องพลาสติก จากนั้นเติม 0.25% v/v pyrogallol ปริมาตร 1 
ml เขย่าให้เข้ากัน แล้วเติม 0.1 mM H2O2 ปริมาตร 100 µl เขย่าให้เข้ากัน แล้วใส่แผ่นเจลลงย้อม 
สังเกตการเปลี่ยนแปลงของเจลเป็นเวลานานประมาณ 30 นาที บันทึกผลโดยการถ่ายภาพ ผลการ
ทดสอบดัง รูปที่ 24 แถบที่ 3 

การย้อมกิจกรรมเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสโดยใช้สับสเตรทเป็น catechol ด าเนินการ 
โดยใส่สารละลาย 0.1 M phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 30 ml ลงในกล่องพลาสติก จากนั้น
เติม 0.1 M catechol ปริมาตร 1 ml เขย่าให้เข้ากัน แล้วใส่แผ่นเจลลงย้อม สังเกตการเปลี่ยนแปลง
ของเจลเป็นเวลานานประมาณ 30 นาที บันทึกผลโดยการถ่ายภาพ ผลการทดสอบดัง รูปที่ 24 แถบที่ 
4 

ผลการย้อมเจลพบว่า กิจกรรมของเอนไซม์ที่พบคือ เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส แต่แถบที่ได้
อาจไม่ชัด โดยเห็นแถบดังลูกศรสีส้มชี้ (รูปที่ 24) เนื่องจากใช้เวลาในการย้อมนาน จึงเห็นแถบกิจกรรม
เอนไซม์เป็นปื้น จากการย้อมเจลแสดงให้เห็นว่ากิจกรรมของเอนไซม์ในสารสกัดน้อย ซึ่งสารสกัด
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รางจืดยากแก่การศึกษาเพราะเป็นสารสกัดท่ีมีลักษณะข้นหนืดมาก การตกตะกอนเกลืออาจจะไม่ได้
ผลดีมากนัก เนื่องจากสารสกัดมีความหนืด ปริมาณโปรตีนที่ได้ก็จะมีปริมาณน้อยด้วย  

 

รูปที่ 24 แถบกิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสและโพลีฟีนอลออกซิเดสในสารสกัดหยาบที่ย้อม
ด้วยสับเสตรทชนิดต่าง ๆ โดย 1-3 คือ แถบเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสที่ย้อมด้วยสับเสตรท pyrpgallol 
Guaiacol และ syringaldazine ตามล าดับ ส่วน 4 คือ แถบเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสที่ย้อมด้วย
สับสเตรท catechol (ลูกศรสีส้ม) 

 

 


