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Abstract 

 This study focuses on the removal of phenol by crude peroxidase 
from winged bean, ivy gourd and swamp cabbage. The extraction of crude 
peroxidase from swamp cabbage with phosphate buffer exhibited the 
highest activity (6.31 units per gram of plant). The peroxidase activity 
was measured using a reaction mixture consisting of 4-aminoantipyrine, 
phenol and hydrogen peroxide. The conditions for removal of phenol using 
phenol concentration of 100 ppm, 1 % w/w of H2O2, 50 minutes of 
reaction time, pH 7.0 and 3 units of crude enzyme and phosphate buffer 
as solvent at 30 oC. The efficiency of phenol removal by crude peroxidase 
from swamp cabbage was achieved to 90.23 %. 
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บทคัดยอ 

 การศึกษานี้มุงเนนการเรงปฏิกิริยาการกําจัดฟนอลโดยสารสกัดหยาบของเอ็นไซม
เปอรออกซิเดสจากถ่ัวพู ตําลึง และผักบุงไทย สารสกัดหยาบของเอ็นไซมเปอรออกซิเดสจาก
ผักบุงไทยท่ีสกัดดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรจะมีปริมาณของเอ็นไซมเปอรออกซิเดสสูง
ท่ีสุด (6.31 ยูนิตตอกรัมของพืช) ปริมาณของเอ็นไซมเปอรออกซิเดสหาไดจากปฏิกิริยาของ 
4-แอมิโนแอนทิไพรีน ฟนอล และไฮโดรเจนเปอรออกไซด สวนภาวะที่ใชในการกําจัดฟนอลจะ
ใชฟนอลเขมขน 100 พีพีเอ็ม 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของไฮโดรเจนเปอรออกไซด เวลาท่ีใช
ทําปฏิกิริยาเทากับ 50 นาที พีเอช 7.0 และ 3 ยูนิตของสารสกัดหยาบของเอ็นไซม 
เปอรออกซิเดสที่มีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเปนตัวทําละลายท่ีอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส 
ประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาการกําจัดฟนอลโดยสารสกัดหยาบของเอ็นไซมเปอรออกซิเดส 
จากผักบุงไทยใหผลการกําจัดสูงถึง 90.23 เปอรเซ็นต 
 

คําสําคัญ: ฟนอล เปอรออกซิเดส ถ่ัวพู ตําลึง ผักบุงไทย  
 

บทนํา 

 ฟนอลเปนสารที่มีความเปนพิษสูง และมีการนํามาใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน 
อุตสาหกรรมเรซิน พลาสติก อุตสาหกรรมปโตรเคมี การผลิตสียอม โรงงานกระดาษ และอื่นๆ 
[3] อุตสาหกรรมตางๆดังกลาวขางตนนั้นมีการปลอยน้ําท้ิงจากการผลิตท่ีอาจมีฟนอลปนเปอน
ลงสูแหลงน้ําธรรมชาติ  ถาในนํ้าธรรมชาติมีปริมาณฟนอลท่ีระดับความเขมขนสูงกวา  2 
มิลลิกรัมตอลิตร จะเปนพิษตอสัตวน้ํา มีผลทําใหคาความตองการออกซิเจนทางชีวเคมี 
(BOD) สูงขึ้น และถาความเขมขนของฟนอลสูงกวานี้จะทําลายออกซิเจนในโมเลกุลของน้ําให
หมดไป ซึ่งสงผลโดยตรงตอการดํารงชีวิตของสัตวน้ํา  [1]  ในปจจุบันมีแนวทางหลายแนวทาง
ท่ีจะใชในการกําจัดฟนอลท้ังการสกัดดวยตัวทําละลาย การดูดซับบนถานกัมมันต และการ
ออกซิเดชันทางเคมี [3] แนวทางที่สนใจศึกษาในงานวิจัยนี้เปนแนวทางที่เกี่ยวของกับการใช
สารเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพ (เอนไซม) โดยเลือกศึกษาเอ็นไซมเปอรออกซิเดสท่ีอยูในรูปสาร
สกัดหยาบแทนที่จะใชเอ็นไซมท่ีบริสุทธิ์มาเรงปฏิกิริยาการกําจัดฟนอล ซึ่งเปนการลดทั้ง
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กระบวนการ คาใชจาย และเวลาท่ีใชในการแยกเอ็นไซมใหบริสุทธ์ิ นอกจากนี้ยังเปนการลด
ปญหามลพิษทางน้ํา  
 การหาปริมาณของเอ็นไซมเปอรออกซิเดสนั้นหาจากการเกิดปฏิกิริยาของฟนอล  
4-อะมิโนแอนทิไพรีน และไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยมีเอ็นไซมเปอรออกซิเดสเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาทางชีวภาพ ดังแสดงในรูปท่ี 1 [2]  
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รูปท่ี 1  แสดงปฏิกิริยาของฟนอลกับ 4-อะมิโนแอนทิไพรีนโดยมีไฮโดรเจนเปอรออกไซดและ  
           เอ็นไซมเปอรออกซิเดส 
         

จากรูปท่ี 1 ฟนอลจะทําปฏิกิริยากับ 4-อะมิโนแอนทิไพรีน โดยมีไฮโดรเจน 
เปอร ออกไซด เปน ตัวออกซิ ไดส  ซึ่ ง จะได สารประกอบ  quinoneimine ท่ี มี สี แดง  
นําสารประกอบ quinoneimine ไปวัดปริมาณที่เกิดขึ้น 

สวนปฏิกิริยาการกําจัดฟนอลจะใชปฏิกิริยาของฟนอลกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
โดยมีเอ็นไซมเปอรออกซิเดสเปนตัวเรงปฏิกิริยาซึ่งจะไดผลิตภัณฑเปนสารพวกโอลิโกเมอร  
ท่ีมีความเปนพิษนอยกวาฟนอล ดังแสดงในรูปท่ี 2 [5] 
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รูปท่ี 2  แสดงปฏิกิริยาของฟนอลกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยมีเอ็นไซมเปอรออกซิเดสเปน 

           ตัวเรงปฏิกิริยา 
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ในปจจุบันไดมีการนําเอ็นไซมเปอรออกซิเดสท่ีมีความบริสุทธิ์ต่ํามาใชในการเรง
ปฏิกิริยาการกําจัดฟนอลโดยใหประสิทธิภาพในการกําจัดฟนอลคอนขางสูง [4] ในบางครั้ง
วัตถุดิบท่ีนํามาอาจหาไดไมงายนัก ในขณะท่ีถ่ัวพู ตําลึง และผักบุงไทย เปนพืชพ้ืนบานท่ีหาได
งายมาก สําหรับการนําพืชพ้ืนบานมาสกัดเอ็นไซมเปอรออกซิเดสในรูปสารสกัดหยาบ 

งานวิจัยนี้จึงไดศึกษาเกี่ยวกับการใชสารเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพ โดยเลือกศึกษา
เอ็นไซมเปอรออกซิเดสในรูปสารสกัดหยาบจากถ่ัวพู ตําลึง และผักบุงไทย มาใชในการกําจัด 
ฟนอล เพ่ือลดปญหามลพิษทางน้ํา และเปนการเพ่ิมมูลคาของถ่ัวพู ตําลึง และผักบุงไทยใหเกิด
การนํามาใชประโยชนใหมากข้ึน นอกจากนี้การกําจัดฟนอลโดยเอ็นไซมยังไมสงผลกระทบตอ
ส่ิงแวดลอม 

 

วัสดุและวิธีการวิจัย 

วัสด ุ

              ใชเคร่ืองยูวีวิสสิเบิลสเปกโทรโฟโตรมิเตอร  ของ Thermo Scientific Evolution 

300 UV-Vis วัดการดูดกลืนแสงในการหาปริมาณเอ็นไซมเปอรออกซิเดส และหาปริมาณ
ของฟนอล สวนสารเคมีท่ีใชในงานวิจัย ไดแก ฟนอล และ 4-อะมิโนแอนทิไพรีนของ Fluka 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดของ Ajax Finechem ไตรโพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอรเรตของ 
Carlo erba ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และแอมโมเนียม 
ไฮดรอกไซดของ J.T. Baker Phlipsburg สารเคมีท่ีใชเปนสารเคมีเกรดวิเคราะห  
(AR Grade) 

 

วิธีการวิจัย 

การสกัดเอ็นไซมเปอรออกซิเดสในรูปสารสกัดหยาบจากถ่ัวพู ตําลึง และผักบุงไทย 
โดยใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ท่ีเตรียมจากไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตกับโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต ในการสกัดเอ็นไซมเปอรออกซิเดสใชพืชสดท่ีปนละเอียดหนัก 20 กรัมตอ
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 200 กรัม แลวกรอง จากนั้นนําไปหมุนเหว่ียงจนไดสารละลายใส 
นําสารละลายที่ไดมาวิเคราะหหาปริมาณเอ็นไซมเปอรออกซิเดสจากปฏิกิริยาของ 4-แอมิโน



C. Yimthin  19   

แอนทิไพรีน ฟนอล และไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยใชเคร่ืองสเปกโทรสโกป [2] ท่ีความยาว
คล่ืน 510 นาโนเมตร คํานวณปริมาณเอ็นไซมเปอรออกซิเดสในหนวยยูนิตตอกรัมของพืช 

สวนการกําจัดฟนอลจะใชฟนอลเขมขน 100 พีพีเอ็ม ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ปริมาตร 5 มิลลิลิตรและ 3 ยูนิต 
ของสารสกัดหยาบของเอ็นไซมเปอรออกซิเดสที่มีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเปนตัวทําละลาย
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เติมแอมโมเนียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 7.0 โดยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร สวนเวลาที่ใชในการกําจัด 
ฟนอลเทากับ 50 นาที นําสารละลายท่ีมีฟนอลเหลืออยูไปทําปฏิกิริยากับ 4-อะมิโนแอนทิ
ไพรีน เขมขน 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และสารละลาย 
ไตรโพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอรเรต เขมขน 8 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ท้ิงไวใหเกิดปฏิกิริยา  15 นาที นําไปสกัดดวยคลอโรฟอรม แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 460 นาโนเมตร เพ่ือหาปริมาณของฟนอลที่เหลืออยู 

 

ผลการวิจัยและวิจารณผล 

การสกัดเอ็นไซมเปอรออกซิเดสในรูปสารสกัดหยาบจากถ่ัวพู ตําลึง และผักบุงไทย
นั้น จะถูกนําไปคํานวณหาปริมาณเอ็นไซมเปอรออกซิเดส จากคาการดูดกลืนแสงที่เปล่ียนไป
ตอนาที ท่ีความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร ดังแสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางท่ี 1 แสดงปริมาณเอ็นไซมเปอรออกซิเดสในพืช 

พืช  A
510

 

ตอนาที  

ปริมาณเอ็นไซมเปอรออกซิเดส 
(ยูนิตตอกรัมของพืช) 

ถ่ัวพู  0.732 3.71 

ตําลึง 0.643 3.26 

ผักบุงไทย  1.246  6.31 
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จากตารางที่ 1 พบวาคาการดูดกลืนแสงที่เปล่ียนไปตอนาที ท่ีความยาวคล่ืน 510  
นาโนเมตร นั้นผักบุงไทยมีคาการดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนไปตอนาทีสูงท่ีสุดคือ 1.246 รองลงมา
คือ ถ่ัวพู และตําลึง ซึ่งมีคา 0.732 และ 0.643 ตามลําดับ 

จากคาการดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนไปตอนาที ท่ีความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร สามารถ
นํามาหาปริมาณเอ็นไซมเปอรออกซิเดสในพืชแตละชนิดซึ่งมีปริมาณที่แตกตางกัน โดยปริมาณ
เอ็นไซมเปอรออกซิเดสในถ่ัวพู ตําลึง และผักบุงไทยมีปริมาณเทากับ 3.71, 3.26 และ 6.31  
ยูนิตตอกรัมของพืช ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 3 

ปริมาณเอ็นไซม เปอรออกซิเดสในพืชแตละชนิดซ่ึงมีปริมาณท่ีแตกตางกัน 
เน่ืองมาจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของพืชแตละชนิดมีความแตกตางกัน 

 

 
    
รูปท่ี 3  แสดงการเปรียบเทียบปริมาณเอ็นไซมเปอรออกซิเดสของถ่ัวพู ตําลึง และผักบุงไทย 
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สวนการเรงปฏิกิริยาการกําจัดฟนอลของเอ็นไซมเปอรออกซิเดสจากถ่ัวพู ตําลึง และ
ผักบุงไทยพบวามีประสิทธิภาพในการกําจัดฟนอลเทากับ 52.78, 84.62 และ 90.23 
เปอรเซ็นตตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 4  

ประสิทธิภาพของการเรงปฏิกิริยาการกําจัด   ฟนอลโดยเอ็นไซมเปอรออกซิเดสท่ีมี
ความแตกตางกัน เนื่องจากเอ็นไซมเปอรออกซิเดสเปนเอ็นไซมท่ีมีอยูในพืชหลายชนิด  
โดยเอ็นไซมเปอรออกซิเดสในพืชแตละชนิดจะอยูในกลุมท่ีแตกตางกัน ทําใหประสิทธิภาพของ
เอ็นไซมไมเทากันนั้นเอง  

จากผลการทดลอง พบวาผักบุงไทยมีปริมาณเอ็นไซมเปอรออกซิเดสคอนขางสูง และ
ยังมีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาการกําจัดฟนอลสูงท้ังท่ีเอ็นไซมเปอรออกซิเดสอยูในรูป
สารสกัดหยาบ แตถาตองการผลิตเอ็นไซมเปอรออกซิเดสที่มีความบริสุทธิ์สูง ผักบุงไทย
นับเปนพืชพ้ืนบานไทยอีกชนิดหนึ่งท่ีนาสนใจ เพราะมีราคาถูก และหาไดงายมาก 

 

 
 

รูปท่ี 4  แสดงการเปรียบเทียบการเรงปฏิกิริยาการกําจัดฟนอลของเอ็นไซมเปอรออกซิเดส   
ในถ่ัวพู  ตําลึง และผักบุงไทย 
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สรุป 

การสกัดเอ็นไซมเปอรออกซิเดสในรูปสารสกัดหยาบจากผักบุงไทยมีปริมาณเอ็นไซม
เปอรออกซิเดสสูงกวาตําลึงและถ่ัวพู โดยมีปริมาณสูงถึง 6.31 ยูนิตตอกรัมของพืช) สวนการ
เรงปฏิกิริยาการกําจัดฟนอลน้ัน พบวาเอ็นไซมเปอรออกซิเดสจากผักบุงไทยมีประสิทธิภาพใน
การเรงปฏิกิริยาการกําจัดฟนอลสูงสุดถึง 90.23 %  

จากผลการวิจัยนี้พบวาในพืชพ้ืนบานของไทย ซึ่งเปนพืชท่ีเจริญเติบโตไดงาย หางาย
ในทองถ่ิน มีราคาถูก เชน ถ่ัวพู ตําลึง และผักบุงไทย ซึ่งสามารถนํามาสกัดเอ็นไซม 
เปอรออกซิเดส เพ่ือนํามาไปใชในการกําจัดฟนอล โดยไมจําเปนตองผานขั้นตอนในการทําให
บริสุทธิ์ เปนการลดตนทุนในการกําจัดฟนอล ซึ่งใหประสิทธิภาพสูง และไมมีผลกระทบตอ
ส่ิงแวดลอม  
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