
บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 

ในการวิจัยครั้งนี้ผูวิจัยไดศึกษาเอกสารและงานวิจัย ท่ี เ กี่ยวของโดยนําเสนอตามลําดับ  

ดังตอไปนี้   

 2.1  ความรูเก่ียวกับเมล็ดยางพารา  

 2.2  ความรูเก่ียวกับเอนไซมไลเปส 

 2.3  ความรูเก่ียวกับการตรึงเอนไซมตรึงรูป 

 2.4  ความรูเก่ียวกับการตรึงเอนไซมดวยอัลจิเนต  ข้ีเถาแกลบ และเซลลูโลสท่ีมีรูพรุน 

5 2.5  งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 

2.1 ความรูเกี่ยวกับเมล็ดยางพารา 

2.1.1 ปริมาณวัตถุดิบเมล็ดยางพารา 

          ประเทศไทยเปนประเทศท่ีปลูกยางพารามากเปนอันดับหนึ่งของโลก มีปริมาณการ

ผลิตมากกวา 2 ลานตันตอป พ้ืนท่ีปลูกยางพาราของไทยมีแนวโนมเพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่อง จากจํานวน 

10.98 ลานไรในป 2533 เปน 12.24 ลานไร ในป 2539 เพ่ิมข้ึนเฉลี่ยรอยละ 8 ตอป โดยมีพ้ืนท่ีการ

ปลูกยางพาราประมาณรอยละ 85 อยูใน 14 จังหวัดภาคใต จังหวัดสุราษฎรธานี มีพ้ืนท่ีปลูกมากท่ีสุด 

จํานวน1,772,324 ไร รองลงมาคือจังหวัดสงขลา และนครศรีธรรมราช จํานวน 1,631,058 ไร และ 

1,289,047ไร ตามลําดับ 

          ยางพาราเปนพืชเศรษฐกิจท่ีทํารายไดใหกับประเทศไทยเปนจํานวนมากในรูปของ

ยางแผนรมควัน ยางเครฟ ยางแทง และอ่ืน ๆนอกเหนือจากน้ํายางพาราซ่ึงเปนผลผลิตโดยตรงแลว 

สวนตาง ๆ ของยางพาราก็ยังสามารถนําไปใชประโยชนอ่ืน ๆ ตลอดจนใชในอุตสาหกรรมไดอีก

มากมาย เชน ไมยางพารานําไปใชทําไมคํ้ายันไมแบบกอสราง ลังไม เผาถาน เครื่องเรือน เยื่อกระดาษ 

และใชเปนเชื้อเพลิงในโรงงานอุตสาหกรรมตางๆ คือ อุตสาหกรรมปลาปน อุตสาหกรรม

เครื่องปนดินเผา อุตสาหกรรมยางแผนรมควัน ฯลฯนอกจากนี้เมล็ดยางพาราก็ยังสามารถนํามาสกัด

น้ํามันเพ่ือใชประโยชนในอุตสาหกรรมตาง ๆ เชนอุตสาหกรรมสบู เภสัชภัณฑ ยารักษาโรค กาว วัตถุ

ระเบิด อุตสาหกรรมหนัง สิ่งทอ วัสดุหลอลื่นหมึกพิมพผาน้ํามัน ยาขัดโลหะ สี พลาสติก ไนลอน ยา

ดับเพลิง แชมพู ผงซักฟอก น้ํามันใสผมเครื่องสําอาง ยาฆาแมลง ฯลฯ 
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  ตนยางพาราจะเริ่มมีเมล็ดเม่ืออายุไดประมาณ 4 ปข้ึนไป แตยังใหเมล็ดนอยมาก 

และจะมีเมล็ดเพ่ิมมากข้ึนเปนลําดับ จนกระท่ังมีเมล็ดสูงสุดเม่ืออายุประมาณ 20 ป ซ่ึงตนยางพาราแต

ละทองถ่ินหรือแตละแปลงใหเมล็ดไมเทากัน บางทองถ่ินหรือบางแปลงก็ใหเมล็ดมาก บางแปลงก็ให

เมล็ดนอยท้ังนี้ข้ึนอยูกับปจจัยตาง ๆ หลายอยาง เชน โรคระบาด สภาพความสมบูรณของดิน การ

บํารุงรักษา อายุของตนยางพารา ภูมิอากาศ คือถาปใดฝนตกชุกเกินไปหรือแลงเกินไป ดอกยางพาราก็

จะรวงมาก โอกาสใหเมล็ดก็นอยลง และท่ีสําคัญท่ีสุดคือ พันธุของยางพาราซ่ึงแตละพันธุจะใหเมล็ดไม

เทากัน บางพันธุเมล็ดดก บางพันธุเมล็ดนอยตลอดจนวิธีการปลูกซ่ึงถาปลูกใหมีชวงหางกันมาก

ระหวางตนและระหวางแถวแลว ก็จะทําใหไดเมล็ดยางพารามาก ถาปลูกชวงระหวางตนและระหวาง

แถวใกลกันมากก็จะทําใหไดเมล็ดยางพารานอย จากการศึกษาของศูนยพัฒนาเศรษฐกิจอุตสาหกรรม

ภาคใต ปรากฏวาตนยางพารา 1 ไร (ประมาณ 70 ตน) จะใหเมล็ดยางพาราประมาณ 120 กิโลกรัม 

2.1.2 ลักษณะโครงสรางและสวนประกอบของงเมล็ดยางพารา 

            ยางพาราเปนพ้ืนท่ีมีผลและเมล็ดเพ่ือขยายพันธุเหมือนพืชชนิดอ่ืน ๆ ตามฤดูกาล 

ถาหากวาตนยางพารามีดอกและเกสรผสมแลว 3-4 เดือน จะใหผลและมีเมล็ดรวง 2 ชวง คือ

ประมาณเดือน กรกฎาคม ถึง สิงหาคม และประมาณเดือนกุมภาพันธ ถึง มีนาคม ผลมีขนาดโต 4.5 – 

6 เซนติเมตร ผลหนึ่งมี 3 เมล็ด แตละเมล็ดมีรูปรางกลมรี สีน้ําตาล ขนาด 2.0 – 2.5  เซนติเมตร 

น้ําหนักประมาณ 3-4 กรัม เปลือกในเปนเยื่อบาง ๆ สีขาว เนื้อในมีลักษณะนิ่ม สีเหลืองออนดัง

ภาพประกอบท่ี 2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 2.1 ลักษณะเมล็ดยางพารา 

ท่ีมา ปานฤทัย  พุทธทองศร ี(2555) 
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2.1.3 น้ํามันเมล็ดยางพารา ( rubber seed oil ) 

น้ํามันเมล็ดยางพาราเปนน้ํามันพืชชนิดหนึ่งมีสมบัติเปนสารอินทรียท่ีไมละลายน้ํา 

เกิดจากเอสเตอรระหวางกรดไขมันกับกลีเซอรีน (glycerin ) ท่ีเรียกวา ไตรกลีเซอไรด (triglyceride) 

เวลาเกิดไฮโดรไลซิส (hydrolysis ) จะไดกลีเซอรีนและกรดไขมันอิสระ (free fatty acid ) ปฏิกิริยา

ดังภาพประกอบท่ี 2.2 

 

H-C-OOCR1

H-C-OOCR2

H-C-OOCR3

H

H

+ OH3 2

H-C-OH

H-C-OH

H-C-OH

H

H

R1COOH

R2COOH

R3COOH

+

Triglyceride Water Glycerine Fatty acid  
 

ภาพประกอบท่ี 2.2  ปฏิกิริยาการเกิดไฮโดรไลซีส 

ท่ีมา : องอาจ แสงรุง (2530) 

 

  น้ํามันเมล็ดยางพารามีสีเหลืองออน กลิ่นคลายน้ํามันลินซีด (linseed oil ) ถาหยดให

บาง ๆ  แลววางท้ิงไวจะแหงซ่ึงมีสมบัติเปนน้ํามันประเภทก่ึงแหง (semi-drying oil) ดังนั้นจึงมี

ประโยชนในการนําไปทําน้ํามันผสมสีหรือน้ํามันชักเงาได (องอาจ แสงรุง , 2530) น้ํามันเมล็ด

ยางพารามีคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพดังแสดงในตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 2.1  คุณสมบัติน้ํามันยางพารา 

 

คุณสมบัติ น้ํามันดิบ น้ํามันบริสุทธิ ์ หนวย 

1.สถานะทางกายภาพ ท่ี  30 องศา

เซลเซียส 

ของเหลว ของเหลว - 

2.สี เหลืองทอง เหลืองทอง - 

3.ความถวงจําเพาะท่ี 30 องศาเซลเซียส 0.922 0.918 - 

4.ความหนืดท่ี 30 องศาเซลเซียส 41.24 37.85 Centistokes 
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ตารางท่ี 1  (ตอ) คุณสมบัติน้ํามันยางพารา 

 

คุณสมบัติ น้ํามันดิบ น้ํามันบริสุทธิ ์ หนวย 

5.จุดวาบไฟ 294 290 องศาเซลเซียส 

6.คาความเปนกรด 4.0 1.0 Mg KOH/g oil 

7.กรดไขมันอิสระ (โอเลอิก) 2.0 0.5 % 

8.คาเปอรออกไซด 2.5 1.0 - 

9.คาไอโอดีน 142.6 142.6 g-Iodine/100g 

 

ท่ีมา : lkwauuagwu et al.,(2000) 

 

  องคประกอบของน้ํามันเปนสารประกอบพวกกลีเซอไรดและนอนกลีเซอไรด  สวน

ใหญน้ํามันเปนสารประกอบกลีเซอไรดจําแนกสวนประกอบไดดังนี้ 

  1.น้ํามัน (triglyceride) 

  2.สารประกอบโมโนกลีเซอไรด (monoglyceride) และไดกลีเซอไรด (diglyceride) 

  3.กรดไขมันอิสระแบงออกเปน กรดไขมันอ่ิมตัวทไดแก myristic , palmitic , 

stearic , arachidic , behenicและlingnoceric 

  4.ฟอสฟาไทด (phosphstidees)มีลักษณะเหนียว เรียกวา ยางเหนียว (gum) ใน

น้ํามันดิบ (crued oil) ฟอสฟาไทดท่ีสําคัญมีอยู 2 ชนิด คือ lecithin และ cephalin สําหรับ 

lecithin เปนสารท่ีละลายในแอลกอฮอล เปนสาร optically active และเปนเอสเตอรของ 

glycerphosphoric acid  มีสูตรโครงสรางดังภาพประกอบท่ี 2.3 

 

H-C-OOCR1

H-C-OOCR2

H

H

H-C-OOPCH2N(CH3)3

OH OH
 

 

ภาพประกอบท่ี 2.3 โครงสราง lecithin 

ท่ีมา : องอาจ แสงรุง (2530) 

สวน cephalin เปนการรวมของพันธะท่ีเปนเอสเตอรกับ endo salt  ไมละลายใน 
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แอลกอฮอล มีสูตรโครงสรางดังภาพประกอบท่ี 2.4 

 

H-C-OOCR1

H-C-OOCR2

H

H

H-C-OOPCH2N(CH3)3

O

 
ภาพประกอบท่ี 2.4 โครงสราง cephalin 

ท่ีมา : องอาจ แสงรุง (2530) 

 

2.1.4  องคประกอบทางเคมีและสมบัติทางกายภาพของน้ํามันเมล็ดยางพารา  

                       เมล็ดยางพาราจะมีสีน้ําตาลลายขาวคลายเมล็ดละหุง ยาวประมาณ 2-2.5 

เซนติเมตร กวางประมาณ 1.5-2.5 เซนติเมตร และหนักประมาณ 3.6 กรัม ประกอบไปดวยสวนท่ีเปน

เนื้อใน (kernel) รอยละ 65 สวนท่ีเปนเปลือกนอก (shell) รอยละ 35 โดยท่ัวไปน้ํามันจากเมล็ด

ยางพาราจะมีปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัวและกรดไขมันไมอ่ิมตัวประมาณรอยละ 18-22 และ 78-82 

ตามลําดับ (ตารางท่ี 2.2) ซ่ึงน้ํามันเมล็ดยางพารานั้นจัดเปนน้ํามันก่ึงซักแหง (semi-drying oil) 

ตารางท่ี 2.3 แสดงสมบัติท่ัวไปของน้ํามันเมล็ดยางพาราน้ํามัน  

 

ตารางท่ี 2.2  ปริมาณกรดไขมันชนิดตางๆ ในน้ํามันเมล็ดยางพารา  
 

ชนิดของกรดไขมัน (%) 

กรดไขมันอ่ิมตัว  

กรดปาลมิติก (C16:0) 11 
กรดสเตียริก (C18:0) 12 
กรดอะราชิดิก (C20:0) 1 
กรดไขมันไมอ่ิมตัว  
กรดโอเลอิก (C18:1) 17 
กรดลิโนเลอิก (C18:2) 35 
กรดลิโนเลนิก (C18:3) 24 

 

ท่ีมา : ดารณี เจริญสุข (2554) 
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ตารางท่ี 2.3  สมบัติของน้ํามันเมล็ดยางพารา 

 

สมบัติ ชวงคาท่ีวัดได 

คาความเปนกรด (acid value) (mg KOH/g) 4-40 
คาสพอนนิฟเคชัน (saponification value)  
(mg KOH/g) 

190-195 

คาไอโอดีน (iodine number) (g I2/100 g) 132-141 

ดัชนีหักเหท่ี 40°C (refractive index) 1.466-1.469 
ความถวงจําพาะ (specific gravity) 0.92 

 

ท่ีมา : ดารณี เจริญสุข (2554) 

 

2.2  ความรูเกี่ยวกับเอนไซมไลเปส  

เอนไซมไลเปส (Triacylglycerol acylhydrolase, EC. 3.1.1.3)   เปนเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสท่ีพันธะเอสเทอร (ester bond) ของไตรกลีเซอไรด ซ่ึงมีกรดไขมันสายยาวเปน

สวนประกอบไดผลผลิต คือ กรดไขมันอิสระ ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกลีเซอรอล การ

เกิดปฏิกิริยาจะเกิดข้ึนบริเวณผิวสัมผัสระหวางชั้นของสับสเตรทกับชั้นนํ้า (oil-water interface) 

นอกจากนี้ไลเปสยังสามารถเรงปฏิกิริยายอนกลับได โดยเรงการสรางพันธะเอสเทอรระหวาง กลีเซอรอล

กับกรดไขมันอิสระ 

แหลงของไลเปสพบท้ังในสัตว  พืช แบคทีเรีย และรา ในสัตวพบในน้ํา นม และตับออน 

(pancreas) ไลเปสจากพืชพบในเมล็ดท่ีกําลังงอก เชน เมล็ดขาวสาลี ขาวโอต ขาวไรย ฝาย ถ่ัวเหลือง 

และละหุงเปนตน  

2.2.1 ความจําเพาะของไลเปสตอสับสเตรท 

                    เอนไซมไลเปสมีความจํ าเพาะตอสับสเตรท สามารถแบงไดเปน 3 กลุม คือ 

                    1) ความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด (position specificity)  ไลเปสท่ีมี

ความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด แบงออกเปน 2 กลุมยอย คือ 

                     1.1 )  ไลเปสท่ีมีความจําเพาะท่ีตําแหนง 1- และ 3- บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 

(1,3-specific lipases) 

                                  ไลเปสในกลุมนี้ จะเรงปฏิกิริยาการตัดกรดไขมันเฉพาะตําแหนงท่ีอยูดาน

นอกของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ไดกรดไขมันอิสระ, 1,2(2,3)-ไดกลีเซอไรด และ 2-โมโนกลีเซอไรด แต

เนื่องจากโมเลกุลของ 1,2(2,3)-ไดกลีเซอไรด และ 2-โมโนกลีเซอไรดไมคงตัว ถาปลอยใหปฏิกิริยาเกิด
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ตอไป จะเกิดการยายกรดไขมัน (acyl migration) จากตําแหนงท่ี 2 ไปยังตําแหนงท่ี 1และ 3 ไดเปน 

1,3-ไดกลีเซอไรu3604 ด และ 1-โมโนกลีเซอไรด ซ่ึงจะถูกยอยสลายอยางสมบูรณไดเปนกลีเซอรอล 

และกรดไขมันอิสระ เอนไซมในกลุมนี้ไดแก ไลเปสจากตับออน , Bacillus subtilis 168 , Mucor 

javanicus M, Rhizomucor miehei (Lipozyme IM20), Aspergillus niger A, 

Rhizopusjavanicus F, Rhizopus niveus N [14], Rhizopus delemar  

  2.2.2 ผลของความเปนกรดเปนดางตอแอคติวิตีของเอนไซมไลเปส 

        การเปลี่ยนแปลง  pH จะมีผลตอการแตกตัวของหมู R ของกรดอะมิโนท่ี

เปนเบสิคหรือแอซิดิคในโมเลกุลของเอนไซม โดยเฉพาะถาหมู R ท่ีเปนเบสิคหรือแอซิดิคนั้นอยูตรง

บริเวณเรงของเอนไซม การรวมตัวกันระหวางเอนไซมและสับสเตรทท่ีอาศัยพันธะไอออนิคนั้นตองการ

แรงดึงดูดระหวางประจุตรงกันขาม เม่ือ pH เปลี่ยนไปประจุบนโมเลกุลเอนไซมจะเปลี่ยนไป ทําใหสัม

พรรคภาพ (affinity) ระหวางเอนไซมและสับเสตรทไมดีเหมือนเดิม ถา pH สูงเกินไปหรือตํ่าเกินไปจะ

ทําลายสภาพธรรมชาติของโมเลกุลเอนไซม  

2.2.3 ผลของอุณหภูมิตออัตราเร็วปฏิกิริยา  

                    ปฏิกิริยาทางเคมีท่ัว ๆ ไป เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิอัตราเร็วจะเพ่ิมข้ึน แตสําหรับการเรง 

ปฏิกิริยาของเอนไซมนั้นมีขีดจํากัด อุณหภูมิท่ีทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุด เรียกวา optimum 

temperature ถาเพ่ิมอุณหภูมิสูงกวานี้จะทําใหอัตราเร็วปฏิกิริยาลดลง เนื่องจากความรอนไปทําลาย

สภาพธรรมชาติของเอนไซม จนไมสามารถทํางานไดดังเดิม ความรอนจะทําลายโครงสรางทุติยภูมิ 

โครงสรางตติยภูมิ และโครงสรางจตุรภูมิของเอนไซม เอนไซมของพวกสัตวเลือดอุนมี optimum 

temperature ประมาณ 37 องศาเซลเซียส ท่ีอุณหภูมิ 0 และ 100 องศาเซลเซียส อัตราเร็วปฏิกิริยา

ของเอนไซมเกือบจะเปนศูนย ซ่ึงจะเห็นไดจากการท่ีเราทําการสเตอริไลซเครื่องใชตาง ๆ โดยการตม

ของเหลานั้นในนํ้าเดือด เพ่ือเปนการทําลายสภาพธรรมชาติเอนไซมท่ีอาจจะติดมากับเครื่องใชนั้น ๆ 

โปรตีนสวนใหญจะมีการละลายเพ่ิมข้ึน ถาเพ่ิมอุณหภูมิใหสูงข้ึน แตมีขีดจํากัดวาไมเกิน 40 องศา

เซลเซียส ถาเกินชวง 40-50 องศาเซลเซียสไปแลว โมเลกุลโปรตีนจะไมคอยเสถียรและเริ่มจะสูญเสีย

สภาพธรรมชาติ คุณสมบัติในการละลายลดตํ่าลง โดยมากแลวโปรตีนจะรักษาเสถียรภาพไดในชวง

อุณหภูมิตํ่า ความเสถียรตออุณหภูมิข้ึนกับสวนประกอบของสารอาหารและสารละลายท่ีใชตรวจสอบ

ไลเปส สัตวเลี้ยงลูกดวยนมจะมีแอคติวิตีท่ีดีในชวงอุณหภูมิท่ีต่ํากวา 40 องศาเซลเซียส ไลเปสจาก

จุลินทรียมีชวงอุณหภูมิท่ีกวางกวา โดยมีแอคติวิตีท่ีอุณหภูมิในชวง 30-50 องศาเซลเซียส Sugihara 

และคณะ  รายงานวา Bacillus sp. ท่ีแยกจากดิน (นอยกวา 30 องศาเซลเซียส) ผลิตไลเปสท่ีแสดง

คาแอคติวิตีไดในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร ท่ี 60 องศาเซลเซียส คาแอคติวิตีลดลงท่ี 65 องศา

เซลเซียส RamakrishnanและBanerjee ทําการเลี้ยง Aspergillus niger ในถ่ัวลิสง 
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(groundnutcake) และนํ้ามันถ่ัวลิสง พบวาอุณหภูมิท่ีผลิตไลเปสใหมีแอคติวิตีท่ีสูง คือ 35 องศา

เซลเซียส Hofelmann และคณะ  ทําการวิเคราะหไลเปสจาก Aspergillus niger (Lipase2212D, 

Rohm) ซ่ึงเปนไอโซเอนไซม ไลเปสท้ังสองมีความเสถียรตํ่ากวา 40 องศาเซลเซียส แอคติวิตีจะลดลง

รอยละ 40 ท่ี 60 องศาเซลเซียสหลังจากผานไป 10 นาที และสูญเสียแอคติวิตีท้ังหมดท่ี 80 องศา

เซลเซียส 

2.2.4  การทํางานของเอนไซมไลเปสในตัวทําละลายอินทรีย   

          การทํางานของเอนไซมไลเปสในตัวทําละลายอินทรีย   มีประโยชนดังนี้ 

                   1)  เพ่ิมความสามารถในการละลายของสับเสตรท  หรือผลิตภัณฑท่ีละลายไดนอยใน

น้ํา  (non  polar)   

                    2) เกิดการเปลี่ยนแปลงสมดุลเทอโมไดนามิกไปในทิศทางการเกิดการสังเคราะห

มากกวาการเกิดไฮโดรไลซีส  (เชน  การสังเคราะหเอสเทอร , เปปไทด ,  แลคโตน  เปนตน)  

                    3) ลดการยับยั้งปฏิกิริยาของสับเสตรทหรือผลิตภัณฑ 

                    4) เอนไซมไมละลายในตัวทําละลายอินทรีย  ทําใหแยกเอนไซมไดงายดวยการกรอง

สวนผลิตภัณฑแยกออกไดโดยการระเหยตัวทําละลายอินทรีย 

                    5) ลดการปนเปอนของจุลินทรีย  เนื่องจากจุลินทรียเติบโตไดไมดีในตัวทําละลาย

อินทรีย  

                    6) เพ่ิมความเสถียรของเอนไซมโดยเฉพาะอยางยิ่งตอความรอน 

                    7) เพ่ิม  stereoselectivity  และ  enantioselectivity  ของเอนไซม  

                    8) ลดปริมาณฟองในระบบ  

             ขอดีท้ังหมดตามท่ีกลาวมาแลว  อาจไมใชของปฏิกิริยาใดปฏิกิริยาหนึ่งเพียง

ปฏิกิริยาเดียว  และการเรงในตัวกลางดังกลาวอาจพบขอเสียได  เชน  เอนไซมเสียสภาพธรรมชาติ  

เกิดการยับยั้งจากตัวทําละลายอินทรีย  เพ่ิมความซับซอนของระบบ  และตองเพ่ิมคาใชจายสําหรับตัว

ทําละลายอินทรีย  จากการคนพบวาเอนไซมสามารถทํางานไดในตัวทําละลายอินทรีย โดยมีโมเลกุล

ของนํ้าเพียงปริมาณเล็กนอยท่ีจับกับโมเลกุลของเอนไซมในการรักษาโครงรูปของเอนไซมใหสามารถ

เรงปฏิกิริยาได (active conformation state) ทําใหมีการตื่นตัวในดานงานคนควาและวิจัยเก่ียวกับ

การใชตัวเรงทางชีวภาพ ในการเรงปฏิกิริยาตาง ๆ ในตัวทําละลายอินทรียมากข้ึน ซ่ึงเอนไซมท่ี

สามารถทํางานไดในตัวกลางท่ีเปนตัวทําละลายอินทรียได มีหลายชนิดไดแกเอนไซมในกลุม 

Oxidoreductases,Hydrolases และ Isomerases  ทําใหมีการประยุกตใชเอนไซมในอุตสาหกรรม

หลายประเภทเชน อุตสาหกรรมอาหาร เครื่องสําอาง เภสัชกรรมหรือเคมีภัณฑท่ีใชในทางการแพทย 

การใชเอนไซมในตัวทําละลายในสภาพท่ีมีปริมาณนํ้าตํ่ามีขอดีอยูหลายประการ  คือ ชวยเพ่ิม

ความสามารถในการละลายของสับสเตรทหรือผลิตภัณฑท่ีไมละลายนํ้า ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
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สมดุลของปฏิกิริยาไปในทิศทางการสังเคราะห ซ่ึงเปนปฏิกิริยายอนกลับของไฮโดรไลซิส ลดการยับยั้ง

ปฏิกิริยาโดย สับสเตรทหรือผลิตภัณฑ เนื่องจากเอนไซมไมละลายในตัวทําละลายอินทรียจึงสามารถ

ใชการตรึง เอนไซมแบบงาย ๆ เชน การดูดซับเอนไซมบนพาหะตรึง สามารถปองกันการปนเปอนโดย

จุลินทรีย การแยกเอนไซมทําไดงาย ชวยเพ่ิม steroselectivity และ enantioselectivity ของ

เอนไซม และเปนการเพ่ิมความเสถียรของเอนไซมตอความรอน อยางไรก็ตามการใชเอนไซมในตัวทํา

ละลายอินทรียอาจมีขอเสียคือตัวทําละลายอินทรียอาจทําใหเอนไซมเกิดการเสียสภาพธรรมชาติ หรือ

อาจเปนตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซม จากการจํากัดของการแพร การปดก้ันท่ีบริเวณเรง การ

เปลี่ยนแปลงไปของโครงรางท่ีเหมาะสมของโมเลกุลเอนไซม ลดลักษณะท่ียืดหยุนและเคลื่อนไหวได

ของโมเลกุลเอนไซม  

 การทํางานของเอนไซมไลเปสในตัวทําละลายอินทรีย   มีรายละเอียดดังตอไปนี้ 

                         1) ลักษณะปฏิกิริยาเอนไซมในตัวทําละลายอินทรีย 

                            วิธีการในการใชเอนไซมในตัวทําละลายอินทรียมี 8 วิธี  

                            (1) ระบบท่ีมีการเติมตัวทําละลายอินทรียท่ีสามารถรวมตัวกับนํ้า (water 

miscible solvents) ลงไปในสารละลายท่ีเปนนํ้าซ่ึงมีเอนไซมละลายอยู สับสเตรทจะละลายในตัวทํา

ละลายอินทรีย นอกจากนี้ตัวทําละลายอินทรียยังชวยลดปริมาณนํ้าและเปลี่ยนสมดุลของปฏิกิริยาได 

                            (2) วิธีท่ีมีการเติมตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้า (water immiscible 

solvents)ลงไปในสารละลายท่ีเปนนํ้าท่ีมีเอนไซมละลายอยู ทําใหเกิดระบบสองวัฏภาค (biphasic 

system) สวนใหญสับสเตรทละลายอยูในตัวทําละลายอินทรีย และมีสับสเตรทปริมาณนอยท่ีละลาย

ในสวนท่ี เปนนํ้าซ่ึงเปนท่ีท่ีสับสเตรทจับกับเอนไซมเพ่ือทําใหเกิดผลิตภัณฑ การใชตัวทําละลายท่ีมีข้ัว

นอย เชน เฮกเซน และไอโซออกเทน มีประโยชนในแงท่ีทําใหเกิดการทําลายเอนไซมนอยกวาการใช

ตัวทําละลายอินทรียท่ีมีข้ัว ขอดีของระบบนี้คือ เตรียมไดงาย สามารถแยกเอนไซมและผลิตภัณฑออก 

ไดอยางสะดวก และลดการยับยั้งจากผลิตภัณฑ แตแอคติวิตีของเอนไซมจะข้ึนกับพ้ืนท่ีผิวระหวางนํ้า

กับตัวทําละลายอินทรีย (interface) และเอนไซมสวนมากไวตอการเสียสภาพธรรมชาติ โดยแรง 

ระหวางชั้นของเหลว (interfacial forces) ยกเวนเอนไซมไลเปสซ่ึงการเรงปฏิกิริยาเกิดข้ึนท่ีบริเวณ 

ผิวสัมผัสระหวางนํ้ากับตัวทําละลายอินทรีย 

                            (3) ระบบของเหลวสองวัฏภาคระหวางตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับน้ํา

สารละลายท่ีเปนนํ้าซ่ึงมีปริมาตรมากกวาตัวทําละลายในระบบ สวนเอนไซมอยูในรูปเอนไซมตรึง

แขวนลอยในสวนท่ีเปนนํ้า  เอนไซมในรูปอนุภาคของแข็งท่ีกระจายตัวในรูปหยดสารละลายในตัวทํา

ละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้า เอนไซมท่ียึดเกาะบนอนุภาคของแข็ง (disperser particles) เม่ือ

กระจายตัวในรูปหยดสารละลายในตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้า 

                             (4) ระบบท่ีเอนไซมถูกกักไวในพาหะตรึงท่ีมีรูพรุน ซ่ึงมีนํ้าบรรจุอยูเต็ม และ

แขวนลอยในตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้า วิธีนี้เอนไซมอยูในสิ่งแวดลอมท่ีเปนนํ้า การใช
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เ อน ไซม ท่ี ไ ม บ ริ สุ ท ธิ์ สิ่ ง ท่ี เ จื อปนอยู อ า จ ส ร า ง สิ่ ง แ ว ดล อม รอบ โ ม เ ล กุ ล ขอ ง เ อน ไซม

(microenvironment) ซ่ึงชวยปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของเอนไซม  

                             (5) วิธีท่ีมีเอนไซมดูดซับบนพาหะตรึงท่ีมีรูพรุนแลวทําการระเหยนํ้าออก 

จากนั้นเติมตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้าวิธีนี้จะมีนํ้าเกาะอยูกับเอนไซม และพาหะตรึงใน

ปริมาณ เล็กนอยซ่ึงเพียงพอตอการเรงปฏิกิริยา 

                             (6) วิธีท่ีมีการเติมเอนไซมลงไปโดยตรงในตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัว

กับนํ้าเอนไซมไมละลายในตัวทําละลายอินทรีย จึงอยูในรูปสารแขวนลอย และมีปริมาณนํ้าเพียง

เล็กนอยเกาะอยูกับเอนไซม พอท่ีจะทําใหเอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาได แตวิธีนี้อาจทําใหการ

แพรกระจายของเอนไซมเปนไปไดยาก เนื่องจากเอนไซมดึงดูดกันดวยแรงอิออนิคท่ีแข็งแรงกวาแรงท่ี

ดึงดูดในตัวทําละลายอินทรีย 

                            (7) วิธีท่ีเอนไซมถูกกักอยูใน reversed micelles (water in oil) ท่ีมีนํ้าบรรจุ

อยูreversed micelles มีลักษณะเปนสารละลายใส ประกอบดวยหยดนํ้าเล็ก ๆ ท่ีถูกทําใหคงตัวดวย

สาร ลดแรงตึงผิว ซ่ึงอยูในตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้า เอนไซมละลายในสวนท่ีเปนนํ้า 

เอนไซมไลเปสมักถูกใชในระบบนี้ เพราะมีเนื้อท่ีของ interface สูง มีผลใหไดแอคติวิตีสูง 

                          (8) วิธีท่ีเอนไซมถูกเปลี่ยนแปลงใหละลายไดในตัวทําละลายอินทรีย โดยการจับ

กับสารบางชนิด เชน โพลีเอทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol, PEG) ดวยพันธะโควาเลนท และ

อาศัยลักษณะท่ีเปนไฮโดรโฟบิคของสายไฮโดรคารบอน ชวยในการละลายในตัวทําละลายอินทรีย  

              2)  ปจจัยท่ีมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมท่ีตรึงในตัวทําละลายอินทรีย 

          การทํางานของเอนไซมในการเรงปฏิกิริยาในตัวกลางท่ีเปนตัวทําละลายอินทรีย 

ข้ึนอยูกับปจจัยตาง ๆ ดังนี้ 

                          (1) นํ้า โดยนํ้าจําเปนสําหรับแอคติวิตีของเอนไซมในการเรงปฏิกิริยา และมีผล

ตอความเสถียรของเอนไซม การรักษาปริมาณนํ้าท่ีพอเหมาะเปนสิ่งสําคัญ ถามีนํ้ามากเกินไปสมดุล

ของปฏิกิริยาจะเปลี่ยนไปในทิศทางการเกิดปฏิกิริยาการสลายดวยนํ้า แตถานํ้ามีปริมาณนอยไปจะทํา 

ใหเอนไซมสูญเสียประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยา นํ้าท่ีมีผลตอการทํางานของเอนไซม สามารถแบง

ไดเปน 2 สวน สวนแรกคือ สวนท่ีเรียกวา “bound water” เปนสวนของนํ้าท่ีลอมรอบโมเลกุล ของ

เอนไซม นํ้าสวนนี้มีความสําคัญตอการรักษาโครงสรางของเอนไซม นํ้าเหลานี้มีสวนท้ังทางตรง และ

ทางออมเก่ียวกับพันธะไฮโดรเจน แรงไฮโดรโฟบิค และแรงแวนเดอรวาลส ท่ีอยูในเอนไซม โดยท่ีแรง

เหลานี้ จะชวยใหเอนไซมคงรูปตามธรรมชาติ และชวยในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ถานํ้าสวนนี้ถูก

ดึงออกไป จะทําใหเอนไซมผิดรูป เอนไซมจึงสูญเสียประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยา สวนนํ้าท่ีอยูถัด

ออกมาเรียกวา “bulk water” เปนนํ้าสวนท่ีไมไดเกาะอยูกับเอนไซม สามารถขจัดออก ไดโดยท่ี

เอนไซมยังคงความสามารถในการเรงปฏิกิริยา เอนไซมจะไมสามารถทํา งานไดถาปราศจากนํ้าท่ีจะ

รักษาโครงสรางของเอนไซม ไดมีผูประมาณปริมาณนํ้าท่ีจําเปนตอการเรงปฏิกิริยาไววา ตองการนํ้าท่ี
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เรียงตัวเพียงชั้นเดียวท่ีผิวของเอนไซม ก็พอตอการทําใหเอนไซมมีโครงสรางท่ียืดหยุนโดยการเกิด

พันธะไฮโดรเจนกับหมูท่ีมีประจุบนโมเลกุลของเอนไซม ปริมาณนํ้าท่ีพอเหมาะสํา หรับแตละปฏิกิริยา

แตกตางกันไปข้ึนกับปจจัยหลายอยาง เชน ชนิดของเอนไซม พาหะตรึง ตัวทํา ละลายอินทรีย และ

สับสเตรท รวมถึงปริมาณและความเปนโพลารของสารเหลานั้น การกระจายของนํ้าในระบบก็มีผล

สําคัญตอการเรงปฏิกิริยา โดยนํ้าบางสวนจับกับเอนไซม และพาหะตรึง บางสวนละลายในตัวทํา

ละลายอินทรีย โดยท่ัวไปการรายงานเก่ียวกับปริมาณนํ้ามักรายงานปริมาณนํ้าท้ังหมดในระบบ ทําให

เปนการยากในการเปรียบเทียบแอคติวิตีของเอนไซม ภายใตสภาวะท่ีแตกตางกัน จึงไดมีผูทําการวัด

ปริมาณนํ้าท่ีมีอยูเพ่ือใหเขาใจพฤติกรรมของเอนไซม โดยใชตัวแปร คือ wateractivity (Aw) ในระบบ

ท่ีมีองคประกอบหลายชนิดผสมกันอยู แตละองคประกอบมีผลตอ Aw ท้ังหมดในระบบนั้น คา Aw 

ของสารประกอบหนึ่ง ๆ สัมพันธกับความดันของนํ้าท่ีสัมผัสกับสารประกอบนั้นและแปรตามอุณหภูมิ

และความดันบรรยากาศ จากคํานิยาม Aw จะมีคาเทากันหมดในทุกวัฏภาคท่ีมีภาวะสมดุล ทําใหใช

แสดงปริมาณนํ้าในระบบของเอนไซมในตัวทําละลายอินทรียไดดีกวาการใชหนวยรอยละโดยนํ้าหนัก

หรือปริมาตร คา Aw คือ คาท่ีแสดงความชื้นสัมพัทธในวัฏภาคท่ีเปนกาซสามารถปรับไดโดยการทํา 

ใหอยูในบรรยากาศท่ีควบคุมความชื้น ดวยการใชสารละลายอ่ิมตัวของเกลือคา Aw เปนคาท่ีบงชี้วา

เปนปฏิกิริยาการสังเคราะหหรือปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดย ปฏิกิริยาการสังเคราะหมักเกิด เม่ือ Aw 

ลดลงมากพอ ในการเรงปฏิกิริยาในตัวทํา ละลายอินทรียท่ีมีปริมาณนํ้าจํากัดทําใหเอนไซม ทนตอ

อุณหภูมิสูงได (Thermal stability) เชน เอนไซมไลเปสจาก Porcine pancreas สามารถทํางานได

นานหลายชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ในเฮกเซนท่ีมีนํ้าอยูนอยมาก เนื่องจากหมูท่ีมีประจุ

ของเอนไซมเกิดพันธะไฮโดรเจนกันเอง ทําใหเอนไซมยังคงรูปรางท่ีมีความแข็งแรง (structure 

rigidity) สามารถใชเรงปฏิกิริยาไดตอไป 

                     (2) ชนิดของตัวทําละลายอินทรีย  

                การเลือกตัวทํา ละลายอินทรียมีความสําคัญตอแอคติวิตี และมีสวน สําคัญใน

การคงอยูของปริมาณนํ้ารอบ ๆ เอนไซม (bound water)  ตัวทําละลายอินทรียจํา แนกได เปน 2 

กลุม คือ กลุมท่ีสามารถรวมตัวเปนเนื้อเดียวกับนํ้า (water miscible หรือ hydrophilic solvent) 

เชน อะซิโตรไนไตรล เตตระไฮโดรฟูแรน ไดออกเซน ไพริดีน และอะซิโตน เปนตน ตัวทําละลาย

อินทรียกลุมนี้ ชอบท่ีจะดึงนํ้ารอบ ๆ โมเลกุลเอนไซม ทํา ใหเอนไซมเกิดการคลี่ออกเปนสายยาวมีผล

ทํา ใหแอคติวิตีตํ่า สวนกลุมท่ีสองเปนตัวทํา ละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวเปนเนื้อเดียวกับนํ้า (water 

immiscible หรือ hydrophobic solvent) เชน เฮปเทน ไอโซออกเทน เฮกเซน ไดไอโซโพรพิล

อีเทอรและไดบิวทิลอีเทอร เปนตน ตัวทําละลายอินทรียกลุมนี้ไมแยงดึงนํ้าออกจากเอนไซมทําใหมีแอ

คติวิตีเชนเดิม ดังนั้นแอคติวิตีในการเรงในตัวทํา ละลายอินทรียชนิดไฮโดรโฟบิคจึงสูงกวาชนิดไฮโดรฟ

ลิค 
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                ในอดีตการเลือกใชตัวทําละลายอินทรีย อาศัยคุณสมบัติทางกายภาพ เชนความ

มีข้ัว การละลายนํ้า คาคงท่ีไดอิเลคทริก เปนตน อยางไรก็ตามยังขาดขอมูลจากการทดลองอยูมาก 

ตอมา Brink และ Tramper  ใช Hildebran solution parameter และนํ้าหนักโมเลกุลในการทํา 

นายผลของตัวทํา ละลาย พบวาแอคติวิตีของเอนไซมสูงข้ึนในตัวทํา ละลายอินทรียท่ีมีคา Hildebran  

solution ตํ่า และมีนํ้าหนักโมเลกุลสูง แตคา Hildebran solution วัดไดยากในตัวทํา ละลายอินทรีย

ท่ี ไมมีข้ัว ดังนั้นไดใชตัวแปร คือ log P เพ่ือทํานายอัตราการเกิดปฏิกิริยาของ เอนไซมในตัวทําละลาย

อินทรีย และใชในการเลือกชนิดตัวทําละลายอินทรีย คํานิยามของ log P หมายถึง คาlog ของ 

Partition Coefficient (P) ในระบบสองวัฏภาคระหวาง octanol/นํ้า และสามารถ วัดไดโดยการ

ทดลองหรือการคํานวณจากคา hydrophobic fragmentation constants โดยท่ีตัวทําละลาย

อินทรียแตละชนิด มีคา log P แตกตางกัน และสามารถแบงกลุมตัวทําละลายอินทรียได 3 ชนิด คือ 

       - ตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา log P นอยกวา 2 ละลายนํ้าไดมากกวา รอยละ 0.4 เปน

ตัวทําละลายชนิดไฮโดรฟลิคท่ีไมเหมาะตอการใชงาน เนื่องจากมีผลเปลี่ยนแปลงนํ้าลอมรอบเอนไซม

เปนอยางมาก 

       - ตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา log P อยูระหวาง 2-4 ละลายนํ้าได รอยละ 0.04-0.4 

เปนตัวทําละลายอินทรียชนิดไฮโดรโฟบิคท่ีใหแอคติวิตีสูง และมีผลเปลี่ยนแปลงนํ้าท่ีลอมรอบเอนไซม

เพียงเล็กนอย 

       - ตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา log P มากกวา 4 ไมละลายนํ้าเปนไฮโดรโฟบิคอยางสูง 

ใหคาแอคติวิตีสูงท่ีสุดและไมมีผลในการเปลี่ยนแปลงนํ้าลอมรอบเอนไซม 

               Reslow และคณะ  ทําการศึกษาผลการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ไคโมทริปซิน

ในตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา log P แตกตางกัน พบวา ตัวทําละลายอินทรียชนิด ไฮโดรโฟบิคท่ีมีคา 

log P สูง ใหแอคติวิตีสูงกวาตัวทําละลายชนิดไฮโดรฟลิคท่ีมีคา log P ตํ่า และตัวทําละลายอินทรีย

ชนิดไฮโดรโฟบิคใชปริมาณนํ้านอยกวาชนิดไฮโดรฟลิค เพ่ือทํา ใหเกิดปฏิกิริยาไดสูงสุด ตัวทําละลาย

อินทรียชนิดไฮโดรโฟบิคทํา ใหเอนไซมมีความเสถียรดีกวาตัวทําละลายชนิดไฮโดรฟลิค ซ่ึงสอดคลอง

กับ Zaks และ Klibanov  ท่ีพบวาความเสถียรตออุณหภูมิและการเก็บรักษาจะมีคาสูงในตัวทํา

ละลายอินทรียชนิดไฮโดรโฟบิค    

2.2.5  การประยุกตใชเอนไซมไลเปส (นิยม กําลังดี, 2539) 

        1)  เอนไซมไลเปสกับเปล่ียนแปลงในเชิงอุตสาหกรรม 

                           ถึงแมวาเอนไซมไลเปส หรือ glycerolesterhydrolase (E.C. 3.1.1.3) 

มีการนํามาใชในเชิงอุตสาหกรรมคอนขางเปนเวลานาน  เชน ในอุตสาหกรรมอาหารโดยเฉพาะอยาง

ยิ่งในอาหารหมักเพราะเอนไซมไลเปสจะเปนตัวผลิตกลิ่นรส (flavor) ในอาหารชนิดนั้น ๆ ใหมีกลิ่นรส

เฉพาะตัว แตปริมาณใชและปริมาณการผลิตมีจํากัด เนื่องจากเอนไซมไลเปสนั้นมีขอจํากัดในดานตาง 

ๆ คอนขางมากเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมท่ีสําคัญในเชิงอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ  เชน เอนไซมยอยสลาย
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โปรตีน  หรือ กลุมเอนไซมท่ียอยสลายแปง อยางไรก็ตามปจจุบันนี้การพัฒนาและการประยุกตใช

เอนไซมไลเปสในเชิงอุตสาหกรรมนั้นมีแนวโนมและศักยภาพท่ีสูงข้ึน  หมายความวาเอนไซมไลเปสเริ่ม

มีความสําคัญ มีบทบาท และมีการนํามาใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ มากข้ึน มิไดจํากัดอยูเพียง

อุตสาหกรรมอาหาร หรืออุตสาหกรรมผงซักฟอกอันเปนลักษณะการใชเอนไซมในรูปแบบเดิมดังแต

กอน 

                           เอนไซมไลเปสแบงออกเปน 2 กลุมตามความจําเพาะตอตําแหนงของ

ไตรกลีเซอไรด (triglyceride ) คือกลุมท่ีมีสมบัติจําเพาะตอตําแหนง 1,3 ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด  

และกลุมท่ีมีคุณสมบัติไมจําเพาะตอตําแหนงดังกลาวบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด  อยางไรก็ตามมี

รายงานวาเอนไซมไลเปสท้ัง 2 กลุมนี้จะไมถูกแบงออกจากกันโดยเด็ดขาด  เพราะวาเอนไซมไลเปสก

ลุมท่ีมีความจําเพาะตอตําแหนง 1,3 ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรดนั้นคือเอนไซมไลเปสชนิดท่ีไมมี

ความจําเพาะท่ีมีความสามารถในการไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดไดนอยกวานั้นเอง  

                            ปฏิกิริยาการใชเอนไซมไลเปส สําหรับการเปลี่ยนแปลงลักษณะ

โครงสรางของไขมันและน้ํามันเปนกระบวนการหนี่งท่ีมีผลมาจากการพัฒนาการใชประโยชนจาก

เอนไซมไลเปส เม่ืออยู ในสภาวะใชประโยชนจาก เอนไซมไล เปส เ มื่ออยู ในสภาวะ low-

water environments หรือ microaqueous system ในสภาวะดังกลาวนั้นไขมันและน้ํามันจะ

เกิดการเปลี่ยนแปลงแทนท่ีต่ําแหนงของ acyl   residue ท่ีตําแหนงคารบอนท่ี 1 และ 3 ( C1 และ 

C3 ) ของกลีเซอรอลในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดท่ีเกิดจากกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมไลเปส 

(ภาพประกอบท่ี 2.5) ซ่ึงเอมไซมไลเปสท่ียูในระบบดังกลาวนั้นสามารถเกิดปฏิกิริยาไดท้ัง hydrolysis 

, trancesterification และ synthesis ester ตัวอยางการใชเอมไซมไลเปสเพ่ือเปลี่ยนแปลงลักษณะ

โครงสรางของไขมันและน้ํามันท่ีไดพัฒนามาสูระดับอุตสาหกรรมแลว ไดแก การดัดแปลงโครงสราง

น้ํามันปาลมซ่ึงมีราคาต่ําใหเปน Cocoa butter-like  fats ท่ีมีคาสูงกวาเพ่ือใชทดแทน Cocoa 

butter ในอุตสาหกรรมอาหาร 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 2.5  การประยุกตใชการเปลี่ยนแปลงแทนท่ีตําแหนงคารบอนท่ี 1 และ 3 ( C1 และ 

C3 ) ของกลีเซอรอลในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดท่ีเกิดจากกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมไลเปสโดย

ปฏิกิริยา  acidolysis หรือ transesterification  

ท่ีมา : นิยม กําลังดี (2539) 
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เนื่องจากปฏิกิริยาเอนไซมไลเปสนั้นมีความจําเพาะตอตําแหนงและลักษณะ 

โครงสรางของสารตั้งตนจึงทําใหสามารถใชเอนไซมไลเปสในการสังเคราะหสารตางๆไดมากมาย เชน 

กรดไขมันและกลีเซอรอล สารไตรกลีเซอไรดและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactants) ลักษณะ

การเกิดปฏิกิริยา trancesterification ท่ีจําเพาะนั้นเปนขอดีและไดเปรียบกระบวนการสังเคราะห

ดวยวิธีเคมีเปนอยางมากในแงของการควบคุมการเปลี่ยนแปลงโครงสรางสารเคมีของไขมันและน้ํามัน

ไดตามตองการ 

  เอนไซมไลเปสท่ีมีการผลิตในเชิงการคาเพ่ือใชในกระบวนการ tranesterification 

เปนครั้งแรกในอเมริกา โดยใชเชื้อรา Mucor miehei เอนไซมจากเชื้อราชนิดนี้มีสมบัติท่ีเหมาะสม 

เพราะมีความจําเพาะตอตําแหนงสูง  สามารถมนตออุณหภูมิสูงไดดี  เม่ือตรึงเอนไซมชนิดนี้บน 

anion-exchange resin  พบวาเอนไซมไลเปสจากเชื้อ Mucor miehei ไมสูญเสียประสิทธิภาพการ

ผลิต ( productivity) และปราะสิทธิภาพในความจําเพาะปฏิกิริยา  มีรายงานวาสามารถท่ีจะใช

เอนไซมท่ีตรึงนี้ในกระบวนการผลิตท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ไดนานกวา 1,800 ชั่วโมง 

  สวนการใชประโยชนของเอนไซมไลเปสท่ีเปนกลุม alkaline lipase  ใน

อุตสาหกรรมซักลางนั้น เพราะวาการใชเอนไซมไลเปสนั้นทําใหสามารถลดอุณหภูมิของการซักลางได 

ชวยลดปริมาณการใชสารลดแรงตึงผิว (surfactants) และยังมีผลกระทบตอสภาวะแวดลอมนอยกวา

การใชสารเคมีปจจุบันนี้การใชเอนไซมไลเปสในอุตสาหกรรมการซักลา งมีปริมาณท่ีมากข้ึน 

เนื่องจากสามารถท่ีจะผลิตเอนไซมไลเปสโดยกระบวนการหมักไดในปริมาณท่ีเพียงพอตอความ

ตองการใช การเพ่ิมปริมาณเอนไซมโดยกระบวนการหมักนั้นเปนผลท่ีเกิดจากการพัฒนาความรูในการ

ควบคุมการหมัก การปรับปรุงเทคนิคดานพันธุวิศวกรรมตัวอยางเชน  การตัดตอสวน promoter ของ

จีนท่ีควบคุมการสรางเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส ( 4α-amylase) และสวน terminator ของจีนท่ี

ควบคุมการสรางเอนไซมกลูโคอะไมเลส (gluco amylase) จากเชื้อ Aspergil lus niger แลว

นํามาเชื่อมตอเขาจีนท่ีควบคุมการสรางเอนไซมไลเปสของเชื้อ Aspergillus niger เปนตน  เปนผล

ใหสามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตเอนไซมไลเปสของเซลลจุลินทรียท่ีเพาะเลี้ยงได ซ่ึงจากความรูและ

ความเขา ใจถึงลักษณะโครงสรางและกลไกตาง ๆ    เหลานี้ของเอนไซมไล เปส  เปนปจจัย ท่ี

สําคัญตอการพัฒนาการความกาวหนาการใชเอนไซมดังกลาวมาสูระดับอุตสาหกรรม 

   2) การพัฒนาและการประยุกตใชเอนไซมไลเปสในอุตสาหกรรมกระดาษ 

                   การใชเอนไซมไลเปสในอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษการเตรียมโครงสราง

ไขมันตามวัตถุประสงค  รวมถึงการใชเอนไซมในกระบวนการผลิตทางชีวภาพเ พื่อมาทดแมน

กระบวนการผลิตดั้งเดิมท่ีใชวิธีทางเคมีเอนไซมไลเปสในอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษและเยื่อ

กระดาษ  ในปจจุบันแนวโนมการนําเอนไซมไลเปสมาใชรวมอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษมีมากขึ้น

แทนที่การใช เอนไซม เซลลู เลสและลิกนิน เนสเพียงอยาง เดียว   การใชเอนไซมไลเปสนั้นมี
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วัตถุประสงค เพ่ือชวยปรับปรุงกระบวนการในการผลิตกระดาษและเยื่อกระดาษท่ีใชอยูปจจุบันซ่ึง

ปญหาการเกาะตัวและจับตัวของสารเรซินบนสวน drying cylinders ของเครื่องจักรท่ีใชใน

กระบวนการผลิตกระดาษนั้นบางครั้งมีผลกระทบอยางมากตอคุณภาพ และกําลังการผลิตของ

โรงงานผลิตกระดาษและเยื่อกระดาษ  มีรายงานวาการใชเอนไซมไลเปสรวมในการทําความสะอาดปม

และระบบทอตาง ๆ นั้น จะชวยในการปรับปรุงกําลังการผลิตและคุณภาพของเยื่อกระดาษท่ีได  ท้ังยัง

ชวยลดความถ่ีในการทําความสะอาดสวน drying cylinders ลงดวย ขอดีของกระบวนการใชเอนไซม

นี้ทําใหใชระยะเวลาในการเก็บทอนไมไวกอนท่ีจะนําเขาสูกระบวนการผลิต  (pretreatment)  สั้นลง

และเปนการลดปริมาณการใชสารเคมีอ่ืน ๆ ในการบําบัดสารพวกเรซินในข้ันตนลงได ซ่ึงกระบวนการ

ผลิตเยื่อกระดาษโดยท่ัวไปนั้นตองท้ิงทอนไมท่ีเปนวัตถุดิบเอาไวเปนเวลานาน  และมีก า ร ใช

ส าร เคมี ที่มีคว าม เปนกรด – ดาง ท่ีรุนแรงในการกําจัดสารเรซินและยางตาง ๆ ท่ีมีในเนื้อไม  

นอกจากนี้การใชเอนไซมยังเปนกระบวนการท่ีมีการเปลี่ยนแปลงทางปฏิกิริยาทางเคมีท่ีไมรุนแรงและ

มีความปลอดภัย 

 

3) เอนไซมไลเปสในการปรับปรุงไขมันท่ีมีคาทางโภชนาการ 

                       จากลักษณะความจําเพาะของเอนไซมไลเปสตอตําแหนงตาง ๆ บน

โครงสรางของสารไตรกลีเซอไรด จึงไดมีการศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของไตรกลีเซอไรด  

เพ่ือใหไดไขมันท่ีมีโครงสรางท่ีมีคุณคาทางโภชนาการและพัฒนา  เพ่ือนํามาสูกระบวนการผลิตใน

ระดับอุตสาหกรรมมากข้ึนในปจจุบัน ตัวอยางเชนการสังเคราะหกรด decosahaxanenoic acid 

(DHA) ท่ีประกอบดวยกรดไขมันสายยาวสายสั้นและกรดไขมันท่ีถูกแทนท่ีในตําแหนงคารบอนตัวแรก 

(C1)และตําแหนงท่ี 3 (C3 )ของโมเลกุลไตรกลีเซอ-ไรด ดังภาพประกอบท่ี 2.6  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 2.6 การสังเคราะหกรด decosahaxanenoic acid (DHA) โดยเอนไซมไลเปส 

ท่ีมา : นิยม กําลังดี (2539) 
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ในรางกายมนุษยมีเอนไซมไลเปสจากตับออนและเอนไซมกลุม   lipoprotein lipase    ท่ีมี 

บทบาทในการไฮโดรไลซสารไตรกลีเซอไรดในกระแสเลือดและในลําไส เล็ก   เอนไซมท้ังสองชนิดนี้

จะมีประสิทธิภาพในการไฮโดรไลซไขมันสายยาวไดนอยกวาไขมันสายปานกลาง (medium-chain) 

สิ่งเหลานี้เปนปจจัยสําคัญมนดานการเลือกลักษณะและชนิดของอาหารท่ีบริโภคเขาไป ตามปกติไขมัน

และน้ํามันท่ีประกอบดวยไขมันสายยาว  เชน น้ํานมถ่ังเหลืองมักนิยมใชเปนแหลงพลังงานใหกับผูปวย

ท่ีตองการพลังงานสูงในโรงพยาบาลท่ัว ๆ ไป ซ่ึงเม่ือรางกายไดรับกรดไขมันสายยาวเหลานี้เขาไป  

สารไตรกลีเซอไรดท่ีเปนองคประกอบหลักจะถูกไฮโดรไลซดวยกิจกรรมของ  lipoprotein lipase ท่ี

อยูในชั้นเนื้อเยื่อของหลอดเลือดและมีการปลอยกรดไขมันออกมาเพ่ือเปนแหลงพลังงานใหกับรางกาย

ตอไป มีเหตุผลหลายปจจัยท่ีทําใหเกิดความพยายามท่ีจะเปลี่ยนแปลงลักษณะโครงสรางของไขมัน

เพ่ือใหมีองคประกอบท่ีเหมาะสมข้ึนมาทดแทนการใชน้ํามันตามธรรมชาติท่ีมีกรดไขมันสายยาวผสม

อยูประการสําคัญคือ lipoprotein lipase นั้นมีกิจกรรมไฮโดรไลซกรดไขมันสายยาวไดชา  ทําใหยอย

สลายไขมันหรือน้ํามันในกระแสเลือดไดต่ํา  นอกจากนี้น้ํามันตามธรรมชาติท่ียูในลักษณะของสาร

อิมัลชันนั้นประกอบไปดวยกรดไขมันท่ีไมอ่ิมตัวเม่ือรางกายไดรับสารดังกลาวติดตอกันเปนเวลานาน

จะเปนปจจัยท่ีทําใหรางกายไดรับไขมันในปริมาณท่ีมากเกินความจําเปน ดังนั้นไขมันหรือน้ํามันชนิด

ใหมท่ีไดมีการผสมระหวางไตรกลีเซอไรดกับกรดไขมันสายท่ีไมยาวมากและกรดไขมันสายยาวใน

สัดสวนท่ีเหมาะสม  จึงไดมีการพัฒนาปรับปรุงเพ่ือใชทดแทนการบริโภคน้ํามันท่ีมีกรดไขมันสายยาว

เปนองคประกอบมากข้ึนในปจจุบัน 

 

4) เอนไซมไลเปสในกระบวนการทางเคมีอินทรีย 

                      มีความเปนไปไดสูงท่ีจะนําเอนไซมไล เปสมาใชในกระบวนการทาง

เคมีอินทรียตาง ๆ และปจจุบันกําลังมีการพัฒนาอยูในหองปฏิกิริยาตาง ๆ มากมาย  ท่ีกําลังเปนท่ี

สนใจและมีความกาวหนาในการศึกษามาก คือ การใชเอนไซมไลเปสในการสังเคราะหสารประกอบท่ี

เปน enantio-selective hydrolysis หรือการสังเคราะหเอสเทอร ซ่ึงในปจจุบันไดมีการผลิตในเชิง

พาณิชยเรียกวา “เอสเทอรชีว-ภาพ (bioesters) 

 

5) กรีนเคมิคัล (Green chemicais) 

                     เอนไซมไลเปสไดถูกนํามาใชในการผลิตผลิตภัณฑใหมๆ เพ่ือลดปญหาและ

ความยุ งยากในการผลิตดวยวิธีการทางเคมีแบบเดิม  ตัวอยางเชนการใชเอนไซมไลเปสท่ีไดจาก

เชื้อ candida antractica B ในการผลิตกลูโคสไซดเอสเทอร (glucoside esters) (ภาพประกอบท่ี 

7)สารประกอบชนิดนี้สรางจากกรดไขมันและสารกลูโคไซดอยางงาย  และมีคุณสมบัติในการชวย

ลดแรงตึงผิวสวนใหญใชเปนองคประกอบในเครื่องสําอาง ผงซักฟอกท่ีใชตามบานเรือน ใชยอยสลาย

หรือเปนตัวทําลายไขมันและกรีส (grease)ในอุตสาหกรรมโลหะ อุตสาหกรรมอิเล็กทรอนิกส และ
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เครื่องหนัง สิ่งท่ีดีขิงสารประกอบชนิดนี้คือสามารถใชผลิตทางการเกษตรเปนวัตถุดิบในการผลิตได 

โดยอาศัยกระบวนการเปลี่ยนแปลงท่ีอาศัยปฏิกิริย าของ เอนไซม ทั้ ง ยัง มีคว ามปลอดภัย

มากกวากระบวนการทางเคมีตัวผลิตภัณฑเองยังมีความปลอดภัยตอตัวผู ใช  และยอยสลายได

งายดวยกระบวนการทางชีวภาพในธรรมชาติ เนื่องจากมีความเปนพิษต่ํา  ปจจุบันมีรายงานวา

การสังเคราะหสารกลูโคไซดเอสเทอรดวยวิธีการตึงเอนไซมไลเปสท่ีไดจากเชื้อ  candida antractica 

ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม โดยใชกรดไขมันและกลูไซดเปนสารตั้งตนสามารถพัฒนามาสูระดับโรงงาน

อุตสาหกรรมทดลอง(pilot-scale)ไดแลว ซ่ึงเปนตัวอยางหนึ่งท่ีใชใหเห็นถึงศักยภาพท่ีจะพัฒนาการใช

ประโยชนเอนไซมไลเปสไปสูระดับอุตสาหกรรม โดยอาศัยเทคโนโลยีและความรูตางๆท่ีเก่ียวของ 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 2.7 การสราง simple glucosides จาก fatty acids โดยการทํางานของเอนไซมไลเปส 

ท่ีมา : นิยม กําลังดี (2539) 

สิ่งตาง ๆ ท่ีไดกลาวนี้สามารถบงบอกไดเดนชัดวา เทคโนโลยีการพัฒนาเอนไซมไลเปสนั้น  

ไมไดมีบทบาทอยูเฉพาะอุตสาหกรรมเอนไซมแบบเกา ๆ  เทานั้น แตสามารถท่ีจะพัฒนาหรือ

ประยุกตใชในกระบวนการผลิต และสรางผลิตภัณฑใหม ๆ ไดมากมาย  รวมท้ังเม่ือพิจารณาถึง

ผลกระทบท่ีมีตอสิ่งแวดลอม ความปลอดภัยของผลิตภัณฑและความปลอดภัยของกระบวนการผลิตท่ี

จะมีผลตอคนงานหรือผูท่ีเก่ียวของ จะเห็นวากระบวนการผลิตท่ีใชเอนไซมนั้นดีกวากระบวนการทาง

เคมีดั้งเดิม  ดังนั้นเปนท่ีคาดหวังกันการพัฒนาการใชเอนไซมไลเปสในดานตาง ๆ จะเพ่ิมความสําคัญ

มากข้ึนในอนาคตอันใกลนี้ 

 

6) การประยุกตใชเอนไซมไลเปสดานอ่ืนๆ  

                     ในปจจุบันมีการประยุกตใชเอนไซมไล เปสในทางเทคโนโลยีชีวภาพ

อยางกวางขวางเนื่องจากมีขอดีหลายประการเชน เอนไซมมีความคงตัวใน organic solvents, 

เอนไซมไมตองการ cofactors, เอนไซมมีความจําเพาะตอ substrate นอย (broad substrate 

specificity) และท่ีสําคัญ ไลเปสมีความจําเพาะเจาะจงในเรื่อง enantioselectivity มีการรายงานวา

มีเอนไซมไลเปสท่ีใชประโยชนทางการคาในปจจุบัน มีตนกําเนิดมาจาก 34 แหลงของเอนไซมท่ี 
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แตกตางกัน ซ่ึงในนั้นมี 18 แหลงแยกไดจากพวก fungi เชน Candida rugosa, Candida 

antarctica,Thermomyces lanuginosus, Rhizomucor miehei เปนตน และแหลงจากแบคทีเรีย 

เชน Burkholderia cepacia, Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas mendocina, 

Chromobacterium viscosum เปนตน ซ่ึงเอนไซมไลเปสไดมีการนําไปประยุกตใชประโยชน

มากมายเชน ใชในการสังเคราะหสารอินทรีย (organic synthesis), ใชเติมในผงซักฟอกเพ่ือชวย

ประสิทธิภาพการซักลาง, เ พิ่มรสชาติในอาหาร , ใชในอุตสาหกรรมกระดาษ, และในอนาคตอาจมี

การนํามาใชเพ่ือการบําบัดของเสีย 

 

2.3 เอนไซมตรึงรูป 

เอนไซมตรึงรูป (immobilized enzymes) หมายถึง เอนไซมท่ีถูกกําหนด หรือทําใหมาอยูใน

ขอบเขตท่ีจัดไว อาจมีโมเลกุลใหญข้ึนดวยการเชื่อมพันธะเคมีหรือไมมีพันธะเคมี ละลายน้ําไดยากข้ึน

หรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซม เปลี่ยนจากตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปนของเหลวกลายเปนตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปน

ของแข็งขณะทําปฏิกิริยา (solid catalysts) (ปราณี, 2547) 

 วิวัฒนาการของการศึกษาวิจัยดานการเตรียมและการนําเอนไซมตรึงรูปมาใชเกิดข้ึนอยางเปน

ลําดับ แมวาในปจจุบันเราจะยังไมสามารถหาสูตรสําเร็จท่ีระบุใหชัดเจนวาเอนไซมชนิดหนึ่งจะตรึงรูป

ดวยวิธีใดก็ตาม แตก็มีหลักฐานและผลงานวิจัยพอท่ีจะชี้นําไดวาควรใชวิธีใด สวนประสิทธิภาพและ

ความเหมาะสมของการใชงานก็เปนกรณีๆ ไป อยางไรก็ตาม วิวัฒนาการเรื่องการศึกษาเอนไซมตรึงรูป 

เกิดข้ึนเปนลําดับจนปจจุบันนี้ก็ดวยเหตุผลท่ีสืบเนื่องมาจากการใชเอนไซมอิสระมีขีดจํากัดบาง

ประการดังนี้ 

 

1. ขอจํากัดของเอนไซมอิสระ 

1.1 เอนไซมอิสระไมเสถียร 

1.2 เอนไซมอิสระใชงานในลักษณะไมตอเนื่องหรือใชครั้งเดียว (batch) 

1.3 เอนไซมอิสระใน in vitro ใชแบบ multi-enzymes system ไมได 

1.4 เอนไซมอิสระถาจะใหมีกิจกรรมเอนไซมสูงตองทําใหบริสุทธิ์กอนการใชงาน 

1.5 เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของซับสเตรทและผลผลิตทําใหแยก 

ออกไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีนจะปนเปอนในลักษณะ proteineous contaminants

โดยเฉพาะถาอยูในอาหารจะเกิดเปนตะกอนเม่ือถึงระดับอุณหภูมิ พีเอชของโปรตีนชนิดนั้น แยกออก

ไดตองใชกรรมวิธีเพ่ิมข้ึน กลาวคือ ผานหนวยแยกอีกครั้ง 

1.6 เอนไซมอิสระ สวนใหญละลายน้ํา ละลายในสารละลายได ฉะนั้นจะนํามาใชใน 
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ลักษณะ solid catalyst ไมได มีผลใหไมสามารถใชกับเครื่องปฏิกรณประเภทตางๆ เชน fluidized 

bed และ packed bed ในระบบตอเนื่อง (continuous) ได อาจจะใชไดกับ sitrred tank และ  

ultrafiltration membrane ได (กรณีของ ultrafiltration membrane จัดเปนรูปหนึ่งของเอนไซม

ตรึงรูป 

1.7 เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูง 

1.8 เอนไซมอิสระในเซลลจุลินทรีย (intracellular enzymes) เม่ือนํามาใชงานตอง 

ผานกระบวนการสกัดและทําบริสุทธิ์กอน 

1.9 เอนไซมอิสระกอพิษตอผูใช ในลักษณะของการสูด หายใจ การสัมผัสในปริมาณ 

มากดวยขีดจํากัดของการใชเอมไซมอิสระท่ีกลาวมาขางตน จึงเปนทางออกท่ีนําไปสูการแกปญหาดวย

การนําเทคโนโลยีของเอนไซมตรึงรูปมาใช ดวยวิธีการตางๆ และแกปญหาไปตามลักษณะสมบัติของ

เอนไซมท่ีถูกตรึงท่ีได ถาหากแกไดหมดก็นับวาไดประสบผลสําเร็จยิ่ง อยางไรก็ตามในบางครั้ง

ผลกระทบจากการเตรียมและการใชเอนไซมตรึงรูปก็อาจมีบาง ไดแก กิจกรรมเอนไซมอาจจะถูก

กระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลของเอนไซมกับตัวพยุงมีผลใหโครงรูปสามมิติ 

(conformation) เปลี่ยนไปและอาจมีผลตอหมูท่ีอยูในบริเวณเรงดวยมีปญหากับซับสเตรท ท่ีไมเปน

เนื้อเดียวกัน หรือมีลักษณะแขวนลอย (suspension) ดานการถายเทมวล(mass transfer) และชนิด

ของตัวพยุงอาจจะมีผลกระทบตอผลผลิต เชน ปนเปอนหรือทําปฏิกิริยากับผลผลิต 

 

2. ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป 

2.1 มีโอกาสเพ่ิมกิจกรรมเอนไซมและเสถียรภาพของเอนไซมได ถาวิธีเหมาะสม 

2.2 ใชระบบ multi-enzymes ในลักษณะ in vitro ได 

2.3 ใชซํ้า ใชตอเนื่องได 

2.4 ใชสภาวะการทําปฏิกิริยาท่ีตางไปจากเอนไซมอิสระ หรือเอนไซมเดิมได ท้ังนี้ 

ข้ึนกับชนิดตัวพยุงและวิธีการตรึงรูป 

2.5 ใชใหเหมาะสมกับเครื่องปฏิกรณเอนไซมได ท้ังนี้ข้ึนกับรูปรางตัวพยุงและ 

ลักษณะซับสเตรท 

2.6 เอนไซมท่ีนํามาตรึงรูป ไมตองทําใหบริสุทธิ์ก็สามารถทํางานไดดี เหมือนเอนไซม 

บริสุทธิ์ ท้ังนี้ข้ึนกับวิธีการตรึงรูป 

 

3. ชนิดหรือรูปของเอนไซม 

เอนไซมโดยท่ัวไปมี 2 รูป คือ เอนไซมอิสระหรือเอนไซมเดิม (native enzymes)  
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และเอนไซมดัดแปลง (modified enzymes) (ปราณี, 2547) ในกรณีของเอนไซมดัดแปลงสามารถทํา

ไดหลายวิธี การทําเอนไซมท่ีถูกตรึง ก็จัดเปนวิธีหนึ่งของเอนไซมดัดแปลง ซ่ึงสามารถสรุปเปนแผน

ภาพรวมไดดังภาพประกอบท่ี 2.8 

 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบท่ี 2.8 แสดงวิธีการตรึงเอนไซม 
ท่ีมา: ประวิทย เจียมจวนขาว (2550) 
 

4. วิธีการตรึงเอนไซม 

การศึกษาเอนไซมตรึงรูปเปนทางออกของการนําเอนไซมสูอุตหสาหรรม        แมวา 

บางครั้งจะพบวากิจกรรมเอนไซมดอยกวาเอนไซมอิสระ แตอยางไรก็ตามหากพิจารณาขอไดเปรียบ

ดานอ่ืนๆ เชนเสถียรภาพของการใชงาน สภาวะการทําปฏิกิริยา เปนตน พบวาเอนไซมตรึงรูปมีสมบัติ

ดังกลาวสูงกวาเอนไซมอิสระ (ผองผกา, 2537) ฉะนั้นการจะพิจารณาขอไดเปรียบเสียเปรียบใดสําคัญ

จึงข้ึนอยูกับลักษณะอุตสาหกรรมนั้นหรือมิฉะนั้นตองทดลองศึกษาหาวิธีการตรึงรูปจนกวาจะพบความ

เอนไซม 

เอนไซมดัดแปลง 
เอนไซมเดิม 

เอนไซมตรึงรูป 

เอนไซมหอหุม เอนไซมเกาะติด 

เอนไซมหอหุมใน

เมทริกซ 

 

เอนไซมแคปซูลเล็ก เอนไซมดูดซับ เอนไซมเชื่อม

พันธะเคมี 
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เหมาะสมระหวางเอนไซมและอุตสาหกรรมนั้นๆ ดังไดรวบรวมสรุปลักษณะสําคัญของเอนไซมตรึงรูป

ท่ีเตรียมไดในแตละวิธี ดังตารางท่ี 2.4 

 

ตารางท่ี 2.4 วิธีการตรึงรูปและสมบัติของเอนไซมตรึงรูป 

 

สมบัติ 

วิธีการเช่ือมกับตัวพยุง 

วิธีการ

เช่ือมขวาง 

วิธีการดูดซับ

ทางกายภาพ 

วิธีการเช่ือมดวย

พันธะโควาเลนท 

วิธีการหอหุม 

การเตรียม ยาก งาย ยาก งาย 

คากิจกรรมเอนไซม ปานกลาง ต่ํา สูง สูง 

ความจําเพาะตอสับเตรท เปลี่ยนได ไมเปลี่ยน เปลี่ยนได ไมเปลี่ยน 

แรงเชื่อมพันธะกับตัวพยุง แข็งแรง ออน แข็งแรง ไมมี 

การนําตัวพยุงกับคืน ไมได ได ได ไมได 

การนําไปใชท่ัวไป ต่ํา ไดต่ํา ไดปานกลาง ไดสูง 

คาใชจาย ปานกลาง ถูก แพง ถูก 

 

ท่ีมา: ปราณี อานเปรื่อง (2547) 

 

4.1 การเช่ือมขวาง (Crosslinking method ) 

การเตรียมเอนไซมตรึงรูปโดยวิธีนี้อาศัยวิธีการสรางพันธะเหมือนกับการ 

สรางพันธะโควาเลนท แตไมตองใชตัวพยุงท่ีเปนของแข็ง เอนไซมจะถูกตรึงอยูไดโดยการสรางพันธะ

เชื่อมไขวภายในและระหวางโมเลกุลของเอนไซม ทําใหเอนไซมจับกันเปนกอนสามมิติ ซ่ึงทําให

โมเลกุลของเอนไซมไมละลายน้ํา สารเชื่อมไขวท่ีใชจะมีกลุมฟงกชันตั้งแต 2 กลุมข้ึนไป ซ่ึงสารเชื่อม

ไขวนี้จะจับกับโมเลกุลของเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท สารเชื่อมไขว ไดแก อะลิฟาติกไดเอมีน 

(aliphatic diamines) ไดเมทธิลอะดิพิเมท (dimethyladipimate) ไดเมทธิลซับเบอริมิเอท 

(dimethyl suberimidate) และกูลตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) ซ่ึงสารนี้เปนตัวท่ีนิยมใชมากท่ีสุด

ปฏิกิริยาการเชื่อมไขวข้ึนอยูกับชนิดของสารเชื่อมไขวท่ีใช โดยสารเหลานี้จะมีหมูตางๆ ท่ีใชจับโมเลกุล

ของเอนไซม คือ สารเชื่อมไขวท่ีมีหมูคารบอนิล จับกับ แอล-ไลซีนของเอนไซม (เกิดการจับแบบ 

Schiff’s base) สารเชื่อมไขวท่ีมีไดอะโซ จับกับแอล-ไลซีน แอล-ฮีสติดีน แอล-ไทโรซีนแอล-อารจินีน 

หรือ แอล-ซิสเตออีน (เกิดการจับกันดวยพันธะไดอะโซ) สารเชื่อมไขวท่ีมีหมูไอโซไซยาเนต จับกับ 
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primary amino group (เกิดการจับกันดวยพันธะเปปไทด) สารเชื่อมไขวท่ีมีหมูอัลคิลไอโอไดคจับกับ

หมูนิวคลิโอไฟล (เกิดปฏิกิริยาอัลคิลเลชัน) และหมูไอโอโดอะเซททาไมด จับกับ แอล-ซีสเตอีน         

( เกิดปฏิกิริยาอัลคิลเลชัน ) การเชื่อมไขวระหวางเอนไซมกับกลูตาอัลดีไฮดนั้นมีความเสถียรมากและ

ไมสามารถเกิดปฏิกิริยายอนกลับได ถึงแมวาอุณหภูมิและพีเอชเปลี่ยนแปลงไปมากก็ตาม เนื่องจาก

เกิดการจับกันแบบ Schiff’s base เกิดพันธะ aldimine ซ่ึงมีความแข็งแรงมาก นอกจากนั้นการเชื่อม

ไขวยังเกิดจากปฏิกิริยาหมูอะมิโนของเอนไซม จับตรงพันธะethylenic double bond ของ 

unsaturated oligomers ของ กลูตาอัลดีไฮดสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีทําใหไดเอนไซมท่ีถูกเชื่อมไขวและ

ไมละลายน้ํา โดยท่ีไมสูญเสียความสามารถในการเรงปฏิกิริยา ข้ึนอยูกับความสมดุลขององคประกอบ

ตางๆ คือ ความเขมขนของเอนไซมและสารเชื่อมไขว พีเอช ความเขมขนของอิออนในสารละลาย 

(ionic strength) อุณหภูมิ และเวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา เม่ือเติมสารละลายเอนไซมท่ีมีความ

เขมขนต่ําลงในสารละลายของสารเชื่อมไขว ในระยะแรกจะไดโอลิโกเมอรท่ีสามารถละลายไดในน้ํา 

เม่ือเพ่ิมความเขมขนของสารละลายเอนไซมมากข้ึนจะเกิดพอลิเมอรท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงและไม

ละลายน้ําความเขมขนของโปรตีนท่ีเหมาะสมในการตรึงอยูในชวง 50-200 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร การ

ตรึงเอนไซมโดยวิธีนี้เกิดข้ึนไดเร็วมากเม่ือทําปฏิกิริยาท่ีพีเอชใกลกับจุดไอโซอิเลคตริคของเอนไซมนั้นๆ 

ธรรมชาติของเอนไซมมีอิทธิพลตอการตรึงเอนไซมใหอยูในรูปไมละลายน้ําโดยท่ี 

เอนไซมท่ีมีกรดอะมิโนไลซีนเปนองคประกอบอยูในปริมาณสูงทําใหเอนไซมอยูในรูปไมละลายน้ําได

งายข้ึน การเพ่ิมความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดทําใหประสิทธิภาพในการตรึงเพ่ิมข้ึนดวยโดยจะเพ่ิม

จนถึงจุดๆ หนึ่งแลวจะลดลง อัตราสวนท่ีเหมาะสมระหวางกลูตาอัลดีไฮดกับความเขมขนของโปรตีน

มักอยูในชวง 10-100 เปอรเซ็นต (โดยน้ําหนัก) โดยความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดท่ีใหคากิจกรรม

ของเอนไซมสูงสุด จะอยูในชวง 0.3 – 0.6 เปอรเซ็นต ขอดีของการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้คือ สามารถ

ใชสารเชื่อมไขวเพียงชนิดเดียว ตรึงภายในข้ันตอนเดียวและปฏิกิริยาการเชื่อมไขวเกิดไดงาย สวน

ขอบกพรองนั้น คือ มีความยากในการเลือกใชสภาวะท่ีใชและควบคุมปฏิกิริยาการเชื่อมไขวระหวาง

โมเลกุลของเอนไซม เพ่ือใหไดขนาดของเอนไซมไมละลายน้ําท่ีมีขนาดใหญและเอนไซมยังคงมี

กิจกรรมเหลืออยูสูง นอกจากนั้น เม่ือนําไปใชงาน ยังเกิดปญหาเรื่องการไหลเนื่องจากเอนไซมท่ีถูก

ตรึงดวยวิธีนี้จะมีลักษณะเปนเจล 

 

4.2 วิธีการดูดซับทางกายภาพ (Physical-adsorption method) 

      การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้พันธะท่ีใชจะเปนพันธะไฮโดรเจน  (hydrogen  

bonding) แรงวานเดอวาลล (vanderwaals force) และไฮโดรโฟรบิกอินเทอรแอคชัน 

(hydrophobic interaction) ซ่ึงยึดระหวางโมเลกุลของเอนไซมกับผิวของตัวพยุงท่ีเปนของแข็ง การ

ตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทําไดโดยผสมสารละลายเอนไซมกับตัวพยุงท่ีใชตรึงภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม ท้ิง

ไวเพ่ือใหมีการจับกัน จากนั้นแยกเอนไซมท่ีถูกตรึงออกตัวดวยการเหวี่ยงหรือการกรองความสามารถ
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ในการดูดซับเอนไซมบนตัวพยุงข้ึนอยูกับ พีเอช ธรรมชาติของตัวทําละลาย ความเขมขนของอิออนใน

สารละลาย ความเขมขนของเอนไซมกับพาหะและอุณหภูมิท่ีใช นอกจากนี้ยังตองอาศัยธรรมชาติของ

เอนไซมและตัวพยุง เชน พ้ืนท่ีผิวของตัวพยุง อัตราสวนของหมูท่ีชอบน้ํากับหมูท่ีไมชอบน้ํา ซ่ึงมีผลตอ

ปริมาณเอนไซมท่ีถูกจับบนตัวพยุงและกิจกรรมของเอนไซมหลังถูกจับ การควบคุมสภาวะตางๆ 

เหลานี้ใหเหมาะสมจะชวยใหมีการตรึงเอนไซมไดดีและกิจกรรมของเอนไซมท่ีถูกตรึงยังคงมีอยูสูง 

ปจจัยหลักท่ีมีผลตอปริมาณเอนไซมท่ีถูกดูดซับบนตัวพยุง คือ ความเขมขนของเอนไซมท่ีสัมผัสกับ

หนึ่งหนวยพ้ืนผิวของตัวพยุงกิจกรรมของเอนไซมท่ีถูกตรึงมีคาเพ่ิมข้ึน เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ

เอนไซมจนถึงจุดอ่ิมตัวถึงแมจะเพ่ิมความเขมขนของเอนไซมอีกก็ไมทําใหเอนไซมถูกตรึงเพ่ิมข้ึน ตัว

พยุงท่ีใชดูดซับ (adsorbant) ท่ีนิยมใชมี 2 แบบ คือ ตัวพยุงท่ีเปนสารอินทรีย ไดแก เซลลูโลส 

activated carbon คอลลาเจน ถาน (charcoal) คอนคานาวาลินเอ (concanavalin A) เปนตน 

และตัวพยุงท่ีเปนสารอนินทรีย ไดแก DEAE-Sephadex อะลูมินา แกว ไฮดรอกซีลาพาไทท 

(hydroxylapatite) และซิลิกา เปนตน สวนการจับท่ีอาศัยพันธะไฮโดรโฟบิค ตัวพยุงท่ีใชจะมีสวนท่ี

ไมมีข้ัวโดยเฉพาะกลุมท่ีเปนอะโรมาติกซ่ึงกลุมนี้จะมีความสามารถจับกับเอนไซม โดยอาศัยไฮโดรโฟร

บิกอินเทอรแอคชัน กับโปรตีนท่ีมีสวนท่ีเหลือ (residues) คือ ทริปโตเฟน ไทโรซีนและไอโซลูซีน 

 

4.3 การตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท (Covalent-binding method) 

วิธีการผลิตเอนไซมตรึงรูปอีกวิธีหนึ่งและเปนท่ีนิยมกันมาก เนื่องจากวิธีนี้มี 

แรงกระทําระหวางตัวพยุงท่ีแข็งแรงมาก ทําใหเอนไซมหลุดออกจากตัวพยุงไดยาก แตจะมีการเตรียม

ท่ียุงยากและราคาสูง (Chaplin and Brucke, 1990) และพันธะโควาเลนทท่ีเกิดข้ึนนี้จะทําให

โครงสรางของเอนไซมตรึงรูปแข็งแรงข้ึน ทนตออุณหภูมิและพีเอชท่ีรุนแรงไดมากข้ึน ความมี

เสถียรภาพเหลานี้จะสงผลใหกิจกรรมเอนไซมลดลงเพียงแคเล็กนอยเทานั้น เม่ือเวลาผานไปนานๆ 

หรือเม่ือมีการนํากลับมาใชซํ้า (Huckel et al., 1996) เปนการตรึงเอนไซมโดยมีการเชื่อมพันธะ

ระหวางเอนไซมกับตัวพยุงดวยพันธะโควาเลนท การเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซมทําได

ยากกวาวิธีอ่ืน ๆ เนื่องจากปฏิกิริยาคอนขางซับซอนและรุนแรง การจับกันนี้อาศัยโครงสรางและ

คุณสมบัติของโปรตีนท่ีมีตอตัวพยุง สิ่งสําคัญในการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ คือ กรดอะมิโนท่ีมีผลตอ

บริเวณเรงของเอนไซมตองไมเก่ียวของกับการจับกันดวยพันธะโควาเลนทกับตัวพยุง ซ่ึงควบคุมไดยาก

และโดยท่ัวไปเอนไซมท่ีถูกตรึงดวยวิธีนี้จะสูญเสียกิจกรรมในระหวางกระบวนการตรึง แตปญหานี้

สามารถแกไขไดโดยการใชตัวยับยั้งแบบแขงขันหรือซับสเตรทเขาไปจับกับเอนไซมตรงบริเวณเรง ทํา

ใหปองกันบริเวณนี้จากการเกิดพันธะกับตัวพยุง ตัวพยุงชนิดนี้จะมีกลุมฟงกชันจํานวนมาก ทําให

สามารถตรึงเอนไซมดวยปฏิกิริยาหลายชนิด ปจจัยท่ีมีผลตอการตรึงเอนไซมโดยวิธีโควาเลนท คือ 

กลุมฟงกชันของโปรตีนท่ีเหมาะสมตอการสรางพันธะโควาเลนทภายใตสภาวะท่ีไมรุนแรง ชนิดของ

ปฏิกิริยาท่ีเกิดจากการจับกันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงและตัวพยุงท่ีมีกลุมฟงกชันท่ีเหมาะสมตอการ
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จับกับเอนไซมการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท คือการเชื่อมพันธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุงดวยพันธะ

โควาเลนท วิธีนี้มีผูนํามาศึกษามากท่ีสุด การตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทสามารถทําได  7 วิธียอยๆ 

ดังนี้ (ปราณี, 2547) 

ก. วิธีไดอะโซ (Diazo method) 

วิธีไดอะโซ คือ การสรางพันธะระหวางเอนไซมและตัวพยุงท่ีมีอนุพันธไดอะ 

โซเนียม (-N+=N) เรียกกระบวนการนี้วา ไดอะโซไทเซชัน (diazotization) เชน ตัวพยุงท่ีมี aromatic 

amino group (R-Y-NH2) ดังปฏิกิริยา 

 

 

 

เอนไซมท่ีสามารถสรางพันธะโควาเลนทโดยวิธีนี้ไดแก เอนไซมท่ีมีหมูอะมิโนอิสระมี 

หมูอิมิดาโซลหรือหมูฟนอลิกไฮดรอกซิล 

 

ข. วิธีการเช่ือมดวยพันธะเปปไทด (Peptide binding method) 

  วิธีการเชื่อมดวยพันธะเปปไทด คือ การเชื่อมระหวางโมเลกุลเอนไซมและ 

ตัวพยุง ดวยพันธะเปปไทดสังเคราะห (-CO-NH-) ซ่ึงมี 2 ลักษณะ คือ 

1) ตัวพยุงมีหมูคารบอกซิล (-COOH) และหมูอะมิโน (-NH2) ถูกทําใหเปน 

อนุพันธท่ีไวตอปฏิกิริยา เชน อนุพันธของ acid azide, คลอไรด ไอโซไซยาเนต เปนตน แลวเชื่อมกับ

หมูอะมิโนของเอนไซม ตัวอยางปฏิกิริยาท่ีตัวพยุงถูกทําใหเปนอนุพันธคลอไรด ดังนี้ 

 

2) ใชสารควบแนน ไดแก คารโบไดอิไมด (carbodiimide),  

Woodward’sreagent K เปนตัวกลางสรางพันธะเปปไทด เม่ือพันธะเปปไทดเกิดข้ึนแลว สาร

ควบแนนจะถูกปลอยกลับคืนมาดังเดิม 

 

ค. วิธีการเติมหมูอัลคิล (Alkylation method) 

วิธีการเติมหมูอัลคิล คือการเชื่อมพันธะโควาเลนทระหวางหมูอะมิโน 

ฟนอลิก หรือซัลไฟดริล ของเอนไซมกับหมูเฮไลด (halide) ของตัวพยุงแบบ alkylation ดังปฏิกิริยา 
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วิธีการเชื่อมพันธะดวยสารมีหนาท่ีคู (Bifunctional reagents binding method) 

การเชื่อมขวางระหวางตัวพยุงและเอนไซม ดวยสารเชื่อมขวาง (crosslinkers)ซ่ึงเชื่อมระหวางหมูอะมิ

โนของตัวพยุงกับหมูอะมิโนของเอนไซม สารเชื่อมขวางอาจเปนพวกสารมีหนาท่ีคู (bifunctional 

reagents) หรือมีหมู 2 หมูทําหนาท่ีเดียวกัน ดังปฏิกิริยา 

 

 

 

ตัวอยางสารมีหนาท่ีคูท่ีรูจักกันแพรหลาย เชน กลูตาอัลดีไฮด(glutaraldehyde) ซ่ึง 

มีหมูอัลดีไฮดท่ีปลายท้ัง 2 หมู ท่ีสามารถเชื่อมกับหมูอะมิโนของตัวพยุงกับเอนไซม ตัวอยางการใชก

ลูตาอัลดีไฮด เปนสารเชื่อมขวาง ซ่ึงปลายขางหนึ่งจะมีหนาท่ีจับกับหมูเอมีนของไคโตซานและปลาย

อีกขางหนึ่งจะจับกับหมูเอมีนของเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทแสดงดังภาพประกอบท่ี 2.9 
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ภาพประกอบท่ี 2.9 การตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทโดยใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง 

 

จ. วิธีการเช่ือมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ (Ugi reaction binding method) 

    วิธีการเชื่อมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ เปนวิธีผสมของการทําให

สารประกอบในปฏิกิริยาซ่ึงประกอบดวยหมูไวตอปฏิกิริยา เชน ไอโซไซยาไนด (isocyanide, R4) อัล

ดีไฮด (aldehyde, R1) คีโตน (ketone, R2) คารบอกซิล (carboxyl, R5) เอมีน (amine, R3)ท้ังนี้ตัว

พยุงและเอนไซมตองมีหมูไวตอปฏิกิริยาเหลานี้อยางใดอยางหนึ่งก็ได เพ่ือทําใหเกิด N-substituted 

amide (R4-NH-CO-CR1R2-NR3-CO-R5) ท้ังนี้ตัวพยุงตองเปนตัวพยุงท่ีไมละลายน้ํา ตัวอยางวิธีการ

เชื่อมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ โดยท่ีตัวพยุงมีหมูคารบอกซิล (R-COOH) ดังปฏิกิริยา 
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สมการขางตนนี้ ตัวพยุงท่ีไมละลายน้ํามีหมูคารบอกซิล (R5) ผสมรวมกับสารละลาย 

เอนไซมซ่ึงมีหมูอะมิโน(R3,H2N-enzyme) จากนั้นเติมอะเซทัลดีไฮด (acetaldehyde(R1,CH3CHO) 

และ 3-dimethylaminopropylisocyanide (R4) กวนสารละลายท้ังหมดเปนเวลา 6ชั่วโมงท่ีพีเอช 

6.5 ซ่ึงปรับโดยสารละลายไฮโดรคลอริก 0.5 นอรมอล (0.5N HCl) จะไดเอนไซมตรึงรูปในลักษณะ N-

substituted amide 

ฉ. วิธีการเช่ือมพันธะโดยการแลกเปล่ียนหมูไทออลเปนไดซัลไฟด (Thiol →    

disulfide) 

                วิธีการเชื่อมพันธะโดยการแลกเปลี่ยนหมูไทออลเปนไดซัลไฟด เปนวิธีการตรึง

รูปแบบแลกเปลี่ยนหมูไทออล (-SH) ของเอนไซมและตัวพยุง ซ่ึงการตรึงรูปวิธีนี้คอนขางจํากัดกับ

เอนไซมยูริเอสเทานั้น (มีหมูไทออล) แตปจจุบันก็มีการศึกษากับเอนไซมท่ีไมมีหมูไทออล  เชน 

แอลฟา-อะไมเลส ซ่ึงตองเติมหมูไทออล (thiolation) ใหกับเอนไซมกอน 

 

ช. วิธีการเช่ือมพันธะกับตัวพยุงดวยวิธีอ่ืนๆ 

    1) การใชแปงไดอัลดีไฮด (dialdehyde starch, OHC-starch-CHO)  ซ่ึงเปนตัว 

พยุงท่ีมีหมูอัลดีไฮด 2 หมู สามารถใชเปนตัวพยุงในการจับกับหมูอะมิโนของเอนไซมแบบปฏิกิริยาชิฟ

เบส ไดแก การตรึงรูปปาเปน 

3) การใชพอลี (4-ฟอร มิล- เมทอกซีฟนอล ) เมทาอะคริ เลต          

(poly (4-formylmethoxyphenol) methacrylate) เปนตัวพยุงท่ีมีหมูอัลดีไฮดท่ีไวตอปฏิกิริยา จะ

ทําปฏิกิริยากับหมูอะมิโนของเอนไซม 

    3) วิธีการสรางพันธะกัวอะนิดีน (Guanidine) 

    4) วิธีการตรึงรูปเอนไซมรวมกับโคแฟกเตอร 

 

4.4 การตรึงเอนไซมดวยวิธีหอหุม (Entrapment method) 

วิธีนี้เปนการตรึงเอนไซมอิสระไวภายในชองวางของตาขายพอลิเมอรหรือหอหุม 

เอนไซมไวดวยเยื่อบางท่ียอมใหมีสารบางตัวผานเขาออกได (semipermeable membrane)โดยจะ

ยอมใหมีการแพรเขาออกของโมเลกุลซับสเตรทและผลิตภัณฑการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้แตกตางจาก

การตรึงเอนไซมดวยวิธีทางเคมีโดยท่ีการตรึงจะไมมีการเชื่อมพันธะเคมีใดๆ ระหวางเอนไซมและพอลิ

เมอรหรือแผนเมมเบรนท่ีลอมรอบดังนั้น จึงสามารถใชตรึงเอนไซมไดทุกชนิดรวมท้ังเซลลและ

องคประกอบตางๆ ของเซลล ท้ังท่ีมีขนาดและคุณสมบัติแตกตางกันก็ตาม การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทํา

ใหความสามารถในการกระตุนปฏิกิริยาของเอนไซมลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้น เม่ือเทียบกับการตรึง

เอนไซมท่ีใชพันธะทางเคมีการตรึงเอนไซมดวยการหอหุม สามารถแบงออกไดเปน 3 แบบคือ 
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ก. การหอหุมภายในเจล (gel-entrapment method) 

    วิธีนี้เปนการทําใหโมเลกุลของเอนไซมเขาไปอยูในชองตาขายของพอลิเมอรท่ีไม 

ละลายน้ํา ซ่ึงตาขายพอลิเมอรนี้เตรียมไดจาก สารเริ่มตน (precursor) ท่ีเปนโมโนเมอรโอลิโกเมอร

หรือพอลิเมอรแลวทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการละลาย ดวยการเปลี่ยนตัวแปรของ

การละลาย ซ่ึงไดแก ตัวทําละลาย อุณหภูมิ ความเขมขนของอิออน และพีเอช เพ่ือใหเกิดปฏิกิริยาการ

เชื่อมไขว การหอหุมโดยใชเจล ท่ีเกิดจากสารตั้งตนท่ีเปนโมโนเมอร เปนการตรึงเอนไซมโดยใชเจลโพ

ลีอะคริลาไมด ท่ีไดจากกระบวนการพอลิเมอไรเซชัน โดยใชอะคริลาไมดเปนโมโนเมอรและสารเชื่อม

ไขวท่ีใชจับโมโนเมอร โดยท่ัวไปจะเปน N,N- methylene bisacrylamide (bis) ปฏิกิริยานี้เกิดได

เม่ือไมมีออกซิเจนและใชอุณหภูมิต่ํา (10-25 องศาเซลเซียส) เพ่ือปองกันการสูญเสียกิจกรรมของ

เอนไซมระหวางกระบวนการตรึง ปฏิกิริยาโพลีเมอรไรเซชันนี้จะใช K2S2O8 หรือ riboflavin เปนตัว

เริ่มตน และ dimethylamino propionitrile ( DMAPN ) หรือเปนตัวเรง ขอเสียของวิธีนี้ คือ เจล

ชนิดนี้ไมมีความคงทนตอแรงกล ทําใหโครงรางตาขายเปดออกซ่ึงผลใหเอนไซมหลุดออกจากเจลได 

แตอยางไรก็ตาม สามารถแกไขขอบกพรองนี้ได โดยการทําใหเกิดการเชื่อมไขวอยางเหมาะสม 

การหอหุมดวยเจลท่ีเกิดจากสารตั้งตนท่ีเปนโอลิโกเมอร การเตรียมพอลิเมอรจากสารเริ่มตน

ท่ีเปนโอลิโกเมอร จะใหผลดีกวาการใชโมโนเมอร เนื่องจาก ขนาดโมเลกุลใหญกวาของโมโนเมอร ทํา

ใหการเชื่อมตอระหวางโมเลกุลนอยกวา ความรอนท่ีเกิดจากปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชันเกิดข้ึนนอย 

เนื่องจากเกิดการเชื่อมตอระหวางโมเลกุลนอยนั่นเอง อยางไรก็ตามปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชันของสาร

ตั้งตนท่ีเปนโอลิโกเมอรจําเปนตองใชสารท่ีมีกลุมฟงกชันท่ีไวตอปฏิกิริยา เชน กลุมอีพอกซีคารบอนิล

หรือไอโซไซยาเนต ซ่ึงกลุมเหลานี้จะทําปฏิกิริยากับโมเลกุลของเอนไซม ดังนั้นการตรึงดวยวิธีนี้จะมีท้ัง

การหอหุมเอนไซมและเกิดพันธะโควาเลนทการหอหุมเอนไซมดวยพอลิเมอร ท่ีมีโมเลกุลเปนลูกโซยาว

เปนการตรึงเอนไซมโดยการเติมเอนไซมลงในพอลิเมอรธรรมชาติ พอลิเมอรท่ีนิยมใชคือ โปรตีน 

(คอลลาเจนและเจลาทิน) และโพลีแซคคาไรด (อะการ แคลเซียมอัลจิเนต แคปปา-คารราจีแนนและ

ไคโตแซน) 

ข. การหอหุมดวยเสนใย (fiber-entrapment) 

วิธีนี้เปนการตรึงเอนไซมไวในโพรงขนาดเล็กของเสนใยสังเคราะห ซ่ึงทําได 

โดยละลายพอลิเมอรท่ีใชทําเปนเจล ท่ีนิยมใชคือ เซลลูโลสไตรอะซีเตท (cellulose triacetate) ใน

ตัวทําละลายอินทรียท่ีไมละลายน้ํา (คลอโรฟอรม เมทธิลีนคลอไรด คารบอนเตตราคลอไรด) แลวผสม

สารละลายเอนไซมลงไป นําอิมัลชันท่ีไดนี้ผานเครื่อง extruder ลงในของเหลวท่ีทําใหอิมัลชันเกิดการ

จับตัวกันเปนของแข็ง ซ่ึงของเหลวท่ีใชตกตะกอนนี้มักเปน โทลูอีน หรือ ปโตรเลียมอีเธอรวิธีนี้มีขอดี

หลายประการ คือ เสนใยท่ีไดสามารถทนกรดออนและดางออนได แตอยางไรก็ตามวิธีนี้ก็มี

ขอบกพรองคือซับสเตรท ท่ีมีโมเลกุลเล็ก เทานั้นท่ีสามารถผานเขาไปได เนื่องจากการตรึงทําใหเกิด
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การปดก้ันการเขาออก นอกจากนั้นเอนไซมอาจถูกทําลายดวยตัวทําละลายอินทรียท่ีใชเปนตัวทํา

ละลายของพอลิเมอรและสารท่ีใชตกตะกอน 

 

ค. การตรึงเอนไซมดวยแคปซูลขนาดเล็ก (microencapsulation) 

วิธีนี้เปนการหอหุมเอนไซมไวในแคปซูลขนาดเล็กท่ีเตรียมไดจากพอลิเมอร 

ท่ีเปนสารอินทรีย ซ่ึงพอลิเมอรนี้มีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผาน ท่ีสามารถปลอยใหซับสเตรทและ

ผลิตภัณฑผานได ขอดีของวิธีนี้คือ มีพ้ืนท่ีผิวมากเพ่ือใหซับสเตรทสัมผัสกับเอนไซมไดและสามารถตรึง

เอนไซมไดหลายชนิดพรอมๆ กัน ในข้ันตอนเดียว โดยไมจํากัดวาเอนไซมนั้นจะผานการตรึงดวยวิธีอ่ืน

มากอนหรือไม ขอบกพรองของวิธีนี้คือ ไมสามารถใชสําหรับกรณีท่ีใชซับสเตรทท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูง 

เอนไซมมีการสูญเสียกิจกรรมในระหวางกระบวนการตรึงและเอนไซมอาจเขาไปอยูในผนังของเยื่อพอ

ลิเมอรได 

 

2.4  ความรูเกี่ยวกับการตรึงเอนไซมดวยอัลจิเนต  ข้ีเถาแกลบ และเซลลูโลสท่ีมีรูพรุน 

      2.4.1  ความรูเกี่ยวกับการตรึงเอนไซมดวยอัลจิเนต  

5        2.4.1.1 ความรูเกี่ยวกับ5โซเดียมอัลจิเนต ( Sodium alginate ) 

        โซเดียมอัลจิเนตเปนสารจําพวกโคพอลิเมอรซ่ึงประกอบดวยอนุพันธของ 1,4-

linked β-D-mannuronic acid และ α-L-guluronic acid ซ่ึงมีคุณสมบัติท่ีมีประจุเปนลบ การ

ใชอัลจเนตมาตรึงเอนไซมไลเปสเปนท่ีนิยมกันมาก เนื่องจากวิธีการตรึงงาย ไมมีความเปนพิษ 

ปฏิกิริยาระหวางการตรึงไมรุนแรง และใหผลในการตรึงเอนไซมท่ีสูง ท้ังนี้เปนเพราะวาอัลจิเนตมีประจุ

เปนลบ และแคลเซียมคลอไรดท่ีใชทําใหอัลจิเนตแข็งตัวมีประจุเปนบวก จึงทําใหเกิดโครงรางตาขายท่ี

มีความแข็งแรง และทําใหเอนไซมท่ีตรึงรูปดวยอัลจิเนตมีความแข็งแรงตามไปดวย  

 

         2.4.1.2 ปจจัยท่ีมีผลตอการตรึงเอนไซมไลเปสดวยอัลจิเนต 

          1) ปริมาณเอนไซมและสารบางชนิด (additive) 

                        การใชปริมาณเอนไซมท่ีพอเหมาะเปนสิ่งสําคัญอยางหนึ่ง โดยถาใชเอนไซม

ในการตรึงมากเกินไป   คาแอคติวิตีลดลงไดเนื่องจากมีการตานการแพรของสับสเตรทไปยังบริเวณเรง

ของเอนไซม แตถาใชเอนไซมในการตรึงนอยเกินไปเอนไซมอาจมีแอคติวิตีตํ่า Wehtje และคณะ 

พบวาการใชเอนไซมตรึงนอยกวา 1 มิลลิกรัมเอนไซม/กรัมพาหะตรึง ทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีและ

ความคงตัวตํ่า การสูญเสียแอคติวิตีอาจเกิดข้ึนระหวางข้ันตอนการระเหยนํ้า พบวาถามีการเติมสาร

บางชนิด เชน โปรตีนหรือโพลีเอทิลีนไกลคอล ลงไปในเอนไซมไลเปสกอนหรือระหวางการตรึงเอนไซม
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อาจมีแอคติวิตีเพ่ิมข้ึนได นอกจากนี้ยังพบวาการเติมสารบางชนิด เชน erythritol, arabitol และ 

sorbitol ลงไปในเอนไซมไลเปสกอนทํา การระเหิดนํ้าออกทําใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงได 

 2) ความเขมขนของอัลจิเนต ความเขมขนของตัวพยุงมีผลตอการตรึงเอนไซมไลเปส 

จากงานวิจัยของ Keehom และคณะ (2004) พบวาความเขมขนของอัลจิเนตท่ีเหมาะสมในการนํามา

ตรึงเอนไซมไลเปส Candidarugosa แบบ Cross-linking คือ 1.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) ซ่ึงให

ปริมาณเอนไซมไลเปสท่ีถูกตรึงไวภายในและจํานวนของเอนไซมตรึงรูปท่ีสูง รวมท้ังใหคากิจกรรมการ

ยอยสลายและมีประสิทธิภาพการยึดเกาะท่ีสูงเชนกัน เม่ือความเขมขนของอัลจิเนตเพ่ิมข้ึนคา

ประสิทธิภาพการยึดเกาะ(Loading Efficency) ก็จะเพ่ิมข้ึนดวย แตกิจกรรมหลังการยึดเกาะ

(lmmobilization Yield) จะลดลงเนื่องจากการเพ่ิมความเขมขนของอัลจิเนตจะทําใหตาขายพอลิ

เมอรมีความหนาแนนมากข้ึน สงผลใหเอนไซมไลเปสท่ีอยูภายในไดยากข้ึน ทําใหคากิจกรรมหลังการ

ยึดเกาะลดลง (ประวิทย เจียมจวนขาว , 2550 ) 

   3)  ความเขมขนของแคลเซียมคลอไรด  

      แคลเซียมคลอไรดมีหนาท่ีคือเปนตัวท่ีทําใหอัลจิเนตแข็งตัว เนื่องจากการยึดจับ

กันระหวางประจุลบของอัลจิเนตกับประจุบวกของ Ca และเกิดเปนลักษณะของเมล็ด bead  โดย

พบวาเม่ือเพ่ิม จะมีผลตอคาประสิทธิภาพการยึดเกาะ  (Loading Efficlency) และกิจกรรมหลังการ

ยึดเกาะ  (Immobilization Yield ) นอยมาก เนื่องจากปริมาณของแคลเซียมคลอไรดมีเหลือเพียงพอ

ตอการสรางตาขายของพอลิเมอร ซ่ึงความเขมขนสวนใหญท่ีใชในการตรึงเอนไซมจะอยูท่ี 100 มิลลิโม

ลาร โดยจะทําใหเอนไซมตรึงรูปมีความแข็งแรง มีคากิจกรรมการยอยสลายและประสิทธิภาพการยึด

เกาะท่ีสูง (Keehoon et al.,2004) 

   4)  ขนาดของเอนไซมไลเปสตรึงรูป 

       ขนาดของเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีมีความสําคัญ เนื่องจากใน

การทําปฏิกิริยาระหวางสับเสตรทกับเอนไซม สับเสตรทจะตองแพรเขาไปทําปฏิกิริยาภายในตัว

เอนไซมตรึงรูป ดังนั้นเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาดใหญปฏิกิริยาจะเกิดไดชากวาเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาด

เล็ก เพราะเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาดเล็กจะทําใหสับเสตรท สามารถแพรเขาไปทําปฏิกิริยากับเอนไซม

ไดเร็วกวาเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาดใหญ และนอกจากนี้พ้ืนท่ีผิวสัมผัสของเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาดเล็ก

จะมีมากกวาเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาดใหญ ในปริมาตรของเอนไซมตรึงรูปท่ีเทากัน นอกจากนี้ยังพบวา

เม่ือเพ่ิมขนาดของเอนไซมตรึงรูปทําใหคากิจกรรมหลังการยึดเกาะ (Immobilization Yield ) ลดลง 

สวนคาประสิทธิภาพการยึดเกาะ (Loading Efficiency) พบวาท่ีขนาดเอนไซมตรึงรูปตางๆจะไมสงผล

ตอคาประสิทธิภาพการยึดเกาะ (Keehoon  et al.,2004) 
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   5)  อัตราสวนระหวางเอนไซมไลเปสกับอัลจิเนต 

       เม่ือสัดสวนของเอนไซมไลเปสตอความเขมขนของอัลจิเนตจะสงผลใหไดคา

กิจกรรมการยอยสลายของเอนไซมสูงข้ึน แตจะทําใหคาประสิทธิภาพการยึดเกาะและกิจกรรมหลัง

การยึดเกาะต่ําลง ท้ังนี้เนื่องจากอัลจิเนตมีความสามารถในการเก็บกักเอนไซมซ่ึงเปนโปรตีนไวใน

ชองวางของตาขายท่ีสรางข้ึนเทานั้น ซ่ึงตัวพยุงแตละตัวจะมีความสามารถในการดูดซับหรือเก็บกักได

ไมเทากัน จึงทําใหเอนไซมสวนท่ีเหลือท่ีพยุงไมสามารถเก็บกักเอาไวไดหลุดออดมาภายนอกตัวพยุง

และละลายอยูในสารละลาย ทําใหคาประสิทธิภาพการยึดเกาะต่ําลง โดยพบวาอัตราสวนระหวาง

เอนไซมไลเปสกับอัลจิเนตท่ีเหมาะสมคือ เอนไซมไลเปส 30 มิลลิกรัมโปรตีนและอัลจิเนต 1.5 

เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ซ่ึงจะไดคากิจกรรมการยอยสลาย และประสิทธิภาพการยึดเกาะสูง 

 

   5)  ขอจํากัดของการตรึงเอนไซมไลเปสดวยอัลจิเนต  

       ขอจํากัดของการตรึงเอนไซมไลเปดวยอัลจิเนต คือ ตาขายพอลิเมอรของ

เอนไซมไลเปสตรึงรูป ท่ีไดจะมีขนาดใหญทําใหเกิดการรั่วของเอนไซมท่ีถูกตรึงอยูภายใน ซ่ึงแนวทาง

การแกปญหาคือ การนําสารตัวอ่ืนมาหุมไวภายนอกของเอนไซมตรึงรูป ซ่ึงจะทําใหรูของเอนไซมตรึง

รูปมีขนาดเล็กลง โดยท่ีสารท่ีนํามาหุมควรมีคุณสมบัติท่ีเปนตาขายพอลิเมอรเชนกันแตมีขนาดของ

ชองวางเล็กกวา ตัวอยางสารท่ีนํามาหุมไดแก ไคโตแซนและซิลิเกต เปนตน    สําหรับผลของการหุม

เอนไซมไลปสตรึงรูป การตรึงดวยอัลจิเนต เปนวิธีท่ีนิยมกันอยางแพรหลาย อยางไรก็ตาม การใชวิธีนี้

กับเอนไซมยังมีขอจํากัดในการนําไปใช คือ ในระหวางการนําไปใชนั้นเอนไซมท่ีตรึงไวอยูภายในจะมี

การรั่วออกมา ซ่ึงเปนผลใหประสิทธิภาพของเอนไซมตรึงรูปลดลง จากรายงานวิจัยของ Keehoon 

และคณะ (2004)  พบวา การนําสารพอลิเมอรไคโตแซนและซิลิเตมาหุมภายนอก จะทําใหขนาดของรู

พรุนเล็กลง 

 

  2.4.1.2  ความรูเกี่ยวกับการตรึงเอนไซมดวยข้ีเถาแกลบ 

                              1) ความรูเกี่ยวกับแกลบ 

                            แกลบ  (Rice  hull)  เปนสวนของเปลือกเมล็ดขาว  โดยปกติจะเปน

ของเหลือท้ิงท่ีไมมีคาแตในปจจุบันไดมีการนําแกลบมาใชประโยชนมากข้ึนดังเชน  ใชเปนเชื้อเพลิง  

เปนสวนผสมในการทําอิฐ  เปนวัสดุในการเพาะชําตนพืช   ใชในฟารมปศุสัตว  เปนวัตถุดิบในการผลิต

ผงถานกัมมันต  (acrtivaated carbon)  และผลิตสารซิลิกา  การเผาแกลบท่ีอุณหภูมิสูง  

สวนประกอบอ่ืนๆท่ีเปนสารประกอบอินทรีย  เชน  พวกเซลลูโลส  ลิกนิน  น้ําตาล  โปรตีน  และ

วิตามิน  เกิดการสลายตัวเปนแกสคารบอนไดออกไซด  น้ํา  และแกสอ่ืนๆอีกเล็กนอยและไดสวนท่ี

เหลือคือข้ีเถาแกลบและคารบอนรอยละ  45  ข้ีเถาแกลบ  (Rice  ash) จะมีสารหลายชนิด เชน SiO2 

 , Al2O3 , Fe2O3 ,CaO, MgO,Na2O และ K2O องคประกอบหลักท่ีสําคัญคือซิลิกอนไดออกไซด 
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(SiO2) มากกวารอยละ  90  สวนออกไซดอ่ืนๆปกคลุมบริเวณดูดซับไว  กรดอนินทรียตางๆ เชน 

กรดซัลฟูริกหรือไฮโดรคลอริก  สามารถเขาทําปฏิกิริยากับข้ีเถาแกลบไดอยางรวดเร็วและดึงเอา

ออกไซดของธาตุโลหะตางๆท่ีมีฤทธิ์เปนเบส เชน อลูมิเนียมไอออน  ออกมาข้ีเถาแกลบท่ีไดจะมีความ

พรุนและความสามารถในการดูดซับสารเพ่ิมข้ึนดังรายงานของ Proctor และ Palaniappan กลาววา

ข้ีเถาแกลบท่ีผานการชะดวยกรดสามารถดูดซับสารไดมากกวาข้ีเถาแกลบท่ีไมไดถูกชะดวนกรด  จาก

การทดลองชะข้ีเถาแกลบโดยใกรดซัลฟูริกท่ีความเขมขนตางๆกัน คือ รอยละ 10 , 20 ,30 , 40 และ 

50 พบวาท่ีความเขมขนรอยละ 40 เปนความเขมขนท่ีเหมาะสมในการชะข้ีเถาแกลบ  ท้ังนี้ดูจากการ

ท่ีใหคา %การดูดซับโปรตีนสูงสุด  แตการเพ่ิมความเขมขนกรดเปนรอยละ 50  คา%การดูดซับโปรตีน

ลดลง สาเหตุอาจเนื่องมาจากกรดท่ีความเขมขนนี้จะไปดึงเอาอลูมิเนียมไอออนซ่ึงเปนสวนสําคัญใน

การคงรูปโครงสรางของข้ีเถาแกลบออกมากเกินไป  โครงสรางเกิดการยุบตัวการดูดซับโปรตีนจึงลดลง  

            จะเห็นไดวาการชะดวยกรดจะทําใหข้ีเถาแกลบมีโครงสรางเกือบท้ังหมดอยูในรูป

ซิลิกอนไดออกไซดโลหะออกไซดชนิดนี้มีประจุลบ  จากการตรึงเอนไซมท่ีอาศัยหลักการดึงดูดประจุ

ของเอนไซมกับพาหะตรึง  ทําใหสามารถตรึงพาหะตรึงท่ีมีประจุลบเขากับเอนไซมท่ีมีประจุบวกดวย

พันธะไอออนิกได  แตการตรึงดวยพันธะนี้จะทําใหมีแรงยึดท่ีไมเหนียวแนนบนพาหะตรึง  ดังนั้นการ

เปลี่ยนแปลงพีเอชและไอออนในสารละลายมีผลทําใหเกิดการหลุดของเอนไซมจากพาหะตรึงไดงาย  

จึงไมเหมาะตอการนําไปใชในปฏิกิริยาท่ีมีน้ําเปนตัวทําละลาย  ในงานวิจัยนี้จึงไดทดลองตรึงเอนไซม

ไลเปสจากเมล็ดยางพาราดวยพันธะไอออนิกและวิธีดูดซับบนข้ีเถาแกลบท่ีถูกชะดวยกรดเขมขนรอย

ละ 40 วิธีนี้ทําใหเอนไซมตกตะกอนและเกาะท่ีผิวข้ีเถาแกลบไดโดยงาย  จากนั้นนําเอนไซมท่ีตรึง

ไดมาหาแอคติวิตีโดยวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระดวยการนําไปไทเทรตกับ NaOH เขมขน 

0.01 M  

ตารางท่ี 2.5 สวนประกอบทางเคมีของข้ีเถาแกลบ  

Composition % 

Silicon  dioxide  (SiO2) 93.15 

Aluminium     oxide (Al2O3) 0.41 

Iron  oxide  (Fe2O3) 0.20 

Calcium   oxide   (CaO) 0.41 

Magnesium    oxide  (MgO) 0.45 

Sodium    oxide  (Na2O) 0.08 

Potassium  oxide  (K2O) 2.31 

Loss 2.77 

Total 99.78 

ท่ีมา : พิษณุ รัตนรักษ( 2541) 
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                      2.4.1.3  ความรูเกี่ยวกับการตรึงเอนไซมดวยเซลลูโลสท่ีมีรูพรุน (cellulose  

bead) 

 Sephadex G-25 เปนวัสดุรูปทรงกลมท่ีมีรูพรุนท่ีผลิตจากสารประกอบของเซลลูโลส 

(Bead Cellulose) ท่ีไดมีการผลิตจําหนายในปจจุบัน เปนเซลลูโลสบริสุทธิ์ท่ีกอตัวข้ึนใหมโดย

กรรมวิธีการผลิตจาก Viscose ทุกๆ อนุภาคมีลักษณะเปนทรงกลม ถูกควบคุมใหมีรูพรุนท่ีสม่ําเสมอ 

โดยนํา มาใชประโยชนไดหลายประการ ไดแก วัสดุรองรับทางกายภาพ (Physical Support) วัสดุ

สําหรับกระบวนการ Chromatography วัสดุสําหรับกระบวนการแลกเปลี่ยนประจุ (Ion Exchanger) 

ดูดซับโลหะ  (Metal Chelating Metal) ตัวดูดซับทางเคมี (Chemisorbances) ตัวดูดซับท่ีมี

สัมพันธภาพ (Affinity  Absorbents) ดูดจับเอนไซม (Immobilized Enzymes) 

 

 

ภาพประกอบท่ี 2.10 โครงสรางทางเคมีของ Sephadex G-25 

ท่ีมา : พิษณุ รัตนรักษ( 2541) 

2.5  งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

  ภาวิณี จารุวรรณ (2540) ไดทําการตรึง เอนไซมไลเปสในตัวทําละลายอินทรียโดยใชขี้เถา
แกลบเปนพาหะตรึง เพื่อศึกษากิจกรรมของ เอนไซมไลเปสจาก Candida cylindraceaในตัวทํา
ละลายอินทรียท่ีมีผลมาจากชนิดของตัวทําละลายอินทรียที่มีความเปนขั้วแตกตางกัน และปริมาณ
น้ําที่เหมาะสมในการที่จะรักษาโครงรูป ของเอนไซม และศึกษาความคงตัวของเอนไซมในตัวทํา
ละลายอินทรียแตละชนิด การศึกษาผลของตัวทําละลายอินทรียที่ใชในการทดลอง คือ โทลูอีน , 
คลอโรฟอรม, ไดเอ็นบิวทิลอีเทอร ,ไดไอโซโพรพิลอีเทอร , เฮกเซน , เฮปเทน , ออกเทน ,ไอโซ
ออกเทน และ โนเนน ซึ่งแอคติวิตีของเอนไซมตรึงเปนคือ 0.21, 0.62, 11.86 ,12.07, 26.61, 
32.23, 35.58, 91.67 และ38.18 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับเอนไซมอิสระ ตามลําดับ ไอโซออกเทน
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เปนตัวทําละลายที่ดีที่สุดสําหรับการทดลองในครั้งนี้ และพบวาแอคติวิตีของเอนไซมจะลดลงตาม
ความ เปนขั้วของตัวทําละลายอินทรียที่สูงขึ้น ปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการรักษาโครงรูปของ
เอนไซม พบวา ปริมาณน้ําที่ทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุด จะเพิ่มขึ้นตามความเปนขั้วของตัวทํา
ละลาย อินทรียที่เพิ่มขึ้น สําหรับตัวทําละลายอินทรียที่ละลายน้ําได 3 ชนิด คือ ไดออกเซน , เอ
ทานอล และ อะซิโตน พบวาเม่ือเพ่ิมน้ําในตัวทําละลายอินทรียจะทําใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงขึ้น 

ผลการศึกษาความคงตัวของเอนไซมในตัวทําละลายอินทรียพบวาเอนไซมมีความ คงตัวดีที่สุดเมื่อ
อยูในไดไอโซโพรพิลอีเทอร แอคติวิตีของเอนไซมยังคงเปน 100 %เมื่อ เวลาผานไป 8 ชั่วโมง ตัว
ทําละลายอินทรียอีกชนิดที่ทําใหเอนไซมมีความคงตัว คือ ออกเทน ที่ ชั่วโมงที่ 8 แอคติวิตีของ
เอนไซมเหลืออยู 58.07 % เอนไซมเหลือครึ่งขีวิตหลังจากชั่งโมง ที่ 8 ของการทําปฏิกิริยา ในขณะ
ท่ีครึ่งชีวิตของเอนไซมในไดเอ็นบิวทิลอีเทอร ใชเวลาเพียง 2 ชั่วโมง และการศึกษาเปอรเซ็นตการ
เกิดไฮโดรไลซิสของเอนไซมตรึงที่แขวนลอยในไอโซออกเทน พบวาสามารถไฮโดรไลซน้ํามัน
มะกอกได 61.82 % เม่ือใชน้ํามันมะกอกความเขมขน 4 % (V/V) เม่ือเวลาผานไป  24 ชั่วโมง  
           พิษณุ รัตนรักษ  (2541) ไดทําการศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสในตัวทําละลายอินทรียชนิด

ตางๆโดยใชข้ีเถาแกลบเปนพาหะตรึง ซ่ึงจะทํา การตรึงเอนไซมดวยวิธีการดูดซับเอนไซมใหติดอยูบน

ผิวข้ีเถาแกลบ โดยใชเครื่องตรึงเอนไซมท่ีทําการออกแบบและสรางข้ึนเพ่ือควบคุม อัตราการหยด

สารละลายเอนไซมใหมีความสมํ่าเสมอ โดยใชข้ีเถาแกลบท่ีเผาท่ีอุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 2 ชั่วโมง และทําการปรับสภาพข้ีเถาแกลบดวยกรดซัลฟูริค ความเขมขน รอยละ 10 (ปริมาตร/

ปริมาตร) เปนพาหะในการตรึงและทํา การปรับเปลี่ยนปริมาณน้ําท่ีใชละลายเอนไซมไลเปสกอนทํา

การตรึง เม่ือนําข้ีเถาแกลบท่ีผานการปรับสภาพแลวมาใชเปนพาหะสําหรับตรึงเอนไซมไลเปสจาก 

Aspergillus niger และทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันมะกอกในตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ พบวา

ตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา log P มากกวา 3 คือ โนเนน (log P 5.1), ออกเทน (log P 4.5), ไอโซ

ออกเทน (log P 4.5), เฮปเทน (log P 4.0) และ เฮกเซน (log P3.5) ใหคาไฮโดรไลซิสแอคติวิตีท่ีสูง

กวา เม่ือเทียบกับเอนไซมอิสระท่ีทํา ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันมะกอกในสารละลายบัฟเฟอร การ

เพ่ิม ปริมาณน้ําท่ีใชละลายเอนไซมใหมากข้ึนมีผลใหแอคติวิตีของเอนไซมลดลงคาแอคติวิตีของ

เอนไซมไลเปสในตัวทําละลายประเภทอะโรเมติกไฮโดรคารบอนและคลอริเนเตทไฮโดรคารบอนมีคา 

แอคติวิตีท่ีต่ําหรือไมมีเลย แตในตัวทําละลายประเภทอีเทอรจะใหคาแอคติวิตีปานกลางในกลุมของตัว

ทําละลายท่ีผสมเปนเนื้อ เดียวกับน้ําท่ีไดทําการทดลองนั้น อะซิโตนจะใหคาแอคติวิตีสูงท่ีสุด 

Lavayre และ Baratti (1982) ศึกษาตรึงเอนไซมไลเปสจาก  C.cylindracea  ดวยวิธีดูดซับ

บน  Spherosil  (แกวรูพรุน) ท่ีทําใหมีคุณสมบัติเปนไฮโดรโฟบิค  ดวยการเติมอนุพันธกลุม  

iodoproply  บนแกวรูพรุนท่ีมีขนาดรูพรุนตางกัน  2  ชนิดคือ  ชนิด  XOB  015  และ  XOC  005)  

เพ่ือเรงการไฮโดรไลซ  3-คลอโร-2- เมททิลโพรพานอท  พบวา การตรึงบน  Spherosil  XOB  015  

และ  XOC  005  สามารถดูดซับเอนไซมไดสูงถึง  37.5  และ  20  มก./กรัมพาหะตรึง  มีแอคติวิตี  
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113  และ  95  ยูนิต/นาที/กรัมพาหะตรึง  คิดเปนรอยละ  103  และ  155  เม่ือเปรียบเทียบกับ

เอนไซมอิสระตามลําดับ   

 Proctor  และ  Palaniappan  (1989) รายงานการใชข้ีเถาแกลบดูดซับฟอสโฟลิปดจาก  

Miscella  ของน้ํามันถ่ัวเหลือง พบวา การใช  alkaline  ash  0.5  กรัม  ดูดซับไดดีกวาการใช 1 

กรัม  เม่ือเปรียบเทียบการดูดซับระหวาง  acid  ash  และ   alkaline  ash  เม่ือใชปริมาณ  0.5  

กรัมเทากันพบวา  acid  ash  สามารถดูดซับฟอสโฟลิปดไดมากกวา   alkaline  ash    

           Montero และคณะ (1993) ทําการตรึงเอนไซมไลเปส C.cylindracea  ดวยวิธีดูดซับบน

แผนโพลิดพรพิลีน  ศึกษาการปรับสภาพพาหะตรึงดวยวิธีการเติมตัวทําละลายอินทรียกอนนํามาตรึง  

พบวาการเติม เอทานอล  อะซิโตน  อะซิโตรไนไตรล  2-โพรพานอลหรือเมทานอลกอนนํามาตรึงจะ

ทําใหเพ่ิมการดูดซับและแอคติวิตีของเอนไซมไดถึง 4-5 เทาเนื่องจากตัวทําละลายอินทรียชวยเพ่ิม

ปริมาณน้ําท่ีจําเปนตอการคงรูปของเอนไซม  เม่ือศึกษาผลของพีเอชความแรงของอิออนของตัวกลาง

ตอแอคติวิตี  พบวาแอคติวิตีสูงข้ึนในฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมีพีเอช 5.7-6.5 และความแรงอิออนนอยกวา

หรือเทากับ 0.2 โมลาร  การตรึงตองการปริมาณเอนไซม 5-1.5 ยูนิต/มก.พาหะตรึง  โดยใหแอคติวิตี

สัมพันธรอยละ 17-21 นอกจากนี้คาแอคติวิตียังลดลง  เม่ือปริมาณน้ําของเอนไซมลดลง  และ

การเติมกลูตารัลดีไฮดลงไปในเอนไซมตรึง  มีผลชวยเพ่ิมเสถียรภาพของเอนไซมตรึงได 

 Ngando Ebongue และคณะ (2006) ศึกษาการเรงปฎิกิริยาการสลายไขมันในน้ํามันมะกอก

ดวยเอ็นไซมไลเปสจาก (Elaeis guineensis Jacq ปาลมเทเนอรา. var.) อิสระโดยใชสารละลาย

บัฟเฟอรและเฮกเซนเปนตัวทําละลาย ลดแรงตรึงผิวดวยวิธีการบม ซ่ึงวิธีการบมใหคาแอคติวิตีสูง 

และไดศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส คือ pH และอุณหภูมิโดยใชอุณหภูมิ

เริ่มตนท่ี 20°C– 50°C พบวา อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปสจากเนื้อปาลม คือ 

35°C และpH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมโดยใช pH ตั้งแต 6.5-12.0 พบวาเอนไซมไม

ทํางานเม่ือ pH ต่ํากวา 7.0 และสูงกวา 11.5 ชวงท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 9-10 จึง

เลือกใชท่ี pH 9 โปรตีนในน้ํามันมะกอกถูกยับยั้งดวย tetrahydrolipstatin (THL) โดยละลายในเฮ

กเซนและสารละลายบัฟเฟอรเพ่ือใหเอ็นไซมมีความเสถียรเพ่ิมมากข้ึน 

Gupta และคณะ (2010)  ทําการตรึงเอนไซมไลเปส 3 Rhizomucor mihei ใน Polysulfone 
globules ทําการตรึงโดยวิธีการดูดซับบนเม็ดPS globules ซ่ึงเปนพอลิเมอร (microspheres) ชนิด
ไฮโดรโฟบิคท่ีมีรูพรุน ทําจากสารละลายPSความเขมขน 10%, 15%, และ 20% (w/v)ใน
อุณหภูมิหอง เพ่ือใหมีความหนืดท่ีแตกตางกันและทําปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันมะกอกในสารละลาย
บัฟเฟอรทําการตรึงเอนไซมไลเปสโดยใชในปริมาณ 4.32 mg /g พบวา globules PS20% มีพ้ืนผิวรู
พรุนสูงสุดแตมีขนาดเสนผานศูนยกลางของรูพรุนนอยท่ีสุดและเม่ือนําสารตั้งตนความเขมขนตางๆมา
วิเคราะหดวยเครื่อง UV-visSpectrophotomet นํามาพล็อตกราฟ Lineweaver-Burk หาคา R2 
พบวาเอนไซมไลเปสท่ีตรึงมีคาสูง คือ 83.3 mM เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมไลเปสอิสระ มีคาเทากับ 
62.5 mM ปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันมะกอกการทํางานลดลง 16-20%  
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