
บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 

ในการวิจัยครั้งนี้ผูวิจัยไดศึกษาเอกสารและงานวิจัย ท่ี เ กี่ยวของโดยนําเสนอตามลําดับ  

ดังตอไปนี้   

 2.1  ความรูเก่ียวกับเมล็ดยางพารา  

 2.2  ความรูเก่ียวกับเอนไซมไลเปส 

 2.3  ความรูเก่ียวกับการตรึงเอนไซมตรึงรูป 

 2.4  ความรูเก่ียวกับการตรึงเอนไซมดวยอัลจิเนต  ข้ีเถาแกลบ และเซลลูโลสท่ีมีรูพรุน 

5 2.5  งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 

2.1 ความรูเกี่ยวกับเมล็ดยางพารา 

2.1.1 ปริมาณวัตถุดิบเมล็ดยางพารา 

          ประเทศไทยเปนประเทศท่ีปลูกยางพารามากเปนอันดับหนึ่งของโลก มีปริมาณการ

ผลิตมากกวา 2 ลานตันตอป พ้ืนท่ีปลูกยางพาราของไทยมีแนวโนมเพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่อง จากจํานวน 

10.98 ลานไรในป 2533 เปน 12.24 ลานไร ในป 2539 เพ่ิมข้ึนเฉลี่ยรอยละ 8 ตอป โดยมีพ้ืนท่ีการ

ปลูกยางพาราประมาณรอยละ 85 อยูใน 14 จังหวัดภาคใต จังหวัดสุราษฎรธานี มีพ้ืนท่ีปลูกมากท่ีสุด 

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

1,289,047ไร ตามลําดับ 

          ยางพาราเปนพืชเศรษฐกิจท่ีทํารายไดใหกับประเทศไทยเปนจํานวนมากในรูปของ

ยางแผนรมควัน ยางเครฟ ยางแทง และอ่ืน ๆนอกเหนือจากน้ํายางพาราซ่ึงเปนผลผลิตโดยตรงแลว 

สวนตาง ๆ ของยางพาราก็ยังสามารถนําไปใชประโยชนอ่ืน ๆ ตลอดจนใชในอุตสาหกรรมไดอีก

มากมาย เชน ไมยางพารานําไปใชทําไมคํ้ายันไมแบบกอสราง ลังไม เผาถาน เครื่องเรือน เยื่อกระดาษ 

และใชเปนเชื้อเพลิงในโรงงานอุตสาหกรรมตางๆ คือ อุตสาหกรรมปลาปน อุตสาหกรรม

เครื่องปนดินเผา อุตสาหกรรมยางแผนรมควัน ฯลฯนอกจากนี้เมล็ดยางพาราก็ยังสามารถนํามาสกัด

น้ํามันเพ่ือใชประโยชนในอุตสาหกรรมตาง ๆ เชนอุตสาหกรรมสบู เภสัชภัณฑ ยารักษาโรค กาว วัตถุ

ระเบิด อุตสาหกรรมหนัง สิ่งทอ วัสดุหลอลื่นหมึกพิมพผาน้ํามัน ยาขัดโลหะ สี พลาสติก ไนลอน ยา

ดับเพลิง แชมพู ผงซักฟอก น้ํามันใสผมเครื่องสําอาง ยาฆาแมลง ฯลฯ 
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  ตนยางพาราจะเริ่มมีเมล็ดเม่ืออายุไดประมาณ 4 ปข้ึนไป แตยังใหเมล็ดนอยมาก 

และจะมีเมล็ดเพ่ิมมากข้ึนเปนลําดับ จนกระท่ังมีเมล็ดสูงสุดเม่ืออายุประมาณ 20 ป ซ่ึงตนยางพาราแต

ละทองถ่ินหรือแตละแปลงใหเมล็ดไมเทากัน บางทองถ่ินหรือบางแปลงก็ใหเมล็ดมาก บางแปลงก็ให

เมล็ดนอยท้ังนี้ข้ึนอยูกับปจจัยตาง ๆ หลายอยาง เชน โรคระบาด สภาพความสมบูรณของดิน การ

บํารุงรักษา อายุของตนยางพารา ภูมิอากาศ คือถาปใดฝนตกชุกเกินไปหรือแลงเกินไป ดอกยางพาราก็

จะรวงมาก โอกาสใหเมล็ดก็นอยลง และท่ีสําคัญท่ีสุดคือ พันธุของยางพาราซ่ึงแตละพันธุจะใหเมล็ดไม

เทากัน บางพันธุเมล็ดดก บางพันธุเมล็ดนอยตลอดจนวิธีการปลูกซ่ึงถาปลูกใหมีชวงหางกันมาก

ระหวางตนและระหวางแถวแลว ก็จะทําใหไดเมล็ดยางพารามาก ถาปลูกชวงระหวางตนและระหวาง

แถวใกลกันมากก็จะทําใหไดเมล็ดยางพารานอย จากการศึกษาของศูนยพัฒนาเศรษฐกิจอุตสาหกรรม

ภาคใต ปรากฏวาตนยางพารา 1 ไร (ประมาณ 70 ตน) จะใหเมล็ดยางพาราประมาณ 120 กิโลกรัม 

2.1.2 ลักษณะโครงสรางและสวนประกอบของงเมล็ดยางพารา 

            ยางพาราเปนพ้ืนท่ีมีผลและเมล็ดเพ่ือขยายพันธุเหมือนพืชชนิดอ่ืน ๆ ตามฤดูกาล 

ถาหากวาตนยางพารามีดอกและเกสรผสมแลว 3-4 เดือน จะใหผลและมีเมล็ดรวง 2 ชวง คือ

ประมาณเดือน กรกฎาคม ถึง สิงหาคม และประมาณเดือนกุมภาพันธ ถึง มีนาคม ผลมีขนาดโต 4.5 – 

6 เซนติเมตร ผลหนึ่งมี 3 เมล็ด แตละเมล็ดมีรูปรางกลมรี สีน้ําตาล ขนาด 2.0 – 2.5  เซนติเมตร 

น้ําหนักประมาณ 3-4 กรัม เปลือกในเปนเยื่อบาง ๆ สีขาว เนื้อในมีลักษณะนิ่ม สีเหลืองออนดัง

ภาพประกอบท่ี 2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 2.1 ลักษณะเมล็ดยางพารา 

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

น้ํามันเมล็ดยางพาราเปนน้ํามันพืชชนิดหนึ่งมีสมบัติเปนสารอินทรียท่ีไมละลายน้ํา 

เกิดจากเอสเตอรระหวางกรดไขมันกับกลีเซอรีน (glycerin ) ท่ีเรียกวา ไตรกลีเซอไรด (triglyceride) 

เวลาเกิดไฮโดรไลซิส (hydrolysis ) จะไดกลีเซอรีนและกรดไขมันอิสระ (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 แสงรุง (2530) 

 

  น้ํามันเมล็ดยางพารามีสีเหลืองออน กลิ่นคลายน้ํามันลินซีด (linseed oil ) ถาหยดให

บาง ๆ  แลววางท้ิงไวจะแหงซ่ึงมีสมบัติเปนน้ํามันประเภทก่ึงแหง (semi-drying oil) ดังนั้นจึงมี

ประโยชนในการนําไปทําน้ํามันผสมสีหรือน้ํามันชักเงาได (องอาจ แสงรุง , 2530) น้ํามันเมล็ด

ยางพารามีคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพดังแสดงในตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 2.1  คุณสมบัติน้ํามันยางพารา 

 

คุณสมบัติ น้ํามันดิบ น้ํามันบริสุทธิ ์ หนวย 

1.สถานะทางกายภาพ ท่ี  30 องศา

เซลเซียส 

ของเหลว ของเหลว - 

2.สี เหลืองทอง เหลืองทอง - 

3.ความถวงจําเพาะท่ี 30 องศาเซลเซียส 0.922 0.918 - 

4.ความหนืดท่ี 30 องศาเซลเซียส 41.24 37.85 Centistokes 
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ตารางท่ี 1  (ตอ) คุณสมบัติน้ํามันยางพารา 

 

คุณสมบัติ น้ํามันดิบ น้ํามันบริสุทธิ ์ หนวย 

5.จุดวาบไฟ 294 290 องศาเซลเซียส 

6.คาความเปนกรด 4.0 1.0 Mg KOH/g oil 

7.กรดไขมันอิสระ (โอเลอิก) 2.0 0.5 % 

8.คาเปอรออกไซด 2.5 1.0 - 

9.คาไอโอดีน 142.6 142.6 g-Iodine/100g 

 

ท่ีมา : lkwauuagwu et al.,(2000) 

 

  องคประกอบของน้ํามันเปนสารประกอบพวกกลีเซอไรดและนอนกลีเซอไรด  สวน

ใหญน้ํามันเปนสารประกอบกลีเซอไรดจําแนกสวนประกอบไดดังนี้ 

  1.น้ํามัน (triglyceride) 

  2.สารประกอบโมโนกลีเซอไรด (monoglyceride) และไดกลีเซอไรด (diglyceride) 

  3.กรดไขมันอิสระแบงออกเปน กรดไขมันอ่ิมตัวทไดแก myristic , palmitic , 

stearic , arachidic , behenicและlingnoceric 

  4.ฟอสฟาไทด (phosphstidees)มีลักษณะเหนียว เรียกวา ยางเหนียว (gum) ใน

น้ํามันดิบ (crued oil) ฟอสฟาไทดท่ีสําคัญมีอยู 2 ชนิด คือ lecithin และ cephalin สําหรับ 

lecithin เปนสารท่ีละลายในแอลกอฮอล เปนสาร optically active และเปนเอสเตอรของ 

glycerphosphoric acid  มีสูตรโครงสรางดังภาพประกอบท่ี 2.3 

 

H-C-OOCR1

H-C-OOCR2

H

H

H-C-OOPCH2N(CH3)3

OH OH
 

 

ภาพประกอบท่ี 2.3 โครงสราง lecithin 

ท่ีมา : องอาจ แสงรุง (2530) 

สวน cephalin เปนการรวมของพันธะท่ีเปนเอสเตอรกับ endo salt  ไมละลายใน 
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แอลกอฮอล มีสูตรโครงสรางดังภาพประกอบท่ี 2.4 

 

H-C-OOCR1

H-C-OOCR2

H

H

H-C-OOPCH2N(CH3)3

O

 
ภาพประกอบท่ี 2.4 โครงสราง cephalin 

ท่ีมา : องอาจ แสงรุง (2530) 

 

2.1.4  องคประกอบทางเคมีและสมบัติทางกายภาพของน้ํามันเมล็ดยางพารา  

                       เมล็ดยางพาราจะมีสีน้ําตาลลายขาวคลายเมล็ดละหุง ยาวประมาณ 2-2.5 

เซนติเมตร กวางประมาณ 1.5-2.5 เซนติเมตร และหนักประมาณ 3.6 กรัม ประกอบไปดวยสวนท่ีเปน

เนื้อใน (kernel) รอยละ 65 สวนท่ีเปนเปลือกนอก (shell) รอยละ 35 โดยท่ัวไปน้ํามันจากเมล็ด

ยางพาราจะมีปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัวและกรดไขมันไมอ่ิมตัวประมาณรอยละ 18-22 และ 78-82 

ตามลําดับ (ตารางท่ี 2.2) ซ่ึงน้ํามันเมล็ดยางพารานั้นจัดเปนน้ํามันก่ึงซักแหง (semi-drying oil) 

ตารางท่ี 2.3 แสดงสมบัติท่ัวไปของน้ํามันเมล็ดยางพาราน้ํามัน  

 

ตารางท่ี 2.2  ปริมาณกรดไขมันชนิดตางๆ ในน้ํามันเมล็ดยางพารา  
 

ชนิดของกรดไขมัน (%) 

กรดไขมันอ่ิมตัว  

กรดปาลมิติก (C16:0) 11 
กรดสเตียริก (C18:0) 12 
กรดอะราชิดิก (C20:0) 1 
กรดไขมันไมอ่ิมตัว  
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 ชวงคาท่ีวัดได 

คาความเปนกรด (acid value) (mg KOH/g) 4-40 
คาสพอนนิฟเคชัน (saponification value)  
(mg KOH/g) 

190-195 

คาไอโอดีน (iodine number) (g I2/100 g) 132-141 

ดัชนีหักเหท่ี 40°C (refractive index) 1.466-1.469 
ความถวงจําพาะ (specific gravity) 0.92 

 

ท่ีมา : ดารณี เจริญสุข (2554) 

 

2.2  ความรูเกี่ยวกับเอนไซมไลเปส  

เอนไซมไลเปส (Triacylglycerol acylhydrolase, EC. 3.1.1.3)   เปนเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสท่ีพันธะเอสเทอร (ester bond) ของไตรกลีเซอไรด ซ่ึงมีกรดไขมันสายยาวเปน

สวนประกอบไดผลผลิต คือ กรดไขมันอิสระ ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกลีเซอรอล การ

เกิดปฏิกิริยาจะเกิดข้ึนบริเวณผิวสัมผัสระหวางชั้นของสับสเตรทกับชั้นนํ้า (oil-water interface) 

นอกจากนี้ไลเปสยังสามารถเรงปฏิกิริยายอนกลับได โดยเรงการสรางพันธะเอสเทอรระหวาง กลีเซอรอล

กับกรดไขมันอิสระ 

แหลงของไลเปสพบท้ังในสัตว  พืช แบคทีเรีย และรา ในสัตวพบในน้ํา นม และตับออน 

(pancreas) ไลเปสจากพืชพบในเมล็ดท่ีกําลังงอก เชน เมล็ดขาวสาลี ขาวโอต ขาวไรย ฝาย ถ่ัวเหลือง 

และละหุงเปนตน  

2.2.1 ความจําเพาะของไลเปสตอสับสเตรท 

                    เอนไซมไลเปสมีความจํ าเพาะตอสับสเตรท สามารถแบงไดเปน 3 กลุม คือ 

                    1) ความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด (position specificity)  ไลเปสท่ีมี

ความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด แบงออกเปน 2 กลุมยอย คือ 

                     1.1 )  ไลเปสท่ีมีความจําเพาะท่ีตําแหนง 1- และ 3- บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 

(1,3-specific lipases) 

                                  ไลเปสในกลุมนี้ จะเรงปฏิกิริยาการตัดกรดไขมันเฉพาะตําแหนงท่ีอยูดาน

นอกของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ไดกรดไขมันอิสระ, 1,2(2,3)-ไดกลีเซอไรด และ 2-โมโนกลีเซอไรด แต

เนื่องจากโมเลกุลของ 1,2(2,3)-ไดกลีเซอไรด และ 2-โมโนกลีเซอไรดไมคงตัว ถาปลอยใหปฏิกิริยาเกิด
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ตอไป จะเกิดการยายกรดไขมัน (acyl migration) จากตําแหนงท่ี 2 ไปยังตําแหนงท่ี 1และ 3 ไดเปน 

1,3-ไดกลีเซอไรu3604 ด และ 1-โมโนกลีเซอไรด ซ่ึงจะถูกยอยสลายอยางสมบูรณไดเปนกลีเซอรอล 

และกรดไขมันอิสระ เอนไซมในกลุมนี้ไดแก ไลเปสจากตับออน , Bacillus subtilis 168 , Mucor 

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

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

  2.2.2 ผลของความเปนกรดเปนดางตอแอคติวิตีของเอนไซมไลเปส 

        การเปลี่ยนแปลง  pH จะมีผลตอการแตกตัวของหมู R ของกรดอะมิโนท่ี

เปนเบสิคหรือแอซิดิคในโมเลกุลของเอนไซม โดยเฉพาะถาหมู R ท่ีเปนเบสิคหรือแอซิดิคนั้นอยูตรง

บริเวณเรงของเอนไซม การรวมตัวกันระหวางเอนไซมและสับสเตรทท่ีอาศัยพันธะไอออนิคนั้นตองการ

แรงดึงดูดระหวางประจุตรงกันขาม เม่ือ pH เปลี่ยนไปประจุบนโมเลกุลเอนไซมจะเปลี่ยนไป ทําใหสัม

พรรคภาพ (affinity) ระหวางเอนไซมและสับเสตรทไมดีเหมือนเดิม ถา pH สูงเกินไปหรือตํ่าเกินไปจะ

ทําลายสภาพธรรมชาติของโมเลกุลเอนไซม  

2.2.3 ผลของอุณหภูมิตออัตราเร็วปฏิกิริยา  

                    ปฏิกิริยาทางเคมีท่ัว ๆ ไป เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิอัตราเร็วจะเพ่ิมข้ึน แตสําหรับการเรง 

ปฏิกิริยาของเอนไซมนั้นมีขีดจํากัด อุณหภูมิท่ีทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุด เรียกวา optimum 

temperature ถาเพ่ิมอุณหภูมิสูงกวานี้จะทําใหอัตราเร็วปฏิกิริยาลดลง เนื่องจากความรอนไปทําลาย

สภาพธรรมชาติของเอนไซม จนไมสามารถทํางานไดดังเดิม ความรอนจะทําลายโครงสรางทุติยภูมิ 

โครงสรางตติยภูมิ และโครงสรางจตุรภูมิของเอนไซม เอนไซมของพวกสัตวเลือดอุนมี optimum 

temperature ประมาณ 37 องศาเซลเซียส ท่ีอุณหภูมิ 0 และ 100 องศาเซลเซียส อัตราเร็วปฏิกิริยา

ของเอนไซมเกือบจะเปนศูนย ซ่ึงจะเห็นไดจากการท่ีเราทําการสเตอริไลซเครื่องใชตาง ๆ โดยการตม

ของเหลานั้นในนํ้าเดือด เพ่ือเปนการทําลายสภาพธรรมชาติเอนไซมท่ีอาจจะติดมากับเครื่องใชนั้น ๆ 

โปรตีนสวนใหญจะมีการละลายเพ่ิมข้ึน ถาเพ่ิมอุณหภูมิใหสูงข้ึน แตมีขีดจํากัดวาไมเกิน 40 องศา

เซลเซียส ถาเกินชวง 40-50 องศาเซลเซียสไปแลว โมเลกุลโปรตีนจะไมคอยเสถียรและเริ่มจะสูญเสีย

สภาพธรรมชาติ คุณสมบัติในการละลายลดตํ่าลง โดยมากแลวโปรตีนจะรักษาเสถียรภาพไดในชวง

อุณหภูมิตํ่า ความเสถียรตออุณหภูมิข้ึนกับสวนประกอบของสารอาหารและสารละลายท่ีใชตรวจสอบ

ไลเปส สัตวเลี้ยงลูกดวยนมจะมีแอคติวิตีท่ีดีในชวงอุณหภูมิท่ีต่ํากวา 40 องศาเซลเซียส ไลเปสจาก

จุลินทรียมีชวงอุณหภูมิท่ีกวางกวา โดยมีแอคติวิตีท่ีอุณหภูมิในชวง 30-50 องศาเซลเซียส Sugihara 

และคณะ  รายงานวา Bacillus sp. ท่ีแยกจากดิน (นอยกวา 30 องศาเซลเซียส) ผลิตไลเปสท่ีแสดง

คาแอคติวิตีไดในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร ท่ี 60 องศาเซลเซียส คาแอคติวิตีลดลงท่ี 65 องศา

เซลเซียส RamakrishnanและBanerjee ทําการเลี้ยง Aspergillus niger ในถ่ัวลิสง 
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(groundnutcake) และนํ้ามันถ่ัวลิสง พบวาอุณหภูมิท่ีผลิตไลเปสใหมีแอคติวิตีท่ีสูง คือ 35 องศา

เซลเซียส Hofelmann และคณะ  ทําการวิเคราะหไลเปสจาก Aspergillus niger (Lipase2212D, 

Rohm) ซ่ึงเปนไอโซเอนไซม ไลเปสท้ังสองมีความเสถียรตํ่ากวา 40 องศาเซลเซียส แอคติวิตีจะลดลง

รอยละ 40 ท่ี 60 องศาเซลเซียสหลังจากผานไป 10 นาที และสูญเสียแอคติวิตีท้ังหมดท่ี 80 องศา

เซลเซียส 

2.2.4  การทํางานของเอนไซมไลเปสในตัวทําละลายอินทรีย   

          การทํางานของเอนไซมไลเปสในตัวทําละลายอินทรีย   มีประโยชนดังนี้ 

                   1)  เพ่ิมความสามารถในการละลายของสับเสตรท  หรือผลิตภัณฑท่ีละลายไดนอยใน

น้ํา  (non  polar)   

                    2) เกิดการเปลี่ยนแปลงสมดุลเทอโมไดนามิกไปในทิศทางการเกิดการสังเคราะห

มากกวาการเกิดไฮโดรไลซีส  (เชน  การสังเคราะหเอสเทอร , เปปไทด ,  แลคโตน  เปนตน)  

                    3) ลดการยับยั้งปฏิกิริยาของสับเสตรทหรือผลิตภัณฑ 

                    4) เอนไซมไมละลายในตัวทําละลายอินทรีย  ทําใหแยกเอนไซมไดงายดวยการกรอง

สวนผลิตภัณฑแยกออกไดโดยการระเหยตัวทําละลายอินทรีย 

                    5) ลดการปนเปอนของจุลินทรีย  เนื่องจากจุลินทรียเติบโตไดไมดีในตัวทําละลาย

อินทรีย  

                    6) เพ่ิมความเสถียรของเอนไซมโดยเฉพาะอยางยิ่งตอความรอน 

                    7) เพ่ิม  stereoselectivity  และ  enantioselectivity  ของเอนไซม  

                    8) ลดปริมาณฟองในระบบ  

             ขอดีท้ังหมดตามท่ีกลาวมาแลว  อาจไมใชของปฏิกิริยาใดปฏิกิริยาหนึ่งเพียง

ปฏิกิริยาเดียว  และการเรงในตัวกลางดังกลาวอาจพบขอเสียได  เชน  เอนไซมเสียสภาพธรรมชาติ  

เกิดการยับยั้งจากตัวทําละลายอินทรีย  เพ่ิมความซับซอนของระบบ  และตองเพ่ิมคาใชจายสําหรับตัว

ทําละลายอินทรีย  จากการคนพบวาเอนไซมสามารถทํางานไดในตัวทําละลายอินทรีย โดยมีโมเลกุล

ของนํ้าเพียงปริมาณเล็กนอยท่ีจับกับโมเลกุลของเอนไซมในการรักษาโครงรูปของเอนไซมใหสามารถ

เรงปฏิกิริยาได (active conformation state) ทําใหมีการตื่นตัวในดานงานคนควาและวิจัยเก่ียวกับ

การใชตัวเรงทางชีวภาพ ในการเรงปฏิกิริยาตาง ๆ ในตัวทําละลายอินทรียมากข้ึน ซ่ึงเอนไซมท่ี

สามารถทํางานไดในตัวกลางท่ีเปนตัวทําละลายอินทรียได มีหลายชนิดไดแกเอนไซมในกลุม 

Oxidoreductases,Hydrolases และ Isomerases  ทําใหมีการประยุกตใชเอนไซมในอุตสาหกรรม

หลายประเภทเชน อุตสาหกรรมอาหาร เครื่องสําอาง เภสัชกรรมหรือเคมีภัณฑท่ีใชในทางการแพทย 

การใชเอนไซมในตัวทําละลายในสภาพท่ีมีปริมาณนํ้าตํ่ามีขอดีอยูหลายประการ  คือ ชวยเพ่ิม

ความสามารถในการละลายของสับสเตรทหรือผลิตภัณฑท่ีไมละลายนํ้า ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
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สมดุลของปฏิกิริยาไปในทิศทางการสังเคราะห ซ่ึงเปนปฏิกิริยายอนกลับของไฮโดรไลซิส ลดการยับยั้ง

ปฏิกิริยาโดย สับสเตรทหรือผลิตภัณฑ เนื่องจากเอนไซมไมละลายในตัวทําละลายอินทรียจึงสามารถ

ใชการตรึง เอนไซมแบบงาย ๆ เชน การดูดซับเอนไซมบนพาหะตรึง สามารถปองกันการปนเปอนโดย

จุลินทรีย การแยกเอนไซมทําไดงาย ชวยเพ่ิม steroselectivity และ enantioselectivity ของ

เอนไซม และเปนการเพ่ิมความเสถียรของเอนไซมตอความรอน อยางไรก็ตามการใชเอนไซมในตัวทํา

ละลายอินทรียอาจมีขอเสียคือตัวทําละลายอินทรียอาจทําใหเอนไซมเกิดการเสียสภาพธรรมชาติ หรือ

อาจเปนตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซม จากการจํากัดของการแพร การปดก้ันท่ีบริเวณเรง การ

เปลี่ยนแปลงไปของโครงรางท่ีเหมาะสมของโมเลกุลเอนไซม ลดลักษณะท่ียืดหยุนและเคลื่อนไหวได

ของโมเลกุลเอนไซม  

 การทํางานของเอนไซมไลเปสในตัวทําละลายอินทรีย   มีรายละเอียดดังตอไปนี้ 

                         1) ลักษณะปฏิกิริยาเอนไซมในตัวทําละลายอินทรีย 

                            วิธีการในการใชเอนไซมในตัวทําละลายอินทรียมี 8 วิธี  

                            (1) ระบบท่ีมีการเติมตัวทําละลายอินทรียท่ีสามารถรวมตัวกับนํ้า (water 

miscible solvents) ลงไปในสารละลายท่ีเปนนํ้าซ่ึงมีเอนไซมละลายอยู สับสเตรทจะละลายในตัวทํา

ละลายอินทรีย นอกจากนี้ตัวทําละลายอินทรียยังชวยลดปริมาณนํ้าและเปลี่ยนสมดุลของปฏิกิริยาได 

                            (2) วิธีท่ีมีการเติมตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้า (water immiscible 

solvents)ลงไปในสารละลายท่ีเปนนํ้าท่ีมีเอนไซมละลายอยู ทําใหเกิดระบบสองวัฏภาค (biphasic 

system) สวนใหญสับสเตรทละลายอยูในตัวทําละลายอินทรีย และมีสับสเตรทปริมาณนอยท่ีละลาย

ในสวนท่ี เปนนํ้าซ่ึงเปนท่ีท่ีสับสเตรทจับกับเอนไซมเพ่ือทําใหเกิดผลิตภัณฑ การใชตัวทําละลายท่ีมีข้ัว

นอย เชน เฮกเซน และไอโซออกเทน มีประโยชนในแงท่ีทําใหเกิดการทําลายเอนไซมนอยกวาการใช

ตัวทําละลายอินทรียท่ีมีข้ัว ขอดีของระบบนี้คือ เตรียมไดงาย สามารถแยกเอนไซมและผลิตภัณฑออก 

ไดอยางสะดวก และลดการยับยั้งจากผลิตภัณฑ แตแอคติวิตีของเอนไซมจะข้ึนกับพ้ืนท่ีผิวระหวางนํ้า

กับตัวทําละลายอินทรีย (interface) และเอนไซมสวนมากไวตอการเสียสภาพธรรมชาติ โดยแรง 

ระหวางชั้นของเหลว (interfacial forces) ยกเวนเอนไซมไลเปสซ่ึงการเรงปฏิกิริยาเกิดข้ึนท่ีบริเวณ 

ผิวสัมผัสระหวางนํ้ากับตัวทําละลายอินทรีย 

                            (3) ระบบของเหลวสองวัฏภาคระหวางตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับน้ํา

สารละลายท่ีเปนนํ้าซ่ึงมีปริมาตรมากกวาตัวทําละลายในระบบ สวนเอนไซมอยูในรูปเอนไซมตรึง

แขวนลอยในสวนท่ีเปนนํ้า  เอนไซมในรูปอนุภาคของแข็งท่ีกระจายตัวในรูปหยดสารละลายในตัวทํา

ละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้า เอนไซมท่ียึดเกาะบนอนุภาคของแข็ง (disperser particles) เม่ือ

กระจายตัวในรูปหยดสารละลายในตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้า 

                             (4) ระบบท่ีเอนไซมถูกกักไวในพาหะตรึงท่ีมีรูพรุน ซ่ึงมีนํ้าบรรจุอยูเต็ม และ

แขวนลอยในตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้า วิธีนี้เอนไซมอยูในสิ่งแวดลอมท่ีเปนนํ้า 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) ซ่ึงชวยปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของเอนไซม  

                             (5) วิธีท่ีมีเอนไซมดูดซับบนพาหะตรึงท่ีมีรูพรุนแลวทําการระเหยนํ้าออก 

จากนั้นเติมตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้าวิธีนี้จะมีนํ้าเกาะอยูกับเอนไซม และพาหะตรึงใน

ปริมาณ เล็กนอยซ่ึงเพียงพอตอการเรงปฏิกิริยา 

                             (6) วิธีท่ีมีการเติมเอนไซมลงไปโดยตรงในตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัว

กับนํ้าเอนไซมไมละลายในตัวทําละลายอินทรีย จึงอยูในรูปสารแขวนลอย และมีปริมาณนํ้าเพียง

เล็กนอยเกาะอยูกับเอนไซม พอท่ีจะทําใหเอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาได แตวิธีนี้อาจทําใหการ

แพรกระจายของเอนไซมเปนไปไดยาก เนื่องจากเอนไซมดึงดูดกันดวยแรงอิออนิคท่ีแข็งแรงกวาแรงท่ี

ดึงดูดในตัวทําละลายอินทรีย 

                            (7) วิธีท่ีเอนไซมถูกกักอยูใน reversed micelles (water in oil) ท่ีมีนํ้าบรรจุ

อยูreversed micelles มีลักษณะเปนสารละลายใส ประกอบดวยหยดนํ้าเล็ก ๆ ท่ีถูกทําใหคงตัวดวย

สาร ลดแรงตึงผิว ซ่ึงอยูในตัวทําละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวกับนํ้า เอนไซมละลายในสวนท่ีเปนนํ้า 

เอนไซมไลเปสมักถูกใชในระบบนี้ เพราะมีเนื้อท่ีของ interface สูง มีผลใหไดแอคติวิตีสูง 

                          (8) วิธีท่ีเอนไซมถูกเปลี่ยนแปลงใหละลายไดในตัวทําละลายอินทรีย โดยการจับ

กับสารบางชนิด เชน โพลีเอทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol, PEG) ดวยพันธะโควาเลนท และ

อาศัยลักษณะท่ีเปนไฮโดรโฟบิคของสายไฮโดรคารบอน ชวยในการละลายในตัวทําละลายอินทรีย  

              2)  ปจจัยท่ีมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมท่ีตรึงในตัวทําละลายอินทรีย 

          การทํางานของเอนไซมในการเรงปฏิกิริยาในตัวกลางท่ีเปนตัวทําละลายอินทรีย 

ข้ึนอยูกับปจจัยตาง ๆ ดังนี้ 

                          (1) นํ้า โดยนํ้าจําเปนสําหรับแอคติวิตีของเอนไซมในการเรงปฏิกิริยา และมีผล

ตอความเสถียรของเอนไซม การรักษาปริมาณนํ้าท่ีพอเหมาะเปนสิ่งสําคัญ ถามีนํ้ามากเกินไปสมดุล

ของปฏิกิริยาจะเปลี่ยนไปในทิศทางการเกิดปฏิกิริยาการสลายดวยนํ้า แตถานํ้ามีปริมาณนอยไปจะทํา 

ใหเอนไซมสูญเสียประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยา นํ้าท่ีมีผลตอการทํางานของเอนไซม สามารถแบง

ไดเปน 2 สวน สวนแรกคือ สวนท่ีเรียกวา “bound water” เปนสวนของนํ้าท่ีลอมรอบโมเลกุล ของ

เอนไซม นํ้าสวนนี้มีความสําคัญตอการรักษาโครงสรางของเอนไซม นํ้าเหลานี้มีสวนท้ังทางตรง และ

ทางออมเก่ียวกับพันธะไฮโดรเจน แรงไฮโดรโฟบิค และแรงแวนเดอรวาลส ท่ีอยูในเอนไซม โดยท่ีแรง

เหลานี้ จะชวยใหเอนไซมคงรูปตามธรรมชาติ และชวยในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ถานํ้าสวนนี้ถูก

ดึงออกไป จะทําใหเอนไซมผิดรูป เอนไซมจึงสูญเสียประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยา สวนนํ้าท่ีอยูถัด

ออกมาเรียกวา “bulk water” เปนนํ้าสวนท่ีไมไดเกาะอยูกับเอนไซม สามารถขจัดออก ไดโดยท่ี

เอนไซมยังคงความสามารถในการเรงปฏิกิริยา เอนไซมจะไมสามารถทํา งานไดถาปราศจากนํ้าท่ีจะ

รักษาโครงสรางของเอนไซม ไดมีผูประมาณปริมาณนํ้าท่ีจําเปนตอการเรงปฏิกิริยาไววา ตองการนํ้าท่ี
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เรียงตัวเพียงชั้นเดียวท่ีผิวของเอนไซม ก็พอตอการทําใหเอนไซมมีโครงสรางท่ียืดหยุนโดยการเกิด

พันธะไฮโดรเจนกับหมูท่ีมีประจุบนโมเลกุลของเอนไซม ปริมาณนํ้าท่ีพอเหมาะสํา หรับแตละปฏิกิริยา

แตกตางกันไปข้ึนกับปจจัยหลายอยาง เชน ชนิดของเอนไซม พาหะตรึง ตัวทํา ละลายอินทรีย และ

สับสเตรท รวมถึงปริมาณและความเปนโพลารของสารเหลานั้น การกระจายของนํ้าในระบบก็มีผล

สําคัญตอการเรงปฏิกิริยา โดยนํ้าบางสวนจับกับเอนไซม และพาหะตรึง บางสวนละลายในตัวทํา

ละลายอินทรีย โดยท่ัวไปการรายงานเก่ียวกับปริมาณนํ้ามักรายงานปริมาณนํ้าท้ังหมดในระบบ ทําให

เปนการยากในการเปรียบเทียบแอคติวิตีของเอนไซม ภายใตสภาวะท่ีแตกตางกัน จึงไดมีผูทําการวัด

ปริมาณนํ้าท่ีมีอยูเพ่ือใหเขาใจพฤติกรรมของเอนไซม โดยใชตัวแปร คือ wateractivity (Aw) ในระบบ

ท่ีมีองคประกอบหลายชนิดผสมกันอยู แตละองคประกอบมีผลตอ Aw ท้ังหมดในระบบนั้น คา Aw 

ของสารประกอบหนึ่ง ๆ สัมพันธกับความดันของนํ้าท่ีสัมผัสกับสารประกอบนั้นและแปรตามอุณหภูมิ

และความดันบรรยากาศ จากคํานิยาม Aw จะมีคาเทากันหมดในทุกวัฏภาคท่ีมีภาวะสมดุล ทําใหใช

แสดงปริมาณนํ้าในระบบของเอนไซมในตัวทําละลายอินทรียไดดีกวาการใชหนวยรอยละโดยนํ้าหนัก

หรือปริมาตร คา Aw คือ คาท่ีแสดงความชื้นสัมพัทธในวัฏภาคท่ีเปนกาซสามารถปรับไดโดยการทํา 

ใหอยูในบรรยากาศท่ีควบคุมความชื้น ดวยการใชสารละลายอ่ิมตัวของเกลือคา Aw เปนคาท่ีบงชี้วา

เปนปฏิกิริยาการสังเคราะหหรือปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดย ปฏิกิริยาการสังเคราะหมักเกิด เม่ือ Aw 

ลดลงมากพอ ในการเรงปฏิกิริยาในตัวทํา ละลายอินทรียท่ีมีปริมาณนํ้าจํากัดทําใหเอนไซม ทนตอ

อุณหภูมิสูงได (Thermal stability) เชน เอนไซมไลเปสจาก Porcine pancreas สามารถทํางานได

นานหลายชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ในเฮกเซนท่ีมีนํ้าอยูนอยมาก เนื่องจากหมูท่ีมีประจุ

ของเอนไซมเกิดพันธะไฮโดรเจนกันเอง ทําใหเอนไซมยังคงรูปรางท่ีมีความแข็งแรง (structure 

rigidity) สามารถใชเรงปฏิกิริยาไดตอไป 

                     (2) ชนิดของตัวทําละลายอินทรีย  

                การเลือกตัวทํา ละลายอินทรียมีความสําคัญตอแอคติวิตี และมีสวน สําคัญใน

การคงอยูของปริมาณนํ้ารอบ ๆ เอนไซม (bound water)  ตัวทําละลายอินทรียจํา แนกได เปน 2 

กลุม คือ กลุมท่ีสามารถรวมตัวเปนเนื้อเดียวกับนํ้า (water miscible หรือ hydrophilic solvent) 

เชน อะซิโตรไนไตรล เตตระไฮโดรฟูแรน ไดออกเซน ไพริดีน และอะซิโตน เปนตน ตัวทําละลาย

อินทรียกลุมนี้ ชอบท่ีจะดึงนํ้ารอบ ๆ โมเลกุลเอนไซม ทํา ใหเอนไซมเกิดการคลี่ออกเปนสายยาวมีผล

ทํา ใหแอคติวิตีตํ่า สวนกลุมท่ีสองเปนตัวทํา ละลายอินทรียท่ีไมรวมตัวเปนเนื้อเดียวกับนํ้า (water 

immiscible หรือ hydrophobic solvent) เชน เฮปเทน ไอโซออกเทน เฮกเซน ไดไอโซโพรพิล

อีเทอรและไดบิวทิลอีเทอร เปนตน ตัวทําละลายอินทรียกลุมนี้ไมแยงดึงนํ้าออกจากเอนไซมทําใหมีแอ

คติวิตีเชนเดิม ดังนั้นแอคติวิตีในการเรงในตัวทํา ละลายอินทรียชนิดไฮโดรโฟบิคจึงสูงกวาชนิดไฮโดรฟ

ลิค 
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                ในอดีตการเลือกใชตัวทําละลายอินทรีย อาศัยคุณสมบัติทางกายภาพ เชนความ

มีข้ัว การละลายนํ้า คาคงท่ีไดอิเลคทริก เปนตน อยางไรก็ตามยังขาดขอมูลจากการทดลองอยูมาก 

ตอมา Brink และ Tramper  ใช Hildebran solution parameter และนํ้าหนักโมเลกุลในการทํา 

นายผลของตัวทํา ละลาย พบวาแอคติวิตีของเอนไซมสูงข้ึนในตัวทํา ละลายอินทรียท่ีมีคา Hildebran  

solution ตํ่า และมีนํ้าหนักโมเลกุลสูง แตคา Hildebran solution วัดไดยากในตัวทํา ละลายอินทรีย

ท่ี ไมมีข้ัว ดังนั้นไดใชตัวแปร คือ log P เพ่ือทํานายอัตราการเกิดปฏิกิริยาของ เอนไซมในตัวทําละลาย

อินทรีย และใชในการเลือกชนิดตัวทําละลายอินทรีย คํานิยามของ log P หมายถึง คาlog ของ 

Partition Coefficient (P) ในระบบสองวัฏภาคระหวาง octanol/นํ้า และสามารถ วัดไดโดยการ

ทดลองหรือการคํานวณจากคา hydrophobic fragmentation constants โดยท่ีตัวทําละลาย

อินทรียแตละชนิด มีคา log P แตกตางกัน และสามารถแบงกลุมตัวทําละลายอินทรียได 3 ชนิด คือ 

       - ตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา log P นอยกวา 2 ละลายนํ้าไดมากกวา รอยละ 0.4 เปน

ตัวทําละลายชนิดไฮโดรฟลิคท่ีไมเหมาะตอการใชงาน เนื่องจากมีผลเปลี่ยนแปลงนํ้าลอมรอบเอนไซม

เปนอยางมาก 

       - ตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา log P อยูระหวาง 2-4 ละลายนํ้าได รอยละ 0.04-0.4 

เปนตัวทําละลายอินทรียชนิดไฮโดรโฟบิคท่ีใหแอคติวิตีสูง และมีผลเปลี่ยนแปลงนํ้าท่ีลอมรอบเอนไซม

เพียงเล็กนอย 

       - ตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา log P มากกวา 4 ไมละลายนํ้าเปนไฮโดรโฟบิคอยางสูง 

ใหคาแอคติวิตีสูงท่ีสุดและไมมีผลในการเปลี่ยนแปลงนํ้าลอมรอบเอนไซม 

               Reslow และคณะ  ทําการศึกษาผลการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ไคโมทริปซิน

ในตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา log P แตกตางกัน พบวา ตัวทําละลายอินทรียชนิด ไฮโดรโฟบิคท่ีมีคา 

log P สูง ใหแอคติวิตีสูงกวาตัวทําละลายชนิดไฮโดรฟลิคท่ีมีคา log P ตํ่า และตัวทําละลายอินทรีย

ชนิดไฮโดรโฟบิคใชปริมาณนํ้านอยกวาชนิดไฮโดรฟลิค เพ่ือทํา ใหเกิดปฏิกิริยาไดสูงสุด ตัวทําละลาย

อินทรียชนิดไฮโดรโฟบิคทํา ใหเอนไซมมีความเสถียรดีกวาตัวทําละลายชนิดไฮโดรฟลิค ซ่ึงสอดคลอง

กับ Zaks และ Klibanov  ท่ีพบวาความเสถียรตออุณหภูมิและการเก็บรักษาจะมีคาสูงในตัวทํา

ละลายอินทรียชนิดไฮโดรโฟบิค    

2.2.5  การประยุกตใชเอนไซมไลเปส (นิยม กําลังดี, 2539) 

        1)  เอนไซมไลเปสกับเปล่ียนแปลงในเชิงอุตสาหกรรม 

                           ถึงแมวาเอนไซมไลเปส หรือ glycerolesterhydrolase (E.C. 3.1.1.3) 

มีการนํามาใชในเชิงอุตสาหกรรมคอนขางเปนเวลานาน  เชน ในอุตสาหกรรมอาหารโดยเฉพาะอยาง

ยิ่งในอาหารหมักเพราะเอนไซมไลเปสจะเปนตัวผลิตกลิ่นรส (flavor) ในอาหารชนิดนั้น ๆ ใหมีกลิ่นรส

เฉพาะตัว แตปริมาณใชและปริมาณการผลิตมีจํากัด เนื่องจากเอนไซมไลเปสนั้นมีขอจํากัดในดานตาง 

ๆ คอนขางมากเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมท่ีสําคัญในเชิงอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ  เชน เอนไซมยอยสลาย
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โปรตีน  หรือ กลุมเอนไซมท่ียอยสลายแปง อยางไรก็ตามปจจุบันนี้การพัฒนาและการประยุกตใช

เอนไซมไลเปสในเชิงอุตสาหกรรมนั้นมีแนวโนมและศักยภาพท่ีสูงข้ึน  หมายความวาเอนไซมไลเปสเริ่ม

มีความสําคัญ มีบทบาท และมีการนํามาใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ มากข้ึน มิไดจํากัดอยูเพียง

อุตสาหกรรมอาหาร หรืออุตสาหกรรมผงซักฟอกอันเปนลักษณะการใชเอนไซมในรูปแบบเดิมดังแต

กอน 

                           เอนไซมไลเปสแบงออกเปน 2 กลุมตามความจําเพาะตอตําแหนงของ

ไตรกลีเซอไรด (triglyceride ) คือกลุมท่ีมีสมบัติจําเพาะตอตําแหนง 1,3 ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด  

และกลุมท่ีมีคุณสมบัติไมจําเพาะตอตําแหนงดังกลาวบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด  อยางไรก็ตามมี

รายงานวาเอนไซมไลเปสท้ัง 2 กลุมนี้จะไมถูกแบงออกจากกันโดยเด็ดขาด  เพราะวาเอนไซมไลเปสก

ลุมท่ีมีความจําเพาะตอตําแหนง 1,3 ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรดนั้นคือเอนไซมไลเปสชนิดท่ีไมมี

ความจําเพาะท่ีมีความสามารถในการไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดไดนอยกวานั้นเอง  

                            ปฏิกิริยาการใชเอนไซมไลเปส สําหรับการเปลี่ยนแปลงลักษณะ

โครงสรางของไขมันและน้ํามันเปนกระบวนการหนี่งท่ีมีผลมาจากการพัฒนาการใชประโยชนจาก

เอนไซมไลเปส เม่ืออยู ในสภาวะใชประโยชนจาก เอนไซมไล เปส เ มื่ออยู ในสภาวะ low-

water environments หรือ microaqueous system ในสภาวะดังกลาวนั้นไขมันและน้ํามันจะ

เกิดการเปลี่ยนแปลงแทนท่ีต่ําแหนงของ acyl   residue ท่ีตําแหนงคารบอนท่ี 1 และ 3 ( C1 และ 

C3 ) ของกลีเซอรอลในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดท่ีเกิดจากกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมไลเปส 

(ภาพประกอบท่ี 2.5) ซ่ึงเอมไซมไลเปสท่ียูในระบบดังกลาวนั้นสามารถเกิดปฏิกิริยาไดท้ัง hydrolysis 

, trancesterification และ synthesis ester ตัวอยางการใชเอมไซมไลเปสเพ่ือเปลี่ยนแปลงลักษณะ

โครงสรางของไขมันและน้ํามันท่ีไดพัฒนามาสูระดับอุตสาหกรรมแลว ไดแก การดัดแปลงโครงสราง

น้ํามันปาลมซ่ึงมีราคาต่ําใหเปน Cocoa butter-like  fats ท่ีมีคาสูงกวาเพ่ือใชทดแทน Cocoa 

butter ในอุตสาหกรรมอาหาร 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 2.5  การประยุกตใชการเปลี่ยนแปลงแทนท่ีตําแหนงคารบอนท่ี 1 และ 3 ( C1 และ 

C3 ) ของกลีเซอรอลในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดท่ีเกิดจากกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมไลเปสโดย

ปฏิกิริยา  acidolysis หรือ transesterification  

ท่ีมา : นิยม กําลังดี (2539) 



16 

 

เนื่องจากปฏิกิริยาเอนไซมไลเปสนั้นมีความจําเพาะตอตําแหนงและลักษณะ 

โครงสรางของสารตั้งตนจึงทําใหสามารถใชเอนไซมไลเปสในการสังเคราะหสารตางๆไดมากมาย เชน 

กรดไขมันและกลีเซอรอล สารไตรกลีเซอไรดและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactants) ลักษณะ

การเกิดปฏิกิริยา trancesterification ท่ีจําเพาะนั้นเปนขอดีและไดเปรียบกระบวนการสังเคราะห

ดวยวิธีเคมีเปนอยางมากในแงของการควบคุมการเปลี่ยนแปลงโครงสรางสารเคมีของไขมันและน้ํามัน

ไดตามตองการ 

  เอนไซมไลเปสท่ีมีการผลิตในเชิงการคาเพ่ือใชในกระบวนการ tranesterification 

เปนครั้งแรกในอเมริกา โดยใชเชื้อรา Mucor miehei เอนไซมจากเชื้อราชนิดนี้มีสมบัติท่ีเหมาะสม 

เพราะมีความจําเพาะตอตําแหนงสูง  สามารถมนตออุณหภูมิสูงไดดี  เม่ือตรึงเอนไซมชนิดนี้บน 

anion-exchange resin  พบวาเอนไซมไลเปสจากเชื้อ Mucor miehei ไมสูญเสียประสิทธิภาพการ

ผลิต ( productivity) และปราะสิทธิภาพในความจําเพาะปฏิกิริยา  มีรายงานวาสามารถท่ีจะใช

เอนไซมท่ีตรึงนี้ในกระบวนการผลิตท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ไดนานกวา 1,800 ชั่วโมง 

  สวนการใชประโยชนของเอนไซมไลเปสท่ีเปนกลุม alkaline lipase  ใน

อุตสาหกรรมซักลางนั้น เพราะวาการใชเอนไซมไลเปสนั้นทําใหสามารถลดอุณหภูมิของการซักลางได 

ชวยลดปริมาณการใชสารลดแรงตึงผิว (surfactants) และยังมีผลกระทบตอสภาวะแวดลอมนอยกวา

การใชสารเคมีปจจุบันนี้การใชเอนไซมไลเปสในอุตสาหกรรมการซักลา งมีปริมาณท่ีมากข้ึน 

เนื่องจากสามารถท่ีจะผลิตเอนไซมไลเปสโดยกระบวนการหมักไดในปริมาณท่ีเพียงพอตอความ

ตองการใช การเพ่ิมปริมาณเอนไซมโดยกระบวนการหมักนั้นเปนผลท่ีเกิดจากการพัฒนาความรูในการ

ควบคุมการหมัก การปรับปรุงเทคนิคดานพันธุวิศวกรรมตัวอยางเชน  การตัดตอสวน promoter ของ

จีนท่ีควบคุมการสรางเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส ( 4α-amylase) และสวน terminator ของจีนท่ี

ควบคุมการสรางเอนไซมกลูโคอะไมเลส (gluco amylase) จากเชื้อ Aspergil lus niger แลว

นํามาเชื่อมตอเขาจีนท่ีควบคุมการสรางเอนไซมไลเปสของเชื้อ Aspergillus niger เปนตน  เปนผล

ใหสามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตเอนไซมไลเปสของเซลลจุลินทรียท่ีเพาะเลี้ยงได ซ่ึงจากความรูและ

ความเขา ใจถึงลักษณะโครงสรางและกลไกตาง ๆ    เหลานี้ของเอนไซมไล เปส  เปนปจจัย ท่ี

สําคัญตอการพัฒนาการความกาวหนาการใชเอนไซมดังกลาวมาสูระดับอุตสาหกรรม 

   2) การพัฒนาและการประยุกตใชเอนไซมไลเปสในอุตสาหกรรมกระดาษ 

                   การใชเอนไซมไลเปสในอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษการเตรียมโครงสราง

ไขมันตามวัตถุประสงค  รวมถึงการใชเอนไซมในกระบวนการผลิตทางชีวภาพเ พื่อมาทดแมน

กระบวนการผลิตดั้งเดิมท่ีใชวิธีทางเคมีเอนไซมไลเปสในอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษและเยื่อ

กระดาษ  ในปจจุบันแนวโนมการนําเอนไซมไลเปสมาใชรวมอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษมีมากขึ้น

แทนที่การใช เอนไซม เซลลู เลสและลิกนิน เนสเพียงอยาง เดียว   การใชเอนไซมไลเปสนั้นมี
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วัตถุประสงค เพ่ือชวยปรับปรุงกระบวนการในการผลิตกระดาษและเยื่อกระดาษท่ีใชอยูปจจุบันซ่ึง

ปญหาการเกาะตัวและจับตัวของสารเรซินบนสวน drying cylinders ของเครื่องจักรท่ีใชใน

กระบวนการผลิตกระดาษนั้นบางครั้งมีผลกระทบอยางมากตอคุณภาพ และกําลังการผลิตของ

โรงงานผลิตกระดาษและเยื่อกระดาษ  มีรายงานวาการใชเอนไซมไลเปสรวมในการทําความสะอาดปม

และระบบทอตาง ๆ นั้น จะชวยในการปรับปรุงกําลังการผลิตและคุณภาพของเยื่อกระดาษท่ีได  ท้ังยัง

ชวยลดความถ่ีในการทําความสะอาดสวน drying cylinders ลงดวย ขอดีของกระบวนการใชเอนไซม

นี้ทําใหใชระยะเวลาในการเก็บทอนไมไวกอนท่ีจะนําเขาสูกระบวนการผลิต  (pretreatment)  สั้นลง

และเปนการลดปริมาณการใชสารเคมีอ่ืน ๆ ในการบําบัดสารพวกเรซินในข้ันตนลงได ซ่ึงกระบวนการ

ผลิตเยื่อกระดาษโดยท่ัวไปนั้นตองท้ิงทอนไมท่ีเปนวัตถุดิบเอาไวเปนเวลานาน  และมีก า ร ใช

ส าร เคมี ที่มีคว าม เปนกรด – ดาง ท่ีรุนแรงในการกําจัดสารเรซินและยางตาง ๆ ท่ีมีในเนื้อไม  

นอกจากนี้การใชเอนไซมยังเปนกระบวนการท่ีมีการเปลี่ยนแปลงทางปฏิกิริยาทางเคมีท่ีไมรุนแรงและ

มีความปลอดภัย 

 

3) เอนไซมไลเปสในการปรับปรุงไขมันท่ีมีคาทางโภชนาการ 

                       จากลักษณะความจําเพาะของเอนไซมไลเปสตอตําแหนงตาง ๆ บน

โครงสรางของสารไตรกลีเซอไรด จึงไดมีการศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของไตรกลีเซอไรด  

เพ่ือใหไดไขมันท่ีมีโครงสรางท่ีมีคุณคาทางโภชนาการและพัฒนา  เพ่ือนํามาสูกระบวนการผลิตใน

ระดับอุตสาหกรรมมากข้ึนในปจจุบัน ตัวอยางเชนการสังเคราะหกรด decosahaxanenoic acid 

(DHA) ท่ีประกอบดวยกรดไขมันสายยาวสายสั้นและกรดไขมันท่ีถูกแทนท่ีในตําแหนงคารบอนตัวแรก 

(C1)และตําแหนงท่ี 3 (C3 )ของโมเลกุลไตรกลีเซอ-ไรด ดังภาพประกอบท่ี 2.6  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 2.6 การสังเคราะหกรด decosahaxanenoic acid (DHA) โดยเอนไซมไลเปส 

ท่ีมา : นิยม กําลังดี (2539) 
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ในรางกายมนุษยมีเอนไซมไลเปสจากตับออนและเอนไซมกลุม   lipoprotein lipase    ท่ีมี 

บทบาทในการไฮโดรไลซสารไตรกลีเซอไรดในกระแสเลือดและในลําไส เล็ก   เอนไซมท้ังสองชนิดนี้

จะมีประสิทธิภาพในการไฮโดรไลซไขมันสายยาวไดนอยกวาไขมันสายปานกลาง (medium-chain) 

สิ่งเหลานี้เปนปจจัยสําคัญมนดานการเลือกลักษณะและชนิดของอาหารท่ีบริโภคเขาไป ตามปกติไขมัน

และน้ํามันท่ีประกอบดวยไขมันสายยาว  เชน น้ํานมถ่ังเหลืองมักนิยมใชเปนแหลงพลังงานใหกับผูปวย

ท่ีตองการพลังงานสูงในโรงพยาบาลท่ัว ๆ ไป ซ่ึงเม่ือรางกายไดรับกรดไขมันสายยาวเหลานี้เขาไป  

สารไตรกลีเซอไรดท่ีเปนองคประกอบหลักจะถูกไฮโดรไลซดวยกิจกรรมของ  lipoprotein lipase ท่ี

อยูในชั้นเนื้อเยื่อของหลอดเลือดและมีการปลอยกรดไขมันออกมาเพ่ือเปนแหลงพลังงานใหกับรางกาย

ตอไป มีเหตุผลหลายปจจัยท่ีทําใหเกิดความพยายามท่ีจะเปลี่ยนแปลงลักษณะโครงสรางของไขมัน

เพ่ือใหมีองคประกอบท่ีเหมาะสมข้ึนมาทดแทนการใชน้ํามันตามธรรมชาติท่ีมีกรดไขมันสายยาวผสม

อยูประการสําคัญคือ lipoprotein lipase นั้นมีกิจกรรมไฮโดรไลซกรดไขมันสายยาวไดชา  ทําใหยอย

สลายไขมันหรือน้ํามันในกระแสเลือดไดต่ํา  นอกจากนี้น้ํามันตามธรรมชาติท่ียูในลักษณะของสาร

อิมัลชันนั้นประกอบไปดวยกรดไขมันท่ีไมอ่ิมตัวเม่ือรางกายไดรับสารดังกลาวติดตอกันเปนเวลานาน

จะเปนปจจัยท่ีทําใหรางกายไดรับไขมันในปริมาณท่ีมากเกินความจําเปน ดังนั้นไขมันหรือน้ํามันชนิด

ใหมท่ีไดมีการผสมระหวางไตรกลีเซอไรดกับกรดไขมันสายท่ีไมยาวมากและกรดไขมันสายยาวใน

สัดสวนท่ีเหมาะสม  จึงไดมีการพัฒนาปรับปรุงเพ่ือใชทดแทนการบริโภคน้ํามันท่ีมีกรดไขมันสายยาว

เปนองคประกอบมากข้ึนในปจจุบัน 

 

4) เอนไซมไลเปสในกระบวนการทางเคมีอินทรีย 

                      มีความเปนไปไดสูงท่ีจะนําเอนไซมไล เปสมาใชในกระบวนการทาง

เคมีอินทรียตาง ๆ และปจจุบันกําลังมีการพัฒนาอยูในหองปฏิกิริยาตาง ๆ มากมาย  ท่ีกําลังเปนท่ี

สนใจและมีความกาวหนาในการศึกษามาก คือ การใชเอนไซมไลเปสในการสังเคราะหสารประกอบท่ี

เปน enantio-selective hydrolysis หรือการสังเคราะหเอสเทอร ซ่ึงในปจจุบันไดมีการผลิตในเชิง

พาณิชยเรียกวา “เอสเทอรชีว-ภาพ (bioesters) 

 

5) กรีนเคมิคัล (Green chemicais) 

                     เอนไซมไลเปสไดถูกนํามาใชในการผลิตผลิตภัณฑใหมๆ เพ่ือลดปญหาและ

ความยุ งยากในการผลิตดวยวิธีการทางเคมีแบบเดิม  ตัวอยางเชนการใชเอนไซมไลเปสท่ีไดจาก

เชื้อ candida antractica B ในการผลิตกลูโคสไซดเอสเทอร (glucoside esters) (ภาพประกอบท่ี 

7)สารประกอบชนิดนี้สรางจากกรดไขมันและสารกลูโคไซดอยางงาย  และมีคุณสมบัติในการชวย

ลดแรงตึงผิวสวนใหญใชเปนองคประกอบในเครื่องสําอาง ผงซักฟอกท่ีใชตามบานเรือน ใชยอยสลาย

หรือเปนตัวทําลายไขมันและกรีส (grease)ในอุตสาหกรรมโลหะ อุตสาหกรรมอิเล็กทรอนิกส และ



19 

 

เครื่องหนัง สิ่งท่ีดีขิงสารประกอบชนิดนี้คือสามารถใชผลิตทางการเกษตรเปนวัตถุดิบในการผลิตได 

โดยอาศัยกระบวนการเปลี่ยนแปลงท่ีอาศัยปฏิกิริย าของ เอนไซม ทั้ ง ยัง มีคว ามปลอดภัย

มากกวากระบวนการทางเคมีตัวผลิตภัณฑเองยังมีความปลอดภัยตอตัวผู ใช  และยอยสลายได

งายดวยกระบวนการทางชีวภาพในธรรมชาติ เนื่องจากมีความเปนพิษต่ํา  ปจจุบันมีรายงานวา

การสังเคราะหสารกลูโคไซดเอสเทอรดวยวิธีการตึงเอนไซมไลเปสท่ีไดจากเชื้อ  candida antractica 

ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม โดยใชกรดไขมันและกลูไซดเปนสารตั้งตนสามารถพัฒนามาสูระดับโรงงาน

อุตสาหกรรมทดลอง(pilot-scale)ไดแลว ซ่ึงเปนตัวอยางหนึ่งท่ีใชใหเห็นถึงศักยภาพท่ีจะพัฒนาการใช

ประโยชนเอนไซมไลเปสไปสูระดับอุตสาหกรรม โดยอาศัยเทคโนโลยีและความรูตางๆท่ีเก่ียวของ 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบท่ี 2.7 การสราง simple glucosides จาก fatty acids โดยการทํางานของเอนไซมไลเปส 

ท่ีมา : นิยม กําลังดี (2539) 

สิ่งตาง ๆ ท่ีไดกลาวนี้สามารถบงบอกไดเดนชัดวา เทคโนโลยีการพัฒนาเอนไซมไลเปสนั้น  

ไมไดมีบทบาทอยูเฉพาะอุตสาหกรรมเอนไซมแบบเกา ๆ  เทานั้น แตสามารถท่ีจะพัฒนาหรือ

ประยุกตใชในกระบวนการผลิต และสรางผลิตภัณฑใหม ๆ ไดมากมาย  รวมท้ังเม่ือพิจารณาถึง

ผลกระทบท่ีมีตอสิ่งแวดลอม ความปลอดภัยของผลิตภัณฑและความปลอดภัยของกระบวนการผลิตท่ี

จะมีผลตอคนงานหรือผูท่ีเก่ียวของ จะเห็นวากระบวนการผลิตท่ีใชเอนไซมนั้นดีกวากระบวนการทาง

เคมีดั้งเดิม  ดังนั้นเปนท่ีคาดหวังกันการพัฒนาการใชเอนไซมไลเปสในดานตาง ๆ จะเพ่ิมความสําคัญ

มากข้ึนในอนาคตอันใกลนี้ 

 

6) การประยุกตใชเอนไซมไลเปสดานอ่ืนๆ  

                     ในปจจุบันมีการประยุกตใชเอนไซมไล เปสในทางเทคโนโลยีชีวภาพ

อยางกวางขวางเนื่องจากมีขอดีหลายประการเชน เอนไซมมีความคงตัวใน organic solvents, 

เอนไซมไมตองการ cofactors, เอนไซมมีความจําเพาะตอ substrate นอย (broad substrate 

specificity) และท่ีสําคัญ ไลเปสมีความจําเพาะเจาะจงในเรื่อง enantioselectivity มีการรายงานวา

มีเอนไซมไลเปสท่ีใชประโยชนทางการคาในปจจุบัน มีตนกําเนิดมาจาก 34 แหลงของเอนไซมท่ี 
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แตกตางกัน ซ่ึงในนั้นมี 18 แหลงแยกไดจากพวก fungi เชน Candida rugosa, Candida 

antarctica,Thermomyces lanuginosus, Rhizomucor miehei เปนตน และแหลงจากแบคทีเรีย 

เชน Burkholderia cepacia, Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas mendocina, 

Chromobacterium viscosum เปนตน ซ่ึงเอนไซมไลเปสไดมีการนําไปประยุกตใชประโยชน

มากมายเชน ใชในการสังเคราะหสารอินทรีย (organic synthesis), ใชเติมในผงซักฟอกเพ่ือชวย

ประสิทธิภาพการซักลาง, เ พิ่มรสชาติในอาหาร , ใชในอุตสาหกรรมกระดาษ, และในอนาคตอาจมี

การนํามาใชเพ่ือการบําบัดของเสีย 

 

2.3 เอนไซมตรึงรูป 

เอนไซมตรึงรูป (immobilized enzymes) หมายถึง เอนไซมท่ีถูกกําหนด หรือทําใหมาอยูใน

ขอบเขตท่ีจัดไว อาจมีโมเลกุลใหญข้ึนดวยการเชื่อมพันธะเคมีหรือไมมีพันธะเคมี ละลายน้ําไดยากข้ึน

หรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซม เปลี่ยนจากตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปนของเหลวกลายเปนตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปน

ของแข็งขณะทําปฏิกิริยา (solid catalysts) (ปราณี, 2547) 

 วิวัฒนาการของการศึกษาวิจัยดานการเตรียมและการนําเอนไซมตรึงรูปมาใชเกิดข้ึนอยางเปน

ลําดับ แมวาในปจจุบันเราจะยังไมสามารถหาสูตรสําเร็จท่ีระบุใหชัดเจนวาเอนไซมชนิดหนึ่งจะตรึงรูป

ดวยวิธีใดก็ตาม แตก็มีหลักฐานและผลงานวิจัยพอท่ีจะชี้นําไดวาควรใชวิธีใด สวนประสิทธิภาพและ

ความเหมาะสมของการใชงานก็เปนกรณีๆ ไป อยางไรก็ตาม วิวัฒนาการเรื่องการศึกษาเอนไซมตรึงรูป 

เกิดข้ึนเปนลําดับจนปจจุบันนี้ก็ดวยเหตุผลท่ีสืบเนื่องมาจากการใชเอนไซมอิสระมีขีดจํากัดบาง

ประการดังนี้ 

 

1. ขอจํากัดของเอนไซมอิสระ 

1.1 เอนไซมอิสระไมเสถียร 

1.2 เอนไซมอิสระใชงานในลักษณะไมตอเนื่องหรือใชครั้งเดียว (batch) 

1.3 เอนไซมอิสระใน in vitro ใชแบบ multi-enzymes system ไมได 

1.4 เอนไซมอิสระถาจะใหมีกิจกรรมเอนไซมสูงตองทําใหบริสุทธิ์กอนการใชงาน 

1.5 เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของซับสเตรทและผลผลิตทําใหแยก 

ออกไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีนจะปนเปอนในลักษณะ proteineous contaminants

โดยเฉพาะถาอยูในอาหารจะเกิดเปนตะกอนเม่ือถึงระดับอุณหภูมิ พีเอชของโปรตีนชนิดนั้น แยกออก

ไดตองใชกรรมวิธีเพ่ิมข้ึน กลาวคือ ผานหนวยแยกอีกครั้ง 

1.6 เอนไซมอิสระ สวนใหญละลายน้ํา ละลายในสารละลายได ฉะนั้นจะนํามาใชใน 
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ลักษณะ solid catalyst ไมได มีผลใหไมสามารถใชกับเครื่องปฏิกรณประเภทตางๆ เชน fluidized 

bed และ packed bed ในระบบตอเนื่อง (continuous) ได อาจจะใชไดกับ sitrred tank และ  

ultrafiltration membrane ได (กรณีของ ultrafiltration membrane จัดเปนรูปหนึ่งของเอนไซม

ตรึงรูป 

1.7 เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูง 

1.8 เอนไซมอิสระในเซลลจุลินทรีย (intracellular enzymes) เม่ือนํามาใชงานตอง 

ผานกระบวนการสกัดและทําบริสุทธิ์กอน 

1.9 เอนไซมอิสระกอพิษตอผูใช ในลักษณะของการสูด หายใจ การสัมผัสในปริมาณ 

มากดวยขีดจํากัดของการใชเอมไซมอิสระท่ีกลาวมาขางตน จึงเปนทางออกท่ีนําไปสูการแกปญหาดวย

การนําเทคโนโลยีของเอนไซมตรึงรูปมาใช ดวยวิธีการตางๆ และแกปญหาไปตามลักษณะสมบัติของ

เอนไซมท่ีถูกตรึงท่ีได ถาหากแกไดหมดก็นับวาไดประสบผลสําเร็จยิ่ง อยางไรก็ตามในบางครั้ง

ผลกระทบจากการเตรียมและการใชเอนไซมตรึงรูปก็อาจมีบาง ไดแก กิจกรรมเอนไซมอาจจะถูก

กระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลของเอนไซมกับตัวพยุงมีผลใหโครงรูปสามมิติ 

(conformation) เปลี่ยนไปและอาจมีผลตอหมูท่ีอยูในบริเวณเรงดวยมีปญหากับซับสเตรท ท่ีไมเปน

เนื้อเดียวกัน หรือมีลักษณะแขวนลอย (suspension) ดานการถายเทมวล(mass transfer) และชนิด

ของตัวพยุงอาจจะมีผลกระทบตอผลผลิต เชน ปนเปอนหรือทําปฏิกิริยากับผลผลิต 

 

2. ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป 

2.1 มีโอกาสเพ่ิมกิจกรรมเอนไซมและเสถียรภาพของเอนไซมได ถาวิธีเหมาะสม 

2.2 ใชระบบ multi-enzymes ในลักษณะ in vitro ได 

2.3 ใชซํ้า ใชตอเนื่องได 

2.4 ใชสภาวะการทําปฏิกิริยาท่ีตางไปจากเอนไซมอิสระ หรือเอนไซมเดิมได ท้ังนี้ 

ข้ึนกับชนิดตัวพยุงและวิธีการตรึงรูป 

2.5 ใชใหเหมาะสมกับเครื่องปฏิกรณเอนไซมได ท้ังนี้ข้ึนกับรูปรางตัวพยุงและ 

ลักษณะซับสเตรท 

2.6 เอนไซมท่ีนํามาตรึงรูป ไมตองทําใหบริสุทธิ์ก็สามารถทํางานไดดี เหมือนเอนไซม 

บริสุทธิ์ ท้ังนี้ข้ึนกับวิธีการตรึงรูป 

 

3. ชนิดหรือรูปของเอนไซม 

เอนไซมโดยท่ัวไปมี 2 รูป คือ เอนไซมอิสระหรือเอนไซมเดิม (native enzymes)  
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และเอนไซมดัดแปลง (modified enzymes) (ปราณี, 2547) ในกรณีของเอนไซมดัดแปลงสามารถทํา

ไดหลายวิธี การทําเอนไซมท่ีถูกตรึง ก็จัดเปนวิธีหนึ่งของเอนไซมดัดแปลง ซ่ึงสามารถสรุปเปนแผน

ภาพรวมไดดังภาพประกอบท่ี 2.8 

 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบท่ี 2.8 แสดงวิธีการตรึงเอนไซม 
ท่ีมา: ประวิทย เจียมจวนขาว (2550) 
 

4. วิธีการตรึงเอนไซม 

การศึกษาเอนไซมตรึงรูปเปนทางออกของการนําเอนไซมสูอุตหสาหรรม        แมวา 

บางครั้งจะพบวากิจกรรมเอนไซมดอยกวาเอนไซมอิสระ แตอยางไรก็ตามหากพิจารณาขอไดเปรียบ

ดานอ่ืนๆ เชนเสถียรภาพของการใชงาน สภาวะการทําปฏิกิริยา เปนตน พบวาเอนไซมตรึงรูปมีสมบัติ

ดังกลาวสูงกวาเอนไซมอิสระ (ผองผกา, 2537) ฉะนั้นการจะพิจารณาขอไดเปรียบเสียเปรียบใดสําคัญ

จึงข้ึนอยูกับลักษณะอุตสาหกรรมนั้นหรือมิฉะนั้นตองทดลองศึกษาหาวิธีการตรึงรูปจนกวาจะพบความ

เอนไซม 

เอนไซมดัดแปลง 
เอนไซมเดิม 

เอนไซมตรึงรูป 

เอนไซมหอหุม เอนไซมเกาะติด 

เอนไซมหอหุมใน

เมทริกซ 

 

เอนไซมแคปซูลเล็ก เอนไซมดูดซับ เอนไซมเชื่อม

พันธะเคมี 
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เหมาะสมระหวางเอนไซมและอุตสาหกรรมนั้นๆ ดังไดรวบรวมสรุปลักษณะสําคัญของเอนไซมตรึงรูป

ท่ีเตรียมไดในแตละวิธี ดังตารางท่ี 2.4 

 

ตารางท่ี 2.4 วิธีการตรึงรูปและสมบัติของเอนไซมตรึงรูป 

 

สมบัติ 

วิธีการเช่ือมกับตัวพยุง 

วิธีการ

เช่ือมขวาง 

วิธีการดูดซับ

ทางกายภาพ 

วิธีการเช่ือมดวย

พันธะโควาเลนท 

วิธีการหอหุม 

การเตรียม ยาก งาย ยาก งาย 

คากิจกรรมเอนไซม ปานกลาง ต่ํา สูง สูง 

ความจําเพาะตอสับเตรท เปลี่ยนได ไมเปลี่ยน เปลี่ยนได ไมเปลี่ยน 

แรงเชื่อมพันธะกับตัวพยุง แข็งแรง ออน แข็งแรง ไมมี 

การนําตัวพยุงกับคืน ไมได ได ได ไมได 

การนําไปใชท่ัวไป ต่ํา ไดต่ํา ไดปานกลาง ไดสูง 

คาใชจาย ปานกลาง ถูก แพง ถูก 

 

ท่ีมา: ปราณี อานเปรื่อง (2547) 

 

4.1 การเช่ือมขวาง (Crosslinking method ) 

การเตรียมเอนไซมตรึงรูปโดยวิธีนี้อาศัยวิธีการสรางพันธะเหมือนกับการ 

สรางพันธะโควาเลนท แตไมตองใชตัวพยุงท่ีเปนของแข็ง เอนไซมจะถูกตรึงอยูไดโดยการสรางพันธะ

เชื่อมไขวภายในและระหวางโมเลกุลของเอนไซม ทําใหเอนไซมจับกันเปนกอนสามมิติ ซ่ึงทําให

โมเลกุลของเอนไซมไมละลายน้ํา สารเชื่อมไขวท่ีใชจะมีกลุมฟงกชันตั้งแต 2 กลุมข้ึนไป ซ่ึงสารเชื่อม

ไขวนี้จะจับกับโมเลกุลของเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท สารเชื่อมไขว ไดแก อะลิฟาติกไดเอมีน 

(aliphatic diamines) ไดเมทธิลอะดิพิเมท (dimethyladipimate) ไดเมทธิลซับเบอริมิเอท 

(dimethyl suberimidate) และกูลตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) ซ่ึงสารนี้เปนตัวท่ีนิยมใชมากท่ีสุด

ปฏิกิริยาการเชื่อมไขวข้ึนอยูกับชนิดของสารเชื่อมไขวท่ีใช โดยสารเหลานี้จะมีหมูตางๆ ท่ีใชจับโมเลกุล

ของเอนไซม คือ สารเชื่อมไขวท่ีมีหมูคารบอนิล จับกับ แอล-ไลซีนของเอนไซม (เกิดการจับแบบ 

Schiff’s base) สารเชื่อมไขวท่ีมีไดอะโซ จับกับแอล-ไลซีน แอล-ฮีสติดีน แอล-ไทโรซีนแอล-อารจินีน 

หรือ แอล-ซิสเตออีน (เกิดการจับกันดวยพันธะไดอะโซ) สารเชื่อมไขวท่ีมีหมูไอโซไซยาเนต จับกับ 
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primary amino group (เกิดการจับกันดวยพันธะเปปไทด) สารเชื่อมไขวท่ีมีหมูอัลคิลไอโอไดคจับกับ

หมูนิวคลิโอไฟล (เกิดปฏิกิริยาอัลคิลเลชัน) และหมูไอโอโดอะเซททาไมด จับกับ แอล-ซีสเตอีน         

( เกิดปฏิกิริยาอัลคิลเลชัน ) การเชื่อมไขวระหวางเอนไซมกับกลูตาอัลดีไฮดนั้นมีความเสถียรมากและ

ไมสามารถเกิดปฏิกิริยายอนกลับได ถึงแมวาอุณหภูมิและพีเอชเปลี่ยนแปลงไปมากก็ตาม เนื่องจาก

เกิดการจับกันแบบ Schiff’s base เกิดพันธะ aldimine ซ่ึงมีความแข็งแรงมาก นอกจากนั้นการเชื่อม

ไขวยังเกิดจากปฏิกิริยาหมูอะมิโนของเอนไซม จับตรงพันธะethylenic double bond ของ 

unsaturated oligomers ของ กลูตาอัลดีไฮดสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีทําใหไดเอนไซมท่ีถูกเชื่อมไขวและ

ไมละลายน้ํา โดยท่ีไมสูญเสียความสามารถในการเรงปฏิกิริยา ข้ึนอยูกับความสมดุลขององคประกอบ

ตางๆ คือ ความเขมขนของเอนไซมและสารเชื่อมไขว พีเอช ความเขมขนของอิออนในสารละลาย 

(ionic strength) อุณหภูมิ และเวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา เม่ือเติมสารละลายเอนไซมท่ีมีความ

เขมขนต่ําลงในสารละลายของสารเชื่อมไขว ในระยะแรกจะไดโอลิโกเมอรท่ีสามารถละลายไดในน้ํา 

เม่ือเพ่ิมความเขมขนของสารละลายเอนไซมมากข้ึนจะเกิดพอลิเมอรท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงและไม

ละลายน้ําความเขมขนของโปรตีนท่ีเหมาะสมในการตรึงอยูในชวง 50-200 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร การ

ตรึงเอนไซมโดยวิธีนี้เกิดข้ึนไดเร็วมากเม่ือทําปฏิกิริยาท่ีพีเอชใกลกับจุดไอโซอิเลคตริคของเอนไซมนั้นๆ 

ธรรมชาติของเอนไซมมีอิทธิพลตอการตรึงเอนไซมใหอยูในรูปไมละลายน้ําโดยท่ี 

เอนไซมท่ีมีกรดอะมิโนไลซีนเปนองคประกอบอยูในปริมาณสูงทําใหเอนไซมอยูในรูปไมละลายน้ําได

งายข้ึน การเพ่ิมความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดทําใหประสิทธิภาพในการตรึงเพ่ิมข้ึนดวยโดยจะเพ่ิม

จนถึงจุดๆ หนึ่งแลวจะลดลง อัตราสวนท่ีเหมาะสมระหวางกลูตาอัลดีไฮดกับความเขมขนของโปรตีน

มักอยูในชวง 10-100 เปอรเซ็นต (โดยน้ําหนัก) โดยความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดท่ีใหคากิจกรรม

ของเอนไซมสูงสุด จะอยูในชวง 0.3 – 0.6 เปอรเซ็นต ขอดีของการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้คือ สามารถ

ใชสารเชื่อมไขวเพียงชนิดเดียว ตรึงภายในข้ันตอนเดียวและปฏิกิริยาการเชื่อมไขวเกิดไดงาย สวน

ขอบกพรองนั้น คือ มีความยากในการเลือกใชสภาวะท่ีใชและควบคุมปฏิกิริยาการเชื่อมไขวระหวาง

โมเลกุลของเอนไซม เพ่ือใหไดขนาดของเอนไซมไมละลายน้ําท่ีมีขนาดใหญและเอนไซมยังคงมี

กิจกรรมเหลืออยูสูง นอกจากนั้น เม่ือนําไปใชงาน ยังเกิดปญหาเรื่องการไหลเนื่องจากเอนไซมท่ีถูก

ตรึงดวยวิธีนี้จะมีลักษณะเปนเจล 

 

4.2 วิธีการดูดซับทางกายภาพ (Physical-adsorption method) 

      การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้พันธะท่ีใชจะเปนพันธะไฮโดรเจน  (hydrogen  

bonding) แรงวานเดอวาลล (vanderwaals force) และไฮโดรโฟรบิกอินเทอรแอคชัน 

(hydrophobic interaction) ซ่ึงยึดระหวางโมเลกุลของเอนไซมกับผิวของตัวพยุงท่ีเปนของแข็ง การ

ตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทําไดโดยผสมสารละลายเอนไซมกับตัวพยุงท่ีใชตรึงภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม ท้ิง

ไวเพ่ือใหมีการจับกัน จากนั้นแยกเอนไซมท่ีถูกตรึงออกตัวดวยการเหวี่ยงหรือการกรองความสามารถ
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ในการดูดซับเอนไซมบนตัวพยุงข้ึนอยูกับ พีเอช ธรรมชาติของตัวทําละลาย ความเขมขนของอิออนใน

สารละลาย ความเขมขนของเอนไซมกับพาหะและอุณหภูมิท่ีใช นอกจากนี้ยังตองอาศัยธรรมชาติของ

เอนไซมและตัวพยุง เชน พ้ืนท่ีผิวของตัวพยุง อัตราสวนของหมูท่ีชอบน้ํากับหมูท่ีไมชอบน้ํา ซ่ึงมีผลตอ

ปริมาณเอนไซมท่ีถูกจับบนตัวพยุงและกิจกรรมของเอนไซมหลังถูกจับ การควบคุมสภาวะตางๆ 

เหลานี้ใหเหมาะสมจะชวยใหมีการตรึงเอนไซมไดดีและกิจกรรมของเอนไซมท่ีถูกตรึงยังคงมีอยูสูง 

ปจจัยหลักท่ีมีผลตอปริมาณเอนไซมท่ีถูกดูดซับบนตัวพยุง คือ ความเขมขนของเอนไซมท่ีสัมผัสกับ

หนึ่งหนวยพ้ืนผิวของตัวพยุงกิจกรรมของเอนไซมท่ีถูกตรึงมีคาเพ่ิมข้ึน เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ

เอนไซมจนถึงจุดอ่ิมตัวถึงแมจะเพ่ิมความเขมขนของเอนไซมอีกก็ไมทําใหเอนไซมถูกตรึงเพ่ิมข้ึน ตัว

พยุงท่ีใชดูดซับ (adsorbant) ท่ีนิยมใชมี 2 แบบ คือ ตัวพยุงท่ีเปนสารอินทรีย ไดแก เซลลูโลส 

activated carbon คอลลาเจน ถาน (charcoal) คอนคานาวาลินเอ (concanavalin A) เปนตน 

และตัวพยุงท่ีเปนสารอนินทรีย ไดแก DEAE-Sephadex อะลูมินา แกว ไฮดรอกซีลาพาไทท 

(hydroxylapatite) และซิลิกา เปนตน สวนการจับท่ีอาศัยพันธะไฮโดรโฟบิค ตัวพยุงท่ีใชจะมีสวนท่ี

ไมมีข้ัวโดยเฉพาะกลุมท่ีเปนอะโรมาติกซ่ึงกลุมนี้จะมีความสามารถจับกับเอนไซม โดยอาศัยไฮโดรโฟร

บิกอินเทอรแอคชัน กับโปรตีนท่ีมีสวนท่ีเหลือ (residues) คือ ทริปโตเฟน ไทโรซีนและไอโซลูซีน 

 

4.3 การตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท (Covalent-binding method) 

วิธีการผลิตเอนไซมตรึงรูปอีกวิธีหนึ่งและเปนท่ีนิยมกันมาก เนื่องจากวิธีนี้มี 

แรงกระทําระหวางตัวพยุงท่ีแข็งแรงมาก ทําใหเอนไซมหลุดออกจากตัวพยุงไดยาก แตจะมีการเตรียม

ท่ียุงยากและราคาสูง (Chaplin and Brucke, 1990) และพันธะโควาเลนทท่ีเกิดข้ึนนี้จะทําให

โครงสรางของเอนไซมตรึงรูปแข็งแรงข้ึน ทนตออุณหภูมิและพีเอชท่ีรุนแรงไดมากข้ึน ความมี

เสถียรภาพเหลานี้จะสงผลใหกิจกรรมเอนไซมลดลงเพียงแคเล็กนอยเทานั้น เม่ือเวลาผานไปนานๆ 

หรือเม่ือมีการนํากลับมาใชซํ้า (Huckel et al., 1996) เปนการตรึงเอนไซมโดยมีการเชื่อมพันธะ

ระหวางเอนไซมกับตัวพยุงดวยพันธะโควาเลนท การเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซมทําได

ยากกวาวิธีอ่ืน ๆ เนื่องจากปฏิกิริยาคอนขางซับซอนและรุนแรง การจับกันนี้อาศัยโครงสรางและ

คุณสมบัติของโปรตีนท่ีมีตอตัวพยุง สิ่งสําคัญในการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ คือ กรดอะมิโนท่ีมีผลตอ

บริเวณเรงของเอนไซมตองไมเก่ียวของกับการจับกันดวยพันธะโควาเลนทกับตัวพยุง ซ่ึงควบคุมไดยาก

และโดยท่ัวไปเอนไซมท่ีถูกตรึงดวยวิธีนี้จะสูญเสียกิจกรรมในระหวางกระบวนการตรึง แตปญหานี้

สามารถแกไขไดโดยการใชตัวยับยั้งแบบแขงขันหรือซับสเตรทเขาไปจับกับเอนไซมตรงบริเวณเรง ทํา

ใหปองกันบริเวณนี้จากการเกิดพันธะกับตัวพยุง ตัวพยุงชนิดนี้จะมีกลุมฟงกชันจํานวนมาก ทําให

สามารถตรึงเอนไซมดวยปฏิกิริยาหลายชนิด ปจจัยท่ีมีผลตอการตรึงเอนไซมโดยวิธีโควาเลนท คือ 

กลุมฟงกชันของโปรตีนท่ีเหมาะสมตอการสรางพันธะโควาเลนทภายใตสภาวะท่ีไมรุนแรง ชนิดของ

ปฏิกิริยาท่ีเกิดจากการจับกันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงและตัวพยุงท่ีมีกลุมฟงกชันท่ีเหมาะสมตอการ
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จับกับเอนไซมการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท คือการเชื่อมพันธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุงดวยพันธะ

โควาเลนท วิธีนี้มีผูนํามาศึกษามากท่ีสุด การตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทสามารถทําได  7 วิธียอยๆ 

ดังนี้ (ปราณี, 2547) 

ก. วิธีไดอะโซ (Diazo method) 

วิธีไดอะโซ คือ การสรางพันธะระหวางเอนไซมและตัวพยุงท่ีมีอนุพันธไดอะ 

โซเนียม (-N+=N) เรียกกระบวนการนี้วา ไดอะโซไทเซชัน (diazotization) เชน ตัวพยุงท่ีมี aromatic 

amino group (R-Y-NH2) ดังปฏิกิริยา 

 

 

 

เอนไซมท่ีสามารถสรางพันธะโควาเลนทโดยวิธีนี้ไดแก เอนไซมท่ีมีหมูอะมิโนอิสระมี 

หมูอิมิดาโซลหรือหมูฟนอลิกไฮดรอกซิล 

 

ข. วิธีการเช่ือมดวยพันธะเปปไทด (Peptide binding method) 

  วิธีการเชื่อมดวยพันธะเปปไทด คือ การเชื่อมระหวางโมเลกุลเอนไซมและ 

ตัวพยุง ดวยพันธะเปปไทดสังเคราะห (-CO-NH-) ซ่ึงมี 2 ลักษณะ คือ 

1) ตัวพยุงมีหมูคารบอกซิล (-COOH) และหมูอะมิโน (-NH2) ถูกทําใหเปน 

อนุพันธท่ีไวตอปฏิกิริยา เชน อนุพันธของ acid azide, คลอไรด ไอโซไซยาเนต เปนตน แลวเชื่อมกับ

หมูอะมิโนของเอนไซม ตัวอยางปฏิกิริยาท่ีตัวพยุงถูกทําใหเปนอนุพันธคลอไรด ดังนี้ 

 

2) ใชสารควบแนน ไดแก คารโบไดอิไมด (carbodiimide),  

Woodward’sreagent K เปนตัวกลางสรางพันธะเปปไทด เม่ือพันธะเปปไทดเกิดข้ึนแลว สาร

ควบแนนจะถูกปลอยกลับคืนมาดังเดิม 

 

ค. วิธีการเติมหมูอัลคิล (Alkylation method) 

วิธีการเติมหมูอัลคิล คือการเชื่อมพันธะโควาเลนทระหวางหมูอะมิโน 

ฟนอลิก หรือซัลไฟดริล ของเอนไซมกับหมูเฮไลด (halide) ของตัวพยุงแบบ alkylation ดังปฏิกิริยา 
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วิธีการเชื่อมพันธะดวยสารมีหนาท่ีคู (Bifunctional reagents binding method) 

การเชื่อมขวางระหวางตัวพยุงและเอนไซม ดวยสารเชื่อมขวาง (crosslinkers)ซ่ึงเชื่อมระหวางหมูอะมิ

โนของตัวพยุงกับหมูอะมิโนของเอนไซม สารเชื่อมขวางอาจเปนพวกสารมีหนาท่ีคู (bifunctional 

reagents) หรือมีหมู 2 หมูทําหนาท่ีเดียวกัน ดังปฏิกิริยา 

 

 

 

ตัวอยางสารมีหนาท่ีคูท่ีรูจักกันแพรหลาย เชน กลูตาอัลดีไฮด(glutaraldehyde) ซ่ึง 

มีหมูอัลดีไฮดท่ีปลายท้ัง 2 หมู ท่ีสามารถเชื่อมกับหมูอะมิโนของตัวพยุงกับเอนไซม ตัวอยางการใชก

ลูตาอัลดีไฮด เปนสารเชื่อมขวาง ซ่ึงปลายขางหนึ่งจะมีหนาท่ีจับกับหมูเอมีนของไคโตซานและปลาย

อีกขางหนึ่งจะจับกับหมูเอมีนของเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทแสดงดังภาพประกอบท่ี 2.9 
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ภาพประกอบท่ี 2.9 การตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทโดยใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง 

 

จ. วิธีการเช่ือมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ (Ugi reaction binding method) 

    วิธีการเชื่อมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ เปนวิธีผสมของการทําให

สารประกอบในปฏิกิริยาซ่ึงประกอบดวยหมูไวตอปฏิกิริยา เชน ไอโซไซยาไนด (isocyanide, R4) อัล

ดีไฮด (aldehyde, R1) คีโตน (ketone, R2) คารบอกซิล (carboxyl, R5) เอมีน (amine, R3)ท้ังนี้ตัว

พยุงและเอนไซมตองมีหมูไวตอปฏิกิริยาเหลานี้อยางใดอยางหนึ่งก็ได เพ่ือทําใหเกิด N-substituted 

amide (R4-NH-CO-CR1R2-NR3-CO-R5) ท้ังนี้ตัวพยุงตองเปนตัวพยุงท่ีไมละลายน้ํา ตัวอยางวิธีการ

เชื่อมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ โดยท่ีตัวพยุงมีหมูคารบอกซิล (R-COOH) ดังปฏิกิริยา 
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สมการขางตนนี้ ตัวพยุงท่ีไมละลายน้ํามีหมูคารบอกซิล (R5) ผสมรวมกับสารละลาย 

เอนไซมซ่ึงมีหมูอะมิโน(R3,H2N-enzyme) จากนั้นเติมอะเซทัลดีไฮด (acetaldehyde(R1,CH3CHO) 

และ 3-dimethylaminopropylisocyanide (R4) กวนสารละลายท้ังหมดเปนเวลา 6ชั่วโมงท่ีพีเอช 

6.5 ซ่ึงปรับโดยสารละลายไฮโดรคลอริก 0.5 นอรมอล (0.5N HCl) จะไดเอนไซมตรึงรูปในลักษณะ N-

substituted amide 

ฉ. วิธีการเช่ือมพันธะโดยการแลกเปล่ียนหมูไทออลเปนไดซัลไฟด (Thiol →    

disulfide) 

                วิธีการเชื่อมพันธะโดยการแลกเปลี่ยนหมูไทออลเปนไดซัลไฟด เปนวิธีการตรึง

รูปแบบแลกเปลี่ยนหมูไทออล (-SH) ของเอนไซมและตัวพยุง ซ่ึงการตรึงรูปวิธีนี้คอนขางจํากัดกับ

เอนไซมยูริเอสเทานั้น (มีหมูไทออล) แตปจจุบันก็มีการศึกษากับเอนไซมท่ีไมมีหมูไทออล  เชน 

แอลฟา-อะไมเลส ซ่ึงตองเติมหมูไทออล (thiolation) ใหกับเอนไซมกอน 

 

ช. วิธีการเช่ือมพันธะกับตัวพยุงดวยวิธีอ่ืนๆ 

    1) การใชแปงไดอัลดีไฮด (dialdehyde starch, OHC-starch-CHO)  ซ่ึงเปนตัว 

พยุงท่ีมีหมูอัลดีไฮด 2 หมู สามารถใชเปนตัวพยุงในการจับกับหมูอะมิโนของเอนไซมแบบปฏิกิริยาชิฟ

เบส ไดแก การตรึงรูปปาเปน 

3) การใชพอลี (4-ฟอร มิล- เมทอกซีฟนอล ) เมทาอะคริ เลต          

(poly (4-formylmethoxyphenol) methacrylate) เปนตัวพยุงท่ีมีหมูอัลดีไฮดท่ีไวตอปฏิกิริยา จะ

ทําปฏิกิริยากับหมูอะมิโนของเอนไซม 

    3) วิธีการสรางพันธะกัวอะนิดีน (Guanidine) 

    4) วิธีการตรึงรูปเอนไซมรวมกับโคแฟกเตอร 

 

4.4 การตรึงเอนไซมดวยวิธีหอหุม (Entrapment method) 

วิธีนี้เปนการตรึงเอนไซมอิสระไวภายในชองวางของตาขายพอลิเมอรหรือหอหุม 

เอนไซมไวดวยเยื่อบางท่ียอมใหมีสารบางตัวผานเขาออกได (semipermeable membrane)โดยจะ

ยอมใหมีการแพรเขาออกของโมเลกุลซับสเตรทและผลิตภัณฑการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้แตกตางจาก

การตรึงเอนไซมดวยวิธีทางเคมีโดยท่ีการตรึงจะไมมีการเชื่อมพันธะเคมีใดๆ ระหวางเอนไซมและพอลิ

เมอรหรือแผนเมมเบรนท่ีลอมรอบดังนั้น จึงสามารถใชตรึงเอนไซมไดทุกชนิดรวมท้ังเซลลและ

องคประกอบตางๆ ของเซลล ท้ังท่ีมีขนาดและคุณสมบัติแตกตางกันก็ตาม การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทํา

ใหความสามารถในการกระตุนปฏิกิริยาของเอนไซมลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้น เม่ือเทียบกับการตรึง

เอนไซมท่ีใชพันธะทางเคมีการตรึงเอนไซมดวยการหอหุม สามารถแบงออกไดเปน 3 แบบคือ 
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ก. การหอหุมภายในเจล (gel-entrapment method) 

    วิธีนี้เปนการทําใหโมเลกุลของเอนไซมเขาไปอยูในชองตาขายของพอลิเมอรท่ีไม 

ละลายน้ํา ซ่ึงตาขายพอลิเมอรนี้เตรียมไดจาก สารเริ่มตน (precursor) ท่ีเปนโมโนเมอรโอลิโกเมอร

หรือพอลิเมอรแลวทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการละลาย ดวยการเปลี่ยนตัวแปรของ

การละลาย ซ่ึงไดแก ตัวทําละลาย อุณหภูมิ ความเขมขนของอิออน และพีเอช เพ่ือใหเกิดปฏิกิริยาการ

เชื่อมไขว การหอหุมโดยใชเจล ท่ีเกิดจากสารตั้งตนท่ีเปนโมโนเมอร เปนการตรึงเอนไซมโดยใชเจลโพ

ลีอะคริลาไมด ท่ีไดจากกระบวนการพอลิเมอไรเซชัน โดยใชอะคริลาไมดเปนโมโนเมอรและสารเชื่อม

ไขวท่ีใชจับโมโนเมอร โดยท่ัวไปจะเปน N,N- methylene bisacrylamide (bis) ปฏิกิริยานี้เกิดได

เม่ือไมมีออกซิเจนและใชอุณหภูมิต่ํา (10-25 องศาเซลเซียส) เพ่ือปองกันการสูญเสียกิจกรรมของ

เอนไซมระหวางกระบวนการตรึง ปฏิกิริยาโพลีเมอรไรเซชันนี้จะใช K2S2O8 หรือ riboflavin เปนตัว

เริ่มตน และ dimethylamino propionitrile ( DMAPN ) หรือเปนตัวเรง ขอเสียของวิธีนี้ คือ เจล

ชนิดนี้ไมมีความคงทนตอแรงกล ทําใหโครงรางตาขายเปดออกซ่ึงผลใหเอนไซมหลุดออกจากเจลได 

แตอยางไรก็ตาม สามารถแกไขขอบกพรองนี้ได โดยการทําใหเกิดการเชื่อมไขวอยางเหมาะสม 

การหอหุมดวยเจลท่ีเกิดจากสารตั้งตนท่ีเปนโอลิโกเมอร การเตรียมพอลิเมอรจากสารเริ่มตน

ท่ีเปนโอลิโกเมอร จะใหผลดีกวาการใชโมโนเมอร เนื่องจาก ขนาดโมเลกุลใหญกวาของโมโนเมอร ทํา

ใหการเชื่อมตอระหวางโมเลกุลนอยกวา ความรอนท่ีเกิดจากปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชันเกิดข้ึนนอย 

เนื่องจากเกิดการเชื่อมตอระหวางโมเลกุลนอยนั่นเอง อยางไรก็ตามปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชันของสาร

ตั้งตนท่ีเปนโอลิโกเมอรจําเปนตองใชสารท่ีมีกลุมฟงกชันท่ีไวตอปฏิกิริยา เชน กลุมอีพอกซีคารบอนิล

หรือไอโซไซยาเนต ซ่ึงกลุมเหลานี้จะทําปฏิกิริยากับโมเลกุลของเอนไซม ดังนั้นการตรึงดวยวิธีนี้จะมีท้ัง

การหอหุมเอนไซมและเกิดพันธะโควาเลนทการหอหุมเอนไซมดวยพอลิเมอร ท่ีมีโมเลกุลเปนลูกโซยาว

เปนการตรึงเอนไซมโดยการเติมเอนไซมลงในพอลิเมอรธรรมชาติ พอลิเมอรท่ีนิยมใชคือ โปรตีน 

(คอลลาเจนและเจลาทิน) และโพลีแซคคาไรด (อะการ แคลเซียมอัลจิเนต แคปปา-คารราจีแนนและ

ไคโตแซน) 

ข. การหอหุมดวยเสนใย (fiber-entrapment) 

วิธีนี้เปนการตรึงเอนไซมไวในโพรงขนาดเล็กของเสนใยสังเคราะห ซ่ึงทําได 

โดยละลายพอลิเมอรท่ีใชทําเปนเจล ท่ีนิยมใชคือ เซลลูโลสไตรอะซีเตท (cellulose triacetate) ใน

ตัวทําละลายอินทรียท่ีไมละลายน้ํา (คลอโรฟอรม เมทธิลีนคลอไรด คารบอนเตตราคลอไรด) แลวผสม

สารละลายเอนไซมลงไป นําอิมัลชันท่ีไดนี้ผานเครื่อง extruder ลงในของเหลวท่ีทําใหอิมัลชันเกิดการ

จับตัวกันเปนของแข็ง ซ่ึงของเหลวท่ีใชตกตะกอนนี้มักเปน โทลูอีน หรือ ปโตรเลียมอีเธอรวิธีนี้มีขอดี

หลายประการ คือ เสนใยท่ีไดสามารถทนกรดออนและดางออนได แตอยางไรก็ตามวิธีนี้ก็มี

ขอบกพรองคือซับสเตรท ท่ีมีโมเลกุลเล็ก เทานั้นท่ีสามารถผานเขาไปได เนื่องจากการตรึงทําใหเกิด
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การปดก้ันการเขาออก นอกจากนั้นเอนไซมอาจถูกทําลายดวยตัวทําละลายอินทรียท่ีใชเปนตัวทํา

ละลายของพอลิเมอรและสารท่ีใชตกตะกอน 

 

ค. การตรึงเอนไซมดวยแคปซูลขนาดเล็ก (microencapsulation) 

วิธีนี้เปนการหอหุมเอนไซมไวในแคปซูลขนาดเล็กท่ีเตรียมไดจากพอลิเมอร 

ท่ีเปนสารอินทรีย ซ่ึงพอลิเมอรนี้มีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผาน ท่ีสามารถปลอยใหซับสเตรทและ

ผลิตภัณฑผานได ขอดีของวิธีนี้คือ มีพ้ืนท่ีผิวมากเพ่ือใหซับสเตรทสัมผัสกับเอนไซมไดและสามารถตรึง

เอนไซมไดหลายชนิดพรอมๆ กัน ในข้ันตอนเดียว โดยไมจํากัดวาเอนไซมนั้นจะผานการตรึงดวยวิธีอ่ืน

มากอนหรือไม ขอบกพรองของวิธีนี้คือ ไมสามารถใชสําหรับกรณีท่ีใชซับสเตรทท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูง 

เอนไซมมีการสูญเสียกิจกรรมในระหวางกระบวนการตรึงและเอนไซมอาจเขาไปอยูในผนังของเยื่อพอ

ลิเมอรได 

 

2.4  ความรูเกี่ยวกับการตรึงเอนไซมดวยอัลจิเนต  ข้ีเถาแกลบ และเซลลูโลสท่ีมีรูพรุน 

      2.4.1  ความรูเกี่ยวกับการตรึงเอนไซมดวยอัลจิเนต  

5        2.4.1.1 ความรูเกี่ยวกับ5โซเดียมอัลจิเนต ( Sodium alginate ) 

        โซเดียมอัลจิเนตเปนสารจําพวกโคพอลิเมอรซ่ึงประกอบดวยอนุพันธของ 1,4-

linked β-D-mannuronic acid และ α-L-guluronic acid ซ่ึงมีคุณสมบัติท่ีมีประจุเปนลบ การ

ใชอัลจเนตมาตรึงเอนไซมไลเปสเปนท่ีนิยมกันมาก เนื่องจากวิธีการตรึงงาย ไมมีความเปนพิษ 

ปฏิกิริยาระหวางการตรึงไมรุนแรง และใหผลในการตรึงเอนไซมท่ีสูง ท้ังนี้เปนเพราะวาอัลจิเนตมีประจุ

เปนลบ และแคลเซียมคลอไรดท่ีใชทําใหอัลจิเนตแข็งตัวมีประจุเปนบวก จึงทําใหเกิดโครงรางตาขายท่ี

มีความแข็งแรง และทําใหเอนไซมท่ีตรึงรูปดวยอัลจิเนตมีความแข็งแรงตามไปดวย  

 

         2.4.1.2 ปจจัยท่ีมีผลตอการตรึงเอนไซมไลเปสดวยอัลจิเนต 

          1) ปริมาณเอนไซมและสารบางชนิด (additive) 

                        การใชปริมาณเอนไซมท่ีพอเหมาะเปนสิ่งสําคัญอยางหนึ่ง โดยถาใชเอนไซม

ในการตรึงมากเกินไป   คาแอคติวิตีลดลงไดเนื่องจากมีการตานการแพรของสับสเตรทไปยังบริเวณเรง

ของเอนไซม แตถาใชเอนไซมในการตรึงนอยเกินไปเอนไซมอาจมีแอคติวิตีตํ่า Wehtje และคณะ 

พบวาการใชเอนไซมตรึงนอยกวา 1 มิลลิกรัมเอนไซม/กรัมพาหะตรึง ทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีและ

ความคงตัวตํ่า การสูญเสียแอคติวิตีอาจเกิดข้ึนระหวางข้ันตอนการระเหยนํ้า พบวาถามีการเติมสาร

บางชนิด เชน โปรตีนหรือโพลีเอทิลีนไกลคอล ลงไปในเอนไซมไลเปสกอนหรือระหวางการตรึงเอนไซม
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อาจมีแอคติวิตีเพ่ิมข้ึนได นอกจากนี้ยังพบวาการเติมสารบางชนิด เชน erythritol, arabitol และ 

sorbitol ลงไปในเอนไซมไลเปสกอนทํา การระเหิดนํ้าออกทําใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงได 

 2) ความเขมขนของอัลจิเนต ความเขมขนของตัวพยุงมีผลตอการตรึงเอนไซมไลเปส 

จากงานวิจัยของ Keehom และคณะ (2004) พบวาความเขมขนของอัลจิเนตท่ีเหมาะสมในการนํามา

ตรึงเอนไซมไลเปส Candidarugosa แบบ Cross-linking คือ 1.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) ซ่ึงให

ปริมาณเอนไซมไลเปสท่ีถูกตรึงไวภายในและจํานวนของเอนไซมตรึงรูปท่ีสูง รวมท้ังใหคากิจกรรมการ

ยอยสลายและมีประสิทธิภาพการยึดเกาะท่ีสูงเชนกัน เม่ือความเขมขนของอัลจิเนตเพ่ิมข้ึนคา

ประสิทธิภาพการยึดเกาะ(Loading Efficency) ก็จะเพ่ิมข้ึนดวย แตกิจกรรมหลังการยึดเกาะ

(lmmobilization Yield) จะลดลงเนื่องจากการเพ่ิมความเขมขนของอัลจิเนตจะทําใหตาขายพอลิ

เมอรมีความหนาแนนมากข้ึน สงผลใหเอนไซมไลเปสท่ีอยูภายในไดยากข้ึน ทําใหคากิจกรรมหลังการ

ยึดเกาะลดลง (ประวิทย เจียมจวนขาว , 2550 ) 

   3)  ความเขมขนของแคลเซียมคลอไรด  

      แคลเซียมคลอไรดมีหนาท่ีคือเปนตัวท่ีทําใหอัลจิเนตแข็งตัว เนื่องจากการยึดจับ

กันระหวางประจุลบของอัลจิเนตกับประจุบวกของ Ca และเกิดเปนลักษณะของเมล็ด bead  โดย

พบวาเม่ือเพ่ิม จะมีผลตอคาประสิทธิภาพการยึดเกาะ  (Loading Efficlency) และกิจกรรมหลังการ

ยึดเกาะ  (Immobilization Yield ) นอยมาก เนื่องจากปริมาณของแคลเซียมคลอไรดมีเหลือเพียงพอ

ตอการสรางตาขายของพอลิเมอร ซ่ึงความเขมขนสวนใหญท่ีใชในการตรึงเอนไซมจะอยูท่ี 100 มิลลิโม

ลาร โดยจะทําใหเอนไซมตรึงรูปมีความแข็งแรง มีคากิจกรรมการยอยสลายและประสิทธิภาพการยึด

เกาะท่ีสูง (Keehoon et al.,2004) 

   4)  ขนาดของเอนไซมไลเปสตรึงรูป 

       ขนาดของเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีมีความสําคัญ เนื่องจากใน

การทําปฏิกิริยาระหวางสับเสตรทกับเอนไซม สับเสตรทจะตองแพรเขาไปทําปฏิกิริยาภายในตัว

เอนไซมตรึงรูป ดังนั้นเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาดใหญปฏิกิริยาจะเกิดไดชากวาเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาด

เล็ก เพราะเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาดเล็กจะทําใหสับเสตรท สามารถแพรเขาไปทําปฏิกิริยากับเอนไซม

ไดเร็วกวาเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาดใหญ และนอกจากนี้พ้ืนท่ีผิวสัมผัสของเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาดเล็ก

จะมีมากกวาเอนไซมตรึงรูปท่ีมีขนาดใหญ ในปริมาตรของเอนไซมตรึงรูปท่ีเทากัน นอกจากนี้ยังพบวา

เม่ือเพ่ิมขนาดของเอนไซมตรึงรูปทําใหคากิจกรรมหลังการยึดเกาะ (Immobilization Yield ) ลดลง 

สวนคาประสิทธิภาพการยึดเกาะ (Loading Efficiency) พบวาท่ีขนาดเอนไซมตรึงรูปตางๆจะไมสงผล

ตอคาประสิทธิภาพการยึดเกาะ (Keehoon  et al.,2004) 
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   5)  อัตราสวนระหวางเอนไซมไลเปสกับอัลจิเนต 

       เม่ือสัดสวนของเอนไซมไลเปสตอความเขมขนของอัลจิเนตจะสงผลใหไดคา

กิจกรรมการยอยสลายของเอนไซมสูงข้ึน แตจะทําใหคาประสิทธิภาพการยึดเกาะและกิจกรรมหลัง

การยึดเกาะต่ําลง ท้ังนี้เนื่องจากอัลจิเนตมีความสามารถในการเก็บกักเอนไซมซ่ึงเปนโปรตีนไวใน

ชองวางของตาขายท่ีสรางข้ึนเทานั้น ซ่ึงตัวพยุงแตละตัวจะมีความสามารถในการดูดซับหรือเก็บกักได

ไมเทากัน จึงทําใหเอนไซมสวนท่ีเหลือท่ีพยุงไมสามารถเก็บกักเอาไวไดหลุดออดมาภายนอกตัวพยุง

และละลายอยูในสารละลาย ทําใหคาประสิทธิภาพการยึดเกาะต่ําลง โดยพบวาอัตราสวนระหวาง

เอนไซมไลเปสกับอัลจิเนตท่ีเหมาะสมคือ เอนไซมไลเปส 30 มิลลิกรัมโปรตีนและอัลจิเนต 1.5 

เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ซ่ึงจะไดคากิจกรรมการยอยสลาย และประสิทธิภาพการยึดเกาะสูง 

 

   5)  ขอจํากัดของการตรึงเอนไซมไลเปสดวยอัลจิเนต  

       ขอจํากัดของการตรึงเอนไซมไลเปดวยอัลจิเนต คือ ตาขายพอลิเมอรของ

เอนไซมไลเปสตรึงรูป ท่ีไดจะมีขนาดใหญทําใหเกิดการรั่วของเอนไซมท่ีถูกตรึงอยูภายใน ซ่ึงแนวทาง

การแกปญหาคือ การนําสารตัวอ่ืนมาหุมไวภายนอกของเอนไซมตรึงรูป ซ่ึงจะทําใหรูของเอนไซมตรึง

รูปมีขนาดเล็กลง โดยท่ีสารท่ีนํามาหุมควรมีคุณสมบัติท่ีเปนตาขายพอลิเมอรเชนกันแตมีขนาดของ

ชองวางเล็กกวา ตัวอยางสารท่ีนํามาหุมไดแก ไคโตแซนและซิลิเกต เปนตน    สําหรับผลของการหุม

เอนไซมไลปสตรึงรูป การตรึงดวยอัลจิเนต เปนวิธีท่ีนิยมกันอยางแพรหลาย อยางไรก็ตาม การใชวิธีนี้

กับเอนไซมยังมีขอจํากัดในการนําไปใช คือ ในระหวางการนําไปใชนั้นเอนไซมท่ีตรึงไวอยูภายในจะมี

การรั่วออกมา ซ่ึงเปนผลใหประสิทธิภาพของเอนไซมตรึงรูปลดลง จากรายงานวิจัยของ Keehoon 

และคณะ (2004)  พบวา การนําสารพอลิเมอรไคโตแซนและซิลิเตมาหุมภายนอก จะทําใหขนาดของรู

พรุนเล็กลง 

 

  2.4.1.2  ความรูเกี่ยวกับการตรึงเอนไซมดวยข้ีเถาแกลบ 

                              1) ความรูเกี่ยวกับแกลบ 

                            แกลบ  (Rice  hull)  เปนสวนของเปลือกเมล็ดขาว  โดยปกติจะเปน

ของเหลือท้ิงท่ีไมมีคาแตในปจจุบันไดมีการนําแกลบมาใชประโยชนมากข้ึนดังเชน  ใชเปนเชื้อเพลิง  

เปนสวนผสมในการทําอิฐ  เปนวัสดุในการเพาะชําตนพืช   ใชในฟารมปศุสัตว  เปนวัตถุดิบในการผลิต

ผงถานกัมมันต  (acrtivaated carbon)  และผลิตสารซิลิกา  การเผาแกลบท่ีอุณหภูมิสูง  

สวนประกอบอ่ืนๆท่ีเปนสารประกอบอินทรีย  เชน  พวกเซลลูโลส  ลิกนิน  น้ําตาล  โปรตีน  และ

วิตามิน  เกิดการสลายตัวเปนแกสคารบอนไดออกไซด  น้ํา  และแกสอ่ืนๆอีกเล็กนอยและไดสวนท่ี

เหลือคือข้ีเถาแกลบและคารบอนรอยละ  45  ข้ีเถาแกลบ  (Rice  ash) จะมีสารหลายชนิด เชน SiO2 

 , Al2O3 , Fe2O3 ,CaO, MgO,Na2O และ K2O องคประกอบหลักท่ีสําคัญคือซิลิกอนไดออกไซด 
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(SiO2) มากกวารอยละ  90  สวนออกไซดอ่ืนๆปกคลุมบริเวณดูดซับไว  กรดอนินทรียตางๆ เชน 

กรดซัลฟูริกหรือไฮโดรคลอริก  สามารถเขาทําปฏิกิริยากับข้ีเถาแกลบไดอยางรวดเร็วและดึงเอา

ออกไซดของธาตุโลหะตางๆท่ีมีฤทธิ์เปนเบส เชน อลูมิเนียมไอออน  ออกมาข้ีเถาแกลบท่ีไดจะมีความ

พรุนและความสามารถในการดูดซับสารเพ่ิมข้ึนดังรายงานของ Proctor และ Palaniappan กลาววา

ข้ีเถาแกลบท่ีผานการชะดวยกรดสามารถดูดซับสารไดมากกวาข้ีเถาแกลบท่ีไมไดถูกชะดวนกรด  จาก

การทดลองชะข้ีเถาแกลบโดยใกรดซัลฟูริกท่ีความเขมขนตางๆกัน คือ รอยละ 10 , 20 ,30 , 40 และ 

50 พบวาท่ีความเขมขนรอยละ 40 เปนความเขมขนท่ีเหมาะสมในการชะข้ีเถาแกลบ  ท้ังนี้ดูจากการ

ท่ีใหคา %การดูดซับโปรตีนสูงสุด  แตการเพ่ิมความเขมขนกรดเปนรอยละ 50  คา%การดูดซับโปรตีน

ลดลง สาเหตุอาจเนื่องมาจากกรดท่ีความเขมขนนี้จะไปดึงเอาอลูมิเนียมไอออนซ่ึงเปนสวนสําคัญใน

การคงรูปโครงสรางของข้ีเถาแกลบออกมากเกินไป  โครงสรางเกิดการยุบตัวการดูดซับโปรตีนจึงลดลง  

            จะเห็นไดวาการชะดวยกรดจะทําใหข้ีเถาแกลบมีโครงสรางเกือบท้ังหมดอยูในรูป

ซิลิกอนไดออกไซดโลหะออกไซดชนิดนี้มีประจุลบ  จากการตรึงเอนไซมท่ีอาศัยหลักการดึงดูดประจุ

ของเอนไซมกับพาหะตรึง  ทําใหสามารถตรึงพาหะตรึงท่ีมีประจุลบเขากับเอนไซมท่ีมีประจุบวกดวย

พันธะไอออนิกได  แตการตรึงดวยพันธะนี้จะทําใหมีแรงยึดท่ีไมเหนียวแนนบนพาหะตรึง  ดังนั้นการ

เปลี่ยนแปลงพีเอชและไอออนในสารละลายมีผลทําใหเกิดการหลุดของเอนไซมจากพาหะตรึงไดงาย  

จึงไมเหมาะตอการนําไปใชในปฏิกิริยาท่ีมีน้ําเปนตัวทําละลาย  ในงานวิจัยนี้จึงไดทดลองตรึงเอนไซม

ไลเปสจากเมล็ดยางพาราดวยพันธะไอออนิกและวิธีดูดซับบนข้ีเถาแกลบท่ีถูกชะดวยกรดเขมขนรอย

ละ 40 วิธีนี้ทําใหเอนไซมตกตะกอนและเกาะท่ีผิวข้ีเถาแกลบไดโดยงาย  จากนั้นนําเอนไซมท่ีตรึง

ไดมาหาแอคติวิตีโดยวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระดวยการนําไปไทเทรตกับ NaOH เขมขน 

0.01 M  

ตารางท่ี 2.5 สวนประกอบทางเคมีของข้ีเถาแกลบ  

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  ความรูเกี่ยวกับการตรึงเอนไซมดวยเซลลูโลสท่ีมีรูพรุน (cellulose  

bead) 

 Sephadex G-25 เปนวัสดุรูปทรงกลมท่ีมีรูพรุนท่ีผลิตจากสารประกอบของเซลลูโลส 

(Bead Cellulose) ท่ีไดมีการผลิตจําหนายในปจจุบัน เปนเซลลูโลสบริสุทธิ์ท่ีกอตัวข้ึนใหมโดย

กรรมวิธีการผลิตจาก Viscose ทุกๆ อนุภาคมีลักษณะเปนทรงกลม ถูกควบคุมใหมีรูพรุนท่ีสม่ําเสมอ 

โดยนํา มาใชประโยชนไดหลายประการ ไดแก 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 โครงสรางทางเคมีของ Sephadex G-25 

ท่ีมา : พิษณุ รัตนรักษ( 2541) 

2.5  งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

  ภาวิณี จารุวรรณ (2540) ไดทําการตรึง เอนไซมไลเปสในตัวทําละลายอินทรียโดยใชขี้เถา
แกลบเปนพาหะตรึง เพื่อศึกษากิจกรรมของ เอนไซมไลเปสจาก Candida cylindraceaในตัวทํา
ละลายอินทรียท่ีมีผลมาจากชนิดของตัวทําละลายอินทรียที่มีความเปนขั้วแตกตางกัน และปริมาณ
น้ําที่เหมาะสมในการที่จะรักษาโครงรูป ของเอนไซม และศึกษาความคงตัวของเอนไซมในตัวทํา
ละลายอินทรียแตละชนิด การศึกษาผลของตัวทําละลายอินทรียที่ใชในการทดลอง คือ โทลูอีน , 
คลอโรฟอรม, ไดเอ็นบิวทิลอีเทอร ,ไดไอโซโพรพิลอีเทอร , เฮกเซน , เฮปเทน , ออกเทน ,ไอโซ
ออกเทน และ โนเนน ซึ่งแอคติวิตีของเอนไซมตรึงเปนคือ 0.21, 0.62, 11.86 ,12.07, 26.61, 
32.23, 35.58, 91.67 และ38.18 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับเอนไซมอิสระ ตามลําดับ ไอโซออกเทน
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เปนตัวทําละลายที่ดีที่สุดสําหรับการทดลองในครั้งนี้ และพบวาแอคติวิตีของเอนไซมจะลดลงตาม
ความ เปนขั้วของตัวทําละลายอินทรียที่สูงขึ้น ปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการรักษาโครงรูปของ
เอนไซม พบวา ปริมาณน้ําที่ทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุด จะเพิ่มขึ้นตามความเปนขั้วของตัวทํา
ละลาย อินทรียที่เพิ่มขึ้น สําหรับตัวทําละลายอินทรียที่ละลายน้ําได 3 ชนิด คือ ไดออกเซน , เอ
ทานอล และ อะซิโตน พบวาเม่ือเพ่ิมน้ําในตัวทําละลายอินทรียจะทําใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงขึ้น 

ผลการศึกษาความคงตัวของเอนไซมในตัวทําละลายอินทรียพบวาเอนไซมมีความ คงตัวดีที่สุดเมื่อ
อยูในไดไอโซโพรพิลอีเทอร แอคติวิตีของเอนไซมยังคงเปน 100 %เมื่อ เวลาผานไป 8 ชั่วโมง ตัว
ทําละลายอินทรียอีกชนิดที่ทําใหเอนไซมมีความคงตัว คือ ออกเทน ที่ ชั่วโมงที่ 8 แอคติวิตีของ
เอนไซมเหลืออยู 58.07 % เอนไซมเหลือครึ่งขีวิตหลังจากชั่งโมง ที่ 8 ของการทําปฏิกิริยา ในขณะ
ท่ีครึ่งชีวิตของเอนไซมในไดเอ็นบิวทิลอีเทอร ใชเวลาเพียง 2 ชั่วโมง และการศึกษาเปอรเซ็นตการ
เกิดไฮโดรไลซิสของเอนไซมตรึงที่แขวนลอยในไอโซออกเทน พบวาสามารถไฮโดรไลซน้ํามัน
มะกอกได 61.82 % เม่ือใชน้ํามันมะกอกความเขมขน 4 % (V/V) เม่ือเวลาผานไป  24 ชั่วโมง  
           พิษณุ รัตนรักษ  (2541) ไดทําการศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสในตัวทําละลายอินทรียชนิด

ตางๆโดยใชข้ีเถาแกลบเปนพาหะตรึง ซ่ึงจะทํา การตรึงเอนไซมดวยวิธีการดูดซับเอนไซมใหติดอยูบน

ผิวข้ีเถาแกลบ โดยใชเครื่องตรึงเอนไซมท่ีทําการออกแบบและสรางข้ึนเพ่ือควบคุม อัตราการหยด

สารละลายเอนไซมใหมีความสมํ่าเสมอ โดยใชข้ีเถาแกลบท่ีเผาท่ีอุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 2 ชั่วโมง และทําการปรับสภาพข้ีเถาแกลบดวยกรดซัลฟูริค ความเขมขน รอยละ 10 (ปริมาตร/

ปริมาตร) เปนพาหะในการตรึงและทํา การปรับเปลี่ยนปริมาณน้ําท่ีใชละลายเอนไซมไลเปสกอนทํา

การตรึง เม่ือนําข้ีเถาแกลบท่ีผานการปรับสภาพแลวมาใชเปนพาหะสําหรับตรึงเอนไซมไลเปสจาก 

Aspergillus niger และทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันมะกอกในตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ พบวา

ตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา log P มากกวา 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) ใหคาไฮโดรไลซิสแอคติวิตีท่ีสูง

กวา เม่ือเทียบกับเอนไซมอิสระท่ีทํา ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันมะกอกในสารละลายบัฟเฟอร การ

เพ่ิม ปริมาณน้ําท่ีใชละลายเอนไซมใหมากข้ึนมีผลใหแอคติวิตีของเอนไซมลดลงคาแอคติวิตีของ

เอนไซมไลเปสในตัวทําละลายประเภทอะโรเมติกไฮโดรคารบอนและคลอริเนเตทไฮโดรคารบอนมีคา 

แอคติวิตีท่ีต่ําหรือไมมีเลย แตในตัวทําละลายประเภทอีเทอรจะใหคาแอคติวิตีปานกลางในกลุมของตัว

ทําละลายท่ีผสมเปนเนื้อ เดียวกับน้ําท่ีไดทําการทดลองนั้น อะซิโตนจะใหคาแอคติวิตีสูงท่ีสุด 

Lavayre และ Baratti (1982) ศึกษาตรึงเอนไซมไลเปสจาก  C.cylindracea  ดวยวิธีดูดซับ

บน  Spherosil  (แกวรูพรุน) ท่ีทําใหมีคุณสมบัติเปนไฮโดรโฟบิค  ดวยการเติมอนุพันธกลุม  

iodoproply  บนแกวรูพรุนท่ีมีขนาดรูพรุนตางกัน  2  ชนิดคือ  ชนิด  XOB  015  และ  XOC  005)  

เพ่ือเรงการไฮโดรไลซ  3-คลอโร-2- เมททิลโพรพานอท  พบวา การตรึงบน  Spherosil  XOB  015  

และ  XOC  005  สามารถดูดซับเอนไซมไดสูงถึง  37.5  และ  20  มก./กรัมพาหะตรึง  มีแอคติวิตี  
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113  และ  95  ยูนิต/นาที/กรัมพาหะตรึง  คิดเปนรอยละ  103  และ  155  เม่ือเปรียบเทียบกับ

เอนไซมอิสระตามลําดับ   

 Proctor  และ  Palaniappan  (1989) รายงานการใชข้ีเถาแกลบดูดซับฟอสโฟลิปดจาก  

Miscella  ของน้ํามันถ่ัวเหลือง พบวา การใช  alkaline  ash  0.5  กรัม  ดูดซับไดดีกวาการใช 1 

กรัม  เม่ือเปรียบเทียบการดูดซับระหวาง  acid  ash  และ   alkaline  ash  เม่ือใชปริมาณ  0.5  

กรัมเทากันพบวา  acid  ash  สามารถดูดซับฟอสโฟลิปดไดมากกวา   alkaline  ash    

           Montero และคณะ (1993) ทําการตรึงเอนไซมไลเปส C.cylindracea  ดวยวิธีดูดซับบน

แผนโพลิดพรพิลีน  ศึกษาการปรับสภาพพาหะตรึงดวยวิธีการเติมตัวทําละลายอินทรียกอนนํามาตรึง  

พบวาการเติม เอทานอล  อะซิโตน  อะซิโตรไนไตรล  2-โพรพานอลหรือเมทานอลกอนนํามาตรึงจะ

ทําใหเพ่ิมการดูดซับและแอคติวิตีของเอนไซมไดถึง 4-5 เทาเนื่องจากตัวทําละลายอินทรียชวยเพ่ิม

ปริมาณน้ําท่ีจําเปนตอการคงรูปของเอนไซม  เม่ือศึกษาผลของพีเอชความแรงของอิออนของตัวกลาง

ตอแอคติวิตี  พบวาแอคติวิตีสูงข้ึนในฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมีพีเอช 5.7-6.5 และความแรงอิออนนอยกวา

หรือเทากับ 0.2 โมลาร  การตรึงตองการปริมาณเอนไซม 5-1.5 ยูนิต/มก.พาหะตรึง  โดยใหแอคติวิตี

สัมพันธรอยละ 17-21 นอกจากนี้คาแอคติวิตียังลดลง  เม่ือปริมาณน้ําของเอนไซมลดลง  และ

การเติมกลูตารัลดีไฮดลงไปในเอนไซมตรึง  มีผลชวยเพ่ิมเสถียรภาพของเอนไซมตรึงได 

 Ngando Ebongue และคณะ (2006) ศึกษาการเรงปฎิกิริยาการสลายไขมันในน้ํามันมะกอก

ดวยเอ็นไซมไลเปสจาก (Elaeis guineensis Jacq ปาลมเทเนอรา. var.) อิสระโดยใชสารละลาย

บัฟเฟอรและเฮกเซนเปนตัวทําละลาย ลดแรงตรึงผิวดวยวิธีการบม ซ่ึงวิธีการบมใหคาแอคติวิตีสูง 

และไดศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส คือ pH และอุณหภูมิโดยใชอุณหภูมิ

เริ่มตนท่ี 20°C– 50°C พบวา อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปสจากเนื้อปาลม คือ 

35°C และpH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมโดยใช pH ตั้งแต 6.5-12.0 พบวาเอนไซมไม

ทํางานเม่ือ pH ต่ํากวา 7.0 และสูงกวา 11.5 ชวงท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 9-10 จึง

เลือกใชท่ี pH 9 โปรตีนในน้ํามันมะกอกถูกยับยั้งดวย tetrahydrolipstatin (THL) โดยละลายในเฮ

กเซนและสารละลายบัฟเฟอรเพ่ือใหเอ็นไซมมีความเสถียรเพ่ิมมากข้ึน 

Gupta และคณะ (2010)  ทําการตรึงเอนไซมไลเปส 3 Rhizomucor mihei ใน Polysulfone 
globules ทําการตรึงโดยวิธีการดูดซับบนเม็ดPS globules ซ่ึงเปนพอลิเมอร (microspheres) ชนิด
ไฮโดรโฟบิคท่ีมีรูพรุน ทําจากสารละลายPSความเขมขน 10%, 15%, และ 20% (w/v)ใน
อุณหภูมิหอง เพ่ือใหมีความหนืดท่ีแตกตางกันและทําปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันมะกอกในสารละลาย
บัฟเฟอรทําการตรึงเอนไซมไลเปสโดยใชในปริมาณ 4.32 mg /g พบวา globules PS20% มีพ้ืนผิวรู
พรุนสูงสุดแตมีขนาดเสนผานศูนยกลางของรูพรุนนอยท่ีสุดและเม่ือนําสารตั้งตนความเขมขนตางๆมา
วิเคราะหดวยเครื่อง UV-visSpectrophotomet นํามาพล็อตกราฟ Lineweaver-Burk หาคา R2 
พบวาเอนไซมไลเปสท่ีตรึงมีคาสูง คือ 83.3 mM เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมไลเปสอิสระ มีคาเทากับ 
62.5 mM ปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันมะกอกการทํางานลดลง 16-20%  
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