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งานวิจัยนี้ไดทําการผลิตน้ําซอสปรุงรส โดยการใชเอนไซมโปรติเอสมาตรึงไวบนไคโตซาน ในการ

ทดลองประกอบดวย การตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการ
หอหุม โดยเฉพาะวิธีการตรึงดวยพันธะโควาเลนท ไดทําการศึกษาผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด
ระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด และผลของอุณหภูมิและพีเอชที่มีตอการตรึงเอนไซม เปรียบเทียบ
กิจกรรมเอนไซมที่ถูกตรึงในแตละวิธีกับเอนไซมอิสระและดูการกระจายตัวของเอนไซมที่สภาวะตางๆ  โดยใช
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด จากนั้นนําเอนไซมตรึงรูปที่ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดไปทดสอบ
คุณสมบัติ ไดแก ความคงตัวตออุณหภูมิและพีเอช  นอกจากนั้นนําเอนไซมที่ถูกตรึงในสภาวะที่เหมาะสมไป
ผลิตน้ําซอสปรุงรส โดยศึกษาผลของการใชซ้ํา เปรียบเทียบระหวางวิธีการตรึงรูปทั้ง 2 วิธี 

 
           การตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท ใหคากิจกรรมเอนไซม

สูงสุดเทากับ 2,898 ยูนิตตอกรัมโปรตีน และปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 11,930 ไมโครกรัม ที่ความเขมขนของ 
กลูตาอัลดีไฮด 0.1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร กระตุนเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 30 นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  แลวนํามาตรึงเอนไซมโปรติเอสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขนไอออน (Ionic Strength ) 
เทากับ 0.05 โมลาร พีเอช 7 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ขณะที่การตรึงเอนไซมโปรติเอส
โดยวิธีการหอหุมดวยไคโตซานที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวา คากิจกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 2,189       
ยูนิตตอกรัมโปรตีน และปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 8,467 ไมโครกรัม โดยคากิจกรรมเอนไซมอิสระเทากับ 
15,450 ยูนิตตอกรัมโปรตีน จากนั้นนําเอนไซมที่ถูกตรึงทั้ง 2 วิธี ไปทดสอบความคงตัวตออุณหภูมิและพีเอช  
พบวามีความคงตัวที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส  และ พีเอชประมาณ 7 นอกจากนั้น ปริมาณไนโตรเจน
จากกรดอะมิโนที่ไดจากการใชเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมในการ
ผลิตน้ําซอสปรุงรสหลังจากการใชซ้ําครั้งที่ 4  มีคาเทากับ 1,800 และ 706 ไมโครกรัมตามลําดับ 
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Engineering, Major Field: Chemical Engineering, Department of Chemical Engineering.  Thesis 
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 This work studied protease enzyme immobilized on chitosan by two methods; covalent bond and 
entrapment for use in seasoning sauce production. Particularly, for covalent bond method, effects of 
glutaraldehyde concentration, activated time and the effects of temperature and pH on immobilized protease 
were investigated. The activity of immobilized enzyme by covalent bond and entrapment compared with free 
enzyme and the distribution of enzyme on chitosan surface were confirmed with scanning electron 
microscopy. The stability against  temperature and pH of the highest activity immobilized enzyme was tested. 
In addition, the immobilized enzyme obtained from optimal conditions was used to study the reusability for 
seasoning sauce production. 
 

  The results obtaind from the experiment showed that the  immobilized enzyme on chitosan by 
covalent bond gave the highest activity of  2,898 unit/g protein and 11,930 µg in protein coupling, when the 
glutaraldehyde concentration used is 0.1 %w/v and activated for 2 hours 30 minutes at 30 oC then 
immobilized with protease in phosphate buffer solution that have ionic strength 0.05 M, pH 7 at 40 oC for      
3 hours. The immobilized enzyme on chitosan by entrapment at 37 oC gave the highest activity of  2,189    
unit/g protein and 8,467 µg in protein coupling. The activity of free protease was also found to be 15,450 
unit/g protein. From the study of  protease enzyme immobilized by two methods, the immobilized enzyme 
was stable and active at approximately 50oC and pH 7. The amounts of nitrogen from amino acid obtained 
from the immobilized enzyme by covalent bond and entrapment methods for use in seasoning sauce 
production after four cycles are 1,800 and 706 microgram, respectively. 
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ผลของพีเอชตอความคงตัวของเอนไซมที่มีตอสัดสวนกิจกรรมเอนไซมที่ถูก  
ตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท (    ) เอนไซมที่ถูกตรึงโดยวธีิการหอหุม 
(     ) และเอนไซมอิสระ (    )  เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น 
ผลของการใชซํ้าในการผลิตน้ําซอสปรุงรสที่มีตอ ก. คากิจกรรมเอนไซม  
ข. ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ และ ค. ไนโตรเจนจากกรดอะมิโน สัญลักษณ  
                   แทนวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม ตามลําดับ 
เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น 
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การตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม 
 เพื่อใชในการผลิตน้ําซอสปรุงรส 

 
Covalent and Entrapment Immobilization of  Protease on Chitosan for Use in 

Seasoning Sauce Production 
 

คํานํา 
 

เครื่องปรุงแตงรสเค็มที่ผูบริโภคคนไทยคุนเคยมานาน ไดแก น้ําปลา กะป  ปลารา  ซีอ๊ิว 
เตาเจี้ยว ซอสปรุงรส และ เครื่องปรุงพื้นบานอื่นๆ  ซ่ึงในอดีตไดมีการผลิต  เพื่อการบริโภค 
ภายในประเทศและไดมกีารนําเขาจากตางประเทศดวย   ตอมาไดเร่ิมมกีารสงออกไปจําหนายยัง
ตางประเทศบาง (นิรนาม, 2540) โดยเครื่องปรุงแตงรสเค็มที่ใชถ่ัวเหลืองเปนแหลงโปรตีนที่สําคัญ 
ไดแก ซีอ๊ิว เตาเจี้ยว และ น้ําซอสปรุงรส โดยซีอ๊ิวถูกคิดคนขึ้นจากชาวจีนมาเปนเวลานานกวา 3 พัน
ปแลว ตอมาไดมีการผลิตเตาเจี้ยว โดยอาศยักากทีเ่หลือจากการผลิตซีอ๊ิวเปนวัตถุดิบสําคัญดวย
กระบวนการผลิตที่ตองใชระยะเวลาหมักนานไมนอยกวา 2-3 เดือน เพื่อใหไดกล่ินและรสที่ดีของ
ซีอ๊ิว จึงทําใหผูประกอบการหันมาใชสารเคมีในการยอยสลายโปรตีนทดแทนการยอยสลายดวยการ
ใชเอนไซมจากจุลินทรีย วิธีการดังกลาวทาํใหกระบวนการผลิตใชระยะเวลาสั้นลง เกิดผลิตภัณฑ 
ใหมที่เรียกวา ซีอ๊ิวเคมี หรือ น้ําซอสปรุงรส 

 
 น้ําซอสปรุงรส (seasoning sauce) หมายถึง ผลิตภัณฑของเหลวที่ใชปรุงอาหารมีโปรตีน
พืชที่ยอยสลายแลวดวยกรด เปนสวนประกอบสําคัญ (มาตรฐานผลิตภณัฑอุตสาหกรรม, มอก.  
8-2539)    ดวยกระบวนการผลิตที่ใชระยะเวลานอย      เมื่อเทียบกับการผลิต ซีอ๊ิวหมัก ทําให
ผูประกอบการหันมาใหความสนใจกับผลิตภัณฑซีอ๊ิวเคมีมากขึ้น แตเนื่องจากการใชกรดเกลือที่
เขมขนภายใตอุณหภูมิสูง 130 องศาเซลเซียส (ศูนยวิจัยเศรษฐศาสตรประยุกต, 2540) จึงเกิด
สารประกอบในกลุมไฮโดรคารบอน (hydrocarbon compound) ซ่ึงกอใหเกิดความเปนพิษโดยตรง
ตอรางกาย โดยเฉพาะสารในกลุม คลอโรไฮดริน (chlorohydrins) อาทิ 3-chloro-1-propanol (CP),     
2,3-dichloro-1-propanol หรือ 1,3-dichloro-2-propanol (DCP) และ 3-monochloro-propanediols  
(3-MCPD) (Salunkhe and Kadam, 1989) ซ่ึงเปนที่ทราบกันดวีา สารในกลุมนี้สามารถกอใหเกดิ
มะเร็งในรางกายได (Wittmann, 1991) ดังนั้นในปจจุบนัผูประกอบการ รวมถึงหนวยงานตางๆ ทั้ง
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ในและตางประเทศจึงไดพยายามหาวิธีการลดปริมาณสารดังกลาวอยู ซ่ึงการนําเชื้อจุลินทรีย หรือ 
เอนไซมเขามาใชในกระบวนการผลิต ควบคูกับการใชอุณหภูมิต่ํา สําหรับการยอยสลายโปรตีนจาก
กากถั่วเหลือง นาจะเปนการลดปริมาณสารดังกลาวไมมากก็นอย ซ่ึง คงศักดิ์ (2544) ไดศึกษาการ
พัฒนากรรมวธีิการผลิตน้ําซอสปรุงรสจากถั่วเหลืองสกัดน้ํามันโดยใชเอนไซม เพื่อทดแทน
กรรมวิธีการผลิตเดิมที่ใชกรดเกลือเขมขนภายใตอุณหภมูิสูง ที่กอใหเกิดสาร 3-MCPD ซ่ึงกระตุน
การสรางเซลลมะเร็ง จากการศึกษาพบวาสามารถลดปริมาณสาร 3-MCPD ต่ํากวาผลิตภัณฑน้ําซอส
ปรุงรสที่มีจําหนายในทองตลาด โดยใชสภาวะในการสกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมโปรติเอสที่ ระดับ
ความเขมขนรอยละ 0.4  พีเอช 5.0 - 7.0 ที่อุณหภูมิ 50 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 13 ช่ัวโมง                 
(คงศักดิ์, 2544)  
 

การศึกษาวิจยัในครั้งนี้ทําการผลิตน้ําซอสปรุงรส โดยการใชเอนไซมโปรติเอส มาตรึงไว
บนไคโตซาน การอาศัยโปรตเิอสมาเปนวตัถุดิบสําคัญที่ทําหนาที่ ในการยอยสลายโปรตีนจากกาก
ถ่ัวเหลือง เพื่อผลิตเปนน้ําซอสปรุงรส เนื่องจากโปรติเอส มีจุดดอยคอื ราคาแพงจึงมีแนวคดิที่จะนํา
โปรติเอสมาตรึงไวบนไคโตซาน    เพื่อที่จะสามารถนํากลับมาใชใหมหลายๆ รอบ เปนการลด
ตนทุนในการผลิตน้ําซอสปรุงรส  โดยงานวิจยันี้มจีุดประสงคในการศึกษา การตรึงโปรติเอสบน 
ไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท และวิธีการหอหุม เพื่อนาํไปใชในกระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรส
ดวยกระบวนการทางเคมีโดยทําการศึกษาในระดบัปฏิบัติการเพื่อนําไปสู การใชงานจริงในอนาคต
ดานอื่นๆ ตอไป 
 



วัตถุประสงค 
 

1.  ศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนท 
และวิธีการหอหุม โดยเปรยีบเทียบจากคากิจกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะ  

 
2.  ศึกษาประสิทธิภาพการตรึงเอนไซม โดยวดัจากปริมาณเอนไซมทีสู่ญเสีย  
 
3.  ศึกษาการใชเอนไซมที่ถูกตรึงในการผลิตน้ําซอสปรุงรสและการใชซํ้า 

 
ขอบเขตการวิจัย 

 
 ศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท และวิธีการหอหุม  
โดยจะศึกษาผลของคากิจกรรมเอนไซม ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ (Protein coupling) รวมทั้ง
ประสิทธิภาพในการใชหมักน้ําซอสปรุงรส (ปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโนและผลของการใช
ซํ้า)   



การตรวจเอกสาร 
 
1.   ความรูท่ัวไปเก่ียวกับซอสปรุงรส 
  
             ซอสปรุงรส หรือที่เรียกอีกอยางวา ซีอ๊ิวเคมี จัดเปนอาหารประเภทเครื่องชูรส (Underriner 
and Hume, 1994)  ที่มีลักษณะคลายน้ําปลา ใชเปนเครือ่งจิ้มหรือเครื่องปรุงรสอาหารไดเกือบทุก
ประเภท รสชาติหลักคือความเค็ม นอกจากนั้นยังมีกล่ินรสเฉพาะตัว (Nicholas, 1976) มีกล่ินหอม
และรสชาติที่คลายเนื้อ (Takashi et al., 1991; Olero et al., 1998; Chyong and Chou, 1999) อันเปน
ส่ิงที่ชวยเสริมใหอาหารมีรสชาติอรอยมากยิ่งขึ้น นอกจากนั้นยังใหคุณคาทางอาหาร อาทิโปรตีน
จากพืช กรดอะมิโน (amino acid) อีกหลายตัว ซอสปรุงรสมีตนกําเนดิมาจากซีอ๊ิวหมกั ซ่ึงเริ่มเดิมที
เปนอาหารเฉพาะสําหรับชาวเอเชีย โดยมถ่ิีนกําเนิดจากประเทศจีน และแพรหลายออกสูประเทศ
ดานแถบยุโรปในเวลาตอมา จนปจจุบนันี ้ซีอ๊ิวหมักไดเปนที่นิยมบริโภคกันไปทั่วโลก และไดรับ
ความสนใจเปนอยางมาก จึงทําใหมีการผลติเปนอุตสาหกรรมขนาดใหญ โดยเฉพาะที่ประเทศญี่ปุน 
มีการผลิตและสงจําหนายเปนสินคาที่นํารายไดเขาสูประเทศปละจํานวนมาก (วิเชยีร, 2534) 
 
 ซีอ๊ิวมีช่ือเรียกตางๆ กันมากมายตามทองถ่ินและภาษาทีแ่ตกตางกันออกไป เชน Shoyu ใน
ภาษาญี่ปุน สวนในภาษาอังกฤษเรียกวา soy sauce สําหรับในภาษาไทยเรยีกวา ซีอ๊ิว หรือหมายถึง
ซีอ๊ิวหมัก โดยเรียกทับศัพทตามภาษาจีนแตจิ๋วหรือถาเปนซีอ๊ิวเคมี จะเรียกวา “ซอสปรุงรส”  
(seasoning sauce) เพื่อบอกถึงความแตกตางและในภาษาจีนจะมีช่ือเรียกซีอ๊ิวกันมากมายหลายสิบ
ช่ือ ตามภาษาทองถ่ินและมช่ืีอหลักที่เรียกกันติดปากวา “เจี่ยงอ๊ิว” ซ่ึงเปนภาษาจีนกลางและใหถือวา
เปนชื่อที่ใชเรียกกนัเปนทางการดวย โดยตามหลักของพจนานุกรมจีน (ไพบูลย, 2521) ซีอ๊ิว 
หมายถึง ผลิตภัณฑที่ไดจากการนําถ่ัวเหลือง ขาว แปงสาลี มาเพาะดวยเชื้อแลวเติมน้ําเกลือ นําไป
ตากแดด จนไดผลิตภณัฑทีม่ีสี กลิ่น รสตามความตองการ สวนในประเทศอินโดนีเซีย เรียกวา 
Kekap หรือ  Kecap ในประเทศเกาหลี เรียกวา Kanjang และในประเทศฟลิปปนส เรียกวา Toyo 
(วราวฒุิ และ รุงนภา, 2532) เปนตน 
 
 จากประวัติศาสตรอันยาวนานพบวา มากกวาสามพันปมาแลวที่ชาวจีนเปนผูคิดคนการทํา
ซีอ๊ิว ซ่ึงเริ่มตนมาจากพระสงฆเปนผูผลิต โดยใชถ่ัวเหลืองซึ่งถือวาเปนอาหารสําคัญเพราะเปน
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แหลงของโปรตีนและไขมนั จากนั้นจึงไดถูกเผยแพรไปยงัสวนอื่นทัว่ทกุประเทศเปนเวลานานกวา
สองพันปมาแลวและไดมีการพัฒนารูปแบบของซีอ๊ิวออกมาเปนจํานวนมาก 
 
 1.1  การผลิตซีอ๊ิว (Soy sauce production) สามารถผลิตไดโดยอาศยั 3 วิธีการดังนี ้ 
 
                     1.1.1  กระบวนการหมัก (Fermented soy sauce process) เปนวิธีการที่ทาํกันมาแต
ดั้งเดิม อาศัยการทํางานของเอนไซมซ่ึงผลิตจากเชื้อราที่ใชในการหมกั วิธีการนี้เปนทีน่ิยมทํากนั
มากที่สุด เพราะใหกล่ินและรสชาติดีที่สุด 
 
                               ก.  ขั้นตอนการหมักเพือ่ผลิตซีอ๊ิวมีดังนี้ 
 
                                     1)  การเตรียมวัตถุดิบ วัตถุดิบทีสํ่าคัญในการหมักซีอ๊ิวมี 3 อยางคือ           
ถ่ัวเหลือง แปงขาวสาลี และเกลือ เปนตน ถ่ัวเหลืองที่ใชอาจใชทั้งเมลด็ก็ไดแตจะมปีญหาของไขมัน
ที่มีอยูในถ่ัวเหลืองนั้น ดังนั้นในระหวางการหมักจึงจําเปนตองแยกเอาไขมันออกจากน้ําหมกัหรือ
อาจใชถ่ัวเหลืองที่ผานการสกัดไขมันออกไปแลวกไ็ด นอกจากนัน้แลวในระยะหลังไดมีการนําเอา
กากถั่วเหลืองมาใชเปนวัตถุดิบแทนถั่วเหลือง เพื่อลดตนทุนการผลิตใหต่ําลง ทั้งนี้เนื่องจากในกาก
ถ่ัวเหลืองยังคงมีไนโตรเจนเหลือในปริมาณสูงนั่นเอง 
 
                                          การเตรียมถ่ัวเหลืองกอนการหมัก ถ่ัวเหลืองจะถูกนําไปแชน้ํา 12-15 
ช่ัวโมง (ตองเปลี่ยนน้ําที่ใชทุกๆ 2-3 ช่ัวโมงตอคร้ัง เพื่อชวยลดการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียที่ไม
ตองการ  เชน spore-forming bacillus ซ่ึงอาจจะสงผลกระทบตอคุณภาพของซีอ๊ิวได) แลวจึงนึ่งหรือ
ตมเพื่อใหถ่ัวเหลืองนุมและฆาเชื้อจุลินทรียที่ไมตองการ จากนั้นทาํใหถ่ัวเหลืองที่ผานการนึ่งใหเยน็
เพื่อลดอุณหภมูิต่ํากวา 40 องศาเซลเซียส แลวจึงนําไปผสมกับแปงสาลี ในอัตราสวน 1:1 กอนที่
นําไปทําการหมักดวยเชื้อราตอไป 
 
                                     2)  การหมัก กอนทีจ่ะทําการหมัก ส่ิงที่จําเปนจะตองเตรียมกอนคือ โคจิ ซ่ึง
ใชเปนหวัเชื้อ โคจิในที่นี้เรียกวา Seed (tane) koji เตรียมขึ้นมาโดยเลี้ยงเชื้อรา Aspergillus oryzae 
หรือ A. sojae บนขาวนึ่งหรอืรําขาวสาลีผสมแปงถ่ัวเหลืองที่ผานการนึง่เชนกัน บมทีอุ่ณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน (การหมักในชวงนีเ้ปนการหมักในสภาพแหง) หลังจากเตรียม Seed 
koji ไดแลวจึงนําไปถายใสวตัถุดิบที่ผานการเตรียมจากขอ 1 โดยใชโคจิประมาณ 0.1-0.2 
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เปอรเซนต (โดยน้ําหนัก) ผสมถ่ัวเหลือง แปงขาวสาลีและโคจิใหคลุกเคลาเขากันอยางดี จึงนําไปใส
ถาดหรือถังหมักกระจายใหทั่ว และปรับใหมีความหนาประมาณ 5 เซนติเมตร บมไวที่อุณหภูมิ   
25-30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2-3 วัน (ทัง้นี้เวลาที่ใชในการบมอาจยาวนานกวาทีก่าํหนด ขึ้นกับ
เอนไซมถูกผลิตขึ้นมาในระดบัที่เพียงพอตอความตองการหรือไม) หลังจากนั้นเติมน้าํเกลือความ
เขมขน 17-19 เปอรเซนต (โดยน้ําหนัก) ลงไป ซ่ึงน้ําเกลอืในระดับความเขมขนที่ใชนี้จะทําให
แบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย (putrefactive bacteria) ไมสามารถเจริญเติบโตในชวงการหมัก 
และการบม อยางไรก็ตามถาปรับความเขมขนของเกลือใหสูงกวา 23 เปอรเซนต จะสงผลยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่ชอบเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเขมขนเกลือสูง (halophilic 
bacteria) และเชื้อยีสตที่ชอบเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแรงดันออสโมซีสสูง (osmoplilic yeasts) 
ซ่ึงเปนเชื้อที่จาํเปนในการหมักก็ได ดังนัน้จึงอาจทําใหการหมักไมเกิดขึ้น ในระหวางการหมักโคจิ
ผสมกับน้ําเกลือในชวงนี้ ซ่ึงเปนการหมักในสภาพอาหารเหลวเปนเวลา 2 เดือนถึง 1 ป เอนไซมที่
ผลิตขึ้นมาจากโคจิจะทําการยอยสลายโปรตีนใหไดเปนเปปไทดและกรดอะมิโนอิสระ ในขณะ 
เดียวกัน แปงกจ็ะถูกเปลี่ยนใหเปนน้ําตาลซึ่งจะถูกหมกัตอไปอีกจนเกิดกรดอินทรียชนิดตางๆ 
ขึ้นมา รวมทั้งแอลกอฮอล คารบอนไดออกไซดอีกดวย ในชวงนี้พีเอชของน้ําหมักจะลดต่ําลงอยูใน
ระดับพีเอช 4.5-4.8 และคารบอนไดออกไซดจะชวยเพิ่มการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในกลุมไมใช
ออกซิเจน (anaerobic bacteria) ซ่ึงจะทําใหเกิดกลิ่น และรสชาติที่เราไมตองการ ดังนั้นจึง
จําเปนตองแกไขดวยการใหอากาศเขาไปในระหวางการหมักในอัตราที่เหมาะสม ซีอ๊ิวที่ไดจากการ
หมักในชวงนีจ้ะมีกล่ินและรสชาติที่เฉพาะ ทั้งนี้เนื่องจากกิจกรรมของเชื้อจุลินทรีย 
 
         3)  การเกบ็เกี่ยวซีอ๊ิว เมือ่การเก็บเกีย่วซีอ๊ิวสมบูรณแลว จะตองแยกเอาน้ํา
ซีอ๊ิวออกมา โดยอาศัยเครื่องกดแบบเชงิกลหรือกดแบบไฮดรอลิก น้ําซีอ๊ิวที่ไดจะถูกนําไปใหความ
รอนในระดับ 70-80 องศาเซลเซียส เพื่อทําลายเชื้อจุลินทรียและทําใหโปรตีนสภาพรวมทั้ง
ตกตะกอนโปรตีนอีกดวย จากนั้นเติมสารที่ชวยใหใส เชน สารสม (alum) หรือ kaolin แลวนําไป
กรองบรรจุขวดและสงจําหนายตอไป 
 
 1.1.2  กระบวนการทางเคมี (Chemical soy sauce process)  อาศัยการยอยสลายวตัถุดิบ 
(สวนผสมของถั่วเหลืองกับขาวสาลี) โดยใชกรดเกลือที่มคีวามเขมขน 20 เปอรเซนต วธีิการนี้เปน
วิธีที่ประหยัดเวลาและคาใชจาย  
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                              ซีอ๊ิวเคมี (Chemical soy sauce) หมายถึง ซอสปรุงรส (seasoning sauce) เปน
ผลิตภัณฑซีอ๊ิวประเภทที่ไดจากการใชกรดเกลือเขมขน (Fellows 1990; Puppo and Anon, 1999)   
เขามายอยโปรตีนจากถั่วเหลืองที่ผานการสกัดเอาน้ํามนัออกไปแลว ใชเวลานอยกวาการหมักแบบ
ธรรมชาติ โดยทั่วไปจะใชเวลาประมาณ 2-3 สัปดาห ปริมาณกรดอะมโิน (amino acid) ที่ไดจะ
มากกวาการหมักแบบธรรมชาติ สงผลใหมีกล่ิน กล่ินรสและรสชาติ ที่ดีกวาการหมกัซีอ๊ิวแบบ
ธรรมชาติ ซีอ๊ิวเคมี หรือ น้ําซอสปรุงรส จะประกอบดวยกรดอะมิโนเปนสวนประกอบที่สําคัญ 
กรดอะมิโนเปนกรดอินทรยีชนิดหนึ่ง มีอยูดวยกัน 20 ชนดิ อาทิ ไลซีน (lysine)  ทรีปโทเฟน 
(typtophane)  ลูซีน (leucine)  อารจินีน (arginine)  วาลีน (valine) รวมถึง กรดกลูตามิค (glutamic 
acid) เปนตน  ในปจจุบนัยังคนพบวา การยอยสลายโปรตีนโดยใชกรดเกลือที่เขมขนภายใตอุณหภมูิ
สูง จะสงผลใหเกิดสารประกอบประเภทไฮโดรคารบอน (hydrocarbon) (วรรณนา, 2534) ซ่ึง
กอใหเกิดความเปนพิษโดยตรงตอรางกาย  ซ่ึงเราสามารถใชเชื้อ จุลินทรีย หรือใชเอนไซมเขามา
เปนสวนชวยยอยสลายโปรตีนในถั่วเหลือง (นภา, 2534) แตเพื่อลดระยะเวลาในกระบวนการผลิต
ใหรวดเร็วขึ้นจึงไดมีการนําเอนไซมมาตรึงไวบนพอลิเมอร 
 
                    1.1.3  กระบวนการกึ่งเคมี (Semichemical soy sauce process) เปนวิธีการที่นําเอา
วิธีการหมักและวิธีการทางเคมีมาใชรวมกนั ทั้งนี้โดยทําการยอยสลายวตัถุดิบดวยกรดเกลือ ความ
เขมขน 7-8 เปอรเซนต กอน จากนั้นจึงปรบัพีเอชใหเปนกลาง (ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด) แลวจึง
เติมโคจิลงไป เพื่อทําการยอยสลายวัตถุดิบสวนที่เหลือดวยเอนไซมจากเชื้อรา (โคจิ) จากนั้นเติมเชือ้
ยีสตในกลุมที่สามารถเจริญในสภาพที่มเีกลือสูงได (halophilic yeast) ลงไปดวย ทําการหมักอีก
ประมาณ  2-3 เดือน 
 
                              ซีอ๊ิวกึ่งเคมี (Semi-Chemical soy sauce) หมายถึงซีอ๊ิวที่ไดจากการผลิตน้ําซอส
ปรุงรส ที่เกิดปญหาขึ้นในระหวางกระบวนการหมัก ที่ทราบกันในนามของกรดลีวูลินิค (levulinic 
acid) หรือกรดลีวูลิค (levulic acid) ในสารละลายกรดอะมิโน และใหโทษตอรางกายมนุษย ซ่ึง
ขั้นตอนการเกดิกรดลีวูลิค นัน้เกิดจากการนําพืชที่ใหปริมาณโปรตีนสูงมาเปนวัตถุดบิ เชน แปง   
ถ่ัวเหลือง เมื่อแปงเจอกรดเกลือที่มีความเขมขนสูง และอณุหภูมิในการยอยสลายสูงดวย ก็จะเกิด
น้ําตาลกลูโคส (glucose) และมอลโตส (maltose) (Anna and Stecchini, 1994) รวมถึงกรดลีวูลิค ที่มี
โครงสรางโมเลกุล ดงันี้ 
 

CH3 – CO – CH2 – CH2 – COOH            Levulic  acid 
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   กรดลีวูลิค (วเิชียร, 2534) สามารถละลายน้ําไดมีฤทธิ์เปนกรด มีพษิในตัวเองแต
โดยปกตกิารหมักซีอ๊ิวแบบธรรมชาติที่ใชถ่ัวเหลือง และขาวสาลีนั้น ทําการหมักโดยยอยสลายได
เฉพาะน้ําตาลกลูโคสและมอลโทสเทานั้น ไมมีกรดลีวลิูคเกิดขึ้น เราจึงสามารถตรวจสอบไดวาซีอ๊ิว
ชนิดใดเปนซอ๊ิีวที่หมักตามธรรมชาติหรือซีอ๊ิวเคมี (น้ําซอสปรุงรส) วิธีการแกไขหรอืลดปริมาณ
กรดลีวลิูค สามารถกระทําไดโดยการใชกรดเกลือที่มีความเขมขนต่ํา ภายใตสภาวะของอุณหภูมิที่
ต่ําดวย   
 
         อยางไรกต็าม ถึงแมกระบวนการหมกัจะมี 3 วิธีการ แตกระบวนการทางเคมีจะ
ประหยดัเวลาและคาใชจายมากที่สุด (วราวุฒิ และ รุงนภา, 2532) ในปจจุบันโรงงานอุตสาหกรรม
ผลิตน้ําซอสปรุงรสทั้งขนาดเล็กและขนาดใหญ ไดนําเอาเทคโนโลยีตางๆ จากตางประเทศเขามา
ชวยเสริมในกระบวนการผลิต ทั้งนี้เพื่อตอบสนองความตองการของตลาดที่เพิ่มจํานวนขึ้นเรื่อยๆ 
เทคโนโลยีที่นาํเขามาเชน การใชถังอัดความดันแทนโองดินในกระบวนการผลิต การใชเครื่อง
ควบคุมการผลิต (ควบคุมเวลายอยสลายโปรตีน ควบคุมการเติมกรดและการเติมน้ํา) แทนการใช
แรงงานคน ฯลฯ ซ่ึงสามารถสรุปขั้นตอนการผลิตโดยยอดังนี ้
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ขั้นตอนการผลิตน้ําซอสปรงุรส 
 

กรดเกลือ (35 เปอรเซนต)  +  น้ําสะอาด + ถ่ัวเหลืองสกัดน้ํามัน 
 

ผานไอน้ําทําใหมีอุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส 
 

กวนใหความรอนตออีกครึ่งชั่วโมง 
 

ยอยสลาย 24 ช่ัวโมง 
 

ปลอยออก 
 

พัดลมพัดใหอุณหภูมิต่ําลง 
 

ปรับใหเปนกลางดวยโซเดยีมคารบอเนต 
 

กรอง 
 

สารละลายกรดอะมิโน 
 

ขจัดกลิ่น ฟอกสี ดวยแอคทีฟคารบอน 
 

ซอสปรุงรส 
 
ภาพที่ 1  กระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรสโดยทั่วไป 
ที่มา: ศูนยวิจยัเศรษฐศาสตรประยุกต (2540) 
 
 ดวยกรรมวิธีการผลิตน้ําซอสปรุงรส ดังแสดงในภาพที่ 1 จําเปนที่จะตองควบคุมสภาวะ
การยอยสลายโปรตีนถ่ัวโดยใชกรดเกลือที่เขมขนภายใตอุณหภูมิสูง จึงสงผลใหเกิดสารประกอบ
ประเภทไฮโดรคารบอน ซ่ึงกอใหเกิดความเปนพิษโดยตรงตอรางกาย อาทิ สารพิษที่อยูในกลุมของ 
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chlorohydrins เชน  3-chloro-1-propanol (CP), 1,3-dichloro-2-propanol (DCP) และสาร                
3-monochloro-propanediols (3-MCPD) เปนตน สารพิษดังกลาวอาจสงผลกระทบโดยตรงหรือโดย
ออมตอรางกาย (Salunkhe and Kadam, 1989; Wittmann, 1991) ดังนั้นในปจจุบันผูประกอบการ 
รวมถึงหนวยงานตางๆ จึงไดพยายามหาวิธีการลดปริมาณสารดังกลาวอยู ซ่ึงการนําเชื้อจุลินทรีย 
หรือเอนไซมเขามาใชในกระบวนการผลิต ควบคูกับการใชอุณหภูมิต่ํา สําหรับการยอยสลาย
โปรตีนจากกากถั่วเหลืองและปริมาณความเขมขนของกรดเกลือ (HCL)  ที่เจือจางลง นาจะเปน
หนทางหนึ่งทีส่ามารถลดปริมาณสารดังกลาวไดไมมากกน็อย กรรมวิธีดังกลาวไดแสดงใหเห็นดัง
ภาพที่ 2 
 
ขั้นตอนการผลิตน้ําซอสปรงุรสโดยใชเอนไซมเพื่อลดสาร 3-MCPD 
 

ถ่ัวเหลืองสกัดน้ํามัน 1 สวน : น้ํา (pH 5.5-6.0) 5 สวน 
 

แชที่อุณหภูมิ 50 ±1 องศาเซลเซียส นาน 4 ช่ัวโมง 30 นาที 
 

เติมเอนไซมโปรติเอสรอยละ 0.4 ยอยที่อุณหภูมิ 50 ±1 องศาเซลเซียส นาน 13 ช่ัวโมง 
 

กรอง 
 

ปรุงแตงรสชาติ 
 

ฆาเชื้อจลิุนทรียที่ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี
 

กรอง 
 

บรรจุ 
 

ภาพที่ 2  กระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรสโดยใชเอนไซมเพื่อลดสาร 3-MCPD 
ที่มา: คงศักดิ ์(2544) 
 



 

11

             สาร 3-MCPD คือ 3- chloro-1, 2-propanediol เปนสารปนเปอนที่จัดอยูในกลุม 
chloropropanols ที่พบใน hydrolysis vegetable protein (HVP) ซ่ึงเปนการผลิตโดยวธีิการเดิมที่นิยม
กันในปจจุบนั โดยการใชเมล็ดพืชที่มีโปรตีนสูงเปนวัตถุดิบที่ผานการสกัดนําน้ํามนัออกแลว 
(defatted vegetable protein) ยอยสลายสารโปรตีนดวยกรดเกลือ (traditional hydrochloric acid 
hydrolysis) ซ่ึงสามารถพบสารพิษหลายตวัดวยกัน แตตวัที่สําคัญไดแก 3-chloro-1,2-propanediol 
(3-MCPD) และ 1,3 –dichloro-2-propanol (DCP) a-dichlorohydrine 
 
 ความเปนพษิของสาร 3-MCPD จากการศกึษาดานพิษวทิยาในหนูทดลอง พบวา ความเปน
พิษเฉียบพลันที่ LD50 มีคา 152 mg/kg ในระยะสั้นมีพิษตอไตของหนู ในลิงกอใหเกิดภาวะโลหิต
จาง (anaemia) ภาวะเม็ดเลือดขาวลดลง (leucopenia) และภาวะเกล็ดเลอืดลดลง(thrombocytopenia) 
สําหรับในระยะยาวพบวา ในหนูทดลองมีการเคลื่อนไหวของ spermatozoa ที่ผิดปกติ สงผลใหเกิด
การสรางเซลลมะเร็ง (carcinogenic effect) และทําใหเกดิ renal tumor, testicular tumor ซ่ึงมีผลตอ
ระบบการสืบพันธุและทําใหเปนหมันในที่สุด สวนการเฝาสังเกตในมนุษย โดยการศึกษาเซลลใน
หลอดทดลอง พบวา ลดการเคลื่อนไหวของ human spermatozoa และสงผลให metabolic activity 
ลดลง (วารุณี, 2543ก) 
 
2. ความรูเบื้องตนเกี่ยวกับเอนไซม 
 

คําวา enzyme แปลวา in yeast ที่นาย Friedrich Wilhelm Kuhn นํามาใชเปนครั้งแรกในป
ค.ศ.1878 เพื่อใชเรียกตวัเรงปฏิกิริยาการหมักน้ําตาลโดยยีสต ตอมาพบวา ปฏิกิริยาเคมีของการใช
น้ําตาลที่เกิดขึน้ในรางกายตองอาศัยตัวเรงชนิดเดยีวกันนี้ ดังนั้นเอนไซมจึงไมไดหมายถึงตัวเรงที่
พบในยีสตเทานั้น แตรวมถึงตัวเรงปฏิกิริยาเคมีอ่ืนๆ ท่ีพบในสิ่งมีชีวิตทัง้หลาย (biological 
catalysts) เอนไซมทําหนาที่เรงปฏิกิริยาใหเกิดเรว็ขึ้น (สุนันทา, 2547) ซ่ึงจัดเปนตวัเรงปฎิกิริยา
ชีวภาพหรือตวัเรงอินทรียเพราะสังเคราะหขึ้นมาภายในเซลลของสิ่งมีชีวิตหรือพูดอกีนัยหนึ่งวา
เอนไซมเกิดจากสิ่งมีชีวิตเทานั้น ไมสามารถสังเคราะหขึ้นมาไดดวยวิธีทางเคมี เอนไซมใชในการ
เรงปฏิกิริยาตางๆ ในขบวนการเมตาบอลิซึมของสิ่งมีชีวิต เพราะปฏิกิริยาในระบบตางๆ ของ
ส่ิงมีชีวิตเกิดขึน้เองไดยากถาขาดเอนไซม เพราะสิ่งมีชีวิตตองสามารถสรางผลิตภัณฑใหทันตอ
ความตองการของรางกายไมเชนนั้นก็ไมสามารถดํารงชีพอยูได ดังนั้นเอนไซมจึงตองมี
ประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาที่สูงมาก 
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เอนไซมปริมาณเพยีงเล็กนอยสามารถเรงปฏิกิริยาไดเปนลานเทาหรือมากกวาเมื่อเทียบกับ
การใชตัวเรงปฏิกิริยาทางเคม ีเชน การไฮโดรไลซน้ําตาลซูโครสกลายเปนน้ําตาลกลโูคสและฟรุค
โตสดวยเอนไซม invertase (sucrase) ปฏิกริิยาจะเกิดเรว็มากและไมตองใชความรอน แตถาใชตัวเรง
ปฏิกิริยาทางเคมี คือ กรดไฮโดรคลอริก ปฏิกิริยาจะเกิดชากวามากและตองใหความรอนดวยจึงเกดิ
ผลิตภัณฑ การเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไมสามารถเปลี่ยนระดับสมดุลของปฏิกิริยาได (chemical 
equilibrium) คือ ปฏิกิริยาเกดิเร็วขึ้นก็จริง แตปริมาณผลิตภัณฑที่ไดจะคงที่ไมวาปฏิกริิยานั้นจะมี
เอนไซมหรือไมมีก็ตาม (ผลิตภัณฑเกดิขึ้นเร็วเทานัน้) นอกจากนีเ้อนไซมยังมีความจาํเพาะตอ
ปฏิกิริยา เชน เอนไซม invertase ที่ไดกลาวถึงไปแลวมีความจําเพาะตอน้ําตาลซูโครสเทานั้น ถามี
ไดแซคคาไรดอ่ืนๆ เชน มาลโตสหรือแลคโตสปนมา เอนไซมจะไมไฮโดรไลซน้ําตาลสองตัวนี้ แต
กรดไฮโดรคลอริกจะสลายพนัธะไกลโคซิดิคทุกพันธะและความจําเพาะของปฏิกิริยาจะมีตอตวั
ซับสเตรทหรือสารตั้งตนดวย เชน เอนไซมอาจทําปฏิกิริยากับซับสเตรทเพียงชนดิเดยีวหรือสารอื่น
ที่มีโครงสรางใกลเคียงสัมพนัธกันได 

 
ในป ค.ศ. 1926 นักเคมีชาวอเมริกา ช่ือ นาย James B. Sumner (เรืองลักขณา, 2545) 

สามารถสกัดเอนไซมยูรีเอส (urease) ซ่ึงไฮโดรไลซยูเรียใหกลายเปนแอมโมเนียและ
คารบอนไดออกไซดออกมาไดและแสดงใหเห็นวาเอนไซมยูรีเอสเปนโปรตีนชนิดหนึ่ง จากนั้นได
มีการทดลองคนควาตางๆ จนสรุปวา เอนไซมทุกชนิดมสีวนประกอบเปนโปรตีนอาจกลาวไดวา
เอนไซมเปนโปรตีนชนิดหนึ่งในเซลลและเอนไซมสวนใหญเปนโปรตีนที่มีลักษณะเปนกอน 
(globular protein) (พัชรา, 2541) ดังนั้นเอนไซมจึงสามารถโดนทําลายไดในสภาวะแวดลอมตางๆ
คลายโปรตีน ในเซลลปกติจะมีเอนไซมชนิดตางๆประมาณ 3,000 ชนิด การเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซมทําไดโดยลดพลังงานกระตุน (activated energy) ของปฏิกิริยานัน้ๆ ซ่ึงการที่สารตั้งตน
เปลี่ยนเปนสารผลิตภัณฑไดนั้นตองผานสภาวะทรานสิชัน (transition state) ที่จุดนีพ้ลังงานจะสูง
กวาสารตั้งตน ดังนั้นปฏิกิริยาตองไดรับพลังงานที่มากกวาความแตกตางของพลังงานระหวาง
สภาวะทรานสิชันและสารตั้งตนหรือที่เรียกวา พลังงานกระตุนดังทีไ่ดกลาวมาแลว เมือ่เอนไซมทํา
ใหพลังงานกระตุนลดลง สารตั้งตนจึงสามารถเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑงายขึ้น ปฏิกิริยาจึงเกิดเร็วขึ้น 
ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ก. ข. 
 

ภาพที่ 3  แสดงการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ก. พลังงานอิสระการกระตุนและ ข.  เอนไซมเรง   
               ปฏิกิริยาโดยลดพลงังานอิสระการกระตุน 
ที่มา: สุนันทา (2547) 
 
             ในอุตสาหกรรมตางๆ หลายประเภทมีการใชเอนไซมเพื่อทําหนาที่เปนตวัเรงปฏิกิริยาแทน
การใชตัวเรงปฏิกิริยาทางเคมหีรือปฏิกิริยาอืน่ที่ไมสามารถใชตัวเรงปฏิกิริยาทางเคมีได เนื่องจาก
คุณสมบัติที่ดกีวาของเอนไซมที่มีความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยามากกวาและไมเปนอันตรายเพราะ
เอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาไดโดยไมตองใชอุณหภูมแิละความดนัที่สูง (พัชรา, 2541) การทํางานที่
เกี่ยวของกับเอนไซมตองอาศัยความละเอียดอยางมากเพราะตัวแปรที่เกี่ยวของมักเกีย่วของกับ
ส่ิงมีชีวิตที่ผลิตเอนไซมและโครงสรางของเอนไซมเองซึ่งมีโปรตีนเปนสารองคประกอบ เอนไซมมี
มากมายหลายพันชนิด เอนไซมชนิดเดยีวกนัอาจผลิตไดจากสิ่งมีชีวิตหลายๆ ประเภทแลวแต
กรรมวิธีในการผลิต   
 

2.1  ความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
 

       ความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม คือ ความสามารถในการเลือก
เกิดปฏิกิริยาและเลือกทําการเรงปฏิกิริยากบัซับสเตรทตางๆ โดยความจาํเพาะในการเรงปฏิกิริยา
ของเอนไซมขึ้นอยูกับ (สุนันทา, 2547) 
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      2.1.1  โครงสรางของโมเลกุลซับสเตรท (สารตั้งตน) โดยโครงสรางของซับสเตรท 
ประกอบดวย 2 สวน คือ สวนที่จะไปจับกบัโมเลกุลของเอนไซม (binding group) และพันธะทีเ่กิด
การเปลี่ยนแปลง (susceptible bond) จากการกระทําของเอนไซม 

 
      2.1.2  โครงสรางของเอนไซม (conformation) เอนไซมแตละชนดิมโีครงสราง

เฉพาะตวัและเรียงตัวอยางเปนระเบียบเหมอืนกันทุกครั้งกอนเขาไปทําการเรงปฏิกิริยาเปลี่ยน 
ซับสเตรทไปเปนผลิตภัณฑ โปรตีนที่ทําหนาที่เปนเอนไซมตองไมใชสายโปรตีนที่ยาวเหยยีดเปน
เสนตรงแตตองมีการคดงอที่จําเพาะ (specific folding) เพือ่ใหมีโครงสรางที่เหมาะสมในการรวมตัว
กับซับสเตรท ซ่ึงทุกครั้งที่มีการเรงปฏิกิริยาตองเกิดการคดงอใหมีโครงสรางแบบเดิมนี้ทุกครั้ง จึง
สามารถทําการเรงปฏิกิริยาได  
 

      2.1.3  ลักษณะบริเวณเรงของเอนไซม (active site, substrate site หรือ catalytic site) 
เปนตําแหนงบนโมเลกุลของเอนไซมที่มีลักษณะเปนแองเล็กๆใหโมเลกุลซับสเตรทเขาไปจับ      
ซ่ึงจะเกดิแรงยดึเหนีย่วอยางออนระหวางเอนไซมและซบัสเตรท เชน แรงแวนเดอวาลส  พันธะ 
ไอออนิก พันธะไฮโดรเจน เปนตน บริเวณเรงเปนบริเวณที่มีการรวมกันของหมู R ของกรดอะมิโน
ซ่ึงอยูในเปปไทดสายเดยีวกนัหรือตางสายก็ได ทําใหหมู R มาอยูใกลกนั  เอนไซมจึงมีการคดงอ
อยางจําเพาะเพื่อมีโครงสรางพรอมเรงปฏิกิริยาได ซ่ึงซับสเตรทจะเขาไปทําปฏิกิริยาที่บริเวณนี้             
 
 2.2  การหากิจกรรมของเอนไซม (Enzyme assay) 
               

       การหากิจกรรมของเอนไซมเปนการวดัการทํางานของเอนไซมที่สามารถทํางานได 
เพราะเอนไซมปริมาณหนึ่งๆประกอบดวยเอนไซมที่สามารถทํางานไดและไมสามารถทํางานได 
ดังนั้นคากจิกรรมของเอนไซมขึ้นอยูกับจาํนวนโมเลกุลของเอนไซมที่สามารถทํางานได  
(สุนันทา, 2544) 
 

การหากิจกรรมของเอนไซมมักทําการหาหลังขั้นตอนการแยกและการทําใหเอนไซม
บริสุทธิ์ การหาคากิจกรรมนัน้ใชความเขมขนของซับสเตรทและโคแฟคเตอรคอนขางสูง เพื่อให
อัตราเร็วของปฏิกิริยาขึ้นอยูกับความเขมขนของเอนไซมเพียงอยางเดยีว โดยวัดปริมาณผลิตภัณฑที่
เกิดขึ้นเพราะมีความถูกตองแมนยํากวาการติดตามซบัสเตรทที่หายไปและจะวดัสะดวกยิ่งขึ้นถา
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ผลิตภัณฑที่ไดเปนสารมีสีหรือสามารถดูดกลืนแสงในชวงความยาวคลื่น UV ได โดยใชเครื่องมือ 
สเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) 

 
 การหาคากิจกรรมเอนไซมควรบงบอกถึงความเขมขนของสารตลอดจนสภาวะทีใ่ชใน
การทดลองไวใหชัดเจน คือ บอกความเขมขนของซับสเตรท เอนไซม โคแฟคเตอร อุณหภูมิ  
คาพีเอช หรือคาตางๆที่จําเปนใหละเอียด และมีคําที่ตองรูนิยาม ดังนี ้
 

       เอนไซม 1 ยูนิต (one international unit) คือ ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการเกดิ
ผลิตภัณฑ 1 ไมโครโมลตอนาทีภายในเวลา 1 นาทีในสภาวะที่กําหนด 
 

       Specific activity มีหนวยเปนยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีนหรือไมโครโมลตอนาทีตอ
มิลลิกรัมของโปรตีน โดยคา specific activity ที่สูงขึ้นหมายความวา เอนไซมมีความบริสุทธิ์มากขึ้น 
 

      Yield (percent)  เปนการคิดเทียบความบริสุทธิ์ของขั้นตอนหนึ่งๆ กับขั้นตอนแรก    
คิดจาก 

 
ปริมาณยูนิตทัง้หมดของขั้นตอนนั้น  x 100 

                     ปริมาณยูนิตทั้งหมดของขั้นตอนแรก 
   

เอนไซมยิ่งมีความบริสุทธิ์มากเทาใด นั่นคือ yield ที่ไดยิ่งลดนอยลง เพราะตองผาน
กระบวนการอื่นๆ ในการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์ยิ่งขึ้น 
 
3.  เอนไซมโปรติเอส 

 
เอนไซมโปรติเอสเปนกลุมเอนไซมที่มีคุณสมบัติในการยอยพันธะเปปไทด (peptide bond)  

ของสารจําพวกโปรตีน จึงมกัถูกเรียกวาเอนไซมยอยโปรตีน (นิลวรรณ, 2548) โดยยอยใหกลายเปน
สารโมเลกุลเล็กๆ เอนไซมหลายชนิดจดัอยูในกลุมของเอนไซมโปรติเอสและสามารถแบงประเภท
ออกเปนประเภทยอยๆ ไดอีก โดยเกณฑทีใ่ชในการแบงใชความสามารถในการยอยสลายโปรตีน
ในซับสเตรทที่มีโครงสรางซับซอนตางๆ เอนไซมโปรติเอสตางชนิดกนัชอบยอยพันธะเปปไทด
ตรงตําแหนงทีต่างกัน  
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เอนไซมโปรติเอสสามารถพบไดทั้งในพืชและสัตว พืชทีน่ํามาสกัดเอนไซมโปรติเอส เชน 
ตนมะละกอ (carica papaya) ตนสัปปะรด (anana sativa pineapple) ตน figs (ficus carica, ficus 
glabrata) ตน artichokes (cynera cardunculus) และถ่ัวเหลือง (soya hispidus) ซ่ึงเอนไซมโปรติเอส
ที่ไดจากพืชนัน้มีหมูซัลไฟดวิ (sulfhydryl) ตรงบริเวณเรงเปนสมบัติเฉพาะ เอนไซมที่ผลิตจากพืช 
เชน papain, chymopapain, bromelain, ficin หรือสามารถสกัดเอนไซมโปรติเอสไดจากสัตวจําพวก
เล้ียงลูกดวยนม เชน รกสัตว (animal pancres) เอนไซมที่ผลิตไดจากสัตวสวนมากในตอนแรกจะอยู
ในรูปที่ไมเรงปฏิกิริยา (proenzyme) จนกวาอยูในสภาวะที่ทําใหเอนไซมเร่ิมทํางาน เชน ไดรับ
ความเปนกรดจากน้ํายอยในกระเพาะอาหาร คือ พีเอชจะเริ่มต่ําลง ทําใหเอนไซมอยูในรูป active  
ซ่ึงสามารถทํางานไดที่พีเอชต่ําๆ เรียกเอนไซมประเภทนี้วา endoprotease เชน pepsin, chymosin, 
trypsin เปนตน การใชงานเอนไซมโปรติเอส เชน ทําเนือ้ใหออน การผลิตอาหาร เบียร เบเกอรี หรือ
อุตสาหกรรมที่ยอยโปรตีน ฟอกหนัง หรือยารักษาโรค (เปนตวัชวยเตรียมการยอย) (Anwar and 
Saleemuddin, 1998) แตการสกัดเอนไซมจากพืชและสัตวยังมีขอจํากัดเรื่องคุณภาพและปริมาณ 
(อรพิน, 2523) 

 
นอกจากนี้เอนไซมโปรติเอสยังสามารถผลิตไดจากพวกจลิุนทรียตางๆ แตมีแคจุลินทรีย

บางชนิดเทานัน้ที่สามารถนํามาใชผลิตในเชิงอุตสาหกรรมได เพราะใหผลได (yield) จากการผลิตที่
สูงและเอนไซมโปรติเอสที่ผลิตไดจะออกมาอยูนอกเซลล ทําใหสามารถสกัดแยกไดงาย ไมไดเปน
เอนไซมที่ผลิตแลวอยูในเซลลจึงไมตองทําการแยกเอนไซมออกจากเซลล ซ่ึง 70 เปอรเซ็นตของ
ปริมาณเอนไซมโปรติเอสที่ใชในอุตสาหกรรมไดมาจากการเพาะเลีย้งจุลินทรีย จุลินทรียที่ใชผลิต
ได เชน แบคทเีรีย (B.licheniformis) รา (A.candidus, A.flavor, A.oryzae, A.niger) หรือพวกยีสต 
เปนตน 
 
4.  เอนไซมตรึงรูป   
 
 เอนไซมตรึงรูป (immobilized enzymes) หมายถึง เอนไซมที่ถูกกําหนด หรือทําใหมาอยูใน
ขอบเขตที่จัดไว อาจมีโมเลกลุใหญขึ้นดวยการเชื่อมพันธะเคมีหรือไมมพีันธะเคมี ละลายน้ําไดยาก
ขึ้นหรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซม เปลี่ยนจากตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของเหลวกลายเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาที่เปนของแข็งขณะทําปฏิกิริยา (solid catalysts) (ปราณ,ี 2547) 
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วิวัฒนาการของการศึกษาวิจยัดานการเตรียมและการนําเอนไซมตรึงรูปมาใชเกิดขึน้ 
อยางเปนลําดบั แมวาในปจจุบันเราจะยังไมสามารถหาสูตรสําเร็จที่ระบุใหชัดเจนวาเอนไซมชนิด
หนึ่งจะตรึงรูปดวยวิธีใดก็ตาม แตก็มีหลักฐานและผลงานวิจัยพอที่จะชีน้ําไดวาควรใชวิธีใด สวน
ประสิทธิภาพและความเหมาะสมของการใชงานก็เปนกรณีๆ ไป อยางไรก็ตาม ววิัฒนาการเรื่อง
การศึกษาเอนไซมตรึงรูป เกิดขึ้นเปนลําดบัจนปจจุบนันีก้็ดวยเหตุผลที่สืบเนื่องมาจากการใช
เอนไซมอิสระมีขีดจํากัดบางประการดังนี ้
 
 4.1  ขอจํากัดของเอนไซมอิสระ 
 

4.1.1  เอนไซมอิสระไมเสถียร 
 
4.1.2  เอนไซมอิสระใชงานในลักษณะไมตอเนื่องหรือใชคร้ังเดียว (batch) 
 
4.1.3  เอนไซมอิสระใน in vitro ใชแบบ multi-enzymes system ไมได 
 
4.1.4  เอนไซมอิสระถาจะใหมีกิจกรรมเอนไซมสูงตองทําใหบริสุทธิ์กอนการใชงาน 
 
4.1.5  เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของซับสเตรทและผลผลิตทําให

แยกออกไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีนจะปนเปอนในลักษณะ proteineous contaminants 
โดยเฉพาะถาอยูในอาหารจะเกดิเปนตะกอนเมื่อถึงระดบัอุณหภูมิ พีเอชของโปรตีนชนิดนัน้ แยก
ออกไดตองใชกรรมวิธีเพิ่มขึน้ กลาวคือ ผานหนวยแยกอกีครั้ง 

 
4.1.6  เอนไซมอิสระ สวนใหญละลายน้ํา ละลายในสารละลายได ฉะนั้นจะนํามาใชใน

ลักษณะ solid catalyst ไมได มีผลใหไมสามารถใชกับเครื่องปฏิกรณประเภทตางๆ เชน fluidized 
bed และ packed bed ในระบบตอเนื่อง (continuous) ได อาจจะใชไดกบั sitrred tank และ
ultrafiltration membrane ได (กรณีของ ultrafiltration membrane จัดเปนรูปหนึ่งของเอนไซมตรึง
รูป 

 
4.1.7  เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูง 
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4.1.8  เอนไซมอิสระในเซลลจุลินทรีย (intracellular enzymes) เมื่อนํามาใชงาน 
ตองผานกระบวนการสกดัและทําบริสุทธิ์กอน 
 

4.1.9  เอนไซมอิสระกอพิษตอผูใช ในลักษณะของการสูด หายใจ การสัมผัสใน 
ปริมาณมาก 
 

ดวยขีดจํากัดของการใชเอมไซมอิสระที่กลาวมาขางตน จงึเปนทางออกที่นําไปสูการ
แกปญหาดวยการนําเทคโนโลยีของเอนไซมตรึงรูปมาใช ดวยวิธีการตางๆ และแกปญหาไปตาม
ลักษณะสมบัตขิองเอนไซมที่ถูกตรึงที่ได ถาหากแกไดหมดก็นับวาไดประสบผลสําเร็จยิ่ง อยางไรก็
ตามในบางครัง้ผลกระทบจากการเตรียมและการใชเอนไซมตรึงรูปก็อาจมีบาง ไดแก กิจกรรม
เอนไซมอาจจะถูกกระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลของเอนไซมกับตัวพยุงมีผลใหโครง
รูปสามมิติ (conformation) เปลี่ยนไปและอาจมีผลตอหมูที่อยูในบริเวณเรงดวยมีปญหากับ        
ซับสเตรท ที่ไมเปนเนื้อเดียวกัน หรือมีลักษณะแขวนลอย (suspension) ดานการถายเทมวล      
(mass transfer) และชนดิของตัวพยงุอาจจะมีผลกระทบตอผลผลิต เชน ปนเปอนหรือทําปฏิกิริยา
กับผลผลิต 

 
4.2  ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป  
 

4.2.1  มีโอกาสเพิ่มกิจกรรมเอนไซมและเสถียรภาพของเอนไซมได ถาวิธีเหมาะสม 
 
4.2.2  ใชระบบ multi-enzymes ในลักษณะ in vitro ได 
 
4.2.3  ใชซํ้า ใชตอเนื่องได  
 
4.2.4  ใชสภาวะการทําปฏิกริิยาที่ตางไปจากเอนไซมอิสระ หรือเอนไซมเดิมได ทั้งนี้

ขึ้นกับชนิดตวัพยุงและวิธีการตรึงรูป 
 

       4.2.5  ใชใหเหมาะสมกบัเครื่องปฏิกรณเอนไซมได ทั้งนี้ขึ้นกับรูปรางตัวพยุง 
และลักษณะซบัสเตรท 
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       4.2.6  เอนไซมที่นํามาตรึงรูป ไมตองทําใหบริสุทธิ์ก็สามารถทํางานไดดี เหมือน 
เอนไซมบริสุทธิ์ ทั้งนี้ขึ้นกบัวิธีการตรึงรูป 
 

4.3  ชนิดหรือรูปของเอนไซม  
 

เอนไซมโดยทัว่ไปมี 2 รูป คือ เอนไซมอิสระหรือเอนไซมเดิม (native enzymes) และ 
เอนไซมดัดแปลง (modified enzymes) (ปราณี, 2547) ในกรณีของเอนไซมดัดแปลงสามารถทําได
หลายวิธี การทําเอนไซมที่ถูกตรึง ก็จัดเปนวิธีหนึ่งของเอนไซมดัดแปลง ซ่ึงสามารถสรุปเปนแผน
ภาพรวมไดดังภาพที่ 4 
 
 

เอนไซมเกาะตดิ (bond enzymes) เอนไซมหอหุม (entrapped enzymes) 

เอนไซมตรึงรูป (immobilized enzymes) 

เอนไซม 

เอนไซมดัดแปลง (modified) เอนไซมเดิม (native) 

เอ  ี
(covalently bond) 
นไซมเชื่อมพันธะเคมเอนไซมหอหุมในเมทริกซ  

(matrix-entrapped enzymes) 
เอนไซมแคปซูลเล็ก 
(microencapsulated) 

เอนไซมดูดซบั 
(adsorbed) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  รูปของเอนไซม 
ที่มา: ปราณี (2547) 
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4.4  วิธีการตรึงเอนไซม  
 

         การศึกษาเอนไซมตรึงรูปเปนทางออกของการนําเอนไซมสูอุตสาหรรม แมวาบางครั้ง
จะพบวากจิกรรมเอนไซมดอยกวาเอนไซมอิสระ แตอยางไรก็ตามหากพจิารณาขอไดเปรียบดาน
อ่ืนๆ เชน เสถียรภาพของการใชงาน สภาวะการทําปฏิกิริยา เปนตน พบวาเอนไซมตรึงรูปมีสมบัติ
ดังกลาวสูงกวาเอนไซมอิสระ (ผองผกา, 2537) ฉะนั้นการจะพิจารณาขอไดเปรียบเสยีเปรียบใด
สําคัญจึงขึ้นอยูกับลักษณะอตุสาหกรรมนัน้หรือมิฉะนัน้ตองทดลองศึกษาหาวิธีการตรึงรูปจนกวา
จะพบความเหมาะสมระหวางเอนไซมและอุตสาหกรรมนั้นๆ ดังไดรวบรวมสรุปลักษณะสําคัญของ
เอนไซมตรึงรูปที่เตรียมไดในแตละวิธี ดังตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1  วิธีการตรึงรูปและสมบัติของเอนไซมตรึงรูป 
 

วิธีการเชื่อมกบัตัวพยงุ  
สมบัติ วิธีการเชื่อม

ขวาง 
วิธีการดูดซับ
ทางกายภาพ 

วิธีการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนท 

วิธีการหอหุม 

การเตรียม 
คากิจกรรมเอนไซม  
ความจําเพาะตอซับสเตรท 
แรงเชื่อมพันธะกับตวัพยุง 
การนําตัวพยุงกับคืน 
การนําไปใชทัว่ไป 
คาใชจาย 
 

ยาก 
ปานกลาง 
เปลี่ยนได 
แข็งแรง 
ไมได 
ไดต่ํา 

ปานกลาง 

งาย 
ต่ํา 

ไมเปลี่ยน 
ออน 
ได 
ไดต่ํา 
ถูก 

ยาก 
สูง 

เปลี่ยนได 
แข็งแรง 
ได 

ไดปานกลาง 
แพง 

 

งาย 
สูง 

ไมเปลี่ยน 
ไมมี 

ไมได/นอย 
ไดสูง 
ถูก 

 
ที่มา: ปราณี (2547) 
 
 4.4.1  การเชื่อมขวาง (Crosslinking method ) 
 

การเตรียมเอนไซมตรึงรูปโดยวิธีนี้อาศยัวิธีการสรางพันธะเหมือนกับการสราง
พันธะโควาเลนท แตไมตองใชตัวพยุงที่เปนของแข็ง เอนไซมจะถูกตรึงอยูไดโดยการสรางพันธะ
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เชื่อมไขวภายในและระหวางโมเลกุลของเอนไซม ทําใหเอนไซมจับกันเปนกอนสามมิติ ซ่ึงทําให
โมเลกุลของเอนไซมไมละลายน้ํา สารเชื่อมไขวที่ใชจะมกีลุมฟงกชันตัง้แต 2 กลุมขึ้นไป ซ่ึงสาร
เชื่อมไขวนีจ้ะจับกับโมเลกุลของเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนท สารเชื่อมไขว ไดแก อะลิฟาติกได 
เอมีน (aliphatic diamines) ไดเมทธิลอะดิพเิมท (dimethyladipimate) ไดเมทธิลซับเบอริมิเอท 
(dimethyl suberimidate) และกูลตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) ซ่ึงสารนี้เปนตัวที่นยิมใชมากที่สุด 
ปฏิกิริยาการเชือ่มไขวขึ้นอยูกับชนิดของสารเชื่อมไขวทีใ่ช โดยสารเหลานี้จะมีหมูตางๆ ที่ใชจับ
โมเลกุลของเอนไซม คือ สารเชื่อมไขวที่มหีมูคารบอนิล จับกับ แอล-ไลซีนของเอนไซม (เกิดการ
จับแบบ Schiff’s base) สารเชื่อมไขวที่มีไดอะโซ จับกับแอล-ไลซีน แอล-ฮีสติดีน แอล-ไทโรซีน 
แอล-อารจินีน หรือ แอล-ซิสเตออีน (เกิดการจับกันดวยพันธะไดอะโซ) สารเชื่อมไขวที่มีหมูไอโซ
ไซยาเนต จับกบั primary amino group (เกิดการจับกนัดวยพันธะเปปไทด) สารเชื่อมไขวที่มี
หมูอัลคิลไอโอไดคจับกับหมูนิวคลิโอไฟล (เกิดปฏิกิริยาอัลคิลเลชัน) และหมูไอโอโดอะเซททา
ไมด จับกับ แอล-ซีสเตอีน ( เกิดปฏิกิริยาอัลคิลเลชัน ) การเชื่อมไขวระหวางเอนไซมกับกลูตาอัลดี
ไฮดนั้นมีความเสถียรมากและไมสามารถเกิดปฏิกิริยายอนกลับได ถึงแมวาอุณหภูมแิละพีเอช
เปลี่ยนแปลงไปมากก็ตาม เนื่องจากเกิดการจับกันแบบ Schiff’s base เกิดพันธะ aldimine ซ่ึงมีความ
แข็งแรงมาก นอกจากนั้นการเชื่อมไขวยังเกิดจากปฏิกิริยาหมูอะมิโนของเอนไซม จับตรงพันธะ 
ethylenic double bond ของ α,β- unsaturated oligomers ของ กลูตาอัลดีไฮด 

 
สภาวะทีเ่หมาะสมที่ทําใหไดเอนไซมที่ถูกเชื่อมไขวและไมละลายน้ํา โดยที่ไม

สูญเสียความสามารถในการเรงปฏิกิริยา ขึ้นอยูกับความสมดุลขององคประกอบตางๆ คือ ความ
เขมขนของเอนไซมและสารเชื่อมไขว พีเอช ความเขมขนของอิออนในสารละลาย (ionic strength) 
อุณหภูมิ และเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา เมื่อเติมสารละลายเอนไซมทีม่ีความเขมขนต่ําลงใน
สารละลายของสารเชื่อมไขว ในระยะแรกจะไดโอลิโกเมอรที่สามารถละลายไดในน้าํ เมื่อเพิ่มความ
เขมขนของสารละลายเอนไซมมากขึ้นจะเกิดพอลิเมอรทีม่ีน้ําหนกัโมเลกุลสูงและไมละลายน้ํา 
ความเขมขนของโปรตีนที่เหมาะสมในการตรึงอยูในชวง 50-200 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร การตรึง
เอนไซมโดยวธีินี้เกิดขึ้นไดเร็วมากเมื่อทําปฏิกิริยาที่พีเอชใกลกับจดุไอโซอิเลคตริคของเอนไซม 
นั้นๆ 
 

ธรรมชาติของเอนไซมมีอิทธิพลตอการตรึงเอนไซมใหอยูในรูปไมละลายน้ํา
โดยที่เอนไซมที่มีกรดอะมิโนไลซีนเปนองคประกอบอยูในปริมาณสูงทําใหเอนไซมอยูในรูปไม
ละลายน้ําไดงายขึ้น การเพิ่มความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดทําใหประสิทธิภาพในการตรึงเพิ่มขึ้น
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ดวยโดยจะเพิม่จนถึงจุดๆ หนึ่งแลวจะลดลง อัตราสวนที่เหมาะสมระหวางกลูตาอัลดไีฮดกับความ
เขมขนของโปรตีนมักอยูในชวง 10-100 เปอรเซ็นต (โดยน้ําหนัก) โดยความเขมขนของกลูตาอัลดี
ไฮดที่ใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุด จะอยูในชวง 0.3 – 0.6 เปอรเซ็นต ขอดีของการตรึงเอนไซม
ดวยวิธีนี้คือ สามารถใชสารเชื่อมไขวเพยีงชนิดเดยีว ตรึงภายในขั้นตอนเดียวและปฏิกิริยาการเชื่อม
ไขวเกดิไดงาย สวนขอบกพรองนั้น คือ มีความยากในการเลือกใชสภาวะทีใ่ชและควบคุมปฏิกิริยา
การเชื่อมไขวระหวางโมเลกุลของเอนไซม เพื่อใหไดขนาดของเอนไซมไมละลายน้ําที่มีขนาดใหญ
และเอนไซมยงัคงมีกิจกรรมเหลืออยูสูง นอกจากนัน้ เมือ่นําไปใชงาน ยังเกดิปญหาเรื่องการไหล
เนื่องจากเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีนี้จะมีลักษณะเปนเจล 

 
4.4.2  วิธีการดดูซับทางกายภาพ (Physical-adsorption method) 

 
การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ พนัธะที่ใชจะเปนพันธะไฮโดรเจน (hydrogen 

bonding) แรงวานเดอวาลล (vanderwaals force) และไฮโดรโฟรบิกอินเทอรแอคชนั (hydrophobic 
interaction) ซ่ึงยึดระหวางโมเลกุลของเอนไซมกับผิวของตัวพยุงทีเ่ปนของแข็ง การตรึงเอนไซม
ดวยวิธีนี้ทําไดโดยผสมสารละลายเอนไซมกับตัวพยุงที่ใชตรึงภายใตสภาวะที่เหมาะสม ทิ้งไว
เพื่อใหมกีารจบักัน จากนั้นแยกเอนไซมที่ถูกตรึงออกตัวดวยการเหวี่ยงหรือการกรอง 

 
ความสามารถในการดดูซับเอนไซมบนตัวพยุงขึ้นอยูกับ พีเอช ธรรมชาติของตัว

ทําละลาย ความเขมขนของอิออนในสารละลาย ความเขมขนของเอนไซมกับพาหะและอุณหภูมิที่
ใช นอกจากนีย้ังตองอาศัยธรรมชาติของเอนไซมและตวัพยุง เชน พืน้ที่ผิวของตัวพยุง อัตราสวน
ของหมูที่ชอบน้ํากับหมูทีไ่มชอบน้ํา ซ่ึงมีผลตอปริมาณเอนไซมที่ถูกจับบนตัวพยุงและกิจกรรมของ
เอนไซมหลังถูกจับ การควบคุมสภาวะตางๆ เหลานี้ใหเหมาะสมจะชวยใหมีการตรึงเอนไซมไดดี 
และกิจกรรมของเอนไซมที่ถูกตรึงยังคงมีอยูสูง ปจจัยหลักที่มีผลตอปริมาณเอนไซมที่ถูกดูดซับบน
ตัวพยุง คือ ความเขมขนของเอนไซมที่สัมผัสกับหนึ่งหนวยพื้นผิวของตวัพยุงกิจกรรมของเอนไซม
ที่ถูกตรึงมีคาเพิ่มขึ้น เมื่อเพิม่ความเขมขนของเอนไซมจนถึงจุดอิ่มตัวถึงแมจะเพิ่มความเขมขนของ
เอนไซมอีก กไ็มทําใหเอนไซมถูกตรึงเพิ่มขึ้น 

 
ตัวพยุงที่ใชดดูซับ (adsorbant) ที่นิยมใชมี 2 แบบ คือ ตัวพยุงที่เปนสารอินทรีย 

ไดแก เซลลูโลส activated carbon คอลลาเจน ถาน (charcoal) คอนคานาวาลินเอ (concanavalin A) 
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เปนตน และตวัพยุงทีเ่ปนสารอนินทรีย ไดแก DEAE-Sephadex อะลูมินา แกว ไฮดรอกซีลาพาไทท 
(hydroxylapatite) และซิลิกา เปนตน 

 
สวนการจับทีอ่าศัยพันธะไฮโดรโฟบิค ตัวพยุงที่ใชจะมสีวนที่ไมมีขั้วโดยเฉพาะ

กลุมที่เปนอะโรมาติกซึ่งกลุมนี้จะมีความสามารถจับกับเอนไซม โดยอาศัยไฮโดรโฟรบิกอินเทอร
แอคชัน กับโปรตีนที่มีสวนทีเ่หลือ (residues) คือ ทริปโตเฟน ไทโรซีนและไอโซลูซีน 
  
 4.4.3  การตรึงเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนท (Covalent-binding method) 
 

วิธีการผลิตเอนไซมตรึงรูปอีกวิธีหนึ่งและเปนทีน่ิยมกนัมาก เนื่องจากวิธีนี้มแีรง
กระทําระหวางตัวพยงุที่แข็งแรงมาก ทําใหเอนไซมหลุดออกจากตวัพยงุไดยาก แตจะมีการเตรียมที่
ยุงยากและราคาสูง (Chaplin and Brucke, 1990) และพนัธะโควาเลนทที่เกิดขึ้นนีจ้ะทําใหโครงสราง
ของเอนไซมตรึงรูปแข็งแรงขึ้น ทนตออุณหภูมแิละพีเอชที่รุนแรงไดมากขึ้น ความมีเสถียรภาพ
เหลานี้จะสงผลใหกิจกรรมเอนไซมลดลงเพียงแคเล็กนอยเทานั้น เมื่อเวลาผานไปนานๆ หรือเมื่อมี
การนํากลับมาใชซํ้า (Huckel et al., 1996) เปนการตรึงเอนไซมโดยมีการเชื่อมพันธะระหวาง
เอนไซมกับตวัพยุงดวยพันธะโควาเลนท การเลือกสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมทําไดยาก
กวาวิธีอ่ืน ๆ เนื่องจากปฏิกิริยาคอนขางซับซอนและรุนแรง การจับกันนี้อาศัยโครงสรางและ
คุณสมบัติของโปรตีนที่มีตอตัวพยุง ส่ิงสําคัญในการตรึงเอนไซมดวยวธีินี้ คือ กรดอะมิโนที่มีผลตอ
บริเวณเรงของเอนไซมตองไมเกี่ยวของกับการจับกันดวยพันธะโควาเลนทกับตัวพยุง ซ่ึงควบคุมได
ยากและโดยทัว่ไปเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีนี้จะสูญเสียกิจกรรมในระหวางกระบวนการตรึง แต
ปญหานี้สามารถแกไขไดโดยการใชตวัยับยั้งแบบแขงขันหรือซับสเตรทเขาไปจับกบัเอนไซมตรง
บริเวณเรง ทําใหปองกนับริเวณนี้จากการเกิดพันธะกับตวัพยุง ตวัพยงุชนิดนี้จะมีกลุมฟงกชัน
จํานวนมาก ทาํใหสามารถตรึงเอนไซมดวยปฏิกิริยาหลายชนิด ปจจัยทีม่ีผลตอการตรึงเอนไซมโดย
วิธีโควาเลนท คือ กลุมฟงกชันของโปรตีนที่เหมาะสมตอการสรางพันธะโควาเลนทภายใตสภาวะที่
ไมรุนแรง  ชนดิของปฏิกิริยาที่เกิดจากการจบักันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงและตัวพยงุที่มีกลุม
ฟงกชันที่เหมาะสมตอการจบักับเอนไซม 

 
   การเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท  คือการเชื่อมพันธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุง

ดวยพันธะโควาเลนท  วิธีนีม้ีผูนํามาศึกษามากที่สุด  การตรึงรูปดวยพนัธะโควาเลนทสามารถทําได 
7 วิธียอยๆ ดังนี้ (ปราณี, 2547) 
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ก.  วิธีไดอะโซ (Diazo method) 
 

         วิธีไดอะโซ คือ การสรางพันธะระหวางเอนไซมและตัวพยุงที่มีอนุพันธ
ไดอะโซเนยีม (-N+=N) เรียกกระบวนการนี้วา ไดอะโซไทเซชัน (diazotization) เชน ตัวพยุงที่มี 
aromatic amino group (R-Y-NH2) ดังปฏิกิริยา 

 
 
 
 

                  NaNO2 / HCl                             Enzyme 
R-Y-NH2                          (R-Y-N+≡N)Cl-                 R-Y-N=N-enzyme 

      เอนไซมที่สามารถสรางพันธะโควาเลนทโดยวิธีนี้ไดแก เอนไซมที่มีหมู    
อะมิโนอิสระมีหมูอิมิดาโซลหรือหมูฟนอลิกไฮดรอกซลิ 
    

  ข.  วิธีการเชื่อมดวยพันธะเปปไทด (Peptide binding method) 
 

         วิธีการเชือ่มดวยพันธะเปปไทด  คือ การเชื่อมระหวางโมเลกุลเอนไซมและ
ตัวพยุง ดวยพนัธะเปปไทดสังเคราะห (-CO-NH-)  ซ่ึงมี 2 ลักษณะ คือ 
 
                                     1)  ตัวพยุงมหีมูคารบอกซิล (-COOH) และหมูอะมิโน (-NH2) ถูกทําใหเปน
อนุพันธที่ไวตอปฏิกิริยา เชน อนุพันธของ acid azide, คลอไรด ไอโซไซยาเนต เปนตน แลวเชื่อม
กับหมูอะมิโนของเอนไซม ตัวอยางปฏิกิริยาที่ตัวพยุงถูกทําใหเปนอนพุันธคลอไรด ดังนี ้

 
 
 
 

                    SOCl2                   NH2-enzyme 
R-COOH                  R-COCl                         R-CONH-enzyme 

                                    2)  ใชสารควบแนน ไดแก คารโบไดอิไมด (carbodiimide), Woodward’s 
reagent K เปนตัวกลางสรางพันธะเปปไทด เมื่อพันธะเปปไทดเกดิขึ้นแลว สารควบแนนจะถูก
ปลอยกลับคืนมาดังเดิม 
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  ค.  วิธีการเติมหมูอัลคิล (Alkylation method) 
 

           วิธีการเตมิหมูอัลคิล คือการเชื่อมพันธะโควาเลนทระหวางหมูอะมิโน         
ฟนอลิก  หรือซัลไฟดริล ของเอนไซมกับหมูเฮไลด (halide) ของตัวพยุงแบบ alkylation ดังปฏิกิริยา 

 
 
 
 

                         BrCH2COBr                                       Enzyme 
Cellulose-OH                        Cellulose-OCOCH2Br 
                        BrCH2COOH, 
                            dioxane   
 
alkylation 
                   Cellulose-OCOCH2-enzyme 
 

 
 
 
 
 
 
  ง.  วิธีการเชื่อมพันธะดวยสารมีหนาที่คู (Bifunctional reagents binding method) 
 

         การเชื่อมขวางระหวางตัวพยงุและเอนไซม ดวยสารเชื่อมขวาง (cross-
linkers) ซ่ึงเชื่อมระหวางหมูอะมิโนของตัวพยุงกับหมูอะมิโนของเอนไซม  สารเชื่อมขวางอาจเปน
พวกสารมีหนาที่คู (bifunctional reagents)  หรือมีหมู 2 หมูทําหนาทีเ่ดียวกัน  ดังปฏิกิริยา 

 
 
 

                                                                                     -2 H2O 
Carrier-NH2+ OHC-(CH2)3-CHO + H2N-enzyme 
 
                         Carrier-N=CH-( CH2)3-CH=N-enzyme 
                                               Schiff base 

 
 
 
 
 
                                   ตัวอยางสารมีหนาที่คูที่รูจักกันแพรหลาย เชน กลูตาอัลดีไฮด 
(glutaraldehyde) ซ่ึงมีหมูอัลดีไฮดที่ปลายทั้ง 2 หมู ที่สามารถเชื่อมกับหมูอะมิโนของตัวพยงุกับ
เอนไซม ตัวอยางการใชกลูตาอัลดีไฮด เปนสารเชื่อมขวาง ซ่ึงปลายขางหนึ่งจะมีหนาที่จับกับหมู   
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เอมีนของไคโตซานและปลายอีกขางหนึ่งจะจับกับหมูเอมีนของเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท  
แสดงดังภาพที่ 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  การตรึงเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนทโดยใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง 
ที่มา: Songjun et al., (2004)  
 

จ.   วิธีการเชื่อมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ (Ugi reaction binding method) 
 

       วิธีการเชื่อมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ  เปนวิธีผสมของการทําให
สารประกอบในปฏิกิริยาซ่ึงประกอบดวยหมูไวตอปฏิกริิยา  เชน ไอโซไซยาไนด (isocyanide, R4) 
อัลดีไฮด (aldehyde, R1)  คีโตน (ketone, R2)  คารบอกซิล (carboxyl, R5)  เอมีน (amine, R3)       
ทั้งนี้ตัวพยุงและเอนไซมตองมีหมูไวตอปฏิกิริยาเหลานีอ้ยางใดอยางหนึ่งกไ็ด เพื่อทําใหเกิด                   
N-substituted amide (R4-NH-CO-CR1R2-NR3-CO-R5)  ทั้งนี้ตัวพยุงตองเปนตัวพยุงที่ไมละลายน้ํา  
ตัวอยางวิธีการเชื่อมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ โดยที่ตัวพยุงมีหมูคารบอกซิล (R-COOH) ดัง
ปฏิกิริยา 
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                    CH3           
R-COOH +          NCH2CH2CH2NC  +  CH3CHO  +  enzyme 
 (ตัวพยุง)       CH3

                  (3-dimethylaminopropylisocyanide) 
 
                                   CH3                                          CH3

                      R-CONCHCONHCH2 CH2 CH2N 
                               enzyme                                        CH3

                
         สมการขางตนนี้  ตวัพยงุที่ไมละลายน้าํมีหมูคารบอกซิล (R5) ผสมรวมกับ

สารละลายเอนไซมซ่ึงมีหมูอะมิโน (R3, H2N-enzyme)  จากนั้นเติมอะเซทัลดีไฮด (acetaldehyde 
(R1,CH3CHO) และ 3-dimethylaminopropylisocyanide (R4)  กวนสารละลายทั้งหมดเปนเวลา 6 
ช่ัวโมงที่พีเอช 6.5 ซ่ึงปรับโดยสารละลายไฮโดรคลอริก 0.5 นอรมอล (0.5N HCl) จะไดเอนไซม
ตรึงรูปในลักษณะ N-substituted amide 
 

 ฉ.  วิธีการเชื่อมพันธะโดยการแลกเปลี่ยนหมูไทออลเปนไดซัลไฟด (Thiol  → 
disulfide)  

 
                       วิธีการเชื่อมพนัธะโดยการแลกเปลี่ยนหมูไทออลเปนไดซัลไฟด เปนวธีิการ

ตรึงรูปแบบแลกเปลี่ยนหมูไทออล (-SH) ของเอนไซมและตัวพยุง  ซ่ึงการตรึงรูปวิธีนี้คอนขาง
จํากัดกับเอนไซมยูริเอสเทานั้น (มหีมูไทออล) แตปจจุบนัก็มีการศึกษากับเอนไซมทีไ่มมีหมูไทออล 
เชน แอลฟา-อะไมเลส ซ่ึงตองเติมหมูไทออล (thiolation) ใหกับเอนไซมกอน 

 
 ช.  วิธีการเชื่อมพันธะกับตวัพยุงดวยวิธีอ่ืนๆ 
   

                       1)  การใชแปงไดอัลดีไฮด (dialdehyde starch, OHC-starch-CHO) ซ่ึงเปน
ตัวพยุงที่มีหมูอัลดีไฮด 2 หมู สามารถใชเปนตัวพยุงในการจับกับหมูอะมิโนของเอนไซมแบบ
ปฏิกิริยาชิฟเบส ไดแก การตรงึรูปปาเปน 
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                                     2)  การใชพอลี (4-ฟอรมิล-เมทอกซีฟนอล) เมทาอะคริเลต (poly(4-formyl-
methoxyphenol) methacrylate)  เปนตวัพยงุที่มีหมูอัลดีไฮดที่ไวตอปฏิกิริยา จะทําปฏิกิริยากับ
หมูอะมิโนของเอนไซม   
 
                                     3)  วธีิการสรางพันธะกัวอะนิดนี (Guanidine) 
 
                        4)  วิธีการตรึงรูปเอนไซมรวมกับโคแฟกเตอร 
  
                  4.4.4  การตรึงเอนไซมดวยวธีิหอหุม (Entrapment method) 

 
  วิธีนี้เปนการตรึงเอนไซมอิสระไวภายในชองวางของตาขายพอลิเมอรหรือ

หอหุมเอนไซมไวดวยเยื่อบางที่ยอมใหมสีารบางตัวผานเขาออกได (semipermeable membrane) 
โดยจะยอมใหมีการแพรเขาออกของโมเลกุลซับสเตรทและผลิตภัณฑ 

 
 การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้แตกตางจากการตรึงเอนไซมดวยวิธีทางเคมีโดยที่การ
ตรึงจะไมมกีารเชื่อมพันธะเคมีใดๆ ระหวางเอนไซมและพอลิเมอรหรือแผนเมมเบรนที่ลอมรอบ 
ดังนั้น จึงสามารถใชตรึงเอนไซมไดทุกชนดิรวมทั้งเซลลและองคประกอบตางๆ ของเซลล ทั้งที่มี
ขนาดและคณุสมบัติแตกตางกันก็ตาม การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทําใหความสามารถในการกระตุน
ปฏิกิริยาของเอนไซมลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้น เมื่อเทยีบกับการตรึงเอนไซมที่ใชพนัธะทางเคมีการ
ตรึงเอนไซมดวยการหอหุม สามารถแบงออกไดเปน 3 แบบคือ 

 
 ก.  การหอหุมภายในเจล (gel-entrapment method) 
 

 วิธีนี้เปนการทําใหโมเลกุลของเอนไซมเขาไปอยูในชองตาขายของพอลิ
เมอรที่ไมละลายน้ํา ซ่ึงตาขายพอลิเมอรนี้เตรียมไดจาก สารเริ่มตน (precursor) ที่เปนโมโนเมอร   
โอลิโกเมอรหรือพอลิเมอรแลวทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการละลาย ดวยการ
เปลี่ยนตัวแปรของการละลาย ซ่ึงไดแก ตัวทําละลาย อุณหภูมิ ความเขมขนของอิออน และพเีอช 
เพื่อใหเกิดปฏกิิริยาการเชื่อมไขว 
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     การหอหุมโดยใชเจล ที่เกิดจากสารตั้งตนที่เปนโมโนเมอร เปนการตรึง
เอนไซมโดยใชเจลโพลีอะคริลาไมด ที่ไดจากกระบวนการพอลิเมอไรเซชัน โดยใชอะคริลาไมด
เปนโมโนเมอรและสารเชื่อมไขวที่ใชจับโมโนเมอร  โดยทั่วไปจะเปน N,N- methylene 
bisacrylamide (bis) ปฏิกิริยานี้เกิดไดเมื่อไมมีออกซิเจนและใชอุณหภูมติ่ํา (10-25 องศาเซลเซียส) 
เพื่อปองกันการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมระหวางกระบวนการตรึง ปฏิกิริยาโพลีเมอรไรเซชันนี้
จะใช K2S2O8  หรือ riboflavin เปนตัวเร่ิมตน และ β-dimethylamino propionitrile ( DMAPN ) หรือ 
เปนตัวเรง ขอเสียของวิธีนี้ คอื เจลชนิดนี้ไมมีความคงทนตอแรงกล ทาํใหโครงรางตาขายเปดออก 
ซ่ึงผลใหเอนไซมหลุดออกจากเจลได แตอยางไรก็ตาม สามารถแกไขขอบกพรองนี้ได โดยการทํา
ใหเกิดการเชื่อมไขวอยางเหมาะสม 
 
  การหอหุมดวยเจลที่เกดิจากสารตั้งตนที่เปนโอลิโกเมอร การเตรียมพอลิ
เมอรจากสารเริ่มตนที่เปนโอลิโกเมอร จะใหผลดีกวาการใชโมโนเมอร เนื่องจาก ขนาดโมเลกุล
ใหญกวาของโมโนเมอร ทําใหการเชื่อมตอระหวางโมเลกุลนอยกวา ความรอนที่เกดิจากปฏิกิริยา
พอลิเมอรไรเซชันเกิดขึ้นนอย เนื่องจากเกิดการเชื่อมตอระหวางโมเลกุลนอยนั่นเอง อยางไรก็ตาม
ปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชันของสารตั้งตนที่เปนโอลิโกเมอรจําเปนตองใชสารที่มีกลุมฟงกชันที่ไว
ตอปฏิกิริยา เชน กลุมอีพอกซีคารบอนิลหรือไอโซไซยาเนต ซ่ึงกลุมเหลานี้จะทําปฏิกิริยากับ
โมเลกุลของเอนไซม ดังนั้นการตรึงดวยวธีินี้จะมีทั้งการหอหุมเอนไซมและเกดิพันธะโควาเลนท 
 

  การหอหุมเอนไซมดวยพอลิเมอร ที่มีโมเลกุลเปนลูกโซยาวเปนการตรงึ
เอนไซมโดยการเติมเอนไซมลงในพอลิเมอรธรรมชาติ พอลิเมอรที่นิยมใชคือ โปรตีน (คอลลาเจน
และเจลาทิน) และโพลีแซคคาไรด (อะการ แคลเซียมอัลจิเนต แคปปา-คารราจีแนนและไคโตแซน)  

 
ข.  การหอหุมดวยเสนใย (fiber-entrapment) 
 

            วิธีนี้เปนการตรึงเอนไซมไวในโพรงขนาดเล็กของเสนใยสังเคราะห ซ่ึงทาํ
ไดโดยละลายพอลิเมอรที่ใชทําเปนเจล ที่นยิมใชคือ เซลลูโลสไตรอะซีเตท (cellulose triacetate) ใน
ตัวทําละลายอนิทรียที่ไมละลายน้ํา (คลอโรฟอรม เมทธิลีนคลอไรด คารบอนเตตราคลอไรด) แลว
ผสมสารละลายเอนไซมลงไป นําอิมัลชันที่ไดนี้ผานเครือ่ง extruder ลงในของเหลวที่ทําใหอิมัลชนั
เกิดการจับตัวกันเปนของแขง็ ซ่ึงของเหลวที่ใชตกตะกอนนี้มักเปน โทลูอีน หรือ ปโตรเลียมอีเธอร 
วิธีนี้มีขอดีหลายประการ คือ เสนใยที่ไดสามารถทนกรดออนและดางออนได แตอยางไรก็ตามวิธีนี้
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ก็มีขอบกพรองคือซับสเตรท ที่มีโมเลกุลเล็ก เทานั้นที่สามารถผานเขาไปได เนื่องจากการตรึงทําให
เกิดการปดกั้นการเขาออก นอกจากนัน้เอนไซมอาจถูกทําลายดวยตัวทําละลายอินทรียที่ใชเปนตวั
ทําละลายของพอลิเมอรและสารที่ใชตกตะกอน 
 
 ค.  การตรึงเอนไซมดวยแคปซูลขนาดเล็ก (microencapsulation) 
 
                       วิธีนี้เปนการหอหุมเอนไซมไวในแคปซูลขนาดเล็กที่เตรียมไดจากพอลิเมอร
ที่เปนสารอินทรีย ซ่ึงพอลิเมอรนี้มีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผาน ที่สามารถปลอยใหซับสเตรทและ
ผลิตภัณฑผานได ขอดีของวธีินี้คือ มีพื้นที่ผิวมากเพื่อใหซับสเตรทสัมผัสกับเอนไซมไดและ
สามารถตรึงเอนไซมไดหลายชนิดพรอมๆ กัน ในขั้นตอนเดียว โดยไมจํากัดวาเอนไซมนั้นจะผาน
การตรึงดวยวธีิอ่ืนมากอนหรือไม ขอบกพรองของวิธีนี้คือ ไมสามารถใชสําหรับกรณทีี่ใช 
ซับสเตรทที่มีน้ําหนกัโมเลกลุสูง เอนไซมมีการสูญเสียกจิกรรมในระหวางกระบวนการตรึงและ
เอนไซมอาจเขาไปอยูในผนังของเยื่อพอลิเมอรได 
   
5.  การใชไคโตซานเปนตัวพยุงสาํหรับตรึงเอนไซม   
  

ไคโตซาน มีช่ือทางเคมีวา Poly [β-(1→4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose] ซ่ึงเปน
อนุพันธของไคตินที่ตัดเอาหมูอะซิทิล (acetyl) ของน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine (เรียกวา 
deacetylation คือ เปลี่ยนน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine เปน glucosamine) ออกตั้งแต 50 
เปอรเซ็นตขึ้นไปที่สกัด ผลิตภัณฑไคโตซานที่ไดจะมีคุณภาพและสมบัติแตกตางกันไปขึ้นอยูกับ
เทคนิคและขัน้ตอนการผลิต  
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เปลือกกุง  (Shrimp Biowaste) 
 

กระบวนการแยกโปรตีน  (Deproteination) ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง 
 

กระบวนการแยกแรธาต ุ (Decalcification) ดวยสารละลายกรดเกลือเจือจาง 
 

ไคติน (Chitin) 
 

กระบวนการดงึหมูอะซิทิล  (Deacetylation) ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 
 

ไคโตซาน  (Chitosan) 
 

ภาพที่ 6  ขั้นตอนการผลิตไคติน – ไคโตซาน 
ที่มา: ประภัสสร (2548) 
 

ไคโตซานเปนโคพอลิเมอรธรรมชาติ ที่มีมากที่สุดในโลก รองจากเซลลูโลส (cellulose) ถูก
คนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1811 ประกอบดวยอนพุันธของน้ําตาลกลูโคส ที่มีธาตุไนโตรเจนเกาะอยู
ภายในโมเลกลุและมีสมบัติละลายไดในกรดออน โครงสรางทางเคมีของไคตินและไคโตซานแสดง
ดังภาพที ่7 และ 8 ตามลําดับ 

 

 
 
ภาพที ่7  โครงสรางทางเคมีของไคติน  
ที่มา: ประภัสสร (2548) 
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ภาพที ่8  โครงสรางทางเคมีของไคโตซาน 
ที่มา: ประภัสสร (2548) 
  

ไคโตซานสามารถละลายไดในสารละลายหลายชนิด ไดแก สารละลายอินทรียเจือจาง เชน 
กรดฟอรมิก กรดอะดินกิ กรดแลคติก กรดไพรูวิก กรดมาลิก กรดทารทาริกและกรดซิตริก 
นอกจากนี้สามารถละลายในกรดไนตริก กรดไฮโดรคลอริกเจือจางและกรดเปอรคลอริก ละลายได
นอยในกรดฟอสฟอริก แตไมละลายในกรดซัลฟูริก  ปกติแลวไคโตซานที่ไดจะมีสวนผสมของ
น้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine และ glucosamine อยูในสายพอลิเมอรเดียวกนั ซ่ึงระดับการกําจัด
หมู acetyl (เปอรเซ็นตการเกดิ deacetylation) นี้มีผลตอสมบัติและการทํางานของไคโตซาน 
นอกจากนี้น้ําหนักโมเลกุลของไคโตซานบอกถึงความยาวของสายไคโตซาน ซ่ึงมีผลตอความหนดื 
เชน ไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะมสีายยาวและสารละลายที่มีความหนดืมากกวาไคโตซานที่
มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา เปนตน ดังนั้นการนําไคโตซานไปใชประโยชนจะตองพิจารณาทั้งเปอรเซ็นต
การเกิด deacetylation และน้าํหนักโมเลกุล 

 
ไคโตซานเปนวัสดุชีวภาพทีม่ีความหลากหลายและมีสมบตัิที่โดดเดน อาทิ มีคุณสมบัติใน

การดูดซับและจับตรึงที่ดี (Pereira et al., 2003) สามารถทนอุณหภูมิไดสูงโดยมีคา Tg (glass 
transition temperature) ประมาณ 154 องศาเซลเซียส (Seshadri et al., 2005) มีความเปนประจุบวก
สูง สามารถทําเปนแผนฟลม    มีความเขากนัไดทางชวีภาพ สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ ไม
มีพิษและเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม ดังนั้น ไคติน-ไคโตซานจึงสามารถนํามาประยกุตใชในผลิตภณัฑ
และอุตสาหกรรมตางๆ ไดอยางมากมาย อาทิเชน ดานอาหาร ไคโตซานมีสมบัติในการตอตาน       
จุลินทรียและเชื้อราบางชนิด และ ดานการแพทย มีการวจิัยนําแผนไคโตซานมาใชปดแผล ชวยทํา
ใหไมเปนแผลเปน โดยไคโตซานชวยลดการ contraction ของ fibroblast ทําใหแผลเรียบ กระตุนให
เกิดการซอมแซมบาดแผลใหหายเร็วขึ้น เปนตน 
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งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

 Adinarayana et al. (2003) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสจาก Bacillus subtilis PE-11 
โดยวิธีการหอหุมในแคลเซียมอัลจิเนต (calcium alginate) เพื่อศึกษาผลของคากิจกรรมเอนไซม 
เปรียบเทียบกบัความเขมขนของแคลเซียมอัลจิเนต ชนิดของสารละลายที่ทําใหเกิดเปนเม็ด
แคลเซียมอัลจิเนต ความเขมขนของสารละลายที่ทําใหเกดิเปนเมด็แคลเซียมอัลจิเนต ระยะเวลาที่
เหมาะสมในการเกิดเปนเม็ดแคลเซียมอัลจิเนต และขนาดเสนผานศูนยกลางของเม็ดแคลเซียม 
อัลจิเนต โดยวธีิการตรึงรูปแบบหอหุมนี้ทาํไดโดย นําสารละลายแคลเซียมอัลจิเนตทีค่วามเขมขน
ตางๆ กัน (1 2 3 4 และ 5 เปอรเซนต) ใสในหลอดเข็มฉีดยาที่มีหัวเข็มขนาดตางๆ กันและหยดลงใน
สารละลายตางๆ กัน (BaCl2 SrCl2 และ CaCl2) และจะเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารละลายที่ทํา
ใหเกิดเปนเม็ด (0.01 0.125 0.25 0.375 และ 0.5 โมลาร) จากนั้นแชเม็ดแคลเซียมอัลจิเนตไวใน
สารละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในเวลาที่ตางๆ กนั (1 6 11 16 และ 21 ช่ัวโมง) นําเม็ด
แคลเซียมอัลจิเนตที่ไดมาลางดวยน้ํา 3-4 คร้ัง พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซมที่ให
คากิจกรรมเอนไซมสูงสุดคือ ความเขมขนของแคลเซียมอัลจิเนต 3 เปอรเซ็นต แชเม็ดแคลเซียม   
อัลจิเนตในสารละลาย CaCl2 เขมขน 0.25 เปอรเซ็นต นาน 1 ช่ัวโมง และเม็ดแคลเซยีม 
อัลจิเนตที่มีเสนผานศูนยกลาง 3.24 มิลลิเมตร ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุด นอกจากนี้ยังสามารถ
ใชซํ้าไดถึง 9  คร้ัง  
 

Betigeri and Neau (2002) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa โดย
วิธีการหอหุมดวย พอลิเมอร 3 ชนิด คือ โซเดียมอัลจิเนต ไคโตซานและอะกาโรส กอนการตรึงได
ทดสอบความคงตัวของเม็ดพอลิเมอรที่พีเอชที่ใชในการตรึง คือ พีเอช 7.2 สําหรับโซเดียมอัลจิเนต
และไคโตซาน สําหรับอะกาโรสทดสอบที่พีเอช 7.4 พบวาอะกาโรสไมมีความคงตัวที่พีเอชที่
ทดสอบ ดังนัน้จึงทําการตรงึไลเปสดวยโซเดียมอัลจิเนตและไคโตซาน พบวาที่สภาวะการตรึง คือ 
ใชความเขมขนของพอลิเมอร 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ความเขมขนของเอนไซม 5.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เอนไซมที่ถูกหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต จะไดคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 
240 ยูนิตตอมลิลิลิตร คากิจกรรมลดลงเหลือ 9 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกบัเอนไซมอิสระ สวนไลเปสที่
ถูกหอหุมดวยไคโตซาน จะไดคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 1150 ยนูิตตอมิลลิลิตร โดยคา
กิจกรรมลดลงเหลือ 42 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับเอนไซมอิสระ  ซ่ึงคากิจกรรมของเอนไซมที่หอหุม
ดวยไคโตซาน มีคาสูงกวาการตรึงดวยโซเดียมอัลจิเนต  นอกจากนี้ขนาดของรูพรุนที่ใหญขึ้น ของ
เม็ดไคโตซาน สามารถเพิ่มคากิจกรรมของเอนไซม  ซ่ึงขนาดรูพรุนนี้ แปรผกผันกับความเขมขน
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ของไคโตซานที่ใชในการหุม  ซ่ึงพบวาความเขมขนที่ 2 เปอรเซนต จะทําใหสูญเสียเอนไซมขณะ
ทําการหอหุมนอยที่สุด และมีการหลุดร่ัวของเอนไซมจากที่หอหุมต่ําทีสุ่ด  

 
Chang and Juang (2007) ไดศึกษาการตรึงเอนไซม β-glucosidase ที่ตรึงดวยพันธะ          

โควาเลนทบนไคโตซาน ในการตรึงจะใชกลูตาอัลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพนัธะโควาเลนทระหวาง
เอนไซมกับไคโตซาน ซ่ึงพบวาสภาวะที่ทําการตรึงเอนไซมไดมากที่สุดคือ ใชปริมาณเอนไซม 2 
มิลลิลิตรตอเม็ดไคโตซาน 0.05 กรัม กระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 5 กรัมตอลิตร ที่พีเอช 5.5 เปนเวลา 
2 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  หลังจากนั้นเมื่อนาํเอนไซมอิสระและเอนไซมที่ตรึงรูปแลว
ไปวัดเสถียรภาพที่อุณหภูมิตางๆ กัน คือ 25-75 องศาเซลเซียส พบวาเอนไซมที่ตรึงดวยพนัธะ      
โควาเลนทมีเสถียรภาพทางความรอนที่สูงกวาเอนไซมอิสระที่ทุกๆ อุณหภูมิ  ในสวนคาพีเอชที่มี
ผลตอกิจกรรมเอนไซมก็ไดถูกทดสอบ พบวาเอนไซมตรึงรูปใหคากิจกรรมเอนไซมสูงกวาเอนไซม
อิสระในทุกๆ ชวงพีเอช นอกจากนี้ ไดทําการทดสอบระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซมโดยเก็บ
เอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปในอะซิเตดบัฟเฟอร พเีอช 3.5 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส      
นาน 60 วัน พบวา กิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือ 50 เปอรเซ็นต เมื่อเก็บเอนไซมตรึงรูปและ
เอนไซมอิสระนาน 25 วันและ 18 วัน ตามลําดับ  

 
 Chellapandian (1997) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนแรหินทรายดวยพนัธะ        
โควาเลนท เปรียบเทียบผลระหวางการใชเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป ผลที่ไดคือ เอนไซม
ตรึงรูปที่ไดมีเสถียรภาพที่จะทํางานในชวงที่อุณหภูมิและพีเอชกวางขึน้ และสามารถนําไปใชซํ้าได 
5 ครั้ง โดยที่กจิกรรมเอนไซมลดลงเพียงแค 22 เปอรเซนต 
 

Jegan et al. (2005) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมปาเปนจาก Carica papaya โดยวิธีการหอหุม
ดวยโซเดียมอลัจิเนต ที่สภาวะการตรึง คือ ความเขมขนของเอนไซม 0.5 ลูกบาศกเซนติเมตร    
ความเขมขนของโซเดียมอัลจิเนต  4.5  ลูกบาศกเซนติเมตร ตรึงที่อุณหภูม2ิ5 องศาเซลเซียส และใช
เวลาในการตรึง 6 ช่ัวโมง เอนไซมตรึงรูปที่ไดมีเสนผานศูนยกลาง 2-3 มิลลิเมตร จากการทดลอง
พบวา เมื่อนําเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระไปทดสอบความคงตัวตอพีเอชและอณุหภูมิ พบวา 
เอนไซมที่ถูกตรึงมีความคงตัวที่พีเอช ตั้งแต 5-10 และอุณหภูมิตั้งแต 20-90 องศาเซลเซียส โดยไมมี
การสูญเสียกิจกรรมของเอนไซม ในขณะที่เอนไซมอิสระมีความคงตวัที่พีเอช 5-7 เทานั้น 
นอกจากนั้นสามารถเก็บเอนไซมที่ถูกตรึงไดนาน 120 ช่ัวโมงที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส และยัง
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ทําใหประสิทธิภาพการใชงานซ้ําเปนไปดวยดีคือ  มกีิจกรรมเอนไซมที่ลดลงเพียงแค 33 เปอรเซนต 
หลังจากใชงานไปแลว 6 คร้ัง  

 
   Juang et al. (2001) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase) บน   

ไคโตซานเพื่อนําไปดูดซับตวัถูกละลาย ทําไดโดยการนําไคโตซานซึ่งมีหมูเอมีนอยูแลวมากระตุน
ดวยกลูตาอัลดไีฮดที่ความเขมขนตางๆ กัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพื่อใหกลูตาอัลดีไฮดเปน
สารเชื่อมขวาง (crosslink agent) ระหวางไคโตซานกับเอนไซม พบวา ความเขมขนของกลูตาอัลดี
ไฮดมีผลตอประสิทธิภาพของเอนไซมตรึงรูปที่นําไปใชในการดดูซับตัวถูกละลาย กลาวคือ เมื่อ
ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดไมพอดกีับจํานวนหมูเอมนีบนไคโตซาน ทําใหมกีลูตาอัลดีไฮด
หลงเหลืออยูในระบบ กลูตาอัลดีไฮดที่หลงเหลืออยูนี้จะทําปฏิกิริยากับตัวถูกละลายเอง ซ่ึงจะสงผล
ใหประสิทธิภาพการดูดซับตัวถูกละลายลดลง และที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 5000 มิลลิกรัม 
ตอลิตร มีสภาวะในการตรึง คือ ความเขมขนของเอนไซม 377 มิลลิกรัมตอลิตร พีเอช 5 อุณหภูมิ    
4 องศาเซลเซียสและใชเวลาในการตรึง 18 ช่ัวโมง จะใหคากิจกรรมเอนไซมเทากับ 6 ไมโครโมล
ตอนาที   

 
Ruchi et al. (2006) ไดศึกษาเสถียรภาพการตรึงเอนไซมโปรติเอสจาก Aspergillus oryzae 

โดยเปรียบเทยีบเสถียรภาพระหวางการตรงึโปรติเอสโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท กับการ
ตรึงโปรติเอสโดยวิธีการดูดซับ สภาวะการตรึงโดยวิธีการดูดซับ คือ ละลายซีไลต 1 กรัมใน         
อะซิเตดบัฟเฟอรที่มีความเขมขน 0.1 โมล ปริมาตร 10 มิลลิลิตรแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 4         
องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นกรองแลวลางดวย อะซิเตดบัฟเฟอร พเีอช 4.5 สวน
ในการตรึงดวยพันธะโควาเลนท จะใชกลูตาอัลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพนัธะระหวางไคโตซานกับ 
โปรติเอส ทําไดโดยนาํไคโตซานมากระตุน (activate) ดวยสารละลายกลูตาอัลดีไฮดกอนที่จะนําไป
ตรึงเอนไซมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวาการตรึงเอนไซมดวยพนัธะ 
โควาเลนทใหเสถียรภาพที่สูงกวาการตรึงดวยวิธีการดูดซบั กลาวคือ ในการตรึงเอนไซมดวยพนัธะ 
โควาเลนทใหคากิจกรรมเอนไซมสูงกวา  
 

Songjun et al. (2004) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมเปปซิน โดยวิธีการหอหุมในพอลิเมอรที่
เตรยีมโดย การทําปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันแบบดิสเพอชัน (dispersion polymerization) ระหวาง
มอนอเมอรเมตทาคิเลท (methacrylate) ซ่ึงมีหมูฟงกชันคือ  หมูคารบอกซิลกับเบนโซอิลเปอ
ออกไซด (benzoyl peroxide) และพอลิไวนลิไพโรลิโดน (polyvinyl pyrrolidone) แลวนําไปตรึง
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เอนไซมเปปซินดวยวิธีการหอหุมที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ผลที่ไดคือ
เอนไซมตรึงรูปที่ไดมีเสถียรภาพที่จะทํางานในชวงอุณหภูมิและพีเอชกวางขึ้นและยังทําใหคา
กิจกรรมเอนไซมสูงถึง 74 เปอรเซนต ของกิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน  

 
 Yi-SuOh et al. (2000) ไดศกึษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสจาก Pseudomonas aeruginosa 
K-187 บนไฮดรอกซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลสอะซิเตดซัคซิเนต (hydroxyl propyl methyl cellulose 
acetate succinate) ดวยพันธะโควาเลนทโดยใชคารโบดไีมด เปนตวักระตุน เพื่อศกึษาผลของคา
กิจกรรมเอนไซม ความคงตัวของเอนไซม และระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซม พบวา เอนไซม
ตรึงรูปที่ไดมีคากิจกรรมเอนไซมสูงกวาเอนไซมอิสระ และที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส พีเอช 7    
มีคากิจกรรมเอนไซมสูงที่สุด นอกจากนี้เอนไซมตรึงรูปยังสามารถเก็บไดนาน 12 วัน ในขณะที่
เอนไซมอิสระเก็บไดเพียง 8 วัน 
 
 
  
 
 
 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 
 
 1.  วัตถุดิบ 

 
     1.1  กากถั่วเหลืองสกัดน้ํามันไดรับความเอื้อเฟอจาก บริษัทอุตสาหกรรมวิวัฒนจํากัด 
  
     1.2  เอนไซมโปรติเอสทางการคาชนิดน้าํจาก Aspergillus oryzae Sigma, Germany 
  
     1.3 ไคโตซานชนิดผง: fine grade, Micronized Chitosan Specification Sheet, Thailand 
 
     1.4  ตัวทําละลายและสารเคมีที่ใช คือ โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodiumhydroxide, NaOH 

Solution): Analysis grade, Merck, Germany  กรดอะซตีิก: Analysis grade, Carlo Erba Reagenti, 
Italy  กลูตาอัลดีไฮดเขมขน 50 เปอรเซ็นต: Analysis grade, Fluka, Switzerland  โซเดียมไตรพอลิ
ฟอสเฟต: Analysis grade, Aldrich, Geramany  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต 
(KH2PO4): Analysis grade, Ajax Fine chem, Australia  ไดโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทร
ฟอสเฟต (K2HPO4): Analysis grade, Ajax Fine chem, Australia  กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 37 
เปอรเซ็นต: Analysis grade, Merck, Germany 

      
2.  อุปกรณที่ใชในการวิเคราะห 

 
      2.1  เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer): model PRIM Light & 

Advance, Secoman, France ใชวัดคาดูดกลนืแสง   
 
     2.2  เครื่องวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน: model FP-528, LECO, USA 
 
      2.3  เครื่องทําแหง (freeze dryer): รุน VFV 1, สถาบันวิจยัวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี

แหงประเทศไทย (วว.) 
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      2.4  กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscopy, 
SEM): model SXL 30, Philip, Netherland 
 

วิธีการ 
 
1.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสโดยวิธีการหอหุมดวยไคโตซาน   
 

ช่ังไคโตซาน 0.2 กรัมทําละลายในสารละลายกรดอะซิตกิความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร (เตรียมโดยละลายสารละลายกรดอะซิติกความเขมขน 100 เปอรเซ็นตจํานวน 0.1 
มิลลิลิตรในน้ํากลั่น 9.9 มิลลิลิตร) จากนัน้ผสมสารละลายไคโตซานกับสารละลายเอนไซม          
โปรติเอส 0.5 มิลลิลิตร กวนใหเขากนั นําสารละลายที่ไดใสในหลอดเข็มฉีดยา ที่มีหวัเข็มขนาด 22 
G แลวกดใหของเหลวหยดลงในสารละลายโซเดียมไตรโพลิฟอสเฟตความเขมขน 0.136 โมลาร  
(โดยละลายโซเดียมไตรโพลิฟอสเฟต 5 กรัม ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรความเขมขน 0.1      
โมลาร พีเอช 7 100 มิลลิลิตร) จากนัน้ตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิหองนาน 75 นาที ลางเอนไซมที่ถูกตรึง
ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 (Betegeri and Neau, 2002) 

 

2.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชือ่มดวยพันธะโควาเลนท  
 

2.1 การเตรียมไคโตซานชนิดเมด็และตรึงเอนไซม 
  
       เตรียมเม็ดไคโตซานโดยใชวิธีที่ไดอธิบายในขอ 1 (โดยไมเติมเอนไซม) จากนัน้เติม 

กลูตาอัลดีไฮดความเขมขน 25 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ที่เจือจางใหไดความเขมขน 0.05 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวนําไปเขยาที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา ลางเอนไซมที่ถูกตรึงดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร    
พีเอช 7  เติมสารละลายเอนไซมโปรติเอสปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรและฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 
0.5 โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที นาน 3 ช่ัวโมง จากนั้นตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง เมื่อครบ
เวลาแยกเอนไซมที่ถูกตรึงโดยนําไปผานการกรองดวยกระดาษกรองเบอร 41 ลางเอนไซมที่ถูกตรึง
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ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 5 มิลลิลิตรและน้ํากลั่น 10 
มิลลิลิตร (ดุษฎี, 2549) 
 
 2.2  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง 
  
        2.2.1  ศึกษาผลของระยะเวลาในการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด  

 
          ทําการตรึงเอนไซมตามวิธีในขอ 2.1 ที่ระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด

ตางๆ กัน คือ 1 3 6 และ 8 ช่ัวโมง  หลังจากตรึงเสร็จ วิเคราะหหากิจกรรมเอนไซมและปริมาณ
โปรตนีที่ยึดเกาะ  

   
  2.2.2  ศึกษาผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด  

 
          ทําการตรึงเอนไซมตามวิธีในขอ 2.1 ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดตางๆ กนั 

คือ 0 0.025 0.05 0.1 0.25 และ 2.5 เปอรเซ็นต โดยใชระยะเวลาในการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดที่
เหมาะสม ที่ไดศึกษาไวในขอ 2.2.1 หลังจากตรึงเสร็จ วิเคราะหหากิจกรรมเอนไซมและปริมาณ
โปรตีนที่ยึดเกาะ  
 
 2.3  ศึกษาสภาวะการตรึงเอนไซม 
  
          2.3.1  ศึกษาผลของพีเอชและอุณหภูมิตอการตรึงเอนไซม 

 
          ทําการตรึงเอนไซมตามวิธีในขอ 2.1 และเลือกใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดศึกษา

มาแลวในขอ 2.2.1 และ 2.2.2 มาตรึงเอนไซมในสาระละลายบัฟเฟอรทีร่ะดับพีเอชตางๆ กัน คือ 5 6 
7 8 และ 9 (ความเขมขนไอออน (ionic strength) ของบัฟเฟอรใหคงที่ที ่0.05 โมลาร) และที่ระดับ
อุณหภูมิในการตรึงเอนไซมตางๆ กัน คือ 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส หลังจากตรึงเสร็จ 
วิเคราะหหากจิกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ  
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3.  ศึกษาการกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning 
Electron Microscopy, SEM) 
 

นําเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม ไปทําแหงดวย
เครื่องทําแหง (freeze dryer) จากนั้นทาํการสองดูภาพสวนพื้นผิวและสวนตัดขวางของเม็ดไคโต
ซาน หลังจากตรึงเอนไซม เพื่อดูการกระจายตัวของเอนไซมที่สภาวะตางๆ  (ไมมีเอนไซมและมี
เอนไซม) โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด  
 
4.  ศึกษาผลของความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป 
  

 4.1  ศึกษาผลของอุณหภูมติอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป 
  

   โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม แชใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 และนําไปเขยาที่ความเรว็รอบ 200 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิตางๆ  คือ 40 50 60 และ 70 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที วิเคราะหหา
กิจกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะ  

 
 4.2  ศึกษาผลของพีเอชตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป 
 

   โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม แชใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร ที่ระดับพีเอชตางๆ คือ 5 6 7 และ 8 (ความ
เขมขนไอออน (ionic strength) ของบัฟเฟอรใหคงที่ที ่0.05 โมลาร) และนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 
200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที วิเคราะหหากิจกรรมเอนไซมและ
ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ  
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5.  การใชงานเอนไซมท่ีถูกตรึงในการผลิตน้ําซอสปรุงรส 
        

5.1  วิธีการผลิตน้ําซอสปรุงรส 
 
                    ในการผลิตน้ําซอสปรุงรสนี้จะใชวิธีของคงศักดิ์ (คงศกัดิ,์ 2544) แตใชเอนไซมที่ถูก
ตรึงบนไคโตซานแทนเอนไซมอิสระ ซ่ึงมีวิธีการดังนี้ แชกากถั่วเหลืองสกัดน้ํามันปริมาตร 20  
มิลลิลิตร ในน้ํา 100 มิลลิลิตร เขยานาน 4 ช่ัวโมง ที่ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที  เติมเอนไซมที่ถูก
ตรึงและเขยาทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  นาน 13 ช่ัวโมง กรองน้ําซอสปรุงรสที่ไดดวยชุดกรอง
สุญญากาศ  

 
5.2 การใชซํ้า 
 

        ในการทดสอบการใชงานซ้ําของเอนไซมตรึงรูปในการผลิตน้ําซอสปรุงรสนั้น กอน
การใชงานในแตละครั้งจะลางเอนไซมตรึงรูปดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1   
โมลาร พีเอช 7 จํานวน 2 คร้ัง 
 
6.  วิธีการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม 
 
 ในการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมจะใชวธีิของมณีรัตน (มณีรัตน, 2542) โดยช่ังน้ําหนัก
เม็ดไคโตซานที่ผานการตรึงเอนไซมและนาํไปวิเคราะหหาคากิจกรรมเอนไซมตามวธีิที่แสดงใน
ภาคผนวก ก โดยแตละการทดลองมีการทําซํ้า 3 คร้ัง 
 
7.  วิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 
 ในการวิเคราะหปริมาณโปรตีนจะใชวิธีของ Bradford (Bradford, 1976) โดยเก็บสวนใสที่
ไดวดัปริมาตรทั้งหมดและนาํไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีทีแ่สดงในงานวจิัยของ           
ชนนิกานต (ชนนิกานต, 2550) จากนั้นนําผลที่ไดมาคํานวณปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะ (protein 
coupling) โดยแตละการทดลองมีการทําซํ้า 3 คร้ัง 
 
 



ผลและวิจารณ 
 

ในงานวิจยันี้มุงศึกษาเปรียบเทียบชนิดของพันธะที่ใชตรึงเอนไซมโปรติเอส เพื่อใชในการ
ผลิตน้ําซอสปรุงรสที่ใหสาร 3-MPCD ต่ํากวาสูตรที่ใชทั่วไปในปจจุบัน โดยไดเปรียบเทียบ
คุณสมบัติตางๆ ของเอนไซมที่ตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทกับวิธีการหอหุมดวย      
ตัวพยุง (ไมมแีรงกระทําระหวางเอนไซมกบัตัวพยงุ) รวมทั้งในการใชทาํซอสปรุงรส พบวา
เอนไซมตรึงรูปที่ไดจากการตรึงรูปทั้ง 2 วิธีมีขนาดเม็ดประมาณ 2.68 ± 0.07 และ 2.51 ± 0.13 
มิลลิเมตร ตามลําดับ อยางไรก็ตามสําหรับการตรึงเอนไซมโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท  
ไดศึกษาหาความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด ระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด และผลของ
อุณหภูมิและพเีอชที่เหมาะสมตอการตรึงเอนไซม   
 
1.  ผลการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชือ่มดวยพันธะ
โควาเลนท  
 

1.1  ผลของสภาวะการใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง  
 
       1.1.1  ผลของระยะเวลาในการกระตุนดวยกลูตาอัลดไีฮด  

 
            เมื่อตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานซึ่งมีหมูเอมีนอยูแลวมากระตุนดวย 
กลูตาอัลดีไฮด เพื่อใหกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง (crosslink agent) ระหวางไคโตซานกับ
เอนไซมโดยวธีิการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท ที่สภาวะความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.05 
เปอรเซ็นต แชนาน 1 3 6 และ8 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นนําไปตรึงเอนไซมที่
สภาวะเดยีวกนัคือ พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  จากภาพที่ 9ก เปนกราฟแสดงความสัมพันธ
ระหวางระยะเวลาที่เม็ดไคโตซานแชในกลูตาอัลดีไฮด หรือเรียกอีกอยางวา ระยะเวลาการกระตุน
ดวยกลูตาอัลดไีฮดกับคากจิกรรมเอนไซม พบวาที่เวลาในการกระตุนดวยกลูตาอัลดไีฮดตางๆ กันมี
ผลตอการตรึงเอนไซมเชนกนั ดังนั้นจากการทดลองจะเห็นวาเมื่อเปลี่ยนระยะเวลาการกระตุน
ดวยกลูตาอัลดไีฮดจาก 1 ช่ัวโมง เปน 8 ช่ัวโมง ผลที่ไดพบวา  คากิจกรรมเอนไซมมคีาเพิ่มขึ้นตาม
ระยะเวลาที่กระตุน จนถึงจุดสูงสุดที่เวลาหนึ่ง จากนัน้มีคาลดลง ซ่ึงความสัมพันธระหวางคา
กิจกรรมเอนไซมกับเวลา พบวาสามารถอธิบายไดดวยสมการโพลิโนเมียล ดีกรี 3  ซ่ึงจะไดวาเวลาที่
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ใหคากจิกรรมเอนไซมที่ดีทีสุ่ดคือ 2 ช่ัวโมง 30 นาที  โดยอิทธิพลของระยะเวลาที่ใชกระตุนที่มีตอ
การเปลี่ยนแปลงของคากิจกรรมนี้ มีลักษณะคลายคลึงกบัการเปลี่ยนแปลงคากิจกรรมของ                    

β-glucosidase ที่ตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทบนไคโตซาน  ที่ใชกลูตาอัลดีไฮดเปน
สารเชื่อมขวาง  โดยไดพบวาเมื่อกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดเขมขน 5 กรัมตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ 
(30-210 นาที) พบวาที่เวลา 120 นาทีจะใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุด (Chang and Juang, 2007)    
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ภาพที่ 9  ผลของระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดที่มีตอ ก. คากจิกรรมเอนไซม และ   
               ข. ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ โดยกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดเขมขน 0.05 เปอรเซ็นตโดย 
               น้ําหนักตอปริมาตรที่อุณหภูมิ 30 oC สภาวะการตรึงเอนไซมคือ พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 oC 

                 เสนทึบไดจากการทํา non-linear regression 
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 นอกจากนี้ยังพบวาการเปลีย่นแปลงของระยะเวลาการกระตุนที่มีผลตอปริมาณโปรตีนที่ยึด
เกาะมีลักษณะเดียวกันกับการเปลี่ยนแปลงคากิจกรรมเอนไซมที่ระยะเวลาตางๆ (ดังภาพที่ 9ข)  การ
เพิ่มขึ้นของคากิจกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น สามารถ
อธิบายไดดวยภาพที่ 5 คือการเพิ่มระยะเวลาการกระตุนเปนการเพิ่มปรมิาณกลูตาอัลดีไฮดที่มาเกาะ
บนไคโตซาน ซ่ึงสงผลใหปริมาณเอนไซมที่มาเกาะทีก่ลูตาอัลดีไฮดอีกหนึ่งหมูทางดานปลายมาก
ขึ้นตามไปดวยและมีผลทําใหคากจิกรรมเอนไซมตรึงรูปสูงขึ้น แตคาทั้งสองมีคาลดลงที่เวลาการ
กระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดเพิ่มเปน 3 ช่ัวโมงหรือมากกวา   เพราะเมื่อระยะเวลาการกระตุนมาก
เกินไป ทําใหหมูอัลดีไฮดอีกหนึ่งหมูที่เหลือทางดานปลายซึ่งไวตอปฏิกิริยานั้นมีโอกาสมากขึ้นใน
การจับกับหมูเอมีนของไคโตซานได  ดังนัน้จึงเกดิการสญูเสียหมูอัลดไีฮดที่จับกับหมูเอมีนของ
เอนไซมที่เติมลงมาในภายหลังได  ปริมาณเอนไซมที่เกาะจึงลดลง รวมทั้งคากิจกรรมเอนไซมดวย     
 

1.1.2  ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 
 

          ภาพที่ 10 ไดแสดงคากิจกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะที่ความ
เขมขนตางๆ ของกลูตาอัลดีไฮด (0 0.025 0.05 0.1 0.25 และ 2.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร 
โดยที่ความเขมขนเปนศูนยนั้นหมายถึงตรึงเอนไซมบนเม็ดไคโตซานโดยไมเติมกลูตาอัลดีไฮด)  
สภาวะอืน่ๆ ที่ใชในการกระตุนและตรึงเอนไซมจะควบคุมใหคงที่ คือ เวลาในการกระตุนเปน        
2 ช่ัวโมง 30 นาที  ที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส และตรึงเอนไซมที่พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  

   
          จากภาพที่ 10ก พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดจาก 0 เปอรเซ็นต

โดยน้ําหนักตอปริมาตร จนถึง 2.5 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัตอปริมาตร ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะมีคา
เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ที่ความเขมขนต่ํากวา 0.25 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร จากนั้นเพิ่มขึ้น
อยางชาๆ เพื่อเขาสูคาคงที่คาหนึ่ง  ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดเปนศูนยนั้นหมายถึงที่ผิวของ
เม็ดไคโตซานไมมีพันธะระหวางพอลิเมอรนี้กับกลูตาอลัดีไฮด  ดังนัน้ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ       
(8,085 ไมโครกรัม) บนเมด็ไคโตซาน จึงเปนการตรึงรูปที่เปนแบบดดูซบั (adsorption) เทานั้น โดย
แรงกระทําระหวางเอนไซมและตัวพยุงนีแ้ข็งแรงมากพอที่จะยดึเอนไซมไมใหหลุดไปในขั้นตอน
การลางหลังจากทําการตรึงเสร็จ    อยางไรกต็ามเมื่อตรึงเอนไซมบนเม็ดไคโตซานที่ผานการกระตุน
ดวยกลูตาอัลดไีฮดที่ความเขมขนต่ํา  พบวาสามารถยึดเอนไซมไดมากกวา   ซ่ึงแสดงใหเห็นวาแรง
กระทําที่ยดึระหวางเอนไซมและตัวพยุงนัน้มีความแข็งแรงมากกวา  อยางไรก็ตามทีค่วามเขมขน 
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กลูตาอัลดีไฮดเพิ่มจาก 0.25 เปน 2.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ
เพิ่มขึ้นนอย  ซ่ึงมีสาเหตุจากผิวของเม็ดไคโตซานนั้นเขาใกลจุดที่อ่ิมตวัไปดวยกลูตาอัลดีไฮด  
ดังนั้นปริมาณกลูตาอัลดีไฮดบนผิวที่ 2 สภาวะนี้ใกลเคยีงกัน  จึงทําใหปริมาณโปรตีนที่เกาะไดมีคา
ใกลเคียงเชนกนั 
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ภาพที่ 10  ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่มีตอ ก. ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ และ 
                 ข. คากิจกรรมเอนไซม โดยกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 30 นาที 
                 ที่อุณหภูมิ 30 oC  สภาวะการตรงึเอนไซมคือ พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 oC เสนทึบแสดง  
                 แนวโนมการเปลีย่นแปลงเทานัน้ 
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ภาพที่ 10ข แสดงใหเห็นถึงการเพิ่มขึ้นจนถงึจุดสูงสุดแลวลดลงของคากิจกรรมเอนไซม  
เมื่อความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่ใชเปลี่ยนแปลงจาก 0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เปน 
2.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่ใหคากจิกรรมเอนไซม
สูงสุดในภาพนี้คือ 0.1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  ซ่ึงทางดานซายของจุดสูงสุดนี้ การเพิ่ม
ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดในการตรึงมากขึ้นก็จะทําใหกลูตาอัลดีไฮดมาติดที่ไคโตซานมาก
ขึ้น สงผลใหปริมาณเอนไซมที่ยึดเกาะและคากิจกรรมมากขึ้นดวย   แตเมื่อกระตุนดวยกลูตาอัลดี
ไฮดที่ความเขมขน 0.25 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรและสูงกวา  คากิจกรรมเอนไซมลดลง
ทั้งๆ ที่มีปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะสูงขึ้นเรื่อยๆ ก็ตาม  ทั้งนี้อาจเนื่องจากการที่เมื่อมีปริมาณโปรตีน
เกาะบนไคโตซานมากเกินไปจะทําใหเอนไซมเขาไปเกาะบนไคโตซานในสภาพที่แออัด  สงผลให
คากิจกรรมของเอนไซมลดลง  ทั้งๆ ที่อาจมีปริมาณเอนไซมเหลืออยูในสารละลายสูงในรูปที่เสีย
สภาพจึงทําใหไมสามารถทํางานไดดเีทาทีค่วร นอกจากนี้เนื่องจากเอนไซมสามารถตรึงบนไคโต
ซานเมื่อไมมีกลูตาอัลดีไฮด (ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดเปน 0 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนักตอ
ปริมาตรในภาพที่ 10ข) ได ดงันั้นคากิจกรรมของเอนไซมจึงมีคามากกวาศูนย   

 
 อิทธิพลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่มีตอปริมาณโปรตนีที่ยดึเกาะและคากจิกรรม  
เอนไซมที่พบในงานวิจยันี้  สอดคลองกับงานของ Fernando et al. (2005) ซ่ึงไดศึกษาการตรึง
เอนไซมโปรติเอสบนอะกาโรสดวยพนัธะโควาเลนทโดยกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด แตเนื่องจาก
สภาวะทีใ่ชกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดและการตรึงเอนไซมแตกตางจากงานนี้  จึงพบวาคาความ
เขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่เหมาะสมที่สุดคือ 0.5 เปอรเซ็นต  นอกจากนี้ในงานวิจัยของ Giovanni 
et al. (2001) ไดรายงานวา ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่เหมาะสมในการกระตุนเม็ดไคโตซาน 
กอนที่จะนําไปตรึงโปรติเอส จากเชื้อ Aspergillus niger คือ 0.5 เปอรเซ็นต   อยางไรก็ตามเนื่องจาก
งานของ Fernando et al. (2005) และ Giovanni et al. (2001)  ใชเอนไซมที่มาจากเชื้อเดียวกัน จึงทํา
ใหคาความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดเทากัน  นอกจากนี้ ดุษฎี (2549) ที่ตรึงเอนไซมไลเปสบนไคโต
ซานดวยพันธะโควาเลนทและใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง ไดรายงานการเปลีย่นแปลงของ
ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะและคากิจกรรมเอนไซมตรึงรูปเปนแนวโนมเดียวกัน  ความเขมขน 
กลูตาอัลดีไฮดที่เหมาะสมคือ 0.05 เปอรเซ็นต 
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1.2  ผลของสภาวะการตรึงเอนไซม 
 
 ในการตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทนี้  ไดเร่ิมตนจากการหาสภาวะที่เหมาะสมใน

การกระตุนตัวพยุง (ไคโตซาน) ดวยกลูตาอัลดีไฮด  ซ่ึงไดกลาวขางตนแลว  ส่ิงที่ทําตอไปคือการหา
สภาวะอณุหภมูิและพีเอชที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม ดังไดกลาวตอไปนี ้

 
1.2.1  ผลของพีเอชและอุณหภูมิตอการตรึงเอนไซม 

 
                ในการศึกษาผลของพีเอชและอณุหภูมิที่มีตอการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโต

ซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทนี้  ตองทําการกระตุนตวัพยุงกอนดวยกลูตาอัลดีไฮด โดย
ใชความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดคงที่ที ่0.1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ใชอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียสและระยะเวลาของการกระตุนคงที่ที่ 2 ช่ัวโมง 30 นาที จากนั้นนําตัวพยงุที่กระตุน
แลวมาตรึงเอนไซม ที่พีเอชตางๆ (5 6 7 8 และ 9)  และทีอุ่ณหภูมิตางๆ (30 40 50 และ 60 องศา
เซลเซียส)   

 
การเปลี่ยนแปลงของคากิจกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะเมื่อใช     

พีเอชและอณุหภูมิตางๆ ในการตรึงเอนไซมแสดงดังภาพที่ 11ก และ 11ข ตามลําดับ จากภาพทั้ง
สองจะเหน็วาที่พีเอชต่ําและสูงกวา 7 คากจิกรรมเอนไซมมีคาลดลงเปนเปอรเซ็นตสูงกวาการลดลง
ของปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะเมื่อตรึงเอนไซมที่คาพีเอชเหลานั้น ซ่ึงสาเหตุของการลดลงของคา
กิจกรรมเอนไซมที่พีเอชต่ําหรือสูงกวา 7 นั้นเปนผลจากการเสียสภาพของเอนไซมอันเนื่องมาจาก
คาพีเอชมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของประจุสุทธิ (Net charge)  ซ่ึงมีผลตอรูปรางและการทํางานของ
เอนไซม (ปราณี, 2547) เนื่องจากในการตรึงเอนไซมนี้  บริเวณผวิของไคโตซานจะมตีัวเชื่อมขวาง  
ซ่ึงสามารถจับเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนทและเนื่องจากพันธะนี้มีความแข็งแรงและไมขึ้นกบัคา 
พีเอชของระบบ  ดังนั้นปริมาณเอนไซมทีต่รึงที่พีเอชตางๆ จึงควรมีคาใกลเคียงกัน  ซ่ึงในการ
ทดลองนี้พบวาปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะมคีาลดลงที่พีเอชสูงและต่ํากวา 7  ซ่ึงนาจะมสีาเหตุจาก
เอนไซมยึดเกาะบนไคโตซานดวยพันธะอืน่ๆ ซ่ึงอาจถูกทําลายไดอยางงายดายที่พีเอชตางๆ และ 
เนื่องจากโปรติเอสที่ใชในงานวิจยันี้ไดจากเชื้อ Aspergillus oryzae โดยเปนเอนไซมที่มีชวง
ปฏิกิริยาของพเีอชที่ปนกลาง (ปราณี, 2547) ดังนั้นจึงสอดคลองกับผลที่ไดจากภาพที่ 11ข นั่นคือ 
คาพีเอชของสารละลายเอนไซมที่ใชตรึงที่ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดคือที่พีเอช 7 นอกจากนีใ้น
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งานวิจยัของ Giovanni et al. (2001) ยังไดรายงานวาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม           
โปรติเอสบนอะกาโรส คือที่พีเอช 7 
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ภาพที่ 11  ผลของพีเอชและอุณหภูมิในการตรึงเอนไซมที่มีตอ ก. คากจิกรรมเอนไซม และ         
                 ข. ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ ทีอุ่ณหภูมิตางๆ ดังนี้ 30 (   ), 40 (   ) , 50 (   ) และ 60 (   ) oC  
                 ตามลําดับ โดยสภาวะที่ใชกระตุนเม็ดไคโตซานดวยกลูตาอลัดีไฮดคือ ความเขมขนของ  
                 กลูตาอัลดีไฮดเปน 0.1 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัตอปริมาตร กระตุนเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 30  
                 นาที ที่อุณหภูมิ 30 oC  เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น 
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จากการทดลองนี้ไดพบวาอุณหภูมิมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคากิจกรรมเอนไซม 
กลาวคือ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดและมีคาลดลงที่อุณหภูมิ 30 50 
และ 60 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 11ข)  เนื่องจากอุณหภูมิมผีลตอคาคงที่ของอัตราการเกดิปฏิกิริยา
ของการวัดคากิจกรรมเอนไซม โดยเปนไปตามสมการของ Arrhenius (Srisagul, 2004) ดังนั้นการ
เพิ่มอุณหภูมิจงึสามารถเพิ่มอัตราการเกิดปฏิกิริยาได  สงผลใหคากิจกรรมเอนไซมเพิ่มขึ้น  แตที่
อุณหภูมิสูงกวา 40 องศาเซลเซียสนั้น คาดวาเอนไซมอาจเกิดการเสียสภาพดวยความรอน ซ่ึงผลการ
ทดลองที่ไดสอดคลองกับงานของ Ruchi et al. (2006) ที่ไดรายงานไววาอุณหภูมิที่เหมาะสมแกการ
ตรึงเอนไซมโปรติเอสที่มาจากเชื้อ Aspergillus oryzae  คือ 40 องศาเซลเซียส  เพราะเปนอุณหภูมิที่
ใหคากจิกรรมเอนไซมสูงสุด  
 
2.  ผลการศึกษาประสิทธิภาพการตรึง (Loading efficiency) 
 

ประสิทธิภาพการตรึงในที่นีห้มายถงึอัตราสวนของปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะบนตวัพยุง
หลังจากการตรึงและการลางดวยสารละลายบัฟเฟอรแลว  เมื่อเทียบกับปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่มีใน
สารละลายเอนไซม โดยในการศึกษานีไ้ดทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพดังกลาวเมื่อตรึงเอนไซม
โดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและการหอหุม (ตารางที่ 2) 

 
ตารางที่ 2  ผลของประสิทธิภาพการตรึงเอนไซม  
 

ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรมั) วิธีการตรึงรูป 
เร่ิมตน 

 
ในสารละลายโซเดียม
ไตรโพลิฟอสเฟต 

ในบัฟเฟอรทีใ่ช
ลาง 

ประสิทธิภาพการ
ตรึง 

 (เปอรเซ็นต) 
โควาเลนท 17,440±938 3,644±180 494±26 76.27±0.92 
หอหุม 17,440±938 9,189±238 1,153±28 40.69±1.45 

 
จากตารางที่ 2 จะเห็นวาคาประสิทธิภาพการตรึงเมื่อตรึงเอนไซมบนไคโตซานโดยวิธีการ

เชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมมีคาเทากับ 76.27 และ 40.69 เปอรเซ็นตตามลําดับ   
แสดงใหเห็นวาหลังจากที่ทําการตรึงและลางเม็ดไคโตซาน  เอนไซมบางสวนเทานัน้ที่ถูกหอหุม
ดวยไคโตซาน  โดยพบวาการสูญเสียเอนไซมเกิดขึ้นขณะทําการหยดลงไปในสารละลายโซเดียม
ไตรโพลิฟอสเฟตเพื่อใหเกดิเปนเจลที่จะแขง็และกลายเปนเม็ดไคโตซานและขณะลางดวย
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สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร โดยผลดังกลาวสอดคลองกับการทดลองของ Betigeri and Neau 
(2002)  ที่ไดหอหุมไลเปสดวยไคโตซานและพบวาการสูญเสียเอนไซมจะเกิดในขณะที่ไคโตซาน 
กําลังอยูในระยะแรกของการเกิดเจล โดยเอนไซมอาจหลุดและละลายอยูในสารละลายโซเดียมไตร
โพลิฟอสเฟตได นอกจากนีก้ารลางเม็ดเพือ่กําจัดไคโตซานที่เกาะหลวมๆ ออกไปนัน้ จะนําเอนไซม
ที่ติดอยูที่ผิวนอกของเม็ดออกไปดวย  

 
นอกจากนี้จะเห็นวาประสิทธิภาพการตรึงเมื่อตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดย

วิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนทมีคามากกวาวิธีการหอหุม ทั้งนี้อาจเนื่องจากวิธีการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนทแรงเชื่อมพนัธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุงแข็งแรงมาก  เมื่อเทียบกบัวิธีการตรึง
รูปอื่นๆ ทําใหเอนไซมหลุดออกจากตวัพยงุไดยาก ในขณะทีว่ิธีการหอหุมจะไมมีการเชื่อมพันธะ
เคมีใดๆ ระหวางเอนไซมกับตัวพยุงเลย เอนไซมจึงหลุดออกจากตวัพยงุไดงาย (ปราณี,2547) สงผล
ใหประสิทธิภาพการตรึงต่ํากวาวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท   นอกจากนี้ผลทีไ่ดจากการวจิยันี้
ยังสอดคลองกับการทดลองของ Mohamed et al. (1998) ที่พบวาการตรงึเอนไซมโปรติเอสจาก 
Bacillus mycoides โดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทใหคาประสิทธิภาพการตรึงสูงสุด 
รองลงมาคือ วิธีการหอหุมและการดูดซับ 

 
3. ผลการเปรียบเทียบเอนไซมท่ีถูกตรึงดวยวิธีการตางๆ  

  
ภาพที่12 แสดงคากิจกรรมเอนไซมในหนวยของยูนิตตอกรัมโปรตีนที่อยูในรูปเอนไซม

อิสระและที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม  จะเห็นวาคากิจกรรม
เอนไซมเมื่อตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทมคีาเทากับ 2,898 ยูนิตตอกรัมโปรตีน ซ่ึงสูง
กวาคากจิกรรมเอนไซมที่ไดจากวิธีการหอหุมที่มีคาเทากับ 2,189 ยูนติตอกรัมโปรตีน ทั้งนี้นาจะมา
จากซับสเตรทสามารถแพรเขาไปทําปฏิกิริยากับแอคทฟีไซด (active sites) ของเอนไซมที่ตรึงบน
เม็ดไคโตซานไดอยางงายดาย เมื่อเทียบกับเอนไซม ที่อยูภายในไคโตซาน โดยผลดังกลาว
สอดคลองกับการทดลองของ Toshiba and Qayyum (2007) ที่ไดพบวาการตรึงเอนไซมโปรติเอส
จาก Aspergillus oryzae บนแคลเซียมอัลจิเนต ดวยพนัธะโควาเลนทจะมีคากิจกรรมเอนไซมสูงกวา
การตรึงเอนไซมโดยวิธีการหอหุมดวยแคลเซียมอัลจิเนต  
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ภาพที่ 12  คากิจกรรมเอนไซมของเอนไซมอิสระและเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชือ่มดวยพันธะ     
                โควาเลนทและวิธีการหอหุม  

 
เมื่อเปรียบเทียบคากิจกรรมเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปจะเหน็วาคากิจกรรมเอนไซม

ของเอนไซมอิสระมีคาสูงกวาคากิจกรรมเอนไซมตรึงรูปทั้งวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท และ
วิธีการหอหุม  โดยเอนไซมอิสระมีคากิจกรรมเอนไซมเทากับ 15,450 ยนูติตอกรัมโปรตีน        
(ภาพที1่2) ทั้งนี้อาจเนื่องจากไคโตซานซึ่งเปนตัวพยุงที่มคีุณสมบัติชอบน้ํา (hydrophilicity) ทําให
ในขณะตรึงอาจจะไปดึงน้ําออกจากเอนไซม มีผลทําใหเอนไซมเสียสภาพ (denature) โครงสราง
สามมิติเปล่ียนไป ซ่ึงจะสงผลตอบริเวณเรง (active site) ที่ใชในการจับซับสเตรท ทําใหกจิกรรม
ของเอนไซมลดนอยลง (Villeneuve et al., 2000) นอกจากนี้เอนไซมอาจจะเขาไปเกาะบน            
ไคโตซานในสภาพที่แออัด ทําใหโมเลกุลของเอนไซมอยูเบียดชิดกนั ซับสเตรทไมสามารถเขาไป
ทําปฏิกริิยากับเอนไซมได จึงทําใหไมสามารถทํางานไดดเีทาที่ควร โดยในงานวิจยัของ           
Dincer and Telefoncu (2007)  ไดพบวาในการตรึงเอนไซมโปรติเอสจาก Aspergillus niger ดวย
พันธะโควาเลนทจะใหคากจิกรรมเอนไซมที่ต่ํากวาของเอนไซมอิสระ นอกจากนี้ยังไดมีรายงาน
เดียวกันนี้ในบทความอื่นๆ ดวย (Ruchi et al., 2006) 
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4.  ผลการศึกษาการกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนดิสองกราด 
(Scanning Electron Microscopy, SEM) 
 

ในสวนนี้ไดศกึษาการกระจายตัวของเอนไซมบนผิวและภายในของเม็ดไคโตซานทั้งที่ไมมี
เอนไซมและทีม่ีเอนไซม โดยใชเครื่องวดั SEM  ภาพที่ 13 ก- ค ไดแสดงภาพบริเวณสวนพืน้ผิวของ
เม็ดไคโตซานที่ไมมีเอนไซม มีเอนไซมทีต่รึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและมีเอนไซมที่
ตรึงโดยวิธีการหอหุม ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 

 
                                                             ก. 
 

                                                                                 
                          ข.              ค. 

 
ภาพที่ 13  ภาพบริเวณสวนพื้นผิวของเม็ดไคโตซานที่ ก. ไมมีเอนไซม  ข. มีเอนไซมที่ตรึงโดย 
                 วิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและ ค. มีเอนไซมที่ตรึงโดยวิธีการหอหุม 
 

เม็ดไคโตซานที่ไมมีเอนไซมอยูบนผิว (ภาพที่ 13ก) จะเห็นวามีผิวที่เรียบ แตมีรูพรุนใหญ
กระจาย  ในขณะที่เมด็ไคโตซานที่มีเอนไซมที่ตรึงโดยวธีิการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท จะเห็นวา
มีผิวที่เรียบ เนยีน (มีรูพรุนขนาดใกลเคียงกันและกระจายอยางสม่ําเสมอไปทั่วผิว ดภูาพที่ 13ข)  
เนื่องจากมีประสิทธิภาพการตรึงประมาณ 76.27 เปอรเซนต จึงอาจเปนสาเหตุของการกระจายของ
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เอนไซมที่ไมสม่ําเสมอ  กลาวคือยังคงเหน็รูพรุนอยูบาง  แตเปนรูพรุนที่แสดงถึงบริเวณทีไ่มมี
เอนไซมมาเกาะและเม็ดไคโตซานที่มีเอนไซมที่ตรึงโดยวธีิการหอหุมนัน้ จะเห็นวามลัีกษณะผิวที่มี
รูพรุนมากที่สุด (ภาพที่ 13ค) ซ่ึงมีสาเหตุจากในวิธีการหอหุมนั้น  ไคโตซานจะผสมกับเอนไซมและ
อยูในรูปสารละลายที่เปนเนือ้เดียวกัน  จากนั้นจึงไดทําการหยดลงในสารละลายโซเดียมไตรโพลิ
ฟอสเฟตเพื่อใหเกิดเปนเมด็กลมและนําไปลาง  ซ่ึงเอนไซมที่อยูใกลกับผิวภายนอกของเม็ดสามารถ
หลุดออกขณะตรึงและลางไดอยางงายดาย (ดังที่ไดแสดงในตารางที่ 2)  ดังนั้นเมื่อถายภาพผิวของ
เม็ดไคโตซานนี้ จึงเหน็รูพรุนมากมายเกิดขึ้น แตบางบริเวณจะมีลักษณะของผิวที่คลายกับผิวของ
เม็ดไคโตซานในภาพที่ 13ก นั่นเปนเพราะไมมีเอนไซมนั่นเอง    

 
 

                                                 
ก. 

 

                
ข. ค. 

 
ภาพที่ 14  ภาพบริเวณสวนตัดขวางของเม็ดไคโตซานที่  ก.ไมมีเอนไซม  ข. มีเอนไซมที่ตรึงโดย 
                 วิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและ ค. มีเอนไซมที่ตรึงโดยวิธีการหอหุม 
 

ภาพที่ 14 ก- ค ไดแสดงภาพบริเวณสวนตดัขวางของเมด็ไคโตซานที่ไมมีเอนไซม มี
เอนไซมที่ตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและมีเอนไซมที่ตรึงโดยวิธีการหอหุม 
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ตามลําดับ โดยเหน็วาภาพตดัขวางของเมด็ไคโตซานที่ไมมีเอนไซมคลายคลึงกับภาพของเม็ดไคโต
ซานที่มีเอนไซมที่ตรึงโดยวธีิการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท  บงบอกวาในการตรึงดวยพันธะโควา
เลนท  เอนไซมจะอยูที่ผิวภายนอกของเมด็ไคโตซาน  อยางไรก็ตามเนื่องจากการวางตาํแหนงของ
เม็ดไคโตซานขณะสอง SEM อยูในลักษณะที่เอยีง  จึงมองเห็นขนาดของรูพรุนในภาพที่ 14ก ไม
ชัดเจนและดเูหมือนมีขนาดเล็กกวา  ในขณะทีภ่าพที่ 14ข จะเหน็รูพรุนขนาดคอนขางใหญกวาและ
ไมมีเอนไซมอยู   สวนภาพที ่14ค จะสังเกตเห็นขนาดรูพรุนที่เล็กลงและเห็นสวนที่เปนสีขาว
ชัดเจนซึ่งนาจะเปนบริเวณทีม่ีเอนไซม แตการกระจายตวัของเอนไซมไมสม่ําเสมอ   นอกจากนี้ภาพ
ที่แสดงบริเวณที่มีเอนไซมนีค้ลายคลึงกับสิ่งที่ชนนิกานต (2550) ไดรายงานไว 

 
5.  ผลการศึกษาความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป 
 

ในที่นี้ ไดศึกษาผลของอุณหภูมิและพีเอชที่มีตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป ซ่ึงแสดง
ในเทอมของสัดสวนกจิกรรมเอนไซม (หนวยเปนเปอรเซ็นต)  มีคาเทากับอัตราสวนของคากิจกรรม
เอนไซมตรึงรูปที่อุณหภูมิหรือพีเอชตางๆ ตอคากิจกรรมเอนไซมตรึงรูปสูงสุด ณ พีเอชหรือ
อุณหภูมินั้นๆ ตามลําดับ  ในกรณีของเอนไซมอิสระนั้น สัดสวนกิจกรรมเอนไซมที่พีเอชและ
อุณหภูมิตางๆ ไดจากขอมูลของเอนไซมโปรติเอส จากผูผลิตบมจ. อีสตเอเชียติ๊ก (ประเทศไทย) 
 

5.1  ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป  
 

ในการศึกษานี ้ไดเขยาเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการตางๆ ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7  โดยอุณหภูมิของสารละลายที่ใชมี
คาตางๆ  คือ 40 50 60 และ 70 องศาเซลเซียส ระยะเวลาของการเขยาคือ 15 นาที  ผลการทดลอง
แสดงดังภาพที่ 15 
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ภาพที่ 15  ผลของอุณหภูมติอความคงตัวของเอนไซมที่มีตอสัดสวนกิจกรรมเอนไซมที่ถูกตรึง 
                โดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนท (    ) เอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการหอหุม (    ) และ  
                 เอนไซมอิสระ (    )  เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น 
 
 จากภาพที่ 15 จะเห็นวาเมื่อตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะ
โควาเลนทและวิธีการหอหุมกราฟที่ไดมแีนวโนมเดยีวกัน คือ สัดสวนกิจกรรมเอนไซมมีคาเพิ่มขึ้น
ตามอุณหภูมิทีเ่พิ่มขึ้นจนถึงจดุสูงสุดที่อุณหภูมหินึ่ง จากนั้นมีคาลดลงและที่อุณหภูม ิ70           
องศาเซลเซียส สัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปมีคาเหลือเพียง 73.87 และ 68.33 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ในขณะที่เอนไซมอิสระมีสัดสวนกจิกรรมเอนไซมเหลือนอยมาก (เพียง 20 เปอรเซ็นต) 
ดังนั้นจึงกลาวไดวาเอนไซมตรึงรูปมคีวามคงตัวตออุณหภูมิสูงกวาเอนไซมอิสระ ซ่ึงผลที่ได
สอดคลองกับ Gonchar and Auslender (1996) โดยอุณหภูมิมีผลตอคาคงที่ของอัตราการเกิดปฏิกิริยา
ของการวัดคากิจกรรมเอนไซมเปนไปตามสมการของ Arrhenius (Srisagul, 2004) แตเมื่ออุณหภูมิ
สูงกวา 50 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิทีไ่มเหมาะสมสําหรับเอนไซมโปรติเอสทําใหเอนไซมเสีย
สภาพธรรมชาติ (denature) ซ่ึงที่อุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่เอนไซมมีความคงตัว
มากที่สุด มีรายงานจาก Ashwani  et al. (2005) ที่ศึกษาอณุหภูมิตอความคงตัวของเอนไซม          
โปรติเอส ที่ถูกตรึงโดยวิธีการหอหุมในแคลเซียมอัลจิเนต โดยแชเอนไซมที่ถูกตรึงที่อุณหภูมิตางๆ 
ตั้งแต 20-70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาทีในทีสไฮโดรคลอริกบัฟเฟอรพีเอช 8  พบวาที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส มีคากิจกรรมเอนไซมสูงสุด และเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นเปน 60  และ 70 องศาเซลเซียส 
จะไมเหลือกิจกรรมของเอนไซม  
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  5.2  ผลของพีเอชตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป  
 

ในการศึกษานี ้ไดเขยาเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการตางๆ ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยพีเอชของ
สารละลายที่ใชมีคาตางๆ คือ 5 6 7 และ 8  (ความเขมขนไอออน (ionic strength) ของบัฟเฟอรให
คงที่ที่ 0.05 โมลาร) ระยะเวลาของการเขยาคงที่ที่ 15 นาที  ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 16 
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ภาพที่ 16  ผลของพีเอชตอความคงตวัของเอนไซมที่มีตอสัดสวนกิจกรรมเอนไซมที่ถูกตรึง 
                โดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนท (    ) เอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการหอหุม (    ) และ  
                 เอนไซมอิสระ (    )  เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น 
 

  จากภาพที่ 16 จะเห็นวาเมื่อตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมกราฟทีไ่ดมีแนวโนมเดียวกัน คือเมือ่พีเอชสูงขึ้น สัดสวน
กิจกรรมเอนไซมเพิ่มขึ้น โดยมีคาสงูที่สุดที่พีเอช 7 และที่พีเอช 8 สัดสวนกจิกรรมเอนไซมตรึงรูป
ยังคงมีคาสูงกวา (93.17 และ 86.01 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) คาสัดสวนกจิกรรมเอนไซมอิสระ ซ่ึงมี
คาเพียง 65 เปอรเซ็นต จะเหน็วาเอนไซมตรึงรูปจะมีความคงตัวตอพีเอชสูงกวาเอนไซมอิสระ    
โดยเอนไซมอิสระมีคาสัดสวนกจิกรรมเอนไซมสูงที่สุดที่พีเอช 6 เทานั้น  ซ่ึงผลที่ไดสอดคลองกับ 
Bayramoglu  et al. (2002)  ที่กลาววาเอนไซมตรึงรูปสามารถทนตออุณหภูมิไดสูงขึน้และยัง
สามารถทํางานไดในชวงพีเอชที่กวางขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระและพบวาที่พีเอช 7 ให
คากิจกรรมเอนไซมสูงสุด โดยคาดวามีสาเหตุจากเอนไซมเสียสภาพ (denature) ที่พีเอช 5 6 และ 8   
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สงผลใหคากิจกรรมเอนไซมลดลง  นอกจากนี้ยังสอดคลองกับที่ไดรายงานไวในงานวิจัยของ 
Chung-Jen et al. (2006) และ Yi-Su  et al. (2000)   
 
 6. ผลการศึกษาประสิทธิภาพการใชงานเอนไซมท่ีถูกตรึง 
 

ในการศึกษานีเ้ปนการนําเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการตางๆ ไปผลิตน้ําซอสปรุงรสที่
สภาวะเดยีวกนั แลวเปรยีบเทียบคากิจกรรมเอนไซม ปริมาณโปรตีนทีย่ึดเกาะและปริมาณ
ไนโตรเจนจากกรดอะมิโนในแตละครั้งของการใชซํ้า  ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 17 
 

จากภาพที่ 17ก จะเห็นวาเมือ่ตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวธีิการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมกราฟทีไ่ดจะมีแนวโนมเดียวกนั คอื เมื่อเอนไซมตรึงรูปผานการ
ใชซํ้าไปแลว 1 คร้ังคากิจกรรมเอนไซมลดลงอยางรวดเรว็จากนั้นเมื่อใชซํ้าครั้งตอๆไปคากิจกรรม
เอนไซมเปลี่ยนแปลงนอย  การลดลงของคากิจกรรมเอนไซมนั้นเกิดจากปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ
ลดลง (เอนไซมเกิดการเสื่อมสภาพระหวางการใชงาน) ดงัแสดงในภาพที่ 17ข  ซ่ึงเปนไปดังที่
รายงานไวใน Jegan et al.  (2005)  สงผลใหปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโนซึ่งเปนตัวบงบอก
คุณภาพของน้าํซอสปรุงรสลดลงดวย (ภาพที่ 17ค) 
 

คากิจกรรมเอนไซมเมื่อตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะ   
โควาเลนทมีคามากกวาวิธีการหอหุมในทกุๆ คร้ังของการใชซํ้า โดยหลังจากการใชซํ้าครั้งที่ 4      
คากิจกรรมเอนไซมที่ไดจากการใชเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและ
วิธีการหอหุมมีคาเทากับ 23.93 และ 11.28 ยูนิต ตามลําดบั (ภาพที ่17ก) เนื่องจากวิธีการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนทแรงเชื่อมพนัธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุงแข็งแรงมาก ทําใหเอนไซมหลุดออก
จากตัวพยุงไดยาก ในขณะทีว่ิธีการหอหุมจะไมมกีารเชือ่มพันธะเคมีใดๆ ระหวางเอนไซมกับ      
ตัวพยุงเลย เอนไซมจึงหลุดออกจากตวัพยงุไดงาย (ปราณี, 2547) ทําใหปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ   
ต่ํากวา นอกจากนี้ยังสงผลใหคากิจกรรมเอนไซมต่ํากวาวธีิการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทดวย 
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                                  ก.                                                                                                ข. 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 

       ค. 
 
ภาพที่ 17  ผลของการใชซํ้าในการผลิตน้ําซอสปรุงรสที่มีตอ ก. คากิจกรรมเอนไซม ข. ปริมาณ 
                โปรตีนที่ยึดเกาะ และ ค. ไนโตรเจนจากกรดอะมิโน สัญลักษณ                     แทนวิธีการ 
                 เชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม ตามลําดับ เสนทึบแสดงแนวโนมการ  
                 เปล่ียนแปลงเทานัน้ 

 
จากภาพที่ 17ค จะเหน็วาปรมิาณไนโตรเจนจากกรดอะมโินที่ไดจากการใชเอนไซมตรึงรูป

ที่ถูกตรึงโดยวธีิการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมเขามาชวยในกระบวนการผลิตน้ํา
ซอสปรุงรส สําหรับการยอยสลายโปรตีนจากกากถัว่เหลืองหลังผานการใชซํ้าครั้งที่ 1 มีคาเทากับ 
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3,4556 และ 2,228  ไมโครกรัม ตามลําดับ ซ่ึงคาปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโนทีไ่ดจากการใช
เอนไซมตรึงรูปของทั้ง 2 วิธี มีคามากกวาการใชเอนไซมอิสระในกระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรส
ในงานวิจยัของ คงศักดิ ์(2544) ถึง 5 เทา สาเหตุของการเพิ่มขึ้นของคาปริมาณไนโตรเจนจาก
กรดอะมิโนอาจมาจากเอนไซมตรึงรูปสามารถทํางานไดดี ณ สภาวะที่ใชทําน้ําซอสปรุงรส (จากผล
ของพีเอชและอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป) มีรายงานของ Jegan et al. (2005) ที่ตรึง
เอนไซมปาเปนจาก Carica papaya โดยวธีิการหอหุมดวยโซเดยีมอัลจิเนต แลวนําเอนไซมปาเปนที่
ตรึงแลวมาใชซํ้าในการทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเคซีน พบวาเมื่อมีการใชซํ้าไปแลว 1 คร้ังทําให
กิจกรรมเอนไซมลดลงอยางรวดเร็วจากนัน้เมื่อใชซํ้าครั้งตอๆ ไป คากิจกรรมเอนไซมจะคงที่ โดย
สามารถใชซํ้าไดทั้งหมด 6 คร้ัง 

 



สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 
 
 1.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทใหคา
กิจกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 2,898 ยูนิตตอกรัมโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 11,930
ไมโครกรัม และประสิทธิภาพการตรึง  74.25 เปอรเซ็นต  ที่สภาวะในการตรึง คือความเขมขน     
ของกลูตาอัลดีไฮด 0.1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร กระตุนเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 30 นาที         
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  แลวนํามาตรงึเอนไซมโปรติเอสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความ
เขมขนไอออน (Ionic Strength ) เทากับ 0.05 โมลาร พีเอช 7 ที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
3 ช่ัวโมง  

 
 2.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสโดยวิธีการหอหุมดวยไคโตซานที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 
พบวา คากจิกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 2,189 ยูนิตตอกรัมโปรตีน ปริมาณโปรตีนทีย่ึดเกาะ 8,467
ไมโครกรัมและประสิทธิภาพการตรึง 45.01 เปอรเซ็นต 
 
 3.  การศึกษาอณุหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมที่ถูกตรึง พบวา เอนไซมที่ถูกตรึงทั้ง 2 วิธี 
มีความคงตัวทีพ่ีเอชประมาณ 7 และอุณหภมูิประมาณ 50 องศาเซลเซียส 
 
 4.  การนําเอนไซมที่ถูกตรึงไปใชในการผลิตน้ําซอสปรุงรส พบวาปริมาณไนโตรเจนจาก
กรดอะมิโนทีไ่ดจากการใชเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการ
หอหุมในการผลิตน้ําซอสปรุงรสหลังจากการใชซํ้าครั้งที่ 4  มีคาเทากบั 1,800 และ 706 ไมโครกรัม
ตามลําดับ 
 

จากการตรึงเอนไซมดวยวิธีการตางๆ พบวาการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดย
วิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนท เปนวิธีการตรึงที่ดีที่สุด เนื่องจากใหคากิจกรรมเอนไซม ปริมาณ
โปรตีนที่ยึดเกาะ  ประสิทธิภาพการตรึงและปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโนสูงกวาวิธีการหอหุม  
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ขอเสนอแนะ 
 
 1.  ควรศึกษาตวัแปรอื่นๆ ที่มอิีทธิพลตอการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานดวย
พันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมเพิ่มเติม เชน ปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในการตรึงเพราะ
ปริมาณเอนไซมตางๆ กันมีผลตอการตรึงเอนไซมเชนกนั (Roberto et al., 2005) 
  
 2.  การใชเอนไซมเปนวัตถุดบิที่สําคัญในกรรมวิธีการผลิต ควรไดมีการศึกษาและประเมิน
ตนทุนการผลิต ซ่ึงจะเปนผลดีในการหาจดุคุมทุนของราคาขายผลิตภัณฑน้ําซอสปรุงรสที่ผานการ
พัฒนากรรมวธีิดังกลาวนี ้
 

3.  การใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง อาจกอใหเกิดความเปนพษิในน้ําซอสปรุงรส 
ดังนั้นควรศึกษาหาสารเชื่อมขวางอื่นๆ ที่เหมาะสมสําหรับการตรึงเอนไซมโดยวิธีการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนท เพื่อใชในกระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรส 
 
 4.  ควรนําน้ําซอสปรุงรสที่ไดไปปรุงแตงรสชาติ ฆาเชื้อจุลินทรียและนําไปวิเคราะห
คุณภาพผลิตภณัฑ เชน ความเปนกรด-ดาง  ปริมาณจุลินทรีย เพื่อศึกษาความเปนไปไดที่จะนํา     
น้ําซอสปรุงรสไปรับประทาน 
  
 5.  ในกระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรสไดเลือกใชถ่ัวเหลืองสกัดน้ํามัน มาใชเปนวัตถุดิบ
หลัก ในการผลิตน้ําซอสปรุงรสและเปนแหลงโปรตีนที่สําคัญ ซ่ึงนอกเหนือจากถั่วเหลืองสกัด
น้ํามันแลวสามารถใชโปรตีนจากพืชชนิดอื่นไดอีก อาท ิขาวโพดสกัดน้ํามัน ถ่ัวเขยีวสกัดน้ํามันและ
อาจใชผสมกนัในอัตราสวนที่พอเหมาะ นาจะเปนหนทางหนึ่งที่ชวยเพิ่มปริมาณโปรตีนในน้ํา   
ซอสปรุงรสได นอกจากปรมิาณโปรตีนทีอ่าจเพิ่มขึ้นแลว วัตถุดิบแตละชนิดยังมีคุณสมบัติในการ
ใหกล่ินและรสชาติที่แตกตางกันซึ่งจะชวยใหการพัฒนาผลิตภัณฑเปนไปในทิศทางที่นาพอใจมาก
ยิ่งขึ้น (คงศกัดิ,์ 2544) 
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1.  การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมโปรติเอส  
 
1.1  การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 
 

1.1.1  สารละลาย 0.1 N NaOH เตรียมโดยละลาย NaOH จํานวน 0.4 กรัมกับน้ํากลัน่
แลวปริมาตรปรับเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 

1.1.2  สารละลาย 0.1 N HCl เตรียมโดยการผสม HCl conc. (37 เปอรเซ็นต) จํานวน 
1.17  มิลลิลิตรกับน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลัน่ 

1.1.3  สารละลาย 0.2 M monobasic potassium phosphate เตรียมโดยละลาย 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (KH2PO4) จาํนวน 3.12 กรัมกับน้ํากลั่น แลวปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น 

       1.1.4  สารละลาย 0.2 M dibasic potassium phosphate เตรียมโดยละลาย                     
ไดโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (K2HPO4) จํานวน 3.56 กรัมกับน้ํากลัน่ แลวปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น 

1.1.5  สารละลาย 0.05 M potassium phosphate buffer pH 7.00 เตรียมโดยผสม
สารละลาย 0.2 M monobasic potassium phosphate จํานวน 19.5 มิลลิลิตรกับสารละลาย 0.2 dibasic 
potassium phosphate จํานวน 30.5 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 

1.1.6  สารละลายเคซีน (casein) 1.5 เปอรเซ็นต เตรียมโดยละลายเคซีนจํานวน 1.5 
กรัมกับสารละลาย 0.1 N NaOH จํานวน 20 มิลลิลิตร นําไปแชในอางน้าํอุนพรอมคนเบาๆ เพื่อใหเค
ซีนละลายจนหมด ปลอยใหสารละลายเคซีนเย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับ pH ใหเทากับ 7.00 ดวย
สารละลาย 0.1 N HCl และ 0.1 N NaOH จากนั้นเติมสารละลาย 0.05 M sodium phosphate buffer 
pH 7.00 จํานวน 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 

1.1.7  สารละลาย 0.4 M trichloroacetia acid (TCA) เตรียมโดยละลาย trichloroacetia 
acid จํานวน 6.54 กรัมกับน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น 

1.1.8  สารละลาย 0.4 M Na2CO3 เตรียมโดยละลาย Na2CO3 จํานวน 4.24 กรัมกับน้ํา
กล่ันแลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น 

1.1.9  สารละลาย folin reagent เตรียมไดโดยผสมสารละลาย folin กับน้ํากลั่นใน
อัตราสวน 1:1 แลวนําไปใชทันที 
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1.2  การสรางกราฟมาตรฐานของการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 
 
                    1.2.1  เตรียมสารละลาย L-tyrosine เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยละลาย     
L-tyrosine จํานวน 0.2 กรัมกับน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 
  1.2.2  สารละลาย L-tyrosine เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่นลงใน
แตละหลอดทดลองดวยอัตราสวนดังตาราง 
 
ตารางผนวกที่ ก1  วิธีการเตรียมสารละลาย L-tyrosine ที่ความเขมขนตางๆ 
 
หลอด
ที่ 

ปริมาณสารละลาย L-tyrosine 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาณน้ํา
กล่ัน 

(มิลลิลิตร) 

ความเขมขนของสารละลาย L-tyrosine 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

1 0 1.0 0 
2 0.2 0.8 40 
3 0.4 0.6 80 
4 0.6 0.4 120 
5 0.8 0.2 160 
6 1.0 0 200 

 
                    1.2.3  เติมสารละลาย 0.4 M Na2CO3 จํานวน 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตละ
หลอด แลวเขยาใหเขากัน 
                    1.2.4  เติมสารละลาย folin reagent จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองที่ 1 เพราะ
เปนหลอดควบคุม (blank) ที่นาทีที่ 0 สวนหลอดทดลองอื่นๆ เติมสารละลาย folin reagent จํานวน 
1 มิลลิลิตรเชนกันที่เวลาตางๆ ตั้งทิ้งไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยาครบ 10 นาที 

 1.2.5  นาทีที่ 10 นําหลอดทดลองที่ 1 ไปวดัคาการดูดกลืนแสงกอนดวยเครื่องสเปค
โตโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรทันที กด set blank กอน แลววดัคาการดูดกลืนแสง
ของหลอดทดลองอื่นๆ ที่ทําปฏิกิริยาครบ 10 นาทีทันทีเชนกัน ทําการบันทึกคาการดูดกลืนแสงของ
หลอดที่ 2 ถึงหลอดที่ 6 

 1.2.6  นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาวาดกราฟมาตรฐาน ใหแกน x คือ ความเขมขน
ของสารละลาย L-tyrosine แกน y คือ คาการดูดกลืนแสง 



 

73

 1.2.7  จากกราฟมาตรฐานสามารถสรางสมการหาความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืน
แสงและความเขมขนของสารละลาย L-tyrosine เมื่อทําการวิเคราะหคาการดูดกลืนแสงของ
สารละลายเอนไซมที่ช่ัวโมงตางๆ จึงทราบคากิจกรรมโปรติเอสได  

 
คากิจกรรมโปรติเอสกําหนดให 1 ยนูิตของกิจกรรมโปรติเอส หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่

สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยเคซีนใหไดสาร L-tyrosine ซ่ึงอยูในอัตราเทากับ L-tyrosine 1 
ไมโครกรัมในเวลา 1 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 

1.3  การวิเคราะหคากจิกรรมเอนไซมโปรติเอส (มณีรัตน, 2542) 
 
      1.3.1  นําสารละลายเคซีนที่เตรียมไดแชในอางน้ําอุนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
    1.3.2  ใสน้ํากลั่นแทนไคโตซานชนิดเมด็ที่ไดจากการตรึงรูปลงไปในหลอดทดลองที่ 1 

จํานวน 1 มิลลิลิตร สวนหลอดทดลองอื่นๆ ใสไคโตซานชนิดเม็ดทีไ่ดจากการตรึงรูปพรอมชั่ง
น้ําหนกั นําหลอดทดลองทั้งหมดไปแชในน้ําอุนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส กอนทําการวิเคราะห 

1.3.3  เติมสารละลายเคซีน 1.5 เปอรเซ็นต จํานวน 1 มิลลิลิตรลงไปในหลอดทดลองที่
เติมน้ํากลั่นแทนไคโตซานชนิดเม็ดทีน่าททีี่ 0 สวนหลอดอื่นๆ เติมสารละลายเคซีน 1.5 เปอรเซ็นต 
จํานวนหลอดละ 1 มิลลิลิตรเชนกันทีเ่วลาตางๆ ตั้งทิ้งไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยาครบ 10 นาที 

1.3.4  นาทีที่ 10 เติมสารละลาย 0.4 M TCA ลงในหลอดที่เติมน้ํากลั่นแทนไคโตซาน
ชนิดเม็ดจํานวน 2 มิลลิลิตร และเติม 0.4 M TCA ลงในหลอดทดลองอื่นๆ ที่ทําปฏิกิริยาครบ 10 
นาทีเชนกนั ตามลําดับ ตั้งหลอดทดลองทั้งหมดทิ้งไวใหตกตะกอนในอางน้ําอุนที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนาํมากรองตะกอนออกโดยใชกระดาษกรองเบอร 1  

1.3.5  ดูดสวนใสที่กรองไดอยางละ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตละหลอด 
1.3.6  เติมสารละลาย 0.4 M Na2CO3 ลงในหลอดทดลองแตละหลอดจํานวน 5 มิลลิลิตร 

เขยาใหเขากัน 
      1.3.7  เติมสารละลาย folin reagent จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายที่กรองไดของ

หลอดทดลองที่เติมน้ํากลั่นแทนไคโตซานชนิดเม็ดทีน่าทีที่ 0 สวนหลอดทดลองอื่นๆ เติม
สารละลาย folin reagent จํานวน 1 มิลลิลิตรเชนกันที่เวลาตางๆ ตั้งทิ้งไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยา
ครบ 10 นาที 

1.3.8  นาทีที่ 10 นําหลอดทดลองที่ใชน้ํากลั่นแทนไคโตซานชนิดเมด็ที่ไดจากการตรึง
รูปเปนหลอดควบคุม (blank) ไปวดัคาการดูดกลืนแสงกอนดวยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอรที่ความ
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ยาวคล่ืน 660 นาโนเมตรทันที กด set blank กอน แลววัดคาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลองอื่นๆ 
ที่ทําปฏิกิริยาครบ 10 นาทีทันทีเชนกนั ทําการบันทึกคาการดูดกลืนแสงที่ได ไดผลดังภาพผนวกที่ 
ก1 
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ภาพผนวกที่ ก1  กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 
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2.  การวิเคราะหปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซมโปรติเอส  
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ภาคผนวก ข 
การคํานวณ 
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1.  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมอิสระและกิจกรรมเอนไซมตรึงรปู 
 

      1.1  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมอิสระ 
 
 

สารละลายเอนไซมโปรติเอส 0.1 มล. + น้ําปราศจากไอออน 1.8 มล. 
ดังนั้น ปริมาตรรวม 1.9 มล. 

เติมสารละลายเคซีน (ซับสเตรท) 1 มล. 

เติมสารละลาย TCA (ตัวหยดุปฏิกิริยา) 2 มล.  

ปริมาตรรวมสารละลายทั้งหมด 4.9 มล. 
ดูดมา 1 มล. 

เติมสารละลาย Na2CO3 5 มล. 
                                 

 
 
 

เติมสารละลาย folin reagent 1 มล. 

 
 วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร 

 
 
จากแผนภาพขางตน  หลังจากนําตัวอยางมาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660     

นาโนเมตรแลว  จะไดวา 
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A660

ความชัน
1

10 4.9 กิจกรรมเอนไซมอิสระ (ยูนติ) = x x
 
โดย 

A660  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
 ความชันของกราฟมาตรฐาน L-tyrosine =  0.0107 

สารละลายเอนไซมที่ใชในการทําปฏิกิริยา  =  1 มิลลิลิตร 
เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา = 10 นาที 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา  =  1.9+1+2  =  4.9 มิลลิลิตร 

 
1.2  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป  

 
 

เติมสารละลายเคซีน (ซับสเตรท) 1 มล. 

เติมสารละลาย TCA (ตัวหยดุปฏิกิริยา) 2 มล. 

ปริมาตรรวมสารละลายทั้งหมด 3 มล. 
ดูดมา 1 มล. 

เติมสารละลาย Na2CO3 5 มล. 

                             

ช่ังน้ําหนกัเอนไซมที่ถูกตรึง 

 
 

เติมสารละลาย folin reagent 1 มล. 

 
วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร 
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จากแผนภาพขางตน  หลังจากนําตัวอยางมาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660     
นาโนเมตรแลว  จะไดวา 

 
3 + น้ําหนกัเอนไซมตรึงรูป 

0.9953 
A660

ความชัน
 1

10 
กิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (ยูนิต)     = x x 

โดย 
A660  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
ความชันของกราฟมาตรฐาน L-tyrosine =  0.0107 
สารละลายเอนไซมที่ใชในการทําปฏิกิริยา  =  1 มิลลิลิตร 
เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา = 10 นาที 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา  =  1+2 = 3 มิลลิลิตร 
น้ําหนกัเอนไซมตรึงรูป (กรัม) 
ความหนาแนนของเอนไซมตรึงรูป =  0.9953 กรัมตอมิลลิลิตร 
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2.  การคํานวณปริมาณโปรตีน 
 

ตัวอยาง 10 มล. 

ดูดมา 5 มล. 

ตัวอยาง 5 มล. + 
น้ําปราศจากไอออน 10 มล. 
ดังนั้น ปริมาตรรวม 15 มล. 

                                             
 

จากแผนภาพขางตน  หลังจากนําตัวอยางมาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595      
นาโนเมตรแลว จะไดวา  

 
 

โดย 
 A595  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

ความชันของกราฟมาตรฐาน L-tyrosine =  0.038 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา  =  5+10 =  15 มิลลิลิตร 
สารละลายเอนไซมที่ใชในการทําปฏิกิริยา  =  5 มิลลิลิตร 
ปริมาตรของสารละลายเอนไซม =  10 มิลลิลิตร 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 

เติมสารละลายสี 1.5 มล. 

ดูดมา 6 มล. 

ปริมาตรรวมเทากับ 7.5 มล. 

A595

ความชัน
15
5

10ปริมาณโปรตีน  (ไมโครกรมั)     = x x
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3.  การคํานวณสัดสวนกิจกรรมเอนไซม (Activity yield) 
 

สัดสวนกิจกรรมเอนไซม (เปอรเซ็นต)  =  [Ui/Um] × 100 
โดย 
 Ui  =  คากิจกรรมเอนไซมที่อุณหภูมิหรือพีเอชตางๆ  (ยูนติ) 

Um =  คากิจกรรมเอนไซมสูงสุด ณ พีเอชหรืออุณหภูมนิัน้ๆ  (ยูนิต) 
 

4.  การคํานวณปริมาณโปรตีนท่ียึดเกาะ (Protein coupling) 
   
               ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ (ไมโครกรัม)  =  P0- Pf

โดย 
 P0  =  ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมกอนตรึง (ไมโครกรัม) 
 Pf  =  ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมหลังตรึง (ไมโครกรัม) 
 
5.  การคํานวณประสิทธิภาพการตรึง (Loading efficiency) 

  
ประสิทธิภาพการตรึง (เปอรเซ็นต)  =  [(P0- Pf)/P0] × 100 

โดย 
 P0  =  ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมกอนตรึง (ไมโครกรัม) 
 Pf  =  ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมหลังตรึง (ไมโครกรัม) 
 
6.  การคํานวณปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโน 
 
             ปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโน (ไมโครกรัม)  =  Nt- Np- Nw

โดย 
              Nt  =  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (ไมโครกรัม) 
 Np  =  ปริมาณไนโตรเจนจากเอนไซมโปรติเอส (ไมโครกรัม) 

Nw  =  ปริมาณไนโตรเจนจากน้ําแชถ่ัวเหลืองสกัดน้ํามัน (ไมโครกรัม) 
 



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวปาริชาติ  กิจสงเสริมธน 
วัน เดือน ป ที่เกิด 28 มิถุนายน 2526 
สถานที่เกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี วท.บ.(วิทยาศาสตร

บัณฑิต) สถาบันเทคโนโลยพีระจอมเกลาเจาคุณทหาร
ลาดกระบัง 

ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน นักศึกษาปริญญาโท ภาควิชาวิศวกรรมเคมี                 
คณะวิศวกรรมศาสตร 

สถานที่ทํางานปจจุบัน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนผูชวยสอนจากโครงการพัฒนาบัณฑิตศึกษาและวจิัย

ดานวิศวกรรมเคมี ภาควิชาวศิวกรรมเคมี 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (พ.ศ. 2548-2550) 

  
 


