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งานวิจัยนี้ไดทําการผลิตน้ําซอสปรุงรส โดยการใชเอนไซมโปรติเอสมาตรึงไวบนไคโตซาน ในการ

ทดลองประกอบดวย การตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการ
หอหุม โดยเฉพาะวิธีการตรึงดวยพันธะโควาเลนท ไดทําการศึกษาผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด
ระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด และผลของอุณหภูมิและพีเอชที่มีตอการตรึงเอนไซม เปรียบเทียบ
กิจกรรมเอนไซมที่ถูกตรึงในแตละวิธีกับเอนไซมอิสระและดูการกระจายตัวของเอนไซมที่สภาวะตางๆ  โดยใช
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด จากนั้นนําเอนไซมตรึงรูปที่ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดไปทดสอบ
คุณสมบัติ ไดแก ความคงตัวตออุณหภูมิและพีเอช  นอกจากนั้นนําเอนไซมที่ถูกตรึงในสภาวะที่เหมาะสมไป
ผลิตน้ําซอสปรุงรส โดยศึกษาผลของการใชซ้ํา เปรียบเทียบระหวางวิธีการตรึงรูปทั้ง 2 วิธี 

 
           การตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท ใหคากิจกรรมเอนไซม

สูงสุดเทากับ 2,898 ยูนิตตอกรัมโปรตีน และปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 11,930 ไมโครกรัม ที่ความเขมขนของ 
กลูตาอัลดีไฮด 0.1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร กระตุนเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 30 นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  แลวนํามาตรึงเอนไซมโปรติเอสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขนไอออน (Ionic Strength ) 
เทากับ 0.05 โมลาร พีเอช 7 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ขณะที่การตรึงเอนไซมโปรติเอส
โดยวิธีการหอหุมดวยไคโตซานที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวา คากิจกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 2,189       
ยูนิตตอกรัมโปรตีน และปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 8,467 ไมโครกรัม โดยคากิจกรรมเอนไซมอิสระเทากับ 
15,450 ยูนิตตอกรัมโปรตีน จากนั้นนําเอนไซมที่ถูกตรึงทั้ง 2 วิธี ไปทดสอบความคงตัวตออุณหภูมิและพีเอช  
พบวามีความคงตัวที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส  และ พีเอชประมาณ 7 นอกจากนั้น ปริมาณไนโตรเจน
จากกรดอะมิโนที่ไดจากการใชเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมในการ
ผลิตน้ําซอสปรุงรสหลังจากการใชซ้ําครั้งที่ 4  มีคาเทากับ 1,800 และ 706 ไมโครกรัมตามลําดับ 
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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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กระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรสโดยทั่วไป 
กระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรสโดยใชเอนไซมเพื่อลดสาร 3-MCPD 
แสดงการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ก. พลังงานอิสระการกระตุนและ ข. เอนไซม
เรงปฏิกิริยาโดยลดพลังงานอสิระการกระตุน 
รูปของเอนไซม 
การตรึงเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนทโดยใชกลูตาอัลดไีฮดเปนสารเชือ่มขวาง 
ขั้นตอนการผลิตไคติน – ไคโตซาน 
โครงสรางทางเคมีของไคติน 
โครงสรางทางเคมีของไคโตซาน 
ผลของระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดไีฮดที่มีตอ ก. คากิจกรรมเอนไซม  
และ ข. ปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะ โดยกระตุนดวยกลูตาอลัดีไฮด 0.05 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักตอปริมาตร อุณหภูมิ30 oC สภาวะการตรึงเอนไซมคือ พีเอช 7 
อุณหภูมิ 30 oC เสนทึบไดจากการทํา non-linear equation 
ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดทีม่ีตอ ก. ปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะ และ    
ข. คากิจกรมเอนไซม โดยกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 30 นาที 
อุณหภูมิ 30 oC สภาวะการตรึงเอนไซมคือ พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 oC เสนทึบแสดง
แนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น 
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เปล่ียนแปลงเทานั้น 
 คากิจกรรมเอนไซมของเอนไซมอิสระและเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม 
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การตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม 
 เพื่อใชในการผลิตน้ําซอสปรุงรส 

 
Covalent and Entrapment Immobilization of  Protease on Chitosan for Use in 

Seasoning Sauce Production 
 

คํานํา 
 

เครื่องปรุงแตงรสเค็มที่ผูบริโภคคนไทยคุนเคยมานาน ไดแก น้ําปลา กะป  ปลารา  ซีอ๊ิว 
เตาเจี้ยว ซอสปรุงรส และ เครื่องปรุงพื้นบานอื่นๆ  ซ่ึงในอดีตไดมีการผลิต  เพื่อการบริโภค 
ภายในประเทศและไดมกีารนําเขาจากตางประเทศดวย   ตอมาไดเร่ิมมกีารสงออกไปจําหนายยัง
ตางประเทศบาง (นิรนาม, 2540) โดยเครื่องปรุงแตงรสเค็มที่ใชถ่ัวเหลืองเปนแหลงโปรตีนที่สําคัญ 
ไดแก ซีอ๊ิว เตาเจี้ยว และ น้ําซอสปรุงรส โดยซีอ๊ิวถูกคิดคนขึ้นจากชาวจีนมาเปนเวลานานกวา 3 พัน
ปแลว ตอมาไดมีการผลิตเตาเจี้ยว โดยอาศยักากทีเ่หลือจากการผลิตซีอ๊ิวเปนวัตถุดิบสําคัญดวย
กระบวนการผลิตที่ตองใชระยะเวลาหมักนานไมนอยกวา 2-3 เดือน เพื่อใหไดกล่ินและรสที่ดีของ
ซีอ๊ิว จึงทําใหผูประกอบการหันมาใชสารเคมีในการยอยสลายโปรตีนทดแทนการยอยสลายดวยการ
ใชเอนไซมจากจุลินทรีย วิธีการดังกลาวทาํใหกระบวนการผลิตใชระยะเวลาสั้นลง เกิดผลิตภัณฑ 
ใหมที่เรียกวา ซีอ๊ิวเคมี หรือ น้ําซอสปรุงรส 

 
 น้ําซอสปรุงรส (seasoning sauce) หมายถึง ผลิตภัณฑของเหลวที่ใชปรุงอาหารมีโปรตีน
พืชที่ยอยสลายแลวดวยกรด เปนสวนประกอบสําคัญ (มาตรฐานผลิตภณัฑอุตสาหกรรม, มอก.  
8-2539)    ดวยกระบวนการผลิตที่ใชระยะเวลานอย      เมื่อเทียบกับการผลิต ซีอ๊ิวหมัก ทําให
ผูประกอบการหันมาใหความสนใจกับผลิตภัณฑซีอ๊ิวเคมีมากขึ้น แตเนื่องจากการใชกรดเกลือที่
เขมขนภายใตอุณหภูมิสูง 130 องศาเซลเซียส (ศูนยวิจัยเศรษฐศาสตรประยุกต, 2540) จึงเกิด
สารประกอบในกลุมไฮโดรคารบอน (hydrocarbon compound) ซ่ึงกอใหเกิดความเปนพิษโดยตรง
ตอรางกาย โดยเฉพาะสารในกลุม 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) ซ่ึงเปนที่ทราบกันดวีา สารในกลุมนี้สามารถกอใหเกดิ
มะเร็งในรางกายได (Wittmann, 1991) ดังนั้นในปจจุบนัผูประกอบการ รวมถึงหนวยงานตางๆ ทั้ง



 

2

ในและตางประเทศจึงไดพยายามหาวิธีการลดปริมาณสารดังกลาวอยู ซ่ึงการนําเชื้อจุลินทรีย หรือ 
เอนไซมเขามาใชในกระบวนการผลิต ควบคูกับการใชอุณหภูมิต่ํา สําหรับการยอยสลายโปรตีนจาก
กากถั่วเหลือง นาจะเปนการลดปริมาณสารดังกลาวไมมากก็นอย ซ่ึง คงศักดิ์ (2544) ไดศึกษาการ
พัฒนากรรมวธีิการผลิตน้ําซอสปรุงรสจากถั่วเหลืองสกัดน้ํามันโดยใชเอนไซม เพื่อทดแทน
กรรมวิธีการผลิตเดิมที่ใชกรดเกลือเขมขนภายใตอุณหภมูิสูง ที่กอใหเกิดสาร 3-MCPD ซ่ึงกระตุน
การสรางเซลลมะเร็ง จากการศึกษาพบวาสามารถลดปริมาณสาร 3-MCPD ต่ํากวาผลิตภัณฑน้ําซอส
ปรุงรสที่มีจําหนายในทองตลาด โดยใชสภาวะในการสกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมโปรติเอสที่ ระดับ
ความเขมขนรอยละ 0.4  พีเอช 5.0 - 7.0 ที่อุณหภูมิ 50 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 13 ช่ัวโมง                 
(คงศักดิ์, 2544)  
 

การศึกษาวิจยัในครั้งนี้ทําการผลิตน้ําซอสปรุงรส โดยการใชเอนไซมโปรติเอส มาตรึงไว
บนไคโตซาน การอาศัยโปรตเิอสมาเปนวตัถุดิบสําคัญที่ทําหนาที่ ในการยอยสลายโปรตีนจากกาก
ถ่ัวเหลือง เพื่อผลิตเปนน้ําซอสปรุงรส เนื่องจากโปรติเอส มีจุดดอยคอื ราคาแพงจึงมีแนวคดิที่จะนํา
โปรติเอสมาตรึงไวบนไคโตซาน    เพื่อที่จะสามารถนํากลับมาใชใหมหลายๆ รอบ เปนการลด
ตนทุนในการผลิตน้ําซอสปรุงรส  โดยงานวิจยันี้มจีุดประสงคในการศึกษา การตรึงโปรติเอสบน 
ไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท และวิธีการหอหุม เพื่อนาํไปใชในกระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรส
ดวยกระบวนการทางเคมีโดยทําการศึกษาในระดบัปฏิบัติการเพื่อนําไปสู การใชงานจริงในอนาคต
ดานอื่นๆ ตอไป 
 



วัตถุประสงค 
 

1.  ศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนท 
และวิธีการหอหุม โดยเปรยีบเทียบจากคากิจกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะ  

 
2.  ศึกษาประสิทธิภาพการตรึงเอนไซม โดยวดัจากปริมาณเอนไซมทีสู่ญเสีย  
 
3.  ศึกษาการใชเอนไซมที่ถูกตรึงในการผลิตน้ําซอสปรุงรสและการใชซํ้า 

 
ขอบเขตการวิจัย 

 
 ศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท และวิธีการหอหุม  
โดยจะศึกษาผลของคากิจกรรมเอนไซม ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ (Protein coupling) รวมทั้ง
ประสิทธิภาพในการใชหมักน้ําซอสปรุงรส (ปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโนและผลของการใช
ซํ้า)   



การตรวจเอกสาร 
 
1.   ความรูท่ัวไปเก่ียวกับซอสปรุงรส 
  
             ซอสปรุงรส หรือที่เรียกอีกอยางวา ซีอ๊ิวเคมี จัดเปนอาหารประเภทเครื่องชูรส (Underriner 
and Hume, 1994)  ที่มีลักษณะคลายน้ําปลา ใชเปนเครือ่งจิ้มหรือเครื่องปรุงรสอาหารไดเกือบทุก
ประเภท รสชาติหลักคือความเค็ม นอกจากนั้นยังมีกล่ินรสเฉพาะตัว (Nicholas, 1976) มีกล่ินหอม
และรสชาติที่คลายเนื้อ (Takashi et al., 1991; Olero et al., 1998; Chyong and Chou, 1999) อันเปน
ส่ิงที่ชวยเสริมใหอาหารมีรสชาติอรอยมากยิ่งขึ้น นอกจากนั้นยังใหคุณคาทางอาหาร อาทิโปรตีน
จากพืช กรดอะมิโน (amino acid) อีกหลายตัว ซอสปรุงรสมีตนกําเนดิมาจากซีอ๊ิวหมกั ซ่ึงเริ่มเดิมที
เปนอาหารเฉพาะสําหรับชาวเอเชีย โดยมถ่ิีนกําเนิดจากประเทศจีน และแพรหลายออกสูประเทศ
ดานแถบยุโรปในเวลาตอมา จนปจจุบนันี ้ซีอ๊ิวหมักไดเปนที่นิยมบริโภคกันไปทั่วโลก และไดรับ
ความสนใจเปนอยางมาก จึงทําใหมีการผลติเปนอุตสาหกรรมขนาดใหญ โดยเฉพาะที่ประเทศญี่ปุน 
มีการผลิตและสงจําหนายเปนสินคาที่นํารายไดเขาสูประเทศปละจํานวนมาก (วิเชยีร, 2534) 
 
 ซีอ๊ิวมีช่ือเรียกตางๆ กันมากมายตามทองถ่ินและภาษาทีแ่ตกตางกันออกไป เชน Shoyu ใน
ภาษาญี่ปุน สวนในภาษาอังกฤษเรียกวา soy sauce สําหรับในภาษาไทยเรยีกวา ซีอ๊ิว หรือหมายถึง
ซีอ๊ิวหมัก โดยเรียกทับศัพทตามภาษาจีนแตจิ๋วหรือถาเปนซีอ๊ิวเคมี จะเรียกวา “ซอสปรุงรส”  
(seasoning sauce) เพื่อบอกถึงความแตกตางและในภาษาจีนจะมีช่ือเรียกซีอ๊ิวกันมากมายหลายสิบ
ช่ือ ตามภาษาทองถ่ินและมช่ืีอหลักที่เรียกกันติดปากวา “เจี่ยงอ๊ิว” ซ่ึงเปนภาษาจีนกลางและใหถือวา
เปนชื่อที่ใชเรียกกนัเปนทางการดวย โดยตามหลักของพจนานุกรมจีน (ไพบูลย, 2521) ซีอ๊ิว 
หมายถึง ผลิตภัณฑที่ไดจากการนําถ่ัวเหลือง ขาว แปงสาลี มาเพาะดวยเชื้อแลวเติมน้ําเกลือ นําไป
ตากแดด จนไดผลิตภณัฑทีม่ีสี กลิ่น รสตามความตองการ สวนในประเทศอินโดนีเซีย เรียกวา 
Kekap หรือ  Kecap ในประเทศเกาหลี เรียกวา Kanjang และในประเทศฟลิปปนส เรียกวา Toyo 
(วราวฒุิ และ รุงนภา, 2532) เปนตน 
 
 จากประวัติศาสตรอันยาวนานพบวา มากกวาสามพันปมาแลวที่ชาวจีนเปนผูคิดคนการทํา
ซีอ๊ิว ซ่ึงเริ่มตนมาจากพระสงฆเปนผูผลิต โดยใชถ่ัวเหลืองซึ่งถือวาเปนอาหารสําคัญเพราะเปน
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แหลงของโปรตีนและไขมนั จากนั้นจึงไดถูกเผยแพรไปยงัสวนอื่นทัว่ทกุประเทศเปนเวลานานกวา
สองพันปมาแลวและไดมีการพัฒนารูปแบบของซีอ๊ิวออกมาเปนจํานวนมาก 
 
 1.1  การผลิตซีอ๊ิว (Soy sauce production) สามารถผลิตไดโดยอาศยั 3 วิธีการดังนี ้ 
 
                     1.1.1  กระบวนการหมัก (Fermented soy sauce process) เปนวิธีการที่ทาํกันมาแต
ดั้งเดิม อาศัยการทํางานของเอนไซมซ่ึงผลิตจากเชื้อราที่ใชในการหมกั วิธีการนี้เปนทีน่ิยมทํากนั
มากที่สุด เพราะใหกล่ินและรสชาติดีที่สุด 
 
                               ก.  ขั้นตอนการหมักเพือ่ผลิตซีอ๊ิวมีดังนี้ 
 
                                     1)  การเตรียมวัตถุดิบ วัตถุดิบทีสํ่าคัญในการหมักซีอ๊ิวมี 3 อยางคือ           
ถ่ัวเหลือง แปงขาวสาลี และเกลือ เปนตน ถ่ัวเหลืองที่ใชอาจใชทั้งเมลด็ก็ไดแตจะมปีญหาของไขมัน
ที่มีอยูในถ่ัวเหลืองนั้น ดังนั้นในระหวางการหมักจึงจําเปนตองแยกเอาไขมันออกจากน้ําหมกัหรือ
อาจใชถ่ัวเหลืองที่ผานการสกัดไขมันออกไปแลวกไ็ด นอกจากนัน้แลวในระยะหลังไดมีการนําเอา
กากถั่วเหลืองมาใชเปนวัตถุดิบแทนถั่วเหลือง เพื่อลดตนทุนการผลิตใหต่ําลง ทั้งนี้เนื่องจากในกาก
ถ่ัวเหลืองยังคงมีไนโตรเจนเหลือในปริมาณสูงนั่นเอง 
 
                                          การเตรียมถ่ัวเหลืองกอนการหมัก ถ่ัวเหลืองจะถูกนําไปแชน้ํา 12-15 
ช่ัวโมง (ตองเปลี่ยนน้ําที่ใชทุกๆ 2-3 ช่ัวโมงตอคร้ัง เพื่อชวยลดการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียที่ไม
ตองการ  เชน spore-forming bacillus ซ่ึงอาจจะสงผลกระทบตอคุณภาพของซีอ๊ิวได) แลวจึงนึ่งหรือ
ตมเพื่อใหถ่ัวเหลืองนุมและฆาเชื้อจุลินทรียที่ไมตองการ จากนั้นทาํใหถ่ัวเหลืองที่ผานการนึ่งใหเยน็
เพื่อลดอุณหภมูิต่ํากวา 40 องศาเซลเซียส แลวจึงนําไปผสมกับแปงสาลี ในอัตราสวน 1:1 กอนที่
นําไปทําการหมักดวยเชื้อราตอไป 
 
                                     2)  การหมัก กอนทีจ่ะทําการหมัก ส่ิงที่จําเปนจะตองเตรียมกอนคือ โคจิ ซ่ึง
ใชเปนหวัเชื้อ โคจิในที่นี้เรียกวา Seed (tane) koji เตรียมขึ้นมาโดยเลี้ยงเชื้อรา Aspergillus oryzae 
หรือ A. sojae บนขาวนึ่งหรอืรําขาวสาลีผสมแปงถ่ัวเหลืองที่ผานการนึง่เชนกัน บมทีอุ่ณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน (การหมักในชวงนีเ้ปนการหมักในสภาพแหง) หลังจากเตรียม Seed 
koji ไดแลวจึงนําไปถายใสวตัถุดิบที่ผานการเตรียมจากขอ 1 โดยใชโคจิประมาณ 0.1-0.2 
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เปอรเซนต (โดยน้ําหนัก) ผสมถ่ัวเหลือง แปงขาวสาลีและโคจิใหคลุกเคลาเขากันอยางดี จึงนําไปใส
ถาดหรือถังหมักกระจายใหทั่ว และปรับใหมีความหนาประมาณ 5 เซนติเมตร บมไวที่อุณหภูมิ   
25-30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2-3 วัน (ทัง้นี้เวลาที่ใชในการบมอาจยาวนานกวาทีก่าํหนด ขึ้นกับ
เอนไซมถูกผลิตขึ้นมาในระดบัที่เพียงพอตอความตองการหรือไม) หลังจากนั้นเติมน้าํเกลือความ
เขมขน 17-19 เปอรเซนต (โดยน้ําหนัก) ลงไป ซ่ึงน้ําเกลอืในระดับความเขมขนที่ใชนี้จะทําให
แบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย (putrefactive bacteria) ไมสามารถเจริญเติบโตในชวงการหมัก 
และการบม อยางไรก็ตามถาปรับความเขมขนของเกลือใหสูงกวา 23 เปอรเซนต จะสงผลยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่ชอบเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเขมขนเกลือสูง (halophilic 
bacteria) และเชื้อยีสตที่ชอบเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแรงดันออสโมซีสสูง (osmoplilic yeasts) 
ซ่ึงเปนเชื้อที่จาํเปนในการหมักก็ได ดังนัน้จึงอาจทําใหการหมักไมเกิดขึ้น ในระหวางการหมักโคจิ
ผสมกับน้ําเกลือในชวงนี้ ซ่ึงเปนการหมักในสภาพอาหารเหลวเปนเวลา 2 เดือนถึง 1 ป เอนไซมที่
ผลิตขึ้นมาจากโคจิจะทําการยอยสลายโปรตีนใหไดเปนเปปไทดและกรดอะมิโนอิสระ ในขณะ 
เดียวกัน แปงกจ็ะถูกเปลี่ยนใหเปนน้ําตาลซึ่งจะถูกหมกัตอไปอีกจนเกิดกรดอินทรียชนิดตางๆ 
ขึ้นมา รวมทั้งแอลกอฮอล คารบอนไดออกไซดอีกดวย ในชวงนี้พีเอชของน้ําหมักจะลดต่ําลงอยูใน
ระดับพีเอช 4.5-4.8 และคารบอนไดออกไซดจะชวยเพิ่มการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในกลุมไมใช
ออกซิเจน (anaerobic bacteria) ซ่ึงจะทําใหเกิดกลิ่น และรสชาติที่เราไมตองการ ดังนั้นจึง
จําเปนตองแกไขดวยการใหอากาศเขาไปในระหวางการหมักในอัตราที่เหมาะสม ซีอ๊ิวที่ไดจากการ
หมักในชวงนีจ้ะมีกล่ินและรสชาติที่เฉพาะ ทั้งนี้เนื่องจากกิจกรรมของเชื้อจุลินทรีย 
 
         3)  การเกบ็เกี่ยวซีอ๊ิว เมือ่การเก็บเกีย่วซีอ๊ิวสมบูรณแลว จะตองแยกเอาน้ํา
ซีอ๊ิวออกมา โดยอาศัยเครื่องกดแบบเชงิกลหรือกดแบบไฮดรอลิก น้ําซีอ๊ิวที่ไดจะถูกนําไปใหความ
รอนในระดับ 70-80 องศาเซลเซียส เพื่อทําลายเชื้อจุลินทรียและทําใหโปรตีนสภาพรวมทั้ง
ตกตะกอนโปรตีนอีกดวย จากนั้นเติมสารที่ชวยใหใส เชน สารสม (alum) หรือ kaolin แลวนําไป
กรองบรรจุขวดและสงจําหนายตอไป 
 
 1.1.2  กระบวนการทางเคมี (Chemical soy sauce process)  อาศัยการยอยสลายวตัถุดิบ 
(สวนผสมของถั่วเหลืองกับขาวสาลี) โดยใชกรดเกลือที่มคีวามเขมขน 20 เปอรเซนต วธีิการนี้เปน
วิธีที่ประหยัดเวลาและคาใชจาย  
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                              ซีอ๊ิวเคมี (Chemical soy sauce) หมายถึง ซอสปรุงรส (seasoning sauce) เปน
ผลิตภัณฑซีอ๊ิวประเภทที่ไดจากการใชกรดเกลือเขมขน (Fellows 1990; Puppo and Anon, 1999)   
เขามายอยโปรตีนจากถั่วเหลืองที่ผานการสกัดเอาน้ํามนัออกไปแลว ใชเวลานอยกวาการหมักแบบ
ธรรมชาติ โดยทั่วไปจะใชเวลาประมาณ 2-3 สัปดาห ปริมาณกรดอะมโิน (amino acid) ที่ไดจะ
มากกวาการหมักแบบธรรมชาติ สงผลใหมีกล่ิน กล่ินรสและรสชาติ ที่ดีกวาการหมกัซีอ๊ิวแบบ
ธรรมชาติ ซีอ๊ิวเคมี หรือ น้ําซอสปรุงรส จะประกอบดวยกรดอะมิโนเปนสวนประกอบที่สําคัญ 
กรดอะมิโนเปนกรดอินทรยีชนิดหนึ่ง มีอยูดวยกัน 20 ชนดิ อาทิ ไลซีน (lysine)  ทรีปโทเฟน 
(typtophane)  ลูซีน (leucine)  อารจินีน (arginine)  วาลีน (valine) รวมถึง กรดกลูตามิค (glutamic 
acid) เปนตน  ในปจจุบนัยังคนพบวา การยอยสลายโปรตีนโดยใชกรดเกลือที่เขมขนภายใตอุณหภมูิ
สูง จะสงผลใหเกิดสารประกอบประเภทไฮโดรคารบอน (hydrocarbon) (วรรณนา, 2534) ซ่ึง
กอใหเกิดความเปนพิษโดยตรงตอรางกาย  ซ่ึงเราสามารถใชเชื้อ จุลินทรีย หรือใชเอนไซมเขามา
เปนสวนชวยยอยสลายโปรตีนในถั่วเหลือง (นภา, 2534) แตเพื่อลดระยะเวลาในกระบวนการผลิต
ใหรวดเร็วขึ้นจึงไดมีการนําเอนไซมมาตรึงไวบนพอลิเมอร 
 
                    1.1.3  กระบวนการกึ่งเคมี (Semichemical soy sauce process) เปนวิธีการที่นําเอา
วิธีการหมักและวิธีการทางเคมีมาใชรวมกนั ทั้งนี้โดยทําการยอยสลายวตัถุดิบดวยกรดเกลือ ความ
เขมขน 7-8 เปอรเซนต กอน จากนั้นจึงปรบัพีเอชใหเปนกลาง (ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด) แลวจึง
เติมโคจิลงไป เพื่อทําการยอยสลายวัตถุดิบสวนที่เหลือดวยเอนไซมจากเชื้อรา (โคจิ) จากนั้นเติมเชือ้
ยีสตในกลุมที่สามารถเจริญในสภาพที่มเีกลือสูงได (halophilic yeast) ลงไปดวย ทําการหมักอีก
ประมาณ  2-3 เดือน 
 
                              ซีอ๊ิวกึ่งเคมี (Semi-Chemical soy sauce) หมายถึงซีอ๊ิวที่ไดจากการผลิตน้ําซอส
ปรุงรส ที่เกิดปญหาขึ้นในระหวางกระบวนการหมัก ที่ทราบกันในนามของกรดลีวูลินิค (levulinic 
acid) หรือกรดลีวูลิค (levulic acid) ในสารละลายกรดอะมิโน และใหโทษตอรางกายมนุษย ซ่ึง
ขั้นตอนการเกดิกรดลีวูลิค นัน้เกิดจากการนําพืชที่ใหปริมาณโปรตีนสูงมาเปนวัตถุดบิ เชน แปง   
ถ่ัวเหลือง เมื่อแปงเจอกรดเกลือที่มีความเขมขนสูง และอณุหภูมิในการยอยสลายสูงดวย ก็จะเกิด
น้ําตาลกลูโคส (glucose) และมอลโตส (maltose) (Anna and Stecchini, 1994) รวมถึงกรดลีวูลิค ที่มี
โครงสรางโมเลกุล ดงันี้ 
 

CH3 – CO – CH2 – CH2 – COOH            Levulic  acid 
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   กรดลีวูลิค (วเิชียร, 2534) สามารถละลายน้ําไดมีฤทธิ์เปนกรด มีพษิในตัวเองแต
โดยปกตกิารหมักซีอ๊ิวแบบธรรมชาติที่ใชถ่ัวเหลือง และขาวสาลีนั้น ทําการหมักโดยยอยสลายได
เฉพาะน้ําตาลกลูโคสและมอลโทสเทานั้น ไมมีกรดลีวลิูคเกิดขึ้น เราจึงสามารถตรวจสอบไดวาซีอ๊ิว
ชนิดใดเปนซอ๊ิีวที่หมักตามธรรมชาติหรือซีอ๊ิวเคมี (น้ําซอสปรุงรส) วิธีการแกไขหรอืลดปริมาณ
กรดลีวลิูค สามารถกระทําไดโดยการใชกรดเกลือที่มีความเขมขนต่ํา ภายใตสภาวะของอุณหภูมิที่
ต่ําดวย   
 
         อยางไรกต็าม ถึงแมกระบวนการหมกัจะมี 3 วิธีการ แตกระบวนการทางเคมีจะ
ประหยดัเวลาและคาใชจายมากที่สุด (วราวุฒิ และ รุงนภา, 2532) ในปจจุบันโรงงานอุตสาหกรรม
ผลิตน้ําซอสปรุงรสทั้งขนาดเล็กและขนาดใหญ ไดนําเอาเทคโนโลยีตางๆ จากตางประเทศเขามา
ชวยเสริมในกระบวนการผลิต ทั้งนี้เพื่อตอบสนองความตองการของตลาดที่เพิ่มจํานวนขึ้นเรื่อยๆ 
เทคโนโลยีที่นาํเขามาเชน การใชถังอัดความดันแทนโองดินในกระบวนการผลิต การใชเครื่อง
ควบคุมการผลิต (ควบคุมเวลายอยสลายโปรตีน ควบคุมการเติมกรดและการเติมน้ํา) แทนการใช
แรงงานคน ฯลฯ ซ่ึงสามารถสรุปขั้นตอนการผลิตโดยยอดังนี ้
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ขั้นตอนการผลิตน้ําซอสปรงุรส 
 

กรดเกลือ (35 เปอรเซนต)  +  น้ําสะอาด + ถ่ัวเหลืองสกัดน้ํามัน 
 

ผานไอน้ําทําใหมีอุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส 
 

กวนใหความรอนตออีกครึ่งชั่วโมง 
 

ยอยสลาย 24 ช่ัวโมง 
 

ปลอยออก 
 

พัดลมพัดใหอุณหภูมิต่ําลง 
 

ปรับใหเปนกลางดวยโซเดยีมคารบอเนต 
 

กรอง 
 

สารละลายกรดอะมิโน 
 

ขจัดกลิ่น ฟอกสี ดวยแอคทีฟคารบอน 
 

ซอสปรุงรส 
 
ภาพที่ 1  กระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรสโดยทั่วไป 
ที่มา: ศูนยวิจยัเศรษฐศาสตรประยุกต (2540) 
 
 ดวยกรรมวิธีการผลิตน้ําซอสปรุงรส ดังแสดงในภาพที่ 1 จําเปนที่จะตองควบคุมสภาวะ
การยอยสลายโปรตีนถ่ัวโดยใชกรดเกลือที่เขมขนภายใตอุณหภูมิสูง จึงสงผลใหเกิดสารประกอบ
ประเภทไฮโดรคารบอน ซ่ึงกอใหเกิดความเปนพิษโดยตรงตอรางกาย อาทิ สารพิษที่อยูในกลุมของ 
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chlorohydrins เชน  3-chloro-1-propanol (CP), 1,3-dichloro-2-propanol (DCP) และสาร                
3-monochloro-propanediols (3-MCPD) เปนตน สารพิษดังกลาวอาจสงผลกระทบโดยตรงหรือโดย
ออมตอรางกาย (Salunkhe and Kadam, 1989; Wittmann, 1991) ดังนั้นในปจจุบันผูประกอบการ 
รวมถึงหนวยงานตางๆ จึงไดพยายามหาวิธีการลดปริมาณสารดังกลาวอยู ซ่ึงการนําเชื้อจุลินทรีย 
หรือเอนไซมเขามาใชในกระบวนการผลิต ควบคูกับการใชอุณหภูมิต่ํา สําหรับการยอยสลาย
โปรตีนจากกากถั่วเหลืองและปริมาณความเขมขนของกรดเกลือ (HCL)  ที่เจือจางลง นาจะเปน
หนทางหนึ่งทีส่ามารถลดปริมาณสารดังกลาวไดไมมากกน็อย กรรมวิธีดังกลาวไดแสดงใหเห็นดัง
ภาพที่ 2 
 
ขั้นตอนการผลิตน้ําซอสปรงุรสโดยใชเอนไซมเพื่อลดสาร 3-MCPD 
 

ถ่ัวเหลืองสกัดน้ํามัน 1 สวน : น้ํา (pH 5.5-6.0) 5 สวน 
 

แชที่อุณหภูมิ 50 ±1 องศาเซลเซียส นาน 4 ช่ัวโมง 30 นาที 
 

เติมเอนไซมโปรติเอสรอยละ 0.4 ยอยที่อุณหภูมิ 50 ±1 องศาเซลเซียส นาน 13 ช่ัวโมง 
 

กรอง 
 

ปรุงแตงรสชาติ 
 

ฆาเชื้อจลิุนทรียที่ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี
 

กรอง 
 

บรรจุ 
 

ภาพที่ 2  กระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรสโดยใชเอนไซมเพื่อลดสาร 3-MCPD 
ที่มา: คงศักดิ ์(2544) 
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             สาร 3-MCPD คือ 3- chloro-1, 2-propanediol เปนสารปนเปอนที่จัดอยูในกลุม 
chloropropanols ที่พบใน hydrolysis vegetable protein (HVP) ซ่ึงเปนการผลิตโดยวธีิการเดิมที่นิยม
กันในปจจุบนั โดยการใชเมล็ดพืชที่มีโปรตีนสูงเปนวัตถุดิบที่ผานการสกัดนําน้ํามนัออกแลว 
(defatted vegetable protein) ยอยสลายสารโปรตีนดวยกรดเกลือ (traditional hydrochloric acid 
hydrolysis) ซ่ึงสามารถพบสารพิษหลายตวัดวยกัน แตตวัที่สําคัญไดแก 3-chloro-1,2-propanediol 
(3-MCPD) และ 1,3 –dichloro-2-propanol (DCP) a-dichlorohydrine 
 
 ความเปนพษิของสาร 3-MCPD จากการศกึษาดานพิษวทิยาในหนูทดลอง พบวา ความเปน
พิษเฉียบพลันที่ LD50 มีคา 152 mg/kg ในระยะสั้นมีพิษตอไตของหนู ในลิงกอใหเกิดภาวะโลหิต
จาง (anaemia) ภาวะเม็ดเลือดขาวลดลง (leucopenia) และภาวะเกล็ดเลอืดลดลง(thrombocytopenia) 
สําหรับในระยะยาวพบวา ในหนูทดลองมีการเคลื่อนไหวของ spermatozoa ที่ผิดปกติ สงผลใหเกิด
การสรางเซลลมะเร็ง (carcinogenic effect) และทําใหเกดิ renal tumor, testicular tumor ซ่ึงมีผลตอ
ระบบการสืบพันธุและทําใหเปนหมันในที่สุด สวนการเฝาสังเกตในมนุษย โดยการศึกษาเซลลใน
หลอดทดลอง พบวา ลดการเคลื่อนไหวของ human spermatozoa และสงผลให metabolic activity 
ลดลง (วารุณี, 2543ก) 
 
2. ความรูเบื้องตนเกี่ยวกับเอนไซม 
 

คําวา enzyme แปลวา in yeast ที่นาย Friedrich Wilhelm Kuhn นํามาใชเปนครั้งแรกในป
ค.ศ.1878 เพื่อใชเรียกตวัเรงปฏิกิริยาการหมักน้ําตาลโดยยีสต ตอมาพบวา ปฏิกิริยาเคมีของการใช
น้ําตาลที่เกิดขึน้ในรางกายตองอาศัยตัวเรงชนิดเดยีวกันนี้ ดังนั้นเอนไซมจึงไมไดหมายถึงตัวเรงที่
พบในยีสตเทานั้น แตรวมถึงตัวเรงปฏิกิริยาเคมีอ่ืนๆ ท่ีพบในสิ่งมีชีวิตทัง้หลาย (biological 
catalysts) เอนไซมทําหนาที่เรงปฏิกิริยาใหเกิดเรว็ขึ้น (สุนันทา, 2547) ซ่ึงจัดเปนตวัเรงปฎิกิริยา
ชีวภาพหรือตวัเรงอินทรียเพราะสังเคราะหขึ้นมาภายในเซลลของสิ่งมีชีวิตหรือพูดอกีนัยหนึ่งวา
เอนไซมเกิดจากสิ่งมีชีวิตเทานั้น ไมสามารถสังเคราะหขึ้นมาไดดวยวิธีทางเคมี เอนไซมใชในการ
เรงปฏิกิริยาตางๆ ในขบวนการเมตาบอลิซึมของสิ่งมีชีวิต เพราะปฏิกิริยาในระบบตางๆ ของ
ส่ิงมีชีวิตเกิดขึน้เองไดยากถาขาดเอนไซม เพราะสิ่งมีชีวิตตองสามารถสรางผลิตภัณฑใหทันตอ
ความตองการของรางกายไมเชนนั้นก็ไมสามารถดํารงชีพอยูได ดังนั้นเอนไซมจึงตองมี
ประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาที่สูงมาก 
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เอนไซมปริมาณเพยีงเล็กนอยสามารถเรงปฏิกิริยาไดเปนลานเทาหรือมากกวาเมื่อเทียบกับ
การใชตัวเรงปฏิกิริยาทางเคม ีเชน การไฮโดรไลซน้ําตาลซูโครสกลายเปนน้ําตาลกลโูคสและฟรุค
โตสดวยเอนไซม invertase (sucrase) ปฏิกริิยาจะเกิดเรว็มากและไมตองใชความรอน แตถาใชตัวเรง
ปฏิกิริยาทางเคมี คือ กรดไฮโดรคลอริก ปฏิกิริยาจะเกิดชากวามากและตองใหความรอนดวยจึงเกดิ
ผลิตภัณฑ การเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไมสามารถเปลี่ยนระดับสมดุลของปฏิกิริยาได (chemical 
equilibrium) คือ ปฏิกิริยาเกดิเร็วขึ้นก็จริง แตปริมาณผลิตภัณฑที่ไดจะคงที่ไมวาปฏิกริิยานั้นจะมี
เอนไซมหรือไมมีก็ตาม (ผลิตภัณฑเกดิขึ้นเร็วเทานัน้) นอกจากนีเ้อนไซมยังมีความจาํเพาะตอ
ปฏิกิริยา เชน เอนไซม invertase ที่ไดกลาวถึงไปแลวมีความจําเพาะตอน้ําตาลซูโครสเทานั้น ถามี
ไดแซคคาไรดอ่ืนๆ เชน มาลโตสหรือแลคโตสปนมา เอนไซมจะไมไฮโดรไลซน้ําตาลสองตัวนี้ แต
กรดไฮโดรคลอริกจะสลายพนัธะไกลโคซิดิคทุกพันธะและความจําเพาะของปฏิกิริยาจะมีตอตวั
ซับสเตรทหรือสารตั้งตนดวย เชน เอนไซมอาจทําปฏิกิริยากับซับสเตรทเพียงชนดิเดยีวหรือสารอื่น
ที่มีโครงสรางใกลเคียงสัมพนัธกันได 

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

สามารถสกัดเอนไซมยูรีเอส (urease) ซ่ึงไฮโดรไลซยูเรียใหกลายเปนแอมโมเนียและ
คารบอนไดออกไซดออกมาไดและแสดงใหเห็นวาเอนไซมยูรีเอสเปนโปรตีนชนิดหนึ่ง จากนั้นได
มีการทดลองคนควาตางๆ จนสรุปวา เอนไซมทุกชนิดมสีวนประกอบเปนโปรตีนอาจกลาวไดวา
เอนไซมเปนโปรตีนชนิดหนึ่งในเซลลและเอนไซมสวนใหญเปนโปรตีนที่มีลักษณะเปนกอน 
(globular protein) (พัชรา, 2541) ดังนั้นเอนไซมจึงสามารถโดนทําลายไดในสภาวะแวดลอมตางๆ
คลายโปรตีน ในเซลลปกติจะมีเอนไซมชนิดตางๆประมาณ 3,000 ชนิด การเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซมทําไดโดยลดพลังงานกระตุน (activated energy) ของปฏิกิริยานัน้ๆ ซ่ึงการที่สารตั้งตน
เปลี่ยนเปนสารผลิตภัณฑไดนั้นตองผานสภาวะทรานสิชัน (transition state) ที่จุดนีพ้ลังงานจะสูง
กวาสารตั้งตน ดังนั้นปฏิกิริยาตองไดรับพลังงานที่มากกวาความแตกตางของพลังงานระหวาง
สภาวะทรานสิชันและสารตั้งตนหรือที่เรียกวา พลังงานกระตุนดังทีไ่ดกลาวมาแลว เมือ่เอนไซมทํา
ใหพลังงานกระตุนลดลง สารตั้งตนจึงสามารถเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑงายขึ้น ปฏิกิริยาจึงเกิดเร็วขึ้น 
ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ก. ข. 
 

ภาพที่ 3  แสดงการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ก. พลังงานอิสระการกระตุนและ ข.  เอนไซมเรง   
               ปฏิกิริยาโดยลดพลงังานอิสระการกระตุน 
ที่มา: สุนันทา (2547) 
 
             ในอุตสาหกรรมตางๆ หลายประเภทมีการใชเอนไซมเพื่อทําหนาที่เปนตวัเรงปฏิกิริยาแทน
การใชตัวเรงปฏิกิริยาทางเคมหีรือปฏิกิริยาอืน่ที่ไมสามารถใชตัวเรงปฏิกิริยาทางเคมีได เนื่องจาก
คุณสมบัติที่ดกีวาของเอนไซมที่มีความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยามากกวาและไมเปนอันตรายเพราะ
เอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาไดโดยไมตองใชอุณหภูมแิละความดนัที่สูง (พัชรา, 2541) การทํางานที่
เกี่ยวของกับเอนไซมตองอาศัยความละเอียดอยางมากเพราะตัวแปรที่เกี่ยวของมักเกีย่วของกับ
ส่ิงมีชีวิตที่ผลิตเอนไซมและโครงสรางของเอนไซมเองซึ่งมีโปรตีนเปนสารองคประกอบ เอนไซมมี
มากมายหลายพันชนิด เอนไซมชนิดเดยีวกนัอาจผลิตไดจากสิ่งมีชีวิตหลายๆ ประเภทแลวแต
กรรมวิธีในการผลิต   
 

2.1  ความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
 

       ความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม คือ ความสามารถในการเลือก
เกิดปฏิกิริยาและเลือกทําการเรงปฏิกิริยากบัซับสเตรทตางๆ โดยความจาํเพาะในการเรงปฏิกิริยา
ของเอนไซมขึ้นอยูกับ (สุนันทา, 2547) 
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      2.1.1  โครงสรางของโมเลกุลซับสเตรท (สารตั้งตน) โดยโครงสรางของซับสเตรท 
ประกอบดวย 2 สวน คือ สวนที่จะไปจับกบัโมเลกุลของเอนไซม (binding group) และพันธะทีเ่กิด
การเปลี่ยนแปลง (susceptible bond) จากการกระทําของเอนไซม 

 
      2.1.2  โครงสรางของเอนไซม (conformation) เอนไซมแตละชนดิมโีครงสราง

เฉพาะตวัและเรียงตัวอยางเปนระเบียบเหมอืนกันทุกครั้งกอนเขาไปทําการเรงปฏิกิริยาเปลี่ยน 
ซับสเตรทไปเปนผลิตภัณฑ โปรตีนที่ทําหนาที่เปนเอนไซมตองไมใชสายโปรตีนที่ยาวเหยยีดเปน
เสนตรงแตตองมีการคดงอที่จําเพาะ (specific folding) เพือ่ใหมีโครงสรางที่เหมาะสมในการรวมตัว
กับซับสเตรท ซ่ึงทุกครั้งที่มีการเรงปฏิกิริยาตองเกิดการคดงอใหมีโครงสรางแบบเดิมนี้ทุกครั้ง จึง
สามารถทําการเรงปฏิกิริยาได  
 

      2.1.3  ลักษณะบริเวณเรงของเอนไซม (active site, substrate site หรือ catalytic site) 
เปนตําแหนงบนโมเลกุลของเอนไซมที่มีลักษณะเปนแองเล็กๆใหโมเลกุลซับสเตรทเขาไปจับ      
ซ่ึงจะเกดิแรงยดึเหนีย่วอยางออนระหวางเอนไซมและซบัสเตรท เชน แรงแวนเดอวาลส  พันธะ 
ไอออนิก พันธะไฮโดรเจน เปนตน บริเวณเรงเปนบริเวณที่มีการรวมกันของหมู R ของกรดอะมิโน
ซ่ึงอยูในเปปไทดสายเดยีวกนัหรือตางสายก็ได ทําใหหมู R มาอยูใกลกนั  เอนไซมจึงมีการคดงอ
อยางจําเพาะเพื่อมีโครงสรางพรอมเรงปฏิกิริยาได ซ่ึงซับสเตรทจะเขาไปทําปฏิกิริยาที่บริเวณนี้             
 
 2.2  การหากิจกรรมของเอนไซม (Enzyme assay) 
               

       การหากิจกรรมของเอนไซมเปนการวดัการทํางานของเอนไซมที่สามารถทํางานได 
เพราะเอนไซมปริมาณหนึ่งๆประกอบดวยเอนไซมที่สามารถทํางานไดและไมสามารถทํางานได 
ดังนั้นคากจิกรรมของเอนไซมขึ้นอยูกับจาํนวนโมเลกุลของเอนไซมที่สามารถทํางานได  
(สุนันทา, 2544) 
 

การหากิจกรรมของเอนไซมมักทําการหาหลังขั้นตอนการแยกและการทําใหเอนไซม
บริสุทธิ์ การหาคากิจกรรมนัน้ใชความเขมขนของซับสเตรทและโคแฟคเตอรคอนขางสูง เพื่อให
อัตราเร็วของปฏิกิริยาขึ้นอยูกับความเขมขนของเอนไซมเพียงอยางเดยีว โดยวัดปริมาณผลิตภัณฑที่
เกิดขึ้นเพราะมีความถูกตองแมนยํากวาการติดตามซบัสเตรทที่หายไปและจะวดัสะดวกยิ่งขึ้นถา
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ผลิตภัณฑที่ไดเปนสารมีสีหรือสามารถดูดกลืนแสงในชวงความยาวคลื่น UV ได โดยใชเครื่องมือ 
สเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) 

 
 การหาคากิจกรรมเอนไซมควรบงบอกถึงความเขมขนของสารตลอดจนสภาวะทีใ่ชใน
การทดลองไวใหชัดเจน คือ บอกความเขมขนของซับสเตรท เอนไซม โคแฟคเตอร อุณหภูมิ  
คาพีเอช หรือคาตางๆที่จําเปนใหละเอียด และมีคําที่ตองรูนิยาม ดังนี ้
 

       เอนไซม 1 ยูนิต (one international unit) คือ ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการเกดิ
ผลิตภัณฑ 1 ไมโครโมลตอนาทีภายในเวลา 1 นาทีในสภาวะที่กําหนด 
 

       Specific activity มีหนวยเปนยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีนหรือไมโครโมลตอนาทีตอ
มิลลิกรัมของโปรตีน โดยคา specific activity ที่สูงขึ้นหมายความวา เอนไซมมีความบริสุทธิ์มากขึ้น 
 

      Yield (percent)  เปนการคิดเทียบความบริสุทธิ์ของขั้นตอนหนึ่งๆ กับขั้นตอนแรก    
คิดจาก 

 
ปริมาณยูนิตทัง้หมดของขั้นตอนนั้น  x 100 

                     ปริมาณยูนิตทั้งหมดของขั้นตอนแรก 
   

เอนไซมยิ่งมีความบริสุทธิ์มากเทาใด นั่นคือ yield ที่ไดยิ่งลดนอยลง เพราะตองผาน
กระบวนการอื่นๆ ในการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์ยิ่งขึ้น 
 
3.  เอนไซมโปรติเอส 

 
เอนไซมโปรติเอสเปนกลุมเอนไซมที่มีคุณสมบัติในการยอยพันธะเปปไทด (peptide bond)  

ของสารจําพวกโปรตีน จึงมกัถูกเรียกวาเอนไซมยอยโปรตีน (นิลวรรณ, 2548) โดยยอยใหกลายเปน
สารโมเลกุลเล็กๆ เอนไซมหลายชนิดจดัอยูในกลุมของเอนไซมโปรติเอสและสามารถแบงประเภท
ออกเปนประเภทยอยๆ ไดอีก โดยเกณฑทีใ่ชในการแบงใชความสามารถในการยอยสลายโปรตีน
ในซับสเตรทที่มีโครงสรางซับซอนตางๆ เอนไซมโปรติเอสตางชนิดกนัชอบยอยพันธะเปปไทด
ตรงตําแหนงทีต่างกัน  
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เอนไซมโปรติเอสสามารถพบไดทั้งในพืชและสัตว พืชทีน่ํามาสกัดเอนไซมโปรติเอส เชน 
ตนมะละกอ (carica papaya) ตนสัปปะรด (anana sativa pineapple) ตน figs (ficus carica, ficus 
glabrata) ตน artichokes (cynera cardunculus) และถ่ัวเหลือง (soya hispidus) ซ่ึงเอนไซมโปรติเอส
ที่ไดจากพืชนัน้มีหมูซัลไฟดวิ (sulfhydryl) ตรงบริเวณเรงเปนสมบัติเฉพาะ เอนไซมที่ผลิตจากพืช 
เชน papain, chymopapain, bromelain, ficin หรือสามารถสกัดเอนไซมโปรติเอสไดจากสัตวจําพวก
เล้ียงลูกดวยนม เชน รกสัตว (animal pancres) เอนไซมที่ผลิตไดจากสัตวสวนมากในตอนแรกจะอยู
ในรูปที่ไมเรงปฏิกิริยา (proenzyme) จนกวาอยูในสภาวะที่ทําใหเอนไซมเร่ิมทํางาน เชน ไดรับ
ความเปนกรดจากน้ํายอยในกระเพาะอาหาร คือ พีเอชจะเริ่มต่ําลง ทําใหเอนไซมอยูในรูป active  
ซ่ึงสามารถทํางานไดที่พีเอชต่ําๆ เรียกเอนไซมประเภทนี้วา endoprotease เชน pepsin, chymosin, 
trypsin เปนตน การใชงานเอนไซมโปรติเอส เชน ทําเนือ้ใหออน การผลิตอาหาร เบียร เบเกอรี หรือ
อุตสาหกรรมที่ยอยโปรตีน ฟอกหนัง หรือยารักษาโรค (เปนตวัชวยเตรียมการยอย) (Anwar and 
Saleemuddin, 1998) แตการสกัดเอนไซมจากพืชและสัตวยังมีขอจํากัดเรื่องคุณภาพและปริมาณ 
(อรพิน, 2523) 

 
นอกจากนี้เอนไซมโปรติเอสยังสามารถผลิตไดจากพวกจลิุนทรียตางๆ แตมีแคจุลินทรีย

บางชนิดเทานัน้ที่สามารถนํามาใชผลิตในเชิงอุตสาหกรรมได เพราะใหผลได (yield) จากการผลิตที่
สูงและเอนไซมโปรติเอสที่ผลิตไดจะออกมาอยูนอกเซลล ทําใหสามารถสกัดแยกไดงาย ไมไดเปน
เอนไซมที่ผลิตแลวอยูในเซลลจึงไมตองทําการแยกเอนไซมออกจากเซลล ซ่ึง 70 เปอรเซ็นตของ
ปริมาณเอนไซมโปรติเอสที่ใชในอุตสาหกรรมไดมาจากการเพาะเลีย้งจุลินทรีย จุลินทรียที่ใชผลิต
ได เชน แบคทเีรีย (B.licheniformis) รา (A.candidus, A.flavor, A.oryzae, A.niger) หรือพวกยีสต 
เปนตน 
 
4.  เอนไซมตรึงรูป   
 
 เอนไซมตรึงรูป (immobilized enzymes) หมายถึง เอนไซมที่ถูกกําหนด หรือทําใหมาอยูใน
ขอบเขตที่จัดไว อาจมีโมเลกลุใหญขึ้นดวยการเชื่อมพันธะเคมีหรือไมมพีันธะเคมี ละลายน้ําไดยาก
ขึ้นหรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซม เปลี่ยนจากตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของเหลวกลายเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาที่เปนของแข็งขณะทําปฏิกิริยา (solid catalysts) (ปราณ,ี 2547) 
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วิวัฒนาการของการศึกษาวิจยัดานการเตรียมและการนําเอนไซมตรึงรูปมาใชเกิดขึน้ 
อยางเปนลําดบั แมวาในปจจุบันเราจะยังไมสามารถหาสูตรสําเร็จที่ระบุใหชัดเจนวาเอนไซมชนิด
หนึ่งจะตรึงรูปดวยวิธีใดก็ตาม แตก็มีหลักฐานและผลงานวิจัยพอที่จะชีน้ําไดวาควรใชวิธีใด สวน
ประสิทธิภาพและความเหมาะสมของการใชงานก็เปนกรณีๆ ไป อยางไรก็ตาม ววิัฒนาการเรื่อง
การศึกษาเอนไซมตรึงรูป เกิดขึ้นเปนลําดบัจนปจจุบนันีก้็ดวยเหตุผลที่สืบเนื่องมาจากการใช
เอนไซมอิสระมีขีดจํากัดบางประการดังนี ้
 
 4.1  ขอจํากัดของเอนไซมอิสระ 
 

4.1.1  เอนไซมอิสระไมเสถียร 
 
4.1.2  เอนไซมอิสระใชงานในลักษณะไมตอเนื่องหรือใชคร้ังเดียว (batch) 
 
4.1.3  เอนไซมอิสระใน in vitro ใชแบบ multi-enzymes system ไมได 
 
4.1.4  เอนไซมอิสระถาจะใหมีกิจกรรมเอนไซมสูงตองทําใหบริสุทธิ์กอนการใชงาน 
 
4.1.5  เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของซับสเตรทและผลผลิตทําให

แยกออกไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีนจะปนเปอนในลักษณะ proteineous contaminants 
โดยเฉพาะถาอยูในอาหารจะเกดิเปนตะกอนเมื่อถึงระดบัอุณหภูมิ พีเอชของโปรตีนชนิดนัน้ แยก
ออกไดตองใชกรรมวิธีเพิ่มขึน้ กลาวคือ ผานหนวยแยกอกีครั้ง 

 
4.1.6  เอนไซมอิสระ สวนใหญละลายน้ํา ละลายในสารละลายได ฉะนั้นจะนํามาใชใน

ลักษณะ solid catalyst ไมได มีผลใหไมสามารถใชกับเครื่องปฏิกรณประเภทตางๆ เชน fluidized 
bed และ packed bed ในระบบตอเนื่อง (continuous) ได อาจจะใชไดกบั sitrred tank และ
ultrafiltration membrane ได (กรณีของ ultrafiltration membrane จัดเปนรูปหนึ่งของเอนไซมตรึง
รูป 

 
4.1.7  เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูง 
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4.1.8  เอนไซมอิสระในเซลลจุลินทรีย (intracellular enzymes) เมื่อนํามาใชงาน 
ตองผานกระบวนการสกดัและทําบริสุทธิ์กอน 
 

4.1.9  เอนไซมอิสระกอพิษตอผูใช ในลักษณะของการสูด หายใจ การสัมผัสใน 
ปริมาณมาก 
 

ดวยขีดจํากัดของการใชเอมไซมอิสระที่กลาวมาขางตน จงึเปนทางออกที่นําไปสูการ
แกปญหาดวยการนําเทคโนโลยีของเอนไซมตรึงรูปมาใช ดวยวิธีการตางๆ และแกปญหาไปตาม
ลักษณะสมบัตขิองเอนไซมที่ถูกตรึงที่ได ถาหากแกไดหมดก็นับวาไดประสบผลสําเร็จยิ่ง อยางไรก็
ตามในบางครัง้ผลกระทบจากการเตรียมและการใชเอนไซมตรึงรูปก็อาจมีบาง ไดแก กิจกรรม
เอนไซมอาจจะถูกกระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลของเอนไซมกับตัวพยุงมีผลใหโครง
รูปสามมิติ (conformation) เปลี่ยนไปและอาจมีผลตอหมูที่อยูในบริเวณเรงดวยมีปญหากับ        
ซับสเตรท ที่ไมเปนเนื้อเดียวกัน หรือมีลักษณะแขวนลอย (suspension) ดานการถายเทมวล      
(mass transfer) และชนดิของตัวพยงุอาจจะมีผลกระทบตอผลผลิต เชน ปนเปอนหรือทําปฏิกิริยา
กับผลผลิต 

 
4.2  ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป  
 

4.2.1  มีโอกาสเพิ่มกิจกรรมเอนไซมและเสถียรภาพของเอนไซมได ถาวิธีเหมาะสม 
 
4.2.2  ใชระบบ multi-enzymes ในลักษณะ in vitro ได 
 
4.2.3  ใชซํ้า ใชตอเนื่องได  
 
4.2.4  ใชสภาวะการทําปฏิกริิยาที่ตางไปจากเอนไซมอิสระ หรือเอนไซมเดิมได ทั้งนี้

ขึ้นกับชนิดตวัพยุงและวิธีการตรึงรูป 
 

       4.2.5  ใชใหเหมาะสมกบัเครื่องปฏิกรณเอนไซมได ทั้งนี้ขึ้นกับรูปรางตัวพยุง 
และลักษณะซบัสเตรท 
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       4.2.6  เอนไซมที่นํามาตรึงรูป ไมตองทําใหบริสุทธิ์ก็สามารถทํางานไดดี เหมือน 
เอนไซมบริสุทธิ์ ทั้งนี้ขึ้นกบัวิธีการตรึงรูป 
 

4.3  ชนิดหรือรูปของเอนไซม  
 

เอนไซมโดยทัว่ไปมี 2 รูป คือ เอนไซมอิสระหรือเอนไซมเดิม (native enzymes) และ 
เอนไซมดัดแปลง (modified enzymes) (ปราณี, 2547) ในกรณีของเอนไซมดัดแปลงสามารถทําได
หลายวิธี การทําเอนไซมที่ถูกตรึง ก็จัดเปนวิธีหนึ่งของเอนไซมดัดแปลง ซ่ึงสามารถสรุปเปนแผน
ภาพรวมไดดังภาพที่ 4 
 
 

เอนไซมเกาะตดิ (bond enzymes) เอนไซมหอหุม (entrapped enzymes) 

เอนไซมตรึงรูป (immobilized enzymes) 

เอนไซม 

เอนไซมดัดแปลง (modified) เอนไซมเดิม (native) 

เอ  ี
(covalently bond) 
นไซมเชื่อมพันธะเคมเอนไซมหอหุมในเมทริกซ  

(matrix-entrapped enzymes) 
เอนไซมแคปซูลเล็ก 
(microencapsulated) 

เอนไซมดูดซบั 
(adsorbed) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  รูปของเอนไซม 
ที่มา: ปราณี (2547) 
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4.4  วิธีการตรึงเอนไซม  
 

         การศึกษาเอนไซมตรึงรูปเปนทางออกของการนําเอนไซมสูอุตสาหรรม แมวาบางครั้ง
จะพบวากจิกรรมเอนไซมดอยกวาเอนไซมอิสระ แตอยางไรก็ตามหากพจิารณาขอไดเปรียบดาน
อ่ืนๆ เชน เสถียรภาพของการใชงาน สภาวะการทําปฏิกิริยา เปนตน พบวาเอนไซมตรึงรูปมีสมบัติ
ดังกลาวสูงกวาเอนไซมอิสระ (ผองผกา, 2537) ฉะนั้นการจะพิจารณาขอไดเปรียบเสยีเปรียบใด
สําคัญจึงขึ้นอยูกับลักษณะอตุสาหกรรมนัน้หรือมิฉะนัน้ตองทดลองศึกษาหาวิธีการตรึงรูปจนกวา
จะพบความเหมาะสมระหวางเอนไซมและอุตสาหกรรมนั้นๆ ดังไดรวบรวมสรุปลักษณะสําคัญของ
เอนไซมตรึงรูปที่เตรียมไดในแตละวิธี ดังตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1  วิธีการตรึงรูปและสมบัติของเอนไซมตรึงรูป 
 

วิธีการเชื่อมกบัตัวพยงุ  
สมบัติ วิธีการเชื่อม

ขวาง 
วิธีการดูดซับ
ทางกายภาพ 

วิธีการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนท 

วิธีการหอหุม 

การเตรียม 
คากิจกรรมเอนไซม  
ความจําเพาะตอซับสเตรท 
แรงเชื่อมพันธะกับตวัพยุง 
การนําตัวพยุงกับคืน 
การนําไปใชทัว่ไป 
คาใชจาย 
 

ยาก 
ปานกลาง 
เปลี่ยนได 
แข็งแรง 
ไมได 
ไดต่ํา 

ปานกลาง 

งาย 
ต่ํา 

ไมเปลี่ยน 
ออน 
ได 
ไดต่ํา 
ถูก 

ยาก 
สูง 

เปลี่ยนได 
แข็งแรง 
ได 

ไดปานกลาง 
แพง 

 

งาย 
สูง 

ไมเปลี่ยน 
ไมมี 

ไมได/นอย 
ไดสูง 
ถูก 

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

การเตรียมเอนไซมตรึงรูปโดยวิธีนี้อาศยัวิธีการสรางพันธะเหมือนกับการสราง
พันธะโควาเลนท แตไมตองใชตัวพยุงที่เปนของแข็ง เอนไซมจะถูกตรึงอยูไดโดยการสรางพันธะ
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เชื่อมไขวภายในและระหวางโมเลกุลของเอนไซม ทําใหเอนไซมจับกันเปนกอนสามมิติ ซ่ึงทําให
โมเลกุลของเอนไซมไมละลายน้ํา สารเชื่อมไขวที่ใชจะมกีลุมฟงกชันตัง้แต 2 กลุมขึ้นไป ซ่ึงสาร
เชื่อมไขวนีจ้ะจับกับโมเลกุลของเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนท สารเชื่อมไขว ไดแก อะลิฟาติกได 
เอมีน (aliphatic diamines) ไดเมทธิลอะดิพเิมท (dimethyladipimate) ไดเมทธิลซับเบอริมิเอท 
(dimethyl suberimidate) และกูลตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) ซ่ึงสารนี้เปนตัวที่นยิมใชมากที่สุด 
ปฏิกิริยาการเชือ่มไขวขึ้นอยูกับชนิดของสารเชื่อมไขวทีใ่ช โดยสารเหลานี้จะมีหมูตางๆ ที่ใชจับ
โมเลกุลของเอนไซม คือ สารเชื่อมไขวที่มหีมูคารบอนิล จับกับ แอล-ไลซีนของเอนไซม (เกิดการ
จับแบบ Schiff’s base) สารเชื่อมไขวที่มีไดอะโซ จับกับแอล-ไลซีน แอล-ฮีสติดีน แอล-ไทโรซีน 
แอล-อารจินีน หรือ แอล-ซิสเตออีน (เกิดการจับกันดวยพันธะไดอะโซ) สารเชื่อมไขวที่มีหมูไอโซ
ไซยาเนต จับกบั primary amino group (เกิดการจับกนัดวยพันธะเปปไทด) สารเชื่อมไขวที่มี
หมูอัลคิลไอโอไดคจับกับหมูนิวคลิโอไฟล (เกิดปฏิกิริยาอัลคิลเลชัน) และหมูไอโอโดอะเซททา
ไมด จับกับ แอล-ซีสเตอีน ( เกิดปฏิกิริยาอัลคิลเลชัน ) การเชื่อมไขวระหวางเอนไซมกับกลูตาอัลดี
ไฮดนั้นมีความเสถียรมากและไมสามารถเกิดปฏิกิริยายอนกลับได ถึงแมวาอุณหภูมแิละพีเอช
เปลี่ยนแปลงไปมากก็ตาม เนื่องจากเกิดการจับกันแบบ Schiff’s base เกิดพันธะ aldimine ซ่ึงมีความ
แข็งแรงมาก นอกจากนั้นการเชื่อมไขวยังเกิดจากปฏิกิริยาหมูอะมิโนของเอนไซม จับตรงพันธะ 
ethylenic double bond ของ α,β- unsaturated oligomers ของ กลูตาอัลดีไฮด 

 
สภาวะทีเ่หมาะสมที่ทําใหไดเอนไซมที่ถูกเชื่อมไขวและไมละลายน้ํา โดยที่ไม

สูญเสียความสามารถในการเรงปฏิกิริยา ขึ้นอยูกับความสมดุลขององคประกอบตางๆ คือ ความ
เขมขนของเอนไซมและสารเชื่อมไขว พีเอช ความเขมขนของอิออนในสารละลาย (ionic strength) 
อุณหภูมิ และเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา เมื่อเติมสารละลายเอนไซมทีม่ีความเขมขนต่ําลงใน
สารละลายของสารเชื่อมไขว ในระยะแรกจะไดโอลิโกเมอรที่สามารถละลายไดในน้าํ เมื่อเพิ่มความ
เขมขนของสารละลายเอนไซมมากขึ้นจะเกิดพอลิเมอรทีม่ีน้ําหนกัโมเลกุลสูงและไมละลายน้ํา 
ความเขมขนของโปรตีนที่เหมาะสมในการตรึงอยูในชวง 50-200 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร การตรึง
เอนไซมโดยวธีินี้เกิดขึ้นไดเร็วมากเมื่อทําปฏิกิริยาที่พีเอชใกลกับจดุไอโซอิเลคตริคของเอนไซม 
นั้นๆ 
 

ธรรมชาติของเอนไซมมีอิทธิพลตอการตรึงเอนไซมใหอยูในรูปไมละลายน้ํา
โดยที่เอนไซมที่มีกรดอะมิโนไลซีนเปนองคประกอบอยูในปริมาณสูงทําใหเอนไซมอยูในรูปไม
ละลายน้ําไดงายขึ้น การเพิ่มความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดทําใหประสิทธิภาพในการตรึงเพิ่มขึ้น
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ดวยโดยจะเพิม่จนถึงจุดๆ หนึ่งแลวจะลดลง อัตราสวนที่เหมาะสมระหวางกลูตาอัลดไีฮดกับความ
เขมขนของโปรตีนมักอยูในชวง 10-100 เปอรเซ็นต (โดยน้ําหนัก) โดยความเขมขนของกลูตาอัลดี
ไฮดที่ใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุด จะอยูในชวง 0.3 – 0.6 เปอรเซ็นต ขอดีของการตรึงเอนไซม
ดวยวิธีนี้คือ สามารถใชสารเชื่อมไขวเพยีงชนิดเดยีว ตรึงภายในขั้นตอนเดียวและปฏิกิริยาการเชื่อม
ไขวเกดิไดงาย สวนขอบกพรองนั้น คือ มีความยากในการเลือกใชสภาวะทีใ่ชและควบคุมปฏิกิริยา
การเชื่อมไขวระหวางโมเลกุลของเอนไซม เพื่อใหไดขนาดของเอนไซมไมละลายน้ําที่มีขนาดใหญ
และเอนไซมยงัคงมีกิจกรรมเหลืออยูสูง นอกจากนัน้ เมือ่นําไปใชงาน ยังเกดิปญหาเรื่องการไหล
เนื่องจากเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีนี้จะมีลักษณะเปนเจล 

 
4.4.2  วิธีการดดูซับทางกายภาพ (Physical-adsorption method) 

 
การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ พนัธะที่ใชจะเปนพันธะไฮโดรเจน (hydrogen 

bonding) แรงวานเดอวาลล (vanderwaals force) และไฮโดรโฟรบิกอินเทอรแอคชนั (hydrophobic 
interaction) ซ่ึงยึดระหวางโมเลกุลของเอนไซมกับผิวของตัวพยุงทีเ่ปนของแข็ง การตรึงเอนไซม
ดวยวิธีนี้ทําไดโดยผสมสารละลายเอนไซมกับตัวพยุงที่ใชตรึงภายใตสภาวะที่เหมาะสม ทิ้งไว
เพื่อใหมกีารจบักัน จากนั้นแยกเอนไซมที่ถูกตรึงออกตัวดวยการเหวี่ยงหรือการกรอง 

 
ความสามารถในการดดูซับเอนไซมบนตัวพยุงขึ้นอยูกับ พีเอช ธรรมชาติของตัว

ทําละลาย ความเขมขนของอิออนในสารละลาย ความเขมขนของเอนไซมกับพาหะและอุณหภูมิที่
ใช นอกจากนีย้ังตองอาศัยธรรมชาติของเอนไซมและตวัพยุง เชน พืน้ที่ผิวของตัวพยุง อัตราสวน
ของหมูที่ชอบน้ํากับหมูทีไ่มชอบน้ํา ซ่ึงมีผลตอปริมาณเอนไซมที่ถูกจับบนตัวพยุงและกิจกรรมของ
เอนไซมหลังถูกจับ การควบคุมสภาวะตางๆ เหลานี้ใหเหมาะสมจะชวยใหมีการตรึงเอนไซมไดดี 
และกิจกรรมของเอนไซมที่ถูกตรึงยังคงมีอยูสูง ปจจัยหลักที่มีผลตอปริมาณเอนไซมที่ถูกดูดซับบน
ตัวพยุง คือ ความเขมขนของเอนไซมที่สัมผัสกับหนึ่งหนวยพื้นผิวของตวัพยุงกิจกรรมของเอนไซม
ที่ถูกตรึงมีคาเพิ่มขึ้น เมื่อเพิม่ความเขมขนของเอนไซมจนถึงจุดอิ่มตัวถึงแมจะเพิ่มความเขมขนของ
เอนไซมอีก กไ็มทําใหเอนไซมถูกตรึงเพิ่มขึ้น 

 
ตัวพยุงที่ใชดดูซับ (adsorbant) ที่นิยมใชมี 2 แบบ คือ ตัวพยุงที่เปนสารอินทรีย 

ไดแก เซลลูโลส activated carbon คอลลาเจน ถาน (charcoal) คอนคานาวาลินเอ (concanavalin A) 
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เปนตน และตวัพยุงทีเ่ปนสารอนินทรีย ไดแก DEAE-Sephadex อะลูมินา แกว ไฮดรอกซีลาพาไทท 
(hydroxylapatite) และซิลิกา เปนตน 

 
สวนการจับทีอ่าศัยพันธะไฮโดรโฟบิค ตัวพยุงที่ใชจะมสีวนที่ไมมีขั้วโดยเฉพาะ

กลุมที่เปนอะโรมาติกซึ่งกลุมนี้จะมีความสามารถจับกับเอนไซม โดยอาศัยไฮโดรโฟรบิกอินเทอร
แอคชัน กับโปรตีนที่มีสวนทีเ่หลือ (residues) คือ ทริปโตเฟน ไทโรซีนและไอโซลูซีน 
  
 4.4.3  การตรึงเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนท (Covalent-binding method) 
 

วิธีการผลิตเอนไซมตรึงรูปอีกวิธีหนึ่งและเปนทีน่ิยมกนัมาก เนื่องจากวิธีนี้มแีรง
กระทําระหวางตัวพยงุที่แข็งแรงมาก ทําใหเอนไซมหลุดออกจากตวัพยงุไดยาก แตจะมีการเตรียมที่
ยุงยากและราคาสูง (Chaplin and Brucke, 1990) และพนัธะโควาเลนทที่เกิดขึ้นนีจ้ะทําใหโครงสราง
ของเอนไซมตรึงรูปแข็งแรงขึ้น ทนตออุณหภูมแิละพีเอชที่รุนแรงไดมากขึ้น ความมีเสถียรภาพ
เหลานี้จะสงผลใหกิจกรรมเอนไซมลดลงเพียงแคเล็กนอยเทานั้น เมื่อเวลาผานไปนานๆ หรือเมื่อมี
การนํากลับมาใชซํ้า (Huckel et al., 1996) เปนการตรึงเอนไซมโดยมีการเชื่อมพันธะระหวาง
เอนไซมกับตวัพยุงดวยพันธะโควาเลนท การเลือกสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมทําไดยาก
กวาวิธีอ่ืน ๆ เนื่องจากปฏิกิริยาคอนขางซับซอนและรุนแรง การจับกันนี้อาศัยโครงสรางและ
คุณสมบัติของโปรตีนที่มีตอตัวพยุง ส่ิงสําคัญในการตรึงเอนไซมดวยวธีินี้ คือ กรดอะมิโนที่มีผลตอ
บริเวณเรงของเอนไซมตองไมเกี่ยวของกับการจับกันดวยพันธะโควาเลนทกับตัวพยุง ซ่ึงควบคุมได
ยากและโดยทัว่ไปเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีนี้จะสูญเสียกิจกรรมในระหวางกระบวนการตรึง แต
ปญหานี้สามารถแกไขไดโดยการใชตวัยับยั้งแบบแขงขันหรือซับสเตรทเขาไปจับกบัเอนไซมตรง
บริเวณเรง ทําใหปองกนับริเวณนี้จากการเกิดพันธะกับตวัพยุง ตวัพยงุชนิดนี้จะมีกลุมฟงกชัน
จํานวนมาก ทาํใหสามารถตรึงเอนไซมดวยปฏิกิริยาหลายชนิด ปจจัยทีม่ีผลตอการตรึงเอนไซมโดย
วิธีโควาเลนท คือ กลุมฟงกชันของโปรตีนที่เหมาะสมตอการสรางพันธะโควาเลนทภายใตสภาวะที่
ไมรุนแรง  ชนดิของปฏิกิริยาที่เกิดจากการจบักันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงและตัวพยงุที่มีกลุม
ฟงกชันที่เหมาะสมตอการจบักับเอนไซม 

 
   การเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท  คือการเชื่อมพันธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุง

ดวยพันธะโควาเลนท  วิธีนีม้ีผูนํามาศึกษามากที่สุด  การตรึงรูปดวยพนัธะโควาเลนทสามารถทําได 
7 วิธียอยๆ ดังนี้ (ปราณี, 2547) 
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ก.  วิธีไดอะโซ (Diazo method) 
 

         วิธีไดอะโซ คือ การสรางพันธะระหวางเอนไซมและตัวพยุงที่มีอนุพันธ
ไดอะโซเนยีม (-N+=N) เรียกกระบวนการนี้วา ไดอะโซไทเซชัน (diazotization) เชน ตัวพยุงที่มี 
aromatic amino group (R-Y-NH2) ดังปฏิกิริยา 

 
 
 
 

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

      เอนไซมที่สามารถสรางพันธะโควาเลนทโดยวิธีนี้ไดแก เอนไซมที่มีหมู    
อะมิโนอิสระมีหมูอิมิดาโซลหรือหมูฟนอลิกไฮดรอกซลิ 
    

  ข.  วิธีการเชื่อมดวยพันธะเปปไทด (Peptide binding method) 
 

         วิธีการเชือ่มดวยพันธะเปปไทด  คือ การเชื่อมระหวางโมเลกุลเอนไซมและ
ตัวพยุง ดวยพนัธะเปปไทดสังเคราะห (-CO-NH-)  ซ่ึงมี 2 ลักษณะ คือ 
 
                                     1)  ตัวพยุงมหีมูคารบอกซิล (-COOH) และหมูอะมิโน (-NH2) ถูกทําใหเปน
อนุพันธที่ไวตอปฏิกิริยา เชน อนุพันธของ acid azide, คลอไรด ไอโซไซยาเนต เปนตน แลวเชื่อม
กับหมูอะมิโนของเอนไซม ตัวอยางปฏิกิริยาที่ตัวพยุงถูกทําใหเปนอนพุันธคลอไรด ดังนี ้

 
 
 
 

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

                                    2)  ใชสารควบแนน ไดแก คารโบไดอิไมด (carbodiimide), Woodward’s 
reagent K เปนตัวกลางสรางพันธะเปปไทด เมื่อพันธะเปปไทดเกดิขึ้นแลว สารควบแนนจะถูก
ปลอยกลับคืนมาดังเดิม 
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  ค.  วิธีการเติมหมูอัลคิล (Alkylation method) 
 

           วิธีการเตมิหมูอัลคิล คือการเชื่อมพันธะโควาเลนทระหวางหมูอะมิโน         
ฟนอลิก  หรือซัลไฟดริล ของเอนไซมกับหมูเฮไลด (halide) ของตัวพยุงแบบ alkylation ดังปฏิกิริยา 

 
 
 
 

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

 
 
 
 
 
 
  ง.  วิธีการเชื่อมพันธะดวยสารมีหนาที่คู (Bifunctional reagents binding method) 
 

         การเชื่อมขวางระหวางตัวพยงุและเอนไซม ดวยสารเชื่อมขวาง (cross-
linkers) ซ่ึงเชื่อมระหวางหมูอะมิโนของตัวพยุงกับหมูอะมิโนของเอนไซม  สารเชื่อมขวางอาจเปน
พวกสารมีหนาที่คู (bifunctional reagents)  หรือมีหมู 2 หมูทําหนาทีเ่ดียวกัน  ดังปฏิกิริยา 

 
 
 

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

 
 
 
 
 
                                   ตัวอยางสารมีหนาที่คูที่รูจักกันแพรหลาย เชน กลูตาอัลดีไฮด 
(glutaraldehyde) ซ่ึงมีหมูอัลดีไฮดที่ปลายทั้ง 2 หมู ที่สามารถเชื่อมกับหมูอะมิโนของตัวพยงุกับ
เอนไซม ตัวอยางการใชกลูตาอัลดีไฮด เปนสารเชื่อมขวาง ซ่ึงปลายขางหนึ่งจะมีหนาที่จับกับหมู   
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เอมีนของไคโตซานและปลายอีกขางหนึ่งจะจับกับหมูเอมีนของเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท  
แสดงดังภาพที่ 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  การตรึงเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนทโดยใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง 
ที่มา: Songjun et al., (2004)  
 

จ.   วิธีการเชื่อมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ (Ugi reaction binding method) 
 

       วิธีการเชื่อมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ  เปนวิธีผสมของการทําให
สารประกอบในปฏิกิริยาซ่ึงประกอบดวยหมูไวตอปฏิกริิยา  เชน ไอโซไซยาไนด (isocyanide, R4) 
อัลดีไฮด (aldehyde, R1)  คีโตน (ketone, R2)  คารบอกซิล (carboxyl, R5)  เอมีน (amine, R3)       
ทั้งนี้ตัวพยุงและเอนไซมตองมีหมูไวตอปฏิกิริยาเหลานีอ้ยางใดอยางหนึ่งกไ็ด เพื่อทําใหเกิด                   
N-substituted amide (R4-NH-CO-CR1R2-NR3-CO-R5)  ทั้งนี้ตัวพยุงตองเปนตัวพยุงที่ไมละลายน้ํา  
ตัวอยางวิธีการเชื่อมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ โดยที่ตัวพยุงมีหมูคารบอกซิล (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

                
         สมการขางตนนี้  ตวัพยงุที่ไมละลายน้าํมีหมูคารบอกซิล (R5) ผสมรวมกับ

สารละลายเอนไซมซ่ึงมีหมูอะมิโน (R3, H2N-enzyme)  จากนั้นเติมอะเซทัลดีไฮด (acetaldehyde 
(R1,CH3CHO) และ 3-dimethylaminopropylisocyanide (R4)  กวนสารละลายทั้งหมดเปนเวลา 6 
ช่ัวโมงที่พีเอช 6.5 ซ่ึงปรับโดยสารละลายไฮโดรคลอริก 0.5 นอรมอล (0.5N HCl) จะไดเอนไซม
ตรึงรูปในลักษณะ N-substituted amide 
 

 ฉ.  วิธีการเชื่อมพันธะโดยการแลกเปลี่ยนหมูไทออลเปนไดซัลไฟด (Thiol  → 
disulfide)  

 
                       วิธีการเชื่อมพนัธะโดยการแลกเปลี่ยนหมูไทออลเปนไดซัลไฟด เปนวธีิการ

ตรึงรูปแบบแลกเปลี่ยนหมูไทออล (-SH) ของเอนไซมและตัวพยุง  ซ่ึงการตรึงรูปวิธีนี้คอนขาง
จํากัดกับเอนไซมยูริเอสเทานั้น (มหีมูไทออล) แตปจจุบนัก็มีการศึกษากับเอนไซมทีไ่มมีหมูไทออล 
เชน แอลฟา-อะไมเลส ซ่ึงตองเติมหมูไทออล (thiolation) ใหกับเอนไซมกอน 

 
 ช.  วิธีการเชื่อมพันธะกับตวัพยุงดวยวิธีอ่ืนๆ 
   

                       1)  การใชแปงไดอัลดีไฮด (dialdehyde starch, OHC-starch-CHO) ซ่ึงเปน
ตัวพยุงที่มีหมูอัลดีไฮด 2 หมู สามารถใชเปนตัวพยุงในการจับกับหมูอะมิโนของเอนไซมแบบ
ปฏิกิริยาชิฟเบส ไดแก การตรงึรูปปาเปน 
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                                     2)  การใชพอลี (4-ฟอรมิล-เมทอกซีฟนอล) เมทาอะคริเลต (poly(4-formyl-
methoxyphenol) methacrylate)  เปนตวัพยงุที่มีหมูอัลดีไฮดที่ไวตอปฏิกิริยา จะทําปฏิกิริยากับ
หมูอะมิโนของเอนไซม   
 
                                     3)  วธีิการสรางพันธะกัวอะนิดนี (Guanidine) 
 
                        4)  วิธีการตรึงรูปเอนไซมรวมกับโคแฟกเตอร 
  
                  4.4.4  การตรึงเอนไซมดวยวธีิหอหุม (Entrapment method) 

 
  วิธีนี้เปนการตรึงเอนไซมอิสระไวภายในชองวางของตาขายพอลิเมอรหรือ

หอหุมเอนไซมไวดวยเยื่อบางที่ยอมใหมสีารบางตัวผานเขาออกได (semipermeable membrane) 
โดยจะยอมใหมีการแพรเขาออกของโมเลกุลซับสเตรทและผลิตภัณฑ 

 
 การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้แตกตางจากการตรึงเอนไซมดวยวิธีทางเคมีโดยที่การ
ตรึงจะไมมกีารเชื่อมพันธะเคมีใดๆ ระหวางเอนไซมและพอลิเมอรหรือแผนเมมเบรนที่ลอมรอบ 
ดังนั้น จึงสามารถใชตรึงเอนไซมไดทุกชนดิรวมทั้งเซลลและองคประกอบตางๆ ของเซลล ทั้งที่มี
ขนาดและคณุสมบัติแตกตางกันก็ตาม การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทําใหความสามารถในการกระตุน
ปฏิกิริยาของเอนไซมลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้น เมื่อเทยีบกับการตรึงเอนไซมที่ใชพนัธะทางเคมีการ
ตรึงเอนไซมดวยการหอหุม สามารถแบงออกไดเปน 3 แบบคือ 

 
 ก.  การหอหุมภายในเจล (gel-entrapment method) 
 

 วิธีนี้เปนการทําใหโมเลกุลของเอนไซมเขาไปอยูในชองตาขายของพอลิ
เมอรที่ไมละลายน้ํา ซ่ึงตาขายพอลิเมอรนี้เตรียมไดจาก สารเริ่มตน (precursor) ที่เปนโมโนเมอร   
โอลิโกเมอรหรือพอลิเมอรแลวทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการละลาย ดวยการ
เปลี่ยนตัวแปรของการละลาย ซ่ึงไดแก ตัวทําละลาย อุณหภูมิ ความเขมขนของอิออน และพเีอช 
เพื่อใหเกิดปฏกิิริยาการเชื่อมไขว 
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     การหอหุมโดยใชเจล ที่เกิดจากสารตั้งตนที่เปนโมโนเมอร เปนการตรึง
เอนไซมโดยใชเจลโพลีอะคริลาไมด ที่ไดจากกระบวนการพอลิเมอไรเซชัน โดยใชอะคริลาไมด
เปนโมโนเมอรและสารเชื่อมไขวที่ใชจับโมโนเมอร  โดยทั่วไปจะเปน N,N- methylene 
bisacrylamide (bis) ปฏิกิริยานี้เกิดไดเมื่อไมมีออกซิเจนและใชอุณหภูมติ่ํา (10-25 องศาเซลเซียส) 
เพื่อปองกันการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมระหวางกระบวนการตรึง ปฏิกิริยาโพลีเมอรไรเซชันนี้
จะใช K2S2O8  หรือ riboflavin เปนตัวเร่ิมตน และ β-dimethylamino propionitrile ( DMAPN ) หรือ 
เปนตัวเรง ขอเสียของวิธีนี้ คอื เจลชนิดนี้ไมมีความคงทนตอแรงกล ทาํใหโครงรางตาขายเปดออก 
ซ่ึงผลใหเอนไซมหลุดออกจากเจลได แตอยางไรก็ตาม สามารถแกไขขอบกพรองนี้ได โดยการทํา
ใหเกิดการเชื่อมไขวอยางเหมาะสม 
 
  การหอหุมดวยเจลที่เกดิจากสารตั้งตนที่เปนโอลิโกเมอร การเตรียมพอลิ
เมอรจากสารเริ่มตนที่เปนโอลิโกเมอร จะใหผลดีกวาการใชโมโนเมอร เนื่องจาก ขนาดโมเลกุล
ใหญกวาของโมโนเมอร ทําใหการเชื่อมตอระหวางโมเลกุลนอยกวา ความรอนที่เกดิจากปฏิกิริยา
พอลิเมอรไรเซชันเกิดขึ้นนอย เนื่องจากเกิดการเชื่อมตอระหวางโมเลกุลนอยนั่นเอง อยางไรก็ตาม
ปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชันของสารตั้งตนที่เปนโอลิโกเมอรจําเปนตองใชสารที่มีกลุมฟงกชันที่ไว
ตอปฏิกิริยา เชน กลุมอีพอกซีคารบอนิลหรือไอโซไซยาเนต ซ่ึงกลุมเหลานี้จะทําปฏิกิริยากับ
โมเลกุลของเอนไซม ดังนั้นการตรึงดวยวธีินี้จะมีทั้งการหอหุมเอนไซมและเกดิพันธะโควาเลนท 
 

  การหอหุมเอนไซมดวยพอลิเมอร ที่มีโมเลกุลเปนลูกโซยาวเปนการตรงึ
เอนไซมโดยการเติมเอนไซมลงในพอลิเมอรธรรมชาติ พอลิเมอรที่นิยมใชคือ โปรตีน (คอลลาเจน
และเจลาทิน) และโพลีแซคคาไรด (อะการ แคลเซียมอัลจิเนต แคปปา-คารราจีแนนและไคโตแซน)  

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

            วิธีนี้เปนการตรึงเอนไซมไวในโพรงขนาดเล็กของเสนใยสังเคราะห ซ่ึงทาํ
ไดโดยละลายพอลิเมอรที่ใชทําเปนเจล ที่นยิมใชคือ เซลลูโลสไตรอะซีเตท (cellulose triacetate) ใน
ตัวทําละลายอนิทรียที่ไมละลายน้ํา (คลอโรฟอรม เมทธิลีนคลอไรด คารบอนเตตราคลอไรด) แลว
ผสมสารละลายเอนไซมลงไป นําอิมัลชันที่ไดนี้ผานเครือ่ง extruder ลงในของเหลวที่ทําใหอิมัลชนั
เกิดการจับตัวกันเปนของแขง็ ซ่ึงของเหลวที่ใชตกตะกอนนี้มักเปน โทลูอีน หรือ ปโตรเลียมอีเธอร 
วิธีนี้มีขอดีหลายประการ คือ เสนใยที่ไดสามารถทนกรดออนและดางออนได แตอยางไรก็ตามวิธีนี้
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ก็มีขอบกพรองคือซับสเตรท ที่มีโมเลกุลเล็ก เทานั้นที่สามารถผานเขาไปได เนื่องจากการตรึงทําให
เกิดการปดกั้นการเขาออก นอกจากนัน้เอนไซมอาจถูกทําลายดวยตัวทําละลายอินทรียที่ใชเปนตวั
ทําละลายของพอลิเมอรและสารที่ใชตกตะกอน 
 
 ค.  การตรึงเอนไซมดวยแคปซูลขนาดเล็ก (microencapsulation) 
 
                       วิธีนี้เปนการหอหุมเอนไซมไวในแคปซูลขนาดเล็กที่เตรียมไดจากพอลิเมอร
ที่เปนสารอินทรีย ซ่ึงพอลิเมอรนี้มีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผาน ที่สามารถปลอยใหซับสเตรทและ
ผลิตภัณฑผานได ขอดีของวธีินี้คือ มีพื้นที่ผิวมากเพื่อใหซับสเตรทสัมผัสกับเอนไซมไดและ
สามารถตรึงเอนไซมไดหลายชนิดพรอมๆ กัน ในขั้นตอนเดียว โดยไมจํากัดวาเอนไซมนั้นจะผาน
การตรึงดวยวธีิอ่ืนมากอนหรือไม ขอบกพรองของวิธีนี้คือ ไมสามารถใชสําหรับกรณทีี่ใช 
ซับสเตรทที่มีน้ําหนกัโมเลกลุสูง เอนไซมมีการสูญเสียกจิกรรมในระหวางกระบวนการตรึงและ
เอนไซมอาจเขาไปอยูในผนังของเยื่อพอลิเมอรได 
   
5.  การใชไคโตซานเปนตัวพยุงสาํหรับตรึงเอนไซม   
  

ไคโตซาน มีช่ือทางเคมีวา Poly [β-(1→4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose] ซ่ึงเปน
อนุพันธของไคตินที่ตัดเอาหมูอะซิทิล (acetyl) ของน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine (เรียกวา 
deacetylation คือ เปลี่ยนน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine เปน glucosamine) ออกตั้งแต 50 
เปอรเซ็นตขึ้นไปที่สกัด ผลิตภัณฑไคโตซานที่ไดจะมีคุณภาพและสมบัติแตกตางกันไปขึ้นอยูกับ
เทคนิคและขัน้ตอนการผลิต  
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เปลือกกุง  (Shrimp Biowaste) 
 

กระบวนการแยกโปรตีน  (Deproteination) ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง 
 

กระบวนการแยกแรธาต ุ (Decalcification) ดวยสารละลายกรดเกลือเจือจาง 
 

ไคติน (Chitin) 
 

กระบวนการดงึหมูอะซิทิล  (Deacetylation) ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 
 

ไคโตซาน  (Chitosan) 
 

ภาพที่ 6  ขั้นตอนการผลิตไคติน – ไคโตซาน 
ที่มา: ประภัสสร (2548) 
 

ไคโตซานเปนโคพอลิเมอรธรรมชาติ ที่มีมากที่สุดในโลก รองจากเซลลูโลส (cellulose) ถูก
คนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1811 ประกอบดวยอนพุันธของน้ําตาลกลูโคส ที่มีธาตุไนโตรเจนเกาะอยู
ภายในโมเลกลุและมีสมบัติละลายไดในกรดออน โครงสรางทางเคมีของไคตินและไคโตซานแสดง
ดังภาพที ่7 และ 8 ตามลําดับ 

 

 
 
ภาพที ่7  โครงสรางทางเคมีของไคติน  
ที่มา: ประภัสสร (2548) 
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ภาพที ่8  โครงสรางทางเคมีของไคโตซาน 
ที่มา: ประภัสสร (2548) 
  

ไคโตซานสามารถละลายไดในสารละลายหลายชนิด ไดแก สารละลายอินทรียเจือจาง เชน 
กรดฟอรมิก กรดอะดินกิ กรดแลคติก กรดไพรูวิก กรดมาลิก กรดทารทาริกและกรดซิตริก 
นอกจากนี้สามารถละลายในกรดไนตริก กรดไฮโดรคลอริกเจือจางและกรดเปอรคลอริก ละลายได
นอยในกรดฟอสฟอริก แตไมละลายในกรดซัลฟูริก  ปกติแลวไคโตซานที่ไดจะมีสวนผสมของ
น้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine และ glucosamine อยูในสายพอลิเมอรเดียวกนั ซ่ึงระดับการกําจัด
หมู acetyl (เปอรเซ็นตการเกดิ deacetylation) นี้มีผลตอสมบัติและการทํางานของไคโตซาน 
นอกจากนี้น้ําหนักโมเลกุลของไคโตซานบอกถึงความยาวของสายไคโตซาน ซ่ึงมีผลตอความหนดื 
เชน ไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะมสีายยาวและสารละลายที่มีความหนดืมากกวาไคโตซานที่
มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา เปนตน ดังนั้นการนําไคโตซานไปใชประโยชนจะตองพิจารณาทั้งเปอรเซ็นต
การเกิด deacetylation และน้าํหนักโมเลกุล 

 
ไคโตซานเปนวัสดุชีวภาพทีม่ีความหลากหลายและมีสมบตัิที่โดดเดน อาทิ มีคุณสมบัติใน

การดูดซับและจับตรึงที่ดี (Pereira et al., 2003) สามารถทนอุณหภูมิไดสูงโดยมีคา Tg (glass 
transition temperature) ประมาณ 154 องศาเซลเซียส (Seshadri et al., 2005) มีความเปนประจุบวก
สูง สามารถทําเปนแผนฟลม    มีความเขากนัไดทางชวีภาพ สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ ไม
มีพิษและเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม ดังนั้น ไคติน-ไคโตซานจึงสามารถนํามาประยกุตใชในผลิตภณัฑ
และอุตสาหกรรมตางๆ ไดอยางมากมาย อาทิเชน ดานอาหาร ไคโตซานมีสมบัติในการตอตาน       
จุลินทรียและเชื้อราบางชนิด และ ดานการแพทย มีการวจิัยนําแผนไคโตซานมาใชปดแผล ชวยทํา
ใหไมเปนแผลเปน โดยไคโตซานชวยลดการ contraction ของ fibroblast ทําใหแผลเรียบ กระตุนให
เกิดการซอมแซมบาดแผลใหหายเร็วขึ้น เปนตน 
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งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

 Adinarayana et al. (2003) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสจาก Bacillus subtilis PE-11 
โดยวิธีการหอหุมในแคลเซียมอัลจิเนต (calcium alginate) เพื่อศึกษาผลของคากิจกรรมเอนไซม 
เปรียบเทียบกบัความเขมขนของแคลเซียมอัลจิเนต ชนิดของสารละลายที่ทําใหเกิดเปนเม็ด
แคลเซียมอัลจิเนต ความเขมขนของสารละลายที่ทําใหเกดิเปนเมด็แคลเซียมอัลจิเนต ระยะเวลาที่
เหมาะสมในการเกิดเปนเม็ดแคลเซียมอัลจิเนต และขนาดเสนผานศูนยกลางของเม็ดแคลเซียม 
อัลจิเนต โดยวธีิการตรึงรูปแบบหอหุมนี้ทาํไดโดย นําสารละลายแคลเซียมอัลจิเนตทีค่วามเขมขน
ตางๆ กัน (1 2 3 4 และ 5 เปอรเซนต) ใสในหลอดเข็มฉีดยาที่มีหัวเข็มขนาดตางๆ กันและหยดลงใน
สารละลายตางๆ กัน (BaCl2 SrCl2 และ CaCl2) และจะเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารละลายที่ทํา
ใหเกิดเปนเม็ด (0.01 0.125 0.25 0.375 และ 0.5 โมลาร) จากนั้นแชเม็ดแคลเซียมอัลจิเนตไวใน
สารละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในเวลาที่ตางๆ กนั (1 6 11 16 และ 21 ช่ัวโมง) นําเม็ด
แคลเซียมอัลจิเนตที่ไดมาลางดวยน้ํา 3-4 คร้ัง พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซมที่ให
คากิจกรรมเอนไซมสูงสุดคือ ความเขมขนของแคลเซียมอัลจิเนต 3 เปอรเซ็นต แชเม็ดแคลเซียม   
อัลจิเนตในสารละลาย CaCl2 เขมขน 0.25 เปอรเซ็นต นาน 1 ช่ัวโมง และเม็ดแคลเซยีม 
อัลจิเนตที่มีเสนผานศูนยกลาง 3.24 มิลลิเมตร ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุด นอกจากนี้ยังสามารถ
ใชซํ้าไดถึง 9  คร้ัง  
 

Betigeri and Neau (2002) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa โดย
วิธีการหอหุมดวย พอลิเมอร 3 ชนิด คือ โซเดียมอัลจิเนต ไคโตซานและอะกาโรส กอนการตรึงได
ทดสอบความคงตัวของเม็ดพอลิเมอรที่พีเอชที่ใชในการตรึง คือ พีเอช 7.2 สําหรับโซเดียมอัลจิเนต
และไคโตซาน สําหรับอะกาโรสทดสอบที่พีเอช 7.4 พบวาอะกาโรสไมมีความคงตัวที่พีเอชที่
ทดสอบ ดังนัน้จึงทําการตรงึไลเปสดวยโซเดียมอัลจิเนตและไคโตซาน พบวาที่สภาวะการตรึง คือ 
ใชความเขมขนของพอลิเมอร 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ความเขมขนของเอนไซม 5.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เอนไซมที่ถูกหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต จะไดคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 
240 ยูนิตตอมลิลิลิตร คากิจกรรมลดลงเหลือ 9 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกบัเอนไซมอิสระ สวนไลเปสที่
ถูกหอหุมดวยไคโตซาน จะไดคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 1150 ยนูิตตอมิลลิลิตร โดยคา
กิจกรรมลดลงเหลือ 42 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับเอนไซมอิสระ  ซ่ึงคากิจกรรมของเอนไซมที่หอหุม
ดวยไคโตซาน มีคาสูงกวาการตรึงดวยโซเดียมอัลจิเนต  นอกจากนี้ขนาดของรูพรุนที่ใหญขึ้น ของ
เม็ดไคโตซาน สามารถเพิ่มคากิจกรรมของเอนไซม  ซ่ึงขนาดรูพรุนนี้ แปรผกผันกับความเขมขน
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ของไคโตซานที่ใชในการหุม  ซ่ึงพบวาความเขมขนที่ 2 เปอรเซนต จะทําใหสูญเสียเอนไซมขณะ
ทําการหอหุมนอยที่สุด และมีการหลุดร่ัวของเอนไซมจากที่หอหุมต่ําทีสุ่ด  

 
Chang and Juang (2007) ไดศึกษาการตรึงเอนไซม β-glucosidase ที่ตรึงดวยพันธะ          

โควาเลนทบนไคโตซาน ในการตรึงจะใชกลูตาอัลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพนัธะโควาเลนทระหวาง
เอนไซมกับไคโตซาน ซ่ึงพบวาสภาวะที่ทําการตรึงเอนไซมไดมากที่สุดคือ ใชปริมาณเอนไซม 2 
มิลลิลิตรตอเม็ดไคโตซาน 0.05 กรัม กระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 5 กรัมตอลิตร ที่พีเอช 5.5 เปนเวลา 
2 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  หลังจากนั้นเมื่อนาํเอนไซมอิสระและเอนไซมที่ตรึงรูปแลว
ไปวัดเสถียรภาพที่อุณหภูมิตางๆ กัน คือ 25-75 องศาเซลเซียส พบวาเอนไซมที่ตรึงดวยพนัธะ      
โควาเลนทมีเสถียรภาพทางความรอนที่สูงกวาเอนไซมอิสระที่ทุกๆ อุณหภูมิ  ในสวนคาพีเอชที่มี
ผลตอกิจกรรมเอนไซมก็ไดถูกทดสอบ พบวาเอนไซมตรึงรูปใหคากิจกรรมเอนไซมสูงกวาเอนไซม
อิสระในทุกๆ ชวงพีเอช นอกจากนี้ ไดทําการทดสอบระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซมโดยเก็บ
เอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปในอะซิเตดบัฟเฟอร พเีอช 3.5 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส      
นาน 60 วัน พบวา กิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือ 50 เปอรเซ็นต เมื่อเก็บเอนไซมตรึงรูปและ
เอนไซมอิสระนาน 25 วันและ 18 วัน ตามลําดับ  

 
 Chellapandian (1997) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนแรหินทรายดวยพนัธะ        
โควาเลนท เปรียบเทียบผลระหวางการใชเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป ผลที่ไดคือ เอนไซม
ตรึงรูปที่ไดมีเสถียรภาพที่จะทํางานในชวงที่อุณหภูมิและพีเอชกวางขึน้ และสามารถนําไปใชซํ้าได 
5 ครั้ง โดยที่กจิกรรมเอนไซมลดลงเพียงแค 22 เปอรเซนต 
 

Jegan et al. (2005) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมปาเปนจาก Carica papaya โดยวิธีการหอหุม
ดวยโซเดียมอลัจิเนต ที่สภาวะการตรึง คือ ความเขมขนของเอนไซม 0.5 ลูกบาศกเซนติเมตร    
ความเขมขนของโซเดียมอัลจิเนต  4.5  ลูกบาศกเซนติเมตร ตรึงที่อุณหภูม2ิ5 องศาเซลเซียส และใช
เวลาในการตรึง 6 ช่ัวโมง เอนไซมตรึงรูปที่ไดมีเสนผานศูนยกลาง 2-3 มิลลิเมตร จากการทดลอง
พบวา เมื่อนําเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระไปทดสอบความคงตัวตอพีเอชและอณุหภูมิ พบวา 
เอนไซมที่ถูกตรึงมีความคงตัวที่พีเอช ตั้งแต 5-10 และอุณหภูมิตั้งแต 20-90 องศาเซลเซียส โดยไมมี
การสูญเสียกิจกรรมของเอนไซม ในขณะที่เอนไซมอิสระมีความคงตวัที่พีเอช 5-7 เทานั้น 
นอกจากนั้นสามารถเก็บเอนไซมที่ถูกตรึงไดนาน 120 ช่ัวโมงที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส และยัง
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ทําใหประสิทธิภาพการใชงานซ้ําเปนไปดวยดีคือ  มกีิจกรรมเอนไซมที่ลดลงเพียงแค 33 เปอรเซนต 
หลังจากใชงานไปแลว 6 คร้ัง  

 
   Juang et al. (2001) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase) บน   

ไคโตซานเพื่อนําไปดูดซับตวัถูกละลาย ทําไดโดยการนําไคโตซานซึ่งมีหมูเอมีนอยูแลวมากระตุน
ดวยกลูตาอัลดไีฮดที่ความเขมขนตางๆ กัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพื่อใหกลูตาอัลดีไฮดเปน
สารเชื่อมขวาง (crosslink agent) ระหวางไคโตซานกับเอนไซม พบวา ความเขมขนของกลูตาอัลดี
ไฮดมีผลตอประสิทธิภาพของเอนไซมตรึงรูปที่นําไปใชในการดดูซับตัวถูกละลาย กลาวคือ เมื่อ
ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดไมพอดกีับจํานวนหมูเอมนีบนไคโตซาน ทําใหมกีลูตาอัลดีไฮด
หลงเหลืออยูในระบบ กลูตาอัลดีไฮดที่หลงเหลืออยูนี้จะทําปฏิกิริยากับตัวถูกละลายเอง ซ่ึงจะสงผล
ใหประสิทธิภาพการดูดซับตัวถูกละลายลดลง และที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 5000 มิลลิกรัม 
ตอลิตร มีสภาวะในการตรึง คือ ความเขมขนของเอนไซม 377 มิลลิกรัมตอลิตร พีเอช 5 อุณหภูมิ    
4 องศาเซลเซียสและใชเวลาในการตรึง 18 ช่ัวโมง จะใหคากิจกรรมเอนไซมเทากับ 6 ไมโครโมล
ตอนาที   

 
Ruchi et al. (2006) ไดศึกษาเสถียรภาพการตรึงเอนไซมโปรติเอสจาก Aspergillus oryzae 

โดยเปรียบเทยีบเสถียรภาพระหวางการตรงึโปรติเอสโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท กับการ
ตรึงโปรติเอสโดยวิธีการดูดซับ สภาวะการตรึงโดยวิธีการดูดซับ คือ ละลายซีไลต 1 กรัมใน         
อะซิเตดบัฟเฟอรที่มีความเขมขน 0.1 โมล ปริมาตร 10 มิลลิลิตรแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 4         
องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นกรองแลวลางดวย อะซิเตดบัฟเฟอร พเีอช 4.5 สวน
ในการตรึงดวยพันธะโควาเลนท จะใชกลูตาอัลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพนัธะระหวางไคโตซานกับ 
โปรติเอส ทําไดโดยนาํไคโตซานมากระตุน (activate) ดวยสารละลายกลูตาอัลดีไฮดกอนที่จะนําไป
ตรึงเอนไซมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวาการตรึงเอนไซมดวยพนัธะ 
โควาเลนทใหเสถียรภาพที่สูงกวาการตรึงดวยวิธีการดูดซบั กลาวคือ ในการตรึงเอนไซมดวยพนัธะ 
โควาเลนทใหคากิจกรรมเอนไซมสูงกวา  
 

Songjun et al. (2004) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมเปปซิน โดยวิธีการหอหุมในพอลิเมอรที่
เตรยีมโดย การทําปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันแบบดิสเพอชัน (dispersion polymerization) ระหวาง
มอนอเมอรเมตทาคิเลท (methacrylate) ซ่ึงมีหมูฟงกชันคือ  หมูคารบอกซิลกับเบนโซอิลเปอ
ออกไซด (benzoyl peroxide) และพอลิไวนลิไพโรลิโดน (polyvinyl pyrrolidone) แลวนําไปตรึง
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เอนไซมเปปซินดวยวิธีการหอหุมที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ผลที่ไดคือ
เอนไซมตรึงรูปที่ไดมีเสถียรภาพที่จะทํางานในชวงอุณหภูมิและพีเอชกวางขึ้นและยังทําใหคา
กิจกรรมเอนไซมสูงถึง 74 เปอรเซนต ของกิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน  

 
 Yi-SuOh et al. (2000) ไดศกึษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสจาก Pseudomonas aeruginosa 
K-187 บนไฮดรอกซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลสอะซิเตดซัคซิเนต (hydroxyl propyl methyl cellulose 
acetate succinate) ดวยพันธะโควาเลนทโดยใชคารโบดไีมด เปนตวักระตุน เพื่อศกึษาผลของคา
กิจกรรมเอนไซม ความคงตัวของเอนไซม และระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซม พบวา เอนไซม
ตรึงรูปที่ไดมีคากิจกรรมเอนไซมสูงกวาเอนไซมอิสระ และที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส พีเอช 7    
มีคากิจกรรมเอนไซมสูงที่สุด นอกจากนี้เอนไซมตรึงรูปยังสามารถเก็บไดนาน 12 วัน ในขณะที่
เอนไซมอิสระเก็บไดเพียง 8 วัน 
 
 
  
 
 
 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 
 
 1.  วัตถุดิบ 

 
     1.1  กากถั่วเหลืองสกัดน้ํามันไดรับความเอื้อเฟอจาก บริษัทอุตสาหกรรมวิวัฒนจํากัด 
  
     1.2  เอนไซมโปรติเอสทางการคาชนิดน้าํจาก 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  กลูตาอัลดีไฮดเขมขน 50 เปอรเซ็นต: 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  กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 37 
เปอรเซ็นต: Analysis grade, Merck, Germany 

      
2.  อุปกรณที่ใชในการวิเคราะห 

 
      2.1  เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer): model PRIM Light & 

Advance, Secoman, France ใชวัดคาดูดกลนืแสง   
 
     2.2  เครื่องวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน: model FP-528, LECO, USA 
 
      2.3  เครื่องทําแหง (freeze dryer): รุน VFV 1, สถาบันวิจยัวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี

แหงประเทศไทย (วว.) 
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      2.4  กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscopy, 
SEM): model SXL 30, Philip, Netherland 
 

วิธีการ 
 
1.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสโดยวิธีการหอหุมดวยไคโตซาน   
 

ช่ังไคโตซาน 0.2 กรัมทําละลายในสารละลายกรดอะซิตกิความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร (เตรียมโดยละลายสารละลายกรดอะซิติกความเขมขน 100 เปอรเซ็นตจํานวน 0.1 
มิลลิลิตรในน้ํากลั่น 9.9 มิลลิลิตร) จากนัน้ผสมสารละลายไคโตซานกับสารละลายเอนไซม          
โปรติเอส 0.5 มิลลิลิตร กวนใหเขากนั นําสารละลายที่ไดใสในหลอดเข็มฉีดยา ที่มีหวัเข็มขนาด 22 
G แลวกดใหของเหลวหยดลงในสารละลายโซเดียมไตรโพลิฟอสเฟตความเขมขน 0.136 โมลาร  
(โดยละลายโซเดียมไตรโพลิฟอสเฟต 5 กรัม ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรความเขมขน 0.1      
โมลาร พีเอช 7 100 มิลลิลิตร) จากนัน้ตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิหองนาน 75 นาที ลางเอนไซมที่ถูกตรึง
ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 (Betegeri and Neau, 2002) 

 

2.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชือ่มดวยพันธะโควาเลนท  
 

2.1 การเตรียมไคโตซานชนิดเมด็และตรึงเอนไซม 
  
       เตรียมเม็ดไคโตซานโดยใชวิธีที่ไดอธิบายในขอ 1 (โดยไมเติมเอนไซม) จากนัน้เติม 

กลูตาอัลดีไฮดความเขมขน 25 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ที่เจือจางใหไดความเขมขน 0.05 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวนําไปเขยาที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา ลางเอนไซมที่ถูกตรึงดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร    
พีเอช 7  เติมสารละลายเอนไซมโปรติเอสปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรและฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 
0.5 โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที นาน 3 ช่ัวโมง จากนั้นตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง เมื่อครบ
เวลาแยกเอนไซมที่ถูกตรึงโดยนําไปผานการกรองดวยกระดาษกรองเบอร 41 ลางเอนไซมที่ถูกตรึง
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ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 5 มิลลิลิตรและน้ํากลั่น 10 
มิลลิลิตร (ดุษฎี, 2549) 
 
 2.2  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง 
  
        2.2.1  ศึกษาผลของระยะเวลาในการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด  

 
          ทําการตรึงเอนไซมตามวิธีในขอ 2.1 ที่ระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด

ตางๆ กัน คือ 1 3 6 และ 8 ช่ัวโมง  หลังจากตรึงเสร็จ วิเคราะหหากิจกรรมเอนไซมและปริมาณ
โปรตนีที่ยึดเกาะ  

   
  2.2.2  ศึกษาผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด  

 
          ทําการตรึงเอนไซมตามวิธีในขอ 2.1 ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดตางๆ กนั 

คือ 0 0.025 0.05 0.1 0.25 และ 2.5 เปอรเซ็นต โดยใชระยะเวลาในการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดที่
เหมาะสม ที่ไดศึกษาไวในขอ 2.2.1 หลังจากตรึงเสร็จ วิเคราะหหากิจกรรมเอนไซมและปริมาณ
โปรตีนที่ยึดเกาะ  
 
 2.3  ศึกษาสภาวะการตรึงเอนไซม 
  
          2.3.1  ศึกษาผลของพีเอชและอุณหภูมิตอการตรึงเอนไซม 

 
          ทําการตรึงเอนไซมตามวิธีในขอ 2.1 และเลือกใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดศึกษา

มาแลวในขอ 2.2.1 และ 2.2.2 มาตรึงเอนไซมในสาระละลายบัฟเฟอรทีร่ะดับพีเอชตางๆ กัน คือ 5 6 
7 8 และ 9 (ความเขมขนไอออน (ionic strength) ของบัฟเฟอรใหคงที่ที ่0.05 โมลาร) และที่ระดับ
อุณหภูมิในการตรึงเอนไซมตางๆ กัน คือ 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส หลังจากตรึงเสร็จ 
วิเคราะหหากจิกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ  
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3.  ศึกษาการกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning 
Electron Microscopy, SEM) 
 

นําเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม ไปทําแหงดวย
เครื่องทําแหง (freeze dryer) จากนั้นทาํการสองดูภาพสวนพื้นผิวและสวนตัดขวางของเม็ดไคโต
ซาน หลังจากตรึงเอนไซม เพื่อดูการกระจายตัวของเอนไซมที่สภาวะตางๆ  (ไมมีเอนไซมและมี
เอนไซม) โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด  
 
4.  ศึกษาผลของความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป 
  

 4.1  ศึกษาผลของอุณหภูมติอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป 
  

   โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม แชใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 และนําไปเขยาที่ความเรว็รอบ 200 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิตางๆ  คือ 40 50 60 และ 70 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที วิเคราะหหา
กิจกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะ  

 
 4.2  ศึกษาผลของพีเอชตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป 
 

   โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม แชใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร ที่ระดับพีเอชตางๆ คือ 5 6 7 และ 8 (ความ
เขมขนไอออน (ionic strength) ของบัฟเฟอรใหคงที่ที ่0.05 โมลาร) และนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 
200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที วิเคราะหหากิจกรรมเอนไซมและ
ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ  
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5.  การใชงานเอนไซมท่ีถูกตรึงในการผลิตน้ําซอสปรุงรส 
        

5.1  วิธีการผลิตน้ําซอสปรุงรส 
 
                    ในการผลิตน้ําซอสปรุงรสนี้จะใชวิธีของคงศักดิ์ (คงศกัดิ,์ 2544) แตใชเอนไซมที่ถูก
ตรึงบนไคโตซานแทนเอนไซมอิสระ ซ่ึงมีวิธีการดังนี้ แชกากถั่วเหลืองสกัดน้ํามันปริมาตร 20  
มิลลิลิตร ในน้ํา 100 มิลลิลิตร เขยานาน 4 ช่ัวโมง ที่ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที  เติมเอนไซมที่ถูก
ตรึงและเขยาทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  นาน 13 ช่ัวโมง กรองน้ําซอสปรุงรสที่ไดดวยชุดกรอง
สุญญากาศ  

 
5.2 การใชซํ้า 
 

        ในการทดสอบการใชงานซ้ําของเอนไซมตรึงรูปในการผลิตน้ําซอสปรุงรสนั้น กอน
การใชงานในแตละครั้งจะลางเอนไซมตรึงรูปดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1   
โมลาร พีเอช 7 จํานวน 2 คร้ัง 
 
6.  วิธีการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม 
 
 ในการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมจะใชวธีิของมณีรัตน (มณีรัตน, 2542) โดยช่ังน้ําหนัก
เม็ดไคโตซานที่ผานการตรึงเอนไซมและนาํไปวิเคราะหหาคากิจกรรมเอนไซมตามวธีิที่แสดงใน
ภาคผนวก ก โดยแตละการทดลองมีการทําซํ้า 3 คร้ัง 
 
7.  วิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 
 ในการวิเคราะหปริมาณโปรตีนจะใชวิธีของ Bradford (Bradford, 1976) โดยเก็บสวนใสที่
ไดวดัปริมาตรทั้งหมดและนาํไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีทีแ่สดงในงานวจิัยของ           
ชนนิกานต (ชนนิกานต, 2550) จากนั้นนําผลที่ไดมาคํานวณปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะ (protein 
coupling) โดยแตละการทดลองมีการทําซํ้า 3 คร้ัง 
 
 



ผลและวิจารณ 
 

ในงานวิจยันี้มุงศึกษาเปรียบเทียบชนิดของพันธะที่ใชตรึงเอนไซมโปรติเอส เพื่อใชในการ
ผลิตน้ําซอสปรุงรสที่ใหสาร 3-MPCD ต่ํากวาสูตรที่ใชทั่วไปในปจจุบัน โดยไดเปรียบเทียบ
คุณสมบัติตางๆ ของเอนไซมที่ตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทกับวิธีการหอหุมดวย      
ตัวพยุง (ไมมแีรงกระทําระหวางเอนไซมกบัตัวพยงุ) รวมทั้งในการใชทาํซอสปรุงรส พบวา
เอนไซมตรึงรูปที่ไดจากการตรึงรูปทั้ง 2 วิธีมีขนาดเม็ดประมาณ 2.68 ± 0.07 และ 2.51 ± 0.13 
มิลลิเมตร ตามลําดับ อยางไรก็ตามสําหรับการตรึงเอนไซมโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท  
ไดศึกษาหาความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด ระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด และผลของ
อุณหภูมิและพเีอชที่เหมาะสมตอการตรึงเอนไซม   
 
1.  ผลการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชือ่มดวยพันธะ
โควาเลนท  
 

1.1  ผลของสภาวะการใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง  
 
       1.1.1  ผลของระยะเวลาในการกระตุนดวยกลูตาอัลดไีฮด  

 
            เมื่อตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานซึ่งมีหมูเอมีนอยูแลวมากระตุนดวย 
กลูตาอัลดีไฮด เพื่อใหกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง (crosslink agent) ระหวางไคโตซานกับ
เอนไซมโดยวธีิการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท ที่สภาวะความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.05 
เปอรเซ็นต แชนาน 1 3 6 และ8 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นนําไปตรึงเอนไซมที่
สภาวะเดยีวกนัคือ พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  จากภาพที่ 9ก เปนกราฟแสดงความสัมพันธ
ระหวางระยะเวลาที่เม็ดไคโตซานแชในกลูตาอัลดีไฮด หรือเรียกอีกอยางวา ระยะเวลาการกระตุน
ดวยกลูตาอัลดไีฮดกับคากจิกรรมเอนไซม พบวาที่เวลาในการกระตุนดวยกลูตาอัลดไีฮดตางๆ กันมี
ผลตอการตรึงเอนไซมเชนกนั ดังนั้นจากการทดลองจะเห็นวาเมื่อเปลี่ยนระยะเวลาการกระตุน
ดวยกลูตาอัลดไีฮดจาก 1 ช่ัวโมง เปน 8 ช่ัวโมง ผลที่ไดพบวา  คากิจกรรมเอนไซมมคีาเพิ่มขึ้นตาม
ระยะเวลาที่กระตุน จนถึงจุดสูงสุดที่เวลาหนึ่ง จากนัน้มีคาลดลง ซ่ึงความสัมพันธระหวางคา
กิจกรรมเอนไซมกับเวลา พบวาสามารถอธิบายไดดวยสมการโพลิโนเมียล ดีกรี 3  ซ่ึงจะไดวาเวลาที่
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ใหคากจิกรรมเอนไซมที่ดีทีสุ่ดคือ 2 ช่ัวโมง 30 นาที  โดยอิทธิพลของระยะเวลาที่ใชกระตุนที่มีตอ
การเปลี่ยนแปลงของคากิจกรรมนี้ มีลักษณะคลายคลึงกบัการเปลี่ยนแปลงคากิจกรรมของ                    

β-glucosidase ที่ตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทบนไคโตซาน  ที่ใชกลูตาอัลดีไฮดเปน
สารเชื่อมขวาง  โดยไดพบวาเมื่อกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดเขมขน 5 กรัมตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ 
(30-210 นาที) พบวาที่เวลา 120 นาทีจะใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุด (Chang and Juang, 2007)    
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ข. 
 
ภาพที่ 9  ผลของระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดที่มีตอ ก. คากจิกรรมเอนไซม และ   
               ข. ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ โดยกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดเขมขน 0.05 เปอรเซ็นตโดย 
               น้ําหนักตอปริมาตรที่อุณหภูมิ 30 oC สภาวะการตรึงเอนไซมคือ พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 oC 

                 เสนทึบไดจากการทํา non-linear regression 
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 นอกจากนี้ยังพบวาการเปลีย่นแปลงของระยะเวลาการกระตุนที่มีผลตอปริมาณโปรตีนที่ยึด
เกาะมีลักษณะเดียวกันกับการเปลี่ยนแปลงคากิจกรรมเอนไซมที่ระยะเวลาตางๆ (ดังภาพที่ 9ข)  การ
เพิ่มขึ้นของคากิจกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น สามารถ
อธิบายไดดวยภาพที่ 5 คือการเพิ่มระยะเวลาการกระตุนเปนการเพิ่มปรมิาณกลูตาอัลดีไฮดที่มาเกาะ
บนไคโตซาน ซ่ึงสงผลใหปริมาณเอนไซมที่มาเกาะทีก่ลูตาอัลดีไฮดอีกหนึ่งหมูทางดานปลายมาก
ขึ้นตามไปดวยและมีผลทําใหคากจิกรรมเอนไซมตรึงรูปสูงขึ้น แตคาทั้งสองมีคาลดลงที่เวลาการ
กระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดเพิ่มเปน 3 ช่ัวโมงหรือมากกวา   เพราะเมื่อระยะเวลาการกระตุนมาก
เกินไป ทําใหหมูอัลดีไฮดอีกหนึ่งหมูที่เหลือทางดานปลายซึ่งไวตอปฏิกิริยานั้นมีโอกาสมากขึ้นใน
การจับกับหมูเอมีนของไคโตซานได  ดังนัน้จึงเกดิการสญูเสียหมูอัลดไีฮดที่จับกับหมูเอมีนของ
เอนไซมที่เติมลงมาในภายหลังได  ปริมาณเอนไซมที่เกาะจึงลดลง รวมทั้งคากิจกรรมเอนไซมดวย     
 

1.1.2  ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 
 

          ภาพที่ 10 ไดแสดงคากิจกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะที่ความ
เขมขนตางๆ ของกลูตาอัลดีไฮด (0 0.025 0.05 0.1 0.25 และ 2.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร 
โดยที่ความเขมขนเปนศูนยนั้นหมายถึงตรึงเอนไซมบนเม็ดไคโตซานโดยไมเติมกลูตาอัลดีไฮด)  
สภาวะอืน่ๆ ที่ใชในการกระตุนและตรึงเอนไซมจะควบคุมใหคงที่ คือ เวลาในการกระตุนเปน        
2 ช่ัวโมง 30 นาที  ที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส และตรึงเอนไซมที่พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  

   
          จากภาพที่ 10ก พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดจาก 0 เปอรเซ็นต

โดยน้ําหนักตอปริมาตร จนถึง 2.5 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัตอปริมาตร ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะมีคา
เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ที่ความเขมขนต่ํากวา 0.25 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร จากนั้นเพิ่มขึ้น
อยางชาๆ เพื่อเขาสูคาคงที่คาหนึ่ง  ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดเปนศูนยนั้นหมายถึงที่ผิวของ
เม็ดไคโตซานไมมีพันธะระหวางพอลิเมอรนี้กับกลูตาอลัดีไฮด  ดังนัน้ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ       
(8,085 ไมโครกรัม) บนเมด็ไคโตซาน จึงเปนการตรึงรูปที่เปนแบบดดูซบั (adsorption) เทานั้น โดย
แรงกระทําระหวางเอนไซมและตัวพยุงนีแ้ข็งแรงมากพอที่จะยดึเอนไซมไมใหหลุดไปในขั้นตอน
การลางหลังจากทําการตรึงเสร็จ    อยางไรกต็ามเมื่อตรึงเอนไซมบนเม็ดไคโตซานที่ผานการกระตุน
ดวยกลูตาอัลดไีฮดที่ความเขมขนต่ํา  พบวาสามารถยึดเอนไซมไดมากกวา   ซ่ึงแสดงใหเห็นวาแรง
กระทําที่ยดึระหวางเอนไซมและตัวพยุงนัน้มีความแข็งแรงมากกวา  อยางไรก็ตามทีค่วามเขมขน 
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กลูตาอัลดีไฮดเพิ่มจาก 0.25 เปน 2.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ
เพิ่มขึ้นนอย  ซ่ึงมีสาเหตุจากผิวของเม็ดไคโตซานนั้นเขาใกลจุดที่อ่ิมตวัไปดวยกลูตาอัลดีไฮด  
ดังนั้นปริมาณกลูตาอัลดีไฮดบนผิวที่ 2 สภาวะนี้ใกลเคยีงกัน  จึงทําใหปริมาณโปรตีนที่เกาะไดมีคา
ใกลเคียงเชนกนั 
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ภาพที่ 10  ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่มีตอ ก. ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ และ 
                 ข. คากิจกรรมเอนไซม โดยกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 30 นาที 
                 ที่อุณหภูมิ 30 oC  สภาวะการตรงึเอนไซมคือ พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 oC เสนทึบแสดง  
                 แนวโนมการเปลีย่นแปลงเทานัน้ 
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ภาพที่ 10ข แสดงใหเห็นถึงการเพิ่มขึ้นจนถงึจุดสูงสุดแลวลดลงของคากิจกรรมเอนไซม  
เมื่อความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่ใชเปลี่ยนแปลงจาก 0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เปน 
2.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่ใหคากจิกรรมเอนไซม
สูงสุดในภาพนี้คือ 0.1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  ซ่ึงทางดานซายของจุดสูงสุดนี้ การเพิ่ม
ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดในการตรึงมากขึ้นก็จะทําใหกลูตาอัลดีไฮดมาติดที่ไคโตซานมาก
ขึ้น สงผลใหปริมาณเอนไซมที่ยึดเกาะและคากิจกรรมมากขึ้นดวย   แตเมื่อกระตุนดวยกลูตาอัลดี
ไฮดที่ความเขมขน 0.25 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรและสูงกวา  คากิจกรรมเอนไซมลดลง
ทั้งๆ ที่มีปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะสูงขึ้นเรื่อยๆ ก็ตาม  ทั้งนี้อาจเนื่องจากการที่เมื่อมีปริมาณโปรตีน
เกาะบนไคโตซานมากเกินไปจะทําใหเอนไซมเขาไปเกาะบนไคโตซานในสภาพที่แออัด  สงผลให
คากิจกรรมของเอนไซมลดลง  ทั้งๆ ที่อาจมีปริมาณเอนไซมเหลืออยูในสารละลายสูงในรูปที่เสีย
สภาพจึงทําใหไมสามารถทํางานไดดเีทาทีค่วร นอกจากนี้เนื่องจากเอนไซมสามารถตรึงบนไคโต
ซานเมื่อไมมีกลูตาอัลดีไฮด (ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดเปน 0 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนักตอ
ปริมาตรในภาพที่ 10ข) ได ดงันั้นคากิจกรรมของเอนไซมจึงมีคามากกวาศูนย   

 
 อิทธิพลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่มีตอปริมาณโปรตนีที่ยดึเกาะและคากจิกรรม  
เอนไซมที่พบในงานวิจยันี้  สอดคลองกับงานของ Fernando et al. (2005) ซ่ึงไดศึกษาการตรึง
เอนไซมโปรติเอสบนอะกาโรสดวยพนัธะโควาเลนทโดยกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด แตเนื่องจาก
สภาวะทีใ่ชกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดและการตรึงเอนไซมแตกตางจากงานนี้  จึงพบวาคาความ
เขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่เหมาะสมที่สุดคือ 0.5 เปอรเซ็นต  นอกจากนี้ในงานวิจัยของ Giovanni 
et al. (2001) ไดรายงานวา ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่เหมาะสมในการกระตุนเม็ดไคโตซาน 
กอนที่จะนําไปตรึงโปรติเอส จากเชื้อ Aspergillus niger คือ 0.5 เปอรเซ็นต   อยางไรก็ตามเนื่องจาก
งานของ Fernando et al. (2005) และ Giovanni et al. (2001)  ใชเอนไซมที่มาจากเชื้อเดียวกัน จึงทํา
ใหคาความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดเทากัน  นอกจากนี้ ดุษฎี (2549) ที่ตรึงเอนไซมไลเปสบนไคโต
ซานดวยพันธะโควาเลนทและใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง ไดรายงานการเปลีย่นแปลงของ
ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะและคากิจกรรมเอนไซมตรึงรูปเปนแนวโนมเดียวกัน  ความเขมขน 
กลูตาอัลดีไฮดที่เหมาะสมคือ 0.05 เปอรเซ็นต 
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1.2  ผลของสภาวะการตรึงเอนไซม 
 
 ในการตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทนี้  ไดเร่ิมตนจากการหาสภาวะที่เหมาะสมใน

การกระตุนตัวพยุง (ไคโตซาน) ดวยกลูตาอัลดีไฮด  ซ่ึงไดกลาวขางตนแลว  ส่ิงที่ทําตอไปคือการหา
สภาวะอณุหภมูิและพีเอชที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม ดังไดกลาวตอไปนี ้

 
1.2.1  ผลของพีเอชและอุณหภูมิตอการตรึงเอนไซม 

 
                ในการศึกษาผลของพีเอชและอณุหภูมิที่มีตอการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโต

ซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทนี้  ตองทําการกระตุนตวัพยุงกอนดวยกลูตาอัลดีไฮด โดย
ใชความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดคงที่ที ่0.1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ใชอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียสและระยะเวลาของการกระตุนคงที่ที่ 2 ช่ัวโมง 30 นาที จากนั้นนําตัวพยงุที่กระตุน
แลวมาตรึงเอนไซม ที่พีเอชตางๆ (5 6 7 8 และ 9)  และทีอุ่ณหภูมิตางๆ (30 40 50 และ 60 องศา
เซลเซียส)   

 
การเปลี่ยนแปลงของคากิจกรรมเอนไซมและปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะเมื่อใช     

พีเอชและอณุหภูมิตางๆ ในการตรึงเอนไซมแสดงดังภาพที่ 11ก และ 11ข ตามลําดับ จากภาพทั้ง
สองจะเหน็วาที่พีเอชต่ําและสูงกวา 7 คากจิกรรมเอนไซมมีคาลดลงเปนเปอรเซ็นตสูงกวาการลดลง
ของปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะเมื่อตรึงเอนไซมที่คาพีเอชเหลานั้น ซ่ึงสาเหตุของการลดลงของคา
กิจกรรมเอนไซมที่พีเอชต่ําหรือสูงกวา 7 นั้นเปนผลจากการเสียสภาพของเอนไซมอันเนื่องมาจาก
คาพีเอชมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของประจุสุทธิ (Net charge)  ซ่ึงมีผลตอรูปรางและการทํางานของ
เอนไซม (ปราณี, 2547) เนื่องจากในการตรึงเอนไซมนี้  บริเวณผวิของไคโตซานจะมตีัวเชื่อมขวาง  
ซ่ึงสามารถจับเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนทและเนื่องจากพันธะนี้มีความแข็งแรงและไมขึ้นกบัคา 
พีเอชของระบบ  ดังนั้นปริมาณเอนไซมทีต่รึงที่พีเอชตางๆ จึงควรมีคาใกลเคียงกัน  ซ่ึงในการ
ทดลองนี้พบวาปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะมคีาลดลงที่พีเอชสูงและต่ํากวา 7  ซ่ึงนาจะมสีาเหตุจาก
เอนไซมยึดเกาะบนไคโตซานดวยพันธะอืน่ๆ ซ่ึงอาจถูกทําลายไดอยางงายดายที่พีเอชตางๆ และ 
เนื่องจากโปรติเอสที่ใชในงานวิจยันี้ไดจากเชื้อ Aspergillus oryzae โดยเปนเอนไซมที่มีชวง
ปฏิกิริยาของพเีอชที่ปนกลาง (ปราณี, 2547) ดังนั้นจึงสอดคลองกับผลที่ไดจากภาพที่ 11ข นั่นคือ 
คาพีเอชของสารละลายเอนไซมที่ใชตรึงที่ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดคือที่พีเอช 7 นอกจากนีใ้น
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งานวิจยัของ Giovanni et al. (2001) ยังไดรายงานวาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม           
โปรติเอสบนอะกาโรส คือที่พีเอช 7 
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ภาพที่ 11  ผลของพีเอชและอุณหภูมิในการตรึงเอนไซมที่มีตอ ก. คากจิกรรมเอนไซม และ         
                 ข. ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ ทีอุ่ณหภูมิตางๆ ดังนี้ 30 (   ), 40 (   ) , 50 (   ) และ 60 (   ) oC  
                 ตามลําดับ โดยสภาวะที่ใชกระตุนเม็ดไคโตซานดวยกลูตาอลัดีไฮดคือ ความเขมขนของ  
                 กลูตาอัลดีไฮดเปน 0.1 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัตอปริมาตร กระตุนเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 30  
                 นาที ที่อุณหภูมิ 30 oC  เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น 
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จากการทดลองนี้ไดพบวาอุณหภูมิมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคากิจกรรมเอนไซม 
กลาวคือ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดและมีคาลดลงที่อุณหภูมิ 30 50 
และ 60 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 11ข)  เนื่องจากอุณหภูมิมผีลตอคาคงที่ของอัตราการเกดิปฏิกิริยา
ของการวัดคากิจกรรมเอนไซม โดยเปนไปตามสมการของ Arrhenius (Srisagul, 2004) ดังนั้นการ
เพิ่มอุณหภูมิจงึสามารถเพิ่มอัตราการเกิดปฏิกิริยาได  สงผลใหคากิจกรรมเอนไซมเพิ่มขึ้น  แตที่
อุณหภูมิสูงกวา 40 องศาเซลเซียสนั้น คาดวาเอนไซมอาจเกิดการเสียสภาพดวยความรอน ซ่ึงผลการ
ทดลองที่ไดสอดคลองกับงานของ Ruchi et al. (2006) ที่ไดรายงานไววาอุณหภูมิที่เหมาะสมแกการ
ตรึงเอนไซมโปรติเอสที่มาจากเชื้อ Aspergillus oryzae  คือ 40 องศาเซลเซียส  เพราะเปนอุณหภูมิที่
ใหคากจิกรรมเอนไซมสูงสุด  
 
2.  ผลการศึกษาประสิทธิภาพการตรึง (Loading efficiency) 
 

ประสิทธิภาพการตรึงในที่นีห้มายถงึอัตราสวนของปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะบนตวัพยุง
หลังจากการตรึงและการลางดวยสารละลายบัฟเฟอรแลว  เมื่อเทียบกับปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่มีใน
สารละลายเอนไซม โดยในการศึกษานีไ้ดทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพดังกลาวเมื่อตรึงเอนไซม
โดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและการหอหุม (ตารางที่ 2) 

 
ตารางที่ 2  ผลของประสิทธิภาพการตรึงเอนไซม  
 

ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรมั) วิธีการตรึงรูป 
เร่ิมตน 

 
ในสารละลายโซเดียม
ไตรโพลิฟอสเฟต 

ในบัฟเฟอรทีใ่ช
ลาง 

ประสิทธิภาพการ
ตรึง 

 (เปอรเซ็นต) 
โควาเลนท 17,440±938 3,644±180 494±26 76.27±0.92 
หอหุม 17,440±938 9,189±238 1,153±28 40.69±1.45 

 
จากตารางที่ 2 จะเห็นวาคาประสิทธิภาพการตรึงเมื่อตรึงเอนไซมบนไคโตซานโดยวิธีการ

เชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมมีคาเทากับ 76.27 และ 40.69 เปอรเซ็นตตามลําดับ   
แสดงใหเห็นวาหลังจากที่ทําการตรึงและลางเม็ดไคโตซาน  เอนไซมบางสวนเทานัน้ที่ถูกหอหุม
ดวยไคโตซาน  โดยพบวาการสูญเสียเอนไซมเกิดขึ้นขณะทําการหยดลงไปในสารละลายโซเดียม
ไตรโพลิฟอสเฟตเพื่อใหเกดิเปนเจลที่จะแขง็และกลายเปนเม็ดไคโตซานและขณะลางดวย



 

50

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร โดยผลดังกลาวสอดคลองกับการทดลองของ Betigeri and Neau 
(2002)  ที่ไดหอหุมไลเปสดวยไคโตซานและพบวาการสูญเสียเอนไซมจะเกิดในขณะที่ไคโตซาน 
กําลังอยูในระยะแรกของการเกิดเจล โดยเอนไซมอาจหลุดและละลายอยูในสารละลายโซเดียมไตร
โพลิฟอสเฟตได นอกจากนีก้ารลางเม็ดเพือ่กําจัดไคโตซานที่เกาะหลวมๆ ออกไปนัน้ จะนําเอนไซม
ที่ติดอยูที่ผิวนอกของเม็ดออกไปดวย  

 
นอกจากนี้จะเห็นวาประสิทธิภาพการตรึงเมื่อตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดย

วิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนทมีคามากกวาวิธีการหอหุม ทั้งนี้อาจเนื่องจากวิธีการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนทแรงเชื่อมพนัธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุงแข็งแรงมาก  เมื่อเทียบกบัวิธีการตรึง
รูปอื่นๆ ทําใหเอนไซมหลุดออกจากตวัพยงุไดยาก ในขณะทีว่ิธีการหอหุมจะไมมีการเชื่อมพันธะ
เคมีใดๆ ระหวางเอนไซมกับตัวพยุงเลย เอนไซมจึงหลุดออกจากตวัพยงุไดงาย (ปราณี,2547) สงผล
ใหประสิทธิภาพการตรึงต่ํากวาวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท   นอกจากนี้ผลทีไ่ดจากการวจิยันี้
ยังสอดคลองกับการทดลองของ Mohamed et al. (1998) ที่พบวาการตรงึเอนไซมโปรติเอสจาก 
Bacillus mycoides โดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทใหคาประสิทธิภาพการตรึงสูงสุด 
รองลงมาคือ วิธีการหอหุมและการดูดซับ 

 
3. ผลการเปรียบเทียบเอนไซมท่ีถูกตรึงดวยวิธีการตางๆ  

  
ภาพที่12 แสดงคากิจกรรมเอนไซมในหนวยของยูนิตตอกรัมโปรตีนที่อยูในรูปเอนไซม

อิสระและที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม  จะเห็นวาคากิจกรรม
เอนไซมเมื่อตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทมคีาเทากับ 2,898 ยูนิตตอกรัมโปรตีน ซ่ึงสูง
กวาคากจิกรรมเอนไซมที่ไดจากวิธีการหอหุมที่มีคาเทากับ 2,189 ยูนติตอกรัมโปรตีน ทั้งนี้นาจะมา
จากซับสเตรทสามารถแพรเขาไปทําปฏิกิริยากับแอคทฟีไซด (active sites) ของเอนไซมที่ตรึงบน
เม็ดไคโตซานไดอยางงายดาย เมื่อเทียบกับเอนไซม ที่อยูภายในไคโตซาน โดยผลดังกลาว
สอดคลองกับการทดลองของ Toshiba and Qayyum (2007) ที่ไดพบวาการตรึงเอนไซมโปรติเอส
จาก Aspergillus oryzae บนแคลเซียมอัลจิเนต ดวยพนัธะโควาเลนทจะมีคากิจกรรมเอนไซมสูงกวา
การตรึงเอนไซมโดยวิธีการหอหุมดวยแคลเซียมอัลจิเนต  
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ภาพที่ 12  คากิจกรรมเอนไซมของเอนไซมอิสระและเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชือ่มดวยพันธะ     
                โควาเลนทและวิธีการหอหุม  

 
เมื่อเปรียบเทียบคากิจกรรมเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปจะเหน็วาคากิจกรรมเอนไซม

ของเอนไซมอิสระมีคาสูงกวาคากิจกรรมเอนไซมตรึงรูปทั้งวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท และ
วิธีการหอหุม  โดยเอนไซมอิสระมีคากิจกรรมเอนไซมเทากับ 15,450 ยนูติตอกรัมโปรตีน        
(ภาพที1่2) ทั้งนี้อาจเนื่องจากไคโตซานซึ่งเปนตัวพยุงที่มคีุณสมบัติชอบน้ํา (hydrophilicity) ทําให
ในขณะตรึงอาจจะไปดึงน้ําออกจากเอนไซม มีผลทําใหเอนไซมเสียสภาพ (denature) โครงสราง
สามมิติเปล่ียนไป ซ่ึงจะสงผลตอบริเวณเรง (active site) ที่ใชในการจับซับสเตรท ทําใหกจิกรรม
ของเอนไซมลดนอยลง (Villeneuve et al., 2000) นอกจากนี้เอนไซมอาจจะเขาไปเกาะบน            
ไคโตซานในสภาพที่แออัด ทําใหโมเลกุลของเอนไซมอยูเบียดชิดกนั ซับสเตรทไมสามารถเขาไป
ทําปฏิกริิยากับเอนไซมได จึงทําใหไมสามารถทํางานไดดเีทาที่ควร โดยในงานวิจยัของ           
Dincer and Telefoncu (2007)  ไดพบวาในการตรึงเอนไซมโปรติเอสจาก Aspergillus niger ดวย
พันธะโควาเลนทจะใหคากจิกรรมเอนไซมที่ต่ํากวาของเอนไซมอิสระ นอกจากนี้ยังไดมีรายงาน
เดียวกันนี้ในบทความอื่นๆ ดวย (Ruchi et al., 2006) 
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4.  ผลการศึกษาการกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนดิสองกราด 
(Scanning Electron Microscopy, SEM) 
 

ในสวนนี้ไดศกึษาการกระจายตัวของเอนไซมบนผิวและภายในของเม็ดไคโตซานทั้งที่ไมมี
เอนไซมและทีม่ีเอนไซม โดยใชเครื่องวดั SEM  ภาพที่ 13 ก- ค ไดแสดงภาพบริเวณสวนพืน้ผิวของ
เม็ดไคโตซานที่ไมมีเอนไซม มีเอนไซมทีต่รึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและมีเอนไซมที่
ตรึงโดยวิธีการหอหุม ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 

 
                                                             ก. 
 

                                                                                 
                          ข.              ค. 

 
ภาพที่ 13  ภาพบริเวณสวนพื้นผิวของเม็ดไคโตซานที่ ก. ไมมีเอนไซม  ข. มีเอนไซมที่ตรึงโดย 
                 วิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและ ค. มีเอนไซมที่ตรึงโดยวิธีการหอหุม 
 

เม็ดไคโตซานที่ไมมีเอนไซมอยูบนผิว (ภาพที่ 13ก) จะเห็นวามีผิวที่เรียบ แตมีรูพรุนใหญ
กระจาย  ในขณะที่เมด็ไคโตซานที่มีเอนไซมที่ตรึงโดยวธีิการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท จะเห็นวา
มีผิวที่เรียบ เนยีน (มีรูพรุนขนาดใกลเคียงกันและกระจายอยางสม่ําเสมอไปทั่วผิว ดภูาพที่ 13ข)  
เนื่องจากมีประสิทธิภาพการตรึงประมาณ 76.27 เปอรเซนต จึงอาจเปนสาเหตุของการกระจายของ
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เอนไซมที่ไมสม่ําเสมอ  กลาวคือยังคงเหน็รูพรุนอยูบาง  แตเปนรูพรุนที่แสดงถึงบริเวณทีไ่มมี
เอนไซมมาเกาะและเม็ดไคโตซานที่มีเอนไซมที่ตรึงโดยวธีิการหอหุมนัน้ จะเห็นวามลัีกษณะผิวที่มี
รูพรุนมากที่สุด (ภาพที่ 13ค) ซ่ึงมีสาเหตุจากในวิธีการหอหุมนั้น  ไคโตซานจะผสมกับเอนไซมและ
อยูในรูปสารละลายที่เปนเนือ้เดียวกัน  จากนั้นจึงไดทําการหยดลงในสารละลายโซเดียมไตรโพลิ
ฟอสเฟตเพื่อใหเกิดเปนเมด็กลมและนําไปลาง  ซ่ึงเอนไซมที่อยูใกลกับผิวภายนอกของเม็ดสามารถ
หลุดออกขณะตรึงและลางไดอยางงายดาย (ดังที่ไดแสดงในตารางที่ 2)  ดังนั้นเมื่อถายภาพผิวของ
เม็ดไคโตซานนี้ จึงเหน็รูพรุนมากมายเกิดขึ้น แตบางบริเวณจะมีลักษณะของผิวที่คลายกับผิวของ
เม็ดไคโตซานในภาพที่ 13ก นั่นเปนเพราะไมมีเอนไซมนั่นเอง    

 
 

                                                 
ก. 

 

                
ข. ค. 

 
ภาพที่ 14  ภาพบริเวณสวนตัดขวางของเม็ดไคโตซานที่  ก.ไมมีเอนไซม  ข. มีเอนไซมที่ตรึงโดย 
                 วิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและ ค. มีเอนไซมที่ตรึงโดยวิธีการหอหุม 
 

ภาพที่ 14 ก- ค ไดแสดงภาพบริเวณสวนตดัขวางของเมด็ไคโตซานที่ไมมีเอนไซม มี
เอนไซมที่ตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและมีเอนไซมที่ตรึงโดยวิธีการหอหุม 
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ตามลําดับ โดยเหน็วาภาพตดัขวางของเมด็ไคโตซานที่ไมมีเอนไซมคลายคลึงกับภาพของเม็ดไคโต
ซานที่มีเอนไซมที่ตรึงโดยวธีิการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท  บงบอกวาในการตรึงดวยพันธะโควา
เลนท  เอนไซมจะอยูที่ผิวภายนอกของเมด็ไคโตซาน  อยางไรก็ตามเนื่องจากการวางตาํแหนงของ
เม็ดไคโตซานขณะสอง SEM อยูในลักษณะที่เอยีง  จึงมองเห็นขนาดของรูพรุนในภาพที่ 14ก ไม
ชัดเจนและดเูหมือนมีขนาดเล็กกวา  ในขณะทีภ่าพที่ 14ข จะเหน็รูพรุนขนาดคอนขางใหญกวาและ
ไมมีเอนไซมอยู   สวนภาพที ่14ค จะสังเกตเห็นขนาดรูพรุนที่เล็กลงและเห็นสวนที่เปนสีขาว
ชัดเจนซึ่งนาจะเปนบริเวณทีม่ีเอนไซม แตการกระจายตวัของเอนไซมไมสม่ําเสมอ   นอกจากนี้ภาพ
ที่แสดงบริเวณที่มีเอนไซมนีค้ลายคลึงกับสิ่งที่ชนนิกานต (2550) ไดรายงานไว 

 
5.  ผลการศึกษาความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป 
 

ในที่นี้ ไดศึกษาผลของอุณหภูมิและพีเอชที่มีตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป ซ่ึงแสดง
ในเทอมของสัดสวนกจิกรรมเอนไซม (หนวยเปนเปอรเซ็นต)  มีคาเทากับอัตราสวนของคากิจกรรม
เอนไซมตรึงรูปที่อุณหภูมิหรือพีเอชตางๆ ตอคากิจกรรมเอนไซมตรึงรูปสูงสุด ณ พีเอชหรือ
อุณหภูมินั้นๆ ตามลําดับ  ในกรณีของเอนไซมอิสระนั้น สัดสวนกิจกรรมเอนไซมที่พีเอชและ
อุณหภูมิตางๆ ไดจากขอมูลของเอนไซมโปรติเอส จากผูผลิตบมจ. อีสตเอเชียติ๊ก (ประเทศไทย) 
 

5.1  ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป  
 

ในการศึกษานี ้ไดเขยาเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการตางๆ ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7  โดยอุณหภูมิของสารละลายที่ใชมี
คาตางๆ  คือ 40 50 60 และ 70 องศาเซลเซียส ระยะเวลาของการเขยาคือ 15 นาที  ผลการทดลอง
แสดงดังภาพที่ 15 
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ภาพที่ 15  ผลของอุณหภูมติอความคงตัวของเอนไซมที่มีตอสัดสวนกิจกรรมเอนไซมที่ถูกตรึง 
                โดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนท (    ) เอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการหอหุม (    ) และ  
                 เอนไซมอิสระ (    )  เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น 
 
 จากภาพที่ 15 จะเห็นวาเมื่อตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะ
โควาเลนทและวิธีการหอหุมกราฟที่ไดมแีนวโนมเดยีวกัน คือ สัดสวนกิจกรรมเอนไซมมีคาเพิ่มขึ้น
ตามอุณหภูมิทีเ่พิ่มขึ้นจนถึงจดุสูงสุดที่อุณหภูมหินึ่ง จากนั้นมีคาลดลงและที่อุณหภูม ิ70           
องศาเซลเซียส สัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปมีคาเหลือเพียง 73.87 และ 68.33 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ในขณะที่เอนไซมอิสระมีสัดสวนกจิกรรมเอนไซมเหลือนอยมาก (เพียง 20 เปอรเซ็นต) 
ดังนั้นจึงกลาวไดวาเอนไซมตรึงรูปมคีวามคงตัวตออุณหภูมิสูงกวาเอนไซมอิสระ ซ่ึงผลที่ได
สอดคลองกับ Gonchar and Auslender (1996) โดยอุณหภูมิมีผลตอคาคงที่ของอัตราการเกิดปฏิกิริยา
ของการวัดคากิจกรรมเอนไซมเปนไปตามสมการของ Arrhenius (Srisagul, 2004) แตเมื่ออุณหภูมิ
สูงกวา 50 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิทีไ่มเหมาะสมสําหรับเอนไซมโปรติเอสทําใหเอนไซมเสีย
สภาพธรรมชาติ (denature) ซ่ึงที่อุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่เอนไซมมีความคงตัว
มากที่สุด มีรายงานจาก Ashwani  et al. (2005) ที่ศึกษาอณุหภูมิตอความคงตัวของเอนไซม          
โปรติเอส ที่ถูกตรึงโดยวิธีการหอหุมในแคลเซียมอัลจิเนต โดยแชเอนไซมที่ถูกตรึงที่อุณหภูมิตางๆ 
ตั้งแต 20-70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาทีในทีสไฮโดรคลอริกบัฟเฟอรพีเอช 8  พบวาที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส มีคากิจกรรมเอนไซมสูงสุด และเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นเปน 60  และ 70 องศาเซลเซียส 
จะไมเหลือกิจกรรมของเอนไซม  
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  5.2  ผลของพีเอชตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป  
 

ในการศึกษานี ้ไดเขยาเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการตางๆ ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยพีเอชของ
สารละลายที่ใชมีคาตางๆ คือ 5 6 7 และ 8  (ความเขมขนไอออน (ionic strength) ของบัฟเฟอรให
คงที่ที่ 0.05 โมลาร) ระยะเวลาของการเขยาคงที่ที่ 15 นาที  ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 16 
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ภาพที่ 16  ผลของพีเอชตอความคงตวัของเอนไซมที่มีตอสัดสวนกิจกรรมเอนไซมที่ถูกตรึง 
                โดยวิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนท (    ) เอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการหอหุม (    ) และ  
                 เอนไซมอิสระ (    )  เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น 
 

  จากภาพที่ 16 จะเห็นวาเมื่อตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมกราฟทีไ่ดมีแนวโนมเดียวกัน คือเมือ่พีเอชสูงขึ้น สัดสวน
กิจกรรมเอนไซมเพิ่มขึ้น โดยมีคาสงูที่สุดที่พีเอช 7 และที่พีเอช 8 สัดสวนกจิกรรมเอนไซมตรึงรูป
ยังคงมีคาสูงกวา (93.17 และ 86.01 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) คาสัดสวนกจิกรรมเอนไซมอิสระ ซ่ึงมี
คาเพียง 65 เปอรเซ็นต จะเหน็วาเอนไซมตรึงรูปจะมีความคงตัวตอพีเอชสูงกวาเอนไซมอิสระ    
โดยเอนไซมอิสระมีคาสัดสวนกจิกรรมเอนไซมสูงที่สุดที่พีเอช 6 เทานั้น  ซ่ึงผลที่ไดสอดคลองกับ 
Bayramoglu  et al. (2002)  ที่กลาววาเอนไซมตรึงรูปสามารถทนตออุณหภูมิไดสูงขึน้และยัง
สามารถทํางานไดในชวงพีเอชที่กวางขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระและพบวาที่พีเอช 7 ให
คากิจกรรมเอนไซมสูงสุด โดยคาดวามีสาเหตุจากเอนไซมเสียสภาพ (denature) ที่พีเอช 5 6 และ 8   
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สงผลใหคากิจกรรมเอนไซมลดลง  นอกจากนี้ยังสอดคลองกับที่ไดรายงานไวในงานวิจัยของ 
Chung-Jen et al. (2006) และ Yi-Su  et al. (2000)   
 
 6. ผลการศึกษาประสิทธิภาพการใชงานเอนไซมท่ีถูกตรึง 
 

ในการศึกษานีเ้ปนการนําเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการตางๆ ไปผลิตน้ําซอสปรุงรสที่
สภาวะเดยีวกนั แลวเปรยีบเทียบคากิจกรรมเอนไซม ปริมาณโปรตีนทีย่ึดเกาะและปริมาณ
ไนโตรเจนจากกรดอะมิโนในแตละครั้งของการใชซํ้า  ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 17 
 

จากภาพที่ 17ก จะเห็นวาเมือ่ตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวธีิการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมกราฟทีไ่ดจะมีแนวโนมเดียวกนั คอื เมื่อเอนไซมตรึงรูปผานการ
ใชซํ้าไปแลว 1 คร้ังคากิจกรรมเอนไซมลดลงอยางรวดเรว็จากนั้นเมื่อใชซํ้าครั้งตอๆไปคากิจกรรม
เอนไซมเปลี่ยนแปลงนอย  การลดลงของคากิจกรรมเอนไซมนั้นเกิดจากปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ
ลดลง (เอนไซมเกิดการเสื่อมสภาพระหวางการใชงาน) ดงัแสดงในภาพที่ 17ข  ซ่ึงเปนไปดังที่
รายงานไวใน Jegan et al.  (2005)  สงผลใหปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโนซึ่งเปนตัวบงบอก
คุณภาพของน้าํซอสปรุงรสลดลงดวย (ภาพที่ 17ค) 
 

คากิจกรรมเอนไซมเมื่อตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะ   
โควาเลนทมีคามากกวาวิธีการหอหุมในทกุๆ คร้ังของการใชซํ้า โดยหลังจากการใชซํ้าครั้งที่ 4      
คากิจกรรมเอนไซมที่ไดจากการใชเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและ
วิธีการหอหุมมีคาเทากับ 23.93 และ 11.28 ยูนิต ตามลําดบั (ภาพที ่17ก) เนื่องจากวิธีการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนทแรงเชื่อมพนัธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุงแข็งแรงมาก ทําใหเอนไซมหลุดออก
จากตัวพยุงไดยาก ในขณะทีว่ิธีการหอหุมจะไมมกีารเชือ่มพันธะเคมีใดๆ ระหวางเอนไซมกับ      
ตัวพยุงเลย เอนไซมจึงหลุดออกจากตวัพยงุไดงาย (ปราณี, 2547) ทําใหปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ   
ต่ํากวา นอกจากนี้ยังสงผลใหคากิจกรรมเอนไซมต่ํากวาวธีิการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทดวย 
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       ค. 
 
ภาพที่ 17  ผลของการใชซํ้าในการผลิตน้ําซอสปรุงรสที่มีตอ ก. คากิจกรรมเอนไซม ข. ปริมาณ 
                โปรตีนที่ยึดเกาะ และ ค. ไนโตรเจนจากกรดอะมิโน สัญลักษณ                     แทนวิธีการ 
                 เชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม ตามลําดับ เสนทึบแสดงแนวโนมการ  
                 เปล่ียนแปลงเทานัน้ 

 
จากภาพที่ 17ค จะเหน็วาปรมิาณไนโตรเจนจากกรดอะมโินที่ไดจากการใชเอนไซมตรึงรูป

ที่ถูกตรึงโดยวธีิการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมเขามาชวยในกระบวนการผลิตน้ํา
ซอสปรุงรส สําหรับการยอยสลายโปรตีนจากกากถัว่เหลืองหลังผานการใชซํ้าครั้งที่ 1 มีคาเทากับ 
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3,4556 และ 2,228  ไมโครกรัม ตามลําดับ ซ่ึงคาปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโนทีไ่ดจากการใช
เอนไซมตรึงรูปของทั้ง 2 วิธี มีคามากกวาการใชเอนไซมอิสระในกระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรส
ในงานวิจยัของ คงศักดิ ์(2544) ถึง 5 เทา สาเหตุของการเพิ่มขึ้นของคาปริมาณไนโตรเจนจาก
กรดอะมิโนอาจมาจากเอนไซมตรึงรูปสามารถทํางานไดดี ณ สภาวะที่ใชทําน้ําซอสปรุงรส (จากผล
ของพีเอชและอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป) มีรายงานของ Jegan et al. (2005) ที่ตรึง
เอนไซมปาเปนจาก Carica papaya โดยวธีิการหอหุมดวยโซเดยีมอัลจิเนต แลวนําเอนไซมปาเปนที่
ตรึงแลวมาใชซํ้าในการทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเคซีน พบวาเมื่อมีการใชซํ้าไปแลว 1 คร้ังทําให
กิจกรรมเอนไซมลดลงอยางรวดเร็วจากนัน้เมื่อใชซํ้าครั้งตอๆ ไป คากิจกรรมเอนไซมจะคงที่ โดย
สามารถใชซํ้าไดทั้งหมด 6 คร้ัง 

 



สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 
 
 1.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทใหคา
กิจกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 2,898 ยูนิตตอกรัมโปรตีน ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 11,930
ไมโครกรัม และประสิทธิภาพการตรึง  74.25 เปอรเซ็นต  ที่สภาวะในการตรึง คือความเขมขน     
ของกลูตาอัลดีไฮด 0.1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร กระตุนเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 30 นาที         
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  แลวนํามาตรงึเอนไซมโปรติเอสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความ
เขมขนไอออน (Ionic Strength ) เทากับ 0.05 โมลาร พีเอช 7 ที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
3 ช่ัวโมง  

 
 2.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสโดยวิธีการหอหุมดวยไคโตซานที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 
พบวา คากจิกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 2,189 ยูนิตตอกรัมโปรตีน ปริมาณโปรตีนทีย่ึดเกาะ 8,467
ไมโครกรัมและประสิทธิภาพการตรึง 45.01 เปอรเซ็นต 
 
 3.  การศึกษาอณุหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมที่ถูกตรึง พบวา เอนไซมที่ถูกตรึงทั้ง 2 วิธี 
มีความคงตัวทีพ่ีเอชประมาณ 7 และอุณหภมูิประมาณ 50 องศาเซลเซียส 
 
 4.  การนําเอนไซมที่ถูกตรึงไปใชในการผลิตน้ําซอสปรุงรส พบวาปริมาณไนโตรเจนจาก
กรดอะมิโนทีไ่ดจากการใชเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการ
หอหุมในการผลิตน้ําซอสปรุงรสหลังจากการใชซํ้าครั้งที่ 4  มีคาเทากบั 1,800 และ 706 ไมโครกรัม
ตามลําดับ 
 

จากการตรึงเอนไซมดวยวิธีการตางๆ พบวาการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดย
วิธีการเชื่อมดวยพนัธะโควาเลนท เปนวิธีการตรึงที่ดีที่สุด เนื่องจากใหคากิจกรรมเอนไซม ปริมาณ
โปรตีนที่ยึดเกาะ  ประสิทธิภาพการตรึงและปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโนสูงกวาวิธีการหอหุม  
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ขอเสนอแนะ 
 
 1.  ควรศึกษาตวัแปรอื่นๆ ที่มอิีทธิพลตอการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานดวย
พันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมเพิ่มเติม เชน ปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในการตรึงเพราะ
ปริมาณเอนไซมตางๆ กันมีผลตอการตรึงเอนไซมเชนกนั (Roberto et al., 2005) 
  
 2.  การใชเอนไซมเปนวัตถุดบิที่สําคัญในกรรมวิธีการผลิต ควรไดมีการศึกษาและประเมิน
ตนทุนการผลิต ซ่ึงจะเปนผลดีในการหาจดุคุมทุนของราคาขายผลิตภัณฑน้ําซอสปรุงรสที่ผานการ
พัฒนากรรมวธีิดังกลาวนี ้
 

3.  การใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง อาจกอใหเกิดความเปนพษิในน้ําซอสปรุงรส 
ดังนั้นควรศึกษาหาสารเชื่อมขวางอื่นๆ ที่เหมาะสมสําหรับการตรึงเอนไซมโดยวิธีการเชื่อมดวย
พันธะโควาเลนท เพื่อใชในกระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรส 
 
 4.  ควรนําน้ําซอสปรุงรสที่ไดไปปรุงแตงรสชาติ ฆาเชื้อจุลินทรียและนําไปวิเคราะห
คุณภาพผลิตภณัฑ เชน ความเปนกรด-ดาง  ปริมาณจุลินทรีย เพื่อศึกษาความเปนไปไดที่จะนํา     
น้ําซอสปรุงรสไปรับประทาน 
  
 5.  ในกระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรสไดเลือกใชถ่ัวเหลืองสกัดน้ํามัน มาใชเปนวัตถุดิบ
หลัก ในการผลิตน้ําซอสปรุงรสและเปนแหลงโปรตีนที่สําคัญ ซ่ึงนอกเหนือจากถั่วเหลืองสกัด
น้ํามันแลวสามารถใชโปรตีนจากพืชชนิดอื่นไดอีก อาท ิขาวโพดสกัดน้ํามัน ถ่ัวเขยีวสกัดน้ํามันและ
อาจใชผสมกนัในอัตราสวนที่พอเหมาะ นาจะเปนหนทางหนึ่งที่ชวยเพิ่มปริมาณโปรตีนในน้ํา   
ซอสปรุงรสได นอกจากปรมิาณโปรตีนทีอ่าจเพิ่มขึ้นแลว วัตถุดิบแตละชนิดยังมีคุณสมบัติในการ
ใหกล่ินและรสชาติที่แตกตางกันซึ่งจะชวยใหการพัฒนาผลิตภัณฑเปนไปในทิศทางที่นาพอใจมาก
ยิ่งขึ้น (คงศกัดิ,์ 2544) 
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1.  การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมโปรติเอส  
 
1.1  การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 
 

1.1.1  สารละลาย 0.1 N NaOH เตรียมโดยละลาย NaOH จํานวน 0.4 กรัมกับน้ํากลัน่
แลวปริมาตรปรับเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 

1.1.2  สารละลาย 0.1 N HCl เตรียมโดยการผสม HCl conc. (37 เปอรเซ็นต) จํานวน 
1.17  มิลลิลิตรกับน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลัน่ 

1.1.3  สารละลาย 0.2 M monobasic potassium phosphate เตรียมโดยละลาย 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (KH2PO4) จาํนวน 3.12 กรัมกับน้ํากลั่น แลวปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น 

       1.1.4  สารละลาย 0.2 M dibasic potassium phosphate เตรียมโดยละลาย                     
ไดโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (K2HPO4) จํานวน 3.56 กรัมกับน้ํากลัน่ แลวปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น 

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 แลวปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 

1.1.6  สารละลายเคซีน (casein) 1.5 เปอรเซ็นต เตรียมโดยละลายเคซีนจํานวน 1.5 
กรัมกับสารละลาย 0.1 N NaOH จํานวน 20 มิลลิลิตร นําไปแชในอางน้าํอุนพรอมคนเบาๆ เพื่อใหเค
ซีนละลายจนหมด ปลอยใหสารละลายเคซีนเย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับ pH ใหเทากับ 7.00 ดวย
สารละลาย 0.1 N HCl และ 0.1 N NaOH จากนั้นเติมสารละลาย 0.05 M sodium phosphate buffer 
pH 7.00 จํานวน 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 

1.1.7  สารละลาย 0.4 M trichloroacetia acid (TCA) เตรียมโดยละลาย trichloroacetia 
acid จํานวน 6.54 กรัมกับน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น 

1.1.8  สารละลาย 0.4 M Na2CO3 เตรียมโดยละลาย Na2CO3 จํานวน 4.24 กรัมกับน้ํา
กล่ันแลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น 

1.1.9  สารละลาย folin reagent เตรียมไดโดยผสมสารละลาย folin กับน้ํากลั่นใน
อัตราสวน 1:1 แลวนําไปใชทันที 
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1.2  การสรางกราฟมาตรฐานของการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 
 
                    1.2.1  เตรียมสารละลาย L-tyrosine เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยละลาย     
L-tyrosine จํานวน 0.2 กรัมกับน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 
  1.2.2  สารละลาย L-tyrosine เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่นลงใน
แตละหลอดทดลองดวยอัตราสวนดังตาราง 
 
ตารางผนวกที่ ก1  วิธีการเตรียมสารละลาย L-tyrosine ที่ความเขมขนตางๆ 
 
หลอด
ที่ 

ปริมาณสารละลาย L-tyrosine 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาณน้ํา
กล่ัน 

(มิลลิลิตร) 

ความเขมขนของสารละลาย L-tyrosine 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

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 ลงในหลอดทดลองแตละ
หลอด แลวเขยาใหเขากัน 
                    1.2.4  เติมสารละลาย folin reagent จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองที่ 1 เพราะ
เปนหลอดควบคุม (blank) ที่นาทีที่ 0 สวนหลอดทดลองอื่นๆ เติมสารละลาย folin reagent จํานวน 
1 มิลลิลิตรเชนกันที่เวลาตางๆ ตั้งทิ้งไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยาครบ 10 นาที 

 1.2.5  นาทีที่ 10 นําหลอดทดลองที่ 1 ไปวดัคาการดูดกลืนแสงกอนดวยเครื่องสเปค
โตโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรทันที กด set blank กอน แลววดัคาการดูดกลืนแสง
ของหลอดทดลองอื่นๆ ที่ทําปฏิกิริยาครบ 10 นาทีทันทีเชนกัน ทําการบันทึกคาการดูดกลืนแสงของ
หลอดที่ 2 ถึงหลอดที่ 6 

 1.2.6  นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาวาดกราฟมาตรฐาน ใหแกน x คือ ความเขมขน
ของสารละลาย L-tyrosine แกน y คือ คาการดูดกลืนแสง 
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 1.2.7  จากกราฟมาตรฐานสามารถสรางสมการหาความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืน
แสงและความเขมขนของสารละลาย L-tyrosine เมื่อทําการวิเคราะหคาการดูดกลืนแสงของ
สารละลายเอนไซมที่ช่ัวโมงตางๆ จึงทราบคากิจกรรมโปรติเอสได  

 
คากิจกรรมโปรติเอสกําหนดให 1 ยนูิตของกิจกรรมโปรติเอส หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่

สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยเคซีนใหไดสาร L-tyrosine ซ่ึงอยูในอัตราเทากับ L-tyrosine 1 
ไมโครกรัมในเวลา 1 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 

1.3  การวิเคราะหคากจิกรรมเอนไซมโปรติเอส (มณีรัตน, 2542) 
 
      1.3.1  นําสารละลายเคซีนที่เตรียมไดแชในอางน้ําอุนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
    1.3.2  ใสน้ํากลั่นแทนไคโตซานชนิดเมด็ที่ไดจากการตรึงรูปลงไปในหลอดทดลองที่ 1 

จํานวน 1 มิลลิลิตร สวนหลอดทดลองอื่นๆ ใสไคโตซานชนิดเม็ดทีไ่ดจากการตรึงรูปพรอมชั่ง
น้ําหนกั นําหลอดทดลองทั้งหมดไปแชในน้ําอุนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส กอนทําการวิเคราะห 

1.3.3  เติมสารละลายเคซีน 1.5 เปอรเซ็นต จํานวน 1 มิลลิลิตรลงไปในหลอดทดลองที่
เติมน้ํากลั่นแทนไคโตซานชนิดเม็ดทีน่าททีี่ 0 สวนหลอดอื่นๆ เติมสารละลายเคซีน 1.5 เปอรเซ็นต 
จํานวนหลอดละ 1 มิลลิลิตรเชนกันทีเ่วลาตางๆ ตั้งทิ้งไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยาครบ 10 นาที 

1.3.4  นาทีที่ 10 เติมสารละลาย 0.4 M TCA ลงในหลอดที่เติมน้ํากลั่นแทนไคโตซาน
ชนิดเม็ดจํานวน 2 มิลลิลิตร และเติม 0.4 M TCA ลงในหลอดทดลองอื่นๆ ที่ทําปฏิกิริยาครบ 10 
นาทีเชนกนั ตามลําดับ ตั้งหลอดทดลองทั้งหมดทิ้งไวใหตกตะกอนในอางน้ําอุนที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนาํมากรองตะกอนออกโดยใชกระดาษกรองเบอร 1  

1.3.5  ดูดสวนใสที่กรองไดอยางละ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตละหลอด 
1.3.6  เติมสารละลาย 0.4 M Na2CO3 ลงในหลอดทดลองแตละหลอดจํานวน 5 มิลลิลิตร 

เขยาใหเขากัน 
      1.3.7  เติมสารละลาย folin reagent จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายที่กรองไดของ

หลอดทดลองที่เติมน้ํากลั่นแทนไคโตซานชนิดเม็ดทีน่าทีที่ 0 สวนหลอดทดลองอื่นๆ เติม
สารละลาย folin reagent จํานวน 1 มิลลิลิตรเชนกันที่เวลาตางๆ ตั้งทิ้งไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยา
ครบ 10 นาที 

1.3.8  นาทีที่ 10 นําหลอดทดลองที่ใชน้ํากลั่นแทนไคโตซานชนิดเมด็ที่ไดจากการตรึง
รูปเปนหลอดควบคุม (blank) ไปวดัคาการดูดกลืนแสงกอนดวยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอรที่ความ
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ยาวคล่ืน 660 นาโนเมตรทันที กด set blank กอน แลววัดคาการดูดกลืนแสงของหลอดทดลองอื่นๆ 
ที่ทําปฏิกิริยาครบ 10 นาทีทันทีเชนกนั ทําการบันทึกคาการดูดกลืนแสงที่ได ไดผลดังภาพผนวกที่ 
ก1 
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ภาพผนวกที่ ก1  กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 
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2.  การวิเคราะหปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซมโปรติเอส  
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ภาคผนวก ข 
การคํานวณ 
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1.  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมอิสระและกิจกรรมเอนไซมตรึงรปู 
 

      1.1  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมอิสระ 
 
 

สารละลายเอนไซมโปรติเอส 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. 

 
 วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร 

 
 
จากแผนภาพขางตน  หลังจากนําตัวอยางมาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660     

นาโนเมตรแลว  จะไดวา 
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A660

ความชัน
1

10 4.9 กิจกรรมเอนไซมอิสระ (ยูนติ) = x x
 
โดย 

A660  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
 ความชันของกราฟมาตรฐาน L-tyrosine =  0.0107 

สารละลายเอนไซมที่ใชในการทําปฏิกิริยา  =  1 มิลลิลิตร 
เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา = 10 นาที 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา  =  1.9+1+2  =  4.9 มิลลิลิตร 

 
1.2  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป  

 
 

เติมสารละลายเคซีน (ซับสเตรท) 1 มล. 

เติมสารละลาย TCA (ตัวหยดุปฏิกิริยา) 2 มล. 

ปริมาตรรวมสารละลายทั้งหมด 3 มล. 
ดูดมา 1 มล. 

เติมสารละลาย Na2CO3 5 มล. 

                             

ช่ังน้ําหนกัเอนไซมที่ถูกตรึง 

 
 

เติมสารละลาย folin reagent 1 มล. 

 
วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร 
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จากแผนภาพขางตน  หลังจากนําตัวอยางมาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660     
นาโนเมตรแลว  จะไดวา 

 
3 + น้ําหนกัเอนไซมตรึงรูป 

0.9953 
A660

ความชัน
 1

10 
กิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (ยูนิต)     = x x 

โดย 
A660  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
ความชันของกราฟมาตรฐาน L-tyrosine =  0.0107 
สารละลายเอนไซมที่ใชในการทําปฏิกิริยา  =  1 มิลลิลิตร 
เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา = 10 นาที 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา  =  1+2 = 3 มิลลิลิตร 
น้ําหนกัเอนไซมตรึงรูป (กรัม) 
ความหนาแนนของเอนไซมตรึงรูป =  0.9953 กรัมตอมิลลิลิตร 
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2.  การคํานวณปริมาณโปรตีน 
 

ตัวอยาง 10 มล. 

ดูดมา 5 มล. 

ตัวอยาง 5 มล. + 
น้ําปราศจากไอออน 10 มล. 
ดังนั้น ปริมาตรรวม 15 มล. 

                                             
 

จากแผนภาพขางตน  หลังจากนําตัวอยางมาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595      
นาโนเมตรแลว จะไดวา  

 
 

โดย 
 A595  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

ความชันของกราฟมาตรฐาน L-tyrosine =  0.038 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา  =  5+10 =  15 มิลลิลิตร 
สารละลายเอนไซมที่ใชในการทําปฏิกิริยา  =  5 มิลลิลิตร 
ปริมาตรของสารละลายเอนไซม =  10 มิลลิลิตร 
 

วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 

เติมสารละลายสี 1.5 มล. 

ดูดมา 6 มล. 

ปริมาตรรวมเทากับ 7.5 มล. 

A595

ความชัน
15
5

10ปริมาณโปรตีน  (ไมโครกรมั)     = x x
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3.  การคํานวณสัดสวนกิจกรรมเอนไซม (Activity yield) 
 

สัดสวนกิจกรรมเอนไซม (เปอรเซ็นต)  =  [Ui/Um] × 100 
โดย 
 Ui  =  คากิจกรรมเอนไซมที่อุณหภูมิหรือพีเอชตางๆ  (ยูนติ) 

Um =  คากิจกรรมเอนไซมสูงสุด ณ พีเอชหรืออุณหภูมนิัน้ๆ  (ยูนิต) 
 

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

โดย 
 P0  =  ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมกอนตรึง (ไมโครกรัม) 
 Pf  =  ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมหลังตรึง (ไมโครกรัม) 
 
5.  การคํานวณประสิทธิภาพการตรึง (Loading efficiency) 

  
ประสิทธิภาพการตรึง (เปอรเซ็นต)  =  [(P0- Pf)/P0] × 100 

โดย 
 P0  =  ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมกอนตรึง (ไมโครกรัม) 
 Pf  =  ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมหลังตรึง (ไมโครกรัม) 
 
6.  การคํานวณปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโน 
 
             ปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโน (ไมโครกรัม)  =  Nt- Np- Nw

โดย 
              Nt  =  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (ไมโครกรัม) 
 Np  =  ปริมาณไนโตรเจนจากเอนไซมโปรติเอส (ไมโครกรัม) 

Nw  =  ปริมาณไนโตรเจนจากน้ําแชถ่ัวเหลืองสกัดน้ํามัน (ไมโครกรัม) 
 



 

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

บัณฑิต) สถาบันเทคโนโลยพีระจอมเกลาเจาคุณทหาร
ลาดกระบัง 

ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน นักศึกษาปริญญาโท ภาควิชาวิศวกรรมเคมี                 
คณะวิศวกรรมศาสตร 

สถานที่ทํางานปจจุบัน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนผูชวยสอนจากโครงการพัฒนาบัณฑิตศึกษาและวจิัย

ดานวิศวกรรมเคมี ภาควิชาวศิวกรรมเคมี 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (พ.ศ. 2548-2550) 

  
 


