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การทดลองนี้ศึกษาการตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท โดยครอบคลุม
การถายโอนมวล  เสถียรภาพตออุณหภูมิและพีเอชของเอนไซมอิสระเทียบกับเอนไซมท่ีตรึงรูป
ดวยพันธะโควาเลนท  รวมท้ังศึกษาการใชซํ้าและการเก็บเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นอกจากนี้ไดศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซาน 
ดวยพันธะโควาเลนทเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ จากการศึกษาพบวาการตรึงรูปเอนไซมบน 
เม็ดไคโตซานท่ีกระตุนดวยกลูตารัลดีไฮด สามารถเพ่ิมความเสถียรภาพตออุณหภูมิและพีเอช    
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เซลเซียส โดยคากิจกรรมของโปรติเอสตรึงรูปลดลงเพียง 17 เปอรเซ็นต เม่ือเก็บไวเปนเวลา 28   
วัน นอกจากนี้ยังพบวาคา Km ของเอนไซมตรึงรูปมีคาใกลเคียงกับเอนไซมอิสระ บงบอก         
ความ สามารถในการจับกับซับสเตรตท่ีใกลเคียงกัน แตคา Vmax ของเอนไซมตรึงรูปดวย          
พันธะโควาเลนทมีคาต่ํากวาเอนไซมอิสระ เนื่องจากมีขอจํากัดของเครื่องเขยาทําใหปญหาการ  
ถายโอนมวลยังคงเกิดขึ้น  

     /  /  
ลายมือช่ือนิสิต  ลายมือช่ืออาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก   



 

Nittaya  Yaosang  2009: Immobilization of Protease on Chitosan by Covalent Bond.  
Master of  Engineering (Chemical Engineering), Major Field: Chemical Engineering, 
Department of Chemical Engineering.  Thesis Advisor: Assistant Professor  
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The protease immobilization on chitosan beads, activated by glutaraldehyde, including 

mass transfer, pH stability and temperature stability, reuse and storage was investigated.  
Kinetics and thermal deactivation were also covered. Results showed the increases in stabilities 
immobilization  while Vmax was decreased but free and immobilized enzyme showed almost  
same Km value.  Residual activities of  free enzyme were lower than those of immobilized 
enzyme when the reuse and storage experiments were applied. Due to the shaker’s limitation, 
mass transfer problem still existed and might be the cause of the lower Vmax upon  
immobilization. 
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อิสระ  (  ) และเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท (o) ดวยสมการ
อันดับหนึ่งของMichaelis-Menten   (เสนประแสดงคา Vmax โดยประมาณ) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 

 
ภาพที่ 

 
 
หนา 
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กราฟคากิจกรรมของเอนไซมอิสระ (ก) และเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวย
พันธโควาเลนท (ข)  ใชในการหาครึ่งชีวิตจากการทดลอง (   ,   ,    , × และ ⋇  คือ
อุณหภูมิ 40, 50, 60, 70 และ 80 ตามลําดับ) 
การพลอตกราฟปฏิกิริยาอันดับหนึ่งของการเส่ือมสภาพของเอนไซมอิสระ (ก) 
และเอนไซมตรึงรูป (ข) ดวยความรอน  ท่ีอุณหภูมิตางๆ ( +,×,    ,    และ     คือ  
40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ตามลําดับ) 
อารเรเนียสพร็อตดวยคาคงท่ีของอัตราการเส่ือมสภาพดวยความรอนของเอนไซม
ตรึงรูป (o) และเอนไซมอิสระ (  )  
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

Ed =  deactivation energy (kcal/mol) 
Km = Michaelis-Menten constant (mol/ml) 
Vmax = maximum velocity (U/g protene) 
R = gas constant  (8.314 J/mol K) 
BET      = The Brunauer-Emmet and Telle

(6) 



การตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท 
 

Immobilization of Protease on Chitosan by Covalent Bond 
 

คํานํา 
 

เอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพท่ีนํามาใชในหลายอุตสาหกรรม โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
อุตสาหกรรมอาหาร การนําเอนไซมมาใชในวงการอุตสาหกรรมท่ัวๆ ไปจะอยูในรูปของเอนไซม
อิสระ และยังสามารถนํามาใชไดในอีกลักษณะหนึ่ง คือ ใชในแบบของเอนไซมตรึงรูป ซ่ึงจะเปน
การเปล่ียนสถานะของเอนไซมจากสารเรงปฏิกริยาท่ีเปนของเหลว ใหกลายมาเปนสารเรงปฏิกริยา
ท่ีเปนของแข็งท่ีไมละลายน้ํา หรือละลายไดนอยมาก โดยการนําเอนไซมอิสระมาจํากัดใหอยูใน 
ขอบเขตท่ีกําหนด  หรือนํามาจับยึดไวกับตัวกลางท่ีไมละลายน้ําหรือทําใหโมเลกุลเอนไซมจับ 
เช่ือมกันเองจนมีขนาดใหญขึ้น (ปราณี, 2547)   

 
เอนไซมตรึงรูปเม่ือใชงานแลวสามารถแยกนํากลับมาใชงานไดอีกหลายครั้งจนกวา

คากิจกรรม (activity) หรือความสามารถในการเรงปฏิกริยาของเอนไซมจะลดต่ําลงมาก ทําให
ประหยัดกวาการใชในรูปเอนไซมอิสระ และสามารถใชสภาวะในการทําปฏิกริยาท่ีแตกตางไปจาก
เอนไซมอิสระดั้งเดิมได ท้ังนี้ขึ้นอยูกับการเลือกชนิดของตัวกลางท่ีใชจับ กับวิธีการตรึงรูป ดังนั้น
จึงสามารถนําไปใชประโยชนไดกวางขวางมากกวาการใชเอนไซมอิสระ ซ่ึงจะตองใชสภาวะการทํา
ปฏิกิริยาท่ีจุดหนึ่งท่ีเหมาะสมเทานั้น (ปราณี, 2547) นอกจากนี้เอนไซมตรึงรูปยังสามารถ ใช
ประโยชนในอุตสาหกรรมอ่ืนอีกหลายประเภท  เชน กระบวนการน้ําเสีย การรักษาเช้ือโรค  
เทคโนโลยีชีวภาพ การแพทย และการประยุกตใชดานส่ิงแวดลอม (Gonchar and Auslender, 1995) 
 

โปรติเอสเปนกลุมเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติในการยอยพันธะเปปไทด (peptide bond) ของ
สารจําพวกโปรตีน จึงมักถูกเรียกวาเอนไซมยอยโปรตีน (นิลวรรณ, 2548) โดยยอยใหกลายเปนสาร
โมเลกุลเล็กๆ สามารถพบไดท้ังในพืชและสัตว และนอกจากนี้เอนไซมโปรติเอสยังสามารถผลิตได
จากพวกจุลินทรียตางๆ ปจจุบันนี้การใชเอนไซมเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วและมีบทบาทอยางมากใน
อุตสาหกรรมท่ีเกี่ยวของกับเทคโนโลยีชีวภาพ โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหาร วิทยาศาสตร
การแพทย อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมเคมี และแหลงเช้ือเพลิงชีวภาพ  ดังนั้นการตรึงเอนไซม 
เพ่ือนํากลับมาใชใหม อาจเปนวิธีหนึ่งในการลดตนทุนในการผลิต 
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 ไคโตซานเปนพอลิเมอรธรรมชาติชนิดหนึ่งท่ีนิยมใชกันอยางกวางขวางสําหรับเปนตัวกลาง 
ท่ีใชในการตรึงรูปเอนไซม  (Chang and Juang, 2005)  นอกจากนี้ไคโตซานเปนวัสดุชีวภาพท่ีมี
ความหลากหลายและมีสมบัติท่ีโดดเดน อาทิ มีคุณสมบัติในการดูดซับและจับตรึงท่ีดี (Pereira et  
al., 2003) สามารถทนอุณหภูมิไดสูงโดยมีคา Tg (glass transition temperature) ประมาณ 154 องศา
เซลเซียส (Seshadri et al., 2005) มีความเปนประจุบวกสูง สามารถทําเปนแผนฟลม มีความเขากัน
ไดทางชีวภาพ สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ ไมมีพิษและเปนมิตรกับส่ิงแวดลอม ดังนั้น      
ไคโตซานจึงสามารถนํามาประยุกตใชในผลิตภัณฑและอุตสาหกรรมตางๆ ไดอยางมากมาย อาทิ
เชน ดานอาหาร ดานการเกษตร ดานการบําบัดน้ําเสีย ดานส่ิงทอ และ ดานการแพทย ไคโตซาน   
จึงเปนพอลิเมอรชนิดหนึ่งท่ีเหมาะสมสําหรับการตรึงรูปเอนไซม 

 
แนวทางการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึงใหความสนใจในการศึกษาการตรึงเอนไซม โดยการใช

เอนไซมโปรติเอส มาตรึงไวบนพอลิเมอรดังกลาว เนื่องจากโปรติเอส มีจุดดอยคือ ราคาแพงจึงมี
แนวคิดท่ีจะนําโปรติเอสมาตรึงไวบนพอลิเมอร  เพ่ือท่ีจะสามารถนํากลับมาใชใหมหลาย ๆ รอบ 
เปนการลดตนทุนในการผลิต  โดยมีจุดประสงคในการศึกษาการตรึงโปรติเอสบนพอลิเมอรดวย
พันธะโคเวเลนท เพ่ือนําไปใชในกระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรมโดยทําการศึกษาในระดับ
ปฏิบัติการเพ่ือนําไปสูการใชงานจริงในอนาคตดานอ่ืนๆ ตอไป 

 



วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาการตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยวิธีโควาเลนทและวิธีหอหุม 
 
2. ศึกษาเสถียรภาพการทํางานของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทท่ีอุณหภูมิและ  

พีเอชตางๆ  
 

3. ศึกษาประสิทธิภาพการใชงานของเอนไซมท่ีถูกตรึงดวยพันธะโควาเลนท 
 

4. ศึกษาอิทธิพลของการถายโอนมวลระหวางเอนไซมกับซับสเตรตของเอนไซมตรึงรูป
ดวยพันธะโควาเลนท 
 

5. ศึกษาจลนพลศาสตรและการเส่ือมสภาพดวยความรอนของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะ
โควาเลนทเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ 

 
ขอบเขตการวิจัย 

 
 การศึกษาสัณฐานวิทยาและการกระจายตัวขนาดรูพรุนเทานั้นท่ีเปนการเปรียบเทียบ
ระหวางเอนไซมท่ีตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทและแบบหอหุม  และการศึกษาในดานๆ อ่ืนจะเปน
การศึกษาโดยใชเอนไซมโปรติเอสท่ีตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทเทานั้น   



การตรวจเอกสาร 
 

เอนไซมโปรติเอส 
 

เอนไซมโปรติเอสเปนกลุมเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติในการยอยพันธะเปปไทด (peptide bond)  
ของสารจําพวกโปรตีน จึงมักถูกเรียกวาเอนไซมยอยโปรตีน โดยยอยใหกลายเปนสารโมเลกุลเล็กๆ 
เอนไซมหลายชนิดจัดอยูในกลุมของเอนไซมโปรติเอสและสามารถแบงประเภทออกเปนประเภท
ยอยๆ ไดอีก โดยเกณฑท่ีใชในการแบงใชความสามารถในการยอยสลายโปรตีนในซับสเตรทท่ีมี
โครงสรางซับซอนตางๆ เอนไซมโปรติเอสตางชนิดกันชอบยอยพันธะเปปไทดตรงตําแหนงท่ี
ตางกัน (นิลวรรณ, 2548) 
 

เอนไซมโปรติเอสสามารถพบไดท้ังในพืชและสัตว พืชท่ีนํามาสกัดเอนไซมโปรติเอส เชน 
ตนมะละกอ (carica papaya) ตนสัปปะรด (anana sativa pineapple) ตน figs (ficus carica, ficus 
glabrata) ตน artichokes (cynera cardunculus)  นอกจากนี้เอนไซมโปรติเอสยังสามารถผลิตไดจาก
พวกจุลินทรียตางๆ แตมีแคจุลินทรียบางชนิดเทานั้นท่ีสามารถนํามาใชผลิตในเชิงอุตสาหกรรมได 
เพราะใหผลได (yield) จากการผลิตท่ีสูงและเอนไซมโปรติเอสท่ีผลิตไดจะออกมาอยูนอกเซลล ทํา
ใหสามารถสกัดแยกไดงาย ไมไดเปนเอนไซมท่ีผลิตแลวอยูในเซลลจึงไมตองทําการแยกเอนไซม
ออกจากเซลล ซ่ึง 70 เปอรเซ็นตของปริมาณเอนไซมโปรติเอสท่ีใชในอุตสาหกรรมไดมาจากการ
เพาะเล้ียงจุลินทรีย จุลินทรียท่ีใชผลิตได เชน แบคทีเรีย (B.licheniformis) รา (A.candidus, A.flavor, 
A.oryzae, A.niger) หรือพวกยีสต เปนตน 

 
โปรติเอสแบงกลุมตามกลไลการทํางานได 4 ประเภท คือ โปรติเอสซีรีน (serine protease) 

โปรติเอสซัลไฟดริล (sulfhydryl protease) โปรติเอสมีโลหะ (metal-containing protease) และ     
โปรติ เอสกรด (acid protease) โดย Aspergillus oryzae โปรติ เอส เปนโปรติ เอสท่ีไดมาจาก
เช้ือจุลินทรีย มีคุณสมบัติเหมือนโปรติเอสมีโลหะ (Laszlo,1990) ซ่ึงนําไปใชในดานอุตสาหกรรม
อาหารหลายประเภท ดังแสดงในตารางท่ี 1 และนอกจากนี้ โปรติเอสท่ีไดจากเช้ือจุลินทรียตางๆ    
มีความสําคัญทางคา เม่ือเทียบกับโปรติเอสอ่ืนๆ ดังแสดงในตารางท่ี 2  

 
 
 



 

5

ตารางที่ 1  ความสําคัญของโปรติเอสในดานอุตสาหกรรมอาหาร  
 

ผลิตภัณฑ/ชนิดอุตสาหกรรม วัตถุประสงค หรือลักษณะปฏิกิริยา 
การใชเอนไซม 

ผลิตภัณฑขนมอบ 
 
 
เครื่องดื่มมีแอลกอฮอล 
 
 
ธัญชาต ิ
 
 
 
เนยแข็ง 
 
ไขและผลิตภัณฑจากไข 
อาหารสัตว 
 
ไฮโดรไลเสตของโปรตีน 
 
ไวน เบียร 
 
 
เนื้อสัตว 
ผงซักฟอก 

เพ่ิมความนุมในแปงนวด ลดเวลานวด เพ่ือการยืดของ
แปงนวด ทําใหลักษณะของขนมปงมีความเปนรูพรุน
สมํ่าเสมอ ขนาดกอนโต 
พัฒนาใหมีเนื้อ กล่ินรส และคุณคาทางอาหารในระหวาง
การหมัก และชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการกรอง การทําให
ใส และลดการตกตะกอนระหวางการแชเย็น 
1. เพ่ือดัดแปรโปรตีนในธัญชาติ ซ่ึงจะชวยเพ่ิมอัตรา

การทําแหงตลอดท้ังจะชวยปรับปรุงลักษณะของ
ผลิตภัณฑ 

2. ใชในอุตสาหกรรมผลิตมิโซและเตาหู 
1. เกิดการตกตะกอนโปรตีนนม 
2. เกิดกล่ินรสระหวางการบมเนยแข็ง 
ปรับปรุงสมบัติดานการทําแหง 
การยอยสลายโปรตีนจากของเหลือท้ิงใหเปนกรดอะมิ-
โนหรือสารแปปไทดสายส้ันสําหรับผสมในอาหารสัตว 
กระบวนการผลิตน้ําซอสปรุงรส น้ําปลา และน้ําซุปจาก
วัตถุดิบท่ีมีโปรตีน ท้ังจากพืช สัตว 
กระบวนการแยกตะกอนโปรตีน ทําใหผลิตภัณฑใส อาจ
เพ่ิมฟองในเบียรได ทําใหผลิตภัณฑมีสัดสวนของ
โปรตีนละลายน้ําได มากขึ้น เพ่ิมเนื้อใหผลิตภัณฑดวย 
กระบวนการทําใหเนื้อนุม 
ผสมในสารซักฟอกเพ่ือละลายส่ิงสกปรกท่ีเปนโปรตีน 

ที่มา: ปราณี (2547) 
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ตารางที่ 2  การคาขายโปรติเอสในตลาดโลก  
 

Enzyme Millons  
of dollars 

Market share of microbial proteanases 
Microbial enzymes (%) Total enzyme (%) 

Bacterial alkaline proteinase 
Microbial rennet 
Other microbial proteainase 
Animal rennet 
Other animal proteanases 
Plant proteinases 
All other microbial enzymes   
    (non proteolytic) 
Total 

90 
18 
10 
18 
8 
33 
125 

 
302 

37 
7 
4 
- 
- 
- 

52 
 

100 

30 
6 

3.5 
11 
2.5 
11 
41 
 

100 
ที่มา: Fogathy (1996) 
 

เอนไซมตรึงรูป 
 
 เอนไซมตรึงรูป (immobilized enzymes) คือ เอนไซมท่ีถูกกําหนดหรือทําใหมาอยูใน
ขอบเขตท่ีจัดไว อาจมีโมเลกุลใหญขึ้นดวยการเช่ือมพันธะเคมี หรือไมมีพันธะเคมี ละลายน้ําไดยาก
ขึ้น หรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซมเปล่ียนจากสถานะตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปนของเหลว กลายเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาท่ีเปนของแข็งขณะทําปฏิกิริยา (solid catalysts) (ปราณี, 2547) 
  
1.  ขีดจํากัดของการใชเอนไซมอิสระ  
 

เอนไซมอิสระมีขีดจํากัดมากมาย (ปราณี, 2547) คือ  
 
1.1 เอนไซมอิสระไมเสถียร  
 
1.2 เอนไซมอิสระใชงานในลักษณะไมตอเนื่องหรือใชครั้งเดียว (batch)  
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1.3 เอนไซมอิสระ ถาจะใหมีกิจกรรมเอนไซมสูงตองทําใหบริสุทธ์ิกอนการใชงาน  
 
1.4 เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของซับสเตรตและผลผลิต ทําใหแยก 

ออกไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีน จะเกิดการปนเปอนในลักษณะสารปนเปอนโปรตีน 
(proteineous contaminants) โดยเฉพาะถาอยูในอาหารจะเกิดเปนตะกอนเม่ือถึงระดับอุณหภูมิและ 
พีเอชของโปรตีนชนิดนั้น จะแยกออกไดตองใชกรรมวิธีเพ่ิมเติม กลาวคือผานหนวยแยกอีกครั้ง   

 
1.5 เอนไซมอิสระ มีสภาวะทําปฏิกิริยาจําเพาะ ฉะนั้นบางครั้งอาจไมเหมาะสมใน

กระบวนการแปรรูปอาหาร หรืออุตสาหกรรมท่ีตองใชเอนไซมนั้นๆ  
 
1.6 เอนไซมอิสระ สวนใหญละลายน้ํา ละลายในสารละลายได ฉะนั้นจะนํามาใชใน

ลักษณะตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปนของแข็งไมได มีผลใหไมสามารถใชงานกับเครื่องปฏิกรณประเภท
ตางๆ เชน ฟลูอิไดซเบด (fluidized bed) เบดบรรจุ (packed bed) ในระบบตอเนื่องได 

  
1.7 เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูง  
 
1.8 เอนไซมอิสระในเซลลจุลินทรีย (intracellular enzymes) เม่ือนํามาใชงานตองผาน

กระบวนการสกัดและทําบริสุทธ์ิกอน  
 
1.9 เอนไซมอิสระกอพิษตอผูใช ในลักษณะของการสูดหายใจ การสัมผัสในปริมาณมาก 

 
ดวยขีดจํากัดของเอนไซมอิสระเหลานี้ จึงเปนทางออกท่ีนําไปสูการแกปญหาโดยการนํา

เทคโนโลยีของเอนไซมตรึงรูปมาประยุกตใชงานในดานตางๆ อยางไรก็ตาม ผลกระทบท่ีเกิดจาก
เอนไซมตรึงรูปก็มีดวยเชนกัน  

 
2.  ผลกระทบของการทําเอนไซมตรึงรูป (ปราณี,2547) 

 
คากิจกรรมอาจถูกกระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลของเอนไซมกับตัวพยุงมีผล

ใหโครงรูปสามมิติ (conformation) เปล่ียนไป และอาจมีผลตอหมูเคมีท่ีอยูในบริเวณเรงดวย 
นอกจากนี้ความไมเขากันของตัวพยุงกับซับสเตรต ทําใหการเขาถึงซับสเตรตของเอนไซมแย  เม่ือ
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เอนไซมตรึงรูปมีลักษณะเปนแคทาลิสตแข็ง (solid catalyst) จะเกิดปญหาดานการถายเทมวล
ภายนอกและภายใน (external and internal mass transfer) ถาแคทาลิสตนั้นมีรูพรุนเพ่ิมดวย 

 
3.  ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป 
 
 เอนไซมตรึงรูปมีโอกาสเพ่ิมคากิจกรรม (activity) และเสถียรภาพของเอนไซมได ถาวิธี
เหมาะสม สามารถใชกับระบบเอนไซมหลายชนิดได ในลักษณะ in vitro ได สามารถใชซํ้า ใช
ตอเนื่อง ใชเปนเครื่องมือวิเคราะห ใชสภาวะการทําปฏิกิริยาท่ีตางไปจากเอนไซมอิสระเดิมได   
ท้ังนี้ขึ้นกับชนิดตัวพยุงและวิธีการตรึงรูป และสามารถนําไปใชใหเหมาะสมกับเครื่องปฏิกรณ
เอนไซมได ท้ังนี้ขึ้นกับรูปรางตัวพยุง และลักษณะของซับสเตรต (ปราณี, 2547) 
 
4.  พอลิเมอรที่ใชในการตรึงเอนไซม 
 

พอลิเมอรท่ีใชในการตรึงเอนไซม มีท้ังพอลิเมอรธรรมชาติเชน ไคโตซาน (chitosan) 
เซลลูโลส (cellulose) เปนตน และพอลิเมอรสังเคราะหเชน พอลิเอไมด (polyamide) พอลิ          
โพรไพลีน (polypropylene) พอลิสไตรีน (polystyrene) พอลิเอธิลีน (polyethylene) พอลิเมทิล              
เมทาอะคริเลต (poly(methyl methacrylate), PMMA) และ พอลิเอทธิลีนไนมีน (polyethylenimine) 
เปนตน การใชพอลิเมอรสังเคราะห ถึงแมวาจะมีราคาท่ีสูงกวาพอลิเมอรธรรมชาติ แตก็มีขอด ีดังนี้  

 
4.1 ทนทานตออุณหภูมิและพีเอชท่ีรุนแรงและทนตอการยอยสลายทางชีวภาพไดดี  
 
4.2 คุณสมบัติของความชอบน้ําและความไมชอบน้ํา (hydrophilic-hydrophobic) สามารถ

ปรับใหตรงกับความตองการไดโดยการเลือกโคมอนอเมอร (co-monomer) ท่ีเหมาะสมขณะทําการ
สังเคราะห  

 
4.3 สัณฐานวิทยา (morphology) สามารถเปล่ียนแปลงไดโดยเติมชนิดและสารท่ีเหมาะสม 

ขณะทําการสังเคราะห  
 
4.4 การปรับสภาพผิว (surface modifications) สามารถทําไดดวยการเติมหมูฟงกชันท่ีไวตอ

ปฏิกิริยา (reactive groups)  
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5.  หมูตางๆ บนตัวพยุงที่เชื่อมกับหมูไวปฏิกิริยาของเอนไซม 
 
 ตัวพยุงบางชนิดสามารถทําใหมีหมูท่ีไวตอการเช่ือมกับหมูตางๆ ของเอนไซมไดโดย
วิธีการตางๆ กัน ตามลักษณะหมูไวปฏิกิริยานั้นๆ เชน หมูไดอะโซเนียม (diazonium group:-N+≡N) 
หมูแอซิดเอไซด (acid azide group: -N=N+=N-)  หมูไอโซไซยาเนต (isocyanate group: -N-CO)  
หมูไอโซไทโอไซยาเนต (isothiocyanate group –N-CS)  หมูแอกทีฟเฮไลด (active halide group: -
Br, -I, -F, -Cl)  หมูแอกทีฟไซยาโน (active cyano group: -C≡N)   หมูแอกทีพอะมิโน ( active 
amino group: -NH2)  หมูแอกทีฟคารบอกซิล (active carboxyl group: -COOH)  หมูแอกทีฟได
ซัลไฟด (active disulfide group: -S-S) และ หมูแอกทีพอัลดีไฮด (active aldehyde group: -CHO) 
 
6.  กระบวนการทําเอนไซมตรึงรูป 
 
 แบงกระบวนการทําเอนไซมตรึงรูปตามแผนภาพท่ี 1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  กระบวนการทําเอนไซมตรึงรูป แบงเปนวิธีการทางเคมีและการทางกายภาพ            

กระบวนการทําเอนไซมตรึงรูป 

กระบวนการทางเคมี กระบวนการทางชีวภาพ 

 การเชื่อมพันธะ 

กับตัวพยุง 
 การเชื่อมขวาง  การหอหุม 

   ในเมทริกซ 
 การหอหุม 

   ในเมทริกซ 

 โควาเลนท 
 ไอออน 

 การดูดซับ 

 การเช่ือมขวาง
ระหวางเอนไซม 

 การเช่ือมขวาง
ระหวางเอนไซม
และตัวพยุง 

 ไฟเบอร 
 อนุภาค 

 เยื่อกรอง
อัลตรา 

 แคปซูลเล็ก 

ที่มา: ปราณี (2547) 
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ภาพที่ 2  กระบวนการทําเอนไซมตรึงรูปตามวิธีเช่ือมตัวพยุง วิธีเช่ือมขวาง และวิธีหอหุม  
ที่มา: ปราณี (2547) 
 
7.  วิธีการตรึงรูป  
 
 วิธีการตรึงรูปเอนไซมแบงเปน 3 วิธี  คือ การเช่ือมกับตัวพยุง การเช่ือมขวาง และวิธีหอหุม 
(ปราณี, 2547) ดังรายละเอียดตอไปนี ้
 

7.1 วิธีการเช่ือมกับตัวพยุง (carrier binding method) เปนการเช่ือมเอนไซมกับตัวพยุง การ
เช่ือมมีท้ังส้ิน 3 วิธีคือ การดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption method) เช่ือมดวยพันธะ        
ไอออนิก (ionic binding method) และเช่ือมดวยพันธะโควาเลนท (covalent binding method) 

 
7.1.1  วิธีการดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption method) คือ การดูดซับของ

เอนไซมบนพ้ืนผิวภายนอกของตัวพยุงท่ีไมละลายน้ํา วิธีการตรึงรูปวิธีนี้จะไมมีผลกระทบตอโครง
รูปสามมิติ เนื่องจากไมมีพันธะเคมีเกิดขึ้น และแรงเกาะกันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออนมาก 
ดังนั้นการนําตัวพยุงกลับมาใชซํ้าสามารถทําไดงาย เหมาะกับตัวพยุงราคาแพง ซ่ึงพันธะท่ีเกิดขึ้นใน
วิธีนี้จะเปนพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) แรงวันเดอวาวส (van der waals force) และ แรง
กระทําระหวางสวนท่ีไมชอบน้ํา (hydrophobic interaction) และวิธีนี้อาจมีผลตอกิจกกรรมของ
เอนไซมบางเล็กนอยในลักษณะของการหมุนตัวของเอนไซมเพ่ือจับกับซับสเตรต (stereospecific 
effect) การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทําไดโดยผสมสารละลายเอนไซมกับตัวพยุงท่ีใชตรึง ภายใต
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สภาวะท่ีเหมาะสม ท้ิงไวเพ่ือใหมีการจับกัน จากนั้นแยกเอนไซมท่ีถูกตรึงออกดวยการเหวี่ยงหรือ
การกรอง ตัวอยางตัวพยุงท่ีนิยมใชตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีนี้ ไดแก เบนโทไนต (bentonite) เจล
แคลเซียมฟอสเฟต (calcium phosphate gel) ถานกัมมันต (activated carbon)  แกวพรุน (porous 
glass) โคลนกรด (acid clay) คาโอลิไนต (kaolinite) อะลูมินา (alumina) และพอลิเมอรธรรมชาติ 
อาทิ แปง กลูเทน คอลลาเจน 

 
7.1.2  วิธีการเช่ือมดวยพันธะไอออนิก (ionic binding method) คือการเช่ือมระหวาง

โปรตีนของเอนไซมกับตัวพยุงท่ีไมละลายน้ําโดยใชพันธะไอออนิก ตัวอยางตัวพยุงท่ีนิยมใชตรึง
รูปเอนไซมดวยวิธีนี้ ไดแก สารท่ีมีอนุมูลแลกเปล่ียนประจุ (ion-exchange residue) เชน พอลิ
แซ็กคาไรด (polysaccharide) และพอลิเมอรสังเคราะห เปนตน ซ่ึงอนุมูลประจุในตัวพยุงและใน
เอนไซมตองตางกัน เชน เอนไซมมีอนุมูลประจุบวก (anionic residue) เชน กลูโคอะไมเลส 
(glucoamylase) และตัวพยุงมีอนุมูลประจุลบ (cationic residue) เชน DEAE-cellulose และ DEAE-
sephadex เปนตน 

 

7.1.3  วิธีการเช่ือมดวยพันธะโควาเลนท (covalent binding method) คือการเช่ือม
พันธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุงดวยพันธะโควาเลนท วิธีนี้มีผูนํามาศึกษามากท่ีสุด และเนื่องจาก
พันธะโควาเลนทตองผานขั้นตอนการสลายของพันธะโควาเลนทท่ีแข็งแรง และเสถียรมาก ดวย 
เหตุนี้ภาวะของปฏิกิริยาการเกิดพันธะโควาเลนทจึงคอนขางรุนแรง และมีผลโดยตรงตอบริเวณ   
เรงของเอนไซม และโครงรูปสามมิติดวย ผลกระทบดังกลาวมีท้ังชวยใหคากิจกรรมสูงขึ้นและ
ลดลง ได ท้ัง 2 กรณี ขึ้นอยูกับสภาวะการตรึงท่ีทดลอง ซ่ึงการตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท  
สามารถทําได 7 วิธียอยๆ ดังนี ้

 
 ก.  วิธีไดเอโซ (diazo method) คือการสรางพันธะระหวางเอนไซมและตัวพยุงท่ี

มีอนุพันธไดเอโซเนียม (-N+=N) เรียกกระบวนการนี้วา ไดเอโซไทเซช่ัน (diazotization) เชน ตัว
พยุงท่ีมี aromatic amino group (R-Y-NH2) แสดงดังภาพท่ี 3 

 
 
 
 

 
ภาพที่ 3  ปฏิกิริยาไดเอโซไทเซช่ัน 

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

diazonium derivative 
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เอนไซมท่ีสามารถสรางพันธะโควาเลนทโดยวิธีนี้ไดแก เอนไซมท่ีมีหมูอะมิโนอิสระมีหมูอิมิดา
โซลหรือหมูฟนอลิกไฮดรอกซิล 
 

 ข.  วิธีการเช่ือมดวยพันธะเปปไทด (peptide binding method) คือ การเช่ือม
ระหวางโมเลกุลเอนไซมและตัวพยุง ดวยพันธะเปปไทดสังเคราะห (-CO-NH-) ซ่ึงมี 2 ลักษณะ คือ 

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

ปฏิกิริยา เชน อนุพันธของ acid azide  คลอไรด  และไอโซไซยาเนต เปนตน แลวเช่ือมกับหมูอะมิ
โนของเอนไซม ตัวอยางปฏิกิริยาท่ีตัวพยุงถูกทําใหเปนอนุพันธคลอไรด แสดงดังภาพท่ี 4 

 
  
 

 
 

ภาพที่ 4  ปฏิกิริยาท่ีตัวพยุงถูกทําใหเปนอนุพันธคลอไรด 
 

2) ใชสารควบแนน ไดแก คารโบไดอิไมด (carbodiimide) และ Woodward’s reagent K 
เปนตัวกลางสรางพันธะเปปไทด เม่ือพันธะเปปไทดเกิดขึ้นแลว สารควบแนนจะถูกปลอยกลับ    
คืนมาดังเดิม 
 

 ค.  วิธีการเติมหมูอัลคิล (alkylation method) คือการเช่ือมพันธะโควาเลนท
ระหวางหมู อะมิโน ฟนอลิก หรือซัลไฟดริล ของเอนไซมกับหมูเฮไลด (halide) ของตัวพยุงแบบ 
alkylation แสดงดังภาพท่ี 5 
 
 
 
 
 
 
 
 

                    SOCl2                   NH2-enzyme 
R-COOH                  R-COCl                         R-CONH-enzyme 
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ภาพที่ 5  ปฏิกิริยาการเติมหมูอัลคิล 
 

 ง.  วิธีการเช่ือมพันธะดวยสารท่ีมีหมูฟงกชัน 1 คู  (bifunctional reagents 
binding method) เปนการเช่ือมขวางระหวางตัวพยุงและเอนไซมดวยสารเช่ือมขวาง (cross-linkers) 
ซ่ึงจะเช่ือมระหวางหมูอะมิโนของตัวพยุงกับหมูอะมิโนของเอนไซม สารเช่ือมขวางอาจเปนพวก
สารท่ีมีหมูฟงกชัน 2 หมู (bifunctional reagents) ท่ีทําหนาท่ีเดียวกัน ตัวอยางสารท่ีมีหมูฟงกชัน 1 คู
ท่ีรูจักกันแพรหลาย เชน กลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde) ซ่ึงมีหมูอัลดีไฮด 2 หมู ท่ีสามารถเช่ือมกับ
หมูอะมิโนของตัวพยุงกับเอนไซม ดวยวิธีการสรางชิฟเบส (schiff base) แสดงดังภาพท่ี 6 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 6  ปฏิกิริยาการสรางชิฟเบส  ซ่ึงก็คือหมูฟงกชัน –C=N-X  โดยท่ี X คือหมูเอริลหรืออัลคิล  
               แตตองไมใชไฮโดรเจน 

  
จ.  วิธีการเช่ือมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ (ugi reaction binding method) เปนวิธี

ผสมของการทําใหสารประกอบในปฏิกิริยาซ่ึงประกอบดวยหมูไวตอปฏิกิริยา เชน อัลดีไฮด 
(aldehyde, R1) คีโตน (ketone, R2)  เอมีน (amine, R3-NH2) ไอโซไซยาไนด (isocyanide, R4-NC)  
และคารบอกซิล (carboxyl, R5-COOH) ท้ังนี้ตัวพยุงและเอนไซมตองมีหมูไวตอปฏิกิริยาเหลานี้

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

                                                                                     -2 H2O 
Carrier-NH2+ OHC-(CH2)3-CHO + H2N-enzyme 
 
                         Carrier-N=CH-(CH2)3-CH=N-enzyme 
                                               Schiff base 
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อยางใดอยางหนึ่งก็ได เพ่ือทําใหเกิด N-substituted amide (R4-NH-CO-CR1R2-NR3-CO-R5) ท้ังนี้ตัว
พยุงตองเปนตัวพยุงท่ีไมละลายน้ํา ซ่ึงอาจมีหมูใดก็ไดจาก R1 R2 R3 R4 และ R5 ดังปฏิกิริยาแสดง  
ในภาพท่ี 7  

 
R1                                                                             R1                   R1 
         C=O   +   R3-NH2  +  H+                      R3-N-C+        R3-N+=C 
R2                                                                         H R2            H    R2 
 
                R1       R3                           R1       R3 

                               C-N                                    C-N+                                   R1R3 

             R4-N=C     R2        H           R4-N=C    R2        H            R4-NH-C-C-N-C-R5 

                               O-C-R5                               O-C-R5                           O  R2   O 
                                        O                                    O- 

 
ภาพที่ 7  ปฏิกิริยาอุงิ 
         
 จากภาพท่ี 7 เกิดปฏิกิริยาดังนี ้  
 
              1. สารอะมิโน (amino compound (R3)) จะทําปฏิกิริยากับสารคารบอนีล 
(carbonyl compound (R1,R2)) เกิด immonium ion 
 
              2. ไอออนแอมโมเนียม (immonium ion) จะทําปฏิกิริยาเกาะคู (couple) กับ
ไอโซไซยาไนด (isocyanide (R4)) และสารคารบอกซิล (carboxyl compound (R5)) เกิดเปนเอไมด 
(amide) 
 
ดังนั้นถาหากวา R1-  R5 อันหนึ่งอันใดเปนตัวพยุง ก็จะเกิดการตรึงรูปของเอนไซมบนตัวพยุง ดัง
ตัวอยางในภาพท่ี 8  ท่ีใช R5 เปนตัวพยุง 
 
 
 

-H2O 

+R4-NC 
+R5COO- 
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ภาพที่ 8  ปฏิกิริยาอุงิ เม่ือตัวพยุงมีหมูคารบอกซิล 

 
ปฏิกิริยาขางตนนี้เกิดจากตัวพยุงท่ีไมละลายน้ําท่ีมีหมูคารบอกซิล (R5) ผสมรวม

กับสารละลายเอนไซมซ่ึงมีหมูอะมิโน (H2N-enzyme, R3) จากนั้นเติมอะเซทัลดีไฮด (acetaldehyde 
(CH3CHO, R2) และ 3-dimethylaminopropylisocyanide (R4) กวนสารละลายท้ังหมดเปนเวลา 6 
ช่ัวโมงท่ีพีเอช 6.5 ซ่ึงปรับโดยสารละลายไฮโดรคลอริก 0.5 นอรมอล (0.5N HCl) จะไดเอนไซม
ตรึงรูปในลักษณะ N-substituted amide 

 
 ฉ.  วิธีการเช่ือมพันธะโดยการแลกเปล่ียนหมูไทออล (thiol, -SH) เปน             

ไดซัลไฟด (disulfide) ซ่ึงเปนวิธีการตรึงรูปแบบแลกเปล่ียนหมูไทออลของเอนไซมและตัวพยุง ซ่ึง
การตรึงรูปวิธีนี้คอนขางจํากัดกับเอนไซมยูริเอสเทานั้น (มีหมูไทออล) แตปจจุบันก็มีการศึกษากับ
เอนไซมท่ีไมมีหมูไทออล เชน -อะไมเลส ซ่ึงตองเติมหมูไทออลใหกับเอนไซมกอน (thiolation) 

 
ช.  วิธีการเช่ือมพันธะกับตัวพยุงดวยวิธีอ่ืนๆ ไดแก 
 

                      1)  การใชแปงไดอัลดีไฮด (dialdehyde starch, OHC-starch-CHO) ซ่ึงเปนตัว
พยุงท่ีมีหมูอัลดีไฮด 2 หมู สามารถใชเปนตัวพยุงในการจับกับหมูอะมิโนของเอนไซมแบบปฏิกิริยา
ชิฟเบส ไดแก การตรึงรูปปาเปน (papain) 

 
                      2)  การใชพอลิ (4-ฟอร มิล-เมทอกซีฟนอล) เมทาอะคริเลต หรือ poly         

(4-formyl-methoxyphenol) methacrylate เปนตัวพยุงท่ีมีหมูอัลดีไฮดท่ีไวตอปฏิกิริยา จะทําปฏิกิริยา
กับหมูอะมิโนของเอนไซมเชนเดียวกับขอ ก. 

                     H3C           
R-COOH +                   NCH2CH2CH2NC  +  CH3CHO  +  enzyme 
 (ตัวพยุง)        H3C 
 
                                           CH3                                    CH3 
                      R-CONCHCONHCH2CH2CH2N 
                                      Enzyme                                   CH3 
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                      3)  วิธีการสรางพันธะกัวนิดีน (guanidine) 
 

                      4)  วิธีการตรึงรูปเอนไซมรวมกับโคแฟกเตอร  
 

7.2 วิธีการเช่ือมขวาง (cross-linking method) การทําเอนไซมตรึงรูปวิธีนี้อาศัยวิธีการสราง
พันธะเคมีเหมือนกับวิธีการสรางพันธะโควาเลนท แตวิธีนี้ไมตองใชตัวพยุง   เอนไซมจะถูกตรึงรูป
ดวยการสรางพันธะเช่ือมขวางระหวางโมเลกุลของเอนไซมโดยใชสารเช่ือมขวาง (cross-linkers) ทํา
หนาท่ีเช่ือมระหวาง 2 โมเลกุลหรือมากกวา (bi-or multifunctional reagents) ซ่ึงมีผลใหเอนไซม
หลายโมเลกุลเกาะกลุมกลายเปนโมเลกุลใหญละลายน้ําไดนอยลง ตัวอยางสารเช่ือมขวางไดแก 
กลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde) อนุพันธไอโซไทโอไซยาเนต (isothiocyanate derivative) อนุพันธ
ไอโซไซยาเนต (isocyanate derivative) และ ไบซไดอะโซเบนซิดีน (bisdiazobenzidine) เปนตน 
และเนื่องจากวิธีนี้กอใหเกิดพันธะโควาเลนทระหวางโมเลกุลเอนไซม ฉะนั้นจะมีผลตอโครงรูป
สามมิตแิละกิจกรรมเอนไซมไดงาย 

 
7.3 วิธีหอหุม (entrapping method) เปนวิธีการตรึงรูปแบบรวมเอนไซมอิสระไวในชองวาง

ของตาขายพอลิเมอร  หรือหอหุม เอนไซมอิสระไวดวยเยื่อบางท่ียอมใหสารซึมผานได 
(semipermeable membrane) การตรึงเอนไซมดวยวธีินี้แตกตางจากการตรึงเอนไซมดวยวิธีทางเคมี 
โดยท่ีการตรึงจะไมมีการเช่ือมพันธะเคมีใด ๆ ระหวางเอนไซมและพอลิเมอร หรือแผนเมมเบรนท่ี
ลอมรอบ จึงสามารถใชตรึงเอนไซมไดทุกชนิดรวมท้ังเซลลและองคประกอบตาง ๆ ของเซลล ท้ังท่ี
มีขนาดและคุณสมบัติแตกตางกันก็ตาม การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทําใหความสามารถในการกระตุน
ปฏิกิริยาของเอนไซมลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้นเม่ือเทียบกับการตรึงเอนไซมท่ีใชพันธะทางเคมี 
 

การใชไคโตซานเปนตัวพยุงสําหรับการตรึงเอนไซม 
  

ไคโตซาน คือ สารพอลิเมอรชีวภาพท่ีสกัดจากไคติน ช่ือทางเคมีคือ Poly [β-(14)-2-
amino-2-deoxy-D-glucopyranose] ซ่ึงเปนอนุพันธของไคตินท่ีตัดเอาหมูอะซิทิล (acetyl) ของ
น้ํ า ต า ล N-acetyl-D-glucosamine (เ รี ยก ว า  deacetylation เ ป น กา ร เ ปล่ี ย น น้ํ าต า ล  N-acetyl-              
D-glucosamine เปน glucosamine) ออกตั้งแต 50 เปอรเซ็นตขึ้นไป   ผลิตภัณฑไคโตซานท่ีไดจะมี
คุณภาพและสมบัติแตกตางกันไปขึ้นอยูกับเทคนิคและขั้นตอนการผลิต รูปท่ี 9 และ 10  เปน
ลักษณะโครงสรางของ ไคติน และไคโตซาน ตามลําดับ 
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ภาพที ่9  โครงสรางทางเคมีของไคติน  
ที่มา: พูนทรัพย (2552) 
 

 
 
ภาพที ่10  โครงสรางทางเคมีของไคโตซาน 
ที่มา: พูนทรัพย (2552) 
  

ไคโตซานเปนตัวพยุงท่ีใชกันอยางกวางขวาง เนื่องจากไคโตซานมีราคาถูก และไมเปน
อันตรายกับเอนไซม (Kumer,2000) และนอกจากนี้ไคโตซานไมละลายน้ําแตสามารถละลายไดใน
สารละลายหลายชนิด ไดแก สารละลายอินทรียเจือจาง เชน กรดฟอรมิก กรดอะดินิก กรดแลคติก 
กรดไพรูวิก กรดมาลิก กรดทารทาริก กรดซิตริก กรดไนตริก กรดไฮโดรคลอริกเจือจางและกรด
เปอรคลอริก ละลายไดนอยในกรดฟอสฟอริก แตไมละลายในกรดซัลฟูริก ปกติแลวไคโตซานท่ีได
จะมีสวนผสมของน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine และ glucosamine อยูในสายพอลิเมอรเดียวกัน 
ซ่ึงระดับการกําจัดหมู acetyl (หรือเรียกวา เปอรเซ็นตการเกิด deacetylation) นี้มีผลตอสมบัติและ
การทํางานของไคโตซาน  

 
น้ําหนักโมเลกุลของไคโตซานบอกถึงความยาวของสายโซ ซ่ึงมีผลตอความหนืด เชน     

ไคโตซานท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะมีสายยาวและสารละลายมีความหนืดมากกวาไคโตซานท่ีมี
น้ําหนักโมเลกุลต่ํา เปนตน ดังนั้นการนําไคโตซานไปใชประโยชนจะตองพิจารณาท้ังเปอรเซ็นต
การเกิด deacetylation และน้ําหนักโมเลกุลไคโตซานเปนวัสดุชีวภาพท่ีมีความหลากหลายและมี
สมบัติท่ีโดดเดน มีความเปนประจุบวกสูง สามารถทําเปนแผนฟลม มีความเขากันไดทางชีวภาพ 
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สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ ไมมีพิษและเปนมิตรกับส่ิงแวดลอม ดังนั้นจึงสามารถ
ประยุกตใช ไคโตซานในการผลิตผลิตภัณฑในอุตสาหกรรมตางๆ ไดอยางมากมาย อาทิ  มีสมบัติ
ในการตอตานจุลินทรียและเช้ือราบางชนิด จึงใชในดานอาหารและดานการแพทย เชน  มีการวิจัย
นําแผนไคโตซานมาใชปดแผล ชวยทําใหไมเปนแผลเปน ทําใหแผลเรียบ และหายไดเร็วขึ้น เปน
ตน 
 

จลนพลศาสตรของเอนไซม 
 

1.  การศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซม  
 

 จลนพลศาสตรของเอนไซม หมายถึง การศึกษาเกี่ยวกับความเร็วของปฏิกิริยา รวมท้ังกลไก
การทํางานของเอนไซม ปจจัยตาง ๆ ท่ีจะเปนตัวกําหนดความเร็วของปฏิกิริยาเอนไซมตางชนิดกัน
จะมีกลไกการทํางานท่ีแตกตางกัน แตยังคงมีหลักการพ้ืนฐานเดียวกัน (ปราณี, 2547) ปจจัยตางๆ   
ท่ีมีผลตอการทํางานของเอนไซม ดังตอไปนี ้

 
1.1  ความเปนกรดดาง (pH) เอนไซมแตละตัวจะมี pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของมัน 

(optimum pH) 
 
1.2  อุณหภูมิท่ีสูงขึ้นชวยเรงปฏิกิริยาใหเร็วได แตเม่ืออุณหภูมิสูงมากเกินไปอาจทําให

เอ็นไซมเปล่ียนจากสภาพเดิมของมันไป เพราะเกิด denaturation เอนไซมแตละชนิดจะมีอุณหภูมิ   
ท่ีเหมาะสมตอการทํางานสูงสุดของมัน (optimum temperature) 

 
1.3  ความเขมขนของซับสเตรต   เม่ือจํานวนเอนไซมคงท่ี  จํานวนซับสเตรตท่ีเพ่ิมขึ้นจะ 

ทําใหอัตราเร็วของปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นดวย (ปฏิกิริยาอันดับหนึ่ง) จนถึงจุดหนึ่งก็จะหยุดคงท่ีตลอดไป
ไมวาจะเพ่ิมจํานวนซับสเตรตขึ้นไปอีก (ปฏิกิริยาอันดับศูนย) ท่ีเปนเชนนี้อธิบายไดวาเม่ือจํานวน
ซับสเตรตยังมีนอย บริเวณเรงของเอนไซมยังถูกใชไมหมด  จํานวนซับสเตรตท่ีเพ่ิมขึ้นก็จะไปจับท่ี
บริเวณเรงของเอนไซม อัตราเร็วของปฏิกิริยาจึงเปนสัดสวนโดยตรงกับจํานวนซับสเตรตท่ีเพ่ิม   
ขึ้น แตเม่ือซับสเตรตเพ่ิมขึ้นจนบริเวณเรงของเอนไซมถูกใชไปเต็มท่ี (จํานวนผลิตผลท่ีเกิดขณะนี้
เกิดดวยอัตราเร็วสูงสุดแลวเทาท่ีเอนไซมสามารถเรงได) การเพ่ิมความเขมขนของซับสเตรตจึงไม
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ทําใหอัตราเร็วของปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นไดอีก บางกรณีอาจลดลงดวยหากวาซับสเตรตท่ีมีมากเกินไป
ยับยั้งปฏิกิริยา 

 
1.4 ความเขมขนของเอนไซม การเกิดปฏิกิริยาจะชาหรือเร็วขึ้นกับความเขมขนของ

เอนไซม จะมีเอนไซมถูกสังเคราะหในปริมาณจํานวนหนึ่ง (constitutive enzyme) และเม่ือมี     
ซับสเตรตเขาไปจะเกิดการเรงใหมีการสรางเอนไซมท่ีเกี่ยวของมาเรงปฏิกิริยาใหเร็วขึ้น เรียก
เอนไซมท่ี สามารถถูกเหนี่ยวนําใหมีการสรางขึ้นเม่ือมีซับสเตรตวา inducible enzymes 

 
การศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซมนั้น L. Michaels และ M.L. Menten (1913) ไดอธิบาย

ไวดังนี้วาเอนไซมแตละชนิดจะมีความจําเพาะกับ “สารตั้งตน” (substrate) หรืออาจเรียกวา “สารท่ี
จะเขาทําปฏิกิริยา” (reactant) เพียงชนิดใดชนิดหนึ่งเทานั้น (Lehninger et al.,1993) โดยเอนไซมจะ
จับกับสารตั้งตนดังกลาวอยางสนิทเหมือนกับ “แมกุญแจกับลูกกุญแจ” เกิดเปน“สารประกอบ
เชิงซอนเอนไซมกับสารตั้งตน” (enzyme substrate complex) และไดทดลองใชอินเวอรเทสหรือ    
ซูเครสสกัดจากยีสตเรงปฏิกิริยาการยอยสลายซูโครส เปน กลูโคสและฟรุกโทส โดยกําหนดให 
ปริมาณซับสเตรต (ซูโครส) เริ่มตนเทากันทุกการทดลอง โดยมีการเปล่ียนแปลงความเขมขนของ
เอนไซม หรือปริมาณเอนไซม วัดความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยา (initial velocity) และนําขอมูลท่ี
ไดมาเขียนกราฟความสัมพันธระหวางความเร็วเริ่มตนและปริมาณเอนไซม  ไดกราฟเสนตรงดัง
ภาพท่ี 11 (ข)  ความเร็วเริ่มตนจะแปรผันตามปริมาณเอนไซม สําหรับความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยา
วัดไดจากการเกิดผลิตภัณฑตอหนวยเวลาในชวงตนปฏิกิริยาตามภาพท่ี 11 (ก) โดยมีคาคงท่ีใน  
ชวงนี้เทานั้น แตในระยะหลังกราฟเปนเสนโคง เพราะความเร็วในการเกิดผลิตภัณฑคอยๆ ลดต่ําลง 

 

 
 
ภาพที่ 11  ความสัมพันธระหวางความเร็วเริ่มตนและปริมาณเอนไซม 

(ก) ความกาวหนาของปฏิกิริยาและเวลาท่ีปริมาณเอนไซมตาง ๆ 
(ข) ความเร็วเริ่มตนและปริมาณเอนไซม 
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      เม่ือกําหนดใหปริมาณเอนไซมคงท่ีแลววัดความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาท่ีคาความ
เขมขนของซับสเตรตตางๆ จะไดกราฟความสัมพันธระหวางความเร็วเริ่มตน (V) และความเขมขน
ของซับสเตรต ([S])  ดังภาพท่ี 12 เรียกเสนกราฟท่ีไดวา เสนโคงการอ่ิมตัวดวยซับสเตรต (substrate 
saturation curve) ในลักษณะ rectangular hyperbola  เสนกราฟนี้แสดงถึงการเขาสูคาคงท่ีคาหนึ่งท่ี
เรียกวา คาความเร็วเริ่มตนสูงสุด (Vmax)  นอกจากนี้คา Km (เรียกวา Michaelis-Menten constant) 
เทากับความเขมขนของซับสเตรตจําเพาะท่ีทําใหความเร็วเริ่มตนเปนครึ่งหนึ่งของ Vmax ดังนั้น คา 
Km จึงเปนคาคงท่ีสําหรับเอนไซมแตละชนิด ซ่ึงเปนคาความสัมพันธระหวางความเขมขนของ   
ซับสเตรตและความเร็วเริ่มตน เสนกราฟนี้สามารถแบงปฏิกิริยาออกเปน 2 ระยะ คือ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12  เสนโคงการอ่ิมตัวดวยซับสเตรต (substrate saturation curve)  
ที่มา: Lehninger (1993) 
 

1.  ปฏิกิริยาในระยะ first order kinetics, [S] ≤ 0.01Km   (ในทางปฏิบัต ิ[S] ≈ 0.05Km) 
 
     เปนชวงท่ีปริมาณซับสเตรตต่ํา  โดยท่ีความเร็วเริม่ตนขึ้นกับความเขมขนของซับสเตรต

เพียงอยางเดียว ( V  [S]1) 
 
จากสมการ Michaelis- Menten                   
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maxV

mK

max [ ]

m

V S
V

K


maxV V
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แทนคาใน   (1)                                            
mm KK

S
V
V

05.0max 
     (2)

  
โดยเทอมของ 0.05Km มีคานอยมาก                                         

                                                                           
mK
VS

V max
1

     (3) 

 
ดังนั้น   V    1S   และเรียกวาเปน  first order kinetics 
 

2.  ปฏิกิริยาในระยะ zero order kinetics, [S] ≥ 100Km (ในทางปฏิบัต ิ[S] ≈ 20Km)  
แทนคา [S] > 20Km ในสมการ 1  
 

     เปนชวงความเขมขนของซับสเตรตท่ีสูง และคาความเร็วเริ่มตนไมขึ้นกับความเขมขน
ของซับสเตรตอีกตอไป ( V  [S]0 )  ความเร็วเริ่มตนท่ีคงท่ีนี้ เรียกวา ความเร็วปฏิกิริยาสูงสุด 
(maximum velocity, maxV ) 

 
แทนคา       [S] > 20Km ในสมการ 1  
 
แทนคาใน  (1)                                             

 SK
S

V
V

m 


max

 

 
โดยเทอมของ Km มีคานอยมาก                                         
 
                                                              

   0max
max SV
S
SVV      (4) 

 
ดังนั้น   V     0S     และเรียกวาเปน  zero order kinetics 
 

นอกจากปฏิกิริยาท้ังสองลักษณะนี้แลว Victor Henri ไดทดลองและสรุปวา เอนไซมจะจับ
กับซับสเตรตกอนเพ่ือเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนระหวางเอนไซม-ซับสเตรต (enzyme-substrate 
complex, ES) (ปราณี,2547) ดังนั้น Michaelis และ Menten ไดตั้งสมมุติฐานตามขอสรุปนี้และได
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รายงานวา การจับตัวกันระหวางโมเลกุลของเอนไซมและซับสเตรตเพ่ือเปนสารประกอบเชิงซอน  
นี้เปนปฏิกิริยาผันกลับไดและเกิดขึ้นอยางรวดเร็วดังสมการ 5 

 
                                          E  +  S     

1

1

k

k



            ES       (5) 
                                        

                                          ES    
2

2

k

k



             E   +  P                                           (6) 
 
จากนั้น ES จะสลายไดเปนผลผลิต (P) และเอนไซมอิสระ (E) ดังสมการ 6 ซ่ึงเปนปฏิกิริยาผันกลับ
ไดเชนกัน แตชากวาปฏิกิริยาในสมการ 5 จึงจัดเปนปฏิกิริยาท่ีกําหนดความเร็วของปฏิกิริยาท้ังหมด 
เรียก rate-limiting step หรือ rate-determining step หรือสามารถกลาวไดอีกนัยหนึ่งวา ความเร็วของ
ปฏิกิริยาท้ังหมดขึ้นกับปริมาณ [ES] ซ่ึงแปรผันกับความเขมขนของซับสเตรต [S] อธิบายได
ดังตอไปนี ้
 

ก.  ถาเอนไซมท้ังหมดอยูในรูปของ ES  ความเร็วของปฏิกิริยาจะมีคาสูง โดยจะเกิดไดถา 
เอนไซมอ่ิมตัวดวยซับสเตรต (substrate saturation)  ตามภาพท่ี 13ค โดยปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นจะมี
ความเร็วเริ่มตนคงท่ีและเทากับความเร็วเริ่มตนสูงสุด (Vmax) ทันทีตามภาพท่ี 12 นอกจากนี้   
ปริมาณซับสเตรตท่ีสูงทําใหปฏิกิริยาไปทางขวามากขึ้น  ดังนั้นจากสมการ 5 จึงได ES สูงขึ้นถา 
เติม S ลงไปมาก สงผลใหความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาในสมการท่ี 6 มีคาสูงตาม ท้ังนี้เม่ือ ES  
สลายใหผลผลิต (P) และเอนไซมอิสระ (E) ในวงจรแรก (first cycle) ของปฏิกิริยา เอนไซมท่ี
ออกมานี้จะจับกับซับสเตรตทันทีและนําไปสูการเรงปฏิกิริยาในวงจรท่ี 2 (second cycle) ดังนั้นจึง
ไมมีเอนไซมอิสระ (E) เหลือคางในระบบ สภาพเชนนี้คือสภาพท่ีเอนไซมอ่ิมตวัดวยซับสเตรต  
 

ข.  ถาเอนไซมในระบบสวนมากอยูในรูปเอนไซมอิสระ (E) ความเร็วปฏิกิริยาก็จะต่ํากวา   
เพราะปริมาณ ES ท่ีเกิดมีคาต่ํานั่นเอง  การเพ่ิมปริมาณ S  ทําใหเกิด ES มากขึ้น (ภาพท่ี 13ก และ ข) 
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ภาพที่ 13  ความเขมขนของซับสเตรต (S) ตอปริมาณการเกิดเอนไซม-ซับสเตรตคอมเพล็กซ (ES) 
ที่มา: ปราณี (2547) 
 
2.  การสรางสมการจลนพลศาสตรโดย Michaelis-Menten 
 

สําหรับสมการเคมีพ้ืนฐานท่ีใชในการศึกษาดานจลนพลศาสตรของเอนไซม คือ ปฏิกิริยา
ในสมการ 5 และ 6 ดังนี้ 

 

                               E  +  S     
1

1




k

k         ES                                        (5) 

                               ES            
2

2

k

k



        E  +  P                                       (6) 
 
สรางโดย  Henri-Michaelis-Menten ซ่ึงใชอธิบายการสรางสมการความสัมพันธระหวางความ
เขมขนของซับสเตรตและความเร็วปฏิกิริยาไวในลักษณะ Michaelis-Menten equation ดวยการ
กําหนดให 

 
[E] 0            =  ความเขมขนของเอนไซมเริ่มตนท้ังหมด (ผลรวมความเขมขนของเอนไซม

อิสระและความเขมขนของเอนไซมท่ีจับกับซับสเตรต) 
[ES]           =  ความเขมขนของเอนไซมท่ีจับกบัซับสเตรตท่ีเวลาใดๆ 
[E] 0 - [ES]  =  ความเขมขนของเอนไซมอิสระท่ีเวลาใดๆ 
[E]             =  ความเขมขนของเอนไซมอิสระท่ีเวลาใดๆ 

(ก) 

  (ข) 

  (ค) 
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[S] 0            =  ความเขมขนของซับสเตรตท่ีเวลาเริ่มตน ซ่ึงใชในปริมาณสูงกวาเอนไซม
มากๆ ดังนั้นปริมาณซับสเตรตท่ีจับอยูกับเอนไซม ([ES])จะมีนอยมาก เม่ือ
เทียบกับปริมาณซับสเตรตท้ังหมดเริ่มตน 

[S]             =  ความเขมขนของซับสเตรตอิสระท่ีเวลาใดๆ 
[P]             =  ความเขมขนของผลิตภัณฑท่ีเวลาใดๆ 

 
ขอกําหนดในการสรางสมการ เปนดังนี้ 
 

1.  [S] 0 >> [E] 0 
 
     ความเขมขนของซับสเตรตท้ังหมด (หรือความเขมขนของซับสเตรตท่ีเวลาเริ่มตน)     

จะสูงกวาความเขมขนของเอนไซมท้ังหมดมาก (หรือความเขมขนของเอนไซมเริ่มตนท้ังหมด) 
โดยท่ัวไป  [S] 0  =  10-5-10-2 โมลาร ในขณะท่ี  [E] 0  =  10-9-10-6 โมลาร  

 
2.  ปฏิกิริยา ES   2k  E  +  P   เปนปฏิกิริยาไมผันกลับ (irreversible reaction) 
 
     ความเร็วปฏิกิริยาเริ่มตนท่ีวัดเปนความเร็วของปฏิกิริยาทันทีท่ีเอนไซมรวมกับ        

ซับสเตรตเปน ES ในชวงนี้ [P] มีคานอยมาก ดังนั้นปฏิกิริยาดังกลาวจึงไมผันกลับหรืออาจกลาวได
วาผลิตภัณฑเปล่ียนกลับมาเปน ES นอยมาก ดังนั้นคา k-2 สามารถตัดท้ิงได และปฏิกิริยาท่ีปรากฎ
ในสมการ 5 และ 6 เขียนตอกันไดดังนี้ 

 

               E  +  S      
1

1

k

k



   ES     2k         E  +   P              (7) 
 

 
3.  ท่ีสภาวะคงตัว (steady state) ท่ีเวลาใด ๆ   ไดวา    

dt
ESd

dt
ESd

            (8) 
 

           สภาวะคงตัว (steady state) คือสภาวะท่ี  ES กลายเปน P  และ E  ซ่ึง E ท่ีเกิดขึ้นนี้จะจับ
กับ S เพ่ือเปล่ียนเปน ES ทันที  นั่นคืออัตราการเกิด ES เทากับอัตราการหายไปของ ES และทําให
คา [ES] คงท่ีตลอดเวลา 
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4.  ปฏิกิริยา    ES  2k  E + P     เปนปฏิกิริยาท่ีกําหนดความเร็วของปฏิกิริยาท้ังหมด

เนื่องจากปฏิกิริยา E + S 
1

1

k

k



  ES   เกิดขึ้นเร็วมาก ดังนั้นความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยา (V) 

ขึ้นอยูกับขั้นตอนของปฏิกิริยา ES  2k  E + P หรือขึ้นกับ [ES]    ดังนั้น  ESkV 2  
 
ดังนั้นจากปฏิกิริยาท่ีแสดงในสมการ 7  จะไดวา 

 
ก.  ความเร็วของการเกิด ES คือ         SEk

dt
ESd

1                               (9) 

       ข.  ความเร็วของการสลาย ES คือ        ESkESk
dt
ESd

21                 (10) 

 
ท่ีสภาวะคงตัว (steady state)  ความเร็วของการเกิด ES  =  ความเร็วของการสลาย ES 

 
                                          SEk1     =        ESkESk 21                (11) 
 
                                             

 ES
SE     =      

1

21

k
kk                 (12) 

 
ซ่ึง                                    

1

21

k
kk   =  Km =  Michaelis-Menten constant                         (13) 

 
เนื่องจากการวัดปริมาณความเขมขนของเอนไซมอิสระ [E] และ [ES] ท่ีเวลาใดๆในทาง

ปฏิบัติทํายาก จึงตองเปล่ียนรูปสมการใหมโดยแทนคา [E] เปน [E] 0  กลาวคือ  [E] 0  =   [E]  +  [ES]  
ดังนั้นแทนคา [E] ดวย [E] 0 - [ES] ลงในสมการ 12 จะได 

 
                                                 Km          =          

 ES
SESE 0                (14) 

 
ดังนั้นไดวา                                   [ES]       =      

 SK
SE

m 
0                                                  (15) 

 
เนื่องจากตามขอกําหนดขอ 4  ไดวา     V    =      ESk2                                                  (16) 
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แทนคาสมการ 15 ในสมการ 16 จะได  V     =       
 SK
SEk

m 
02                                     (17) 

 

ถา  [S]   สูงเกนิพอ   [E] 0 =  [ES]   และทําให     V  =  Vmax 
แทนคาดังกลางลงใน 16 จะได    

 
                                                     Vmax       =    022 EkESk                                         (18) 
 

แทนคาสมการ 18 ในสมการ 17           V        =      
 SK
SV

m 
max                                            (19) 

 
ซ่ึงสมการท่ี 19 นี้คือ  Michaelis-Menten equation  นั่นเอง 

 
ถา                   V =     

2
maxV                                                   (20) 

 
แทนคานี้ลงในสมการ 19 จะได 

                                      
     

2
maxV    =             

 
max

m

V S
K S

               (21) 

 
จัดรูปสมการ 21 ไดเปน                            Km   +  [S]     =    2[S]                 (22) 
 
และไดวา                                       Km      =    [S]               (23) 

 
3.  วิธีการเขียนกราฟจากขอมูลของจลนพลศาสตรของเอนไซม (methods of plotting enzyme 
kinetics data) 

 
ตามท่ีไดกลาวขางตนแลววา จากการทําการทดลองโดยวิธีของ Michaelis-Menten แลว

เขียนกราฟระหวาง V กับ [S] จะไดกราฟไฮเปอรโบลา ซ่ึงคอนขางจะยุงยากในการประเมินคา Vmax 
และ Km เพ่ือท่ีจะใหการหาคาท้ังสองนี้ไมซับซอน จึงตองหาวิธีเขียนกราฟความสัมพันธออกมาเปน
เสนตรง เชน สําหรับสมการอันดับหนึ่งของ Michaelis-Menten (1st order Michaelis-Menten) 
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                                              V   =      
 

max

m

V S
K S

                                                  

      
สามารถทําใหอยูในรูปสมการกราฟเสนตรง  y  =  ax  +  b  ไดโดยกลับเศษเปนสวน   
 
                             

V
1        =             

 max

mK S
V S

              (24) 

 
แยกเทอม  V  และ  [S]   ไดวา           

V
1         =    

  maxmax

11
VSV

Km 






                                        (25) 

 
เรียกวิธีนี้วา Lineweaver-Burk plot   ดังนั้นถาเขียนกราฟระหวาง 

V
1  และ 

]S[
1 จะไดความชันเทากับ 

max

mK
V

 และจุดตัดบนแกน y เทากับ 
maxV
1  ตามภาพท่ี 14 นอกจากนี้ยังพบวา เม่ือ 

V
1   = 0  จะทําให  










maxV
Km

]S[
1  = 

max

1
V

  และ
    ]S[

1  =  
mK

1
 กลาวคือ จุดตัดบนแกน 

]S[
1 คือ 

mK
1

  
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14  Lineweaver-Burk plot  หนวยของ V และ [S] ท่ีนิยมใชคือ µM/min  และ mM ตามลําดับ 
ที่มา: Lehninger (1993) 
 
 
 
 

 

 

 

1
V
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1 2
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4.  ความหมายของคาคงที ่Michaelis-Menten (Km) 
 
สมการ Michaelis-Menten นี้ไดอธิบายไดท้ังปฎิกิริยาท่ีมีซับสเตรตตัวเดียว และปฏิกิริยาท่ี

มีซับสเตรตสองตัว โดยการทําใหซับสเตรตตัวหนึ่งมีคาความเขมขนคงท่ีท่ีระดับอ่ิมตัว  ทําให
ปฏิกิริยานี้มีกฎอัตราเร็วของปฏิกิริยาเปนคลายอัตราเร็วอันดับท่ีหนึ่ง (pseudo-single-substrate 
reaction) โดยเอนไซมอาจมีบริเวณจับซับสเตรต (active site) บริเวณเดียวหรือหลายบริเวณก็ได แต
มีขอแมวาบริเวณจับเหลานั้นตองไมทําปฏิกิริยากัน โดยท่ัวๆ ไป สมการ Michaelis-Menten จะถูก
นํามาใชวิเคราะหจลนพลศาสตรของปฏิกิริยาเอนไซมแทบทุกปฏิกิริยา โดยคา Km มีความหมาย
ดังนี้ (ปราณี,2547)  

 
ระบุความเร็วของปฏิกิริยาโดยพิจารณาจากระดับ [ES] 
 

จากนิยาม                                                                                         (26) 
 

และสมการ               E  +  S  
1

1

k

k



      ES       2k         E  +   P             
 

ในกรณีท่ี   k-1>> k2   และทําให 
 
                                                                                          (27) 

 

ดังนั้นคา Km จึงขึ้นกับปฏิกิริยา 
1

1

k

k
E S ES



    เพียงอยางเดียว หรืออีกนัยหนึ่งขึ้นกับ dissociation 
constant (k-1) หรือ affinity constant (k1) ของ ES นั่นเอง ถาคา Km ต่ํา แสดงวาเอนไซมสามารถ
สราง ES ไดมาก หรือ ES แตกตัวไดนอย (k1>k-1)  เนือ่งจากความเร็วของปฏิกิริยาท้ังหมดขึ้นกับคา 
[ES] ดังนั้นสามารถอธิบายไดวา ถาเอนไซมท้ังหมดอยูในรูปของ ES ความเร็วของปฏิกิริยาก็จะสูง 
(Km จะต่ํา)  คาคงท่ี Km  นี้สามารถคํานวณไดดวยวิธีเขียนกราฟ โดยจะพบวาคา Km 

ของแตละ
เอนไซมจะแตกตางกันไป เอนไซมตัวเดียวกันแตหากจับกับสารตั้งตนตางชนิดก็จะมีคา  Km 

 
ตางกัน 
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5.  ความหมายของคาความเร็วปฏิกิรยาสูงสุด (Vmax) 
 
 คาความเร็วปฏิกิริยาสูงสุดของเอนไซมตอซับสเตรตจําเพาะ (Vmax) เปนคาแสดง
ประสิทธิภาพการทําปฏิกิริยาของเอนไซม  ใชเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเอนไซมไดเม่ือกําหนด
ปริมาณเอนไซมในหนวยโมลาร (molar) เทากัน ความสําคัญของคาความเร็วสูงสุด  (Vmax) นั้น
นํามาใชกําหนดคา kcat ซ่ึง kcat 

คือ จํานวนหมุนเวียน (turnover number) ของเอนไซม เปนจํานวน
โมเลกุลของสารตั้งตนสูงสุดท่ีจะถูกเปล่ียนใหเปนผลิตภัณฑภายในเวลา 1 วินาทีตอ 1 บริเวณเรง 
(active site) เนื่องจากอัตราการเกิดปฏิกิริยาสูงสุดนั้นคํานวณท่ีความเขมขนของสารตั้งตนสูง ๆ ซ่ึง
บริเวณเรงท้ังหมดถูกจับไวดวยสารตั้งตน ดังนั้น จํานวนหมุนเวียน จึงเปนคาท่ีใชบอกความเร็ว  
ของเอนไซมในการเปล่ียนสารตั้งตนใหเปนผลิตภัณฑ ในขณะท่ีบริเวณเรงถูกใชเต็มท่ี  
 

คา kcat เปนสัดสวนโดยตรงกับ Vmax 
แตเปนสัดสวนผกผันกับความเขมขนของเอนไซมรวม

[E] t ดังนั้น จะได 
 

                                                                                                                                                (28) 
 
6.  ผลของอุณหภูมิตอเสถียรภาพและคากิจกรรมของเอนไซม (Effect of temperature on enzyme 
stability and activity) 
 
 ปฏิกิริยาเคมีสวนใหญจะใหความเร็วปฏิกิริยาสูงเม่ืออุณหภูมิสูงขึ้น ดังนั้นการเพ่ิมอุณหภูมิ
จะชวยเพ่ิมพลังงานจลนใหแกโมเลกุลของสารปฏิกิริยา แลวมีผลใหเกิดการชนกันไดมากขึ้นตอ
หนวยเวลา สําหรับปฏิกิริยาของเอนไซมก็เชนเดียวกัน เนื่องจากเอนไซมเปนสารประกอบเชิงซอน
ของโปรตีนและกิจกรรมในการเรงปฏิกิริยาจะเกิดเนื่องจากโครงสรางระดับตติยภูมิ (tertiary 
structtture) เรียงตัวอยางมีระเบียบในทิศทางท่ีจะตองจับกับซับสเตรตท่ีบริเวณเรงปฏิกิริยา 
เนื่องจากโครงสรางของเอนไซมระดับตติยภูมินี้มีพันธะแรงออนท่ีไมใชพันธะโควาเลนทจํานวน
มาก ดวยเหตุนี้โมเลกุลของเอนไซมมีโครงสรางท่ีละเอียดออนมาก ถาโมเลกุลของสารปฏิกิรยามี
พลังงานมากเกินไป โครงสรางตติยภูมิเสียหาย (disrupt) มีผลทําใหเอนไซมเสียสภาพธรรมชาติ 
และสูญเสียคากิจกรรมไป (denature) ดังนั้นสรุปไดวาอุณหภูมิของปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นมีผลให V  
เพ่ิมขึ้นเนื่องจากเกดิการเพ่ิมความเร็วการชนกันระหวาง E และ S แตในบางกรณีจะไมเปนเชนนั้นก็
ได เนื่องจากอุณหภูมิสูงจะเพ่ิมอัตราเร็วของการเสียสภาพธรรมชาติของเอนไซมไดดวย 
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การเสียสภาพดวยความรอน (thermal deactivation) คือผลของอุณหภูมิท่ีทําใหเอนไซมเสีย
สภาพซ่ึงสามารถอธิบายไดดังสมการตอไปนี ้
 
                                                                                                     (29) 
  

จากสมการท่ี 29  [E] และ  [Ed]คือปริมาณเอนไซมกอนการเสียสภาพและท่ีเสียสภาพดวย
ความรอน ตามลําดับ และ kd คือคาคงท่ีของการเสียสภาพจากความรอน (deactivation rate 
constant)  โดยมักขึ้นอยูกับอุณหภูมิตามสมการของอารเรเนียส (Arrhenius’s Equation)  และถา
สมมตวิาจลนพลศาสตรของการเส่ือมสภาพดวยความรอน เปน pseudo-first order จะไดวา 
                                                      
       

0

ln A
A

  =  tkd  +  C                                                 (30) 

 
โดย A0   และ A เปนคากิจกรรมของเอนไซมท่ีเวลาเริ่มตน (ไมผานการบมหรือยังไมเสียสภาพดวย
ความรอน) และเวลาใดๆ (ไดมีการเส่ือมสภาพดวยความรอนแลวบาง) ตามลําดับมีหนวยเปนยูนิต 
การท่ีสมการ 30 ใชคากิจกรรมแทนปริมาณเอนไซม มีสาเหตุจากคากิจกรรมนี้เปนคาท่ีสัมพันธ   
กับปริมาณเอนไซมอยูแลว โดยแสดงถึงการทํางานของเอนไซมท่ีผลิตสารตอหนึ่งหนวยเวลาและ
สามารถวัดไดงายจากการทดลอง  
 
 6.1 สมการของอารเรเนียส (Arrhenius’s Equation) 
 
       อารเรเนียสไดแสดงสมการของคาอัตราเร็วคงท่ีโดยอยูในเทอมของอุณหภูมิ พลังงาน
ของการกระตุน และแฟกเตอรของความถ่ี (frequency factor) ของปฏิกิรยา โดยในป ค.ศ. 1889        
อารเรเนียสเสนอวาพลังงานของการกระตุนเปนปจจัยสําคัญในการกําหนดอัตราเร็วของปฏิกิริยา    
ท้ังนี้เนื่องจากสมดุลคงท่ีมีคาเทากับอัตราสวนของอัตราเร็วคงท่ีสองตัวนั่นคือ Keq=k1/k2   ดังนั้นคา
อัตราเร็วคงท่ีควรจะขึ้นกับอุณหภูมิเชนเดียวกับคาสมดุลคงท่ี  สําหรับการเปล่ียนแปลงของคา
สมดุลคงท่ีเม่ืออุณหภูมิเปล่ียนไปนั้นสามารถอธิบายไดโดยใชสมการของวานทฮอฟ (Van’t Hoff 
Equation) ท่ีวา 
 

                                                                                                                                         (31) 
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โดย H   = ผลตางเอนทาลปมาตรฐานของปฏิกิริยา  R = คาคงท่ีของแกซ (gas constant) และ      
K = คาสมดุลคงท่ี ซ่ึงเทากับ k1/k-1 โดยท่ี k1 และ k-1 เปนคาอัตราเร็วคงท่ีของปฏิริยาไปทางขวา 
(forword) และปฏิกิรยายอนกลับ (reverse) ตามลําดับ สามารถเขียนสมการ 31 ใหอยูในรูปของคา
อัตราเร็วคงท่ีไดดังนี ้
 
                                                                                                                                               (32) 

 
ซ่ึงเขียนแยกเปน 2 สมการ เพ่ือแสดงคา k1 และ k-1 ดังนี้ 
 
                                                                                                                                               (33) 
 
                                                                                                                                               (34) 

 
โดยอารเรเนียสให   มีคาเปนศูนย และแสดงความเกี่ยวของระหวางคาอัตราเร็วคงท่ี k กับอุณหภูมิ 
T โดยใชสมการ 
 
                                                                                                                                               (35) 
 
โดยให Ed คือพลังงานกระตุนในการเสียสภาพ ซ่ึงมีคาเทากับผลตางเอนทาลปมาตรฐานของ
ปฏิกิริยา H   ท่ีปรากฎในสมการวานทฮอฟ นําสมการ 35 มาแยกตัวแปรใหอยูคนละขางของ
สมการได 
 
                                                                                                                                              (36)  
 
ทําการอินทิเกรต และเรียก k นี้วา kd  จะได 
 
                                                                                                                                              (37) 
 
โดย A เปนคาคงท่ีของการทําอินทิเกรต ท่ีอารเรเนียสเรียกวาเปนแฟกเตอรของความถ่ี (Frequency 
factor) และถาเขียนกราฟระหวาง ln kd กับ 1/T จะไดกราฟเปนเสนตรงท่ีมีความชันเทากับ –Ed/R  
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งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
  
1. งานวิจัยที่เกียวของกับการตรึงเอนไซมโปรติเอส 

 
Chellapandian (1997) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสบนแรหินทรายดวยพันธะ        

โควาเลนท เปรียบเทียบผลระหวางการใชเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป ผลท่ีไดคือ เอนไซม
ตรึงรูปท่ีไดมีเสถียรภาพท่ีจะทํางานในชวงท่ีอุณหภูมิและพีเอชกวางขึ้น และสามารถนําไปใชซํ้า  
ได 5 ครั้ง โดยท่ีกิจกรรมเอนไซมลดลงเพียงแค 22 เปอรเซ็นต 

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

โดยเปรียบเทียบเสถียรภาพระหวางการตรึงโปรติเอสโดยวิธีการเช่ือมดวยพันธะโควาเลนท กับการ
ตรึงโปรติเอสโดยวิธีการดูดซับ ในการตรึงดวยพันธะโควาเลนท จะใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวเช่ือม
พันธะระหวางไคโตซานกับโปรติเอส ทําไดโดยนําไคโตซานมากระตุน (activate) ดวยสารละลาย 
กลูตารัลดีไฮดกอนท่ีจะนําไปตรึงเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวา
การตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทใหเสถียรภาพท่ีสูงกวาการตรึงดวยวิธีการดูดซับ กลาวคือ   
ในการตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทใหคากิจกรรมเอนไซมสูงกวา  

 
 Yi-SuOh et al. (2000) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมโปรติเอสจาก Pseudomonas aeruginosa 
K-187 บนไฮดรอกซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลสอะซิเตดซัคซิเนต (hydroxyl propyl methyl cellulose 
acetate succinate) ดวยพันธะโควาเลนทโดยใชคารโบดีไมด เปนตัวกระตุน เพ่ือศึกษาผลของคา
กิจกรรมเอนไซม ความคงตัวของเอนไซม และระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซม พบวา เอนไซม
ตรึงรูปท่ีไดมีคากิจกรรมเอนไซมสูงกวาเอนไซมอิสระ และท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 7    
มีคากิจกรรมเอนไซมสูงท่ีสุด นอกจากนี้เอนไซมตรึงรูปยังสามารถเก็บไดนาน 12 วัน ในขณะท่ี
เอนไซมอิสระเก็บไดเพียง 8 วัน 
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2. งานวิจัยที่เกียวของกับการตรึงเอนไซมบนไคโตซาน 
  
 Betigeri and Neau (2002) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa โดยวิธี
หอหุมดวย พอลิเมอร 3 ชนิด คือ โซเดียมอัลจิเนต ไคโตซานและอะกาโรส กอนการตรึงไดทดสอบ
ความคงตัวของเม็ดพอลิเมอรท่ีพีเอชท่ีใชในการตรึง พบวาอะกาโรสไมมีความคงตัวท่ีพีเอชท่ี
ทดสอบ ดังนั้นจึงทําการตรึงไลเปสดวยโซเดียมอัลจิเนตและไคโตซาน พบวาท่ีสภาวะการตรึง คือ 
ใชความเขมขนของพอลิเมอร 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เอนไซมท่ีถูกหอหุมดวย
โซเดียมอัลจิเนต จะไดคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 240 ยูนิตตอมิลลิลิตร คากิจกรรมลดลงเหลือ 
9 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับเอนไซมอิสระ สวนไลเปสท่ีถูกหอหุมดวยไคโตซาน จะไดคากิจกรรม
ของเอนไซมเทากับ 1150 ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยคากิจกรรมลดลงเหลือ 42 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับ
เอนไซมอิสระ ซ่ึงคากิจกรรมของเอนไซมท่ีหอหุมดวยไคโตซานมีคาสูงกวาการตรึงดวยโซเดียม 
อัลจิเนต   
 
   Juang et al. (2001) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase) บน   
ไคโตซานเพ่ือนําไปดูดซับตัวถูกละลาย ทําไดโดยการนําไคโตซานซึ่งมีหมูเอมีนอยูแลวมา
กระตุนดวยกลูตารัลดีไฮดท่ีความเขมขนตางๆ กัน พบวา ความเขมขนของกลูตารัลดีไฮดมี
ผลตอประสิทธิภาพของเอนไซมตรึงรูปท่ีนําไปใชในการดูดซับตัวถูกละลาย กลาวคือ เม่ือความ
เขมขนของกลูตารัลดีไฮดไมพอดีกับจํานวนหมูเอมีนบนไคโตซาน ทําใหมีกลูตารัลดีไฮดหลงเหลือ
อยูในระบบกลูตารัลดีไฮดท่ีหลงเหลืออยูนี้จะทําปฏิกิริยากับตัวถูกละลายเอง ซึ่งจะสงผลให
ประสิทธิภาพการดูดซับตัวถูกละลายลดลง  
 
3. งานวิจัยที่เกียวของกับการศึกษาจลนพลศาสตร 
  
 Chang and Juang  (2005) ศึกษาคากิจกรรม,  เสถียรภาพ และจลนพลศาสตรของเอนไซม
ตรึงรูปเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ โดยตรึงเอนไซมอะไมเลสสามชนิด คือ แอลฟาอะไมเลส 
เบตาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลส ใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวเช่ือมดวยพันธะโควาเลนท พบวา
เอนไซมตรึงรูปท้ังสามชนิดจะใหคากิจกรรมท่ีสูงกวาเอนไซมอิสระ และยังสามารถรักษา
เสถียรภาพในการทํางาน ไดถึง 81 เปอรเซ็นต เม่ือใชงานไปแลว 50 ครั้ง จากการศึกษา
จลนพลศาสตร พบวา เอนไซมตรึงรูป มีคาความเร็วเริ่มตนสูงสุด (Vmax) สูงกวาเอนไซมอิสระ และ
มีคาคงท่ี Michalis-Mentan (Km) นอยกวาเอนไซมอิสระ ยกเวนกลูโคอะไมเลสท่ีมีคาความเร็ว
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เริ่มตนสูงสุด (Vmax) ต่ํากวาเอนไซมอิสระ แสดงใหเห็นวา เอนไซมตรึงรูปความความสามารถใน
การจับกับซับสเตรตไดนอยกวาเอนไซมอิสระ เนื่องจากเอนไซมตรึงรูปจะมีโครงสรางเปล่ียนไป
เม่ือเทียบกับเอนไซมอิสระ 
 

Chang and Juang (2007) ศึกษาเสถียรภาพและการทํางานของเอนไซมตรึงรูปเปรียบเทียบ
กับเอนไซมอิสระ โดยตรึงเอนไซมฟอสฟาเทสบนเม็ดกลมของวัสดุคอมโพสิตท่ีเตรียมจาก สาร
ผสมระหวางไคโตซานและเซอโคเนียมออกไซดแบบแหง (DCZ) สารผสมระหวางไคโตซานและ
เซอโคเนียมออกไซดแบบเปยก (WCZ) ไคโตซานแบบแหง (DC) ไคโตซานแบบเปยก (WC) โดย
ใชความเขมขนของกลูตารัลดีไฮด 0.5 เปอรเซ็นต ระยะเวลาในการกระตุน คอื 90 นาที ในการศึกษา
เสถียรภาพตออุณหภูมิและพีเอช พบวา เอนไซมตรึงรูปท้ัง 4 ชนิด มีเสถียรภาพตอพีเอชมากกวา
เอนไซมอิสระ โดยคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปคอนขางคงท่ีในชวงพีเอชท่ีศึกษา ขณะท่ีเอนไซม
อิสระคากิจกรรมจะสูงสุดท่ีพีเอชหนึ่งเทานั้น (เปนรูประฆังคว่ํา) และท้ังเอนไซมตรึงรูปและ
เอนไซมอิสระมีแนวโนมท่ีเหมือนกันในการศึกษาเสถียรภาพตออุณหภูมิ  

 
 
 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  วัตถุดิบ 
 
     1.1 เอนไซมโปรติเอส ทางการคาชนิดน้ําจาก Aspergillus oryzae  (เปน flavourzyme) 

ยี่หอ  Sigma, ประเทศเยอรมน ี (500 U/g) 
     1.2 ไคโตซานชนิดผง (deacetylation = 90 5% , MW~500 K) fine grade, Micronized 

Chitosan Specification Sheet, Elan Corp. ประเทศไทย 
     1.3 กลูตารัลดีไฮดเขมขน 50 เปอรเซ็นต: เกรดวิเคราะห, Fluka, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
     1.4 สารเคมีอ่ืนๆ เปนเกรดวิเคราะหและใชโดยตรง 
 
2.  อุปกรณ 

 
     2.1 สเปกโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer): รุน UV 160A ยี่หอ Shimadzu ญี่ปุน 

2.2 กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscopy, SEM): 
รุน JEOL JSM-S410 ญี่ปุน 

     2.3 เครื่อง Autosorb1 รุน Quantachrome S/N 1150207031  ประเทศสหรัฐอเมรกิา 
     2.4 เครื่องทําแหง (Freeze dryer) ยี่หอ  Telstar cryodos รุน CRY 000S-80      

 
วิธีการ 

 
1.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสโดยวิธีหอหุมดวยไคโตซาน   

 
ละลายไคโตซาน 0.2 กรัมใน 10 มิลลิลิตรของสารละลายกรดอะซิติกท่ีเขมขน 1 เปอรเซ็นต

โดยปริมาตร (เตรียมโดยละลายสารละลายกรดอะซิติกความเขมขน 100 เปอรเซ็นตจํานวน 0.1 
มิลลิลิตร ในน้ํากล่ัน 9.9 มิลลิลิตร) ผสมสารละลายไคโตซานท่ีไดปริมาตร 10 มิลลิลิตรกับ
สารละลายโปรติเอส 0.5 มิลลิลิตร ละลายใหเขากัน (ละลายในเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 160 รอบ
ตอนาที แตไมตองเปดความรอน ใชเวลาในการละลาย 30 นาที จนละลายเขากันจนหมด) จากนั้น
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ดูดสารละลายท้ังหมดท่ีไดดวยหลอดเข็มฉีดยา ท่ีมีหัวเข็มขนาด 22 G (กําจัดฟองอากาศดวยการให
ปลายหลอดช้ีขึ้นบน แลวดีดดานขางและดันขึ้นชาๆ เพ่ือไลฟองออกไป) หยดของเหลวลงใน
สารละลายโซเดียมไตรโพลิฟอสเฟต ความเขมขน 0.136 โมลาร  100 มิลลิลิตร (โดยละลายโซเดียม
ไตรโพลิฟอสเฟต 5.0029 กรัม ใน 0.1 โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอร ท่ีมีพีเอช 7 โดยปรับปริมาตรดวย
บัฟเฟอรนี้จนไดปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร) จากนั้นตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 75 นาที ลาง
เอนไซมท่ีถูกตรึงดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 (Betegeri and 
Neau, 2002) 
  
2.  การตรึงเอนไซมโปรติเอสบนไคโตซานโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท 
 

2.1 การกระตุนดวยกลูตารัลดีไฮด 
 
       เตรียมเม็ดไคโตซานโดยใชวิธีท่ีไดอธิบายในขอ 1 (โดยไมเติมเอนไซม) แลวเติม 

กลูตารัลดีไฮด เขมขน 0.1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูนั้น (ใชเม็ดท่ีได
จากการตรึงในขอท่ี 1 ท้ังหมด) แลวนําไปเขยาท่ีอุณหภูมิหอง ความเร็วรอบ 220 รอบตอนาที นาน 
2 ช่ัวโมง 30 นาที เม่ือครบเวลาลางบีดนี้ดวย 0.1 โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอร ท่ีพีเอช 7 จนครบ 3 ครั้ง  
 

2.2  การตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท 
      
       ผสมโปรติเอสจํานวน 0.5 มิลลิลิตรกับ 20 มิลลิลิตร ของ 0.5 โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอร      

พีเอช 7 ใหเขากัน ในขวดรูปชมพูเล็กขนาด 50 มิลลิลิตร จากนั้นเทสารละลายนี้ลงไปในขวดรูป
ชมพูท่ีมีเม็ดบีดท่ีผานการกระตุนดวยกลูตารลัดีไฮดแลวจากขอท่ี 2.1 แลวนําไปเขยาท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที นาน 3  ช่ัวโมง แลวตั้งท้ิงไวท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 
18 ช่ัวโมง (ใชตูเย็น) เม่ือครบเวลาใหกรองเม็ดบีดท่ีตรึงเอนไซมแลวดวยกระดาษกรองเบอร 41 เก็บ
น้ําตรึงนี้ในขวดรูปชมพู เพ่ือใชวิเคราะหปริมาณโปรตีนท่ีไมตรึงลางเม็ดบีดนี้ดวย 2 โมลาร โซเดียม
คลอไรด (ในน้ํากล่ัน) จํานวน 25 มิลลิลิตร และน้ํากล่ัน 25 มิลลิลิตร  ตามลําดับ จากนั้นเท 0.1     
โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอร ลงไปพอทวมเม็ดบีด แลวเก็บไวในตูเย็นท่ี 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอการใช
งานตอไป  (กอนนําไปใช ใหตั้งท้ิงไวในอุณหภูมิหองสักครูกอน)  
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3.  การกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (scanning electron 
microscopy, SEM) และ พ้ืนที่ผิวจําเพาะ (BET surface area) 
 
 3.1  การกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (scanning 
electron microscopy, SEM) 
 

       นําเม็ดไคโตซานท่ีไดตรึงเอนไซมโดยวิธีการเช่ือมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีหอหุม 
ไปทํ าแห งดว ย เค รื่ อง ทําแ หง  ( freeze dryer) แลว ใช มี ดแบ งครึ่ ง เ ม็ ดไค โตซานท่ี แช ใ น
ไนโตรเจนเหลว จากนั้นทําการสองดูภาพสวนตัดขวางและผิวของเม็ดไคโตซาน เพ่ือดูการกระจาย
ตัวของเอนไซมโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด  
 

3.2  ศึกษาขนาดของรูพรุน 
 
         นําเม็ดไคโตซานท้ังท่ีไมมีเอนไซม และมีเอนไซมท่ีผานการตรึงดวยวิธีการเช่ือมดวย
พันธะโควาเลนทและวิธีหอหุมท่ีผานการทําแหงแลว ไปวิเคราะหหาพ้ืนท่ีผิวรวม (BET surface 
area) ปริมาตรรวมของรูพรุน (total pore volume) และขนาดรูพรุนเฉล่ียของเม็ดบีด (average pore 
size) ดวยเทคนิคการแทนท่ีผิวหรอืรูพรุนดวยแกสไนโตรเจนเหลว 
 
4.  วิธีการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม 
 

วิธีวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมสามารถอานรายละเอียดไดจากบทความอ่ืนๆ (Han and 
Shahid, 1995) และในภาคผนวก ก  โดยกลาวสรุปไดวา สําหรับเอนไซมตรึงรูป  จะนําเม็ด           
ไคโตซานท่ีมีเอนไซมเกาะ (ประมาณ 8 – 9 เม็ด ซ่ึงมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ  2.45 ± 0.06
มิลลิเมตร) เขาทําปฏิกิริยากับเคซีน ท่ี 40 องศาเซลเซียส pH 7 นาน 10 นาที  ท่ี 160 รอบตอนาที
จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย  TCA นําไปกรองแยกสวนท่ีใสมา 1 มิลลิลิตร  แลวจึงเติม NaCO3 และ 
folin reagent แลววัดคาการดูดกลืนแสงที 660 นาโนเมตร หมายเหตุเอนไซมอิสระท่ีใชวัดคา
กิจกรรมจะอยูในรูปของเหลว (flavourzyme) โดยปริมาตรท่ีใชคือ 0.5 มิลลิลิตร โดยการวัดคา
กิจกรรมแตละครั้งทําซํ้า 3 ครั้ง  คากิจกรรม (activity) ท่ีใชในการทดลองนี้ นิยามไดวา  1 ยูนิต (U) 
เทากับปริมาณเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาการเกิดผลิตภัณฑ 1 ไมโครโมลตอนาทีภายในเวลา 1 นาทีใน
สภาวะท่ีกําหนด และคากิจกรรมเฉพาะ (specific activity) มีหนวยเปนยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน
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หรือไมโครโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมของโปรตีน โดยคา specific activity ท่ีสูงขึ้นหมายความวา 
เอนไซมมีความบริสุทธ์ิมากขึ้น 

 
5.  วิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 
 ในการวิ เคราะหปริมาณโปรตีนจะใชวิ ธีของ Bradford (1976) และในอธิบายไวใน
ภาคผนวก ก โดยเก็บสวนของเหลวท่ีไดจากการทดลอง (ของเหลวท่ีเหลือจากการแยกเม็ด            
ไคโตซานท่ีมีเอนไซมเกาะออกไปแลว) แลววัดปริมาตรท่ีได และจึงนําไปวิเคราะหหาปริมาณ
โปรตีน ซ่ึงทําซํ้า 3 ครั้ง  ปริมาณโปรตีนท่ียึดเกาะเม็ดไคโตซาน จะไดจากการหักลบปริมาณโปรตีน  
เชน 
 
ปริมาณโปรตีนท่ีเกาะบนเม็ดท่ีไดจากการตรึง  
=  ปริมาณโปรตีนท่ีเติมลงไปเริ่มตน – (ปริมาณโปรตีนท่ีพบในสารละลายหลังจากการตรึงไดเสร็จ
ส้ินและไดแยกเม็ดออกไป + ปริมาณโปรตีนท่ีพบในบัฟเฟอรท่ีใชลางเม็ดไคโตซานเหลานั้น)    
เปนตน 
 
6.  ศึกษาอิทธิพลของการถายโอนมวลที่มีตอคากิจกรรมของเอนไซม 
 
 ศึกษาโดยการเปล่ียนแปลงความเขมขนของซับสเตรต (เคซีน) ท่ีความเขมขน 0.5-4.5 
เปอรเซ็นต ซ่ึงแตละความเขมขนของซับสเตรตจะทําการเปล่ียนแปลงความเร็วรอบในการเขยา   
(50-160 รอบตอนาที) ขณะทําปฏิกิริยาระหวางเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทกับกับ        
ซับสเตรต (เคซีน) โดยทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7 คากิจกรรมไดวัดท่ี
ระยะเวลาการทําปฏิกิริยาตางๆ ดวยวิธีตามขอ 4   
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7.  ศึกษาผลของเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระ 
 

7.1  ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิท่ีมีตอเสถียรภาพการทํางานของเอนไซม 
 
  อิทธิพลของอุณหภูมิท่ีมีตอการทํางาน ทําโดยการวัดคากิจกรรมของเอนไซม (ท้ัง    
ในรูปตรึงและอิสระ) ท่ีไดผานการบมในบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 ท่ีอุณหภูมิตางๆ           
(40 – 80 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15 นาทีโดยเขยาท่ีความเร็วรอบ 160 รอบตอนาทีตลอดเวลาท่ี  
แชสภาวะท่ีใชวัดคากิจกรรมเปนตามขอ 4 และปริมาณโปรตีนท่ีหลงเหลืออยูบนเม็ดไคโตซาน    
หาไดจากปริมาณโปรตีนท่ีอยูในของเหลว  
 
 7.2  ศึกษาอิทธิพลของพีเอชท่ีมีตอเสถียรภาพการทํางานของเอนไซม 
 
  อิทธิพลของพีเอชท่ีมีตอคากิจกรรมของเอนไซมเอนไซม(ท้ังเอนไซมตรึงรูปและ
อิสระ) ท่ีไดผานการบมในบัฟเฟอรท่ีพีเอชตางๆ (5-9) เปนเวลา 15 นาที โดยอุณหภูมิท่ีใชบมคงท่ีท่ี
ตลอดการทดลองท่ี 40 องศาเซลเซียสและเขยาท่ีความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที สภาวะท่ีใชวัดคา
กิจกรรมเปนตามขอ 4 และปริมาณโปรตีนท่ีหลงเหลืออยูบนเม็ดไคโตซานหาไดจากปริมาณโปรตีน
ท่ีอยูในของเหลว 
 
 7.3  ศึกษาการใชซํ้าของเอนไซมเอนไซมตรึงรูปและการเก็บเอนไซมท้ังเอนไซมตรึงรูป
และอิสระ 
 
  การศึกษาการใชซํ้าทําไดโดยนําเอนไซมท่ีผานการตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทไปทํา
ปฏิกิริยาดวยซับสเตรตท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7 เม่ือทําปฎิกริยาเสร็จ กรองเอนไซมตรึง
รูป แลวนําไปลางใหสะอาดดวยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 หลังจากนั้นจึงนํามาทําปฎิกิรยา
ซํ้าท่ีสภาวะเดียวกัน 9 ครั้ง โดยแตละสภาวะท่ีใชนําไปวัดคากิจกรรมเปนตามขอ 4 และปริมาณ
โปรตีนท่ีหลงเหลืออยูบนเม็ดไคโตซานหาไดจากปริมาณโปรตีนท่ีอยูในของเหลว 
 

    ในการศึกษาการเก็บเอนไซมทําโดยนําเอนไซมท้ังตรึงรูปและอิสระไปเก็บไวใน
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวนําออกมาวัดคากิจกรรมตามขอ 4 ทุกๆ สัปดาห จนครบ 1 เดือน 

 
 



 

40

8.  ศึกษาจลนพลศาสตรและการเส่ือมสภาพของเอนไซมตรึงรูปกับเอนไซมอิสระ 
 
8.1  ศึกษาจลนพลศาสตรของเอนไซม 
 
       เปนการใหเอนไซม  (ท้ังท่ีตรึงรูปบนเม็ดไคโตซานและอิสระ) ทําปฏิกิริยากับ         

ซับสเตรต (เคซีน) ท่ีความเขมขนและระยะเวลาตางๆ (0.1–1.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และ            
0–300 นาที ตามลําดับ) ท่ีความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และพีเอชของ
บัฟเฟอรท่ีใชคือ 7 วัดปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดขึ้น ซ่ึงสามารถนํามาคํานวณเปนคากิจกรรมได   
(หนวยคือ ไมโครโมลตอกรัมโปรตีน)   
 

8.2  ศึกษาการเส่ือมสภาพของเอนไซมดวยความรอน 
 
       เปนการบมเอนไซม (ท้ังท่ีตรึงรูปบนเม็ดไคโตซานและอิสระ) ในบัฟเฟอรท่ีมีพีเอช 7 

(ซ่ึงเปนพีเอชท่ีเอนไซมมีคากิจกรรมสูงท่ีสุด โดยทราบจากการทดสอบความเสถียรตออุณหภูมิท่ีได
อธิบายไวกอนหนานี้) ท่ีอุณหภูมิและระยะเวลาตางๆ (40–80 องศาเซลเซียส และ 0–720 นาที 
ตามลําดับ) แลวนําเอนไซมท่ีผานการบมนี้มาทําปฏิกิริยากับสารละลายเคซีนเขมขน1.5 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร ท่ี 40 องศาเซลเซียสและพีเอชของบัฟเฟอรท่ีใชคือ 7 และเขยาท่ี 160 รอบตอนาที  
ปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดขึ้นนํามาคํานวณหาคากิจกรรม (หนวยคือ ไมโครโมลตอนาที – กรัมโปรตีน
หรือเรียกส้ันๆ วา ยูนิตตอกรัมโปรตีน)   



ผลและวิจารณ 
 

งานวิจัยนี้ไดตรึงเอนไซมโปรติเอสบนเม็ดไคโตซานขนาดประมาณ 2.45 ± 0.06  มิลลิเมตร
โดยแบงการศึกษาออกเปน 5 สวนคือ (1) ศึกษาการกระจายตัวของเอนไซมบนเม็ดไคโตซาน     
(ตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีโควาเลนทและวิธีหอหุม)  ดวย SEM และ BET (2) ศึกษาเสถียรภาพการ
ทํางานของเอนไซมท่ีอุณหภูมิและพีเอชตางๆ (3) ศึกษาประสิทธิภาพการใชงานซํ้าของเอนไซมท่ี
ถูกตรึงรวมท้ังประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมท่ีเก็บท่ี 4 oC ท่ีระยะเวลาตางๆ (4) ศึกษา
อิทธิพลของการถายโอนมวลระหวางเอนไซมกับซับสเตรต และ (5) ศึกษาจลนพลศาสตรและการ
เส่ือมสภาพดวยความรอนของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซม
อิสระ  
 
1.  การกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (scanning electron 
microscopy, SEM) และ ขนาดของรูพรุน 
  
 1.1  การกระจายตัวของเอนไซมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (scanning 
electron microscopy, SEM) 
 

       เม็ดไคโตซานท่ีใชในงานวิจัยนี้เกิดขึ้นไดเนื่องจากการหยดสารละลายไคโตซานใน
สารละลายกรดอะซิติก ลงในสารละลายโซเดียมไตรพอลิฟอสเฟต ซ่ึงสารละลายโซเดียมไตร      
พอลิฟอสเฟตนี้แตกตัวเปน OH- และ tripolyphosphoric ions (TPP ions) ซ่ึงไอออนท้ังสองจะ
กระทํากับหมู –NH3

+ ของไคโตซาน ทําใหไคโตซานละลายในน้ําไดนอยลง (อิทธิพลของหมู     
ไฮดรอกซิลท่ีทําให –NH3

+ กลายเปน –NH2) และ TPP ions ทําใหไคโตซานเช่ือมตอกันดวยแรง
กระทําแบบ electrostatic และกลายเปนของแข็ง (Mi et al.,2002) 

 
       จากภาพท่ี 15 ก- ฉ ไดวาผิวของเม็ดไคโตซานท่ีตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทมี  

ลักษณะพ้ืนผิวท่ีเรียบท่ีสุดและมีรูพรุนนอย ซ่ึงมีสาเหตุจากการเกาะของเอนไซม ยกเวนบริเวณ
ดานลางของเม็ดไคโตซานนี้ท่ีพบรูพรุนมากมาย อยางไรก็ตามบางเม็ดจะไมเกิดรูท่ีดานบนนี้ (ดู 
ภาพท่ี 15 ก และ จ) ท้ังนี้ขึ้นอยูกับเทคนิคการหยด โดยในงานวิจัยนี้เปนการหยดสารดวยมือ จึงทํา
ใหพบเม็ดท้ังสองลักษณะปนกัน  ภาพท่ี 15 ก และ จ แสดงผิวของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม 
และตรึงเอนไซมดวยวิธีหอหุม ตามลําดับ โดยมีลักษณะรอยนูนเกิดขึ้นท่ัวเม็ดท่ีชัดเจนมากกวาผิว
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ของเม็ดไคโตซานท่ีตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท เพราะมีเอนไซมมาเกาะท่ีผิวมาก รอยนูนนี้
เปนลักษณะของผิวเม็ดไคโตซานท่ีเกิดขึ้นเม่ือผานการอบแหงดวยวิธี Freedried  (Ha et al.,1996) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
                                                                                     
 
 
 
 
 
 
                                   
                                                                                       
 

 
 
 
 
 
 
                                     
 
ภาพที ่15  ภาพ SEM ของบริเวณพ้ืนท่ีผิวของเม็ดไคโตซาน (ก,ข)ไมมีเอนไซม  และมีเอนไซมท่ี   
                 ตรึงดวย (ค,ง) พันธะโควาเลนท และ (จ,ฉ) วิธีหอหุม 

(ค) (ง) 

(จ) (ฉ) 

(ก) (ข) 
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นอกจากนี้ยังพบรูพรุนเกิดขึ้นท่ัวไปบนเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม และตรึงเอนไซมดวย ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจัยของปาริชาติ (2550)  
 

      เม่ือพิจารณาภาคตัดขวางของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม และมีเอนไซมท่ีตรึงดวย 2 
วิธี ดังกลาว (ดูภาพท่ี 16 ก ค และ จ) พบวาภาคตัดขวางของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซมคลายกับ
เม็ดไคโตซานท่ีตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท  โดยไคโตซานเกาะกันเปนแผนบางท่ีมีการเช่ือม
กันระหวางแผน เม่ือพิจารณาท่ีกําลังขยายสูงขึ้น (500 เทา) พบวาเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม แผน   
ไคโตซานท่ีอยูภายในเม็ดจะมีรูพรุนท่ีนอยกวาของเม็ดไคโตซานท่ีตรึงเอนไซมดวยพันธะ            
โควาเลนท  คาดวาอาจมีสาเหตุจากการกระตุนผิวดวยกลูตารัลดีไฮด  โดยเม็ดไคโตซานท่ีไมมี
เอนไซมจะเปนเม็ดไมไดนําไปกระตุนดวยสารดังกลาว สําหรับภาคตัดขวางของเม็ดไคโตซานท่ี
ตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีหอหุม (ภาพท่ี 16 ฉ) จะพบอนุภาคเกาะท่ีแผนไคโตซาน  ซ่ึงคาดวาเปน
เอนไซม นอกจากนี้แผนไคโตซานเหลานี้เปนแผนส้ันๆ  ไมยาวเทาแผนไคโตซานท่ีปรากฏในภาพ
ท่ี 16 ข และ ง สําหรับภาคตัดขวางของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซมและตรึงเอนไซมดวยพันธะ    
โควาเลนท ตามลําดับ 
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ภาพที ่16  ภาพ SEM ของภาคตัดขวางของเม็ดไคโตซาน  (ก,ข)ไมมีเอนไซม  และมีเอนไซมท่ีตรงึ  
                 ดวย (ค,ง) พันธะโควาเลนท และ (จ,ฉ) วิธีหอหุม 
 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(จ) (ฉ) 
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1.2. ศึกษาขนาดของรูพรุน 
 

        การศึกษาพ้ืนท่ีผิวจําเพาะ (BET surface area) ปริมาตรรวมของรูพรุน (total pore 
volume) และขนาดรูพรุนเฉล่ียของเม็ดบีด (average pore size) ในชวง macropores  ทําโดยวัดท่ี
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ดวยเทคนิคการแทนท่ีผิวหรือรูพรุนดวยแกสไนโตรเจนเปนเวลา 465 
นาที โดยผล   ท่ีไดแสดงในตารางท่ี 3 ซ่ึงเห็นวาเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซมมีพ้ืนท่ีผิวจําเพาะมาก
ท่ีสุดรองลงมาคือ เอนไซมตรึงรูปดวยดวยพันธะโควาเลนทและวิธีหอหุมตามลําดับ ซ่ึงผลนี้
สอดคลองกับการลดลงของปริมาตรรวมของรูพรุนเม่ือตรึงเอนไซมท้ังแบบพันธะโควาเลนทและ
วิธีหอหุม 
 
ตารางที่ 3  สมบัติทางเคมีกายภาพของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซมและมีเอนไซมตรึงรูป 
 

ตัวอยาง BET surface area 
(m2/g) 

Total pore volume 
(cc/g) 

Average pore size 
(nm) 

เม็ดท่ีไมมีเอนไซม 
เม็ดท่ีตรึงรูปเอนไซมดวย    
    โควาเลนท 
    หอหุม 

60.470 
 

9.819 
3.392 

0.57070 
 

0.05180 
0.01997 

37.70 
 

21.10 
23.55 

 
      การลดลงของพ้ืนท่ีผิวจําเพาะและปริมาตรรวมของรูพรุนเม่ือตรึงเอนไซมดวยพันธะ       

โควาเลนท บงบอกวามีเอนไซมอยูภายในเม็ดไคโตซาน ซ่ึงเม่ือพิจารณาภาพท่ีไดจาก SEM (ภาพท่ี 
15ข) จะพบรูพรุนขนาดใหญท่ีผิวและรูพรุนเหลานี้ยังเช่ือมตอกัน จึงทําใหเอนไซมสามารถเขาไป
ไดมาก สงผลใหพ้ืนท่ีผิวจําเพาะลดลง 7 เทา และปริมาตรรวมของรูพรุนท่ีลดลง 9 เทา สําหรับเม็ด
ไคโตซานท่ีตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีหอหุมนั้นพบวาพ้ืนท่ีผิวจําเพาะและปริมาตรรวมของรูพรุนมีคา
ต่ําท่ีสุด โดยมีสาเหตุจากการผสมเอนไซมเขากับสารละลายไคโตซานกอนการทําใหเกิดเปนเม็ด   
ดังนั้นเอนไซมจึงขัดขวางการเช่ือมตอกันของไคโตซานภายในเม็ด (รูท่ีเกิดขึ้นไมไดเช่ือมตอกัน  
เปนรูท่ียาว) 

 
       นอกจากไดขอมูลสมบัติทางเคมีกายภาพแลว  ยังไดขอมูลการกระจายของรูพรุนดัง
แสดงในภาพท่ี 17 สําหรับเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม แสดงใหเห็นวารูพรุนอยูในชวง mesopore       
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(2-50 นาโนเมตร) และ macropore (>50 นาโนเมตร) ในขณะท่ีเม็ดไคโตซานท่ีมีเอนไซมพบวารู
พรุนอยูในชวง mesopore เทานั้น และเม่ือพิจารณาเฉพาะในชวง mesorpore เห็นวาเม็ดไคโตซานท่ี
ไมมีเอนไซมและตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทรูพรุนมีขนาดเทากัน แตเม็ดไคโตซานท่ีตรึงดวยวิธี
หอหุมรูพรุนจะแตกตางออกไปเล็กนอย เนื่องจากการผสมกันระหวางเอนไซมและไคโตซานแลว
ทําใหเปนเม็ด ซ่ึงการตรึงรูปดวยวิธีหอหุมมีรูพรุนนอยท่ีสุด ซ่ึงสอดคลองกับ BET surface area อีก
ดวย 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 17  การกระจายตัวของรูพรุนของเม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม และตรึงรูปเอนไซมดวย  
                 พันธะโควาเลนทและวิธีหอหุม     
 
3.  ผลของการถายโอนมวลตอคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูป 
 
 การถายโอนมวลศึกษาโดยการเปล่ียนแปลงความเร็วรอบในการเขยา (50-160 รอบตอนาที) 
ขณะเกิดปฏิกิริยาระหวางเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทกับเม็ดไคโตซานกับซับสเตรต โดย
ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7  ผลการเปล่ียนแปลงของคากิจกรรมท่ีเวลาตางๆ 
เปนดังแสดงในภาพท่ี 18    

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1 10 100

Dv
/D(

log
d) 

(cc
/g)

ขนาดรูพรุน (nm) 

เม็ดไคโตซานท่ีไมมีเอนไซม

เม็ดไคโตซานท่ีตรึงเอนไซมดวย
พันธะโควาเลนท
เม็ดไคโตซานท่ีตรึงเอนไซมดวยวิธี
หอหุม



 

47

0

50

100

150

200

250

300

350

0 10 20 30 40 50

คาก
ิจก

รรม
ขอ

งเอ
นไ

ซม


 (มิ
ลล

ิกรั
มไ

ทโ
รซ

ีน/ก
รัม

โป
รต

ีน)

เวลา (ช่ัวโมง)

0

50

100

150

200

250

300

350

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

คา
กิจ

กร
รม

ขอ
งเอ

นไ
ซม


 (มิ

ลล
ิกรั

มไ
ทโ

รซ
ีน/ก

รัม
โป

รต
ีน)

เวลา (ชั่วโมง)

 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18  อิทธิพลของอัตราการถายโอนมวลของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทกับซับ 
                 สเตรตโดยเปล่ียนแปลงความเร็วรอบท่ี  (   ) 50 (   ) 100  และ (   ) 160 รอบตอนาที      
                โดยสภาวะท่ีวัดกิจกรรมคือ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และความเขมขนของซับสเตรต 
                (ก) 0.5 (ข) 1.5 และ (ค) 4.5 เปอรเซ็นต 

(ก) 

(ข) 
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 จากภาพท่ี 24ก-ค ความเร็วรอบมีผลตอคากิจกรรมของเอนไซม ท่ีความเขมขนของซับ  
สเตรตตางๆ เห็นวาคากิจกรรมเพ่ิมขึ้นในชวงความเร็วเริ่มตน แลวจะเริ่มคงท่ีหลังจาก 12 ช่ัวโมง ซ่ึง 
 
ภาพที่ 18  (ตอ) 
 

การถายโอนมวลมีผลตอคากิจกรรมหรืออัตราการเกิดผลิตภัณฑ เนื่องจากผลวิจัยท่ีได
อภิปรายกอนหนาเกี่ยวกับการมีเอนไซมตรึงรูปอยูท่ีผิวนอกและในรูของเม็ดไคโตซาน  ดังนั้นการ
เกิดผลิตภัณฑจึงไดรับอิทธิจากการถายโอนมวลท้ังภายนอกและภายใน (external and internal  mass 
transfer) ของเม็ดไคโตซาน ทําใหเกิดช้ันของฟลมของของเหลว (liquid film layer) รอบเม็ด         
ไคโตซาน  ซ่ึงสงผลใหความเขมขนของเคซีนในบัลค (bulk) ท่ีผิวของเม็ดและในรูของเม็ดมีคาไม
เทากัน  การเพ่ิมความเร็วรอบในการเขยาทําใหเม็ดมีการเคล่ือนท่ีและชวยลดความหนาของ  ฟลม
ได สงผลใหความเขมขนในบัลคเทากับความเขมขนท่ีผิว ซ่ึงเปนการทําใหการถายโอนมวล
ภายนอก (external mass transfer) ดีขึ้น    

 
ภาพท่ี 18 ก-ค พบวาท่ีทุกความเขมขนของซับสเตรต  ความเร็วรอบมีผลตอคากิจกรรมของ

เอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทท่ีความเขมขนของซับสเตรตตางๆ โดยคา
กิจกรรมเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วในชวงเริ่มตนของปฏิกิริยา แลวจะเขาสูคาคงท่ีหลังจากผานไปแลว   
12 ช่ัวโมง  ท่ีความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที คากิจกรรมมีคาสูงท่ีสุด  ดังนั้นท่ีสภาวะนี้ความหนา
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ของแผนฟลมท่ีลอมรอบเม็ดมีคาต่ําท่ีสุด  อยางไรก็ตามเนื่องจากขอจํากัดของเครื่องเขยาท่ีไม
สามารถเพ่ิมความเร็วรอบไดสูงกวานี้  ดังนั้นในการศึกษาหัวขออ่ืนๆ งานวิจัยนี้จึงใชความเร็วรอบ 
160  รอบตอนาที  ซ่ึงทําใหอิทธิพลของการถายโอนมวลภายนอกมีคาต่ําท่ีสุดแลว (หมายเหตุการ
เพ่ิมความเร็วรอบใหสูงกวานี้อาจชวยกําจัดอิทธิพลของการถายโอนมวลภายนอกได  ซ่ึงจะชวยใน
การศึกษาจลนพลศาสตร ทําใหไดคาพารามิเตอรท่ีนาเช่ือถือ)   อยางไรก็ตามคากิจกรรมท่ีวัดไดใน
งานวิจัยนี้ท่ีความเร็วรอบในการเขยาตางๆ มีคาประมาณ 10-6 โมลตอกรัม-นาที (same order of 
magnitude) ซ่ึงคลายคลึงกับท่ีพบในงานวิจัยอ่ืนๆ  โดยการเปล่ียนความเร็วรอบของการเขยาไมทํา
ใหvorder เพ่ิมขึ้น (Benyahia and Polomakaki, 2005) นั่นแสดงวายังสามารถใชความเร็วรอบของ
การเขยา 160 รอบตอนาทีในการศึกษาจลนพลศาสตรได  โดยอิทธิพลของการถายโอนมวล
ภายนอกยังคงมีอยูแตอยูในระดับท่ีต่ํามากและยอมรับได 

 
เม่ือเพ่ิมความเขมขนของซับสเตรตจาก 0.5 ไปเปน 1.5 เปอรเซ็นต คากิจกรรมของเอนไซม

ตรึงรูปมีคาเพ่ิมขึ้น แตคาดังกลาวไมเพ่ิมขึ้นมากนักเม่ือเพ่ิมความเขมขนของซับสเตรตจาก 1.5 เปน 
4.5 เปอรเซ็นต ซ่ึงคลายคลึงกับงานวิจัยของ Ingesson et al.(2001) โดยเขาพบวาความเร็วเริ่มตน 
และปริมาณของผลิตภัณฑของการไฮโดรไลซิสเอนไซมเซลลูเลส มีคาลดลงเนื่องจากการละลาย
เซลลูโลส (ซับสเตรต) ท่ีไมดีและความหนืดของสารละลายซับสเตรตท่ีสูงเกินไป แตในงานวิจัยนี้
การเขาสูคาคงท่ีของคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปท่ีความเขมขนของซับเสตร (เคซีน) 4.5
เปอรเซ็นต  นาจะเกิดจากการไมมีอิทธิพลของ concentration gradient ท่ีมีตอการถายโอนมวล 
เพราะสารละลายเคซีนท่ีเตรียมไดนี้ไมหนืด  

 
4.  ศึกษาเสถียรภาพของอุณหภูมิและพีเอชที่มีตอการทํางานแของเอนไซมตรึงรูปและอิสระ 
 

4.1  อิทธิพลของอุณหภูมิ 
 

เม่ือเปรียบเทียบการบมโปรติเอสอิสระและโปรติเอสท่ีตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท
บนเม็ดไคโตซาน ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมีคาพีเอช 7 ในชวงอุณหภูมิ 30–90 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที  ดังแสดงในภาพท่ี 19  
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ภาพที่ 19  ผลของอุณหภูมิท่ีใชในการบมเอนไซมตอคากิจกรรมเอนไซมอิสระสัมพัทธ  (  ) และตอ 
                กิจกรรมเอนไซมตรึงรูปสัมพัทธ (o)  
 

 พบวา (ภาพท่ี 19) คากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธของเอนไซมท้ังสองประเภทมีคาเพ่ิมขึ้นตาม
อุณหภูมิท่ีเพ่ิมขึน้จนมีคาสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสจากนั้นมีคาลดลง  ซ่ึงเปนผลจากการ
เส่ือมสภาพของเอนไซมเนื่องจากความรอนท่ีมากเกิน แตท่ีอุณหภูมิต่ํากวา 40 องศาเซลเซียส       
ใหคากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธท่ีต่ําท้ังเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท  
เปนอุณหภูมิท่ีไมเหมาะสมในการบมเอนไซม เนื่องจากตลอดชวงอุณหภูมิท่ีใชบมนี้ท่ีอุณหภูมิต่ํา
เกินไปจะทําใหไปลดการปนเปอนของโปรตีน และมีคาคงท่ีในการทําปฏิกิริยาต่ํา (Chaplin and 
Bucke,1990)  ซ่ึงคากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธของเอนไซมตรึงรูปมีคามากกวาเอนไซมอิสระตลอด
ชวงอุณหภูมิท่ีใชบมนี ้ดังนั้นจึงกลาวไดวาเอนไซมตรึงรูปมีเสถียรภาพตออุณหภูมิสูงกวาเอนไซม
อิสระ โดยงานวิจัยของ Bhandari et al. (2009) ศึกษาเสถียรภาพของอุณหภูมิตอคากิจกรรมของ
เอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปไทออลโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทเหมือนกับ
งานวิจัยนี้ พบวาใหคากิจกรรมสูงสุดท่ี อุณหภูมิประมาณ 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงใหคาท่ีสอดคลอง
กับงานวิจัยนี้  
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 4.2 ศึกษาอิทธิพลของพีเอช 
 
เสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท ทําโดยนําเอนไซม

ท่ีผานการตรึงแลว มาบมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมีคาพีเอชตางๆ (5 ถึง 9) ท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ภาพท่ี 20 แสดงคากิจกรรมเอนไซมของเอนไซมอิสระและ
เอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทท่ีคาพีเอชตางๆ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20  ผลของพีเอชท่ีใชในการบมเอนไซมตอคากิจกรรมเอนไซมอิสระสัมพัทธ   (  ) และ 
                 กิจกรรมเอนไซมตรึงรูปสัมพัทธ (o)  
 

 พบวา (ภาพท่ี 20) คากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธของเอนไซมท้ังสองประเภทมีคาเพ่ิมขึ้นตาม
พีเอชท่ีเพ่ิมขึน้จนมีคาสูงสุดท่ีพีเอช 7 จากนั้นมีคาลดลง ซ่ึงเปนผลจากการเส่ือมสภาพ และเปล่ียน
โครงสรางของเอนไซม แตพบวาท่ีพีเอชต่ํากวา 7 และสูงกวา 7 คากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธลดลง
เนื่องจากพีเอชเปล่ียน ทําใหประจุสุทธิเปล่ียนไป โครงสรางจึงเปล่ียน เพราะการผลักกันหรือดูดกัน
ของประจุ จึงทําใหคากิจกรรมเปล่ียนไป (Chaplin and Bucke,1990)  ตลอดชวงพีเอชท่ีใชบมนี้     
คากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธของเอนไซมตรึงรูปมีคามากกวาเอนไซมอิสระ ดังนั้นจึงกลาวไดวา
เอนไซมตรึงรูปมีเสถียรภาพตอพีเอชสูงกวาเอนไซมอิสระ โดยงานวิจัยของ Bhandari et al.(2009) 
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ศึกษาเสถียรภาพตอพีเอชของเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปไทออลโปรติเอสบนไคโตซานดวย
พันธะโควาเลนทเหมือนกันงานวิจัยนี้ แตพบวาใหคากิจกรรมสูงสุดท่ี พีเอช 6 ซ่ึงเปนผลท่ีแตกตาง
กับงานวิจัยนี้ เนื่องมาจากวาโปรติเอสท่ีใชเปนโปรติเอสตางชนิดกัน  
 
5. ผลการศึกษาประสิทธิภาพการใชงานเอนไซมที่ถูกตรึง 
 
 5.1 ศึกษาการใชซํ้าของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท 
  
       การทดลองนี้ไดทําการศึกษาการใชซํ้าของเอนไซมตรึงรูป โดยนํามาทําปฏิกิริยากับ
ซับสเตรต (เคซีน) ซํ้าเปนจํานวน 9 รอบการใชซํ้า โดยสภาวะในการทําปฏิกิริยาคือ 40 องศา
เซลเซียส พีเอช 7 และใชความเขมขนของซับสเตรต  1.5 เปอรเซ็นต ดังแสดงในภาพท่ี 21  พบวาคา
กิจกรรมของโปรติเอสตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทจะลดลงอยางรวดเร็วเม่ือใชซํ้าครั้งท่ี 1 และจะ
คอยๆ ลดลงอยางชาๆ จนเริ่มคงท่ีในการใชซํ้าครั้งท่ี 8 ซ่ึงเปนผล มาจากเอนไซมเกิดการเส่ือม 
สภาพระหวางการใชงาน และเนื่องจากการตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทแรงกระทําระหวางเอนไซม
กับตัวพยุงมีความแข็งแรงมาก ทําใหเอนไซมหลุดออกจากตัวพยุงไดยากจึงเห็นวาเม่ือใชซํ้าไป
เรื่อยๆ คากิจกรรมจะเริ่มคงท่ี หลังจากใชซํ้าไปแลว 5, 7 และ 9 ครั้ง พบวาเอนไซมยังคงรักษา 
สภาพได  74.08, 70.71 และ 67.46 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  เม่ือเทียบกับคากิจกรรมเริ่มตน 
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ภาพที่ 21  ผลของการใชซํ้าของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท โดยสภาวะท่ีวัดกิจกรรมคือ  

40 องศาเซลเซียส พีเอช 7  
 

      งานวิจัยนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Silva et al.(2006)  ศึกษาการ ใชซํ้าของการตรึง
รูปอัลคาไลนโปรติเอสบน Eudragit S-100 พบวายังคงรักษาสภาพได  72 เปอรเซ็นตเม่ือเปรียบเทียบ
กับคากิจกรรมเริ่มตน หลังจากใชซํ้าไปแลว 5 รอบ และในงานวิจัยของ Altun et al. (2007) ศึกษา
การใชซํ้าของเปปซินตรึงรูปบนไคโตซานดายพันธะโควาเลนทพบวา สามารถคงสภาพไดเพียง    
20 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับคากิจกรรมเริ่มตน หลังจากใชซํ้าไปแลว 7 รอบ และคากิจกรรมจะลดลง
อยางรวดเร็วหลังจากใชซํ้าไปแค 3 รอบ แสดงวาโปรติเอสตรึงรูปบนไคโตซานในงานวิจัยนี้ ซ่ึง
เปน fungal protease สามารถคงสภาพในการใชซํ้าไดมากกวาเปปซินซ่ึงใชวิธีการตรึงรูปดวยพันธะ
โควาเลนทบนไคโตซานเหมือนกัน 
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 5.2 ศึกษาการเก็บ (storage) ของเอนไซม 
 
       การทดลองนี้ทําการศึกษาเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทและ
เอนไซมอิสระในการเก็บคางคืนไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยทําการตรึงโปรติเอสท่ีสภาวะท่ี
เหมาะสม แลวทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7 ภาพท่ี 22 แสดงผลการเก็บคางคืน
ของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทและเอนไซมอิสระ พบวาตลอดชวงระยะเวลาคากิจกรรม
เอนไซมสัมพัทธของเอนไซมตรึงรูปมากกวาเอนไซมอิสระ แสดงวาในชวงระยะเวลาเดียวกัน
เอนไซมตรึงรูปมีเสถียรภาพในการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไดดีกวาเอนไซมอิสระ และเม่ือ
พิจารณาเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท พบวาคากิจกรรมของเอนไซมสัมพัทธลดลง แตยัง
รักษาสภาพได 83 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีเอนไซมอิสระยังคงรักษาสภาพได 73 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบ
กับคากิจกรรมเริ่มตน หลังจากการเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 22  ผลของการเก็บเอนไซมอิสระ (  ) และกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (o) บนไคโตซานดวย  
                 พันธะโควาเลนทท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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โดยงานวิจัยนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Chang et al. (2007) ไดทําการศึกษาการเก็บคาง
คืนของเอนไซมตรึงรูปชนิดเปยกและแหง รวมท้ังเอนไซมอิสระ พบวา คากิจกรรมของเอนไซมจะ
ลดลงและคงท่ีแลวหลังจากวันท่ี 30 โดยคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปมากกวาเอนไซมอิสระ
ในชวงระยะเวลาเดียวกัน และเอนไซมตรึงรูปยังรักษาสภาพไดถึง 85 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับคา
กิจกรรมเริ่มตน  และนอกจากนี้ยังพบในงานวิจัยของ Chiou and Wu (2004) , Altun et al. (2007) 
 
6.  ศึกษาจลนพลศาสตรและการเส่ือมสภาพของเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป 
        

6.1 ศึกษาจลนพลศาสตร 
 
      ภาพท่ี 23 ก และ ข แสดงการเปล่ียนแปลงของกิจกรรมเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึง

รูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทกับเวลาท่ีไดจากการทําปฏิกิริยาระหวางเอนไซม (เอนไซม
อิสระหรือท่ีตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท) กับซับสเตรต (เคซีน) ท่ีความเขมขนเริ่มตนของเคซีน
และเวลาตาง ๆ โดยอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาคงท่ีท่ี 40 องศาเซลเซียส โดย พบวาภาพท้ังสอง
แสดงการเปล่ียนแปลงของคากิจกรรมของเอนไซมท้ังตรึงรูปและอิสระท่ีคลายคลึงกัน คือคา
กิจกรรมของเอนไซมอิสระและตรึงรูปเพ่ิมขึ้นตามเวลา และเขาสูคาคงท่ีท่ีเวลามากกวา 300 นาที 
และนอกจากนี้พบวาท่ีเวลาใดๆ เม่ือความเขมขนของซับสเตรตท่ีใชเริ่มตนสูงขึ้นคากิจกรรมของ
เอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระจะเพ่ิมขึ้นดวย   จลนพลศาสตรของการตรึงโปรติเอสบน         
ไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทสามารถอธิบายได โดยใชสมการของ มิเคลิส-เมนเทน อันดับหนึ่ง 
(สมการท่ี 19)   
 
                                                                     V =  

 
max

m

V S
K S

                                                    (19) 

 
โดยท่ี v (หรือ ความเร็วของปฏิกิริยา) สามารถหาไดจากความชันเริ่มตนของภาพท่ี 23 ก และ ข 
สําหรับเอนไซมอิสระและตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท ตามลําดับ และไดแสดงคาท่ีไดในตารางท่ี  
4  แลวคาพารามิเตอร  Vmax และ  Km สามารถหาไดจากการทําใหสมการมิเคลิส-เมนเทน เปน
เสนตรง  ซ่ึงเปนวิธีการของไลนวีเวอรเบิรก (สมการท่ี 25) 
 
                                                              1

V
= 

  maxmax

11
VSV

Km 






                                         (25) 
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ภาพที่ 23  ผลของความเขมขนของซับสเตรตท่ีใชในการทําปฏิกิริยาของคากิจกรรมเอนไซมตอเวลา  
                ท่ีใชในการทําปฏิกิริยา (ก) เอนไซมอิสระ (ข) เอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะ 
               โควาเลนท   ( , +,     ,    และ     คือความเขมขนของซับสเตรตเทากับ 1, 3, 5, 7 และ 15  
                มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ) 
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ตารางที่ 4  ความเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยา (µmol/min-mg protene1) ท่ีไดจากความชันเริ่มตนของภาพ 
                 ท่ี 23 ก และ ข 
 

ความเขมขนซับสเตรต 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

ชนิดของเอนไซม 
เอนไซมอิสระ เอนไซมตรึงรูป 

1 
3 
5 
7 
15 

0.906 
1.685 
2.823 
3.194 
3.818 

4.209 
5.521 
6.036 
7.569 
8.073 

1 µmol/min-mg protene คือ ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
 

      โดยท่ีคา Vmax และ Km ท่ีไดนี้ไดแสดงในตารางท่ี 5 จะเห็นวา คา R2 ท่ีไดมีคานอยกวา 
0.99  แตยังถือวายอมรับได เพราะ R2 ท่ีแสดงในงานวิจัยอ่ืนๆ สําหรับการ fit curve เขากับสมการ
มิเคลิส-เมนเทนนี้มีคาประมาณ 0.91-0.96 สําหรับเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระ (Gummadi et 
al.,2009 และ Chang and Juang ,2007)  และภาพท่ี 24 ไดแสดงกราฟเพ่ือใชหาพารามิเตอรเหลานี้  
นอกจากนี้เม่ือใชคาพารามิเตอรท่ีไดแทนลงในสมการ  มิเคลิส-เมนเทน (สมการท่ี 15)  แลว
คํานวณหาคา Vmax  ดังแสดงในภาพท่ี  24  จะเห็นวาคา Vmax ท่ีไดจากสมการมิเคลิส-เมนเทน และท่ี
อานไดจากภาพท่ี 24 มีคาใกลเคียงกันในชวงความเขมขนของ เคซีนท่ีสนใจนี ้

 
ตารางที่ 5  พารามิเตอรทางจลนพลศาสตรของเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป (Vmax และ Km)  

 
 R2 Vmax 

(U/mg protene) 
Km 

(mol/ml) 
 เอนไซมอิสระ 
เอนไซมตรึงรูป 

0.9087 
0.9816 

7.812 
4.831 

3.97×10-5 

3.90×10-5 
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ภาพที ่24  ความสัมพันธระหวาง 1/V และ 1/[S] ตามความสัมพันธของสมการไลวีเวอรเบิรก ของ 
                 เอนไซมอิสระ (  ) และเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท (o) 
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ภาพที่ 25  อิทธิพลของความเขมขนของซับเสรตกับเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาระหวางเอนไซมอิสระ     
                (  ) และเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท (o) ดวยสมการอันดับหนึ่ง 
               ของมิเคลิส-เมนเทน  (เสนประแสดงคา Vmax โดยประมาณ) 
 
       ตารางท่ี 5 แสดงใหเห็นวาเอนไซมตรึงรูปมีคา Km ใกลเคียงกับเอนไซมอิสระ ซ่ึงบง
บอกถึงความสามารถในการจับกันได (affinity) ระหวางเอนไซมท่ีถูกตรึงรูปกับซับสเตรตได
ใกลเคียงกันเม่ือเทียบกับของเอนไซมอิสระกับซับสเตรต  นอกจากนี้ยังพบวาคาความเร็วปฏิกิริยา
สูงสุด (Vmax) ของเอนไซมตรึงรูปต่ํากวาของเอนไซมอิสระ  บงบอกวาเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซาน
ดวยพันธะโควาเลนทมีประสิทธิภาพต่ํากวา  โดยมีสาเหตุมาจากปญหาผลกระทบดานการถายเท
มวล  (Sangeetha and Abraham ,2008)  ซ่ึงไดยืนยันดวยผลการทดลองกอนหนานี้แลววาเอนไซม
ตรึงรูปนี้มีท้ังท่ีอยูบนผิวเม็ดไคโตซานและในรูของเม็ดไคโตซานดวย และดวยความเร็วรอบ 160 
รอบตอนาที  ท่ีใชในการศึกษาจลนพลศาสตรนี้  อิทธิพลของการถายเทมวลยังคงมีผลตอการทํา
ปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปกับซับสเตรต  แตมีคาต่ํา 
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       คา Km ของเอนไซมตรึงรูปมีคาใกลเคียงกับเอนไซมอิสระ ยังพบไดในงานวิจัยของ
Sangeetha and Abraham (2008) ท่ีศึกษาการตรึง fungal protease (แตไมใช flavourzyme ) บน     
ไคโตซานดวยพันธะโควาลนทและมีกลูตารัลดีไฮดเปนตัวกระตุน ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยนี ้

 
      คา Vmax ของเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทมีคาต่ํากวาของเอนไซม

อิสระ นี้ยังสามารถพบไดในงานวิจัยอ่ืนๆ เชนการตรึงรูปซีรีน V8 โปรติเอสบน AFM tip ดวย
พันธะโควาเลนท (Nakamura et al.,2007)  การตรึงโปรติเอสกับ water soluble-insuluble polymer 
ดวยพันธะโควาเลนท (Silva et al.,2006) เม่ือเปรียบเทียบ Vmax ของเอนไซมโปรติเอสตรึงรูปท่ีไดใน
งานวิจัยนี้  พบวามีคาใกลเคียงกับงานวิจัยของ Kumar et al.(2009) ซ่ึงไดคา Vmax เทากับ 4.02          
ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ซ่ึงเปนการตรึง acid protease บน mesoporous activated carbon (FMAC)   
 

6.2  การเส่ือมสภาพดวยความรอน 
 

       การเส่ือมสภาพนี้ศึกษาโดยการบมเอนไซมโปรติเอสท่ีสนใจในบัฟเฟอร พีเอช  7  ท่ี
อุณหภูมิคงท่ีเปนเวลาตางๆ  แลวจึงนําเอนไซมนั้นมาวัดคากิจกรรมตามท่ีไดอธิบายในวิธีการ
ทดลอง   ภาพท่ี 26 แสดงการเส่ือมสภาพ (การลดลงของคากิจกรรม) ของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะ
โควาเลนทและเอนไซมอิสระท่ีเวลาและอุณหภูมิตางๆ โดยจะเห็นวาท่ีเวลาเทากัน  การเพ่ิม 
อุณหภูมิจะทําใหคากิจกรรมของท้ังเอนไซมอิสระและตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทลดลง 

 
       นอกจากนี้การเส่ือมสภาพของเอนไซมดวยความรอน มักนิยมใหเปนปฏิกิริยา  

pseudo-first order  ดังสมการท่ี 38 โดยคา kd ท่ีไดสามารถนําไปใชหาคาพลังงานกระตุนในการ
เส่ือมสภาพ (deactivation energy,Ed)    

 
  

0

ln
A
A   =  tkd  +  C                                                   (38) 

 
โดย A0   เปนคากิจกรรมของเอนไซมท่ีเวลาเริ่มตน (ไมผานการบม) และ A เปนคากิจกรรมท่ีเวลา
ใดๆ มีหนวยเปนยูนิต โดยเปนคาท่ีเกี่ยวของกับการเปล่ียนแปลงของผลิตภัณฑตอหนึ่งหนวยเวลา 
kd  เปนคาคงท่ีของการเกิดปฏิกิริยาและ C เปนคาคงท่ี ภาพท่ี 27 แสดงความสัมพันธระหวาง 
ln(A/A0) กับเวลาสําหรับเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนท 
ตามลําดับ      
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ภาพที่ 26  กราฟคากิจกรรมของเอนไซมอิสระ (ก) และเอนไซมตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะ     
                โควาเลนท (ข)  ใชในการหาครึ่งชีวิตจากการทดลอง   (   ,   ,    , × และ ⋇  คืออุณหภูมิ 40,  
                 50, 60, 70 และ 80 ตามลําดับ) 
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ภาพที่ 27  ปฏิกิริยาอันดับหนึ่งของการเส่ือมสภาพของเอนไซมอิสระ(ก) และ เอนไซมตรึงรูป (ข) 
                 ดวยความรอน  ท่ีอุณหภูมิตางๆ ( +, ×,    ,    และ     คือ 40, 50, 60, 70 และ 80 
                 องศาเซลเซียส ตามลําดับ) 
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ln ln d
d

Ek A
RT

 

โดยภาพท่ี 27 จะเห็นวาในชวงเวลานอยๆ การเปล่ียนแปลงของ ln(A/A0) กับเวลาเปนไป
ตามปฏิกิริยา pseudo-first order  (แปรผันตรงกับเวลา)  นอกจากนี้ท่ีเวลาคงท่ีคาๆ หนึ่ง คา ln(A/A0) 
ของเอนไซมตรึงรูปมีคาสูงกวาของเอนไซมอิสระ บงบอกถึงความเสถียรของเอนไซมตรึงรูปตอ
ความรอนท่ีสูงกวานัน่เอง คาความชันท่ีอานไดจากกราฟระหวาง ln(A/A0) กับเวลา (ภาพท่ี 27) คือ
คา kd และคา kd ท่ีไดท่ีอุณหภูมิตางๆ นี้สามารถนําไปใชหาคา Ed ซ่ึงเปนความชันของสมการ
เสนตรง (ดูภาพท่ี 28)  ตามความสัมพันธของสมการอารเรเนียส  (สมการท่ี 39)  โดยคาเหลานี้ได
สรุปไวในตารางท่ี 5  ตามลําดับ 

 
                                                                                                                                   (39) 
 

โดย A เปนคาคงท่ีหรือแฟกเตอรความถ่ี Ed เปนพลังงานท่ีใชในการเส่ือมสภาพเอนไซม 
(deactivation energy) ซ่ึงสัมพันธกับตัวเรงปฏิกิริยา หรือในท่ีนี้ก็คือการเส่ือมสภาพของเอนไซม 
(kJ/mol)  R เปนคาคงท่ีของแกส (8.314 J/mol K) และ T เปนอุณหภูมิสัมบูรณ (K) ซ่ึงผลการ
ทดลองท่ีไดแสดงในภาพท่ี 28 โดยจะเห็นวาผลการทดลองสอดคลองกับสมการขางตน คือกราฟท่ี
ไดเปนสมการเสนตรง โดยความชันท่ีไดเทากับ 

R
Ed   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 28  อารเรเนียสพล็อตระหวางคาคงท่ีของอัตราการเส่ือมสภาพดวยความรอนของเอนไซม     
                 ตรึงรูป (o) และเอนไซมอิสระ (  )  กับอุณหภูมิท่ีใชบมเอนไซม 
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      ตารางท่ี 6 แสดงคา kd และ Ed ท่ีไดจากการ fit สมการอารเรเนียสเขากับขอมูลการ
ทดลอง  เพ่ือความสะดวกในการเปรียบเทียบคา Ed ท่ีไดนี้กับท่ีไดมีการรายงานในบทความอ่ืนๆ   
จึงไดเปล่ียนจาก kJ/mol เปน kcal/mol   โดยคา R2 ท้ังสองท่ีไดจากการ fit มีคาสูงกวา 0.99 บงบอก
วาคาคงท่ีของการเส่ือมสภาพของเอนไซมเปนไปตามสมการอารเรเนียส คา  kd ของโปรติเอสตรึง
รูปนอยกวาโปรติเอสอิสระ และคา  Ed ของโปรติเอสอิสระและโปรติเอสตรึงรูปท่ีไดนี้มีคาใกลเคียง
กับงานวิจัยของ Ahmed et al. (2008) ซ่ึงไดคา Ed ของโปรติเอสอิสระและตรึงรูปเทากับ 6.206   
และ 5.688 kcal/mol ตามลําดับ 

 
แมวาคา Ed ของเอนไซมตรึงรูปมีคาต่ํากวาของเอนไซมอิสระซ่ึงแสดงถึงพลังงานท่ีใชใน

การเส่ือมสภาพเอนไซม (deactivation energy) ท่ีต่ํา  แตดวยแฟกเตอรความถ่ี A  ในสมการท่ี 33 ท่ี
บงบอกถึงโอกาสในการชนท่ีต่ํา  ทําใหคา kd สําหรับการเส่ือมสภาพของเอนไซมตรึงรูปมีคาต่ํา  บง
บอกถึงการเส่ือมสภาพของเอนไซมตรึงรูปท่ีเกิดไดชากวาหรือเอนไซมตรึงรูปทนตอความรอนได
ดีกวานั่นเอง  ลักษณะของคา kd  ท่ีต่ําเนื่องจากมีคา A ต่ํานี้สามารถพบในงานวิจัยอ่ืนๆ ได (Min and 
Juang,2005; Ahmed et al.,2008) 
 
ตารางที่ 6  แสดงคาคงท่ี  kd และ  Ed ของเอนไซมอิสระ และเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท 

 
อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 
kd(µmol/g protene) Ed(kcal/mol) 

เอนไซมอิสระ เอนไซมตรึงรูป เอนไซมอิสระ เอนไซมตรึงรูป 
40 
50 
60 
70 
80 

3.09 ×10-3 
7.17 ×10-3 
1.0 ×10-2 
1.87 ×10-2 
3.04 ×10-2 

4.26×10-3 
4.47 ×10-3 

6.67 ×10-3 
8.50 ×10-3 
1.21 ×10-2 

 
10.716 

(R2=0.9918) 
 

 
7.399 

(R2=0.9970) 

 
       คาครึ่งชีวิต (t1/2) หรือ half life เปนอีกตัวแปรท่ีสามารถบงบอกเสถียรภาพของเอนไซม
ได โดยเปนชวงเวลาท่ีคากิจกรรม (Residual enzyme activity)มีคาเหลือเพียง 50% ของคากิจกรรม
เริ่มตน ดังนั้นจากสมการท่ี 40 จะไดคาครึ่งชีวิตเปน 
 



 

65

                                                2/1
0

05.0ln tk
A
A

d                                        (40) 

 
นั่นคือ             

dk
t 5.0ln

2/1                                                         (41) 

 
       ตารางท่ี 7 เปรียบเทียบระหวางคาครึ่งชีวิตท่ีไดจากการทดลอง (คํานวณจากสมการท่ี 
41) กับท่ีไดจากการทํานาย (อานไดจากภาพท่ี 26) พบวามีคาใกลเคียงกันและท่ีอุณหภูมิมากขึ้นคา
ครึ่งชีวิตคาครึ่งชีวิตของเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทและเอนไซมอิสระมีคาลดลง ซ่ึงบง
บอกถึงการเส่ือมสภาพของเอนไซมท่ีอุณหภูมิสูงขึ้นและทําใหทํางานไดแยลง นอกจากนี้ยังพบวา
ตลอดชวงอุณหภูมิท่ีสนใจนี้คาครึ่งชีวิตของเอนไซมตรึงรูปมีคาสูงกวาเอนไซมอิสระ ซ่ึงยืนยันถึง
ความเสถียรตอความรอนและการเส่ือมสภาพท่ีเกิดชากวาของเอนไซมโปรติเอสตรึงรูปเม่ือเทียบกับ
เอนไซมโปรติเอสอิสระ   
 
ตารางที่ 7  คาครึ่งชีวิต (min) ของเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป ท่ีไดจากการทํานายจาก 
                  กราฟ (ภาพท่ี 26) และคาท่ีไดจากการทดลอง   
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เอนไซมอิสระ เอนไซมตรึงรูป 
การทํานาย การทดลอง การทํานาย การทดลอง 

40 
50 
60 
70 
80 

160.00 
110.00 
76.67 
50.00 
26.67 

162.62 
96.62 
67.82 
36.99 
22.79 

229.63 
146.30 
111.11 
90.74 
60.37 

223.96 
154.98 
103.92 
81.58 
57.10 

 
 
 



สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
 งานวิจัยนี้ ศึกษาการตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยวิธีหอหุม และเช่ือมดวยพันธะ           
โควาเลนทโดยใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวกระตุนท่ีความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เปนเวลา 
2.5 ช่ัวโมง แลวนํามาตรึงเอนไซมโปรติเอสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขนไอออน 
(ionic strength ) เทากับ 0.05 โมลาร พีเอช 7 ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  
 

ศึกษา BET และ SEM พบวาพ้ืนท่ีผิวจําเพาะและปริมาตรรวมของรูพรุน รวมท้ังภาพท่ีได
จาก SEM เม่ือตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีหอหุมมีรูพรุนขนาดเล็กกวาเม็ดไคโตซานท่ี
ไมมีเอนไซม เม่ือนํามาทดสอบผลของการถายโอนมวลตอคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปดวย
พันธะโควาเลนทพบวาท่ีความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที และท่ีความเขมขนของซับสเตรต 1.5 
เปอรเซ็นตใหคากิจกรรมสูงสุด และจากการศึกษาเสถียรภาพของอุณหภูมิและพีเอชของเอนไซม
ตรึงรูปบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทเทียบกับเอนไซมอิสระพบวาใหคากิจกรรมเอนไซม
สัมพัทธมากท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และพีเอช 7 ท้ังเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนท
และเอนไซมอิสระ ในการศึกษาการใชซํ้าพบวาเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทสามารถรักษา
ประสิทธิภาพการใชซํ้าไดถึง 67 เปอรเซ็นตเทียบกับคากิจกรรมเริ่มตนหลังจากใชซํ้าไปแลว 9 รอบ 
และเม่ือนําไปเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ยังคงรักษา
สภาพไดถึง 83 เปอรเซ็นต เม่ือเก็บไวถึง 28 วัน 

 
นอกจากนี้ผลการศึกษาจลนพลศาสตร พบวาเอนไซมตรึงรูปดวยพันธะโควาเลนทมี

ความสามารถในการจับกันได (affinity) ระหวางเอนไซมท่ีถูกตรึงรูปกับซับสเตรตไดใกลเคียงกัน
เม่ือเทียบกับของเอนไซมอิสระกับซับสเตรต แตคาความเร็วปฏิกิริยาสูงสุดของเอนไซมตรึงรูปต่ํา
กวาของเอนไซมอิสระ รวมท้ังศึกษาการเส่ือมสภาพดวยความรอน พบวาเอนไซมตรึงรูป
เส่ือมสภาพไดชากวาเอนไซมอิสระ 
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ขอเสนอแนะ 
 

1.  เนื่องจากการตรึงรูปดวยวิธีหอหุม เอนไซมตรึงรูปจะเสียสภาพขณะทําปฏิกิริยา ดังนั้น
ควรหาวิธีในการทําใหเอนไซมมีความแข็งแรงมากขึ้น เชนการเติมเคลย เปนตน 

 
2.  ควรศึกษาพารามิเตอรอ่ืนท่ีมีอิทธิพลตอการตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะ      

โควาเลนทและวิธีการหอหุม เชนปริมาณเอนไซมท่ีเหมาะสมในการตรึง เปนตน 
 

       3.  ควรศึกษาพารามิเตอรอ่ืนท่ีมีอิทธิพลตอการตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะ      
โควาเลนทเพ่ิมเติม เชน ชนิดของตัวกระตุน 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป 
 
1. การเตรียมสารเคมีที่ใชในการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 

 
1.1  สารละลาย 0.1 โมลาร ไฮโดรคลอริก เตรียมโดยการผสมกรดไฮโดรคลอริก     

(37 เปอรเซ็นต) จํานวน 1.17  มิลลิลิตรกับน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
1.2  สารละลาย 0.1 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด  เตรียมโดยละลายโซเดียม                   

ไฮดรอกไซด จํานวน 0.4 กรัม กับน้ํากล่ันแลวปริมาตรปรับเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
1.3  สารละลาย 0.2 โมลาร โมโนเบสิก โพแทสเซียมฟอสเฟต เตรียมโดยละลาย 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (KH2PO4) จํานวน 3.12 กรัมกับน้ํากล่ัน แลวปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

       1.4  สารละลาย 0.2 โมลาร ไดเบสิก โพแทสเซียมฟอสเฟต เตรียมโดยละลาย                     
ไดโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (K2HPO4) จํานวน 3.56 กรัมกับน้ํากล่ัน แลวปรับ
ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

1.5  สารละลาย 0.05 โมลาร โพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7 เตรียมโดยผสม
สารละลาย 0.2 โมลาร โมโนเบสิก โพแทสเซียมฟอสเฟต จํานวน 19.5 มิลลิลิตรกับสารละลาย    
0.2 ไดเบสิก โพแทสเซียมฟอสเฟต จํานวน 30.5 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร  
ดวยน้ํากล่ัน 

1.6  สารละลายเคซีน (casein) 1.5 เปอรเซ็นต เตรียมโดยละลายเคซีนจํานวน 1.5 กรัม
กับสารละลาย 0.1 โมลาร โซเดียมคลอไรด จํานวน 20 มิลลิลิตร นําไปเขยาในอางน้ําอุนพรอม 30 
นาที เพ่ือใหเคซีนละลายจนหมด ปลอยใหสารละลายเคซีนเย็นท่ีอุณหภูมิหอง ปรับพีเอชใหเทากับ 
7 ดวยสารละลาย 0.1 โมลาร ไฮโดรคลอริก และ 0.1 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด จากนั้นเติม
สารละลาย 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟสบัฟเฟอร พีเอช 7 จํานวน 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตร
เปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

1.7  สารละลาย 0.4 โมลาร กรดไตรคลอโรอะซิกติก (TCA) เตรียมโดยละลาย TCA 
จํานวน 6.54 กรัมกับน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 

1.8  สารละลาย 0.4 โมลาร โซเดียมคารบอเนต เตรียมโดยละลายโซเดียมคารบอเนต 
จํานวน 4.24 กรัมกับน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
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1.9  สารละลายโฟลิน (folin reagent) เตรียมไดโดยผสมสารละลายโฟลินกับน้ํากล่ัน
ในอัตราสวน 1 ตอ 1 แลวนําไปใชทันที 
 
2. การวิเคราะคากิจกรรมของโปรติเอส   (Han and Shahid, 1995) 
 

2.1 ใสน้ํากล่ันแทนสารละลายเอนไซมลงไปในหลอดทดลองท่ี 1 จํานวน 1 มิลลิลิตร 
สวนหลอดทดลองอ่ืนๆ ใสเม็ดบีดท่ีไดจากการตรึงรูป (ใชประมาณ 8-9 เม็ด ใหช่ังน้ําหนักเม็ด
ท้ังหมดกอนมาทดสอบ) นําหลอดทดลองท้ังหมดใสใน rack และวางท้ัง rack ในน้ําอุนท่ี 40 องศา
เซลเซียส 

2.2 เติมสารละลายเคซีท่ีเย็นเทาอุณหภูมิหอง จํานวน 1 มิลลิลิตรลงไปในหลอด
ทดลองท่ีเติมน้ํากล่ันแทนสารละลายเอนไซมท่ีนาทีท่ี 0 สวนหลอดอ่ืนๆ เติมสารละลายเคซีนดัง 
กลาว จํานวนหลอดละ 1 มิลลิลิตรเชนกันท่ีเวลาตางๆ ตั้งท้ิงไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยาครบ 10 
นาที  (ทุกหลอดยังคงอยูใน rack ซ่ึงวางในอางน้ําอุนท่ี 40 องศาเซลเซียสตลอดเวลา) 

2.3 นาทีท่ี 10 เติมสารละลาย 0.4 M TCA ท่ีเย็นเทาอุณหภูมิหอง ลงในหลอดท่ีเติมน้ํา
กล่ันแทนสารละลายเอนไซมจํานวน 2 มิลลิลิตร และเติม 0.4 M TCA ลงในหลอดทดลองอ่ืนๆ ท่ีทํา
ปฏิกิริยาครบ 10 นาทีเชนกนั ตามลําดับ ตั้งหลอดทดลองท้ังหมดท้ิงไวใหตกตะกอนในอางน้ําอุนท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามากรองตะกอนออกโดยใชกระดาษกรอง
เบอร 1  (หมายเหตุทุกหลอดอยูใน rack ซ่ึงวางในอางน้ําอุนท่ี 40 องศาเซลเซียสตลอดเวลา จนกวา
จะถึงเวลากรอง) 

2.4 ดูดสวนใสท่ีกรองไดอยางละ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตละหลอด เติม
สารละลาย 0.4 M N

a2
CO

3
 ลงในหลอดทดลองแตละหลอดจํานวน 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน เตรียม 

folin reagent ตอนนี้  โดยดูด folin 5 ml  ผสมกับน้ํากล่ัน 5 ml  ใสลงในขวดรูปชมพู เขยาใหเขากัน
นานๆ   

2.5 เติมสารละลาย folin reagent จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายท่ีกรองไดของ
หลอดทดลองท่ีเติมน้ํากล่ันแทนสารละลายเอนไซมท่ีนาทีท่ี 0 สวนหลอดทดลองอ่ืนๆ เติม
สารละลาย folin reagent จํานวน 1 มิลลิลิตรเชนกันท่ีเวลาตางๆ ตั้งท้ิงไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยา
ครบ 10 นาที 

2.6 นาทีท่ี 10 เทหลอดทดลองท่ีใชน้ํากล่ันแทนสารละลายเอนไซมเปนหลอดควบคุม 
(blank) ลงใน cuvette 2 อัน วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตรทันที กด auto 
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zero แลวดึง cuvette อันหนึ่งออก กล้ัวดวยน้ํากล่ัน 1-2 ครั้ง  จากนั้นนาทีท่ี 10 กวาๆ เทของเหลวใน
หลอดอันถัดไปลงใน cuvette เพ่ือกล้ัว และเทท่ีเหลือลงไปอีก แลววัดคา absorbance ท่ีนาทีท่ี 11 
ทันที  บันทึกคาการดูดกลืนแสงท่ีได 

 
3. การสรางกราฟมาตรฐานของการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 
 
                    3.1  เตรียมสารละลาย L-tyrosine เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยละลาย      
L-tyrosine จํานวน 0.2 กรัมกับน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
  3.2  สารละลาย L-tyrosine เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมกับน้ํากล่ันลงใน
แตละหลอดทดลองดวยอัตราสวนดังตารางภาคผนวก ก1 
 
ตารางผนวกที่ ก1  วิธีการเตรียมสารละลาย L-tyrosine ท่ีความเขมขนตาง  ๆ
 
หลอด

ท่ี 
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 

 
                    3.3  เติมสารละลาย 0.4 โมลาร โซเดียมคารบอเนต จํานวน 5 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองแตละหลอด แลวเขยาใหเขากัน 
                    3.4  เติมสารละลายโฟลิน จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองท่ี 1 เพราะเปนหลอด
ควบคุม (blank) ท่ีนาทีท่ี 0 สวนหลอดทดลองอ่ืนๆ เติมสารละลายโฟลิน จํานวน 1 มิลลิลิตรเชนกัน
ท่ีเวลาตางๆ ตั้งท้ิงไวใหแตละหลอดทําปฏิกิริยาครบ 10 นาที 

 3.5  นาทีท่ี 10 นําหลอดทดลองท่ี 1 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงกอนดวยเครื่องสเปคโตโฟ
โตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตรทันที กด auto zeo blank กอน แลววัดคาการดูดกลืนแสง
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y = 0.008x
R² = 0.9986
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ความเขมขนของ L-tyrisine (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

ของหลอดทดลองอ่ืนๆ ท่ีทําปฏิกิริยาครบ 10 นาทีทันทีเชนกัน ทําการบันทึกคาการดูดกลืนแสงของ
หลอดท่ี 2 ถึงหลอดท่ี 6 

 3.6  นําคาการดูดกลืนแสงท่ีวัดไดมาวาดกราฟมาตรฐาน ใหแกน x คือ ความเขมขน
ของสารละลาย L-tyrosine แกน y คือ คาการดูดกลืนแสง 

 3.7  จากกราฟมาตรฐานสามารถสรางสมการหาความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืน
แสงและความเขมขนของสารละลาย L-tyrosine เม่ือทําการวิเคราะหคาการดูดกลืนแสงของ
สารละลายเอนไซมท่ีช่ัวโมงตางๆ จึงทราบคากิจกรรมโปรติเอสได ดังภาพผนวกท่ี ก 1 

 
คากิจกรรมโปรติเอสกําหนดให 1 ยูนิตของกิจกรรมโปรติเอส หมายถึง ปริมาณเอนไซมท่ี

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

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพผนวกที่ ก1  กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหคากิจกรรมโปรติเอส 
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วิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีนเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป 
 
1. การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะหปริมาณโปรตีนของโปรติเอส  
 

1.1 สารละลายสี เตรียมโดยละลายสารสี Coomassie brilliant blue G-250 100 
มิลลิกรัม ในเอทานอล (99.5 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมกรดฟอสฟอริก (85 เปอรเซ็นต) 
ลงไป 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดเทากับ 200 มิลลิลิตร แลวนําไป
กรองดวยกระดาษกรองเบอร 41  

1.2 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (สําหรับ calibration) เตรียมสารละลายโปรตีนของ 
BSA (bovine serum albumin) ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ัง BSA 50 มิลลิกรัม 
คอย ๆ เติมน้ํากล่ัน เพ่ือชะฟองท่ีเกิดขึ้น เม่ือชะฟองหมดปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร 
จากนั้นเจืองจางดวยน้ํากล่ัน ใหมีความเขมขนเทากับ 0-30 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร(ถาเปนการ
ทดลองเพ่ือหาปริมาณโปรตีน สารละลายโปรตีนมาตรฐานจะหมายถึงของเหลวท่ีจะวัดหาโปรตีน) 
 

2. การสรางกราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณโปรตีนโปรติเอส 
 

2.1 เตรียมสารละลายโปรตีนของ BSA (bovine serum albumin) ท่ีความเขมขนตางๆ
ดังแสดงในตารางภาคผนวก ก2 

 
ตารางผนวกที่ ก2  วิธีการเตรียมสารละลาย โปรตีนของ BSA ท่ีความเขมขนตาง  ๆ

 
หลอด

ท่ี 
ความเขมขนของสารละลาย
เขมขน 500 μg/ml ท่ีดูดมา 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณน้ํา
กล่ัน 

(ไมโครลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีน 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

 
1 0 2000 0 
2 20 1980 5 
3 40 1960 10 
4 60 1940 15 
5 80 1920 20 
6 
7 

100 
120 

1900 
1880 

25 
30 
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y = 0.0362x
R² = 0.9976
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ความเขมขนของสารละลายโปรตีน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

3. วิธีวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Bradford M.M.,1976) 
 
3.1 ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ีเขมขนตางๆ(ถาเปนการทดลองเพ่ือหาปริมาณ

โปรตีน สารละลายโปรตีนมาตรฐานจะหมายถึงของเหลวท่ีจะวัดหาโปรตีน) ลงในหลอดทดลอง
จํานวน 6 มิลลิลิตร  

3.2 เติมสารละลายสีลงในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยา 
ท้ิงไว 5 นาที  

3.3 วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร ทําการบันทึกคาการดูดกลืนแสงของหลอด
ท่ี 2 ถึงหลอดท่ี 7 เม่ือทําการวิเคราะหคาการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนไซมท่ีช่ัวโมงตางๆ จึง
ทราบคากิจกรรมโปรติเอสได ดังภาพผนวกท่ี ก 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ก2  กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณโปรตีน  
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ภาคผนวก ข 
การคํานวณ 
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1.  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมอิสระและกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป 
 

      1.1  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมอิสระ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

สารละลายโปรติเอส 0.1 มิลลิลิตร + น้ําปราศจากไอออน 1.9 มิลลิลิตร 
ดังนั้น ปริมาตรรวม 2 มิลลิลิตร 

เติมสารละลายซับสเตรต (เคซีน) 1 มิลลิลิตร 
 

เติมสารละลาย TCA 2 มิลลิลิตร 
 

ปริมาตรรวมท้ังหมด 5 มิลลิลิตร 
 

เติมสารละลาย Na2CO3  5 มิลลิลิตร 
 

เติมสารละลาย Na2CO3  5 มิลลิลิตร 
 

เติมสารละลายสี (folin reagent) 1 มิลลิลิตร 
 

วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 660 นาโนเมตร 
 

ดูดมา 1 มิลลิลิตร 



 

83

จากแผนภาพ สามารถนํามาคํานวณหาคากิจกรรมของเอนไซมอิสระไดดังนี ้
 
 
                                                                                              

 
โดย 

A660        =  คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร 
 ความชันของกราฟมาตรฐาน L-tyrosine   =  0.008 

สารละลายเอนไซมท่ีใชในการทําปฏิกิริยา   =  1 มิลลิลิตร 
เวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา    = 10 นาที 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา     =  5 มิลลิลิตร 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กิจกรรมเอนไซมอิสระ (ยูนิต) = 

1
 

660 1 5
10

A
slope

 
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1.2  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ช่ังน้ําหนักเอนไซมท่ีถูกตรึง (ประมาณ 8-9 เม็ด) 

เติมสารละลายซับสเตรต (เคซีน) 1 มิลลิลิตร 
 

เติมสารละลาย TCA 2 มิลลิลิตร 
 

ปริมาตรรวมท้ังหมด 5 มิลลิลิตร 
 

เติมสารละลาย Na2CO3  5 มิลลิลิตร 
 

เติมสารละลาย Na2CO3  5 มิลลิลิตร 
 

เติมสารละลายสี (folin reagent) 1 มิลลิลิตร 
 

วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี  660 นาโนเมตร 
 

ดูดมา 1 มิลลิลิตร 
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จากแผนภาพ สามารถนํามาคํานวณหาคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปไดดังนี ้
 
 
 
 

โดย 
A660     =  คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร 
ความชันของกราฟมาตรฐาน L-tyrosine   =  0.008 
สารละลายเอนไซมท่ีใชในการทําปฏิกิริยา   =  1 มิลลิลิตร 
เวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา    = 10 นาที 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา     = 3 มิลลิลิตร 
น้ําหนักเอนไซมตรึงรูป    = 0.15 กรัม 
ความหนาแนนของเอนไซมตรึงรูป   =  0.9953 กรัมตอมิลลิลิตร 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

กิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (ยูนิต)     = 660 1 0.153
10 0.9953

A
slope

    
 
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2.  การคํานวณปริมาณโปรตีน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
จากแผนภาพ สามารถนํามาคํานวณหาปริมาณโปรตีน ไดดังนี ้
 

 

โดย 
 A595    =  คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 

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

ปริมาณโปรตีน  (ไมโครกรัม)    =  595 15 10
5

A
slope

   

ตัวอยาง 10 มิลลิลิตร 

เติมน้ําปราศจากไอออน 10 มิลลิลิตร 
 

เติมสารละลายสี 1.5 มิลลิลิตร 
 

วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี  595 นาโนเมตร 
 

ดูดมา 5 มิลลิลิตร 

ดูดมา 6 มิลลิลิตร 



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวนิตยา  เยาวแสง 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด 19 เมษายน 2527 
สถานท่ีเกิด  อําเภอศรีนครินทร จังหวัดพัทลุง 
ประวัติการศึกษา วศ.บ. (วิศวกรรมเคมี) มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ  
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจุบัน นิสิตปริญญาโท ภาควิชาวิศวกรรมเคมี  

คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ทุนการศึกษาท่ีไดรับ โครงการพัฒนาบัณฑิตและวิจัยดานวิศวกรรมเคมี 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
โครงการทุนสนับสนุนของบัณฑิตวิทยาลัย
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 

  
  
  
  
  
  
  
  

  




